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AcOEt Acétate d’éthyle

EtOH Ethanol

EP Ether de pétrole

MeOH Méthanol

CHCI; Chloroforme

n-BuOH Butanol

DMSO Diméthyl sulfoxyde

H20 Eau

CCM Chromatographie sur couche mince

CC Chromatographie sur colonne

VLC Chromatographie liquide sous vide

SiO2 Gel de silice normale

Rf Rapport frontal

S Singulet

sl Singulet large

d Doublet

dd Doublet de doublets

ddd Doublet de doublets de doublets

t Triplet

td Triplet de doublets

m Multiplet

nd Nom déterminé

RMN *H Résonance magnétique nucléaire du proton
1D Monodimensionnelle

2D Bidimensionnelle

RMN 2C Résonance magnétique nucléaire du carbone 13
HMBC Heteronuclear multiple bond correlation
HSQC Heteronuclear single quantum correlation
HR haute résolution

SM spectrométrie de masse



ESI Spectrométrie de masse par ionisation douce (Electrospray)
uv Ultra-violet

) Déplacement chimique en ppm

J Constante de couplage en Hz

uma Unité de masse atomique

m/z Masse/charge d’un ion

F Fraction

ppm Partie par million

Hz Hertz

MHz Megahertz

°C Température en degrés Celsius

mg milligramme

g Gramme

mL Millilitre

nm Nanometre

NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

ADN Acide désoxyribonucléique

ERO Espéces réactive de I’oxygeéne

ERN Especes réactive nitrogénée

DPPH 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl

ABTS Sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-
sulfonique)

ICxg Concentration inhibitrice de 50%
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Etude phytochimique de la plante S. satureioides, identification de la stéréochimie par RMN 2D

Introduction

Le temps n’est pas si lointain ou 1’on ne parlait de sa santé. Celle —ci était la condition
de I’existence. On ne s’en préoccupait que lorsque le corps refusait par trop- et trop
péniblement- les services qui lui étaient demandés. 11 fallait étre " dur au mal”.

Aujourd’hui, la santé est devenue pour chacun une préoccupation majeure. Notre
société consciente des risques que comportent le mode de vie actuel, est passé du quasi-refus
de la maladie au souci permanant de sa prévention [1].

Au cours des dernieres années, plusieurs raisons ont mené au rétablissement de [’usage
des plantes médicinales. Elles sont d’abord d’un coit inférieur aux médicaments de synthése,
Laquelle en effet n’a pu trouver remede a tous les maux, en plus de se buter a une resistance
accrue des pathogeénes et a une panoplie d’effets secondaires liés a I’usage des médicaments
traditionnels. Enfin, la valeur médicinale des plantes est de plus en plus démontrée
scientifiguement, ce qui constitue un argument de taille pour utilisation en médecine. Ainsi,
I’industrie des plantes médicinales est devenue, en peu de temps, le secteur de I’industrie
pharmaceutique connaissant la plus forte croissance annuelle avec 15 a 20% [2].

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médécaments grace a la
richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire. Celui-ci produit des molécules
variées permettant aux plantes de controler leur environnement animal et végétal. Parmi les
milliers de molécules produites par ce métabolisme, I’homme sélectionne celles qui lui
permettent de se défendre contre les agréssions d’autres organismes vivants phathogénes
(champignons, bactéries, virus....) et de corriger ses troubles métaboliques [2-5].

Les especes végétales produisent de nombreux métabolites primaires indisponsables a
leur developpement. Ceux-ci comportent particuliérement des protéines, des lipides et des
hydrates de carbones utilisés par les plantes pour leur subsistance et reproduction. De plus,
elles synthétisent une vaste gamme de composés chimiques appelés métabolites secondaires
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se repartissant en polyphénols, terpénoides, alcaloides, acides gras....etc. Ces substances

naturelles déterminent a quel point les plantes médicinales peuvent étre bénéfiques dans le
domaine de santé sachant que plusieurs de leurs composes a certaines doses ont des propriétes
thérapeutiques ou peuvent parfois étre toxiques. Il est a noter qu’il n y a pas une régle
générale concernant la toxicité ou 1’effet thérapeutique des mémes biomolécules lorsqu’elles
se trouvent dans la plante que si elles en sont extraites. En effet, des effets synergiques des
constituants chimiques dans la plantes, mémes ceux qui sont minoritaires, y peuvent
intervenir. Ceci a été démantré particulierement dans le cas des huiles essentielles [6].

De part sa situation géographique particuliére, 1’Algérie bénificie d’une gamme trés
variée de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifiée. En effet, le
territoire Algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les montagnes, la
steppe, le Sahara. Ces ressources naturelles sont importantes pour 1’économie Algerienne et
pour le maintien de I’equilibre écologique de la région.

Plus de trois milles espéces, appartenant a plusieurs familles botaniques, sont pour la
plus part spontanées avec un nombre non négligeable (15%) d’espéces endémique [7,8] ; ce
qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable.

La recherche de molécules bioactives a partir des plantes peut s’effectuer selon
plusieurs stratégie : une approche ethnopharmacologique qui consiste a utiliser le savoir des
médecines traditionnelles, une approche chimiotaxonomique qui s’intéresse a des taxons
connus pour renfermer des métabolites secondaires particuliers, ou encore un criblage
systématiques des espéces ou toutes combinaison des précédentes. Le chemin qui méne de la
plante a ses constituants purs est trés long et nécessite un travail d’équipes pluridisciplinaires
(botanistes, chimistes,....... etc), le travail de phytochimiste concerne essentiellement
I’isolement, la purification et enfin la détermination structurale du produit isolé, et ¢’est dans

cet axe que notre contribution peut s’inscrire.
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Notre travail s’inscrit dans une perspective de valorisation et de développement de la

recherche sur les plantes médicinales afin de pouvoir satisfaire au besoin de santé des
populations ; ceci reste une volonté des autorités sanitaires de notre pays (Algérie) suite a
I’engagement de I’OMS a ceuvres dans ce domaine.

L’objectif de notre thése vise la valorisation de la famille des lamiacées comme source
de molécules renouvelables utilisables dans le domaine pharmaceutique, phytosanitaire et
dans le domaine des ardmes et parfums.

Le travail de recherche qui nous a été proposé fait suite aux resultas obtenus des travaux
de magister initiés par le laboratoire de chimie organique et des substances naturelles de
I’université de Djelfa. L’espéce médicinale de la famille de lamiacée a retenu I’attention au
cours des travaux de recherche et il était important de réunir des informations phytochimiques
et biologiques sur ’espéce Saccocalyx satureioides, une plante sauvage abondante dans notre
region steppique, connue sous le nom local Zaatar R mel.

Le choix de cette plante a été guidé par les indications d’usage traditionnel et aussi par
le fait qu’elles n’ont fait I’objet que de trés peu d’investigations phytochimiques et
biologiques.

Les principales parties de ce travail sont traitées selon le plan suivant :

» Une premiére partie, bibliographique, comportant deux chapitres dont le
premier chapitre aborde les aspects botaniques et etudes chimiques antérieures.
La premiere partie de ce chapitre est consacré a la description botanique de la
famille Lamiaceae, le genre Saccocalyx et I’espéce Saccocalyx satureioides. La
deusiéme partie illlustre les études phythochimiques antérieures effectuées sur
quelques genres de cette famille.

> Le deuxieme chapitre ayant trait a des géneralités sur les flavonoides et les

alcaloides, est divisé également en deux parties. La premiére partie est
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consacrée a un rappel bibliographique et des généralités sur les flavonoides. La

deuxiéme partie couvre les alcaloides.

» Le troisiéme chapitre concerne 1’é¢tude phytochimique de 1’espéce Saccocalyx
satureioides, en fixant comme principal objecif 1’extraction, la séparation et
I’identification des métabolites secondaires des parties aériennes de 1’éspéce
étudiée. L’¢lucidation sructurale des composés obtenus a I’état pur est
présentée en détaille.

> Le quatrieme chapitre englobe la partie expérimentale de cette investigation
phytochimique en présantant toutes les procédures expérimentales
(extraction, fractionnement, isolement et purification) conduisant a 1’obtention
des produits a I’état pur.

> Le cinquiéme chapitre sera consacré a une étude biologique in vitro visant
d’une part a évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits bruts de 1’espece
Saccocalyx satureioides et d’autre part la mise en évidence in vitro du potentiel
antioxydant des extraits de 1’espéce étudiée par deux méthodes différentes, le
piegeage du radical libre DPPH et le test de blanchiment de B-caroténe.

> Les resultats obtenus sont ensuite amplement discutés. Le manuscrit est achevé
par une conclusion présentant une synthese des resultats obtenus avec les
perspectives envisagées, la liste des références bibliographiques, les annexes et

la publication scientifique.
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I. 1. Famille Lamiaceae

I. 1. 1. Présentation de la famille

La famille des lamiacées, dénommée aussi Labiée (anciennement, Labieae), regroupe
des plantes herbacées et sous-arbustes répartis dans le monde entier. Il s’agit de I’une des
principales familles de plantes dicotylédones, qui comprend environ 6500 especes et 200
genres tres diversifiés, plus ou moins cosmopolites, qui caractérisent les climats de type
méditerranéen. C’est une famille trés homogene : une lamiacée est facile a reconnaitre [9].

Dans cette famille un méme nom vernaculaire fait souvent référence a un tres grand
nombre d’espéces appartenant toutes au méme genre, comme par exemple pour les menthes,
les lavandes ou les basilics. Un bon nombre de ces espéces sont des plantes
médicinales [10, 11].

Les lamiacées constituent une famille trés importante dans la flore de I’Algérie,
représentée par 28 genres et 146 especes [12], parmi eux 8 genres et 12 especes décrites par
Zend (1991) se répartissent dans tous le Sahara [13]. Certains genres sont de détermination
délicate en raison de la variabilité extréme des especes [12].

I. 1. 2. Description botanique

Les Lamiacées sont le plus souvent des plantes herbacées, annuelles ou vivaces
aromatiques, des sous-arbrisseaux et rarement des arbres ou des lianes [9]. En général, elles
sont odorante [12].

Ce sont des plantes a essence dont 1’odeur se dégage par simple attouchement des
feuilles ou des tiges. En effet, les huiles essentielles des Lamiacées se forment dans des poils
a essence et se localisent a I’extérieur sous la cuticule qui se souléve [10, 11].

«» Appareil végétatif

> Les tiges sont quadrangulaires généralement ligneuses a leur base et tres

ramifiées [11].
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> Les feuilles sont pétiolées et opposées [11].
«» Appareil reproducteur
» Les inflorescences, situées a 1’aisselle des feuilles supérieures, sont toutes de
type cyme : d’abord bipares, puis unipares par manque de place. Elles sont
fréquemment condensées en glomérules et souvent simulent autour de la tige
un verticille des fleurs [11].
> Les fleurs sont irrégulieres [11].
= La corolle est souvent a deux lévres, d’ou le nom de Labiées donné a
cette famille. Ce nom provient du latin labium signifiant «levre» du fait
de la forme des fleurs dont les cing sépales soudés entre eux forment un
calice bilabié.
* [’androcée possede 4 ou 2 étamines soudées a la corolle, mais on
trouve chez quelques rares Lamiacées tropicales une cinquiéme étamine
(la supérieure) et, quelques genres dont les Sauges, le Romarin, n’ont
plus que deux étamines.
= Le gynécée comporte deux carpelles soudés qui se subdivisent chacun
par une fausse cloison en deux demi-loges, chacune contenant un ovule.
> Le fruit est un tétrakene logé au fond d’un calice persistant, chaque demi-
carpelle donnant naissance a un akéne élementaire [11].
I. 1. 3. Distribution géographique
La famille des Lamiacées répartie sur I’ensemble de la surface de la planéte, elle est
aussi bien répandue dans les zones tropicales que dans les zones tempérées du monde
(Figure 1. 1). La grande diversité est rencontrée selon cet ordre : le bassin mediterranéen,
I’Asie centrale, le continent Ameéricain, les Iles du pacifique, I’Afrique équatoriale et la

Chine [14].
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Figure I. 1. Répartition géographique de la famille Lamiaceae dans le monde entier [14]

I. 1. 4. Intérét des espéces de la famille des lamiacées
I. 1. 4. 1. Intéréts economiques
La famille des Lamiacées présente un intérét économique majeur, notamment comme
source d’huiles essentielles, la parfumerie méme si les parfums de synthese tendent a
remplacer ces essences. L'industrie des cosmétiques utilise également les Lamiacées pour
leurs propriétés hydratantes et souvent antiseptiques. On y trouve aussi des plantes
ornementales (sauge par exemple) tant en extérieur qu'en intérieur (coléus) [15].
I. 1. 4. 2. Intéréts nutritionnels
Cette famille est I'une des principales sources de légumes du monde entier. Les especes
de Mentha, Thymus, Salvia, Origanum, Coleus et Ocimum sont utilisées comme des légumes

et des ardmes alimentaires [16, 17].

I. 1. 4. 3. Intéréts pharmacologiques
Notons également que plusieurs espéces de cette famille sont utilisées en médecine
traditionnelle et moderne, comme Lavandula, Teucrium, Thymus et Salvia [18]. Plusieurs
travaux, réalisés in vitro et in vivo, rapportent des résultats intéressants pour certaines
molécules antioxydantes d'origine végétale telles que les dicatéchols, la curcumine, les

triterpénes pentacycliques et les flavonoides [19-23].
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En Afrique, les plantes de la famille Lamiaceae sont utilisées comme diurétique, anti-
syphilitique, anti-diarrhéique, cicatrisante, antiseptique et dans le traitement de nombreuses
affections telles que les problémes intestinaux ou encore le météorisme (ballonnement du
ventre, d0 & des gaz) [21, 22]. De nombreuses espéces de cette famille ont confirmé leur
intérét pharmacologique dans la littérature et qui peuvent étre citées a titre indicatif [18] :

= Rosmarinus officinalis : Insecticide, antinociceptive, antioxydante, diurétique.

= Lavetula stoechas : Anticonvulsante, calmante, antispasmodique

= Thymus vulgaris : Anti-inflammatoire, fongicide, provoque 1’agrégation de
plaquettes, antispasmodique.

= Satureja khuzistanica Jamzad : Anti-hyper lipidemique, antidiabétique,
antioxydant

= Melissa officinalis : Relaxant, activités antimicrobiennes, agglutination du
récepteur, antioxydant, anti-inflammatoire, antiviral (Anti-HIV), cytotoxique,
analgeésique.

» Nepeta cataria : Activités antimicrobiennes et répulsives.

= Ocimum basilicum.: Activités antimicrobiennes, antioxydant et anti-

inflammatoire

Zhumeria majdae : Anti-nociceptive et anti-inflammatoire
I. 2. Genre Saccocalyx

Le genre Saccocalyx est un genre de plantes a fleurs peu connu de la famille des
lamiacées, décrite pour la premiére fois en 1835. Il contient plusieurs especes qui se
répartissent en majorité dans le bassin mediterranéen. Il s’agit des especes originaire
d’Afrique du Nord [24].

Ce genre regroupe de nombreuses espéces, on cite comme exemple : Saccocalyx

calycinus, Saccocalyx coluteoides, Saccocalyx follicularis, Saccocalyx halicacabus,

( ]
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Saccocalyx laguroides, Saccocalyx lineatus, Saccocalyx lupulinus, Saccocalyx tumidus,
Saccocalyx vulnerariae [24], en plus Saccocalyx satureioides qui est 1’objet de notre travail.

Le genre Saccocalyx est caractérisé par la corolle & lobes plans étalés, par les étamines
au nombre de 4, distantes et presque égales. il se distingue de tous les autres genres de la tribu
par la forme si remarquable du calice fructifére, la corolle & deux lévres a peine distinctes et
les étamines distantes nous paraissent devoir le faire rapporter a la sous- tribu des Mentheae ;
dont il s’¢loigne cependant par le port et par les étamines un peu conniventes ; ces derniers
caracteres le rapproche de la sous-tribu des Melissa, dont il différe par la corolle obscurément
bilabiée, et par les étamines distantes a peine ascendantes : ce genre est donc intermédiaire
entre les deux sous-tribus des Mentheae et des Melissa [25].
I. 3. Espéce Saccocalyx satureioides

L’étude botanique de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. reste difficile, limitée et
trés controversée car cette espece a fait 1’objet de trés peu d’études descriptives. Il en est de
méme pour le genre de Saccocalyx.

I. 3. 1. Classification systématique

L’espece Saccocalyx satureioides (Figure.l. 2) est classée sur le plan botanique selon la

fagon suivante [26] :

Figure .1. 2 Espéce Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.
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> Regne : Plantae
> Sous regne : Cormophytes
» Embranchement :  Spermaphytes
» Sous embranchement : Angiospermes
» Classe : Dicotylédones
» Sous classe : Asteridae
» Ordre: Lamiales
» Famille:  Lamiaceae
» Sous famille : Stachyoideae
» Genre: Saccocalyx
» Espéce : Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.
I. 3. 2. Noms vernaculaires et synonymes
Cette espece est désignée sous les noms vernaculaires [11] :
= Arabe : Zaitar R’mel, Azir EI’ébel et Zaatar El Khil.
» Frangais : Sarriette indigéne.
Elle possede aussi deux synonymes [24] :
= Faustia Font Quer & Rothm
» Faustia satureioides (Coss. & Durand) Font Quer & Rothm.
I. 3. 3. Description botanique
L’espéce Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. est un sous-arbrisseau de 20-100 cm a
tiges érigées. Feuilles ovales lancéolées de 4-6 fois 2-3 mm, ciliées, hispides. Fleurs en
verticillastres, petites, blanches rosées ou pourpres. Calice a 5 dents, fortement accrescent,
vésiculeux a la maturité. Corolle incluse a 4 lobes trés courts, sub-égaux, les supérieurs plus

ou moins émargineés [12].
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I. 3. 4. Répartition géographique
Saccocalyx satureioides est une espece endémique et cosmopolite qui est commune
dans les hauts plateaux. En Algérie, cette plante est répandue dans [12] :
= Les dunes de la zone prédésertique.
= Le sous — secteur de 1I’Atlas Saharien Oranais.
= Lesous — secteur de 1’ Atlas Saharien Algérois.
= Le sous — secteur de 1’Atlas Saharien Constantinois.
Mais elle est rare dans le secteur du Hodna, et trés rare dans le secteur du Sahara
septentrional [12].
I. 3. 5. Intéréts de Saccocalyx satureioides
I. 3. 5. 1. Intéréts écologiques
L’espéce Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. est considérée comme fixatrice de
dunes surtout par son enracinement profond qui contribue a la rétention du sol et lui permet de
résister au desséchement [13].
I. 3. 5. 2. Intéréts pharmacopées
Saccocalyx satureioides est une plante utilisée dans la médecine populaire, la décoction
ou l’infusion de ses parties aériennes est utilisée généralement pour le traitement des
désordres et des spasmes gastriques [27], pour le traitement des infections du systéeme
respiratoire [28] et comme tisane pour son effet digestif, antiarthritique, et dans certains cas
de la brucellose [29]. Elle est employée comme ingrédient dans de nombreuses médecines

traditionnelles locales et dans la plupart du temps dans le soin du diabete [30].
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Il. Etudes chimiques antérieures

Il. 1. Famille Lamiaceae

Du point de vue chimique, cette famille a fait I'objet d'intenses investigations dans le but
d'isoler différents types de composés. Parmi les genres qui sont en cause, on cite : Ajuga,
Rhabdosia, Teucrium, Salvia, Scutellaria, Stachys, Leonurus, Ballota, Coleus, Thymus,
Phlomis. Ces études ont permis d'isoler un grand nombre de métabolites secondaires tels que
les flavonoides, les iridoides, les sesquiterpenes, les diterpénes, les triterpenes et les
stérols [31, 32].

Il. 1. 1. Flavonoides

La famille des Lamiaceae compte prés de 224 genres qui sont des sources importantes
de flavonoides. L'apigénine, la lutéoline, le chrysoeériol, le kaempférol, I’isorhamnétine et
leurs dérivés glycosylés ont été détectés dans un grand nombre d'espéces Lamiaceae [33]. La
présence des flavonoides p-coumaroyl glucosides et 8-hydroxyflavone-7-allosyl glucosides
est restreinte aux genres de la sous-famille des Lamiioides (tribu des Stachydeae) [34-44].

« Genre Hyptis

Une étude chimique réalisée sur 1’extrait méthanolique de I’espéce Hyptis atrorubens
Poit. a permis d’identifier deux flavonoides : la quercétine-3-glucoside (isoquercétine), la
quercétine-3-galactoside (hypéroside) [45]. Ces deux composés isoquercétine et hypéroside)
sont largement présents dans les plantes médicinales. En dépit d’une forte similarité¢ de
structure entre ces deux composés, ils sont différents dans leur activité biologique et la
biodisponibilité parce qu’ils ont des fragments distincts pour le sucre [46]. Ces composés ont
été étudies pour de nombreuses activités, notamment antivirale [47] et antimicrobienne

[48, 49].
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Quercétine-3-glucoside (isoquercétine) Quercétine-3-galactoside (hypéroside)
Une investigation chimique sur les feuilles de Hyptis pectinata (L.) Poit. a permis
I’isolement de quatre flavonoides dont : le cirsiliol, la cirsimaritine, la 7-O-méthyllutéoline et

genkwanine [50].

Structure R R,
Cirsiliol OCH3; OCHj3
Cirsimaritine OCHj; H

7-O-méthyl lutéoline  H OH

Genkwanine H H

% Genre Rosmarinus

Trois flavonoides glucuronides : lutéoline-3'-O-$-D-glucuronide, lutéoline-3'-O- (4°’-O-
acétyl)-p-D-glucuronide et lutéoline-3'-O- (3’’-O-acétyl)-f-D-glucuronide ont été isolé a
partir de 50% d’extrait aqueux méthanolique de I’espece Rosmarinus officinalis [51]. De la
méme espece, il a été identifié également une flavone (genkwanine) et isoscutellareine-7-O-

glucoside [52].

OH
R,

OH O
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Structure Ry R, R3
Llutéoline-3'-O-B-D-glucuronide OH H O-B-D-glucuronide
Lutéoline-3'-O-(4"’-0-acétyl)-p-D- O- (4’-0-acétyl)-p-D-
: OH H ;
glucuronide glucuronide
Lutéoline-3'-O-(3"’-0-acétyl)-p-D- O- (37’-0-acétyl)-p-D-
: OH H ;
glucuronide glucuronide
Genkwanine OCH3 H H
Isoscutellareine- 7-O- glucoside O-Glu OH H

< Genre Thymus

Les principaux métabolites secondaires du genre Thymus sont les flavonoides. Le genre

Thymus appartient a la sous-famille des Nepetoideae réputée pour stocker des flavonoides

polyméthoxylés, comme le montrent les tableaux (1.1 —» 11 .4) [53-74]. La lutéoline et la

6-hydroxylutéoline sont des chémomarqueurs des especes Thymus, la thymusine

(5,6-dihydroxy-7, 8.4’-triméthoxyflavone) est aussi caractéristique de cette sous-famille [75-

78].

R
ORj
R;0 0
OH o)
Structure R R, Rs
Apigénine H H H
Lutéoline H OH H
Chrysoériol H OMe H
Diosmétine H OH Me
7-Méthoxyapigénine Me OH Me
7,4'-Diméthoxyapigénine Me H Me
7-Méthoxylutéoline Me OH H
( )
L)
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Tableau. I1. 1 : Les flavones aglycones isolées du genre Thymus

Flavones Especes
P —
Apigénine T. herba-barona [55], T. hirtus [56], T. decassatus [57],

T. webbianus [58], T. carnosus [59], T. piperella [60],
T. membranaceus subsp. membranaceus [61], T. longidens var.
lanicaulis [62], T. longidens var longidens [62]

Lutéoline T. vulgaris [79], T. willdenowii [53], T. brousoonetti [54],
herba-barona[55], T. hirtus [56], T. carnosus [59],
piperella [60], T. longidens var. lanicaulis [62],

. vulgaris [63]

Diosmétine . hirtus [56], T. piperella [60], T. longidens [62]

7-Méthoxyapigenine . vulgaris [63]

7,4'-Diméthoxyapigénine . vulgaris [63]

T
T
T

Chrysoériol T. membranaceus subsp. Membranaceus [61]
T
T
T
T

7-Méthoxylutéoline . vulgaris [79], T. membranaceus subsp. [61], T. vulgaris [63]

Structure R; R» R3
Apigeénin-7-O-b-D-glucoside Glc H H
Apigeénin -7-O -glucosyl(1—2) glucoside Glc-glc H H
Apigénin -7-0O-(b-D- 6- caffeoylglucoside) 6'-caffeoyl glc OMe H
Lutéolin-7-O-B-Dglucoside Glc
Lutéolin-7-O-B-Dglucuronide Glur OH H
Lutéolin-3'-O-B-Dglucuronide OH O-Glur H
Lutéolin -7-O-(B-D-glucosyl-6-caffeoyl glucoside) 6'-caffeoyl glc OH H
Lutéolin-7-O-B-D-xyloside Xyl OH H
Lutéolin-7-O-glucosyl(1—2) glucoside Glc-glc OH H
Lutéolin-7-O-a-D-(rhamnosyl(1—2) glucoside) Rha-gle OH H
Lutéolin-7-O-a-D-(xylosyl (1—2) glucoside) Xyl-glc OH H
Lutéolin-7-O-p-Dgalacto (1—2) arabinoside Gal-ara OH H
Diosmétin-7-O-B-D-glucoside Glc OH OMe
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Tableau. I1. 2. Les flavones glycosidiques isolées du genre Thymus

Flavones

Apigénine-7-0O-B-D-glucoside

Espeéces

T. webbianus [58], T. piperella [60],
T. serpyllum [64], T. vulgaris, T. caucasus
[65]

Apigénine -7-O-glucosyl (1—2) glucoside

T. Caucasus [63]

Apigénine -7-O-(B-D- 6-caffeoylglucoside)

T. caucasus [65], T. serpyllum [66]

Lutéoline-7-O-B-D-glucoside

T. vulgaris [80], T. willdenowii [53],
T. rousoonetti [54], T. webbianus [58], T.
piperella [60], T. serpyllum [62], T. caucasus
[63], T. vulgaris [64], T. serpyllum [64],
T. vulgaris [65], T. loscosii Willk [67]

Lutéoline-7-O-B-Dglucuronide

—

. broussonetti [54]

Lutéoline-3'-O-B-Dglucuronide

. willdenowii [53]

Lutéoline -7-O-(B-Dglucosyl-6-
caffeoylglucoside)

T
T. caucasus) [64]

Lutéoline-7-O-a-D-xyloside T. membranaceus [68]
Lutéoline-7-O-glucosyl(1—2)glucoside T. serpyllum [64], T. wvulgaris [64],
T. caucasus [65]

Lutéoline-7-O-a-D-(rhamnosyl(1—2) T. membranaceus [68]
glucoside)
Lutéoline-7-O-B-D-(xylosyl(1—2) T. membranaceus [68]
glucoside)
Lutéoline-7-O-B-D-galacto T. serpyllum [64]
(1—2)arabinoside
Diosmeétine-7-O-B-D-glucoside T. serpyllum, T. vulgaris [64]

Ry

Rs
R, o]
R1
OH o]
Structure R, R, R3 R,
Genkwanine OH OMe H OH
8C-(hydroxybenzyl) apigénine OH OH Benzyl -OH OH
Scultellareine-7-glucoglucuronide Glc OH Glc OH
Apigénine-6,8-di- C-glucoside (vicenine-2) OH  Glc-glur H OH
5,4'-dihydroxy-6,7-diméthoxyflavone OH OMe H OH
5,6,4'-trihydroxy-7-méthoxyflavone OMe OMe H OH
5,6,4'-trihydroxy-7,8-diméthoxyflavone OH OMe OMe OH
5,4'-dihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone OMe OMe OMe OH
5,6-dihydroxy-7,4'-diméthoxyflavone (ou OMe OMe H OMe
5,6-dihydroxy-7, 8,4’-triméthoxyflavone OMe OMe OMe OMe
[ o)
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Tableau. Il. 3. Les flavones (dérivées de I'apigénine dont les positions 6 et /ou 8 sont
Substituées) isolées du genre Thymus

Flavones

Espéces

Genkwanine

T.herba-barona [55], T. membranaceus
subsp. Membranaceus [61]

8C-(hydroxybenzyl) apigénine

T. hirtus [56]

Scultellareine-7-glucoglucuronide

T. serpyllum [64]

Apigénine-6,8-di- C-glucoside (vicénine-2)

T. webbianus [58], T. piperella [60]

5,4'-dihydroxy-6,7-diméthoxyflavone
(Sorbifoline)

T. herba-barona [55]

5,6,4'-trihydroxy-7-méthoxyflavone
(Cirsimaritrine)

T. herba-barona [55], T. piperella [60],
T.membranaceus subsp.membranaceus
[61], T. vulgaris [63]

5,6,4'-trihydroxy-7,8-
diméthoxyflavone(Thymusine)

T. herba-barona [55]

5,4'-dihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone
(Xanthomicrol

T. herba-barona [55],
T. membranaceus subsp.membranaceus
[61], T.vulgaris [63]

5,6-dihydroxy-7,4'-diméthoxyflavone ou
(Ladaneine)

P. piperella [60]

5,6-dihydroxy-7,8,4'-triméthoxyflavone
(Pebrelline)

T. membranaceus subsp.membranaceus
[61], P. piperella [60]

Structure R R, R; R, Rs

6-Hydroxy lutéoline OH OH H OH OH
6-Hydroxy lutéoline-7-O-glucoside OH O-Glc H OH OH
8C-(hydroxybenzyl) lutéoline H OH Benzyl-OH OH OH
8C-(hydroxybenzyl) diosmétine H OH Benzyl-OH OH OMe
5,3',4'-trihydroxy-6,7-diméthoxyflavone OMe OMe H OH OH

(Cirsiliol)

5, 4'-dihydroxy-6, 7,3’-triméthoxyflavone OMe OMe H OMe OH

(Cirsilinéol)

8-méthoxy circilinéol OMe OMe OMe OMe OH

5,6,7, 8,3’,4’- hexahydroxy flavone OH OH OH OH OH

(desméthylnobiletine

5- hydroxy-6, 7,3°,4’-tétraméthoxyflavone OMe OMe H OMe OMe
5,3"-dihydroxy-6, 7,4’-triméthoxyflavone OMe OMe H OH OMe
(Eupatorine)

5,4'-dihydroxy-6,7,3'-triméthoxyflavone OMe OMe H OMe OH

5,6-dihydroxy-7,3',4'-triméthoxyflavone OH OMe H OMe OMe

N
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5, 6,4’- trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone OH OMe H OMe OH
5, 6,4’- trihydroxy-7, 8,3’-triméthoxyflavone OH OMe OMe OMe OH

(Thymonine)

Tableau. I1. 4. Les flavones (dérivées de la lutéoline et dont les positions 6 et /ou 8 sont
substituées) isolées du genre Thymus

Flavones Espéces
6-Hydroxy lutéoline T. carnosus [59]
6-Hydroxy lutéolin-7-O-glucoside T. membranaceus subsp.Membranaceus [61],

T. loscosii Willk [67]

8C-(hydroxybenzyl) lutéoline

8C-(hydroxybenzyl) diosmétine T. hirtus [56]

5,3",4'-trihydroxy-6,7-diméthoxyflavone T. herba-barona [55], T. piperella [60], T.

(Cirsiliol ) vulgaris[68]

5, 4-dihydroxy-6, 7,3-triméthoxyflavone | T. herba-barona[55], T. carnosus[59]
(Cirsilinéol) T. wvulgaris [67], T. vulgaris [63], T. vulgaris
[70]

8-méthoxy circilineol T. herba-barona [55], T. membranaceus subsp.

Membranaceus [61], T. vulgaris [63], T. vulgaris
[70], T. vulgaris [71]

5, 6,7, 8,3”,4’- hexahydroxy flavone T. membranaceus subsp. membranaceus [60]
(desméthylnobiletine)

5- hydroxy-6,7,3°,4’-tétraméthoxyflavone | T. membranaceus subsp. membranaceus [62],
T. saturoides [72]

5,3-dihydroxy-6, 7,4’-triméthoxyflavone | T. membranaceus subsp. membranaceus [61]
(Eupatorine)

5,4'-dihydroxy-6,7,3'-triméthoxyflavone T. serpyllum [81], T. vulgaris [63], T. vulgaris
[70]

5,6-dihydroxy-7,3',4'-triméthoxyflavone T. algeriennsis [72], P. piperella [60]

5,6,4’-trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone | T. decassatus [57], T. algeriennsis [73]

5,6,4’-trihydroxy-7,8,3’-triméthoxyflavone | T. serpyllum [81], T. decassatus [57], T.
(Thymonine) broussonetti [54], T. vulgaris [70], T. vulgaris
[71]

R>
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Structure R R,
Quercétine H OH
8C-(hydroxybenzyl) kaempférol Benzyl -OH H
8C-(hydroxybenzyl) quercétine Benzyl -OH OH

Tableau .11. 5. Les flavonols isolés du genre Thymus
Flavonols Espéces
Quercétine T. vulgaris [71]
8C-(hydroxybenzyl) kaempférol
(nydroxybenzyl) p T. hirtus [56]

8C-(hydroxybenzyl) quercétine

Rs

OH
R,0
Ry
OH

Structure Ry R, R3

Naringénine H H H

Eriodictoyl H H OH

Eriodictoyl-7-O-glucoside H Glc OH

Eriodictoyl-7-O-rutinoside H Rut OH

5, 7,3’,4’-trihydroxydihydro flavonol (ou taxifoline) OH H OH

Tableau .11. 6. Les flavanones et dihydroflavonols isolées du genre Thymus

Flavanones ou dihydrovlavonols Espece

Naringénine T. herba-barona [55], T. piperella [60],
T. membranaceus subsp. Membranaceus
[62]

Eriodictoyl T. vulgaris [80], T. brousoonetti [54], T.

herba-barona [55], T. webbianus [58], T.
piperella [60], T. longidens [62], T.
algeriensis [73], T. wvulgaris [63], T.
vulgaris [74]

Eriodictoyl-7-O-glucoside

T. algeriensis [53]

Eriodictoyl-7-O-rutinoside

T. vulgaris [65]

5, 7,3’ ,4’-trihydroxydihydro flavonol
(ou taxifoline)

T. algeriensis [69]

N
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< Genre Phlomis

Le genre Phlomis contient un grand nombre de flavonoides. Les p-coumaroyl
glucosides sont présents dans toutes les especes du genre; ce sont des marqueurs
chimiotaxonomiques [82]. Les especes méditerranéennes telles que P. aurea et P. floccosa
poussent en Egypte [83,84] et P. lychnitis [85] se trouvant en Espagne, sont caractérisées par
la présence de flavones méthylées (chrysoériol) alors que les especes Indiennes telles que
P. spectabilis [86] contiennent exclusivement des flavonols. Les espéces Russes telles que
P. agraria [87] et P. tuberosa [88,89], contiennent des flavones (lutéoline, apigénine et leurs
glucosides et glucuronides). Nous avons recensé la plus part des flavonoides isolés des

espéces Phlomis; ils sont dressés dans les tableaux .11.7 et I1. 8

Structure R R R2 R
Apigénine H H H H
Lutéoline OH H H H
Chrysoériol OMe H H H
Narngenine OH H H H
Kaempférol H H H OH
4'-méthylkaempférol H H Me OH
7,4'-méthylkaempférol H Me Me OH

Tableau .11. 7. Les flavonoides aglycones isolés du genre Phlomis

Flavonoides aglycones Espece

Apigénine P. lychnitis [85], P. nissoli [90], P. pungens [91],

. samia [92], P. tuberosa [88, 89]
Lutéoline . lychnitis [85], P. nissoli [90],

. pungens [91], P. tuberose [88, 89]
Chrysoériol . brachyodon [93], P. lychnitis [85]

. samia [92]
. aurea [83, 84]

. brachyodon [93]

pectabilis [86]
23 J'

Narangénine
Kaempfeérol
4'-methylkaempférol
7,4'-méthylkaempférol

Ul U |U|UTUlUTUTO

[92]

-
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OR,
OH

Structure R R R2 R; R,
Apigénine-7-0-B-D-glucoside H Glc H H H
Apigénine-7-glucuronide H Glur H H H
Apigénine-7-0O-coumaroyl-B-D-glucoside H p-coum-Glc H H H
Lutéoline-7-O-B-D-glucoside OH Glc H H H
Lutéoline-7- glucuronide OH Glur H H H
Lutéoline-7-O-coumaroyl-B-D glucoside OH p-coum-Glc H H H
Chrysoériol-7-O-B-D- glucoside OMe Glc H H H
Hispiduline-7-O-B-D-glucoside OH Glc H H OMe
Chrysoériol-7--D-(3"-p-Ecoumaroyl) OMe p-coum-Glc H H H
glucoside

6-C-Glucosyl lutéoline OH H H H C-Glc
6,8-DiC-Glucosyl apigénine H H H C-Glc C-Glc
6,8-DiC-Glucosyl lutéoline OH H H C-GIlc C-Glc

Tableau .11. 8. Les flavonoides glycosides isolés du genre Phlomis

Flavonoides glycosides

Apigeénine-7-O-B-D-glucoside

Espéces

P. aurea [83], P. floccosa [84], P. lychnitis
[85], P. nissoli [90], P. tuberose [88, 89]

Apigénine-7-glucuronide

P. tuberose [88, 89]

Apigénine-7-O-coumaroyl-p-D-glucoside

P. lychnitis [85], P. tuberose [88, 89]

Lutéoline-7-O-B-D-glucoside

P. agraria [87], P. aurea [83], P. flocosa [84],
P. lychnitis [85], P. nissoli [90], P. tuberosa
[88, 89]

Lutéoline-7- glucuronide

P. aurea [83], P. flocosa [84], P. tuberosa
[88, 89]

Lutéoline-7-O-coumaroyl-p-D glucoside

P. aurea [83, 84], P. flocosa [84], P. lychnitis
[85], P. tuberose [88,89]

Chrysoériol-7-O-p-D glucoside

P. aurea [83], P. floccosa [84], P. lychnitis
[85]

Hispiduline-7-O-B-D-glucoside

P. aurea [84], P. floccose [84]

Chrysoériol-7-p-D-(3"-p-Ecoumaroyl)
glucoside

P. lychnitis [85]

6-C-Glucosyl lutéoline

P. tuberose [88, 89]

6,8-DiC-Glucosyl apigénine

P. aurea [83, 84], P. floccosa[84]

6,8-DiC-Glucosyl lutéoline

P. aurea [83, 84] , P. floccose [84]

)
L
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R,

OH

OH o)

Structure R R,
Naringenine-7-O-f-D-glucoside Glc H
Naringénine-7-O-coumaroyl-f-D-glucoside p-coum-Glc H
Eriodictoyl-7-O-B-D-glucoside Glc OH
Eriodictoyl-7-O-coumaroyl-p-D-glucoside p-coum-Glc  OH
Eriodictoyl -7-O-rutinoside Rha-Glc OH

Tableau .11. 8. Les flavonoides glycosides isolés du genre Phlomis

Naringénine-7-O-B-D-glucoside

Naringénine-7-O-coumaroyl-p-D-glucoside
Eriodictoyl-7-O-B-D-glucoside P. nissoli [83]
Eriodictoyl-7-O-coumaroyl-B-D-glucoside

P. aurea [83]

Eriodictoyl -7-O-rutinoside P. nissoli [90]

Structure R R, R2 R;
Apigénin-7-O-rutinoside H Rha-Glc H H
Lutéolin-7-O-rutinoside OH Rha-Glc H H
Chrysoériol-7-O-rutinoside OMe Rha-Glc H H
Lutéolin-7-(6"-p-D-apiofuranosyl)-p-D- OH Apio-Glc H H
glucoside
Chrysoériol-7-(6"-p-D-apiofuranosyl)--D-  OMe Apio-Glc H H
glucoside
Chrysoériol-7-O-p-Allopyranosyl (1—2)-- OMe Allo-Glc H H
D-glucoside
Stachyspinoside Me H Glucur-Glc Me
( )
L * )
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Tableau .11. 8. Les flavonoides glycosides isolés du genre Phlomis

Flavonoides glycosides Espéce

Apigénine-7-O-rutinoside

Lutéoline-7-O-rutinoside

Chrysoériol-7-O-rutinoside
Lutéoline-7-(6"-B-D-apiofuranosyl)-p-D-glucoside
Chrysoériol-7-(6"-p-D-apiofuranosyl)-B-D-glucoside
Chrysoériol-7-O-p- Allopyranosyle(1—2)-p-D-glucoside
Stachyspinoside

P. aurea [83], P. floccosa [84],
P. nissoli [85]

P. nissoli [90]

P. sintenesii [94]

R,
OR,
R0 0
OR
OH 0

Structure R R, R2 R;
Kaempférol-3-O- B —Dglucoside (Astragaline) Glc H H H
Quercetin-3-O- B-D-glucoside Glc H OH H
Quercetin-3-O-B-Dglucuronide (isoquercitrine) Glucur H OH H
7,4'-dimethyl-Kaempférol-3-(6"-E-p-coumaroyl)- p-coum-Glc Me H Me
B-D-glucoside
4'-apiofuranosyl-Kaempférol-3-O-B-D-glucoside Glc H H  Apio
4'-apiofuranosyl-quercetin-3-O-B-D-glucoside Glc H OH Apio

Tableau .11. 8. Les flavonoides glycosides isolés du genre Phlomis

Flavonoides glycosides
. brachyodon [93], P. spectabilis [86],
. spinidens [73]

. aurea [83,84], P. floccosa [84]

. spinidens [95]

LY

Kaempférol-3-O- p —Dglucoside (Astragaline)

Quercetin-3-O- B-D-glucoside
Quercetin-3-O-B-Dglucuronide (isoquercitrine)
7,4'-dimethyl-Kaempférol-3-(6"-E-p-coumaroyl)-
B-D-glucoside
4'-apiofuranosyl-Kaempférol-3-O-B-D-glucoside
4'-apiofuranosyl-quercetin-3-O-B-D-glucoside

T | 0| 0|0

. spectabilis [86]

P. spinidens [95]
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OH

O—Glc —0—CO—=CH

OH 0]

Tiliroside

Tiliroside P. brachyodon, P. spectabilis [93]

Il. 1. 2. Phényléthanoides et Phénylpropanoides

Les phényléthanoides sont un caractére taxonomique important des différents genres de
la famille des Lamiacées. Les plus couramment trouvés dans le genre Phlomis sont le
verbascoside qui a été isolé de 14 espéces Phlomis, le forsythoside B, décrit pour 16 espéces
du genre et I'alyssonoside trouvé dans 8 especes Phlomis. Les phényléthanoides possedent des
propriétés cytotoxiques [96], cytostatique [97] (l'étude de la relation structure-activité a
montré que la présence d'un systéme aromatique ortho dihydroxy est nécessaire pour posséder
une telle activité), antimicrobienne [98], et comme les flavonoides, ils servent aussi de pieges

a radicaux libres [99]. Les phenyléthanoides isolés d'especes Phlomis sont dressés dans le

Tableau .11. 9.
H 0 OR,
R,0 0
? \ O (0] OH
H 0 OH
HO oR
HO 0 !
HO
Lo
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Phényléthanoides R; R2 R3 R4
Actéoside (Verbascoside) H H H H
Leucosceptoside A H Me H H
Martinoside Me Me H H
Wiedemanioside H Me  B-D-Glucosyl H
Forsytoside B H H B-Apiosyl H
Alyssonoside H Me B-Apiosyl H
Leucosceptoside B Me Me B-Apiosyl H
Teucrioside H H H a-Lyxosyl
Phlinoside A H H H B-D-Glucosyl
Phlinoside B H H H B-D-Xylosyl
Phlinoside C H H H a-L-Rhamnosyl
Phlinoside D H Me H B-D-Xylosyl
Phlinoside E H Me H a-L-Rhamnosyl
Physocalysoside Me Me o-L-Rhamnosyl a-L-Rhamnosyl

Tableau .11. 9. Les Ehénxléthanoides isolés du genre Phlomis
Phényléthanoides

Actéoside
(Verbascoside)

P. armeniaca [96], P. aurea [100], P. bourgaei Boiss. [101], P.
carica [102], P. chimerae [103], P. fruticosa [104], P. grandiflora
var. grandiflora [105], P. grandiflora var. fimbrilligera [104], P.
longifolia var. longifolia [106], P. monocephala [102], P. samia
[102], P. sieheana [107], P. sintenisii [108], P. tuberosa L [109]

Leucosceptoside A

P. armeniaca [96], P. licia [101], P. longiflora var. longiflora [106],
P. siehana [107], P. physocalyx [110]

Martynoside

P. armeinaca [96], P. samia [102], P. sieheana [107], P. sintenisii
[108]

Wiedemanoside

P. physocalyx [110]

Forsytoside B

P. armeniaca [96], P. bourgaei Boiss [101], P. carica [102], P.
chimerae [103], P. ruticosa [104], P. grandiflora var. grandiflora
[105], P. grandiflora var.fimbrilligera [104] , P. licia [111], P.
longifolia var.Longifolia [106], P. monocephala [102], P.
Physolalyx [110] P. pungens var. hirta [112], P. pungens
var.pungens [112, 113], P. sieheana [107], P. sintenisii [108], P.
spinidens [114], P. tuberosa L [109]

Alyssonoside

P. carica [102], P. chimerae, [103], P. fruticosa [104], P.
grandiflora var.grandiflora. [105], P. grandiflora var.fimbrilligera
[104], P. licia 111], P. monocephala [102], P. pungens var.
pungens [113]

Leucosceptoside B

P. bourgaei Boiss [101], P. chimerae [103], P. pungens var.pungens
[113],

Teucrioside P. armeniaca [96]
Phlinoside A

Phlinoside B . .
Phlinoside C P. linearis [115]
Phlinoside D . .
Phlinoside E P. linearis [116]

Physocalysoside

P. physocalyx [110]

[ =]
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OH
0]
HO 0
(0] 7 7 .
OH \/\©\ Phényléthanoides R
OH
q OH Phlomiséthanoside H
[e) .
Hattushoside OMe
MeO
OH
(0]
HO
R
H o]
OH OH
HO. 0]
N 0 0 OH OH
H 0 OH
HO o
(0] H ? OH
(o]
(0]
o HO H N 0 0
/ OH
HO o H 0 -
O
OH HO
HO
OH
Samioside Cis-actéoside
H 0 OH H o on
HO. 0]
N 0 0 on MO N 0/%/0
OH 0 OH H 0 OH \/\Oi
HO HO
HO (0] OH HO ¢}
HO L AcO on
B-hydroxy actéoside 4"-acetylmartynoside
OH
OMe
"
0 o H
&L
(0]
HO (0] OH
o) OH \/\Oi
Ho o OMe
HO
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Isomartynoside
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Tableau .11. 10. Les phényléthanoides isolés du genre Phlomis

Phényléthanoides

Phlométhanoside

Especes

P. grandiflora var.grandiflora.[105], P.
var.fimbrilligera [104]

grandiflora

Hattushoside

P. grandiflora var. grandiflora. [105], P. grandiflora var.

fimbrilligera [104], P. pungens var. [113]

Samioside

P. samia [98],

Cis-actéoside

B-hydroxy actéoside

P. siehana [107]

4"-acétylmartynoside

P. samia [103],

Isomartynoside

P. sintenisii [108]

Des hydroxyphényléthanoides glycosides ne comportant pas de partie caféique ou

férulique ont été trouvés dans des espéces Phlomis. La coniférine a été isolée du P. carica

[102], la syringénine du P. aurea [100] et du P. carica [102], la dihydrosyringénine trouvée

dans P. carica [102] et le salidroside isolé de P. spinidens [114].

MeO

Srusture R R, R3

Coniférine B-D-Glc  H H

R,0 Syringénine B-D-Glc  H OMe
N CH,0R,
Rs
MeQ
@)
GIcO Gl
CH,0OMe
HO OH
Dihydrosyringénine Salidroside
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Une étude chimique effectuée sur les feuilles de Hyptis pectinata (L.) Poit a permis de
I’isolement de sept phénylpropanoides dont : I’acide sambacaitarique, I'acide 3-O-méthyl-
Sambacaitarique, I’acide rosmarinique, 1’acide-3-O-méthyl rosmarinique, cafféate d’éthyle,
népétoidine A, népétoidine B [50].

OH o
0 0
OH N COOH —0 N COOH
0 0
OH OH HO OH

H

Acide sambacaitarique Acide 3-O-méthyl-sambacaitarique
OH
OH 0
[0} COOH HO
RO N AN o/\
O
HO
HO
Acide rosmarinique R=H Cafféate d’éthyle

Acide-3-O-méthyl rosmarinique R =CHj,
OH 0]
HO
Népétoidine A Népétoidine B
I1. 1. 3. Terpenoides
Un des traits les plus caractéristiques de la famille des lamiacées réside dans le fait que

plusieurs genres renferment des terpénes qui sont responsables de 1’odeur aromatique de ces

plantes [117].
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Les études phytochimiques du genre Salvia ont permis d'établir un profil chimique pour
ce genre. Les triterpénes dérivant du squelette de base de I’oléanane, dammarane, ursane ont
été isolés de ce genre. Les diterpénes du type labdane, clérodane, pimarane, abiétane, isolés de
ce genre, sont utilisés comme des marqueurs taxonomiques a différents niveaux [118].

Il a été montré que le contenu des espéces du genre Salvia en diterpénes est en relation
avec leurs distributions géographiques et leurs classifications botaniques en sous-genres selon
la classification de Bentham [119]. Les résultats des études phytochimiques de plusieurs
especes du genre Salvia du Mexique (sous-genre Calosphaceae) ont permis d'établir une
relation étroite entre le contenu en diterpénes des espéces et leurs sections
taxonomiques[119]. Le tableau ci- dessous répertorie les dérivés des diterpenes isolés de

quelques espéces du genre Salvia.

AN

2,6-dimethyl-10-(p-tolyl) undeca-2,6-(E)- Manool
diene

Structure R | R |R®

Acide-6-a-Hydroxy-8a-acetoxy-3, 14, H H | OH
15,16-tetranorlabdan-12-oique

Methyl-3a-hydroxy-8a-acetoxy- 13, 14, Me | OH | H
15,16-tetranorlabdan-12-oate
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O Structure R°| R® | R’ R RY
Lasianthine O| H | OAc Me Me
Thymonine H | OH H CH,OH | CH,OH
B-Hydroxythymonine H|OH| OH | CH,OH | CH,OH
Acide mélisodorique H|{OH | H Me COOH

Structure RZ| RT |RY
Semiatrine H H OH
7-a-Hydroxyneocleroda-3,13-dien- H OH H
18,19:15,16-diolide

7-Oxoneocleroda-3,13-dien-,19:15,16- H (@] H
diolide

Kerlinolide H OAc | OH

Tableau.ll .11. Les diterpenes isolés de quelques especes du genre Salvia

Diterpénes Espéces
2,6-dimethyl-10-(p-tolyl)undeca-2,6-(E)-diene | S. dorisiana [120]
S. candidissima [121], S. limbata [122,

Manool 123], S. multicaulis [124], S. officinalis
[125,126]
Acide -6a-Hydroxy-8a-acetoxy-13, 14, 15,16- | S. yosgadensis [127]

tetranorlabdan-12-oique

Methyl-3a-hydroxy-8a-acetoxy- 13, 14, 15,16-

tetranorlabdan-12-oate

. aethiopis [128]

Lasianthine

. lasiantha [129]

Thymonine

B-Hydroxythymonine

. thymoides [130]

Acide melisodorique S. melissodora [131]
Semiatrine S. semiatratha [132]
7-a-Hydroxyneocleroda-3,13-dien-18,19:15,16- | S. fulgens [133],S. melissodora [134],
diolide S. semiatratha [132], S. thymoides [130]
7-Oxoneocleroda-3,13-dien-18,19:15,16-diolide | S. thymoides [130]
Kerlinolide S. kerlii [135]

[ =)
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0]

O
15-Hydroxy-1-ox0-8 :12(R)-epoxy
neocleroda-2,13(14) dien- 18,19 ; Rhyacophilline
16,15-diolide

o)

,://////%CHZ

Co,H

Acide 14-oxopimarique

Structure R® R® R®
Salvialangudiline A H H
Salvialangudiline B OH H H
Salvialangudiline C H OH
Salvialangudiline D H H OH

Me 0]

0
Me
o}
Pachystazone Aegyptionone A
( ]
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Tableau I1 .11. Les diterpenes isolés de quelques especes du genre Salvia

15-Hydroxy-1-0x0-8 :12-(R)-epoxy neocleroda-
2,13(14) dien 18,19 ; 16,15-diolide

S. urolepis [136]

Rhyacophilline S. rhyacophylla [137]
Tilifodiolide S. tiliaefolia [138]
Acide 14-oxopimarique S. candidissima [140], S. wiedmannii [141]

Salvialangudiline A
Salvialangudiline B
Salvialangudiline C
Salvialangudiline D

S. languidula [139]

S. candidissima [121,142], S. napifolia

Pachystazone [143], S. pachystachys [144]
Aegyptionone A S. aegyptiaca [145]
Me (0]
OH
Me
(0]
OH
o
Aegyptionone B Mattenoquinone
Me
Me 0 Structure R®
R3 Salvilenone H
O‘ 3-hydroxysalvilenone OH
g

HO g
ToH

Verbanicine
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Tableau .11. 11. Les diterpenes isolés de quelques espéces du genre Salvia

Diterpenes Espéces
Aegyptionone B S. aegyptiaca [145]
Mattenoquinone S. melissodora [149]
Salvilenone S. milthiorrhiza [146], S. prionitis [147], S. moorcraftiana [148]
3-hydroxysalvilenone S. prionitis [147]
Verbanicine S. verbenaca [150]

A notre connaissance, il y a seul diterpene tétracyclique de type kauranes (Verbanicine)
isolé récemment de Salvia verbenaca.
Le seco-Hinokiol, un nouveau diterpénoide d’abietane a été isolé a partir des feuilles du

Rosmarinus Officinalis. C’est le quatriéme rapport d’un seco-abietane ayant éte isolé [151].

OH OH

seco-Hinokiol R=H R=COOH
R= CH3 R=COOMe
Un autre nouveau diterpéne : I’acide 12 méthoxy- cis- carnosique a été isolé a partir de

la méme espéce par d’autre groupe de recherche [152].

OCH,
HO

0]0)

Acide 12- méthoxy- cis- carnosique
Les parties aériennes de Rosmarinus Officinalis ont été étudiées aussi par .M.J.Del Bano

et al., ils ont pu isoler deux diterpépes phénoliques : acide carnosique et carnosol .
[ %)
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Les résultats montrent que les extraits du Rosmarinus Officinalis représentent une

excellente activité antioxydante dans les deux systemes aqueux et lipidique [153].

1. 2. Espece Saccocalyx satureioides

Une recherche bibliographique exhaustive faite sur 1’espéce Saccocalyx satureioides,
nous a permis de constater que cette plante est peu étudiée et que sa composition chimique
reste a determiner.

La composition chimique de I'huile essentielle de cette espéce a été décrite par quelques
études antérieures.

»L'étude menée par Biondi et al., (2006), montre que I’analyse par GC et GC/MS de
I’huile essentielle de la partie aérienne de ’espéce Saccocalyx satureioides récolté de la
région de  Bou-Saada (Algérie), obtenue par hydrodistillation a permis 1’identification de
quarante et un (41) composés, regroupés en trois catégories, a savoir les monoterpenes
hydrocarbonés, les monoterpenes oxygénés et les sesquiterpénes.

Les monoterpénes oxygénés étaient la classe la plus prédominante avec 76,9%, telles que :
I’o- terpinéol (32,7%), le thymol (22,8%), le bornéol (11,6%) et le carvacrol (6,9%) sont
les composés majoritaires (Tableau .11. 12) [154].

Tableau .11. 12. Composition chimique de I'huile essentielle de Saccocalyx satureioides
Coss. et Dur. récolté de la région de Bou-Saada [154].

Composés IR % | Composés IR %
Hydrocarbures 16,8
monoterpéniques
Tricyclene 924 0,1 | Terpinen-4-ol 1191 1,2
a-Thujene 929 0,6 | o-Terpinéol 1193 32,7
a-Pinene 936 1,8 [Cis- 1193 0,2
dihydroxycarvone
Camphéne 950 2,9 | Formate 1222 0,2
d'isopronyl
Sabinene 975 t Acétate de bornyl 1289 t
[-Pinene 977 0,3 | Thymol 1291 22,8
Myrcene 992 0,8 | Carvacrol 1297 6,9
( Bl
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a-Phellandréne 1003 t | Acétate de thymol 1352 0,7
a-Terpinéne 1017 0,6 | Acétate de carvacrol 1364 0,1
p-Cymene 1025 5,0 | Sesquiterpenes 2,7
Limonene 1030 1,5 | a-Gurjunéne 1394 t
y -Terpinéne 1060 2,8 | p-Caryophylléne 1402 0,8
Terpinolene 1087 0,4 | a-Humuléne 1437 0,3
monoterpénes 0xXygénés 76,9 | Aromadendrene 1444 0,2
Hydrate de Cis-sabinéne 1070 t  p-acoradiene 1478 0,2
Hydrate de Trans-sabinene 1097 t  y- Cadinene 1494 0,1
Linalol 1099 0,4 | 8- Cadinéne 1503 0,3
Déhydrocétone sabine 1121 t | Spathulénol 1556 0,3
a-Campholénal 1125 t | Oxyde de 1562 0,3
caryophylléne

Pinocarvéol 1139 t | Viridiflorol 1569 0,1
Camphre 1143 0.1
Bornéol 1165 11,6

t: trace

» D'autre part, Laouer et al., (2006). rapportent que 1’huile essentielle de Saccocalyx
satureioides poussant a 1’état spontané a Sétif, a donné quarante-deux (42) composes, dont les
principaux constituants sont 1’a- terpinéol (35,9%), le thymol (15,6%) et le bornéol
(12,4%) [155].

» Une étude similaire réalisée par M .Bendahou et al., (2008) sur I’huile essentielle de
cette espéce provenant de la région d’Ain-Safra. lls ont pu identifier 68 composeés en utilisant
trois méthodes d’extraction. Les composés majoritaires obtenus par 1’hydrodistillation et
I’extraction sans solvant assistée par micro-onde (SFME) sont : bornéol (28%), thymol (18%),
a-terpineol (17%) et le camphene (8% et 6%) respectivement. Réciproquement, le thymol
(25%) suivi du bornéol (21,6%), I’ a-terpinéol (11,7%) et éthyl-o-méthylbenzoate (2,5%)
étaient les principaux composants obtenus par extraction par micro-onde

(MAE) (Tableau .11. 13) [27].
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Tableau .11. 13. Composition chimique de I'huile essentielle de Saccocalyx satureioides
Coss. et Dur. récolté de la région d’Ain-Sefra [27]

Composés IR? IR % HD %SFME %MAE
tricycléne 921 1011 0.3 0.2 tr
a—thujéne 923 1022 0.8 0.6 0.1
a—pinéne 931 1022 4.0 2.8 0.4
Camphéne 945 1066 7.8 5.9 0.9
3-octanone 959 1337 - 0.1 0.1
sabinéne 966 1120 1.2 0.8 0.1
B-pinene 971 1110 0.6 0.5 0.1
dihydro-1,8-cinéole* 979 1190 tr 0.1 0.1
myrcene 981 1159 0.8 0.5 0.2
a—terpinéne 1010 1178 0.5 0.2 tr
p-cymene 1014 1268 2.4 2.2 08
limonene 1022 1199 1.0 0.7 0.6
y—terpinéne 1050 1243 1.3 0.5 0.3
hydrate de trans- sabinéne 1055 1451 0.5 0.7 0.5
camphénilone 1061 1451 tr tr -
terpinoléne 1080 1280 0.2 0.1 -
hydrate de cis- sabinéne 1086 1541 tr tr 0.1
linalool 1086 1544 2.2 3.1 1.8
a—campholénal 1107 1482 0.1 0.1 -
Camphre 1124 1517 0.2 0.2 0.1
Trans-pinocarvéol 1127 1650 0.2 - -
pinocarvone 1141 1558 0.8 0.7 -
bornéol 1150 1698 27.4 28.6 21.6
méthyl o-méthylbenzoate * 1152 1676 - 0.1 0.4
p-cymén-8-ol 1165 1833 tr - -
terpinén-4-ol 1166 1600 1.7 1.4 0.7
3-décanone * 1169 1680 tr tr tr
trans-dihydrocarvone 1174 1609 tr tr -
cis-dihydrocarvone 1177 1626 tr tr =
a—terpinéol 1181 1700 17.2 16.2 11.7
dihydrocarvéol 1182 1723 tr - -
cis-piperitol 1184 1742 tr Tr -
trans-piperitol 1189 1738 tr tr -
8, 9-dihydrothymol 1195 1961 tr - -
trans-carveol 1201 1863 tr tr -
éthyl o-méthylbenzoate * 1226 1720 - 1.0 2.6
pipéritone 1232 1730 tr tr -
carvone 1235 1739 tr tr -
thymol 1277 2189 18.8 18.5 25.0
acétate de bornyl 1280 1575 0.2 1.2 0.2
carvacrol 1283 2219 1.7 1.3 1.7
eugeénol 1336 2171 0.1 0.1 0.3
B—élemene 1389 1589 0.1 0.1 tr
tétradécane * 1392 1402 - tr 1.0
a—gurjunéne 1411 1591 0.2 0.1 tr
[ ® )
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B—caryophyllene 1420 1591 0.3 0.2 0.8
acetone de géranyl 1430 1851 tr tr -
aromadendréne 1448 1611 tr tr tr
a—humuléne 1453 1665 0.1 0.2 tr
allo-aromadandréne 1460 1643 0.3 0.4 0.1
bicyclogermacrene 1494 1727 0.8 0.6 1.8
y—cadinéne 1509 1752 0.3 0.3 1.0
(2)-nerolidol 1515 1997 0.3 0.1 0.1
d—cadinéne 1518 1752 0.2 0.1 tr
spathulénol 1560 2119 0.9 0.6 13
gérmacra-1(10),5-dien-4a—ol 1568 2005 0.2 0.1 -
oxyde de caryophylléne 1572 1980 0.2 0.1 -
globulol 1586 2074 0.3 1.5 2.2
hexadécane * 1592 1603 - tr 1.6
Lédol 1596 2026 0.3 0.1 -
époxyde | de humuléne 1599 2044 tr tr -
1, 10-di-epi-cubénol * 1608 2031 0.1 0.1 -
epi-cubénol 1626 2059 0.1 0.1 -
1—cadinol 1631 2163 14 1.5 0.2
cubénol 1637 2013 tr tr -
o—cadinol 1643 2227 0.4 0.1 -
a—bisabolol 1674 2217 tr tr -
Total 98.5 94.7 80.9
Isolation (min) 240 20 2
Rendements % 2.3 1.9 1.0
Composés Hydrocarbonés 21.8 16.0 9.7
Composés Oxygénés 75.3 77.8 71.1
monoterpene hydrocarbonés 20.9 15.0 35
monoterpenes 0Xygeénés 71.1 72.3 64.2
Sesquiterpenes hydrocarbonés 2.3 19 3.7
Sesquiterpéne oxygénés 4.2 4.3 3.8

Index de rétention IR%t IR® sont donnés dans une colonne apolaire et polaire respectivement ; tr : trace (<0.05) ;
HD, SFME, MAE : HE obtenu par hydrodistillation, extraction sans solvant assistée par micro-onde et 1’extrait
obtenu par extraction assistée par micro-onde respectivement.

Tous les composes sont identifiés par IR et CG/MS ; exception celles avec * sont identifiés par les références.

»Une année aprés, N. Bendimerad et al., (2009) ont montré que le rendement de
I’huile essentielle de I’espéce Saccocalyx satureioides récoltée de Sud-Ouest de 1’ Algérie est
égal 4,42% . Ce travail a permis d’identifier 34 composés analysés par CG/MS. Les
composants majoritaires sont le bornéol (24,7%), le thymol (21%), 1’a-terpineol (19 ,1%) et le
comphene (6,3%) [30].

»En effet une autre étude récente sur les parties aériennes de cette espece récolte de la

région de Bechar, a éte réalisee par S. Mohamadi et al., (2015) [156] . A partir des trois
[« )
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extraits : chloroformique, d’acétate d’éthyle et de n-butanolique, ils ont pu purifier par HPLC

dix-sept (17) composés phénoliques et flavonoides : picéol , vanilline, aldéhyde férulique,3,3’-
bis(3,4-dihydro-4-hydroxy-6,8-dimethoxy-2H-1-benzo-pyrane),3,3’-bis(3,4-dihydro-4-
hydroxy-6-methoxy-2H-1-benzo-pyrane), acide dimeéthylique caféique, balanophonine, 7-
methyl-sudachitine, acide caféique, acide-p-coumarique, isoscutellarein-7-O-[allopyranosyl-
(1—2)]-p-D-glucopyranoside, isoscutellarein-7-O-[B-D-allopyranosyl-(1—2)]-6"-O-acétyl--
D-glucopyranoside ,isoscute-llarein-7-O-[6""-O-acetylallo-  pyranosyl -(1—2)]-B-D-gluco-
pyranoside, quercétine, isoscutellarein-7-O-[6""’-O-acétyl-B-D-allopyra-nosyl-(1—2)]-6"-O-
acéyl-B-D-glucopyranoside), apigenine7-O-[6”-trans-p-coumaroyl]-B-D-glucopyranoside et
sidéritiflavone.

L’identification de ces composés a été réalisée par des méthodes spectroscopiques telle que :
HRMS, UV, RMN *H, RMN *3C, COSY, NOESY, HSQCet HMBC.

Tous ces composés sont décrits pour la premiere fois dans le genre Saccocalyx, alors que

les composés : picéol, aldéhyde férulique 3, 3,3’- bis (3,4-dihydro-4-hydroxy- 6, 8-dimethoxy-
2H-1-benzo-pyrane) et apigenine7-0-[6-trans-p-coumaroyl]-p-D-glucopyranoside sont décrits

pour la premiere fois dans la famille des lamiacées.

H
o}
O
HO
HO
OMe
Picéol Vanilline
Ry
N Structure _ Ri R Rs
0 aldéhyde férulique H OH OM
acide diméthylique caféigue = OH OMe OM
R; acide caféique OH OH Ok
acide-p-coumarique OH OH H

[ @]
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Structure R
3,3’-bis (3,4-dihydro-4-hydroxy-6,8-  OMe
dimethoxy-2H-1-benzo-pyrane)

ome  3,37-bis (3,4-dihydro-4-hydroxy- H
6-methoxy-2H-1-benzo-pyrane)

OH
OH
HO 0
OMe OMe OH
OH 0
Balanophonine Quercétine
Structure R
7-methyl-sudachitine OMe
sidéritiflavone OH

OH

HO
HO

HO

apigenine 7-0-[6”-trans-p-rcoumar%)yl]- B-D-glucopyranoside
L %)
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OH
OH
-0 o)
OH O
Structure R R,
isoscutellarein-7-O-[B-D-allopyranosyl-(1—2)]-6"-O- H H
acetyl-B-D-glucopyranoside
isoscutellarein-7-O-[B-D-allopyranosyl-(1—2)]-6"-O- Ac H
acétyl-p-D-glucopyranoside
isoscute-llarein-7-O-[6""-O-acetylallopyranosyl- H Ac
(1—-2)]-B-D-glucopyrano-side
isoscutellarein-7-O-[6”’-O-acetyl- 3-D-allopyranosyl- Ac Ac

(1—-2)]-6"-0-acéyl- B-D-glucopyranoside)
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I. 1. Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les végéetaux et qui
appartiennent a leur métabolisme secondaire [157]. L’élément structural fondamental qui
caractérise ces composés est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester,

méthyle ester, glycoside...) [158].

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels,
sont divisés en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de la moitié des
polyphénols ; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides ; les acides
phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres

considérables [159].

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur la
santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies
comme le cancer [160], les maladies dégénératives et cardio-vasculaires [161]. Un
encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale richent en polyphénols
constitue désormais une des principales recommandations en santé publique. Parmi les
antioxydants végétaux, les polyphénols apparaissent parmi les plus efficaces quant a leurs

effets protecteurs dans 1’organisme [157].

Notre intérét est essentiellement focalisé sur les flavonoides, substances que nous avons
pu identifier dans notre travail et qui en particulier s’avérent des composants phénoliques
possédant une action biologique tres diversifiee. Pour cette raison, nous allons développer

essentiellement une recherche bibliographique sur cette classe de polyphénols.
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I. 2. Flavonoides

I. 2. 1. Définition

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814, mais ont été
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de
vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins,
cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle des vitamines [162].

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célébre
"french paradox™ correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les
habitants des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise
importante de graisses saturées [163, 164].

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en
partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. [163].

Aujourd’hui plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et il en reste des milliers
d'autres a découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents
groupements [165- 167].

I. 2. 2. Structure chimique

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyran [168]. Leur structure de base est celle
d’un diphénylpropane a 15 atomes de carbone (C6 -C3 -C6), constitué de deux noyaux
aromatiques (ou anneaux) que désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygénés,

qui designe la lettre C (Figure 3) [159].
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Figure.l.1. Structure de base des flavonoides

De fagon générale les flavonoides se trouvent soit a I’état libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels
que le glucose, le thamnose, 1’arabinose....ect, ils peuvent en outre étre des monomeres ou
des oligoméres [159].

I. 2. 3. Biosynthese des flavonoides

Le squelette des flavonoides dérive de deux voies de synthese, la voie shikimique [169],
faisant intervenir deux enzymes clés (la phénylalanine ammonialase et la tyrosine
ammonialase) et la voie acétate faisant appel a I'enzyme chalcone synthase [170]. Cette
enzyme catalyse la condensation de trois entités malonyl-CoA avec la 4-coumaroyl-CoA
conduisant a la 4, 2,4”,6-tetrahydroxychalcone qui s'isomérise en flavanone (naringénine), par
action de l'enzyme chalcone isomérase, donnant lieu a une cascade de transformations
enzymatiques conduisant a différents flavonoides [171]. La figure (I. 2) illustre la biosynthése

de la chalcone et de ses dérivés flavonoidiques.

OH

HO.
0
+
3X CoAS O
E— -

CoAS @)

0 OH

Malonyl- CoA 4-coumaroyl CoA 4,2'4'6' -tétrahydroxy chalcone  4,6,4'-trihydroxy-aurone

lChalcone isomérase
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Flavanone: Naringénine

l(zs) flavanone-3 -hydroxylase

OH
HO N
Flavonol synthase
OH
OH 0 OH 0
Flavonol: Kaempférol Dihydroflavonol: (2R, 3R)dihydrokaempférol

Dihydroflavonol- 4 - réductase

HO.
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\\\\\\\\

OH

OH OH OH
Flavan- 3- ol: afzéléchol Flavan- 3,4- diol: Lecoanthocyanidol

OH
HO o) O HO
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3-0 - glycosyl transférase
=
OH

OGlu

OH
Anthocyanidol: Pelargonidol Anthocyanoside: Pélargonidol-3- O- glucoside

Figure. 1. 2. Biosynthése des flavonoides [158]

I. 2. 4.. Classes des flavonoides

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes : flavones, flavanols, flavonols,
isoflavones, flavanones et anthocyanes [172]. Ce sont, en premier lieu, la structure de la
chaine centrale a trois carbones, son degré d’oxydation et la position du deuxiéme cycle qui

permettent de distinguer les différentes classes de flavonoides. A I’intérieur de chacune des
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classes, les variations autour du squelette de base se portent sur trois points: Le degré
d’hydroxylation des différents cycles, Le niveau de méthoxylation et Le niveau de
glycosylation [173]

Les diverses classes de flavonoides sont :

l. 2. 4. 1. Flavones

Cette famille est la moins couramment trouvée dans le régne végétal. Ces composes
sont présents principalement dans les céreales et certains Iégumes. La structure de base est la
2-phénylchroméne-4-one. Elles présentent une double liaison entre C2 et C3. Les principales

flavones sont I’apigénine et la lutéoline [174].

Ry
R,
Structure R, R» R3
HO © Ry Apigénine H OH H
Lutéoline OH OH H

OH (0]
I. 2. 4. 2. Les flavanols ou flavane-3-ols
Cette classe regroupe les diverses catéchines (catéchine, épicatéchine, épicatéchine
gallate, gallocatéchine gallate, gallocatéchine.....ect) ainsi que les proanthocyanidines. Ces

molécules présentent un groupe OH en position 3 [174].

OH OH
HO o
OH ' OH
:o//////OH
OH
Catéchine Epicatéchine

SOJ
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I. 2. 4. 3. Flavonols

Cette sous-classe de flavonoides, la plus importante, est treés largement répandue dans le

regne végétal et dans I’alimentation. Ces molécules dérivent principalement de trois formes

sont la quercétine, la myricétine et le kaempférol. Ils sont caractérisés par la présence d’une

double liaison entre C2 et C3, d’une fonction carbonyle en position 4 et d’un groupement

hydroxyle en position 3. Chez les plantes, ils sont responsables de la coloration des organes de

la plante dans les couleurs allant du blanc au jaune péle [174].

Ry
Re Structure R, R, R;
Quercétine OH OH H
"o © Ry Myricétine ~ OH OH OH
Keampférol H OH H
OH
OH o}

l. 2. 4. 4. Isoflavones
Les isoflavones ont des structures similaires aux cestrogénes. Le cycle aromatique B est
lié en C3 au lieu de C2 comme chez les autres flavonoides. Des groupements OH sont
présents en position C7 et C3’. La principale source alimentaire de cette classe des

flavonoides est le soja [174].

R,

Structure R R, R
Genisteine OH H OH
Daidezine H O-Glu OH

l.2.4.5. Flavanones

Les flavanones sont des composeés présentant de fortes similitudes de structures avec les
flavonols mais ne comportant aucun groupement OH en position 3, ni de double liaison entre

C2 et C3. On y classe la naringénine et I’hespéridine, responsables du gotlit amer des agrumes.
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Ry
R Structure R, R, R,
Naringénine H OH H
HO 0 o Eriodictyol OH OH H
3
OH o]

I. 2. 4. 6. Anthocyanes

Les anthocyanes ou anthocyanines sont des pigments naturels solubles dans l'eau, de
couleur rouge a bleu. Ces molécules sont présentes dans un certain nombre de végétaux,
principalement dans les pétales et dans les fruits rouges en leur conférant des couleurs allant
du rouge au bleu. Si la coloration des fleurs et des fruits est leur réle le plus connu, on les
trouve également dans d’autres organes comme les racines, tiges, feuilles et graines. En
automne, les couleurs caractéristiques des feuilles des arbres sont dues aux anthocyanes et aux
caroténes qui ne sont plus masqués par la chlorophylle. Elles possédent toutes une structure
commune : le squelette flavylium. Ce motif a la particularité d’étre un chromophore. En
raison de leurs propriétés physicochimiques, ces pigments font [’objet d’études en
agroalimentaire en tant que colorants et alicaments. lls représentent la forme extréme
d’oxydation de [I’hétérocycle central. Les formes non glycosylées se nomment
« anthocyanidines » et il existe six formes non glycosylées abondamment retrouvées dans le
regne végétal : pélargonidine, cyanidine, péonidine, delphinidine, pétunidine et

malvidine [174].

Ry
OH Structure R R,
Pelargonidine H H
Ho N R, Cyanidine OH H
Delphénidine OH OH
= o Pétunidine OCH3 OH
Malvidine OCH3 OCH3
OH
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I. 2. 5. Nomenclature

Le systeme de nomenclature le plus souvent utilisé par les auteurs pour les flavonoides
fut initialement suggéré par Hemingway, puis étendu par Porter en 1980 [175].

En général, il y a deux systéemes paralléles pour la nomenclature des flavonoides, le
premier est basé sur des noms insignifiants, a titre d’exemple flavane et chalcone, comme
structure parente; 1’autre est basé sur la nomenclature chimique systématique, tel que 3.,4-
dihydro-2- phenyl-2H-1-benzopyrane (nomenclature IUPAC) pour des flavanes et 2-phenyl-
4-0x0-4H-1-benzopyrane pour la flavone [175].

Il'y a également deux systemes pour indiquer les substituants autour des noyaux flavane
ou Flavone [176] :

- Un dans lequel des substituants précis sont placés en des positions précises des trois
cycles comme par exemple 3, 5, 7,3°,4’-pentahydroxyflavone a qui est attribué le nom
de quercétine,

- lautre utilise la nature et la position des substituants suivies du nom du noyau en
question

Des noms insignifiants sont utilisés intensivement dans la littérature pour la
nomenclature des flavonoides. Certains indiquent la classe du composé comme par exemple la
fin « inidine » qui dénote une anthocyanidine comme la pélargonidine alors que la fin
« étine » denote un flavonol comme la quercétine.

L’évolution des noms a fait que certains glycosides ont des noms particuliers
notamment certains dérivés de la quercétine comme la quercitrine qui désigne la 3-
rhamnosylquercétine, I’isoquercitrine qui désigne la 3-glucosylquercétine ou la quercimetrine

qui désigne la 7-glucosylquercétine. Cependant, il y a peu d’uniformité dans 1’appellation des
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flavonoides et beaucoup de noms sont dérivés du nom générique ou spécifique de la source
comme tricine de triticum ou hypolaétine de hypoleana [176].

I. 2. 5. Substitution du squelette flavonique

Il existe différents processus de substitution du squelette flavonique, a 1’origine de la
grande diversité des structures flavoniques. Elles se regroupent en sous classes. Les composés
variés de chaque sous classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les trois cycles
A BetC[177].

I. 2. 5. 1. O-substitution
I.2.5. 1. 1. Hydroxylation

La plupart des flavones et flavonols sont substitués par deux hydroxyles en C5 et C7,
qui sont considérés comme originaux et existent avant la constitution du noyau chalcone.
D’autres substitutions sont possibles avec des fréquences variables (hydroxyles en C6 et en

C8) [178].

OH 0

Figure .1. 3. Hydroxylation du cycle A
Le cycle B est substitu¢ en C4” avant la formation du squelette chalcone ou disubstitué
en C3’ et C4’. Il est moins fréquemment trisubstitué en C3', C4' et C5'. Les autres positions

C2’et C6’ ne sont qu’exceptionnellement substituées [179].
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Figure .1. 4. Hydroxylation du cycle B
Pour le cycle C, la substitution a lieu sur la position 3 donnant a titre d’exemple, la
quercétine [180].
I.2.5. 1. 2. O-méthylation
La méthylation fait partie de la biosynthése de plusieurs flavonoides. Elle joue un réle

important dans la couleur de ces derniers [181].

OMe OH
OMe OH
HO 0 HO 0o
MeO MeO
OH o OH o)
Epalitine Népétine

I.2.5. 1. 3. O-glycosylation
La liaison s’effectue entre un hydroxyle phénolique et un autre d’un sucre. Un deuxieme
sucre peut se rattacher a la structure flavonique a partir d’un autre OH phénolique ou un OH
alcoolique du sucre déja fixe.
La O-glycosylation se fait préférentiellement avec I’hydroxyle en C7 chez les flavones
et les flavanones, en C-3 chez les flavonols. Parfois, elle se fait sur les deux hydroxyles de la

méme molécule [182].
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OH OH
OH OH
RhaO o} HO 0
OGlu 0Glu
OH o} OH 0
3-O-glucosyl 7-O-rhamnosyl quercétine 3-O-glucosyl querceétine

I.2.5. 2. C-substitution
I.2.5. 2. 1. C-méthylation
Le groupement méthyle est directement lié au cycle benzénique par une liaison carbone-

carbone [181].

OMe
CHs
MeO O
HsC
OH 0]
Eucalyptine

I.2.5.2. 2. C-glycosylation
Le sucre est directement lié au cycle benzénique par une liaison carbone- carbone trés
résistante aux acides, contrairement aux O-glycosides. Dans cette glycosylation, la liaison
s’établit entre le carbone du sucre et celui en position 6 et/ou 8 du flavonoide, le plus souvent

une flavone. Dans certains composés, les deux modes de glycosylation coexistent [182].

OH OH
HO (0]
Glu
OH o
Apigénine 6-C-glucoside . N Apigénine 8-C-glucoside
L %% )
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OH
Glu

HO. O

Glu

OH )

Apigeénine 6,8-C-glucoside

I. 2. 6. Localisation des flavonoides

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le regne végétal. On signale environ 2%
de la proportion du carbone photosynthétique global incorporé dans la biosynthese
flavonique. lls sont cependant rares chez les veégéetaux inférieurs. De plus, leur localisation au
sein de la plante est caractéristique. En effet, les flavonoides sont omniprésents dans les
organes aériens jeunes ou ils sont localisés dans les tissus superficiels [183].

Au niveau cellulaire, on a observé que les flavonoides, sous forme d’hétérosides, sont
dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des
végétaux.

Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s’agit presque toujours de
génines libres dont la lipophilie est accrue par la méthylation partielle ou totale des groupes
hydroxyles [184].

I. 2. 7. Distribution des flavonoides

Les flavonoides sont largement abondants dans les légumes feuilles (salade, choux,
épinards, etc.), ainsi que dans les téguments externes des fruits. On les trouve principalement
dans les agrumes : citrons, oranges, pamplemousses, et dans une moindre mesure : abricots,
cerises, mdres, raisins, papayes, brocolis, tomates et sarrasin. On en trouve également en
quantité dans nombreuses plantes médicinales et trés spécifiquement dans les herbes

aromatiques comme le thym, le persil, le romarin et le céleri [183 - 185].
( 3
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Récemment, de nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes sont trés

riches en flavonols, flavones et flavanones [186- 188]. La distribution des différentes familles

de flavonoides dans le regne végétal a été évaluée par plusieurs auteurs. Le tableau 1.1

regroupe la distribution nutritionnelle de certains flavonoides [189- 193].

Tableau .1. 1 Distribution des flavonoides dans les fruits et légumes.

Famille Molécules principales Distribution
Pomme, céleri, grains de céréale, (teneur =5-100
Flavone apigénine, lutéoline, | mg/kg)
chrysine herbes aromatiques (persil, romarin, thym),
Petroselinum sativum, Apium graveolens. ..
hespéritine, naringine, | Citrus et agrumes
Flavanone taxifoline eucalyptus globulus
Pomme, pamplemousse, radis, endive,
quercetine, myrecitine brocoli, oignon, chou, laitue, vin rouge,
Flavonol et kaempferol . : .
raisin, olive, thé noir,...
Sophora japonica, Stellaria media.
Légumineuses (soja, haricots noirs et pois chiches
Isoflavones | genisteine et daidzeine verts), pousses de luzerne et de tréfle et les graines
de tournesol
(+)-catéchine, Thé vert et noir, vin rouge
F D (-)-epicatéchine, Vitis vinifera
Anthocyanes cyanidine, Fruits et légumes rouges et violets (pommes,

pelargonidine

raisins, baies, kaki, cassis...)

Le monde animal est lui aussi concerné par les flavonoides. Par exemple la chrysine, la

quercétine et la galangine se trouvent dans la propolis des abeilles. Ces insectes les
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synthétisent a partir des sécrétions de bourgeons de nombreux arbres comme le bouleau,
’aulne, le sapin et les modifient grace a leurs enzymes salivaires [194].

I. 2. 8. Caractéristiques chromatographiques des flavonoides

Des indications significatives sur la structure chimiques des flavonoides peuvent étre
fournies par les valeurs des R¢ dans un systtme de solvant donné. La couleur de la
fluorescence sous lumiere ultra- violette peut également orienter quant a la structure de la

famille flavonique (tableau .1. 2) [195].

Tableau .I. 2. Fluorescence des structures flavoniques sous lumiere UV

Couleur des spots Structures flavoniques
- Flavones -5, 6,7
Noir- violette Flavonol substitué en 3

Flavone ou flavonol sans OH en 5
Bleu Flavanone avec OH en 3 ou flavanol
Flavonol avec 3-OH substitué ou sans 5- OH

Jaune ou jaune terne | Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH

Orange Isoflavones
Jaune verte, Aurones
Verte Chalcones
Bleu verte Flavanone sans 5-OH

I. 2. 9. Propriétes physiologiques des flavonoides

Les flavonoides comptent parmi les plus representatifs des substances élaborées par les
plantes a travers leurs métabolismes secondaires, ces substances possédent des propriétés
colorantes, aromatique, médicinales et cosmétologiques et conférent a la plante des avantages

adaptatifs. De nombreux principes actifs sont bénéfiques a I’homme et a I’animal.
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I. 2. 9. 1. RO0le attracteur chez les plantes
Les flavonoides sont a 1’origine des propriétés chromatiques des différents pigments qui sont
accumulés dans la plupart des organes des végetaux. Les pigments responsables des couleurs
vives et variees des fleurs, ont non seulement un effet esthétique, mais sont aussi responsables
de I’attraction des pollinisateurs (oiseaux et insectes). Un tel constat a été mis en évidence par
Harborne et al. (1978), confirmant le role des anthocyanes dans le processus de pollinisation
[196].

D’autres auteurs soulignent I’importance des flavonoides dans la fertilité des plantes, ils
sont indispensables dans le développement des gamétophytes méles. Des mutations affectant
I’enzyme clé chalcone synthétase qui catalyse la biosynthese des composés phénoliques
entraine I’absence de pigments dans les anthéres et une stérilite male [197].

I. 2. 9. 2. ROle protecteur chez les plantes

Les flavonoides jouent un réle important dans la défense des plantes contre les
agressions parasitaires ou abiotiques. Les plantes étant immobiles, elles ont d(i mettre en place
un systeme de résistance pour combattre les effets de 1’environnement comme le gel et la
sécheresse. Les flavonoides pourraient également permettre aux plantes de survivre sur les
sols riches en métaux toxiques comme 1’aluminium [198].

Les flavonoides de défense peuvent étre divisés en deux groupes : ceux préformés, et
ceux dont la synthese va étre induite par un phenomeéne physique, une infection ou un stress.
Ils peuvent étre présents de maniere constitutive, mais leur synthése va étre augmentée par un
facteur declenchant, dans ce cas on parle de phytoalexines [199, 200].

Vanetten et al. (1994) définissent les phytoalexines comme les composés synthétisés en
réponse a une attaque et les phytoanticipines comme les composés présents avant toute
attaque. Les flavonoides préformés sont des composés synthétisés durant le développement

normal de la plante. Ils sont souvent accumulés a des endroits stratégiques de la plante pour sa
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défense. Ce qui explique que certains de ces composes possédent un potentiel thérapeutique
contre les microorganismes (bactéries, virus, champignons), et les insectes. Les flavonoides
pourraient entrainer des changements dans la différenciation tissulaire et promouvoir la
formation de thylle et de cal, empéchant ainsi I’agression par des agents invasifs [200].

En raison de leur structure, les flavonoides présentent une zone d’absorption dans
I’ultraviolet et leur synthése est fortement stimulée chez certaines espéces par la lumicre
ultraviolette [201,202].Ces composés s’accumulent en grandes quantité dans les tissus
périphériques, ils font écran aux UV qui endommagent I’ADN et protégent ainsi les tissus
internes des tiges et des feuilles [203].

I. 2. 10. Activités biologiques des flavonoides

Comme cela a été démontré par de nombreux travaux, les flavonoides sont des
molécules de défense contre les organismes pathogeénes, leurs propriétés ont été exploitées
pour leur un potentiel en thérapeutique contre les microorganismes. On leur reconnait les
activités suivantes :

I. 2. 10. 1. Activité antioxydante

Les flavonoides sont considérés comme des agents antioxydants tres puissants en raison
de leur structure, se rapportant en particulier a la position des groupements hydroxyles sur les
noyaux aromatiques, et la capacité des composés aromatiques a supporter une délocalisation
électronique. Ces dernieres années, un interét particulier a été accordé aux propriétés
antioxydantes des flavonoides [204 - 206], qui seraient attribuées a:

> leur capacité a piéger directement les radicaux libres.

» leur pouvoir de chélater les ions métalliques impliqués dans la production des
especes oxygenées réactives (EOR).

» leur capacit¢ d’inhiber quelques enzymes en particulier les oxydases et

d’inhiber les enzymes pro-oxydantes.
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I.2.10. 1. 1. Propriétés antiradicalaires

L’organisme posseéde ses propres mécanismes de défense permettant de lutter contre les
radicaux libres ou les espéces oxygénées réactives, il s’agit principalement d’enzymes
cytosoliques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase, glutathion transférase).
L’action protectrice de ces enzymes est complétée par celle de différents réducteurs présents
dans les structures lipoprotéiques.

Dans les conditions physiologiques normales, du fait de ’efficacité des systémes de
défense, les radicaux libres n’auront pas d’effets néfastes majeurs. Toutefois, si les
possibilités de protection enzymatique sont dépassées par des quantités importantes de
radicaux ces derniers vont engendrer :

» des peroxydations lipidiques favorisant I’athérosclérose et le vieillissement,

> des modifications oxydatives des protéines les rendant inactives,

» des dommages oxydatifs de I’ADN et de I’ARN aboutissant a des mutations et a
la cancérisation.

Les flavonoides hydroxylés (FLOH) sont capables de piéger les radicaux libres en
formant des radicaux flavoxyles (FLO-) moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par
leur propriété de donation d'un atome d'hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle
selon la réaction représentée ci-dessous :

FLOH +R'— FLO" + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle, ce
dernier va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des électrons
impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport
aux R"; en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des composés
non réactifs [207].

FLO + R"— FLO-R ou FLO" + FLO" — FLO-OFL (réactions de couplage rad-rad)
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Figure .1. 5. Piégeage des espéces réactives dérivées de I’oxygéne (R

par les flavonoides et la formation d'une structure stable [208]

I. 2. 10. 1. 2. Propriétés chélatrices des ions métalliques
Les ions métalliques sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques. lls peuvent
étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs des différentes enzymes du
systeme de défense antioxydant (par exemple, Fe pour la catalase et Cu et Zn pour la
superoxyde dismutase). Mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme d'action n'est pas
bien controlé ces mémes ions peuvent étre a 1'origine d’un stress oxydatif, ou une blessure des
tissus, a titre d'exemple Cu2+ est un stimulateur de la peroxydation des LDL [208]. Ils sont

aussi responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde

d’hydrogene selon la réaction suivante:
H,0, + Fe?* (Cu')—— > HO + OH + Fe3* (Cu?)
Les flavonoides sont capables de former des complexes par chélation d'ions métalliques
a charge élevée tels que Ca®*, Al;* ou Mg?* (Figure .1.6) :

H o\\\\\\\\\Me_m

=
=
=
=
=
=
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Figure.l. 6. Principaux sites impliqués dans la chélation
des ions métalliques (Men") [208, 209]
I. 2. 10. 2. Activités toxique et pro-oxydante

Bien que les bienfaits des flavonoides sur la santé humaine soient reconnus
actuellement, une revue critique des effets toxiques potentiels des flavonoides est nécessaire.
Plusieurs études indiquent un effet mutagéne et génotoxiques dans certains systémes
experimentaux bactériens ou mammiferes, effet lié a une activité pro-oxydante. De
nombreuses études montrent a 1’évidence que les activités biologiques des flavonoides sont
doubles. Ils peuvent agir en tant qu’antimutagéne / pro-mutagene, antioxydant/pro-oxydant.
Tout dépend largement des quantités consommeées et des conditions physiologiques de
I’organisme. Un surdosage peut entrainer des dommages allant jusqu'a des mutations dans
I’ADN. Certaines ¢tudes récentes d’intervention chez ’homme montrent que les flavonoides,
comme la quercétine semblent étre antimutagenes in vivo [210]. Les flavonoides semblent
donc étre toxiques vis-a-vis des cellules tumorales mais plus ou moins toxiques vis-a-vis des
cellules normales a des concentrations tres élevées [211].

1. 2.10. 3 Activité antimicrobienne des flavonoides

Plusieurs études ont été réalisées sur les plantes pour déterminer en général, les
propriétés médicinales et en particulier les propriétés antimicrobiennes. Beaucoup de groupes
de recherche ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié la structure des
flavonoides qui possédent I'activité antimicrobienne ou ont mesuré l'activité des flavonoides
disponibles dans le commerce [212-213].

Tableau .1. 3. Quelques flavonoides antimicrobiens [214]

Flavonoides Meécanisme
4'-méthoxyflavone Se complexer aux protéines extracellulaires
. Inactiver les enzymes et empécher la transcriptase inversée du
Abyssinone
HIV
Catéchine Se complexer aux protéines extracellulaires
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] Grippage aux adhésions complexes avec le mur de
Chrysine
cellules
Epicatéchine Rupture de membrane

I.2.10. 3.1 Activité antibactérienne

Les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de différents types de bactéries.
Des études ont montré le pouvoir antibactérien des flavonoides contre des souches de
bactéries gram (+) et gram (-) [215 - 217].

Des études in vivo sur animaux se sont révélées encourageantes apres injection de la
sophoraisoflavone par voie intra-péritonéale chez des souris infectées par Salmonella
thyphimurium [218].

De nombreux ptérocarpanes sont connus comme bactéricides ou bactériostatiques, en
particulier vis-a-vis des bactéries Gram (+) [219], pour ces composeés, il semble que la
présence de 2 groupements hydroxyles libres soit essentielle a 1’activité. Il a ét¢ démontré
que les 5-hydroxyflavanones et les 5 hydroxyisoflavanones avec un, deux ou trois
groupements hydroxyles en position 7, 2’ et 4’ inhiberaient la croissance de Streptococcus sp.,
I’hydroxylation la plus importante pour 1’activité étant celle en position 2’. Par contre, les
méthoxylations diminuent considérablement les effets antibactériens [220].

Les flavonoides agiraient a plusieurs niveaux : le cycle B jouerait un réle important dans
I’intercalation avec les acides nucléiques inhibant ainsi la synthése d’ADN et d’ARN des
microorganismes, ils peuvent également inhiber I’ADN gyrase d’Escherichia coli [221].

Certaines catechines (flavan-3-ols), la 2, 4,2’-trihydroxy-5’-méthylchalcone,la naringénine
et la quercétine possédent un effet antibactérien en provoguant un changement de
perméabilité membranaire. Les licochalcones interféreraient avec le métabolisme énergétique

en inhibant la NADH cytochrome c réductase [218].
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Les flavonols issus de fractions de propolis ont montré des effets significatifs dans la
lutte contre I’herpés simplex virus de type 2 ou HSV-2, sexuellement transmissible, et qui est
considéré comme un facteur & haut risque pour la transmission du VIH [222].
1. 2.10. 3. 2. Activité antifongique

Comme la majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique tres
puissante. L’une des études a démontré Dactivité des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones de Cirtus parasidi de Cirtus sinensis sur Penicillium digitatum. En
effet, la naringinine, 1’hespéridine, la nobilétine, la simensetine et la tangerétine extraites de
ces deux espéces de Cirtus servent a protéger ces derniéres contre les attaques de
P. digitatum [223].

D’autres flavonoides extraits de la poudre des inflorescences méles de Borassus
dethiopum ont une activité contre des dermatophytes comme Trichophyton rubrum grace a
des fractions flavonoiques [224]. Aussi, les flavonoides de Conyza aegyptica L. ont une
action fongicide et fongistatique sur différents agents de mycoses : Microsporum canis,
M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Candida zeylanoides [225].

I. 2. 10. 4. Activité anti-inflammatoire

Bien que l'inflammation soit un phénomene normal d’autodéfense de I’organisme
contre des blessures, elle est parfois incontrélée dans les maladies auto-immunes (arthrite
rhumatoide) ou lorsqu’elle est liée aux réponses allergiques (asthme) [226, 227].

Les mastocytes sont des cellules qui participent aux reactions allergiques et a
I’inflammation en secrétant des médiateurs inflammatoires comme 1’histamine et les
cytokines pro-inflammatoires. L’action pharmacologique des flavonoides suggére qu’ils

pourraient présenter un intérét dans le traitement des allergies en régulant ces mastocytes.
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De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés
anti-inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire [228, 229].

Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des
basophiles et des mastocytes. La quercétine a un effet anti-inflammatoire en inhibant quelques
enzymes de synthese tel que la cyclooxygénase [230]. Une étude portant sur 1’astragaline, la
fisetine, le kaempferol, la myricétine, la quercétine et la rutine, sur les réactions
inflammatoires allergiques induites par les mastocytes a permis de constater que toutes ces
molécules, hormis ’astragaline, inhibaient la sécrétion de 1’histamine [231].

De méme, dans la famille des stilbenes, le resvératrol a montré des propriétés anti-
inflammatoires in vivo et in vitro [232].

I. 2. 10. 5. Activité anti-tumorale

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la
défense anticancéreuse [233, 234]. En effet, les premiers stades de la phase d’initiation
cancéreuse peuvent étre bloqués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a métaboliser
les agents mutagenes. Par exemple, les hépatocytes synthétisent des enzymes dites de phase |
(notamment des monooxygeénases, telle que les cytochromes P- 450) qui peuvent oxyder les
substances mutagenes hydrophobes en produits constituant le substrat des enzymes de phase
I (glucoronyl transférases, sulfo transférases...). Ces enzymes convertissent leurs substrats en
especes hydrolysables facilement excrétées hors des cellules. Ces enzymes sont stimulées
sous 1’action des substances polyphénoliques trouvées dans les 1égumes, et aussi sous 1’action
des isothiocyanates (dérivés des glucosinolates) [235].

Des études montrent que certains flavonoides particuliérement; lutéoline, quercétine,
kaempférol, apigénine, taxifoline inhibent d'une fagcon marquée la lipogenése des cellules

cancéreuses [236,237]. Certains flavanols (épigallocatéchine-3- gallate) représentent des
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effets cytotoxiques sur les cellules cancéreuses de prostate, ces effets sont corrélés avec leur
capacité a inhiber les enzymes clés lipogéniques i.e. FAS (Fatty Acid Synthase) [238].

Les isoflavonoides peuvent prévenir les cancers hormonaux dépendants en agissant sur
les récepteurs ER. Le soja est 1’aliment le plus riche en isoflavones avec 1-3 mg/g de poids
sec, le composé majoritaire parmi ces isoflavonoides étant la génistéine. Il semble qu’un
régime riche en génistéine inhibe la croissance des tumeurs de la prostate, en réduisant a la
fois le nombre de tumeurs et la taille de ces tumeurs. Néanmoins, les métabolites de la
génistéine (composés halogénés) apparaissent prépondérants dans cette activité [239].

L'activité anticancéreuse des flavonoides est assurée par l'intervention de plusieurs
mécanismes [237,240-242] :

> Piégeage des radicaux libres,

> Inhibition du métabolisme d'acide arachidonique,

» Formation d'un complexe inactif avec le carcinogene,
> Prévention de l'activation des métabolites carcinogenes,
> Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses,
> Arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses,

> Induction de I'apoptose,

> Inhibition des processus d'angiogénése

I. 2. 10. 6. Activité anti-ulcérogéne

Les flavonoides protégeraient la muqueuse gastrique contre les agents ulcérogenes. La
quercétine exerce ses effets cytoprotecteurs grace a un complexe impliquant la stimulation de
la prostaglandine et I’inhibition de la production de leucotriénes via la production de mucus et

de ses propriétés antioxydantes [163].
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Dans des expeériences réalisees sur des rats, la quercétine et la naringénine ont montré
un role important dans la réduction de 1’ulcére et la protection des cellules gastriques. Il a été
suggéré que la quercétine exerce son activité via un mécanisme complexe impliquant la
production de mucus, le piégeage des radicaux libres et également 1’inhibition de la
production de leucotrienes [189].

D’autres études ont permis d’établir une relation étroite entre les propriétés anti-ulcére
de la quercétine, la naringénine, la rutine et le kaempfeérol, et la production de PAF (Platelet
Activating Factor) qui est un agent ulcérogéne potentiel. En effet, il s’est avéré que la
réduction des dommages gastro-intestinaux est due probablement a I’inhibition du PAF par
ces flavonoides [243]. Une activité antibactérienne ciblant spécifiquement Helicobacter pylori
a été observée [244].

I. 2. 10. 7. Effet sur le systéme cardiovasculaire

Les flavonoides sont réputés pour leur effet protecteur sur la santé cardiovasculaire en
modifiant plusieurs processus pathologiques qui interviennent dans 1’apparition des maladies
cardiovasculaires. Certains flavonoides auraient un effet positif dans ’athérosclérose et les
formes stables de maladies cardio-vasculaires en diminuant I’oxydation de LDL par inhibition
N de LOX, une atténuation du stress oxydatif et une diminution de 1’inflammation [245]. Les
flavonoides auraient également un intérét dans le traitement des arythmies et de
I’hypertension artérielle, en particulier grace a une diminution du stress oxydatif. Dans la
prévention des infarctus myocardiques, les flavonoides agiraient par inhibition de 1’agrégation
plaquettaire et une diminution des ROS [246, 247].

Les flavonoides inhiberait 1’agrégation plaquettaire par interaction avec les récepteurs
aux thromboxanes et posséderaient une action vasodilatatrice, néanmoins, les mécanismes
d’action qui interviennent sont encore flous [246]. Des pyrano-isoflavones possédent une

activité vaso-relaxante, [248].
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I. 2. 10. 8. Propriétés antivirales

Les flavonoides sont capables d’agir au niveau de la synthése des protéines virales
permettant ainsi une bonne protection des souris vis-a-vis d’une infection virale a la suite
d’une administration journaliére de 3-O-méthylquercétine a raison de 20 mg/kg pendant 9
jours [249]. D’autres chercheurs [250] ont également montré une corrélation entre 1’effet
inhibiteur de certains flavonoides sur divers virus de 1’herpés et leur capacité a augmenter les
taux intracellulaires en AMPc dans des cellules infectées.

Les travaux de Spedding et al. [251] ont mis en évidence un impact des flavonoides sur
le rétrovirus HIV responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). Enfin, les
flavonoides seraient susceptibles d’inhiber I’intégrase rétrovirale du virus HIV-1 qui assure
I’intégration du génome viral a celui de la cellule hote [252].

L'activité antivirale des flavonoides contre HIV peut étre liée directement par leurs
effets sur les enzymes responsables de son réplication (HIV-1 reverse transcriptase ou HIV-1
intégrasse) par ailleurs d'autres flavonoides montraient une activité antivirale contre le virus
d'influenza, HIV-1, HIV-2 [253].

I. 2. 10. 9. Propriétés antiallergiques

Les effets antiallergiques sont attribués a l'influence des flavonoides sur la production
de I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que 'AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase Ca?+ dépendante, responsables de la libération de I'histamine a
partir des monocytes et des basophiles. Par exemple, I'ATPase Ca?" dépendante dégrade I'ATP
produisant ainsi de I'énergie afin de faciliter I'absorption du calcium par les membranes
cellulaires, ce qui favorise la libération de I'histamine stockée dans les vésicules [254].

I. 2. 10. 10. Propriétés nutraceutiques
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Le terme nutraceutique a été intervenu en 1979 par Steph De Felice [255], il s'agit d'une
appellation commerciale élaborée par les industriels qui résulte de la contraction de
"Nutrition" et de "Pharmaceutique” [256,257].

Les nutraceutiques sont des composés qui n‘ont pas une valeur calorique mais qui ont un
role fondamental pour ce qui concerne la prévention de certaines pathologies. Les produits
nutraceutiques fondamentaux des plantes sont les composés phénoliques, particulierement les
flavonoides en raison de leurs propriétés bénéfiques sur la santé humaine [258].

I. 2. 10. 11. Prévention de la cataracte diabétique

Les flavonoides préviendraient la cataracte diabétique en inhibant 1’aldose réductase. La
myricétine posséde des propriétés hypoglycémiantes et hypotriglycéridémiantes chez les
animaux diabétiques [189].

I. 2. 10. 12. Activité anti-ostéoporose

L’ostéoporose est une pathologie caractérisée par une densit¢ minérale osseuse
relativement faible, surtout chez les femmes agées. De nombreux nutriments comme la
vitamine D, les minéraux et certaines protéines permettent le maintien osseux. Certains
flavonoides inhiberaient la résorption osseuse ostéoclastique selon des mécanismes encore
inconnus [259].

I. 3. Conclusion

L’importance des produits naturels issus des plantes dans les differents domaines
( pharmaceutique, therapeutique, agriculture et cosmetique) nous a conduit a nous interesser a
la recherche et a ’etude bibliographique de ces substances, nous avons focalisé dans cette
étude sur diverses familles de métabolites secondaires les plus rencontres du genre Saccocalyx
notamment les composés flavoniques, ainsi, que leur voie biosynthetique et leur intérét

biologique et pharmacologique.
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I1. 1. Introduction

Morphine, mescaline, cocaine, strychnine, curare, codéine, caféine, théobromine,
colchicine, atropine, acide lysergique... voila des noms de substances naturelles alcaloidiques
qui sont réputées pour leur activité biologique ! Des drogues, des excitants ou des
médicaments, selon les doses et les utilisations, présents dans notre vie quotidienne, dans
notre pharmacie, dans un champ de fleurs ou de blé, mais aussi dans la peau de certains
animaux, pour se protéger des prédateurs[ 260] .

Parmi les grandes classes de molécules naturelles ayant des activités biologiques trés
intéressantes (analgésique, anticancéreuse, hémostatique) et des structures complexes, on
compte la vaste famille des alcaloides [261].

I1. 2. Définition

Plusieurs définitions du terme alcaloide ont pu étre données depuis son apparition en
1819, ou W. Meissner a défini les alcaloides comme étant des substances dérivées de plantes
qui réagissent comme des alcalis [262]. Cette définition est aujourd’hui trés réductrice car les
alcaloides ne sont pas isolés simplement des plantes mais également des champignons et du
régne animal et n’ont pas forcément un caractére basique.

Au cours des années et des découvertes de nouveaux alcaloides, la définition a évolué.
En 1896, I. Guareschi écrit que le terme alcaloide est applicable a tous composés organiques
basiques obtenus a partir du regne animal ou de plantes, ou préparé artificiellement [263].

Au 20 “™ siecle, des tournures différentes sont utilisées, la plus récente étant celle de
S. W. Pelletier en 1983 : un alcaloide est un composé organique cyclique contenant un atome
d’azote dans un degré d’oxydation négatif qui a une distribution limitée a certains organismes
vivants. Cette définition est l'une des plus exactes. Elle ne prend plus en compte le caractére
basique systématique et elle tient compte de la présence d’un alcaloide dans une ou plusieurs

especes vivantes, bien qu’il existe aussi des alcaloides acycliques [264].
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Dans son livre, M. Hesse définit les alcaloides comme étant des substances organiques

d’origine naturelle contenant un ou plusieurs atomes d’azote avec un caractére basique de
degré plus ou moins fort [261].

A ce jour, plus de 15 000 alcaloides différents ont été isolés. Il n’existe pas de définition
simple et précise des alcaloides et il est parfois difficile de situer les frontiéres qui séparent les
alcaloides et des autres métabolites azotés naturels, la classification de ceux-ci n’est pas plus
simple [265].

Il est admis qu’un alcaloide est un composé organique d’origine naturelle (le plus
souvent végétale), azoté, plus ou moins basique, de distribution restreinte et doué a faible
dose, de propriétés pharmacologiques marquées [265].

I1. 3. Classification

On estime qu’il y a plus de 10 000 alcaloides différents déja isolés (ou détectés) a partir
de sources végétales, animales ou de micro-organismes. Proposer une classification pour les
alcaloides est une tache difficile, en raison du grand nombre de composés connus et surtout a
cause de la diversité structurale [266].

Afin de pouvoir mieux maitriser cette grande liste, trois types de classification des
alcaloides ont été proposées suivant : leurs structures chimiques, leurs voies de biosynthése et
leurs activites biologiques et écologiques.

I1. 3. 1. Classification structurale

La classification des alcaloides tient compte de deux parametres distincts : la position de
I’atome d’azote au sein de la structure et les différentes fonctions qui en découlent, et la
famille de plantes dont ils sont extraits (90 % des alcaloides sont issus de plantes). On compte
cinq grandes classes d’alcaloides, chacune divisée en plusieurs sous familles : les alcaloides
hétérocycliques, les alcaloides portant un atome d’azote exocyclique, les alcaloides de type
putrescine, spermidine et spermine, les alcaloides peptidiques et les alcaloides terpéniques et

stéroidiens [267].
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La grande majorité des alcaloides fait partie de la classe des alcaloides hétérocycliques.

Celle-ci est divisée en plusieurs familles suivant le motif hétérocyclique qui la compose
(pyrrole, indole, pipéridine, tropane, imidazole, isoquinoline,...) et est divisée de nouveau

suivant leur origine végétale ou animale. La figure .I1l. 1. montre quelques exemples de ces

COOMe
Me
\N
(0]
0]

(+)-Aspidospermidine (-) - Cocaine (-)-Lycorine
Alcaloide indolique Alcaloide tropanique Alcaloide isoquinoléique

alcaloides [267].

OMe

(-) - Morphine (-)-Quinine (+)-Spartéine
Alcaloide isoquinoléique Alcaloide quinoléique Alcaloide quinolizidinique

Figure .11. 1. Exemples d’alcaloides hétérocycliques

I1. 3. 2. Classification biogénétique
Les alcaloides peuvent étre classes en fonction de leur précurseur avant leur synthese
dans une voie biologique. On distingue alors trois grandes classes [267]:

Il. 3. 2. 1. Les alcaloides vrais qui sont des substances d’origine naturelle
et de distribution restreinte, de structure souvent complexe, azotée (atome d’azote inclus
dans un hétérocycle) et de caractere basique. Ils existent dans la plante sous forme de sels,
ont pour origine biosynthétique un acide aminé et sont dotées d’une activité

pharmacologique significative [267].
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Tableau .11. 1 Quelques exemples des alcaloides vrais
Précurseur Groupe Noyau Exemples
d’alcaloides caractéristique
Alcaloides Pyrrolidine Cuscohygrine, Hygrine
pyrrolidiniques / \
N
. Alcaloides Tropane Atropine, Cocaine
o HC—N
HZN/\/N)}\OH
B
NH, T z 2
Alcaloides Pyrrolizidine Acétyl-lycopsamine,
pyrrolizidiniques Europine, Mételoidine
D
Alcaloides Indole Pcilocine, Triptamine,
L- triptophane indoliques Arundacine,
o ( z \
N
/ oH | Alcaloides Quinoléine Quinine,Chloroquinine,
HN NH, quinoléiniques ©ij Quinidine,
=
N
Alcaloides Quinazoline Péganine
Acide anthranilique | quinazoliniques
N
X
O, OH
HoN Alcaloides Acridine Acronycine,Rutacridone
acridoniques X
7
Acide nicotinique Alcaloides Pyridine Nicotine, Cassinine,
Q pyridiniques X | Anabasine, Evoline
N |
o -
P N
N

Il. 3. 2. 2. Les pseudo-alcaloides qui sont des métabolites présentant les

caractéristiques des alcaloides vrais, excepté leur origine biosynthétique. Dans la majorité des
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cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du métabolisme de

I’acétate [267].

Tableau .11. 2. Quelques exemples des pseudo-alcaloides

Précurseur Groupe Noyau Exemples
d’alcaloides caractéristique
Alcaloides Pipéridine Coniline, Conicéine,
pipéridiniques Pinidine
Acétate

)
ch)ko_

Alcaloides Sesquiterpéne Cassinine, Evonine,
sesquiterpéniques Maymyrsine,
Wilforine
Acide férulique Alcaloides Hényle Capsaicine
aromatiques
(0]
HSCO:O/\J\OH
HO
Acide pyruvique Alcaloides de Phényle C Cathine, Cathinone,
Q I’Ephédra Ephédrine,
Noréphédrine
OH
O
Géraniol Alcaloides Terpénoides Aconine, Aconitine,

)\/\/K/\OH

terpéniques

Gentianine

Saponines

Alcaloides
Stéroidiques

Cholestane, Cnessine,
Solanidine

Il. 3. 2. 3. Les proto-alcaloides qui sont des amines simples dont 1’azote

n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique, ont une réaction basique et sont ¢laboré

in vivo a partir d’acides aminés [267].

Tableau .11. 3. Quelques exemples des proto-alcaloides

Précurseur Groupe Noyau Exemples
d’alcaloides caractéristique
L- tyrosine Alcaloides Phényléthylamin | Adrénaline, Dopamine,
o phényléthylaminé | e Noradrénaline,Hordenin
S e

HO

OH

O/\/NHZ

‘L

77J‘




Chapitre 11 Généralités sur les flavonides et les alcaloides

Partie Il Généralités sur les alcaloides

L- tryptophane Alcaloides Indole Yohimbine

indoloterpéniques
(0]
\
N

/ OH H
HN

NH,

L- ornithine Alcaloides Pyrrolizidine 4-hydroxy-stachydrine,
pyrrolizidinique Stachydrine

NH,

En pratique, il est admis que ne sont pas des alcaloides : les amines simples, les
bétalaines, les peptides, les acides aminés, les amino-sucres, les porphyrines, les alkylamines
et les arylakylamines [265].

Il. 4. Nomenclature

Les noms des alcaloides ne sont pas codifiés par une nomenclature officielle. En regle
générale, le nom dérive de la plante dont 1’alcaloide a été extrait (Ex : la cocaine est extraite
de la coca). On trouve aussi des noms dérivant de la personne qui a découvert la plante (Ex :
La spegazzine extraite de [’aspidosperma chakensis par Spegazzini). En francais et en anglais,
le suffixe "-ine" est utilisé le plus communément, mais plusieurs alcaloides peuvent étre isolés
d’une méme plante, c’est pourquoi on peut trouver d’autres suffixes comme "-idine",

"-anine”, "-aline™ ou "- inine". Pour les alcaloides dérives du regne animal ou des
champignons, le méme type de "régles” est appliqué [264].

I1. 5. Distribution

Pendant longtemps, les alcaloides ont été considérés comme des produits du
métabolisme des seuls vegétaux. En fait, les structures alcaloidiques existent egalement chez
les animaux. Certains alcaloides existent dans plusieurs genres appartenant a des familles
différentes, parfois tres éloignées taxonomiquement comme pour le cas de la caféine

retrouvée dans le café (Rubiaceae), le the (Ternstroemiaceae), le kolatier (Sterculiaceae), le

maté (Aquifoliaceae), le guarana (Sapindaceae) [268].
( 3
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Parmi les 400.000 especes d’Angiospermes recensées, 10 a 15% synthétisent des

alcaloides. D’autres sont caractéristiques d’un nombre limité de genres a I’intérieur d’une
famille (hyoscyamine - famille des Solanaceae) ou d’un groupe d’espéces a I’intérieur d’un
genre (thébaine — genre Papaver) ; certains sont étroitement spécifiques (morphine de
Papaver somniferum Linné) [268].

La teneur en alcaloides varie dans de larges limites : de quelques ppm comme dans le
cas des alcaloides antitumoraux de la pervenche de Madagascar (Catharanthus roseus Linné),
a plus de 15% pour les écorces de tronc du quinguina (Cinchona ledgeriana Moens).

Les plantes a alcaloides ne renferment que trés rarement un seul alcaloide, elles livrent,
le plus souvent, un mélange complexe, éventuellement dominé par un compose majoritaire. Il
n’est pas rare que plusieurs dizaines d’alcaloides soient présents dans une méme plante [268]
(Tableau.ll. 4).

Tableau. 1. 4 Répartition des alcaloides dans le régne végeétal

Reégne végétal Alcaloides

6% Bactéries Pyocyanine de Pseudomonas aeruginosa

Psilocine des champigons hallucinogenes
Champignons Ergoline des Claviceps

Amanitine des Amanites

Ptéridophytes Alcaloides des Lycopodiaceae

Gymnospermes Alcaloides de Cephalotaxus

) Amaryllidaceae
16% Monocotylédones i
Colchicaceae

Annonaceae, Apocynaceae,Lauraceae,

_ ] Loganiaceae,Magnoliaceae,Menispermaceae,
78% Dicotylédones _
Papaveraceae,Ranunculaceae,Rubiaceae, Rutaceae,

Solanaceae, etc...
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Dans certains cas, ce sont des produits formés a partir des alcaloides contenus dans les

végétaux inclus dans la ration alimentaire de I’animal, tels que :
- la castoramine issue de la métabolisation des alcaloides des nénuphars que
consomme le castor ;
- les alcaloides pyrrolizidiniques présents chez certains papillons.
Dans d’autres cas, les alcaloides isolés semblent étre des produits du métabolisme de
I’animal : c’est en particulier le cas chez des Amphibiens (salamandres, crapauds..),

Arthropodes, Hyménopteres, Coléopteres, Neuropteres, Myriapodes. ..ect [268].

0
I
T*
CH;
histrionicotoxine glomérine
( Dendrobates histrionicus) (Glomeris marginata, Myriapodes)

"y
H (CH2)10——CH,

solénopsine A Samadérine
(Fourmis) (Salmandre)

Figure .11. 2. Exemple d’alcaloides issus du métabolisme animal [268]
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I1. 6. Localisation

Pour une plante donnée, la teneur en alcaloides peut étre trés inégale selon les organes,
certains pouvant en étre dépourvus. Les alcaloides sont retrouvés sous forme solubles, sels
(citrates, malates, tartrates, méconates, isobutyrates, benzoates) ou sous forme complexée
avec des tanins [265].

IIs sont le plus souvent localisés dans les tissus périphériques : assises externes des
écorces de tige et de racine, téguments des graines, etc. La basicité et les actions
antimétabolites de la plupart de ces molécules imposent leur compartimentation : elles sont
normalement stockées dans les vacuoles cellulaires, que ces derniéres s’effectuent au niveau
de sites précis (laticiferes) ou non. Le plus souvent, la synthése de ces alcaloides s’effectue au
niveau de site précis (racine en croissance, cellules spécialisées de laticiféres, chloroplastes) ;
ils sont ensuite transportés dans leur site de stockage [269].

Il. 7. Biosynthese

Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les nombreuses
classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques unique [270].

Rappelons que les alcaloides vrais dérivent d’acides aminés (Tableau.ll.1) : ornithine,
lysine, phénylalanine, tyrosine, tryptophane, histidine, acide anthranilique. [271].La formation
de l'alcaloide peut nécessiter I'intervention d'une seule molécule d'acide aminé (hygrine), de
deux molecules de méme acide aminé (quinolizidines), plus rarement de deux acides aminés
differents (tubulosine) ou de plusieurs molécules du méme acide aminé (spartéine). Quand la
molécule comporte des carbones supplémentaires, ils sont apportés par des éléments
largement impliqués dans d’autres métabolismes : acétate (tropane), dimethylallylpyro-
phosphate (ergolines, furoquinoléines) ou plus spécifiques a un groupe particulier de végétaux
comme le secologanoside (alcaloides indolomonoterpéniques) (Figure .11. 3.) [272].

Les réactions d’oxydation, d’alkylation, d’estérification, d’éthérifications, etc., justifient

la diversité structurale des alcaloides. Dans le cas particulier des alcaloides terpéniques, les
( 3
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précurseurs ont une origine strictement terpénique

tardive [265].

N

Généralités sur les alcaloides

et ’animation de la molécule est

vincanine HO== 3
CH3 H H ~—
hygrine H3COOC
O 0=T0 %
| N N Y 1
H I H ,L H indoline
pyrrole i o
pyrroline oyrrolidine indole (dihydroindole)
OH 0]
H2 | N
N CgHs D — P A
| N N
CHj | -
lobéline B pyridine
piperidine nicotine
N
quinolizidine spartcine
H
H,CO NN AN
| -
NN N HaCO §
quinoléine
quinine N
N H,CO 7
HC_N . . s
3 Eﬁ OH isoquinoléine H,CO g
H papaverine
o HyC—N
atropine O B
tropane

Figure .11. 3. Biosynthése des alcaloides [271]
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I1. 8. Propriétés physico-chimiques des alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées ayant des masses moléculaires trés variables
de 100 a 900 g/mol. La plupart des bases non oxygénées sont liquides a température ordinaire
(nicotine, sparténite, coniine) ; celles qui comportent dans leur formule de I’oxygéne sont
normalement des solides cristallisables, rarement colorés. Ces derniers dévient la lumiere
polarisée et ont des points de fusion nets, sans décomposition et surtout au dessous de 200°C.
En regle générales, les alcaloides bases sont insolubles ou trés peu solubles dans 1’cau,
solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires, solubles dans les alcools de
titre élevé [265].

La basicité des alcaloides est tres variable, étroitement fonction de la disponibilité du
doublet libre de I’azote. Des groupements ¢lectro-attracteurs adjacents a 1’atome d’azote
diminuent la basicité, tandis que les groupements électro-donneurs la renforcent. La pipérine

est, du fait de I’existence du carbonyle de I’amide, pratiquement neutre [265].

O
SORBAS
@
Pipérine

Le systeme hétérocyclique peut lui-méme étre de basisité variable : chez la Pyridine a 6
six électrons © ainsi que chez la quinoléine et I’isoquinoléine ou le doublet de 1’azote est
disponible, le carractére basique est affirmé.

Z Z N

Pyridine Quinoléine Isoquinoléine
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Dans le cas du pyrrole et de I’indole ou le doublet de 1’azote participe a I’aromaticité, la

basicité est nulle.

Y\ \

N
H N

Pyrrole Indole

La pyrrolidine, I’hétérocycle est insaturé, quand- a elle une base relativement forte.

N
H

Pyrrolidine
Figure .11.4. Structure d’alcaloides

La basicité est également influencée par des contraintes stériques (au moins dans les
molécules polycycliques complexes). La basicité peut étre également un facteur d’instabilité
pour ces molécules qui, a 1’état de base et en solution, sont sensibles a la chaleur, a la lumiére
et a ’oxygene [265].

La basicité des alcaloides permet de former des sels avec des acides minéraux
(chlohydrates, sulfates, nitrates) ou organiques (tartrates, sulfamates, maléates). Les sels
d’alcaloides sont généralement solubles dans I’eau et les alcools dilués, ils sont, sauf rares
exceptions, insoluble dans les solvants organiques. Les sels cristallisés se conservant plutét
bien, ils constituent la forme commerciale habituelle pour des molécules [265].

I1. 10. Intéréts des alcaloides

I1. 10. 1. Réles dans les plantes

Le r6le des alcaloides dans les plantes est souvent inconnu, et leur importance dans le

métabolisme de la plante n’est pas trés bien définie [266]. Une plante peut contenir plus de

cent alcaloides différents, mais en général leur concentration ne représente pas plus de 10%
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du poids sec. L’existence de plantes ne contenant pas d'alcaloides démontre que ces composés
ne sont apparemment pas essentiels & leur reproduction. Pourtant, plusieurs alcaloides sont
tres toxiques et offrent, par conséquent, un arsenal chimique de défense des plantes contre
I'attaque des herbivores et des micro-organismes [266,273, 274-276]. La nicotine empéche la
croissance des larves du tabac. Le composé pur est également appliqué comme insecticide
efficace dans des serres [273].

En outre, des alcaloides protegent les plantes contre les dommages provoqués par la
lumiére UV. lIs constituent aussi une réserve de substances capables de fournir l'azote ou
d'autres fragments nécessaires au développement de la plante [266, 273]. Parfois, ils n’ont pas
de role précis et sont simplement des sous-produits du métabolisme végétal.

I1. 10. 2. Intéréts pharmacologique

Les alcaloides sont recherchés pour leurs effets physiologiques constituant ainsi des
substances particulierement intéressantes pour leurs activités pharmacologiques qui s’exercent
dans les domaines les plus variés [277] :

- les alcaloides qui agissent au niveau du systeme nerveux central sont soient
dépresseurs (morphine, scopolamine) ou stimulants strychnine, caféine) ;

- les alcaloides qui interviennent au niveau du systeme nerveux autonome sont
sympathomimétiques  (éphédrine) ou sympatholytiques (yohimbine),
parasympathomimétiques (ésérine, pilocarpine), anticholinergiques (atropine,
hyoscyamine), ganglioplégiques (spartéine, nicotine).

Il est important de préciser 1’existence des alcaloides utilisés dans d’autres domaines
comme curarisants d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antifibrillants (quinidine),
d’antitumoraux (vinblastine, ellipticine), d’antimalariques (quinine) et d’amoebibicides

(émetine) [277].
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Les alcaloides jouent aussi le role d’antibiotique comme la cyclosérine, la mytomycine.

) OCONH,
NH;
H2N \O'
0 -
/ \ NH
O_ N 0
Cyclosérine Mytomycine

Ces différentes propriétés conferent aux plantes alcaloidiques une place de choix dans la
pharmacopée tant traditionnelle que moderne compte tenu d’un panel d’activités
thérapeutiques. Bien que certaines drogues a alcaloides soient synthétisées industriellement
(préparations galéniques) comme la belladone, la stramoine ou la jusquiame noire, il n’en
résulte que beaucoup ne sont que des matiéres premiéres pour 1’extraction industrielle des
alcaloides qu’elles renferment telles que la morphine de la paille de pavot ou de I’opium, la
vincamine des feuilles de pervenche de Madagascar, la quinine des écorces de
quinquina,....ect [278].

De ces alcaloides extraits une faible partie peut étre transformée : la codéine est obtenue
par méthylation de la morphine, la quinine est convertible en quinidine.

Rarement I’industrie produit directement des alcaloides par synthése tels que la

théophylline et la papavérine [278].

)
ch\N H
W
PPN
b
Codéine Theophylline
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Il. 11. Structure et activités biologiques de quelques alcaloides

Les alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une grande
diversité structurale. Leurs propriétés biologiques, aussi variées que leurs structures,
continuent a étre bénéfiques dans les traitements de différentes maladies ou des
dysfonctionnements de 1’organisme humain.

Afin de donner un apercu des différentes structures, nous présenterons ici un bref
descriptif de quelques alcaloides les plus connus et cliniquement intéressants [265].

I1. 11. 1. Alcaloides dérivés de I’ornithine

Dans ce groupe, les pyrrolizidines et les tropannes sont les plus importants. Les
pyrrolizidines, trés répandues dans la nature, sont présentes dans les plantes qui font partie des
familles botaniques Asteracea, Boraginaceae, Fabaceae et Orchidaceae [279, 280]. Tres
toxiques (souvent hépatotoxiques), ces alcaloides ont déja provoqué des empoisonnements de
masse chez les humains et les animaux au milieu du siécle dernier [281].

Parmi les pyrrolizidines naturelles, la rétronécine et la senécionine (isolées des plantes
de I’espéce Senecio et Heliotropium) sont les plus connues.

OH

Rétronécine Senécionine

Les pyrrolizidines peuvent étre isolées sous la forme de base tertiaire ou sous la forme
de N-oxide. Mais c¢’est majoritairement sous cette seconde forme qu’elles sont présentes dans
les plantes. On peut citer comme exemple I’indicine N-oxide, isolée d’Heliotropium indicum,
qui s’est révélé étre un agent antitumoral et antileucémique [261, 282] et fait objet d’une

¢tude clinique a I’Institut National du Cancer aux Etats-Unis.
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Indicine N-oxide

Dans la famille des tropannes, la (-)- hyoscyamine et la (-) - hyoscine (ou scopolamine)
sont parmi les alcaloides les plus utilisés dans le domaine médical. Ils sont présents dans les
plantes de 1’espéce Atropa belladonna, Hyoscyamus niger et Mandragora officinarum.

L’hyoscyamine n’est pas trés stable, et se racémise facilement au cours de I’isolement
pour conduire a I’atropine. Ces alcaloides ont des propriétés antispasmodiques dans le
systeme gastrointestinal et également des propriétés antisécrétrices (utiles au cours des
interventions chirurgicales). L’atropine est largement utilisée dans le domaine de

I’ophtalmologie en tant qu’agent mydriatique (pour dilater 1a pupille [266, 282].

Me

Me\N \N
OH OH
pd ~
5 : 5 :
0 0
(-) - Hyoscyamine (-) — Hyoscine
Me
N
OH

0

Atropine
La cocaine est un alcaloide peu abondant présent dans les plantes de 1’espece
Erythroxylum. La source la plus importante de ce composé est 1’Erythroxylum coca, utilisé

depuis I’antiquité comme anesthésique local. Elle a été beaucoup utilisée dans le domaine de
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I’odontologie, mais aujourd’hui, en raison de ses propriétés neurotoxiques elle a été
remplacée par d’autres drogues moins toxiques. Au cours des interventions chirurgicales des
yeux, de I’appareil auditif, du nez et de la gorge, la cocaine est encore largement utilisée.
Associée a I’héroine, elle est également efficace pour soulager la douleur chez les patients
atteints d’un cancer, en phase terminale [266].

COOMe

Me
AN
N

Cocaine

Il. 11. 2. Alcaloides dérivés de la lysine
Dans ce groupe nous trouvons les composés pipéridiniques, quinolizidiniques et
indolizidiniques.
La lobéline, extraite de la Lobelia inflata, est utilisée dans les préparations pour lutter
contre le tabagisme [283]. L’extrait brut de la plante est largement employé dans le traitement

de I'asthme et de la bronchite [284].

Lobéline

Les quinolizidines se rencontrent principalement dans les plantes appartenant aux
familles de Leguminosae et Fabaceae. Ces alcaloides ont une action répulsive contre les
herbivores et ils sont également connus pour provoquer des problémes d’empoisonnement

chez ’homme.
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La spartéine, isolée de Cytisus scoparius, est tres toxique mais le sel de sulfate

correspondant est utilisé en médecine comme agent stimulant du rythme cardiaque [285]. Elle
est également utilisée pour provoquer la contraction de l'utérus au cours de 1’accouchement

[286, 287].

Spartéine

Les alcaloides indolizidiniques sont également présents dans les plantes de la famille
des Leguminosae et Fabaceae. Parmi ces composes, les indolizidines polyhydroxylées sont
dotées de propriétés biologiques intéressantes. La castanospermine (isolée de
Castanospermum australe) et ses dérivés présentent un intérét particulier en raison de leur

action contre le virus du SIDA (HIV) [288].

OH

lie)
T
ol T

HO

w
HO

Castanospermine
11. 11. 3. Alcaloides dérivés de la tyrosine et de la phénylalanine
Les principales classes d’alcaloides de ce groupe sont des composés monocycliques
simples comme :
- L’éphédrine, isolée d’Ephedra sinica, elle est utilisée avec succes dans le traitement

de I’asthme bronchique et également comme médicament analgésique et anti-

allergique [266, 282].
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— Les isoquinoléines tell que la papavérine, isolée de Papaver somniferum, a une

activité vasodilatatrice et des propriétés hypnotiques et analgesiques [276].

— La berbérine, isolée de Berberis vulgaris, a des propriétés anti-inflammatoires [289]

et antimicrobiennes [290].

— les benzyltétrahydroisoquinoléines modifiées telles La trés renommée morphine,

isolée de la plante de la famille des opiacées, le Papaver somniferum, reste encore a

ce jour un des analgésiques les plus efficaces utilisés en médecine [261, 266, 282].

OH

Ephédrine

§ |
X

OMe

Berbérine

Il. 11. 4. Alcaloides dérivés du tryptophane

H,CO

X

=N
H4CO

H,CO l

H,CO
Papavérine

Morphine

Nous retrouvons ici les alcaloides indoliques, quelques structures quinoléiniques, les

pyrroloindoles et les alcaloides de 1’ergot.

Parmi les indoles, ceux qui présentent une structure terpénoide sont les plus répandus et

¢galement les plus complexes d’un point de vue structural. Les plantes des familles

botaniques Rubiaceae, Apocynaceae et Logoniceae sont des sources riches en alcaloides de ce

type.
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La réserpine et 1’ajmalicine, rencontrées dans les plantes de I’espéce Rauwolfia, sont

toutes les deux efficaces dans le traitement de 1’hypertension [266, 282].

OMe

(;)Me

MeO,C

OMe

OMe

Réserpine Ajmalicine
Certains alcaloides quinoléiniques proviennent du réarrangement d’une structure
indolique initiale. La quinine, la quinidine, isolées des plantes de la famille des Rubiacées,
sont les exemples les plus classiques. Elles sont toutes actives contre le Plasmodium
falciparum, I’agent responsable de la malaria, mais la quinine reste la plus efficace. Cette

derniére est également utile dans la prévention et dans les traitements de la crampe nocturne

de la jambe [266, 282].

H OMe H

(-) - Quinine (+)- Quinidine

La camptothécine, présentant une structure pyrrologuinoléinique, est également issue du
réarrangement d’un motif pyridoindole. Ce composé pentacyclique est également trés

populaire en chimiothérapie anticancéreuse [282, 291, 292].
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Camptothécine

Nous devons mentionner ici les alcaloides de 1’ergot, produits principalement par des
champignons parasites (Claviceps) et qui possédent un large spectre d’activité
pharmacologique. Toutefois, leurs nombreuses vertus médicales s’accompagnent souvent
d’effets secondaires dangereux. L’ergométrine est tres renommé. En obstétrie, il est employé
depuis fort longtemps pour son action sur le muscle utérin. Par son action vasoconstrictrice, il
agit sur le rythme cardiaque, la circulation sanguine (traitement de I’hypertension), le systéme

nerveux et le cerveau [266, 282].

Me
)\/OH
HN
0 NMe
H

NH

Ergométrine
1. 11. 5. Alcaloides dérivés de I’acide anthranilique
L’acide anthranilique contribue a [’élaboration de quinazolines, de quinoléines et
¢galement d’acridines. Pour donner quelques exemples dans ce groupe, nous pouvons citer la
fébrifugine isolée de Dichroa febrifuga, et 1’acronycine isolée d’Acronychia baueri. La

premiére présente d’excellentes propriétés antipyrétiques et antiparasitaires [293, 294] tandis
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que la deuxiéme présente une activité antitumorale remarquable sur différents modeles de

tumeurs humaines du poumon, du colon et des ovaires [295, 296].

N . HO,
@\m
N
N
H
0]

Febrifugine Acronycine

I1. 11. 6. Alcaloides dérivés de I’acide nicotinique

Les composés de cette série comportent une structure pyridine centrale et se trouvent
principalement dans les feuilles du tabac. Les représentants majeurs sont la nicotine qui
présente un motif pyrrolidine, et I’anabasine qui présente un motif pipéridine. On trouve
quelques utilisations bénéfiques de la nicotine en tant que stimulant respiratoire ou encore
comme agent aidant le processus de sevrage tabagique. Des études plus récentes ont montré
que la nicotine pouvait améliorer la mémoire, en stimulant la transmission d’impulsions
nerveuses. Cela peut d’ailleurs expliquer la faible incidence de la maladie d’Alzheimer chez

les fumeurs [266, 282].

= =
X \N
N
Nicotine Anabasine
1. 11. 7. Alcaloides dérivés de I’histidine
L’histidine comporte un motif imidazole et il est donc probable que cet aminoacide soit
le précurseur des imidazoles naturels. Mais peu d’évidences confirment de facon définitive
cette hypothese.

Un composé de ce groupe, important dans le domaine médical, est la pilocarpine,

utilisée en ophtalmologie dans le traitement du glaucome [282].
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Pilocarpine

I1. 11. 8. Alcaloides produits a partir de réactions d’amination

Les alcaloides terpéniques et les alcaloides stéroidiens entrent dans cette catégorie. La

solasodine isolée de Solanum laciniatum, et la bufaline  isolée d’une grenouille, sont

intéressants d’un point de vue pharmacologique, en raison de leurs propriétés anticancereuses.
Tandis que la solasodine est utilisée dans le traitement de certains cancers de la peau [297], la

bufaline est active contre la leucémie, les tumeurs hépatiques et le cancer de la prostate [298].

OH

HO

Bufaline

Solasodine

En conclusion, cette partie du chapitre II a montré d’une maniére générale la grande

diversité d’alcaloides que nous pouvons trouver dans la nature, mais surtout les propriétés

pharmacologiques de quelques alcaloides utilisés en médecine au bénéfice des humains.
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Chapitre 111 Etudes phytochimiques

I11. 1. Etude phytochimique de I’espéce Saccocalyx satureioides

I11. 1. 1. Extraction

La matiere végétale (la partie aérienne), séchée et broyée pour donner 1,5 Kg de poudre
fine, est macérée dans un mélange hydro-alcoolique : éthanol/eau ; (70:30; (v/v)) pendant 48
heures a température ambiante puis filtrée et concentrée sous pression réduite (cette opération
a été répétée trois fois). La phase aqueuse obtenue a subi une extraction liquide—liquide par
I’utilisation de différents solvants commengant par 1’éther de pétrole suivi du chloroforme,
acétate d’éthyle et enfin le n-butanol. Les phases organiques obtenues sont séchées avec du
sulfate de sodium anhydre afin d’éliminer toutes traces d’eau ; Pui filtrées et concentrées a sec
sous pression réduite et pesées, ce qui méne a 1’obtention de 10,27 g d’extrait d’éther de
pétrole, 20,76 g d’extrait chloroformique, 18,3 g d’extrait d’acétate d’éthyle et 30 g d’extrait
n-butanolique.
Les différentes étapes de I’extraction de 1’éspéce Saccocalyx satureioides sont représentées

dans le schéma ci-dessous (figure I11. 1. 1. 1).
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Matiere vegeétale séche : 1,5 Kg

eMacération dans éthanol/eau (7:3)
eFiltration
e Concentration

Extrait hydroalcoolique

eEXxtraction avec 1’éther de pétrole (3 fois)
e Décantation, concentration a sec

Extrait éthér de pétrole
Phase aqueuse

10,279

eExtraction avec chloroforme (3 fois)
eDécantation, concentration a SEC

ﬂ

Extrait chloroformique
Phase aqueuse

20,76 g

eExtraction avec I’acétate d’éthyl (3 fois)
eDécantation, concentration a SEC

Extrait acétate d’éthyle

Phase aqueuse
18,39

eExtraction avec n-butanol (3 fois)
eDécantation, concentration a sec

ﬂ

Extrait butanolique
Phase aqueuse

304¢g

Figure I11. 1. 1. Schéma de I’extraction des parties aériennes de
I’espéce S. satureioides
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I11. 1. 2. Séparation et purification

Pour I’ensemble des extraits, nous avons débuté le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince pour mettre au point I’éluant ou le systéme d’élution qui donne
les meilleurs résultats. Les analyses nous ont poussés a sélectionner 1’extrait acétate d’éthyle
a cause de sa richesse en produits.

La purification de ces composés a été faite grace a I'utilisation de différentes techniques
chromatographiques (VLC, CC, CCM) et ’'usage de plusieurs phases stationnaires (gel de
silice phase normale, polyamide et Sephadex), ainsi qu’une vaste gamme de solvants.

L’extrait acétate d’éthyle est soumis a des fractionnements successifs par différentes
méthodes chromatographiques conduisant a 1’isolement de plusieurs molécules pures. Un
premier fractionnement de cet extrait de Saccocalyx satureioides a été réalisé par
chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de silice en phase normale avec un gradient
d’¢élution : éther de pétrole - acétate d’éthyle (100-0) a (0-100) puis acétate d’éthyle-méthanol
(100-0) a (0-100), 32 fractions ont été collectées. L’analyse CCM de ces fractions Sous une
lampe UV aux longueurs d’onde 254 et 366 nm et la révélation a I’aide d’une solution acide
puis chauffage a 100°C, permettent de regrouper cing (05) fractions. Ces derniéres sont
soumise par la suite a des opérations de purification (figure Ill. 1. 2. 1.), conduisant a

I’isolement de 09 composés naturels pur dont un nouveau (SS1).

99

/o
—



Chapitre 111 Etudes phytochimiques

7 g d’extrait AcOEt

VLC SiO, : éther de pétrole / AcOEt (100-0) a (0-100)

—» ACOEt/MeOH (100-0) & (0-100)

ii A\ 4 l I
CC SiO, cC
Polyamlde

CHCl3/MeOH .
(100-0) — (0-100) Polyamide

ce CHCIl,/MeOH CHCI3/ Sephadex
EtOH
Sephadex )

CC SiO,

CC Sio,
CC CHCI,/EtOH Sephad
CHCl,

CcC

SlOz

Toluene

'MeOH
v \ 4 \ 4

Figure I11. 1. 2. 1. Séparation et purification de I’extrait AcOEt

4—

I11. 1. 3. Identification structurale des composés isolés

La caractérisation structurale des composés isolés a été réalisée par les méthodes

d’analyses spectroscopiques RMN 1D (RMN *H, RMN **C), RMN 2D (HSQC, HMBC)

spectrométrie de masse ESI-MS et par comparaison avec les données de la littérature
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I11. 1. 3. 1. Identification structurale du composé SS1

(6]
/ OH
(0]
O
0 OH OH
0 OH
HO

A\
N
Acide indole -3-carboxylique-(6'-O-caffeoyl)-p-D-glucoside
Le composé SS1 est obtenu sous forme d’une laque marron, visible a la lumiere UV
(254 et 366 nm). Il se colore en marron apreés révélation par une solution acide et chauffage a
100°C. Il s’agit d’un nouveau alcaloide nommé : Acide indole -3-carboxylique-(6'-O-

caffeoyl)-B-D-glucoside.

— —
CONE=30V; 0.1%:AF 05-Jul-2017 14:28:27
AS-S6 112 (1.348) Sm (3G, 5x2.00); Cm (109:158) TOF MS ES+

5084 1.14e3
100+
[M+Nal *

353 4

S00.4

3415

Q9837

Fgli 7

800900 1000 1100 1Z00 1300 1400

Figure I11. 1. 3. 1. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS1
Le spectre de masse obtenu par ionisation électrospray ESI-MS de ce composé (figure
1. 1. 3. 1. 1) conduit a la production d’ion chargé [M+Na] * qui se traduise sur ce spectre par
un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 508,4 permettant d’attribuer a ce composé une masse

moléculaire impaire M = 485 uma, indiquant un composé azoté correspondant a une formule
[ 101 |
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brute en Cy4H23010N, permet de compter 14 insaturation suggérant la présence au moin d’un
groupement aromatique.

Le spectre RMN *H (figure 111. 1. 3. 1. 2) montre la présence de plusieurs signaux allant
de 7,20 a 8,00 ppm, avec différentes constantes de couplage, ce qui confirme de plus la

présence de groupement aromatique.
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Figure I11. 1. 3. 1. 2. Spectre RMN *H de la partie aromatique du composé SS1
De méme, le spectre RMN *C  (figure 111. 1. 3. 1. 3) de ce composé montre une série

de signaux d’absorption allant de 112 a 140 ppm attribués aux carbones aromatiques.
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Figure 111. 1. 3. 1. 3. Spectre RMN *C de la partie aromatique du composé SS1
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Le spectre RMN *H (figure I11. 1. 3. 1. 4) montre la présence d’un signal correspond a
un doublet résonant a &4 8,02 avec une constante de couplage J = 7,5 Hz qui indique une
corrélation avec un proton situé en position ortho.

De méme pour le proton & éy 7,49 sous forme d’un doublet avec une constante de

couplage J égale a 7,7 Hz indiquant un voisinage avec un proton en position ortho.
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Figure I11. 1. 3. 1. 4. Spectre RMN *H des protons aromatiques du composé SS1
L’analyse du spectre HSQC (figure IllI. 1. 3. 1. 5) nous a permis d’identifier les

carbones de ces deux protons ((6 8,02/6¢ 120,58), (6 7,49/5¢ 112,46).
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L N | N L ¥ S
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E
E
Fizo =
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Figure I11. 1. 3. 1. 5. Spectre HSQC des protons aromatiques du composé SS1
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Le proton résonant & &y 8,02 présente des corrélations en 2J sur le spectre HMBC
(figure 111. 1. 3. 1. 6) avec un carbone quaternaire résonant a dc 125,48 et carbone méthine
sortant & &c 121,50. Ces deux carbones ne peuvent étre que C-3a (d¢c 125,48) et C-5
(8¢ 121,50). Comme il montre des corrélations en ®J avec les deux carbones résonant a dc
122,57 et 136,46. Ces deux derniers sont identifiés comme étant C-6 (6¢ 122,57) et C-7a
(8¢ 136,46).

Le spectre HMBC (figure 111. 1. 3. 1. 6) permet d’identifier un autre proton aromatique
(64 7,49) a partir des corrélations en 2] et 3J avec les carbones résonant a 8¢ 121,50 (C-5),
dc 122,57 (C-6) et d¢c 125,48 (C-3a).

A partir de ces donnés spectrales, ces deux protons sont identifiés comme étant H-4

(31 8,02) et H-7 (3 7,49).

H-4 {7
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Figure I11. 1. 3. 1. 6. Spectre HMBC des protons aromatiques du composé SS1
Les protons des groupements méthine (5-CH) et (6-CH) sont identifiés par les
corrélations des carbones identifiés précédemment C-5 et C-6 sur le spectre HSQC

(figure I11. 1. 3. 1. 7) avec les protons sortant a 6y 7,20 (5-H) et 6y 7,22 (6-H).
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Figure I11. 1. 3. 1. 7. Spectre HSQC des protons aromatiques du composé SS1
L’analyse du spectre RMN *H (figure 11l. 1. 3. 1. 8) révéle la présence d’un singulet
sortant a oy 8,16, corrélant avec les deux carbones quaternaires C-3a et C-7a sur le spectre

HMBC (figure Il. 1. 3. 1. 9).
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Figure I11. 1. 3. 1. 8. Spectre RMN *H du composé SS1
Il montre aussi des corrélations avec un autre carbone quaternaire résonant a d¢ 105,66.
La comparaison de ces données avec celles citées dans la littérature, révéle la présence d’un
noyau de type indole [299]. Ce qui conduit a identifier le singulet sortant a 6y 8,16 comme

étant H-2 ; ainsi que le carbone quaternaire résonant a ¢ 105,66 comme étant C-3.
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Figure I11. 1. 3. 1. 9. Spectre HMBC du noyau indole du composé SS1

La résonance du proton H-2 sous forme d’un singulet suggere la présence d’un
substituant en position C-3. Ceci a été confirmé par la corrélation observé sur le spectre
HMBC (figure 111. 1. 3. 1. 10) entre le proton H-2 et un carbone quaternaire résonant a dc
162,8 ou cette valeur du déplacement chimique révéle la présence d’un carbonyle ester [300].

Ce qui conduit a identifier le carbone quaternaire (6¢ 162,8) comme étant C-8.
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Figure 111. 1. 3. 1. 10. Spectre HMBC du noyau indole du composé SS1
Le spectre RMN *H (figure 111. 1. 3. 1. 11) réveéle I’apparition d’un nombre important
des signaux sortant dans la zone allant de 3,29 jusqu’a 4,41 ppm. D’autre part le spectre RMN
3C (figure 111. 1. 3. 1. 11) montre la présence des carbones résonant dans la zone s’étalant

entre 60,0 et 80,0 ppm, ce qui indique l’exirstence d;une unité osidique.
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Figure I11. 1. 3. 1. 11. Spectres RMN *H et RMN **C de la zone osidique

du composé SS1
Cela est confirmé par la présence d’un signal sortant sous forme d’un doublet a 6y 5,63
(J = 7,2 Hz) sur le spectre RMN *H (figure 11I. 1. 3. 1. 12) lié¢ & un carbone résonant a

d¢c 93,68 sur le spectre HSQC (figure 111, 1. 3. 1. 13), caractéristique d’un proton anomérique.
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Figure 111. 1. 3. 1. 12. Spectres RMN *H et RMN *3C de la zone osidique
du composé SS1

Le spectre RMN *3C (figure 111. 1.3. 1. 12) montre I’apparition de quatre groupements
oxyméthines et un groupement oxyméthyléne, atteste la présence d’un hexose.

L’enchainement de ces groupements réalisés sur la base des corrélations obtenus des
experiences HSQC et HMBC (figure 111. 1.3. 1. 13), ainsi que par la comparaison avec les

données de la littérature [301].
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A partir du proton anomérique H-1' identifié précédemment, ce spectre montre les
corrélations suivantes : (H-2' (6y 3,38) / C-3’ (3¢ 76,3)), (H-3' (64 3,38) / C-2' (d¢c 72,5),

(H-4' (84 3,29) / C-3' (8¢ 76,3)), (H-5" (84 3,60) / C-4' (3¢ 69,4)), (H-6'a (S 4,41) / C-4'

(3¢ 69,4)) et (H-6'b (8 4,16) / C-5' (8¢ 74,6)).
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Figure I11. 1. 3. 1. 13. Spectres HSQC et HMBC de la zone osidique du compose SS1

Cet hexose a été identifié comme étant un B-D- glucose a partir des valeurs des

constantes de couplage entre les protons Jy.iym-2=7,2 Hz, - Jyszmae = 7,9 Hz et

Jn-amm-s = 8,1Hz qui indique une orientation axiale pour tous les protons (figure I11. 1.3. 1.

14).

Figure I11. 1. 3. 1. 14. L’orientation axiale pour tous les protons osidiques

du composé SS1
compse
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Les signaux restant non identifiés dans le spectre RMN *H sortent & 3y 7,05 sous forme
d’un singulet large et a 64 6,75 et 6y 7,01 sous forme des doublets correlent sur le spectre
HSQC (figure I11. 1.3. 1. 15) avec les carbones résonant a (64 7,05/6¢c 114,9), (dy 6,75/0¢c
115,7) et (64 7,01/5¢ 121,4), indiquent par ses valeurs de constantes de couplage la présence
d’un systéme de spin aromatique de type ABX dont la valeur J = 7,9 Hz du signale o4 6,75

révele un voisinage ortho, ce qui est confirmé par la valeur du signal 647,01 (J = 8,0 Hz).

Alors que la multiplicité du proton singulet a 64 7,05 ne montre aucun voisinage avec
d’autre proton. Ces données permettent de proposer les positions 2", 5" et 6" pour ces

protons.
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Figure I11. 1. 3. 1. 15. Spectre HSQC des protons aromatiques du composé SS1
Le spectre HMBC (figure I11. 1.3. 1. 16) confirme les positions de ces protons et permet
d’identifier les autres groupements de ce noyau aromatique par les corrélations du proton
H-2" en 3J avec un carbone quaternaire oxygéné résonant a ¢ 148,45 identifié comme étant
le carbone C-4" et le carbone C-6" (6¢ 121,4).
D’autres corrélations sont observees sur ce spectre des protons H-5" et H-6"" avec les

carbones (C-4" (6¢c 148,4), C-6" (6¢c 121,4)) et (C-2" (8¢ 114,9), C-4"") respectivement.
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Figure I11. 1. 3. 1. 16. Spectre HMBC des protons aromatiques du composé SS1

L’analyse du spectre HMBC (figure I11. 1.3. 1. 18) montre les corrélations des protons

du cycle aromatique H-2" et H-6"" avec un carbone résonant a ¢ 145,4, accorder sur le spectre

HSQC (figure I1l. 1.3. 1. 17) a un proton sortant sous forme de doublet a dy 7,46 avec une

constante de couplage J = 15,9 Hz, attribué clairement a un proton oléfinique.

Ce spectre montre aussi des corrélations entre le carbone C-1" et un doublet résonant a

dn 6,28 (J = 15,8Hz) et accordé sur le spectre HSQC au carbone sortant a ¢ 113,7. Ces

données permettent d’identifier le systéme insaturé HC-8"'=CH-7""

La grande valeur de constante de couplage entre ces protons oléfiniques J = 15,8 Hz

traduit une géométrie trans de la double liaison C-8"=C-7".
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Figure I11. 1. 3. 1. 17. Spectre HSQC des protons oléfiniques du composé SS1
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Figure 111. 1. 3. 1. 18. Spectre HMBC des protons oléfiniques du composé SS1

Ces deux protons oléfiniques H-7" et H-8" exhibent d’autres corrélations sur le spectre

HMBC (figure I11. 1.3. 1. 19) avec un carbone quaternaire résonant a ¢ 166,5 attribué au

carbonyle C-9”. Ces données avec la comparaison de celles de la littérature permettent

d’identifier cette unité comme étant I’acide caféique [302].
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Figure I11. 1. 3. 1. 19. Spectre HMBC des protons oléfiniques du composé SS1

Le B-D-glucose montre deux sites de substitution (figure I11. 1.3. 1. 21), le premier en

position C-1' et le deuxiéme localis¢é en position C-6' suite au déblindage de leurs

déplacements chimiques : (C-1’ ¢ 93,6, C-6 6¢ 63,4) [302].
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Figure I11. 1. 3. 1. 20. Sites de substitutions des constituants du composé SS1

Le spectre HMBC permet d’établir le point de branchement de B-D-glucose avec

I’acide caféique par la tache de corrélation entre Hy-6’ et le carbone C-9”

(figure 111. 1.3. 1. 21).
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Figure 111. 1. 3. 1. 21. Spectre HMBC montrant le point de branchement de
glucose et ’acide caféique du composé SS1
Le constituant résultant de cet enchainement est lié au noyau indole en position C-8 en
raison de la corrélation HMBC détectée entre le proton anomérique H-1' du p-D-glucose et le

carbone C-8 (figure 11I. 1.3. 1. 22).

112

/o
—



Chapitre 111

Etudes phytochimiques

‘asceni500-2017-10
5

- hmibc:

LIl du |

11
o
Pt

L,

C-8—

" \LJ

)

ol

H-1'

i

o
L W

100

Fi10

20

130

ri40

Fi50

Hi60

70

1 (ppm)

Figure I11. 1. 3. 1. 22. Spectre HMBC montrant I’attachement des constituants du

composé SS1

L’ensemble des données spectrales accumulées, permettent d’assigner pour le composé

SS1 la structure : Acide indole-3-carboxylique-(6'-O-caffeoyl)-g-D-glucoside (figure III.

1.3. 1. 23) ou les recherches bibliographiques effectuées sur ce composé montrent qu’il s’agit

d’un nouveau dérivé d’alcaloide indolique.

Figure I11. 1. 3. 1. 23. Structure du composé SS1 (Acide indole-3-carboxylique-

(6"-O-caffeoyl)-p-D-glucoside

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé SS1 sont rassembles

dans le tableau IlI. 1. 3. 1.
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Tableau I11. 1. 3. 1. Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN **C
(75 MH2z) du composé SS1 enregistrés dans DMSO

SS1
Position oy (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
NH 12,06 (1H, s) -
2 8,16 (1H, s) 133,5
3 - 105,6
3a - 125,4
4 8,02 (1H,d, J=7,5) 120,5
5 7,20 (1H, m) 1215
6 7,22 (1H, m) 122,5
7 7,49 (1H,d,J=7,7) 112,4
7a - 136,4
8 - 162,8
1 5,63 (1H,d,J=7,2) 93,6
2’ 3,38 (1H, m) 72,5
3 3,38 (1H, m) 76,3
4’ 3,29 (1H,t,J=8,1) 69,4
5' 3,60 (1H, m) 74,6
6'a 4,41 (1H,d,J=115) 63,4
6'b 4,16 (1H, dd, J = 11,9- 6,0)
1” - 125,7
2" 7,05 (1H, s) 114,9
3" - 145,5
4" - 148,4
5" 6,75 (1H,d,J=7,9) 115,7
6" 7,01 (1H,d,J=8,0) 121,4
7" 7,46 (1H, d, J =15,9) 145,4
8" 6,28 (1H, d, J = 15,8) 113,7
9" - 166,5

I11. 1. 3. 2. Identification structurale du composé SS2

OH o

Acide indole-3-carboxylique-p-D-glucoside
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Le compose SS2 est purifié aussi sous forme d’une laque marron visible sous la lumiére
UV a 254 et 366 nm. Il donne une tache marron sur CCM apres révélation par une solution
acide.

Le spectre de masse ESI-MS (figure 111. 1.3. 2. 1) de ce composé révéle la présence des
pics d’ions pseudomoléculaires [M+Na] * & m/z = 346,3 et [2M+Na] © a m/z = 669,5
indiquant une masse moléculaire impaire égale a 323 uma correspondant a une formule brute

en Cqi5H1707N.

U -
(CONE=30V; 0.1%AF 05 Jul-2017 16:04 :4’E|'|
AS-55 142 (1.704) Sm (SG, 5x2.00); Cm (93:144) TOF MS ES+

1004 3463 8.37e3
[M+Na]*
T .
[2M + Na]
2ga s 660.5
0 i T okl L bt nmana: T T l 1 T T T T T T T T T T T T T T T miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figure 111. 1. 3. 2. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS2

Le spectre RMN™H (figure I11. 1.3. 2. 2) de ce composé montre la présence d’une série
de signaux allant de 7,20 a 8,02 ppm similaire a celles observés pour le composé SS1 décrit
précédemment provenant des protons aromatiques. Cette similitude est remarquée aussi sur le
spectre RMN *3C (figure 111. 1.3. 2. 2) qui montre des signaux allant de 112 & 140 ppm

attribuables aux carbones aromatiques.
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Figure I11. 1. 3. 2. 2. Spectres RMN *H et *C de la partie aromatique
du composé SS2

La ressemblance des composés SS1 et SS2 est clairement déduite des spectres RMN *H
et 3C. En effet le spectre RMN *H (figure 111. 1.3. 2. 3) du composé SS2 montre facilement
les deux signaux du cycle aromatique sortant a 8y 8,02 et 7,50 attribuables aux protons H-4 et

H-7.

qzo0dF-12 1 FELEL EREERRS [9E+07
ssy | wmxzgEs | | | | | | | | |RERESF

i
i

i

Yy

\

bs

e

N
1%
v
n
\

FEE+07
[[BE+07
FEE+07
F7E+07
[FEE+07
[FBE+07
S [[BE+07

H-4 H-7 ‘ lse+o7

[4E+07

1 Fag+07

I H Fag+07

rl ]‘ H lse+07

I ‘ ‘ i F2e+07

| 14 | i | l2E+07
i I | B

| | I { | [F2E+07

| i
| - il l, Fie+o7

|
) I" r UI f q\ JI "’l |"|

! / | se+0s
{ _,_E..__,v_ | LTMW‘W»}—U;NM T e T s S S ) Y

[-5E+06

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
815 810 805 800 795 750 785 780 775 770 765 7 5? 7)55 7.50 745 740 735 730 735 720 715 710 705 7.00
1 {ppm

Figure I11. 1. 3. 2. 3. Spectres RMN *H des protons aromatiques du composé SS2
Les carbones de ces protons sons localisés par 1’analyse du spectre HSQC

(figure 111. 1.3. 2. 4) & 8¢ 120,6 (C-4) et 8¢ 112,4 (C-7).

116

/o
—



Chapitre 111

Etudes phytochimiques

fubaludl ol

Inl

Lo

Laiithy

H-4 v

_JII l.,\ e e, J W 1
25017-}.2 - — 110
C-7 ; _ i1z
H-7/C-7 e
116
118
c-4 r— [
H-4/C-4 -. [

f1 (pom)

124

126

128

130

132

134

136

T
795

T T T T T T T T T T T T T T T T
7290 78S 780 775 770, 765 760 255 TS0 T45 740 735 230 725 72 715
72 (ppm

Figure I11. 1. 3. 2. 4. Spectre HSQC des protons aromatiques du composé SS2

Alors que, le spectre HMBC (figure I1l. 1.3. 2. 5) met clairement en évidence les

corrélations en 3J de ces protons qui permettent d’identifier et de caractériser tous les

carbones du cycle aromatique de ce composé. Ces corrélations sont entre :

=L e proton H-4 (64 8,02) et les carbones C-6 (d¢c 122,5) et le carbone quaternaire

C-7a (3¢ 136,4).

=L e proton H-7 (64 7,50) et les carbones C-5 (6¢c 121,4) et le carbone quaternaire

C-3a (3¢ 125,7).
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Figure I11. 1. 3. 2. 5. Spectre HMBC des protons aromatiques du composé SS2
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Les protons des carbones C-5 (¢ 121,4) et C-6 (6¢c 122,5) sont localisés par
I’expérience HSQC (figure I1I. 1.3. 2. 6) a (64 7,20, td, J = 7,07-1,7 Hz / H-5) et (64 7,23, t

d, J = 7,09-2,01Hz / H-6).
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Figure 111. 1. 3. 2. 6. Spectre HSQC des protons aromatiques du composé SS2
Comme le composé précédent, le spectre RMN *H (figure 11I. 1.3. 2. 7) du composé
SS2 montre un signal sortant a 6 8,15 sous forme de singulet, accordé sur le spectre HSQC a

un pic résonant a d¢c 133,4 (figure I11. 1.3. 2. 7).

@i

11 (ppm)

Figure I11. 1. 3. 2. 7. Spectres RMN 'H et HSQC du composé SS2
Ce signal (64 8,15/ d¢c 133,4) est attribué au proton H-2 en raison de ces corrélations
observées en 3J avec les carbones quaternaires C-3a et C-7a. De méme, les corrélations

observées sur le spectre HMBC (figure 111. 1.3. 2. 8) de ce proton permettent de localiser le
[ 118 ]
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carbone quaternaire C-3 (6¢ 105,8). Toutes ces données spectrales sont similaires a celles du
composé SS1 et permettent de confirmer la présence d’un noyau de type indole.
Le spectre HMBC (figure I1lI. 1.3. 2. 8) montre aussi la corrélation entre le proton H-2

et un carbone quaternaire résonant & 8¢ 163,0 qui ne peut étre que le carbone du carbonyle

C-8 (8¢ 163,0).
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Figure I11. 1. 3. 2. 8. Spectre HMBC du compose SS2

La présence d’une unité osidique est clairement observée sur le spectre RMN "H

(figure 111. 1.3. 2. 9) qui montre un ensemble de signaux sortant dans la zone allant de

3,20 a 3,67 ppm.

h2017-12
=

Proton an

4
\

561

59

53
—53
=5
—iR

omeérique

EEEEEEEEEEEE]

SRR S

Protons ‘¥Ldiques

ir
|

|
-

2
1
25
La

294 o

03 %5

FzE+08

F1E+08

1E+08

F1E+08

F1E+08

1E+08

FoE+07

FSE+07

F7E+07

FEE+07

FSE+07

F4E+07

F3E+07

FzE+07

F1E+07

F-1E+07

T T
4.7 4.5

55

T
.3
1 (opm)

Figure I11. 1. 3. 2. 9. Spectre RMN *H de la zone osidique du composé SS2
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Le proton anomérique H-1'de cette unité osidique est localisée a 6y 5,59. Alors que, de la
méme maniere du composé précédent, I’analyse de spectres HMBC et HSQC
(figure 111. 1.3. 2. 10) permet d’identifier tous les protons et les carbones.

Comme le composé précédent ces groupements osidiques sont identifiés par les taches de
corrélations visualisées sur le spectre HMBC (figure IIl. 1.3. 2. 10) de cet hexose a
CH-1" (815,59, C-1" (8¢ 93,7), CH-2'(84 3,32, 8¢ 72,7), CH-3" (81 3,28, ¢ 76,6), CH-4'(54 3,20,

3¢ 69,6), CH-5' (814 3,26, 3¢ 77,8) , CH-6'a (81 3,67, 8¢ 60,6) et CH-6'b (8 3,50,, 3¢ 60,6).
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Figure I11. 1. 3. 2. 10. Spectre HMBC et HSQC de la zone osidique du composé SS2
Comme pour le composé précédent, cet hexose est identifi¢ au B-D-glucose en raison des
grandes valeurs des constantes de couplage de ces protons.

La différence entre SS1 et SS2 réside dans la disparition des protons de 1’acide caféique
lié au carbone C-6'du B-D-glucose du SS1. Cette absence atteste de la présence d’un
hydroxyle libre & la position C-6' ce qui est confirmé par les déplacements chimiques des
protons (H-6a) a (8 3,67, dd, J = 11,7-2,1 Hz) blindé de A-0,74 et H-6'b a (8 3,50, m)
blindé de A-0,66 par rapport aux mémes protons du composé SS1 (H-6'a oy 4,41,
H-6'b &4 4,16). Le déplacement chimique du carbone C-6' a 6c 60,6 en apporte la

confirmation de la déacétylation du composé SS2.
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Le point de branchement de 1’unité osidique avec le noyau indole est localisé au carbone

C-1' suite a sa valeur du déplacement chimique C-1' (8¢ 93,7) (figure 111.1.3. 2. 12) [303].

Figure I11. 1. 3. 2. 12. Sites de substitutions des constituants du composé SS2
Cette jonction ce trouve une autre fois confirmée par la tache de corrélation observée

sur le spectre HMBC (figure 111. 1.3. 2. 13) entre le proton H-1' et le carbone du carbonyle

ester C-8 (6¢ 163,0).
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Figure I11. 1. 3. 1. 13. Spectre HMBC montrant I’attachement des constituants du
composé SS2

Sur la base de cette analyse et par la comparaison avec les données de la littérature
[301], le composé SS2 est identifié comme étant Acide indole-3-carboxylique-p-D-
glucoside (figure I11. 1.3. 2. 14). Ce compose est isolé pour la premiere fois de ’espéce

Saccocalyx satureoides ainsi que le genre Saccocalyx.

[121]



Chapitre 111 Etudes phytochimiques

Figure I11. 1. 3. 1. 14. Structure du composé SS2 (Acide indole-3-carboxylique-f-
D-glucoside
Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé SS2 sont réunis dans
le tableau I11. 1. 3. 2.

Tableau I11. 1. 3. 2. Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN *C
(75 MH2z) du composé SS1 enregistrés dans DMSO

SS2
Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
NH 12,03(1H, s) -
2 8,15(1H, s) 133,4
3 - 105,8
3a - 125,7
4 8,02 (1H, m) 120,6
5 7,20 (1H,td, J=7,07-1,7) 121,4
6 7,23(1H,td, J =7,09- 2,01) 122,5
7 7,50 (1H, m) 112,4
7a - 136,4
8 - 163,0
1 559 (1H,d,J=7,2) 93,7
2! 3,32(1H, nd) 72,7
3 3,28 (1H, nd) 76,6
4' 3,20 (1H, nd) 69,6
5' 3,26 (1H, nd) 77,8
6'a 3,67 (1H, dd, J =11,7-2,1) 60,6
6'b 3,50 (1H, nd)
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I11. 1. 3. 3. Identification structurale du composé SS3

)
OH

N
H
Acide indole-3-carboxylique
Ce composeé est isolé sous forme d’une poudre blanche soluble dans le méthanol. Il

montre une tache visible sur CCM a 254 nm se colorant en jaune aprés révélation par une

solution acide et chauffage a 100°C.

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en mode positif pour le composé SS3
(figure I11. 1.3. 3. 1) montre un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 184,5 [M+Na] * suggérant
une masse moléculaire impaire de 161 uma et une formule brute en CgH;O,N, correspondant
a un nombre d’insaturation égal a 7. Ce nombre d’insaturation indique une nature aromatique

pour ce COMpPOSE.
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Figure I11. 1. 3. 3. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS3
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L’analyse du spectre RMN *H (figure I11. 1.3. 3. 2) de ce composé révéle la présence de
quatre signaux dans la zone des protons aromatiques, presque identiques a ceux des composés

précédents SS1 et SS2.

55"

Protons aromatiques

A | N
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. TRPIVE i
iE CIEE 5
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Figure I11. 1. 3. 3. 2. Spectre RMN *H du composé SS3
Le spectre RMN *3C (figure 111. 1.3.3. 3) confirme cette supposition par le nombre et la
nature des carbones qu’ils présentent a savoir: deux carbones quaternaires et quatre

groupements méthines (CH).
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Figure I11. 1. 3. 3. 3. Spectre RMN *C montrant les carbones du cycle aromatique

du composé SS3
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La comparaison du spectre RMN *H du composé SS3 (figure I11. 1.3. 3.4) avec ceux des
composés précédents SS1 et SS2 permet de localiser facilement les protons du cycle
aromatique.

Ces protons aromatiques (figure I11. 1.3. 3. 4) sont localisés a (648,01, d, J = 7,10 Hz /
H-4), (647,16, td, J = 7,10-1,15 Hz / H-5), (64 7,18, td, J = 7,10-1,30 Hz / H-6) et (On

7,45,d,J=7,30 Hz / H-7).
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Figure I11. 1. 3. 3. 4. Spectre RMN *H montrant les protons aromatiques du composé SS3

Ces protons sont accordés sur le spectre HSQC (figure Ill. 1.3. 3. 5) aux carbones

C-4 (3¢ 120,5), C-5 (8¢ 120,9), C-6 (3¢ 122,1) et C-7 (5¢ 112,2).
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Figure I11. 1. 3. 3. 5. S{pectre HSQC du composé SS3
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Les corrélations observées en *J pour ces protons sur le spectre HMBC (figure 111. 1.3.

3. 6) permettent de reconnaitre tous les carbones du cycle aromatique par les taches visualisées

entre :

Le proton H-4 et les carbones C-6 et C-7a (6¢c 136,4).
Le proton H-5 et les carbones C-3a (6¢ 126,0) et C-7.

Le proton H-6 et les carbones C-4 et C-7a.

= Le proton H-7 et les carbones C-3a et C-5.
H-4 H- H-5
A 'JT-‘"‘.‘ M H-e) M .
J _ UL — ___NVTYW pPpm
105
=]
H-5/C-7 110
C-7
115
c-4 H-4/C-6 H7/Cs H-6/84 |
c-5 =
cc3-6 125
3a o o
H-7/C-3a H-5/C-3a |
H-4/C-7a H-6/C-7a [ 135
C-7a
8.‘2 9{1 9{0 7{9 7‘.9 7‘.7 7{6 7:5 7‘.4 7‘.3 7.‘2 7‘.1 Ppm

Figure I11. 1. 3. 3. 6. Spectre HMBC du compose SS3

Le signal restant du spectre RMN *H (figure 111. 1.3. 3. 7) du composé SS3 sorte sous

forme d’un singulet & oy 7,99 attribué de la méme maniere que les composes SS1 et SS2 au

proton H-2. Le carbone de ce proton est localisé sur le spectre HSQC (figure I11. 1.3. 3. 7)

45¢ 132,2 (C-2).

cscondsig 201710 seeee
T —

c-7

Fags0s]

. ppm
110

H-2/C-2

T T T T T T T T T T
80 79 78 71 76 75 74 73 72 7.4 ppm

Figure 111. 1. 3. 3.7. Spectre RMN *H et HSQC du composé SS3

{126]



Chapitre 111 Etudes phytochimiques

Ainsi, le proton H-2 couple sur le spectre HMBC (figure I11. 1.3. 3. 8) en %J avec le
carbone C-3 (8¢ 107,4) et en ®J avec les carbones C-3a et C-7a. La comparaison des spectres
de SS3 avec ceux des composés identifiés précédemment témoigne d’une grande similitude
structurale avec les composés SS1 et SS2, suggérant la présence pour ce composé d’un noyau

de type indole.

ss5°*
H-2
H_4ﬂ H- - | H-5
IILW" ﬂZ H G;Nlh“\-
D — Y _ MUV ppm
i 105
C-3 a
H-2/C-3 H-5/C-7 110
c-7 —3
q C115
H-7/C-5 - -
c-4 H-4/C-6 é H-6/C-4 [ 120
<5 —3 :
C-6 !
Cc-3a —§| @ @ [12s
H-2/C-3a H-7/C-3a H-5/C-3a |
H-4/C-7a@® H-6/C-7Ta | ..
C-7a —
H-2/C-7a
8:2 9‘.| 810 7:9 7‘.8 7:7 7:6 7.‘5 7:4 7:3 7.‘2 7:1 Ppm

Figure I11. 1. 3. 3. 8. Spectre HMBC du compose SS3
Pour compléter 1’élucidation structurale de ce composé, I’analyse du spectre HMBC
(figure 111. 1.3. 3. 9) montre aussi la corrélation du proton H-2 avec un carbone quaternaire
résonant a oc 166,0 attribué au carbone carbonyle acide C-8 [300] en tenant compte de sa
valeur de déplacement chimique (6c 166,0) qui est déblindé par rapport au méme carbone des

composés précédents SS1 et SS2.

0 166,0

"
il i
— e R

EscendS00-—— 710
==

hmbe

f1 (ppm)

H-2/C-8
= lss

s0 79 78 77 76 75 74 73 7 63 62

83 82 81
f2 (ppm]

Figure 111. 1. 3. 3. 9. Spectre HMBC du composé SS3
( )
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A T’issu de ces résultats et la comparaison avec les données de la littérature [300], Le
composé SS3 est identifié a I’ Acide indole-3-carboxylique (figure I11. 1.3. 3. 10), isolé pour

la premiere fois de cette espéce et le genre Saccocalyx.

Figure I11. 1. 3. 3. 10. Acide indole-3-carboxylique
Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé SS3 sont regroupés
dans le tableau I1I. 1. 3. 3.

Tableau I11. 1. 3. 3. Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN *C
(75 MHz) du composé SS3 enregistrés dans DMSO

SS3

Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
NH 11,79(1H, s) -

2 7,99(1H, s) 132,2
3 - 107,4
3a - 126,0
4 8,01 (1H,d, J=7,1) 120,5
5 7,16 (1H, td, J = 7,1- 1,15) 120,9
6 7,18 (1H, td, J = 7,1- 1,3) 122,1
7 7,45 (1H, d, J=17,3) 112,2
7a - 136,4
8 - 166,0
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I11. 1. 3. 4. Identification structurale du composé SS4
OH

OH

H,CO o)

OH o]
Lutéoline-7-méthyl éther
Le composé SS4 a été isolé sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol. 11
est visible & la lumiére UV a 366 nm. Sa CCM se colore en jaune apres révélation par une
solution acide et chauffage a 100°C.
L’examen du spectre de masse en mode d’ionisation douce (figure Ill. 1. 3. 4. 1) du
composé SS4 montre un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 301,2 [M+H] ¥, soit une masse
moléculaire égale a 300 uma correspond a une formule brute en CysH1206 dont le degré

d’insaturation égal a 11.

(CONE=30V; 0.1%AF 05-Jul-2017 12:34:44
AS-821 410 (4.998) Sm (SG, 5x2.00); Cm (405:411) TOF MS ES+
1004 3012 280

[M+H]*

3535 3815

1851

BOD 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figure I11. 1. 3. 4. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS4
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Le spectre RMN *H (figure I11. 1. 3. 4.2) de ce composé révéle la présence des signaux

déblindés dans la zone s’étallant de 6,00 jusqu’a 8,00 ppm.

AsceNdSO00-2017-10
521

" UF N F ]

- f b
' Sl I
M J,_JL_Y J A ~ |

I "
M LS O S, S

T T T T T
a5 8.0 75 7.0 6.5

4.5 4.0
1 (ppm)

Figure I11. 1. 3. 4. 2. Spectre RMN*H du composé SS4
L’étude du spectre RMN *C  (figure I11. 1. 3. 4. 3) de ce composé montre la présence
de 16 atomes de carbone s’¢talant entre 90 et 180 ppm caractéristiques des carbones
aromatiques se répartissant en six groupements CH résonant a (6¢c 92,82 ; 98,22 ; 104,86;

113,63; 116,27 et 119,38), neuf carbones quaternaires localisés a (6c 104,86 ; 121,61 ;

146,00 ; 150,10; 157,47 ; 165,39; 161,37 ; 182,11 et 164,52) et un groupement CHj

(3¢ 56,30).
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Figure I11. 1. 3. 4. 3. Spectre RMN"C du composé SS4
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L’examen du spectre RMN *H (figure I11. 1. 3. 4. 4) montre deux singulets chacun
résonanta oy 6,34 et 6,70.

Les corrélations de ces protons observés sur le spectre HSQC (figure I1l. 1. 3. 4. 4)
permettent de déterminer les déplacements chimiques de leurs carbones résonant a d¢c 98,22 et
92,82. Ces données conduisent a identifier ces deux groupements CH comme étant

6-CH (8n 6,34/5¢ 98,22) et 8-CH (8 6,70/8¢ 92,8) [304].

SZLJEHGEIJOVZDJT—[U ‘ ‘ Hl_s
| H-6
§ I Il
| 'S . —
‘ ‘ H-8/C-8 L
c-8 )
{ ‘ C6— [} N
1 — [ ] H-6/C-6
H-8 || \
i | — .
| —] L
H-6 |
= -
= 3 f !
= l \
U JuL,,J - /
8.5 8. 7.5 7![; 6.5 6. 5.5 5, 4.5 4.0 1‘5 'IJ: FIS FI4 3 ", 1 ?If l)l9 ":I‘E E‘F (13 nl (1] nl) n‘ E‘l h‘ y
1 (ppm) 2 {pem)

Figure I11. 1. 3. 4. 4. Spectres RMN'H et HSQC du cycle A du composé SS4

A partir de ces protons le spectre HMBC (figure Ill. 1. 3. 4. 5) permet de localiser les
autres carbones du cycle A par :

Les corrélations du proton H-6 en 2J avec des carbones oxygénés qui résonnent
a Oc 161,37 et 165,39 identifiés comme étant les carbones C-5 et C-7. Ce
proton corréle également en J avec un carbone quaternaire localisé & 5c 104,86
attribuable au carbone C-10, comme il montre aussi la corrélation attendue avec
le carbone C-8.

D’autres corrélations sont observées sur ce spectre du proton H-8 avec les

carbones C-6, C-7, C-10 et un carbone quaternaire sortant a ¢ 157,47

attribuable au carbone C-9.
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H‘-S
‘ H-6
| [|
/lh'hl _.'l |'. .'| |I
c-8 ; . -H-6/C-8 =
c-6 —— -H-8/c-6 _
E— . - * «H-6/C-10
c-10 H-8/C-10 /
—— pa— & F1zo
130
B F1a0 E
= Fiso &
c-9 E
c-5 JH-8/C-9 o H-g/C-5
— - -
c-7 H-8/C-7 H-6/C-7
- 180
190
200
71 7.0 6.9 s’;[pprﬁf 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 59 5.8

Figure I11. 1. 3. 4. 5. Spectre HMBC du cycle A du composé SS4

D’autre part, le spectre RMN *H montre un singulet résonant & 12,95 ppm et ne

présentant aucune corrélation sur le spectre HSQC attribuable a un proton hydroxylique

positionné au carbone C-5 [304].

Par ailleurs, un singulet d’intégration 3H, sortant a 3,84 ppm sur le spectre RMN H

(figure 111.

1. 3. 4. 6) et formant une tache de corrélation sur le spectre HSQC

(figure 1. 1. 3. 4. 6) avec le carbone résonant a 56,30 ppm, est attribué aux protons

méthoxyliques.

Protons méthoyliques

| 0Me

Ll

OMe/0Me
o

Figure I11. 1. 3. 4. 6. Spectres RMN *H et HSQC des protons méthoxyliques
du compose SS4
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La position de ce groupement méthoxyle est localisée par le spectre HMBC
(figure 111. 1. 3. 4. 7) qui montre la corrélation de ces protons méthylique avec le carbone C-7.

A ce stade d’analyse tout les groupements de cycle A sont identifiés.

OMe || I|
{ I,
2 A I N B U B

E H |
————— ‘—‘ a0
. 8 Feo
A0 »
— H3§\_/7 9
_ 10 [ 120 =
6
- H . o
<7 . : 7-OMe/C-7 OH

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 o.s 0.0

a5 4.0
2 (ppm)

Figure 111. 1. 3. 4. 7. Spectre HMBC des protons méthoxylique du composé SS4

Le proton localisé a dy 6,70 sous forme singulet attribué au proton H-3 du cycle C suite
a ces corrélations HMBC (figure 111. 1. 3. 4. 8) avec deux carbones quaternaires résonant a
dc 104,86 et 182,11. Ces derniers ne peuvent étre que le carbone C-10 déja identifié et le
carbone carbonyle C-4 (8¢ 182,1). Comme il montre aussi des corrélations avec deux autres

carbones quaternaires résonant a 164,52 et 121,61 ppm attribuables aux carbones C-2 et C-1’

respectivement.
H-3
|

| | '

I i
- - - -
e H-3/C-10 ,
=1 H-;-;c_‘- 1° -
c-2 : = )
H-3/C-2 .
= - 1
H-3/C-4 .

Figure 111. 1. 3. 1. 8. Spectre HMBC montrant les corrélations au niveau
du cycle C du composé SS4
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Les signaux restant dans la zone aromatique (figure 1. 1. 3. 4. 9) indiquent la présence
d’un cycle B de type 1, 3,4-trisubstitué suite aux multiplicités et valeurs des constantes de
couplage de ces protons dont le signal sortant a (dy 7,41, s) est attribué au proton H-2'.
Le signal résonant a 8y 7,42 (d, J = 8,5 Hz) correspond au proton H-6' et en conséquence le

proton H-5' résonne a 6y 6,91 (d, J = 8,1 Hz).

II

H-5* H

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.8 7 7.6 7.5 74 73 7.2 71 70 6.9 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 E

6.8
1 (pprm)

Figure 111. 1. 3. 4. 9.Spectre RMN *H des protons aromatiques du composé SS4
Les corrélations observées pour les protons de ce systeme de spins de type ABX sur le
spectre HMBC (figure I11. 1. 3. 4. 10.) Permettent de reconnaitre tous les carbones du cycle B
par les taches visualisées entre :
=|es protons para H-2' et H-5' et les carbones C-1' (6¢ 121,6) et C-6' (6¢ 119,3),
et les carbones oxygenés C-3' (6¢ 146,0) et C-4' (6¢ 150,1).

= Le proton H-6' et les carbones C-1' et C-2' (6¢ 113,6), C-4' et C-5' (6¢ 116,2).

H-3
H-8
| H-6
H-2 H-5' | |
H-6"| TR I
_J AN . JL
=
o H-6'/C-2' + -
c-5 = + -
C-6¢c1- H-27/C-6"| sl 4
c-3' H-g'i‘c-zg;c 4H-5-'_/C-3' o g
c-a ] | = H-2yciar T :
H-6'/C-4 H-5/C-4" = -
- - -
c-2 H-67/C-2 1.2 7C-5 z

Figure I11. 1. 3. 4. 10. Spectrg H1I§)’/I48C:1 du cycle B du compose SS4
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L’ensemble de ces données spectroscopiques et la comparaison avec celles trouvés dans
la littérature [304] conduisent a identifier le composé SS4 comme étant
2-(3,4-Dihydroxyphenyl)- 5-hydroxy-7-methoxy-4H-1-benzopyran-4-one connue sous le

nom Lutéoline 7-methyl éther (figure I1I. 1. 3. 4. 11.).

Figure I11. 1. 3. 4. 11. Structure du composé SS4 (Lutéoline-7-methyl éther)

Ce composé est isolé pour la premiére fois de I’espéce Saccocalyx satureioides et le
genre Saccocalyx. Il a été obtenu a partir des espéces de la famille des lamiaceae suivantes :
Phlomis cashmeriana [305], Satureja thymbra, Satureja spinosa [306], Leonurus sibiricus
[307] et Salvia limbata [308].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé SS4 sont regroupés
dans le tableau 1l1. 1. 3. 4.

Tableau I11. 1. 3. 4 Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN **C
(75 MHZz) du composé SS4 enregistrés dans DMSO

SS4
Position o (ppm),m, J (Hz) dc (ppm)
1 - i

5 _ 164,5
3 6,70 (1H, s) 104,8
4 ] 182,1
5 ] 161,3
6 6,34 (1H, s) 98,2

7 - 165,3
8 6,70 (1H, s) 92,8

9 - 157,4
10 - 104,8
1 - 121,6
2’ 7,41 (1H, s) 113,6
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3 - 146,0
41 - 150,1
5 6,91 (1H, d, J =8,1) 116,2
6 7,42 (1H, d, J = 8,5) 119,3
7-OCHs 3,84 (3H, s) 56,3
5-OH 12,95 (H, s) -

I11. 1. 3. 5. Identification structurale du composé SS5

Lutéoline 3',7-diméthyl éther (Velutine).
Ce composé purifié sous forme d’une poudre jaune est visible a la lumiére UV a 254 et
366 nm. Il montre sur CCM une tache jaune apres révélation par une solution acide et
chauffage a 100 °C.
Le spectre de masse ESI-MS de ce composé (figure 11l. 1. 3. 5. 1) enregistré en mode
positif donne un pic d’ion pseudomoléculaire & m/z = 315,2 [M+H] * correspondant & une

masse moléculaire de 314 uma et une formule brute en C17H140¢.

([CONE=30V; 0.12.AF 05-Jul-2017 14:09:14
AS-S7 96 (1.160) Sm (SG. 5x2.00); Cm (77:131) TOF MS ES=
100+ 3453 1.94e3

(M +H] *

313.4]
3013 459.5 742.4 7724
2532 553.4 BagE 7124
| Lok b 1 | :
0] y ¥ y ¥ u T T T T T T T m/z

100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000 1100 1200 1300 1400

Figure I11. 1. 3. 5. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS5
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Le spectre RMN 'H (figure III. 1. 3. 5. 2) du composé SS5 présente une grande
similitude avec celui du composé SS4 précedent. La différence notable consiste en
I’apparition de deux singulets d’intégration 3H chacun, le premier a oy 3,87 et le deuxiéme

a oy 3,90 attribuables & deux groupements OCHj.
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Figure I11. 1. 3. 5. 2. Spectre RMN *H des composés SS5
Les carbones de ces protons méthoxyliques sont localisés par 1’analyse du spectre

HSQC (figure 111. 1. 3. 5. 3) ad¢c 55,98/ 64 3,87 et d¢ 56,3/ 61 3,90.

7-0Me| 3'-PMe U
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| # f |
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Figure 111. 1. 3. 5. 3. Spectre HSQC des protons méthoxyliques
du composé SS5
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Le spectre RMN *H (figure I11. 1. 3. 5. 4) du composé SS5 montre facilement les deux
signaux du cycle A sortant a 6y 6,36 (d, J = 2,2 Hz) attribuable au proton H-6 et & 64 6,77
(d, J = 2,2 Hz) accorde au proton H-8 et les protons du cycle B résonant a oy 7,56
(d, J =21 Hz / H-2") ,54 6,93 (d, J = 7,7 Hz/H-5") et &4 7,60 (dd, J = 7,7 — 2,1 Hz/ H-6).
Comme il présente également un signal qui apparait sous la forme de singulet a 6,95 ppm,

attribuable au proton H-3 du cycle C.
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Figure 111. 1. 3. 5. 4. Spectre RMN 'H de ’aglycone du composé SS5
Les carbones de ces protons sont localisés par 1’analyse du spectre HSQC

(figure 1I. 1. 3. 5. 5) & 8¢ 97,9 (C-6), 92,6 (C-8), 103,3 (C-3), 110,1 (C-2’), 115,7 (C-5') et

120,4 (C-6").
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Figure I11. 1. 3. 5. 5. Spectre HSQC du composé SS5
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Le spectre HMBC (figure Ill. 1. 3. 5. 6) permet d’identifier les autres carbones de ce
composé & partir des corrélations en 2J et *J des protons H-6 et H-8 pour le cycle A; H-2', H-5'
et H-6" pour le cycle B et H-3 pour le cycle C. Ceci conduit a la localisation des carbones
oxygénés a o¢ 161,1, 165,1, 157,2, 163,9 et 150,8 attribués aux carbones C-5, C-7, C-9, C-2 et

C-4' respectivement (figure I11. 1. 3. 5. 5).

3'
2 4'

H@, e

Figure I11. 1. 3. 5. 5. Corrélations HMBC des protons aromatiques du composé
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Figure I11. 1. 3. 5. 6. Spectre HMBC des protons aromatiques du composé SS5
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De méme, il permet d’identifier les carbones quaternaires C-1' (3¢ 121,3) et

C-10 (8¢ 104,6). Les carbones C-3 et C-4 sont repérés a 103,3 et 181,9 ppm respectivement

comme le montre le spectre RMN “*C (figure 111. 1. 3. 5. 7).
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Figure I11. 1. 3. 5. 7. Spectre RMN **C du composé SS5

La position des deux groupements méthoxyles est localisée par 1’analyse du spectre

HMBC (figure I1l. 1. 3. 5. 8), qui montre des corrélations entre les protons sortant a dy 3,90

et le carbone C-7 (6¢ 165,1) du cycle A et entre les protons du deuxieme méthoxyle 6y 3,87

et le carbone C-3’ (6¢ 148,0) du cycle B.

R 1

S—I,_EFHI'C—E

C-6
C-10 fat]

5-0H/C-10 .
c-2 i »
C-5 = .
Cc-7 5-0OH/C-5

7-0CH_¢]3-‘0CH3

_'*';é)( "Hia
Tal

T-0OCHs

Figure 111. 1. 3. 5. 8. Spectre HMBC des protons méthoxyliques et du proton

hydroxylique du composé SS5
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Le proton hydroxyle qui résonne a 12,75 ppm montre aussi des corrélations sur le
spectre HMBC (figure I11. 1. 3. 5. 9) avec les carbones du cycle A : C-5, C-6 et le carbone
quaternaire C-10. Ces corrélations indiquent 1’attachement de ce groupe hydroxylique au

carbone C-5 (figure 111. 1. 3. 5. 9).

H3C/

7 ‘ 6'
VG

Figure 111. 1. 3. 5. 9. Corrélations HMBC des protons méthoxyliques et du proton
hydroxylique du composé SS5

Tous ces résultats comparés avec ceux de la littérature [309], permettent d’identifier la
structure du composé SS5 au Luteoline 3',7-dimethyl éther connu sous le nom Velutine

(figure 111. 1. 3. 5. 10).

Figure I11. 1. 3. 5. 10. Structure du composé SS5 Lutéoline 3',7-dimethyl éther
(Velutin)

Comme le composé précedent SS4, ce composé (SS5) est isolé pour la premiére fois de
I’espéce Saccocalyx satureoides, et le genre Saccocalyx. Il a été antérieurement isolé a partir
des espéces suivantes Melissa officinalis [310] et Ballota undulata [311] de la la famille des

Lamiaceae.

141

/o
—



Chapitre 111 Etudes phytochimiques

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé SS5 sont réunis dans
le tableau IlI. 1. 3..5.

Tableau I11. 1. 3. 5. Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN **C
(75 MHZz) du composé SS5 enregistrés dans DMSO

SS5

Position oy (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -

2 - 163,9
3 6,95 (1H, s) 103,3
4 - 181,9
5 - 161,1
6 6,36 (1H, d, J =2,2) 97,9
7 - 165,1
8 6,77 (1H,d, J=2,2) 92,6
9 - 157,2
10 - 104,6
1’ - 121,3
2’ 7,56 (1H, d, J=2,1) 110,1
3 - 148,0
4’ - 150,8
5! 6,93 (1H,d,J=7,7) 115,7
6’ 7,60 (1H, dd, J=7,7-2.1) 120,4
7-OCHjs 3,90 (3H,5s) 56,3
3’-OCHj3 3,87 (3H, s) 55,98
5-OH 12,75 (H, s) -

I11. 1. 3. 6. Identification structurale du composé SS6
OCHj,
OCHj,
H5CO 0]
OH o]

Lutéoline 3',4",7-triméthyl éther (Gonzalitosine)
Le composé SS6 a eté isolé aussi sous forme d’une poudre jaune. Il est visible a la
lumiere UV a 254 et 366 nm. Sa CCM se colore en jaune aprées révélation par une solution

acide et chauffage a 100°C.
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Le spectre de masse ESI-MS (figure Ill. 1. 3. 6. 1) du composé SS6 obtenu en mode
positif présente un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 329,3 [M+H] * soit une masse

moléculaire de 328 uma correspond a la formule brute C;gH160s.

pr— —
CONE=30V; 0.1%.AF 05-Jul-2017 14:52:59
AS-S8 107 (1.289) Sm (SG, 5x2.00); Cm (107:171) TOF MS ES+
100+ 3534 1.56e3
3e1s

3203

AN

4282

3134
4540
710.4
233.0 4505 F1 1.4
T K o -

100 200 | 300 400 500 soo | 7oo | soo 900 ' 1ogo 110 12oo | 1300 | 1400
—

Figure I11. 1. 3. 6. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS6
L’élucidation structurale de ce composé a été reéalisée par comparaison entre ses
spectres RMN *H et *3C et ceux du SS4 et SS5 déja identifiés.
Les données RMN du proton et carbone (figure Il1. 1. 3. 6. 2) de ce composé suggérent
son appartenance a la classe des flavonoides.
Cette comparaison montre une grande similitude structurale au niveau des cycles A et C

avec quelques différences au niveau du cycle aromatique B.

W i s

Protons aromatiques ‘ ‘
|

Proton aromatiques ‘

.‘I“ I ‘ ‘
Ll Yk |
r \1 ks \é‘ | | H‘mm

T T T T T T
2!)4 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 Bﬂllw 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figure I11. 1. 3. 6. 2. Spectre RMN *H et *C du composé SS6
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Le spectre RMN *H (figure I11. 1. 3. 6. 3) révéle clairement la présence de trois signaux
sous forme des singulets et deux signaux doublets, d’intégration 1H chacun, dans la zone des
protons aromatiques.

L’assignement des protons aromatiques a leurs carbones sur le spectre HSQC (figure
I11. 1. 3. 6. 3) conduit & la localisation des protons du cycle A. En effet, les deux singulets

résonant a oy 6,39/ d¢ 98,1 et oy 6,84/ d¢ 92,8 sont attribués aux protons H-6 et H-8.

E H-8 H-6
I 0o n , | m
o o [l |
W O I ppm
H-8 H-6 : %
| ‘ 8 [y
‘ H-8/C-8 ®
‘ H “ C-6 — w
y' H-6/c-6 [
|| — @ F105
I ‘ ‘ ‘
“‘ ‘\ H| | ‘ ‘ 3
Lo ol I I
In oW e I [ue
L L (. .
e vy v v || e
7‘.9 7‘.7 7{6 7‘.5 7:4 7‘.3 7{2 7.‘1 7‘.0 6‘.9 ﬁ‘.S 5‘.7 6‘.6 ﬁ‘.S 6‘.4 ‘ppm 7‘.7 7!6 7‘.5 7‘.4 7{3 7.‘2 T‘.| 7‘.(1 6‘.9 ﬁ‘.E 6.‘7 6‘.6 6‘.5 ﬁ‘.ﬂ 633 ppm

Figure I11. 1. 3. 6. 3. Spectres RMN *H et HSQC du composé SS6

Les positions de ces deux protons sont confirmées par ’analyse du spectre HMBC
(figure 111. 1. 3. 6. 4) qui montre des corrélations en *J entre le proton H-6 (8 6,39) et
les carbones C-5 (6¢ 161,2), C-7 (6¢ 165,2), C-8 (6¢ 92,8) et C-10 (6¢ 104,8) et le proton H-8
(6 6,84) avec les carbones C-6 (6¢ 98,1), C-7 (8¢ 165,2), C-9 (6¢ 157,3) et C-10.

Le spectre RMN 'H (figure IlI. 1. 3. 6. 3) montre aussi un signal sous forme d’un
singulet résonant a oy 7,05 attribué au proton H-3 du cycle C en raison de ces corrélations
HMBC (figure I11. 1. 3. 6. 4) en 2J et ®J avec les carbones quaternaires C-2 (8¢ 163,7),
C-10 (8¢ 104,8) et un carbone résonant a 6c 182,0 qui ne peut étre que le carbone carbonyle

C-4 (8¢ 182,0), il corréle aussi avec le carbone C-1'(8¢ 122,7) du cycle B.
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Figure I11. 1. 3. 6. 4. Spectre HMBC du compose SS6

Les signaux remarqués dans les spectres RMN 'H et **C (figure 1. 1. 3. 6. 2) sortant

dans la zone des protons et carbones aromatiques témoignent de la présence d’un cycle B de

type ABX. Ceci est supporté d’une part par le signal d’un proton sortant sous forme d’un

singulet résonant a &y 7,60 attribué au proton H-2’ et d’autre part par deux doublets résonnent

ady 7,14 et 7,73 d’intégration 1H chacun et possédant une constante de couplage J = 8,5 Hz.

Cette valeur de J indique une position ortho pour ces protons ce qui permet de les attribuer

respectivement aux protons H-5' et H-6' du cycle B (figure 1l1. 1. 3. 6. 5).
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Figure 111. 1. 3. 6. 5. Spectres RMN *H et HSQC du composé SS6
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Les carbones quaternaires de ce cycle sont localisés par [’analyse HMBC
(figure 111. 1. 3. 6. 6) en suivant la méme procédure appliquée aux composés flavonoidiques
décrits précédemment (SS4, SS5) a travers les corrélations en 2J et %J :

= Le proton H-2’ et les carbones C-1' (¢ 122,7), C-2 (d¢ 163,7), C-3' (6¢c 149,0),
C-4' (5¢ 152,3) et C-6' (6¢ 120,2).

= Le proton H-5' et les carbones C-1', C-3', C-4" et C-6'.

= Le proton H-6" et les carbones C-1', C-2' (8¢ 109,4), C-4', C-5" (6¢c 111,7)

et C-2 (5¢ 163,7)

H-2'
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Figure 111. 1. 3. 6. 6. Spectre HMBC du composé SS6

Les différences remarquées au niveau du cycle B de ce composé par rapport aux
composés SS4 et SS5 résident dans I’apparition sur le spectre RMN 'H et B°C

(figure I11. 1. 3. 6. 7) de SS6 un signal résonant a (64 3,89/ 6¢ 55,8) attribué a un groupement

méthoxyle.
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Figure I11. 1. 3. 6. 7. Spectre RMN *H du composé SS6

observées sur le spectre HMBC

(figure I11. 1. 3. 6. 8) des protons méthoxyliques avec le carbone C-4'. Ce spectre montre

aussi les corrélations de deux autres groupements méthoxyles, le premier corréle avec le

carbone C-7 du cycle A, le deuxiéeme montre une corrélation avec le carbone quaternaire C-3’

du cycle B.
3-0CH;
4'—0CH3‘7-tha i
/ i HiC—
\ | o)
_Hu'\_ u A;J ’I e \J / ppm
3 3'-OCH;/C-3'[ "¢
c3 — [ ) L
ca—3 00 [/
0 4'-OCHs/C-4' ['®
160
7 3 " ', Fies
7-0CH3/C-7
170
=175
180
— []
80 7{5 7‘.0 6.5 6‘.0 55 5‘.0 4.‘5 4{0 Ppm

Figure 111. 1. 3. 6. 8. Spectre HMBC du composé SS6

Les carbones de ces protons méthoxyliques 7-OCHj; et 3'-OCHj; sont localisés par

I’analyse du spectre HSQC (figure 11I. 1. 3. 6. 9) a (64 3,86/ 6¢c 56,1) et (6y 3,88/ d¢ 55,9)

respectivement.

147

/o
—



Chapitre 111 Etudes phytochimiques

3'-OCH; ,
4'-0CH3|71°FT3 J‘
n'l | |
J; |II f"l | T
| o S \J I { e
A Jls_.IL ]L_J | . ____—of"h‘/ ~— '-aIu-__i_M_)'_/uJ’)L‘J ppm 3’ ~
¥ ‘F 30
f— * E 40
3-OCHs ,
7-OCH 4 ock __ L 7och; P
3'-OCH3 : X
4'-OCH:; =
E 80
F 90
»
d E100
]
» * E110
[ ] E120
BI.D TI.S Tl.(l SI.S S.IO 5|.5 5|.D 4{5 dl.(l 3I.5 3.|0 2.|5 2{0 1 |.5 ppm

Figure I11. 1. 3. 6. 9. Spectre HSQC du composé SS6
L’ensemble de ces données spectrales et celles de la littérature [312,313] permettent
d’assigner pour le composé SS6 la structure Lutéoline 3',4',7-trimethyl éther connue sous le
nom Gonzalitosine (figure Ill. 1. 3. 6. 10). Sa présence dans le genre Saccocalyx méme pour

I’espece Saccocalyx satureioides est signalée pour la premiére fois.

Figure I11. 1. 3. 6. 10. Lutéoline 3',4',7-trimethyl éther (Gonzalitosin)
Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé SS6 sont réunis dans

le tableau Ill. 1. 3. 6.

148

/o
—



Chapitre 111

Etudes phytochimiques

Tableau I11. 1. 3. 6. Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN **C

(75 MH2z) du composé SS6 enregistrés dans DMSO

SS6

Position d1 (ppm), m, J (Hz) dc (Ppm)
1 3 -

2 - 163,7
3 7,05 (1H, s) 104,0
4 - 182,0
5 - 161,2
6 6,39 (1H, s) 98,1
7 - 165,2
8 6,84 (1H, s) 92,8
9 - 157,3
10 - 104,8
1’ - 122,7
2 7,60 (1H, s) 109,4
3 - 149,0
4’ - 152,3
5 7,14 (1H,d, J=8.,5) 111,7
6’ 7,73 (1H,d,J=8,5) 120,2
7-OCH3; 3,86 (3H,s) 56,1
3'-OCHjs 3,88 (3H,s) 55,9
4'-OCHjs 3,89 (3H, s) 55,8
5-OH 12,93 (H, s) -

I11. 1. 3. 7. Identification structurale du composé SS7

HyCO 0

HO

OH )

OCH,

OH

4', 5,6-trihydroxy-3°,7-diméthoxyflavone

Le composé SS7 se présente sous forme d’une poudre marron. Il donne une tache

visible a la lumiére UV a 366 nm et se révéle en jaune apres révélation par une solution acide

et chauffage & 100 °C. Ceci suppose une nature flavonoidique de ce composé.
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Le spectre de masse obtenu par ionisation électrospray ESI-MS de ce composé
(figure 111. 1. 3. 7. 1) conduit a la production d’ions chargés [M+H] ¥, [M+Na] * et [M+K] ",

qui se traduisent sur ce spectre par trois pics d’ions pseudomoléculaire a m/z = 331,3, 353,4

et 369,3 respectivement permettant d’attribuer a ce

M = 330 uma correspondant a une formule brute en C17H1407 et un nombre d’insaturation de

11 degrés.

composé une masse moléculaire

pr——
[CONE=30V; 0.1%AF

100+

JAS-S10-LINHA 132 (1.590) Sm (SG, 5x2.00): Cm (127:148)

[M + NEI] * a5
3534
3313
[M+H] *
3532
3613
3833
3323 .
g M+K]
3135 4135
3854
2800 2011277
o ) " NI N P | Ll
100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 300 320 340 380 380 400 420

- 4506
2663 L P Py
l N I_E M )
miz

440 480 480 500

Figure I11. 1. 3. 7. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS7

Les spectres RMN *H et 3C (figure 111. 1. 3. 7. 2) montrent une certaine ressemblance

avec les composés précédents (SS4, SS5, SS6) par la présence des protons et carbones

aromatiques, suggérant 1’appartenance de ce composé a la classe des flavonoides.
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Figure I11. 1. 3. 7. 2. Spectres RMN *H et **C du composé SS7

-

L

N

150 J




Chapitre 111 Etudes phytochimiques

La comparaison des spectres de SS7 avec ceux des composés identifiés précédemment
témoigne d’une grande similitude structurale avec les composés SS4 et SS6 au niveau du
cycle A et avec le composé SS5 au niveau du cycle B.

L’analyse des signaux visualisés sur le spectre RMN *H (figure I11. 1. 3. 7. 3) indique la
présence d’un seule proton du cycle A résonant a oy 6,94 sous forme d’un singulet attribué¢ au
proton H-8 (o4 6,94). Cette analyse nous a permis d’identifier le cycle A du composé SS7

comme étant 5, 6,7-tri- substitué.

TS T T

H-2"

H-3
H-8 |

H-5'
H-ﬁ"_||

B S T L e T o T B S S S L S

¥3 (pepw)

Figure 111. 1. 3. 7. 3. Spectre RMN *H du composé SS7

En effet le spectre RMN *H (figure I1I. 1. 3. 7. 3) révéle I’existence de quatre autres
signaux d’intégration 1H chacun et de multiplicités différentes s’étalant de 6,92 jusqu’a
7,60 ppm, il permet de distinguer un singulet sortant a éy 6,92 attribué au proton H-3 du cycle
C, un autre singulet résonant a dy 7,59 attribué au proton H-2' du cycle B et deux signaux
sous forme de doublets repérés a 6,94 et 7,60 ppm attribuables aux protons restants du cycle B
H-5" et H-6' respectivement.

Ces protons sont associés par 1’analyse du spectre HSQC (figure Ill. 1. 3. 7. 4) aux
carbones dc 91,2/ &y 6,94 (CH-8), d¢c 102,7/ 8y 6,92 (CH-3), d¢ 110,1/ oy 7,59 (CH-2"), d¢

115,8/ 8y 6,94 (CH-5") et 5¢ 120,3/ 84 7,60 (CH-6").
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Figure 111. 1. 3. 7. 4. Spectre HSQC du composé SS7
Alors que, le spectre HMBC (figure 1lI. 1. 3. 7. 5) met clairement en évidence les
corrélations en 2J et 3J des protons aromatiques qui permettent d’identifier et de caractériser
tous les carbones des cycles A et B. Les corrélations du cycle A sont entre le proton H-8
(61 6,94) et les carbones C-6 (5¢ 129,9) et C-10 (6c105, 0).
Ainsi, les couplages du cycle B se présentent entre :
= Le proton H-2' (64 7,59) et les carbones C-3' (6¢ 148,0) et C-6' (6¢ 120,3).
= Le proton H-5' (64 6,94) et les carbones C-1' (6¢ 121,7), C-3' et C-4' (8¢ 150,7)
» Le proton H-6' (64 7,60) et les carbones C-2' (6¢ 110,1) et C-4".
Aussi, le proton H-3 du cycle C présente les corrélations attendues visualisées sur le

spectre HMBC avec les carbones C-2 (3¢ 163,7) et C-10 déja identifié.
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C6c H-8/C-6 :
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P < b
C-5-C-4.
C-7 3 . H-5'C-4' 160
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H-3/C-2 Firo
e T e ds &7 e

Figure I11. 1. 3. 7. 5. Spectre HMBC du composé SS7
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Le spectre RMN H révéle la présence de deux signaux sous forme de singulet
d’intégration 3H sortant a 3,90 et 3,92 ppm accordé sur le spectre HSQC (figure I11.1. 3. 7. 6)

a des carbones résonant a 56,0 et 56,3 ppm attribués aux groupements méthoxyles.
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Figure I11. 1. 3. 7. 6. Spectre RMN *H et HSQC du composé SS7
Le spectre HMBC (figure I1l. 1. 3. 7. 7) permet de localiser les positions de ces
groupements méthoxyles (64 3,90/ 3¢ 56,0) et (n 3,92/ d¢c 56,3) par les corrélations H/C de
ces protons avec les carbones C-3' et C-7 (6¢ 154,3) respectivement. Les carbones C-4', C-5 et
C-6 sont porteurs de OH selon la comparaison avec les données de la littérature ainsi que par

I’analyse du spectre de masse [314].
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o
I |
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‘ /o A / \ J I"ISC
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Figure 111. 1. 3. 7. 7. Spectre HMBC montrant les corrélations des groupements

méthoxyles du composé SS7
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Sur la base de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature [314],
le composé SS7 est identifié comme étant 4', 5, 6-trihydroxy - 3',7- diméthoxyflavone
(figure 111. 1. 3. 7. 8). Ce composé, identifié pour la premiére fois dans le genre Saccocalyx et
I’espece Saccocalyx satureioides, a été antérieurement isolé a partir des especes du genre
Thymus comme Thymus satureiodes [315], Thymus decassatus [57] et Thymus algeriennsis

[73].

Figure I11. 1. 3. 7. 8. 4,5, 6-trihydroxy - 3',7- diméthoxyflavone
Les déplacements chimiques des protons et des carbones du composé SS7 sont
rassemblés dans le tableau Ill. 1. 3. 1.7.

Tableau I11. 1. 3. 7. Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN *C

(75 MH2z) du composé SS7 enregistrés dans DMSO

SS7

Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -

2 - 163,7
3 6,92 (1H, s) 102,7
4 - 182,2
5 - 149,6
6 - 129,9
7 - 154,3
8 6,94 (1H, s) 91,2
9 - 146,2
10 - 105,0
1 - 121,7
2! 7,59 (1H, s) 110,1
3 - 148,0
4' - 150,7
5' 6,94 (1H,d,J=7,7) 115,8
6’ 7,60 (1H,d,J=7,6) 120,3
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7-OCH; 3,92 (3H, 5) 56,3
3"-OCHs 3,90 (3H, s) 56,0
5-OH 12,66 (H, 5) -

I11. 1. 3. 8. Identification structurale du composé SS8
OCHj,4

OH
OCHj

H;CO 0

HO
OH )

4', 5, 6-trihydroxy - 3', 7, 8 — triméthoxyflavone (Thymonine)

Le composé SS8 a été isolé aussi sous forme d’une poudre jaune. Il montre une tache

visible a 366 nm sur CCM et se colorant en jaune aprés révélation par une solution acide et

b o
chauffage a 100°C.
(CONE=30V; 0.1%AF 05-Jul-2017 15:44:49
AS-89 96 (1.151) Sm (SG, 5x2.00); Cm (96:160) TOF MS ES+
100 3613 1.8423
[M+ H]*
383.3
[M + Nal*
3534
~
3313 384 3 2M +Nal*
480.2
3134 3 -
' \l d 429.3F51" 7435 T4
[} T fro ey ok l. '1.‘ILI'.]-LI T T 1 T T \l. L Y T T T T T T T T T T T T T miz
100 20 300 400 500 500 00 200 200 1000 1100 1200 1300 1400

Figure I11. 1. 3. 8. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS8
Le spectre de masse ESI-MS enregistré en mode positif pour ce composé

(figure I11. 1. 3. 8. 1) montre des pics d’ioqs pseudqnoléculaires am/z =361,3 [M+H]", 383,3
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[M+Na]" et 743,5 [2M+Na] *, soit une masse moléculaire de 360 uma correspondant a une
formule brute en C1gH160s.

Le nombre de signaux observés sur les spectres RMN *H et **C de ce composé ainsi que
leurs déplacements chimiques sont en accord avec la présence d’un squelette d’une nature
flavonoidique. En effet, le spectre RMN *H (figure I11. 1. 3. 8. 2) montre quatre signaux dans

la zone des protons aromatiques (6,96 a 7,59 ppm).

Protons aromatiques

L

ﬁﬁf

5N
\
@©
25—
= |
—
~dzm Sy
- 1

T
3 2 1 ppm

Figure I11. 1. 3. 8.2. Spectre RMN *H du composé SS8
Le spectre RMN *H (figure 1. 1. 3. 8. 3) exhibe trois signaux résonant a 5y 7,57, 6,99
et 7,59 d’intégration 1H chacun, accordeés sur le spectre HSQC (figure Il 1. 3. 8. 3) a trois
pics, sortant @ d¢ 109,9, 115,9 et 120,2 respectivement, attribué au cycle B en comparant ces
données avec les composés identifiés précédemment (SS4 — SS7).
Ces signaux qui forment un systeme ABX, sont attribués aux protons H-2'

(314 7,57, d, J = 3,2 Hz), H-5' (8 6,99), et H-6' (311 7,59, d, J = 3,4 Hz).
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Figure I11. 1. 3. 8.3. Spectres RMN *H et HSQC des protons du cycle B

du composé SS8

Le proton H-2' présente des corrélations sur le spectre HMBC (figure I11. 1. 3. 8. 4) avec

les carbones oxygénés résonant a ¢ 163,8 (C-2), 150,8 (C-4"), 147,9 (C-3’) et 120,2 assigné

au carbone C-6'. Ce spectre montre aussi les corrélations du proton H-5' avec les carbones

C-3' (8¢ 147,9), C-6' (8¢ 120,2) et entre le proton H-6" avec les carbones C-2' (6¢ 109,9)

et C-4' (¢ 150,8).

100

E110
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T
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Figure 111. 1. 3. 8.4. Spectre et HMBC du cycle B du composé SS8

Le proton restant dans la zone aromatique résonne a oy 6,96 sous forme de singulet

attribué au proton H-3 du cycle C lie sur le spectre HSQC au carbone C-3 sortant a 6¢ 102,7

(figure I11. 1. 3. 8. 5), suite a ces corrélations HMBC (figure 11l. 1. 3. 8. 6) avec le carbone

:
L
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C-2 déja identifié et un carbone quaternaire résonant a 6c 182,6 qui est clairement le

carbonyle C-4.

B :? H-2' i3
? f |
N | i L H 5“ ,“\
i =iV
A o )_j’ VA ppm
M PP
100
Cc-3 — e )
4 H3/c3 |
H-2' E
\ H_su‘ C-2'—3 =y r110
H'6|N‘ n ‘ H-2'/C-2"
| | L
e w 5 oy [°
R / f S U H-5'/C-5'
— — 6 —d cmmD i
T N HE/Ce
7 16 15 14 13 12 11 10 69 68 &7 ppm o b i A N N 1‘4 N 89 ppm

Figure 111. 1. 3. 8.5. Spectres RMN 'H et HSQC du composé SS8
Comme, il montre aussi des corrélations avec deux carbones quaternaires résonant a

d¢c 121,6 (C-1") et ¢ 106,0. Ce dernier ne peut étre que le carbone C-10.

s9 H-3

||J‘
AL_ a ppm '
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7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Figure I11. 1. 3. 8.6. Spectre HMBC du cycle C du composé SS8
A ce stade d’analyse, les carbones quaternaires du cycle A de ce composé sont attribués
sur le spectre RMN C (figure 1. 1. 3. 8. 7) par comparaison avec les composés similaires
décrits dans la littérature [308], en raison de I’absence des signaux des protons aromatiques de

ce cycle sur le spectre RMN *H.
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Figure 111. 1. 3. 8.7. Spectres RMN **C du composé SS8

Toutefois, le spectre RMN 'H (figure 111. 1. 3. 8. 8) montre aussi trois signaux de
protons méthoxyliques résonant a oy 3,89, 3,93 et 3,95 accordés sur le spectre HSQC

(figure 111. 1. 3. 8. 8) aux carbones repérés a d¢ 55,5, 61,8 et 60,9 respectivement
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I i i >
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|1 /{ |z x ocns . »
|| |], | (643,95, 6 60,9) -

y | 613,93, 6c61,8) |
| 7_’)” " ,H..C;);w
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Figure I11. 1. 3. 8. 8. Spectres RMN *H et HSQC des protons méthoxyliques
du composé SS8

Afin de localiser les positions de ces groupements méthoxyles (64 3,89, 6c 55,5),
(81 3,93, oc 61,8) et (64 3,95, d¢c 60,9) sur les cycles aromatiques A et B du composé SS8, le
spectre HMBC (figure I1I. 1. 3. 8. 9) en apporte la solution par les corrélations qu’il met en
évidence entre :
= Le groupement OCHj (6 3,89, ¢ 55,5) et le carbone C-3' (6¢ 147,9)
= Le groupement OCHj (6 3,93, 6¢ 61,8) et le carbone C-8 (6¢ 132,8).

= Le groupement OCHs (64 3,95, 6¢c 60,9) et le carbone C-7(6¢ 147,9)

[159]



Chapitre 111 Etudes phytochimiques
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Figure 111. 1. 3. 8. 9. Spectre HMBC des groupements méthoxyles

du composé SS8
D’autre part, le spectre RMN 'H montre un singulet résonnant & &y 12,52 et ne
présentent aucune corrélation sur le spectre HSQC. Ce proton qui est attribué a un proton
hydroxylique est positionné au carbone C-5, suite a ses corrélations HMBC

(figure 111. 1. 3. 8. 10) avec les carbones C-5 (8¢ 143,0), C-6 (6¢c 134,1) et C-10 (6¢ 106,0).

A N VR

OCH;

_ 3 soH/c-10 o L1oo
clo—4§ W
— [ 120
5-OH/C-6
C-G: ' ' 140
cs5—4
—34 s-oH/C5 1 H

Figure I11. 1. 3. 8. 10. Spectre HMBC du proton hydroxyle
du composé SS8

La comparaison de ces données spectrales avec celles trouvées dans la littérature [316]
confirme I’identification du composé SS8 au 4', 5, 6-trihydroxy- 3',7, 8 - triméthoxyflavone
connu sous le nom de Thymonine (figure I1I. 1. 3. 8. 11). Sa présence dans 1’espéce étudiée

Saccocalyx satureioides et le genre saccocalyx est signalée pour la premiére fois. Ce composé

[160]
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a été antérieurement isolé des especes de la famille de lamiacée : Thymus vulgaris [70,71],

Thymus serpyllum [81], Thymus decassatus [57] et Thymus broussonetti [81].

OCHj

Figure I11. 1. 3. 8. 11. 4, 5, 6-trihydroxy - 3’, 7,8 — triméthoxyflavone
(Thymonine)
Les déplacements chimiques des protons et des carbones du composé SS8 sont donnés

dans le tableau 111. 1. 3. 8.

Tableau I11. 1. 3. 1. 8. Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN *C

(75 MHZz) du composé SS8 enregistrés dans DMSO

SS8

Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -

2 - 163,8
3 6,96 (1H, s) 102,7
4 - 182,6
5 - 143,0
6 - 134,1
7 - 1479
8 - 132,8
9 - 141,8
10 - 106,0
1 - 121,6
2! 7,57 (1H,d, J=3,2) 109,9
3 - 1479
4/ - 150,8
5' 6,99 (1H, sl) 115,9
6’ 7,59 (1H,d, J=3,4) 120,2
3’-OCHjs 3,89 (3H, s) 55,5
7-OCH3 3,95 (3H, s) 60,9
8-OCH3 3,93 (3H, s) 61,8
5-OH 12,52 (H, s) -
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I11. 1. 3. 9. Identification structurale du composé SS9

OH

OH
HO

.,
%,
7

a-Terpineol-8-O-p-D-glucopyranoside
Le composé SS9 a été purifié sous forme d’une poudre blanche qui donne une tache
visible sur CCM se révélant en marron par une solution acide et chauffage a 100°C.
Le spectre de masse ESI-MS (figure Il1l. 1. 3. 9. 1) enregistré en mode négatif de ce
composé¢ indique la présence d’un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 338,9 [M+Na] *

correspondant a une masse moléculaire de 316 uma et une formule brute en C16H250s.

(CONE=30V; 0.1%AF 05-Jul-20417 12:34:4ﬂ|
AS- 54 410 (4.998) Sm (SG, 5x2.00); Cm (405:411) TOF MS ES+
3389

100+ 280

[M+Na]*

411.2

3535 5
2 s

1851

658.2

655.2
M14.5

6466 | o
. E| sras5
4843 5a0 6 625.4 FE-E.?
1“1\ 111‘_ n H .lnl L -
T T T T T T T T ¥ T T T T T ¥ T T T m/z
200 S0 a0 200 200 aooo oo 220 2200 Y

e Lo

Figure I11. 1. 3. 9. 1. Spectre de masse ESI-MS du composé SS9
Les spectres RMN *H et *C du composé SS9 montrent une similitude totale avec celui
du composé qui a été isolé aux travaux de magister.
L’analyse RMN *H (figure I11. 1. 3. 9. 2) confirme bien la présence cette structure par
I’apparition des protons : H-2 (84 5,37), H-3 (64 2,12), H-4 (64 1,70), H-5 (64 2,05),

H-6 (54 2,01), H-7 (8 1,65), H-9 (51 1,16) et H-10 (54 1,25).
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Figure I11. 1. 3. 9. 2. Spectres RMN *H du composé SS9
Ainsi gque pour les protons osidiques H-1" (64 4,50), H-2" (84 3,32), H-3'(64 3,56), H-4'

(3143,61), H-5' (84 3,64) et H-6'a (3 3,81), H-6'b (81 3,69).
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Figure 111. 1. 3. 9. 2. Spectres RMN 'H du composé SS9

De méme pour le spectre RMN **C (J-modulé) (figure I11. 1. 3. 9. 3) qui révéle la

présence de 16 carbones divisés en :

= Deux carbones quaternaires C-1 (6¢ 133,7) et C-8 (6¢ 79,7) ;

= Trois groupements méthyles C-7 (¢ 23,7), C-9 (6¢ 23,5) et C-10 (6¢ 24,0) ;

:
L
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= Trois groupements méthylenes C-3 (6¢ 27,7), C-5 (8¢ 24,9) et C-6 (6¢ 32,0) ;
= Deux groupements méthines C-2 (8¢ 121,8) et C-4 (d¢ 44,8).
Les carbones du -D-glucose sont repérés grace a I’analyse du spectre HSQC a d¢ 97,9

(C-17), 5¢c 74,8 (C-2'), 8¢ 78,05 (C-3"), 8¢ 71,6 (C-4"), 8¢ 77,1(C-5") et ¢ 62,5 (C-6).
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Figure 111. 1. 3. 9. 3. Spectres RMN **C du composé SS9

Dans ce cas, le composé SS9 est identifié comme étant a-Terpineol-8-O-p-D-

glucopyranoside (figure 111. 1. 3. 9. 4).

Figure I11. 1. 3. 9. 4. a-Terpineol-8-O-B-D-glucopyranoside

Les déplacements chimiques des protons et des carbones du composé SS9 isolé de

I’espece Saccocalyx satureioides sont représentées dans le tableau I11. 1. 3. 1.9.
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Tableau I11. 1. 3. 9. Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) et RMN **C

(75 MH2z) du composé SS9 enregistrés dans MeOH

SS9

Position 6y (ppm), m, J (Hz)

dc (ppm)

O©oOoO~NOoO oIk WwWN -

6'a
6'b

5,37(1H, sl)
2,12 (2H, m)
1,70 (1H, dddd, J = 12,0, 12,0, 4, 4, 2,2)
2,05(2H, m)
2,01 (2H, m)
1,65 (3H, 5)

1,16 (3H, s)

1,25 (3H, s)

4,50 (1H, d, J =7,6)

3,32 (1H, dd, J = 8,8-7,6)

3,56 (1H, t, J = 8,5)

3,61 (1H, t)

3,64 (1H, ddd, J = 8,8, 6,6, 2,2)
3,81 (1H,dd, J=11,7, 6,6)
3,69 (1H, dd, J = 11,7, 6,6)

133,7
121,8
21,7
44.8
24,9
32,0-
23,7
79,7
23,5
24,0
97,9
74,8
78,05
71,6
77,1
62,5

I11. 2. Conclusion

Ce travail nous a permis de réaliser une étude phytochimique sur les parties aériennes

d’une plante endémique appartenant a la famille des lamiacées qui est Saccocalyx

satureioides. Le critére de choix de cette espéce est dl, d’une part que la médecine

traditionnelle régionale I’enchassé uniquement dans le cadre d’emménagogue dont on ignorait

les qualités, d’autre part et a I’issu de notre recherche bibliographiques, trés peu d’études ont

été réalisées sur cette espece.

L’investigation phytochimique de I’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de cette

espece a montré une biodiversité en métabolite secondaire répartie en trois familles : les

alcaloides, les flavonoides et les terpénes. En effet neuf (09) composés ont été identifiés a

savoir :

> Un nouveau dérivé indole :

= Acide indole -3-carboxylique-(6'-O-caffeoyl)-p-D-glucoside
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» Deux autres alcaloides de type indole :

= Acide indole-3-carboxylique-p-D-glucoside

= Acide indole-3-carboxylique

> Cinq flavonoides aglycones dont :

Trois flavonoides appartiennent au type de squelette lutéoline

= Lutéoline 7-méthyl éther

= Lutéoline 3',7-diméthyl éther (Velutine)

= Lutéoline 3',4',7-triméthyl éther (Gonzalitosine)

Deux flavones aglycones

= 4’ 5 6-trihydroxy-3’,7-diméthoxyflavone

= 4' 5, 6-trihydroxy - 3', 7,8 — triméthoxyflavone (Thymonine)

> Un monoterpéne glycosylé :

= q-Terpineol-8-O-B-D-glucopyranoside

Les structures de ces composes se présentent comme suit:

(SS1) Acide indole -3-carboxylique-(6'-O-
caffeoyl)-B-D-glucoside
Nouveau

(SS4) Lutéoline-7-méthyl éther

(SS2) Acide indole-3-
carboxylique-p-D-glucoside

(SS5) Lutéoline 3',7-diméthyl
éther (Velutine).

(SS3) Acide indole-3-
carboxylique

(SS6) Lutéoline 3',4',7-
triméthyl éther (Gonzalitosine)
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(SS7) 4, 5,6-trihydroxy-3°,7- (SS8) 4/, 5, 6-trihydroxy -3', 7,8 - (SS9) a-Terpineol-8-O-B-D-

diméthoxyflavone triméthoxyflavone (Thymonine) glucopyranoside

Le fractionnement et la purification des métabolites secondaires isolés ont éte basés sur
la combinaison des différentes méthodes chromatographiques (VLC (SiO,),
CC (SiOy, polyamide et Sephadex)). L’identification des structures de ces composés 1-9 a été
réalisé par les méthodes d’analyses spectroscopiques modernes particulierement la RMN 1D
(*H et *C) et 2D (HSQC, HMBC), la spectrométrie de masse et par la comparaison avec les
données de la littérature.

Il est & noter que les flavonoides aglycones isolés de S. satureioides sont nouveaux pour
I’espece et pour le genre. Ces composé€s de type flavones semblent €tre des marqueures
caractéristiques des genres Thymus, Melissa, Satureja, Salvia et Leonurus. Ces composés sont
également signalés dans la littérature pour leurs propriétés biologiques remarquables
(antioxydante, antibactérienne et anti-inflamatoire) [317]. Ce sont des puissants inhibiteurs de
I’angiogénese anormale des cellules cancéreuses [318]. Elles ont aussi des effets
cardiovasculaires et antispasmodiques [319].

Ainsi que pour les deux alcaloides de type indole : Acide indole-3-carboxylique-p-D-
glucoside (SS2) et Acide indole-3-carboxylique (SS3) sont décrite pour la premiére fois dans
la famille des lamiacée.

Ces résultats tout a fait originaux soulignent tout I’intérét de ce travail et de sa
contribution a la connaissance de la chimio diversité de 1’espeéce Saccocalyx satureioides du

genre Saccocalyx et de la famille Lamiacée..
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IV. 1. Matériel végétal

La récolte de la plante Saccocalyx satureoides a été effectuée au cours du mois de Mai
2010, pendant la péeriode de floraison, dans la région de Za&frane. Cette zone est située dans le
bassin du Zehrez Gharbi a environ 67 Km au nord du chef lieu de la wilaya de Djelfa.

La récolte a été pratiquée uniquement sur les parties aériennes sans déraciner la plante.
Apres séchage a I’obscurité, les parties aériennes de cette espéce broyées ont donné 1.5 Kg de
poudre fine.

IV. 2. Méthodes et techniques chromatographiques

Les extraits issus de la plante étudiée, font 1’objet d’une étude phytochimique en
utilisant des techniques d’isolement, de purification et d’identification structurale des
principes actifs. Les techniques chromatographiques sont a la base de la séparation et la
purification des composeés des extraits.

IV. 2. 1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les CCM sont effectuées au moyen des couches minces (0,2 mm d’épaisseur), sur des

plaques de gel de silice en phase normal (Kieselgel 60 Fysq, Merck® 250um (20 x 20 cm)) sur

support d’aluminium. Apres ’élution dans des solvants donnés, les plaques CCM sont
observées sous une lampe UV a 254 et 366 nm. Le révélateurs utilisé lors des expériences est
une solution acide (50 % eau, 25 % acide chlorhydrique et 25 % acide sulfurique).

IVV.2.2. Chromatographie liquide sur colonne (CC)

Des colonnes ont été utilisées pour la phase de fractionnement et purification. Les

phases stationnaires utilisées dans cette étude pour CC sont le gel de silice en phase normale

(Kieselgel Merck® 70- 230 mesh), polyamide SC6 et Sephadex LH-20.

La taille des colonnes, le débit de la phase mobile ainsi que le volume des fractions

récupérées ont été adaptés a la quantité des fractions a séparer. Le choix des conditions
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d’élution, le suivi de la séparation et le rassemblement final des sous fractions ont été
effectués sur la base d’analyses par CCM.

IV. 2. 3. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Pour une séparation grossiere, les chromatographies d’adsorption en phase normale sur
silice (Kieselgel Merck, 70-230 mesh, 63-200 um) ont été réalisées selon le principe de la
VLC. Le fractionnement sous vide a été effectué dans un entonnoir Blichner avec verre fritté,
rempli avec la phase stationnaire (10 fois la masse de 1’extrait). Les extraits bruts ont été
introduits sous forme solide en les mélangeant avec la phase stationnaire. Des éluants a
polarité croissante ou décroissante ont été choisis en fonction de la phase stationnaire utilisée.
Des fractions de 100 ml ont été collectées a chaque fois.

IV. 3. Techniques d’identification structurale

L’identification des structures moléculaires organiques se fait généralement par
utilisation combinée de plusieurs techniques spectroscopiques : la spectroscopie de masse et
la résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone.

Ces techniques permettent dans un temps réduit d’avoir des données importantes
conduisant a 1’¢lucidation structurale. Les plus utilisées au cours de notre travail ont été :

IV.3.1. Spectrométrie de masse (SM)

Les spectres de masse (ESI-MS) réalisés sur les composés isolés sont obtenus a 1’aide
d’une source d’ionisation douce ESI sur des spectrometres Micromasse Q-TOF du
Département de Chimie Organique et Produits Naturel et Agro- alimentaire, Université
d’Aveiro (Portugal).

IV. 3. 2. Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

L’ensemble des spectres de RMN monodimensionnelle (*H, 3C) et bidimensionnelle
(*H-"3C HSQC, 'H-*C HMBC) sont réalisés sur un appareil BRUKER Avance 300 (300.13

MHz pour *H et 75 MHz pour **C) du Département de Chimie Organique et Produits Naturel
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et Agro- alimentaire, Université d’Aveiro (Portugal). Les échantillons ont été dissous dans les
solvants DMSO et MeOH. Les déplacements chimiques 6 ont été exprimés en ppm par
rapport au signal du tétraméthylsilane (TMS), utilisé comme référence interne.

IV 4. Etude phytochimique de I’espéce Saccocalyx satureioides

IV.4.1. Obtention des extraits

Les parties aériennes de la plante Saccocalyx satureioides préalablement séchées a 1’air
libre puis broyées ont donné une quantité de 1,5 Kg de poudre fine. Cette derniére a été mise a
macérer dans un mélange hydroalcoolique (éthanol/eau 70/30 v/v), a raison de 1L pour 100 g
de poudre, a température ambiante pendant (48h). Cette opération est répétée deux fois avec
renouvellement de solvant.

Apres filtration et élimination du solvant a I’aide d’un évaporateur rotatif a la
température de 40°C. Ensuite la liqueur est épuisée dans une ampoule a décantation, plusieurs
fois, successivement, en utilisant des solvants de polarité croissante (éther de pétrole,
chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol).

Les extraits obtenus ont été évaporés a sec, ce qui a conduit a la récupeération de 10,27 g
d’extrait d’éther de pétrole, 20,76 g d’extrait chloroformique, 18,3 g d’extrait d’acétate
d’éthyle et 30 g d’extrait n-butanolique.

IV. 4. 2. Fractionnement et purification de ’extrait acétate d’éthyle

L’extrait acétate d’éthyle a été I’'un des premiers étudiés. 7 g de cet extrait ont été
fractionnés par une chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de silice en phase
normale en utilisant un gradient d’élution €ther de pétrole -acétate d’éthyle allant de (100-0) a
(0-100) puis acétate d’éthyle-méthanol (100-0) a (0-100) (tableau IV. 4. 2.1). Cette étape de

fractionnement nous a permis de recueillir 5 fractions majoritaires F1 a F5 (figure IV. 4. 2. 1).
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Tableau IV. 4. 2.1. Progression de la VLC de I’extrait AcOEt

Fractions | Fractions Masse
Eluant collectées | Regroupées
E.P 1
E.P - AcOEt (99 -1) 2
E.P - AcOEt (97 -3) 3
E.P - AcOEt (95 -5) 4
E.P - AcOEt (90 - 10) 5 F1 114,8 mg
E.P - AcOEt (80 — 20) 6
E.P - AcOEt (70— 30) 7
E.P - AcOEt (60 — 40) 8
E.P - AcOEt (50 -50) 9
10
E.P - AcOEt (40 -60)
11
E.P - ACOE (30 — 70) ﬁ F 628,8 mg
14
E.P - AcOEt (20 - 80) G
Fs 218,7 mg
16
E.P - AcOEt (10 - 90)
17
d’éthyl 10
acétate d’éthyle pur
yliep 19
AcOEt-MeOH (99 - 1) 20
ACOEt-MeOH (97 —3) 21 F4 4,478 ¢
AcOEt-MeOH (95 - 5) 22
23
AcOEt-MeOH (90 - 10)
24
25
AcOEt-MeOH (80 - 20) 26
27
AcOEt-MeOH (70 — 30) 28
Fs 1,278 g
29
AcOEt-MeOH (60 — 40) 30
AcOEt-MeOH (40 - 60) 31
méthanol pur 32
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Figure 1V. 4. 2. 1. CCM en phase normale des fractions de la VLC de I’extrait AcOEt

+» Etude de la fraction F3

Le fractionnement de F3 (218,7 mg) est réalisé par une chromatographie sur colonne

de gel de silice en phase normale utilisant comme phase mobile le mélange de solvants

Chloroforme/Méthanol (tableau I1V. 4. 2.2.), ce qui a abouti a I’isolement de 20 sous fractions

C]Ui vont de Fa1 a Fa0.

Fss F39 et Fz1, sont les sous fractions qui font I’objet d’investigations chimiques

approfondies (figure 1V. 4. 2.2).

Tableau IV. 4. 2.2. Progression de la colonne de la fraction F3

Fractions Fractions
Eluant Masse Eluant Masse
regroupeées regroupées
Fa-1 31,2 mg Fs-12 12,4mg
hlorof 100%
Chloroforme 100% Fs-2 4,4 mg | CHCIs/ MeOH (97-3) Fs-13 8,7 mg
Fs-3 3,6 mg F3-14 4,5 mg
Fz-4 16,3 mg F3-15 7,8 mg
HCls/ MeOH (95-
Fs-5 16,2 mg CHC 3/ €0 (95 5) Fs-16 29 mg
Fs-6 10,8 mg | CHCl3/ MeOH (93-7)
Famr 11,8 mg CHCl3/ MeOH (90- F3-17 6,4 mg
CHCls/MeOH (99-1) 10)
Fa-g 24,7 mg |CHCI3/MeOH (85-15) Fs-15 1,8 mg
F3-9 11,3 mg |CHCI3/MeOH (80-20)
F3-19 2,6 mg
Fs-10 4,9 mg |CHCI3/MeOH (70-30)
Fs-11 7,5 mg MeOH 100% F3-20 4,5 mg

-
L
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10% CHCI; / MeOH
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Figure IV. 4. 2.2. CCM en phase normale des sous fractions étudiée de la fraction F3
Les deux sous fractions F3-g et F3-9 montrant un profil presque similaire sur CCM, sont
regroupées pour donner une masse de 36 mg (Fs). Cette derniére est traitée par une

chromatographie sur colonne de Séphadex LH-20. L’élution réalisée par un seul solvant

(Méthanol), a permis de récolter 11 sous fractions (tableau 1V. 4. 2.3).

Tableau IV. 4. 2.3. Progression de la colonne de la fraction F3'

Eluant Fraction:s Masse

regroupées
Fs (1-28) 1.2
Fs (29-31) 2,2
Fs (32-42) 19,6
Fs (43-56) 28
Fs (57-68) 1,3

MeOH 100% | F; (69-81) 2.4
Fs; (82-88) 2.4
Fs (89-98) 0,4
Fs (99-107) 3
F; (108-118) 2,2
Fs (119-145) 07
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10% CHCl; / MeOH 10% CHCl; / MeOH

-8

Fs (128)F; (29-31)F3 (3242)F, (43-56)F, (57-68)F; (69-81) Fy'(82-88) Fy'(89-98)F, (99-107)F, (108-118) F: (115}145)

Figure IV. 4. 2.3. CCM en phase normale des sous fractions étudiée de la fraction F'
La purification de la fraction F's (Fsg + F3-9) a conduit a I’isolement du composé SS3
[F3 (69-81)] d’une masse de 2,4 mg (figure 1V. 4. 2.4).

10% CHCI; / MeOH

553

Figure 1V. 4. 2.4. CCM en phase normale du composé SS3
La sous fraction Fs.1, d’une masse de 12,4 mg a subi une chromatographie sur colonne
de gel de silice en phase normale éluée par chloroforme/ méthanol (95-5, 93-7, 90-10, 85-15,
80-20, 75-25, 70-30, 65-35 et 60-40) pour donner le composé SS9 (3.4 mg) a I’état pur

(figure IV. 4. 2.5).
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Figure 1V. 4. 2.5. CCM en phase normale du composé SS9

20% CHCl3; / MeOH

559

+» Etude de la fraction F4

Cette fraction d’une masse de 4,478 g a fait 1’objet d’une chromatographie sur colonne

de polyamide utilisant le mélange H,O/MeOH comme phase mobile avec différents gradients

(100-0) — (0-100) (tableau IV. 4. 2. 4). Les fractions collectées sont rassemblées selon leur

profil en CCM pour donner 9 sous fractions F4.; aFs9 (figure IV. 4. 2. 6).

Tableau IV. 4. 2.4. Progression de la colonne de la fraction F,

Fractions

Fractions

Eluant ] Masse Eluant . Masse
regroupées regroupees
H,0O 100% Fat 2,829 | H,0/MeOH (50-50) e 363 mg
H,0 100% . 185 m H,O/MeOH (20-80) s '
H,0 / MeOH (80-20) 42 g HO/MeOH (2080 Fas 97,4 mg
H,O / MeOH (80-20) e 1405 m 20/MeOH (20-80) Fa-7 56.5 mg
H,O / MeOH (50-50) 43 0 Mg MeOH 1000 Fig 34,5 mg
H,O / MeOH (50-50) Fra  |264.1mg ¢ ° Fag 64,8 mg
(8-2-0,2) (CHCI3/MeOH/H20)

.
'y .
[ R Y e

-

Fi Fi2

: B

20% CHClI; / MeOH

Figure IV. 4. 2.6. CCM en phase normale des sous fractions étudiée de la fraction F4

[ 175

;
J




Chapitre IV Partie expérimentale

La premiére sous fraction étudiée, F4-, (185 mg) est soumise a une chromatographie sur
colonne de SiO, éluée par le systéeme de solvants Chloroforme / Ethanol allant de (100-0) a
(0-100) (tableau IV. 4. 2.5) pour donner 15 sous fractions (figure 1V. 4. 2.7).

Tableau IV. 4. 2.5. Progression de la colonne de la fraction Fy-;

Fractions Fractions
Eluant Masse Eluant Masse
regroupées regroupées
CHCI3 100% F4-2(96-107) 6,3 mg
Fs-2 (1-26) |10,8 mg |CHCI3/EtOH(90-10)
CHCIS/EtOH (99-1) Fs4-2(108-115) | 4,2 mg
CHCI3/EtOH (97-3) | Fa-2(27-35) |21,9 mg Fs4-2(116) 0,3mg
F4-2(36-41) | 5,1 mg F4-2 (117-119) | 4,4 mg
F4-2 (42-45) | 10,5 mg |CHCI3/EtOH(85-15) | F4-,(120-123) | 8,7 mg
CHCI3/EtOH (95-5)
F4-2 (46-62) | 35,4 mg F4-2(124-135) | 8,7 mg
Fs-2(63-71) | 6,6 mg Fs-2(136-141) | 2,8 mg
CHCI/EtOH (93-7)
Fs4-2 (72-95) [29,3 mg EtOH 100% Fs-»(142-150) | 9 mg

(8-2-0,2) (CHCI5/MeOH/H,0) (8-2-0,2) (CHCI5/MeOH/H,0)
-
- ‘ :
[
- -
Fia = = 20-123314
(1-26) (27-35)(36-41{42-45)(46-62)63-71§72-9 r96407)(108—ll:)(1161117-1 19X120-123124 13F)

~

Figure 1V. 4. 2.7. CCM en phase normale des sous fractions étudiée de la fraction Fj-,
Cette purification a conduit a I’isolement du composé SS2 [F4-; (120-123) +F4-; (124-

135)] (17.4 mg) (figure 1V. 4. 2.8).

176

N
—



Chapitre IV Partie experimentale

(8-2-0,2) (CHCIly/MeOH/H,0)

551

Figure IV. 4. 2. 8. CCM en phase normale du composé SS2

Cependant, la deuxieme sous fraction F4-5 (97,4 mg) a fait I’objet d’une purification sur
colonne de Sephadex LH-20 ou I’élution est réalisée par 1’éthanol (tableau 1V. 4. 2.6). Ainsi,
9 sous fractions ont été regroupees (figure 1V. 4. 2.9). Ceci a permis d’isoler le composé SS1
[F4-6 (48-49) + F4-¢ (50-56)] (6,7 mg) (figure 1V. 4. 2.10).

Tableau IV. 4. 2. 6. Progression de la colonne de la fraction F-s

Fractions
Eluant Masse
regroupées
F4-6 (1-7) 3,2 mg

Fs-6 (8-19) 10,3 mg

F4-6 (20-23) 6,5 mg

Fio(24-28) | 9,3 mg
EtOH 100%

Fas (29-41) | 34,4 mg

Fu-s (42-47) | 9,7mg

F4-6 (48-49) 1,7 mg

F4-6 (50-56) 5mg
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20% (CHCly/MeOH) 20% (CHCl3/MeOH)

4

@
)

Figure IV. 4. 2.9. CCM en phase normale des sous fractions étudiée de la fraction F4-¢

20% CHCl3 / MeOH

551

Figure I1V. 4. 2.10. CCM en phase normale du composé SS1

% Etude de la fraction Fs
La fraction Fs d’une masse 1,278 g est traitée par une chromatographie sur colonne de
polyamide éluée par le systeme de solvants H,O/MeOH (tableau.lV. 4. 2. 7). Aprés
fractionnement et rassemblement, 11 fractions majoritaires ont été obtenues

(figure IV. 4. 2.11).
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Tableau IV. 4. 2.7. Progression de la colonne de la fraction Fs

Fractions Fractions
Eluant Masse Eluant Masse
regroupées regroupées
Fs 4,7 mg Fs+ 56,99 mg
H,0 100%
Fs-, 49,69 mg |H,O / MeOH (20-80) Fs.s 20,96 mg
Fs3 37,86 mg Fso 761,4mg
H.O / MeOH (80-20)
Fs4 97,16 mg Fs10 54,5 mg
MeOH 100%
Fss 40,15 mg Fs.11 63,8 mg

H,0 / MeOH (50-50)

Fss 90,79 mg

10% (CHCly/MeOH)

-

TN

- #l

F; Fs PJ Fy Fn Fu

F F. Fa F1+ Fs Fs

Figure IV. 4. 2.11. CCM en phase normale des sous fractions de la fraction Fs

La sous fraction Fsg (761,4 mg) a subi un fractionnement par chromatographie sur
colonne de gel de silice en phase normale éluée par le mélange de solvants Chloroforme /
Ethanol (100-0) — (0-100) (tableau 1V.4.2.8) pour aboutir 16 sous fractions allant de F's.; a

F's.16 (figure 1V. 4. 2.12).
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Tableau. 1V. 4. 2. 8. Progression de la colonne de la fraction Fs.g

Fractions Fractions
Eluant Masse Eluant Masse
regroupeées regroupées
F's.1 13,3 mg F'sg 83,4 mg
Chloroforme 100%
F'so 32,3 mg F's.10 33,7 mg
F's.3 20,6 mg | CHCI3/ EtOH (99-1) F's.11 53,8 mg
Chloroforme F's4 40,3 mg F's12 4,7 mg
CHCl3/ EtOH (97-3)
100% F'ss 47,5 mg F's.13 12,6 mg
F's.g 29,9 mg | CHCI3s/ EtOH (95-5) F's14 22,8 mg
F's; 37,6 mg CHClI3/ EtOH (90'10) F's.i5 25,5 mg
F's.g 455,8 mg | EtOH 100% F's 16 29,4 mg
10% (CHCI3/MeOH) 10% (CHCI3/MeOH)

Fiag s Flap Flap Fan Fau Flags Flag

Faa Faa Fiay Fisy Flas Flss Flss F'ss

Figure IV. 4. 2.12. CCM en phase normale des sous fractions étudiée de la fraction Fsq

Cette fraction présente deux produits majoritaires SS5 (F's3) (20,6 mg) et SS8 (F's.)

(29,6 mg) a I’état pur (figure IV. 4. 2.13.) .
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506 (CHCls/ MeOH)

855

Figure IV. 4. 2.13. CCM en phase normale des composés SS5 et SS8
Alors que, la purification de la sous fraction F's_; (32,3 mg) a été réalisée par une CC de

gel de silice en phase normale éluée par le chloroforme (tableau 1V.4.2.9), ce qui a permis de

506 (CHCl3/ MeOH)

collecter 5 sous fractions (figure 1V. 4. 2.14.) .

Tableau IV. 4. 2. 9. Progression de la colonne de la sous fraction F's.,

Fractions

Eluant ) Masse
regroupées

F's.» (1-22) 1,7 mg

F's.» (23-28) 11,4 mg

Chloroforme 100% | F's, (29) 2,1 mg

F's.» (30-56) 23,3 mg

F's., (57-70) 0,7mg

10% CHCI3;/ MeOH

(1-22) (23-28) (29) (30-36) (57-70)

Figure 1V. 4. 2.14. CCM en phase normale des sous fractions étudiées de F's.,

( I
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Cependant, la deuxieme sous fraction F's(23-28) (11,4 mg) a fait I’objet d’une
purification sur colonne de SiO; en phase normale ou I’¢lution est réalisée par le chloroforme
(tableau 1V.4.2.10), Ces fractions sont regroupées, selon leur analyse par CCM (chloroforme-
méthanol :90-10) en 5 sous-fractions qui vont de F's., (1-6)** & F's, (43-70)* comme le montre
la figure IV.4. 2.15. La fraction F's., (1-6)%* a donné le produit SS6 (2,6 mg) (figure 1V. 4. 2.16).

Tableau 1V. 4. 2.10. Progression de la colonne de la sous fraction F's.;(23-28)

Fractions
Eluant Masse
regroupées
F's, (1-6) 2,6 mg

F's, (7-17)% 9,5 mg

Chloroforme 100% | F's_, (18-28)% 0,5 mg

F's., (29-42)*° 1,3 mg

F's., (43-70)% 0,1 mg

10% CHCI3;/ MeOH

(1-6)%(7-17) 3(18-28) (29-42)3(43-70)3

Figure IV. 4. 2.15. CCM en phase normale des sous fractions de F's.,(23-28)
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10% CHCI3; / MeOH

556

Figure IV. 4. 2.16. CCM en phase normale du composé SS6

Le composé SS7 (4,7 mg) (figure IV. 4. 2.18) est issu d’une chromatographie sur

colonne de SiO; de la fraction F's.19 (33,7 mg) éluée par toluene / MeOH (100-0) — (0-100)

(tableau 1V. 4. 2.11.), cette purification a permis de collecter 23 sous fractions allant de

F'sq0 (1 — 58) a F's.o (313 — 339) selon leur analyse par CCM CHCI3;/ MeOH 10%

(figure IV. 4. 2.17).

Tableau IV. 4. 2.11. Progression de la colonne de la sous fraction F's.,(23-28)

Eluant Fractmr/w Masse Eluant Fr‘aCtIOI:]S Masse
regroupées regroupées
Toluéne (100%) \ F's5.10(205—-216) | 1,9 mg
- Toluéne/MeOH
Toluene/MeOH | F’s.10(1 — 58) 0,1 mg i '
(99-1) (90-10) F's.10(217—-239) 4,7 mg
TO'“‘Eggf 'erH F's10(240- 242) | 0,3 mg
s F’s.10(59 — 80) 0,1 mg
Toluene/MeOH ,
(97-3) F's5.10(243—254) | 3,8 mg
F'5.10(81— 82) 0,6 mg \ F'5.1o(255— 265) 2,4mg
‘ Fiy10(83-107) | 2.7mg | |OMENe/MeOH " 266 270) | 1 mg
Toluéne/MeOH (80-20)
97.3) F's.10(108 — 124) | 0,8 mg F's10(271- 278) | 1,2mg
F’5_10(125 — 139) 1,2 mg F'5_10(2797 288) 1,9mg
F's-10(140 — 160) | 0,8 mg F's.10(289—291) | 0,2 mg
To'u‘(eggf geOH F's 1o(161 — 167) | 0,2 mg F's 10(292— 295) | 0,3 mg
F's 10(168 — 176) | 1,1mg To'u(‘;r(‘)e_g\(’)')eo'* F's 10(296— 312) | 3.3 mg
F’s.10(177— 190) 1 mg MeOH(100%) F'5.10(313-339) | 4,1 mg
Toluene/MeOH ,
(90-10) F'5.10(191-204) | 3,9 mg
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10% CHCI; / MeOH
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Figure IV. 4. 2.17. CCM en phase normale des sous fractions de F's.1o

10% CHCI; / MeOH

887

Figure IV. 4. 2.18. CCM en phase normale du composé SS7

La fraction Fs.1; (63,8 mg) est soumise a une chromatographie sur colonne de Séphadex
LH-20. L’élution réalisée par un mélange chloroforme-méthanol (100-0, 0-100) a permis de
récolter 89 fractions (tableau 1V.4.2.12) .

Le suivi CCM (chloroforme - méthanol: 95-5) de ces fractions a permis de les
rassembler en 16 sous-fractions s’étalant de F''s.; a F''s.16 (figure IV. 4. 2.19). La fraction

résultante F'’s.13a donné directement le produit SS4 pur (15,6 mg) (figure 1V. 4. 2.20).
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Tableau. 1V. 4. 2.12. Progression de la colonne de la fraction Fs.13

Eluant Fractlops Masse Eluant FraCtIOI:lS Masse
regroupees regroupees

F'sq 6,9 mg F'sg 0,1 mg

fo2 | 2M9 | cpicly MeoH Fo0 | 19MQ

F's3 2,3 mg (95_5) F's.11 2,5 mg

CHC|3 100% F's.4 2 mg F's.10 2,4 mg
F'ss 0,5 mg F's.13 15,6 mg

F's¢ 2,5 mg CHC|3/ MeOH F's.14 9,2 mg

F's+ 2,3 mg (93'7) F's.15 0,5 mg

CHC(SQ_T)EOH F'sg | 84mg | MeOH 100% F'sis | 47mg

5% CHCI3;/ MeOH

F'sy F'spFe; Frey F'ssF'ss F's7F'ss

5% CHCI; / MeOH

_
F'ss P 0 F'saiF sy s i3F s 0 F 55 F "sing

Figure 1V. 4. 2.19. CCM en phase normale des sous fractions étudiées de Fs.1;

5% CHCI3;/ MeOH

SS4

)
L
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Figure 1V. 4. 2.20. CCM en phase normale du composé SS4
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V. 5. Composés isolés de I’espéce Saccocalyx satureioides

L’étude par chromatographie liquide de I’extrait d’acétate d’éthyle de I’espéce

Saccocalyx satureioides a mené a I’isolement et la purification de plusieurs produits a 1’état

pur.

Avant de soumettre nos échantillons a 1’analyse structurale par les différentes techniques

spectroscopiques, nous avons procedé a des co-chromatographies dans divers systemes et

enregistré des spectres de RMN *H de I’ensemble des produits isolés.

Tenant compte du poids des composés isolés et de 1’allure de leur spectre RMN *H, seuls les

échantillons : SS1— SS9 ont été soumis & I’analyse structurale complete.

Les structures des composes isolés ont été établies par les méthodes spectroscopiques

modernes citées précédemment et la comparaison avec les données de la littérature.

IV. 5. 1. Composé SS1

Nom : Acide indole -3-carboxylique-(6’-O- caffeoyl)-p-D-glucoside

Formule brute : CosHp3010N i
/ OH
Aspect : Laque marron it
o]
MS : ESI-MS mode positif N o o >

HO

m/z = 508,4 [M+Na] *

RMN *H : 300 MHz, DMSO

Iz

RMN C: 75 MHz, DMSO

Tableau des données : 111. 1. 3. 1

IV. 5. 2. Composé SS2

Nom : Acide indole-3-carboxylique-p-D-glucoside
Formule brute : C;5H;;07N

Aspect : Lague marron
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MS : ESI-MS mode positif
m/z = 346,3 [M+Na] *
m/z = 669,5 [2M+Na] *
RMN 'H : 300 MHz, DMSO
RMN *3C: 75 MHz, DMSO

Tableau des données : Ill. 1. 3. 2

IV. 5. 3. Composé SS3

Nom : Acide indole-3-carboxylique
Formule brute : CoH;O,N
Aspect : poudre blanche
MS : ESI-MS mode positif

m/z = 184,5 [M+Na]”
RMN "H : 300 MHz, DMSO
RMN 3C: 75 MHz, DMSO

Tableau des données : 11l. 1. 3. 3

. 5. 4. Composé SS4

Nom : Lutéoline 7-méthyl éther
Formule brute : C16H1206
Aspect : poudre jaune
MS : ESI-MS mode positif

m/z = 301,2 [M+H]"
RMN *H : 300 MHz, DMSO
RMN *C: 75 MHz, DMSO

Tableau des données : I1l. 1. 3. 4

N
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IV. 5. 5. Composé SS5

Nom : Lutéoline 3',7-diméthyl éther (Velutine)
Formule brute : C17H140¢
Aspect : poudre jaune
MS : ESI-MS mode positif
m/z = 315,2 [M+H] *
RMN "H : 300 MHz, DMSO
RMN *C: 75 MHz, DMSO

Tableau des données : Ill. 1. 3.5

V. 5. 6. Composé SS6

Nom : Lutéoline 3',4',7-triméthyl éther (Gonzalitosine)
Formule brute : C1gH1606 OCH,
) OCHj
Aspect : poudre jaune
MS : ESI-MS mode positif H3CO o
m/z = 329,3 [M+H]*
RMN 'H : 300 MHz, DMSO
OH 0

RMN C: 75 MHz, DMSO

Tableau des données : 111.1. 3. 6

IV.5. 7. Composé SS7

Nom : 4', 5,6-trihydroxy-3’,7-diméthoxyflavone

Formule brute : C17H1407 OCH3

OH
Aspect : poudre marron

MS : ESI-MS mode positif H,CO o]
m/z = 331,3, [M+H] "
m/z = 353,4, [M+Na] * HO

— +
m/iz = 369,3, [M+K] Lol
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RMN *H : 300 MHz, DMSO
RMN C: 75 MHz, DMSO

Tableau des données : I1l. 1. 3. 7

IV. 5. 8. Composé SS8

Nom : 4', 5, 6-trihydroxy - 3', 7,8 — triméthoxyflavone (Thymonine)

Formule brute : C1gH160s.
Aspect : poudre jaune
MS : ESI-MS mode positif
m/z = 361,3 [M+H] *
m/z = 383,3 [M+Na]
m/z = 743,5 [2M+Na] *
RMN *H : 300 MHz, DMSO
RMN 3C: 75 MHz, DMSO

Tableau des données : Ill. 1. 3. 8

.5.9. Composé SS9

OH
OCH;
H,CO 0

HO

OH )

e Nom : a-Terpineol-8-O-B-D-glucopyranoside

Formule brute : C16H2506

Aspect : poudre blanche

MS : ESI-MS mode positif
m/z = 338,9 [M+Na] *

RMN *H : 300 MHz, MeOH

RMN *C: 75 MHz, MeOH

Tableau des données : I1l. 1. 3.9

N
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Chapitre V Etudes biologoques

V. 1. Géneralités sur les Activités biologiques étudiées

Les outils du chercheur se sont tellement perfectionnés et ce d’une maniére
exponentielle, que toutes les méthodes ont été bouleversées. Tant en chimie qu’en
pharmacologie des substances naturelles, que dans le domaine des biotechnologies, les récents
développements techniques ont déterminé trois approches différentes, ce sont celles de la
chimie, de la pharmacologie et des biotechnologies.

Les recherches chimiques sur les substances naturelles s’appuient sur des techniques de
séparation des constituants (chromatographie) et de leur détermination structurale
(spectroscopie).

Le chercheur doit aussi étudier 1’activité des plantes médicinales et de leurs extraits et
donc, tenter de plus en plus de sélectionner les plantes en fonction de leur activité biologique,
ensuite se préoccuper de garantir a 1’utilisateur une source permanente et suffisante de
principes actifs, sans détruire les gites naturels productifs.

V.2. Activités antioxydantes

V.2. 1. Historique

Les radicaux libres, espeéces réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et les
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut
rappeler que dans le milieu des années 50, R. Gerschman puis D. Hartman évoquaient déja la
toxicité de I’oxygene et la « free radical theory » pour expliquer le processus du vieillissement
[320]. En 1969, les Américains Mc Cord et Fridovich isolent a partir de globules rouges
humains un systeme enzymatique antioxydant la SOD, démontrant ainsi pour la premiére fois
que notre organisme produit bel et bien des ERO dont il doit se protéger. Cette decouverte
sera le point de départ d’une intense recherche scientifique dans le monde entier sur le stress

oxydant et les antioxydants [320].
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Il existe de nos jours un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Les
réactions biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres
initiant des réactions d’oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur les cellules de notre
corps, en les abimant et en accélérant le processus de vieillissement. Normalement, le corps
humain maintient 1’équilibre entre les antioxydants et les radicaux libres en produisant
simultanément les deux types de substances dans le processus métabolique. Le déséquilibre
entre ces deux types de composés conduit a un phénomeéne appelé stress oxydatif [321].

V.2. 2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération de radicaux
libres et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs [322]. Il
correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire [323]. Dans les systéemes
vivants, une production physiologique de radicaux libres se fait de maniére continue. Dans
des conditions pathologiques ou provoquées par des facteurs exogénes, une surproduction de
ces réactifs est possible. Ce sont les antioxydants qui peuvent empécher les dégats cellulaires
causeé par les radicaux libres de I’oxygéne [324].

V.2. 3. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son ¢€lectron. L’appellation ROS inclut les radicaux libres de 1’oxygene
(Tableau V.1): anion superoxyde (O,"), radical hydroxyle (OH") mais aussi certains dérivés
oxygenés non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogéne
(H202) [325].

A cote des ROS, il existe des ERN (especes réactives nitrogénées) dont le représentant
majeur le NO'. C’est un agent vasodilatateur. Il est synthétisé par les NO synthases (NOS). Le
NO" est un radical peu réactif mais peut se lier aux radicaux libres oxygénés pour former des

molécules plus toxiques comme les peroxynitrites [320].
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Nomenclature

Superoxyde

Peroxyde
d’hydrogéne
Radical
hydroxyle

Ozone

Oxygeéne
singulet

Oxyde nitrique

Peroxynitrite

Hypochlorite

Radical

Radical peroxyl

Hydroperoxyde

lons fer et
cuivre

Tableau V. 1 Molécules du stress oxydatif

Structure

‘0=0"

HO=OH

‘OH

O=N=0=0-

CIO

R=0=0’

R=0=0H

Cu2+ Fe3+

Principales réactions

Catalyseur de la réaction de Haber-WeiB par recyclage
de Fe ** et Cu* ; formation du peroxyde d’hydrogéne
et peroxynitrite

Formation du radical hydroxyle ; inactivation
d’enzymes ; oxydation de biomolécules
Abstraction de 1’hydrogéne, production de radicaux

libres et peroxydes lipidiques, oxydation des thiols

Oxydation de biomolécules, spécialement celles
contenant des doubles liaisons, formations des
ozonides et des aldéhydes cytotoxiques

Reéaction avec les doubles liaisons, formation de
peroxydes, décomposition des aminoacides et
nucléotides

Formation de peroxynitrite, réaction avec autres
radicaux

Formation du radical hydroxyle, oxydation des
groupements thiols et aromatiques, conversion de la

xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase,
oxydation des biomolécules
Oxydation des groupements amine et sulfure,

formation de chlore
Abstraction de I’hydrogene, formation des radicaux
peroxyl et autres radicaux, décomposition de lipides et
autres biomoléecules

Abstraction de 1’hydrogene, formation des radicaux,
décomposition de lipides et autres biomolécules

Oxydation de biomolécules, destruction de membranes
biologiques

Formation du radical hydroxyle par la reaction de
Fenton et Haber-WeiB

On distingue deux types de production de radicaux libres:

= Production endogénes comme les réactions enzymatiques (NADPH oxydase,

lipoxygénase et la xanthine oxydase (Enzyme dans le foie)), Mitochondries,

Phagocytoses, Peroxysomes, Métaux de transition, Exercice physique, Inflammation,

Choc. ..

= Production exogenes comme la pollution, alcool, médicaments, soleil,

tabagisme, ozone et produits chimiques.
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V.2. 4. Marqueurs biologiques de stress oxydant

La production excessive des radicaux libres provoque des Iésions directes de molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides (flgure. V. 1),
mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites
libérés notamment lors de l'oxydation des lipides. La mise en évidence des dérivés de
I’oxydation de ces différents substrats seront donc des marqueurs de la présence d’un stress
oxydant (Tableau V.2) [326].

Tableau. V. 2. Exemple de produits dosés couramment pour rendre compte de

I’oxydation d’une cible moléculaire donnée [327].

Molécules cibles Produits Exemples
Protéine Protéines oxydées Groupes carbonyle, tyrosine hydroxylée
ADN ADN oxydé 8-hydroxy-2, déoxyguanosine
Lipides Lipide peroxydés Malondialdéhyde (MDA), isoprostanes
02

H,0,

anion superoxyde peroxyde d’hydrogéne

réaction de Fauton

/ radical hydroxyle
Activation des cascades /Pcmxydau‘n
des kinases lipidique

Oxydation des Oxydation de
protéines I'ADN

réaction & Hader- e

Figure. V. 1. Les molécules cibles de I’attaque radicalaire
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V.2. 5. Maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en surexprimant certains
génes, le stress oxydant est accusé d'étre a la base de nombreuses maladies chroniques :
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,
cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, parkinson, infections intestinales,
rhumatisme, 1’athérosclérose, le diabéte [327, 328].

V.2. 6. Alimentation et stress oxydant

La production des ERO peut se faire au niveau cellulaire en réponse a divers stimuli,
tel que la surcharge métabolique elle-méme provoquée par une surabondance de
macronutriments. En effet, lorsque 1’apport calorique dépasse la dépense énergétique,
I’augmentation induite par le substrat en exces active le cycle de Krebs ce qui provoque la
formation des ERO. Ainsi, I’ingestion excessive de macronutriments induit la production des
ERO [329].

Dans ce sens, une étude a démontré que 1’ingestion de 75 g de glucose induit une
augmentation de la production de superoxyde dans les leucocytes, libérés ensuite dans le
milieu extracellulaire. Une réponse similaire a également été observée suite a I’ingestion des
graisses saturées [330]. Ainsi, un repas riche en graisse et en glucides induit une réponse
oxydatif et inflammatoire plus intense et prolongée avec une production accrue des ERO chez
les patients obéses par rapport aux sujets normo-ponderés [331].

Pour cela, il est possible de choisir des aliments antioxydants et non inflammatoires
afin de minimiser I'inflammation et le stress oxydatif postprandial. L’avénement de la
biologie moléculaire montre le rle de certaines molécules de petite taille dans la défense
antioxydante, en effet cette défense peut étre renforcée par des apports exogenes.

Le schéma suivant montre qu’une bonne alimentation fourni directement 1’essentiel des

éléments pouvant assurer une bonne défense antioxydante. Cette alimentation garantie [332]:
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e Un apport en Vitamines A et C, les caroténoides et flavonoides qui ont pour réle la

neutralisation des entités radicalaires en les piégeant (Scavangers).

elLes oligoéléments tels que le Fer, Sélénium, Cuivre, Zinc et le Manganése

indispensables pour I’activité des enzymes antioxydantes (Cu, Zn-SOD, Se-GPx).

Sur la base de ces données, les scientifiques accordent de plus en plus d’importance a
une alimentation riche en fruits et légumes, cette constatation améne donc une réflexion
importante sur 1’effet d’une thérapie antioxydante a long terme dans le cadre de la prévention
de pathologies ou le stress oxydant est impliqué (ex : maladies cardiovasculaires). Dans cette
optique 1I’étude SUVIMAX a proposé d’évaluer quel sera I’impact d’une prise journaliére
pendant 8 ans d’un mélange d’antioxydants a des doses physiologiques (30 mg de Vit E, 120
mg de Vit C, 6 mg de p-Carotene, 100 pg de sélénium et 20 mg de Zinc sur I’incidence de

I’apparition des maladies cardiovasculaires (figure.V.2) [332].

Conjugated dienes
Malondialdehyde
Carbonyls GPx

DNA and protein damage €Se} {rlboﬂ!wnl
\ Gmx MNADPH %He}mies
\- NADP
(o 5% Iﬁ@ ROO" \m E
Activation —— 0.

2 \ &ROQH Vit E rtC

Z

[Cu,’ n, Mn] \‘

O — ONOO"

Catalase \ 0, Vitamin A

(Fe) Vitamin C

GPx \ "9 licopene C
— ﬁ B-carotene Carotenoids
‘_‘S’ﬂ\,—/ . Flavonoids
Carotenoids ﬁg
Yy

Enzymatic antioxidant activation
system

Figure .V. 2 Réle de I’alimentation dans le métabolisme oxydatif [329]
V.2.7. Antioxydants
Un antioxydant est défini comme étant toute substance susceptible d'inhiber directement
la production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces reactives de I'oxygene

[320]. Ils peuvent agir en formant des produits finis non radicaux, d’autres en interrompant la
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réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras
avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d’autres antioxydants
absorbent I’énergie excédentaire de I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur. L’effet
des antioxydants provient de deux mécanismes [333]:

1. lls neutralisent les radicaux libres et empéchent les réactions en chaine
initialisées par ces derniers.

2. Les antioxydants détruisent les hydroperoxydes (composés intermédiaires
formant des radicaux libres en interrompant la liaison (O-O), diminuant ainsi la
vitesse de formation de radicaux libres.

D'un point de vue biologique, les composés antioxydants peuvent protéger les systemes
cellulaires des effets des processus potentiellement nocifs qui causent I'oxydation excessive,
ils sont la stratégie préventive la plus prometteuse contre la formation des cataractes [334].

Parmi les antioxydants, on peut citer:

V.2.7.1. Antioxydants synthétiques

Outre les antioxydants produits par I“organisme pour sa défense, Il existe des
antioxydants synthétiques comme butylhydroxytoluéne (BHT), du butylhydroxyanisole
(BHA) et des esters de I'acide gallique: gallate de propyle, gallate doctyle, et de dodécyle. Le
BHT est un antioxydant de rupture de chaine, tres efficace et peu colteux. Le BHA est un
mélange de deux isomeres de position dont I'efficacite est un peu inférieure a celle du BHT.

Il existe d’autres antioxydants synthétiques peu utilisés tels que la TBHQ
(tertiobutylhydroquinone) utilisée pour la conservation des huiles brutes, I'acide
nordihydrogualarétiqgue (NDGA), ce dernier est utilisé dans les produits a usage topique et le
4-hydroxyméthyl 2,6-ditertiobutylphénol ou lonox 100, dont les propriétés antioxydantes sont

voisines de celles du BHT (figure.V.3) [335].
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OH OH OH OH
C(CHa)s (HsC)3C C(CH3)s C(CHg)3 (H5C)sC C(CH3)3
OCH, CH,
OH CH,OH
BHA BHT TBHQ lonox

Figure .V. 3: Structures chimiques de quelques antioxydants synthétiques.

Mais, récemment, beaucoup d’études ont porté sur la toxicité élevee des antioxydants
synthétiques  utilisés dans I’industrie  alimentaire, comme, par exemple, le
butylhydroxytoluéne (BHT), I*“hydroxyanisol butyle (BHA), le tert-butylhydroquinone
(TBHQ), etc... [333,336]. Le besoin de reduire I’utilisation des antioxydants synthétiques
(maintenant limitée dans plusieurs pays en raison de leurs possibles effets indésirables sur la
santé humaine) impose d’orienter le marché vers des antioxydants d’origine naturelle
et stimule la recherche dans ce domaine [337]. Les plantes représentent une source trés riche
et renouvelable d’antioxydants naturels [333, 336].

V.2.7.1. Antioxydants naturels

Les plantes constituent une source importante d’antioxydants, ces substances naturelles
se trouvent sous forme de mélange complexe, qui assure la protection de la plante contre le
stress oxydatif d0 aux effets synergiques ou additifs [338, 339]. Les chercheurs s’intéressent
en effet trés particulierement aux composés naturels possédant des propriétés antioxydantes
[340]. L’utilisation des extraits de plantes ou de fractions enrichies est devenue aujourd’hui
une fagon trés attractive pour préserver les aliments. De plus, il a été demontré que plusieurs
produits naturels (antioxydants) avaient des propriétés médicinales, par exemple:
anti-cancérigene, anti-inflammatoire [341].

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les plantes supérieures et dans toutes
les parties de la plante. Les flavonoides constituent la classe la plus étudiée, la propriété

antioxydante des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a piéger le radical libre: radical
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hydroxyle, I’anion superoxyde et les radicaux peroxydes. Les flavonoides inactivent et
stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle (C-30H) fortement
réactif [342]. lls peuvent également protéger les membranes cellulaires par leur action a
différents niveaux sur la peroxydation lipidique.

Il convient de noter que la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle
possedent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés
antioxydantes sont attribuées en parties, a la capacité de ces composés naturels a piéger les
radicaux libres tel que : les radicaux hydroxyles (OH®), les radicaux superoxydes (O°) et les
radicaux stables colorés ABTS®, DPPH® [343].

V.2.8. Méthodes d’évaluation de I'activité antioxydante

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée soit de fagon in vivo, sur des
organismes vivants, soit de maniére in vitro comme le cas du notre travail.

Plusieurs méthodes ont €té mises en évidence pour évaluer 1’efficacité de I’antioxydant
a piéger les radicaux libres, comme les péroxydes ROO® par les tests de blanchissement du
B-caroténe, ORAC ( Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP ( Total Radical-
Trapping Antioxidant Parameter); les ions ferriques par la méthode FRAP ( Ferric ion
Reducing Antioxidant Parameter) ; ou les radicaux ABTS® ( sel d’ammonium de I’acide -2,2-
azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) par la méthode TEAC ( Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity), ainssi que la méthode utilisant le radical libre DPPH® (diphényl-
picrylhydrazyle).

Ces analyses différent entre eux en terme de mécanismes de réaction, oxydants et
especes cibles (les sondes), états des réactions et la forme dont sont exprimeés les résultats. En
plus, méme lorsque seulement une de ces analyses est envisagée, ¢a engendre d’autres

parametres a prendre en considération tels que : le solvant, le temps de réaction et le pH [344].
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La comparaison des données de différentes études est difficile. Il est également d’une
grande importance de choisir des méthodes acceptées, validées et normalisées, avec des
données, a la fois, comparables et disponibles dans la littérature [344].

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode
unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. Il faut donc combiner
les réponses obtenues a 1’aide de tests différents et complémentaires. C’est pourquoi notre
choix s’est porté sur I’utilisation de deux tests chimiques, a savoir : DPPH" et B-carotene.

V.2.8. 1. Test au DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

Dans cette analyse, le DPPH" de couleur violet est réduit par les molécules dites
antioxydantes en hydrazine jaune péle. La capacité de piégeage est généralement évaluée dans
des milieux organiques en surveillant la diminution de I'absorbance a 515-528 nm jusqu'a ce
que l'absorbance demeure constante [345].

La détermination de la capacité antioxydante est basée sur la réduction ampérométrique
du DPPH’ au carbone vitreux. Le courant qui en résulte sur une électrode vitreuse de carbone
polarisée au potentiel fixe, est proportionnel a la concentration résiduelle de DPPH" apreés la
réaction avec les antioxydants [346].

En opposition & ce qui a été toujours crue, le mécanisme de réaction est basé sur une
réaction de transfert d'électron, tandis que I'abstraction d'atome d'hydrogéne est un processus
réactionnel marginal, parce qu'elle se produit lentement dans des solvants forts, tels que le
méthanol et I'éthanol [347].

L'accessibilité stérique de DPPH" est une cause déterminante de la réaction, puisque les
petites molécules qui ont un meilleur acces a I'emplacement du radical ont sans doute une
capacité antioxydante relativement plus élevée [348]. D'une part, beaucoup de composés
antioxydants de taille moléculaire €levée qui réagissent rapidement avec les radicaux peuvent

réagir lentement ou peuvent méme étre inertes dans cette analyse.
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L'inexistence de DPPH’ ou des radicaux semblables dans les systémes biologiques est
également un point faible.

V.2. 8. 2. Test de p-caroténe

Cette technique consiste & mesurer a 470 nm, la décoloration du S-carotene résultant de
son oxydation par les produits de décomposition de I’acide linoléique. La dispersion de
I’acide linoléique et du p-caroténe dans la phase aqueuse est assurée par du Tween.
L’oxydation de I’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50°C) de maniére non
spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits végétaux induits un retard
de la cinétique de la décoloration du béta-caroténe [349].

Cette méthode est, d’autre part, sujette au parasitage de composés absorbants dans la
fenétre spectrale du B-carotene et I’interprétation des données n’est pas aisée car le B-caroténe
est lui-méme un antioxydant [350].

V.3. Activité antimicrobiénne

Les remedes a base de plantes constituent une alternative dans les systémes de soins
primaires et donc, une voie prometteuse pour le développement des médicaments
traditionnellement améliorés. Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes
médicinales pour leur richesse en agents antimicrobiens et antioxydants naturels a savoir les
polyphénols et les huiles essentielles. De ce fait, 1’exploitation de nouvelles molécules
bioactives ayant des effets secondaires limités ou inexistants depuis des sources naturelles
et leur adoption comme une alternative thérapeutique aux molécules synthétiques est devenue
un objectif prioritaire pour les recherches scientifiques en industries alimentaires et
pharmaceutiques.

V.3. 1. Effet antimicrobien

Ces derniéres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents

antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections avec les

microorganismes résistant aux antibiotiques. Une des approches courantes pour la recherche
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des substances biologiquement actives est le criblage systématique des micro-organismes ou
des plantes, qui sont des sources de beaucoup d'agents thérapeutiques utiles. En particulier,
I'activité antimicrobienne d'huiles essentielles et des extraits de plantes ont formé la base de
beaucoup d'applications, y compris, pharmaceutiques, médicales et agro-alimentaires. Le
premier rapport des propriétés antimicrobiennes des épices est apparu en 1880 et concernait la
moutarde, le clou de girofle, la cannelle et leurs huiles [351].

V.3. 2. Mécanisme de I’effet antimicrobien

Il est sans doute tres complexe, peut impliquer de multiples modes d'actions tels que
I'inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire
a la croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer, ’inhibition du
métabolisme microbien [352], la dégradation de la paroi cellulaire, la perturbation de la
membrane cytoplasmique (ce qui cause une fuite des composants cellulaires), I’influence sur
la synthése de I'ADN et de I'ARN [353], des protéines et des lipides [354].

Ces mécanismes ne sont pas des cibles séparées, certains peuvent étre la conséquence
d'un autre mécanisme. Le mode d'action des agents antimicrobiens dépend également du type
de micro-organismes et de I'arrangement de la membrane externe.

V.3. 3. Principales substances antimicrobiennes

V.3. 3. 1. Antibiotiques

Ce sont des substances chimiques élaborées par des microorganismes; ces substances
posseédent le pouvoir d'inhiber la croissance ou le développement d'autres microorganismes
(bactéries), dans lesquelles elles pénétrent en perturbant le métabolisme [355] ou en agissant
spécifiqguement sur une étape essentielle de ce dernier [356], mais qui sont dépourvus de
toxicité pour les autres cellules humaines ou animales [357]. Le cadre des antibiotiques était
limité d'abord a des substances d'origine biologique produites par des champignons, s'est
élargi plus tard et comprend actuellement d'autres produits possédant la méme action

antibactérienne, mais obtenus par synthése [355].
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Chaque antibiotique possede un spectre d'action, qui est la flore microbienne sur
laquelle il exerce son activité bactéricide ou bactériostatique, il est d'autant plus large, ou
étendu, que le nombre des especes microbiennes sensibles est grand. Le spectre d'action varie
d'un antibiotique a l'autre [355].

L utilisation intense et abusive de ces produits a rapidement conduit a I’apparition des
deux phénomeénes importants: les effets secondaires dus aux médicaments et I’acquisition
d’une certaine résistance aux antibiotiques par certaines populations microbiennes.

En raison des résistances multiples possibles et des effets secondaires des antibiotiques
synthétiques, une attention croissante a été dirigée vers les antibiotiques naturels [358]. Les
chercheurs concentrent leurs efforts pour trouver des substances inhibitrices idéales, de large
spectre d’activité, sans effets secondaires et surtout d’un prix de revient raisonnable. Le
potentiel des plantes aromatiques et médicinales (PAM) pourrait donc jouer un role important
dans la lutte contre les infections microbiennes [358].

V.3. 3. 2. Antibiotiques traditionnels

A c6té des antibiotiques d’origine microbienne, les plantes et leurs extraits ont été
utilisés pendant plusieurs siecles comme remedes pour la cure ou ’allegement des maladies.
Ceci a ouvert la voie devant de nombreuses recherches qui ont montré, qu’effectivement,
plusieurs végétaux supérieurs renferment des agents antimicrobiens trés efficaces [359, 360].
Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de
plantes medicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita),
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus [361]. D’autres groupes
de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié les métabolites
responsables de ’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape constitue une
plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industrie pharmaceutique, la médecine

alternative et la thérapie naturelle [362].
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Etant donné le grand nombre de composants présents dans un extrait, il est évident que
I’activité antibactérienne ne peut étre due a un seul mécanisme d’action spécifique mais plutét
a divers mecanismes [363].

Ces mécanismes sont la conséquence de I’action d’extrait a différents point de la cellule.
Plusieurs études montrent que la membrane des cellules bactériennes est la cible primaire des
composes aromatiques bioactifs. En effet une caractéristique importante des extraits fixes et
de leurs composants est leur hydrophobicité, qui leur permet de s’unir aux lipides de la
membrane cellulaire tout en changeant sa structure et par conséquent sa fonction. La perte du
caractere différentiel de la perméabilité de la membrane cytoplasmique est fréqguemment
identifiée comme étant la cause de la mort cellulaire. Toutefois, certains auteurs voient que la
perte des fonctions de la membrane explique seulement en partie I’activité antimicrobienne
des huiles essentielles [364].

Les composants des huiles essentielles peuvent aussi agir sur les protéines
membranaires. Ils sont capables de s’accumuler dans la couche lipidique et interférer avec
I’interaction lipide-protéine. De plus, une interaction directe entre les composes lipophiles et
la partie hydrophane de la protéine peut avoir lieu [365].

V.3. 4. Caractéristiques des souches bactériennes utilisées

++ Staphylococcus aureus : Cocci a Gram positif ubiquitaire qui est commensal
de I'nomme et se révele étre pathogene opportuniste dans certains. Staphylococcus aureus est
aussi responsable d’infections nosocomiales, d’intoxications alimentaires et sa résistance aux
antibiotiques est parfois un grand probléme pour le traitement des patients.

% Escherichia coli : Bacille aérobie et Gram négatif que I’on trouve couramment
dans le tube digestif de 1’étre humain et des animaux a sang chaud.

% Pseudomonas aeruginosa : Bacille aérobie, Gram négatif et tres mobile grace
a un flagelle polaire. 1l est de plus en plus souvent responsable d'infections nosocomiales

(germe ubiquitaire). C'est I'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniquement.
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% Proteus mirabilis : Bacille aérobie, Gram négatif et tres mobile. Germe
impliqué dans I’apparition d’infections urinaires. Il se trouve habituellement dans l'intestin, le
tractus urinaire et les reins de I'étre humain. Proteus mirabilis est tres souvent présent chez les
personnes hospitalisées pour une période prolongée.

¢+ Bacillus cereus : est une bactérie béta-hémolytique a Gram-positive, en forme
de batonnet, aérobie, anaérobie facultative, mobile, communément trouvée dans le sol et la
nourriture. Certaines souches sont nocives pour les humains et provoquent des maladies
d'origine alimentaire, alors que d'autres souches peuvent étre bénéfiques en tant que
probiotiques pour les animaux.

+ Enterobacter aerogenes : est une bactérie a Gram négatif, nosocomiale et
pathogéne qui provoque des infections opportunistes, y compris la plupart des types
d'infections. La plupart sont sensibles a la plupart des antibiotiques congus pour cette classe
bactérienne, mais compliquée par leurs mécanismes de résistance inductibles, en particulier la
lactamase, ce qui signifie qu'ils deviennent rapidement résistants aux antibiotiques standards,
nécessitant un changement d'antibiotique pour éviter I'aggravation de la septicémie.

++ Streptococcus pneumoniae : ou pneumocoque est une bactérie a Gram positif,
anaérobie facultatif du genre Streptococcus. lls sont généralement trouvés par paires
(diplocoques) et ne forment pas de spores et ne sont pas mobiles. En tant que bactérie
humaine pathogene importante, S. pneumoniae a été reconnue comme une cause majeure de

pneumonie et fait I'objet de nombreuses études d'immunité humorale.
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% Candida albicans : Levure non pigmentée, non encapsulée, a bourgeonnement
multiple et formant un pseudo-mycélium et du mycélium vrai. C’est un saprophyte endogéne
de la lumiere intestinale humaine et des cavités génitales par contiguité (chez la femme).

V 4. Evaluation in vitro de I’activité biologique

V.4. 1 Activité antioxydante

Nous avons évalué I’activité antioxydante des extraits de 1’espece étudiée Saccocalyx
satureioides par deux méthodes différentes en 1’occurrence le piégeage du radical libre
DPPH"(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) et [I’activit¢é antioxydante par la méthode de
décoloration du s-caroténe [366] afin de tester et de localiser I’extrait le plus actif de la plante
étudiee.

V.4. 1. 1. Test du Piegeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilise
pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de I’analyse [367].

La méthode de DPPH présente plusieurs avantages du fait qu’elle est indépendante,
simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette) en présence
des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a réduire le radical DPPH.
La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se traduit par une diminution de

I’absorbance a cette longueur d’onde (figure. V. 4) [367].

+ Antioxvdant-OH + Antioxvdant-0O°

ok

DPPH"

DPPH-H
(Violet)

{laune)

Figure. V. 4 Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH
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Selon le protocole décrit par Von Gadow et al. 1997 [368], la solution de DPPH est
préparée par solubilisation de 2,4 mg de ce produit dans 100 ml de méthanol. 50 pul de chaque
solution méthanolique des extraits a différentes concentrations sont ajoutés a 1,95 ml de
solution DPPH. Le mélange est laissé a 1’obscurit¢ pendant 30 min en utilisant un
spectrophotometre UV et la lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc a 517 nm. La
méme procédure a eté répétée pour la solution étalon de quercétine. Les résultats de 1’activité
anti-radicalaire ou I’inhibition des radicaux libres sont exprimés en pourcentage d’inhibition
(1%) estimée selon 1’équation ci-dessous :

1% d’inhibition = [(Abs controle— Abs test)/ Abs contrdle] x 100
I %: Pourcentage de 1’activité anti-radicalaire
Abs Contrdle : Absorbance de la solution du DPPH au tempst =0
Abs test : Absorbance de I'extrait

L’ICsp (concentration inhibitrice de 50 %) appelée aussi ECs (Efficient concentration
50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
Les ICsp sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction des
différentes concentrations des extraits testées [369]. Pour chaque extrait ou standard de
référence, une courbe de régression linéaire (y = ax + b) est établie afin de calculer I’ICso qui
permettra la caractérisation du pouvoir antioxydant des extraits. L.’ICsg étant la concentration
de I’extrait ou du standard qui permet la réduction de 50% de DPPH. Une faible valeur de
I’ICsp indique une forte activité antioxydante. Une différence est statistiquement significative
aP<0,05.

V.4.1.2. Testde blanchiment du g-carotene

Cette technique de spectrophotométrie dans I'ultraviolet consiste a mesurer, a 470 nm,
la décoloration du f-caroténe resultant de son oxydation par les produits de décomposition de

I’acide linoléique.
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La dispersion de 1’acide linoléique et du S-carotene dans la phase aqueuse est assurée
par du Tween. L’oxydation de 1’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50 °C) de
maniére non spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits végétaux
induits un retard de la cinétique de décoloration du p-caroténe. Cette méthode est sensible,
rapide et simple s’agissant d’'une mesure spectrophotométrique dans le visible. Elle présente
¢galement I’avantage de pouvoir étre couplée a la chromatographie sur couche mince.

Cependant, 1’oxydation induite par voie thermique est non contrélée et donc non
specifique, ce qui conduit bien souvent a une variabilité des résultats [370].

Pour étudier I’activité antioxydante par la méthode de décoloration du S-carotene, nous
avons choisi de travailler avec le protocole expérimental décrit par Pratt DE. et Mallet JF. et
al., [371, 372] avec quelques modifications apportées a la méthode.

Pour préparer I’émulsion du S-carotene, 0,1 mg de ce dernier sont dissous dans 5 ml de
chloroforme, puis 1 ml de cette solution est mélangé avec 25 mg d’acide linoléique purifié et
200 mg du Tween 40. Apres évaporation du chloroforme, le résidu obtenu est repris par 50 ml
de peroxyde d’hydrogene. 200 ul d’extraits ou d’antioxydant de référence (la quercétine)
solubilisés dans le méthanol (2 mg/ml), sont additionnés a 5 ml de 1’émulsion précédente. Le
mélange est bien agité et la lecture de 1’absorbance a 470 nm se fait immédiatement a to contre
un blanc qui contient I’émulsion sans le S-carotene.

Les tubes couverts sont placés dans un bain marie réglé a 50 °C et la lecture de
I’absorbance est faite toute les 15 minutes durant 120 minutes. Un contrble négatif est réalisé
en paralléle, comprenant 5 millilitres de I’émulsion du f-carotene et 200 pl de méthanol.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la décoloration du
f-carotene. L’activité antioxydante relative (AAR %) est calculée selon la formule :

AAR % =[1-(A°- A/ A°, —A°)] x 100 [373].
AAR %: Pourcentage de I’activité antioxydante relative

A° : Absorbance de I’échantillon a to ;
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A:: Absorbance de 1’échantillon aprés incubation de 120 minutes ;
A° ¢, : Absorbance du contrdle négatif ato ;
A’ Absorbance du contréle négatif apres incubation de 120 minutes.

V 4. 2. Evaluation de ’activité antibactérienne

Notre travail consiste a etudier I’activité antibactérienne des extraits de S. satureioides.
via la méthode de diffusion sur disque de papier pour déterminer le diamétre d’inhibition.
Huit souches sensibles ont été utilisées ; dont quatre de type Gram-négatif ; Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis et Enterobacter aerogenes, trois de type Gram-
positif; Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus et une levure
Candida albicans. Ces souches proviennent du Laboratoire de Microbiologie, 1’hdpital de
Batna.

La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour déterminer I’activité
antibactérienne des extraits des plantes. Elle consiste a utiliser des disques de papier stérile de
6 mm imprégnés des concentrations différentes des extraits (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,700,
800 et 900 mg / ml). Le disque antibiotique a également été utilisé comme témaoin positif [374].

L agar Muller-Hinton (MH) stérile a été coulé dans des boites de pétri stériles de 9 cm.
1 ml de I’inoculum préparé a partir de chaque souche est uniformément bien étalé a la surface
de I’agar MH. L’excédent de I’inoculum est éliminé par aspiration [375]. Un volume
correspondant a cinquante microlitres des dilutions des extraits (éther de pétrole, chloroforme,
acétate d’éthyle et n-butanol) est déposé sur des disques de papier filtre stérile (whatman n°1,
6 mm de diametre).

A I’aide d’une pince stérile les disques sont déposés a la surface de gélose inoculée et
incubée a 37° C pendant 18 heures. Apres I’incubation I’effet des extraits se traduit par
I’apparition autour de disque d’une zone circulaire transparente correspondant a I’absence de
la croissance. Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible [376]. En

parallele, le DMSO et I’eau distillée sont utilisés (témoins négatifs) afin de vérifier
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la croissance des différentes souches [377], et comme témoin positif la Ciprofoxacine a été
utilisée. L activité antimicrobienne a été déterminée a I’aide d’une régle mesurant le diametre
de la zone d’inhibition. Les diamétres des zones claires d’inhibition autour des disques sont
mesurés en mm. Un extrait est considéré comme actif s’il produit une zone d’inhibition
supérieure ou égale a 10 mm. Une zone d’inhibition supérieure a 14 mm correspond a une
activité antibactérienne tres significative [378].

V. 5. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne.
L’analyse des données a été réalisée a I’aide du logiciel Graph pad Prism. Les différences ont
¢té¢ considérées comme statistiquement significatives pour p < 0,05 dans I’ensemble des

analyses statistiques en utilisant 1’analyse de la covariance « One way » et le test de Tukey.
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V. 6. Résultats et discussion
V. 6. 1. Evaluation de P’activité antioxydante
V. 6. 1. 1. Activité anti-radicalaire au DPPH
La capacité antioxydante de nos différents extraits est déterminée a partir des ICso,
parametres couramment utilisés pour mesurer 1’activité antioxydante. Une valeur faible d’ICso
correspond a une activité antioxydante plus élevée de I’extrait [368].

Tableau .V. 3. Valeurs des ICs trouvées pour les extraits de la plante étudiée

Plante étudiée Extraits 1Cs0 (ng/mL)
Ether de pétrole 537,02 £ 1,03
Chloroformique 23,93 +4,15
Saccocalyx satureioides
Acétate d’éthyle 20,81 + 3,52
Butanolique 93,23 £ 6,43
Quercétine 8,5+ 1,45

Les valeurs des ICsp trouvées pour tous les extraits testés de Saccocalyx satureioides sont

représentées dans le tableau. V. 3 et dans la figure. V. 5 sous forme d’histogramme.
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Quercétine Acétate  Chloroforme  Butanol Ether de
d'éthyle pétrole
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Figure. V. 5. Histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices 1Csy des

différents extraits en pg/mL de S. satureioides
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Les données montrent donc un ordre décroissant du pouvoir réducteur de ces différents
extraits et de standard (quercetine) [379]: Acétate d’éthyle (ICso = 20,81 £ 3,52 ug/mL) >
chloroforme (ICsp = 23,93 + 4.15 pg/mL) > n-butanol (1Cso = 93,23 + 6.43 pug/mL) > ether de
pétrole (ICso = 537,02 £ 1,03 ug/ml).

Selon les résultats obtenus, les extraits AcOEt et CHCI; sont dotés d’un pouvoir
antioxydant le plus éleve, leur ICso est de 20.81 + 3.52 ug/mL et 23.93 + 4.15 ug/mL
respectivement. Tandis que l'activité de I'extrait d'éther de pétrole était beaucoup plus faible.
Il convient de noter que la polarité du substrat des extraits obtenus a partir des plantes
n'affecte pas l'activité de piégeage de la DPPH [380 - 382].

Cependant, la moindre efficacité de I'extrait de CHCI3 par rapport a l'extrait d> AcOEt
pourait s'expliquer par la faible concentration des composants actifs dans I'extrait de CHCI;
ayant la capacité d'étre des donneurs d'atomes d'hydrogéne ou d'électrons et de capturer les
radicaux libres [383]. De plus, notre étude phytochimique a révélé que les principaux
constituants de I'extrait d’AcOEt sont des flavonoides connus pour leur activité antioxydante.

V. 6. 1. 2. Test de blanchiment de g-caroténe

Afin d’évaluer ’activité antioxydante de nos extraits pour la plante étudiée, nous avons
utilisé la méthode de décoloration du p-caroténe en présence des extraits. La p-caroténe
présente une forte activité biologique et est importante comme composé physiologique
puisqu’elle est le précurseur du rétinol. Ainsi le taux de dégradation ou de décoloration du
[-caroténe dépend de la capacité antioxydante de nos extraits.

Les hydro-peroxydes de I’acide linoléique attaquent la molécule de P-caroténe et, par
conséquent, subit une décoloration rapide en I’absence d’antioxydants. Cette diminution de la
coloration correspond a une diminution de 1’absorbance suivie spectrophotométriquement

[384].
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Les résultats de I’effet antioxydant des différents extraits de S. satureioides sur la
décoloration du S-caroténe sont représentés dans le tableau. V. 4 et dans la figure. V. 6 sous

forme d’histogramme.

Tableau .V. 4. Valeurs des I1Cs trouvées pour les extraits de la plante étudiée

Plante étudiée Extraits 1Cs0 (ng/mL)
Ether de pétrole 908,35 + 0,90
Chloroformique 40,32 £ 5,32
Saccocalyx satureioides
Acétate d’éthyle 57,12 + 1,55
Butanolique 142 + 9,40

Cette méthode est basée sur la perte de couleur orange du S-caroténe due a sa réaction
avec les radicaux formés par I'oxydation de I'acide linoléique dans un systéme d'émulsion. Le

taux de blanchiment de f-caroténe peut étre ralenti en présence d'antioxydants [371, 372].

908,35+ 0,90
= 1000 -
© 800 -
D
2 99 142 + 9,40
Z 400 ©+ 4032+532 57,12£155
© 2 J
> Og _— Sy
Chloroforme Acétate n-Butanol Ether de
d'éthyle pétrole

Antioxydants

Figure. V. 6. Histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices 1Csy des
différents extraits en pg/mL de S. satureioides
A partir des valeurs ICsq des différents extraits (Tableau .V. 4.), les résultats indiquent
clairement que I'extrait chloroformique posséde un potentiel d’antioxydant le plus élevé
(ICs0= 40,32 + 5,32 ug / mL). La plus faible activité protectrice vis-a-vis du S-caroténe était

présentée par l'extrait d'éther de pétrole avec une valeur de Clsp = 908,35 + 0,90 pg / mL.
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Le fait que I'extrait de CHCI; est plus efficace comme antioxydant que I'extrait semi-
polaire ACOEt (ICso=57.12 £ 1.55 ug / mL), en comparaison avec les résultats obtenus pour
le test DPPH, suggere que l'activité antioxydante de I'extrait de CHCI; est probablement due
au présence dans cet extrait des composes actifs lipophiles [383].

V. 6. 2. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits de S. satureioides contre les souches testées est
expérimentée par la méthode des disques [385]. Leur potentiel antibactérien est
qualitativement évalué par la mesure du diamétre des zones d’inhibition.

Les données des diamétres des zones d’inhibition des différents extraits sont
représentées dans la figure. V. 7. Les extraits exercent un effet inhibiteur variant en fonction

des bactéries et selon 1’extrait testé.

20 - ® Ether de pétrole
10 - ® Chloroforme

B Acétate d'éthyle
® n-butanol

Figure.V. 7. Activités antibactériennes des differents extraits de S. satureioides

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion du disque indiquent que
Staphylococcus aureus et Escherichia coli sont les microorganismes les plus sensibles.
Comme on peut le voir sur la figure. V. 7, les extraits n-BuOH et EtOAc ont une bonne
activité contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus et Enterobacter
aerogenes, ou l'extrait de n-BuOH a montré une forte activité antibactérienne contre

Staphylococcus aureus. En général, I'activité la plus faible a été observée pour les extraits de
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CHCIj; et d'éther de pétrole, alors que ce dernier n'a indiqué en particulier aucune activité
contre Streptococcus pneumoniae et Bacillus cereus.

Les résultats de l'activité antibactérienne des différents extraits obtenus a partir de
S. satureoides ont montré des différences dans I'inhibition des microorganismes qui pourraient
s'expliquer par la nature et la quantité de composés actifs dans les extraits.

V. 7. Conclusion

Notre étude a pour objectif global de vérifier I’activité antioxydante et antibactérienne
de nos extraits. Tous ces résultats indiquent clairement que les différents extraits de
S. satureioides constituent des sources d’agents antioxydants et antimicrobiens puissants sur
une gamme étendue de micro-organismes pathogenes. Ces activités sont liées en grande partie
a la composition des extraits et leur richesse en métabolites secondaires.

En perspective de ce travail nous comptons poursuivre 1’é¢tude de 1’activité biologique
de cette espece et 1’étendre aux molécules isolées a partir des différents extraits ayant montré

une activité antioxydante et antibactérienne importantes.
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Conclusion générale

Les ressources naturelles du régne végétal restent la source fiable et capitale pour la
mise au point de nouveaux remédes thérapeutiques. A 1’aide de la médecine traditionnelle et

I’ethnobotanique, la recherche des molécules bioactives dans les extraits des plantes va mener

a leur utilisation comme alternative des molécules de synthese.

Le présent travail s’est proposé de quantifier les métabolites secondaires, d’¢lucider la
constitution chimique et d’évaluer les pouvoirs antioxydants et antibactériens de 1’espece
Saccocalyx satureioides, une plante sauvage abondante dans notre région steppique qui
appartient a la famille des lamiacées largement répandue en Algérie, dans le but de valoriser

et de rationaliser son usage traditionnel.

Notre choix pour cette espece est justifié par I’endémisme de cette plante et le fait que

tres peu d’études ont été consacrées a cette espece.

Cette étude réalisée sur D’extrait d’acétate d’éthyle des parties aériennes de 1’espece
Saccocalyx satureioides a permis d’isoler neuf (09) composés naturels dont un composé
original : Acide indole -3-carboxylique-(6'-O-caffeoyl)-pB-D-glucoside (SS1). Ces produits
appartiennent a trois classes de métabolites secondaires :

= Les alcaloides : Acide indole-3-carboxylique-p-D-glucoside (SS2) et Acide indole-3-
carboxylique (SS3), ils sont décrits pour la premiere fois dans la famille des lamiacées.

= Les flavonoides aglycones : Lutéoline 7-méthyl éther (SS4), Lutéoline 3',7- diméthyl
éther (Velutine) (SS5), Lutéoline 3'4'7- triméthyl éther (Gonzalitosine) (SS6),

4'.5,6-trihydroxy-3’,7-diméthoxyflavone ~ (SS7),  4',5,6-trihydroxy-3',7,8-triméthoxy
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flavone (Thymonine) (SS8). La présence de ces flavonoides dans I’espéce étudiée
Saccocalyx satureioides et le genre saccocalyx est signalée pour la premiére fois.
= Les terpénes : a-Terpineol-8-O-B-D-glucopyranoside (SS9).

L’isolement de ces métabolites secondaires a été réalisé par I'utilisation des techniques
chromatographiques de séparation et de purification des substances naturelles, & savoir la
chromatographie sur colonne de gel de silice normale (SiO,), de Séphadex LH-20 et de

polyamide Sc -b et sur CCM.

Les structures des produits isolés ont été établies par les méthodes spectroscopiques
RMN 1D (*H et 3C), RMN 2D (HSQC, HMBC), spectroscopie de masse (ESI-MS) et par la

comparaison avec les données de la littérature.

Le potentiel antiradicalaire des extraits bruts de cette espéce a été déterminé par deux
méthodes différentes le test de DPPH et le test de blanchiment de f-caroténe. L’étude de
’activité antioxydante par le test DPPH montre que la plus grande activité est obtenue avec
des extraits ACOEt et CHCI3, tandis que ’extrait EP est plus faible. Ces activités sont
positivement corrélées avec les contenus en flavonoides de 1’extrait AcOEt de cette espéce qui
semble étre les principaux contributeurs a cette capacité antioxydante.

Alors que le pouvoir antioxydant des extraits bruts de la plante étudiée par le test de
blanchiment de S-caroténe a révélé que 1’extrait CHCl; est plus actif que celui de I’ AcOEt. En
comparaison avec les résultats obtenus par le test DPPH, il est suggéré que I’activité
antioxydante de 1’extrait CHCI3 est probablement due a la présence dans cet extrait des
composés actifs lipophiles.

Les tests biologiques effectués dans ce travail ont montré un effet antimicrobien
remarquable des différents extraits obtenus a partir des parties aériennes de la plante étudiée

S. satureioides. Cette évaluation a été faite, selon la disponibilité, sur huit (08) souches
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bactériennes. Les résultats nous ont montré que les extraits n-BuOH et EtOAc révélent une
meilleure activité antibactérienne. En général, I'activité la plus faible a été observée pour les
extraits de CHClI; et d'éther de pétrole. Ces activités sont trés probablement dues a la nature et
la quantité des métabolites secondaires dans les extraits de la plante.

En conséquence la plante étudiée a un potentiel antioxydant et antibactérien tres
important et pourrait étre exploitée comme une source d’agents antibactériens et antioxydants
naturels pour traiter les maladies infectieuses et d’autres pathologies liées au stress oxydant.

Les résultats obtenus constituent une justification scientifique de 1’usage traditionnel
de la plante étudiée et confirment la pertinence des remeédes traditionnels dans le traitement de
nombreuses maladies. Ils sont encourageants mais ne constituent qu’une premicre ¢tape dans
la recherche des substances biologiquement actives. Il serait par conséquent intéressant de
continuer cette étude dans le but de caractériser le maximum de molécules naturelles dans
cette espece et d’augmenter significativement le nombre de découverte de nouveaux

composés actifs.
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Dsurne

Ces derniéres décennies, les plantes medicinales et leur utilisation en thérapie ont vu
leur essor se développer de fagon notable et ce pour différentes raisons: économiques,
sociales et culturelles. Cependant I’automédication par ces plantes ne reste pas sans risque.
Soumettre ces plantes a une étude scientifique rigoureuse est donc primordial pour vérifier
leur réputation médicinale et leur innocuité.

La recherche de nouveaux produits naturels avec des propriétés therapeutiques
intéressantes reste, en général, comme ’un des objectifs principaux pour les chercheurs. Dans
ce contexte, nous avons entamé 1’étude phytochimique et biologique des parties aériennes de
I’espece Saccocalyx satureioides, c’est une plante sauvage abondante dans notre région
steppique qui appartient a la famille des lamiacées, qui a fait 1’objet de peu d’études
phytochimiques et pharmacologiques et s’inscrit dans le cadre de la découverte des composés
bioactifs nouveaux susceptibles de posséder des activités biologiques intéressantes.

A cet effet, les analyses chromatographiques nous ont poussé a sélectionner 1’extrait
d’acétate d’éthyle de ’espéce Saccocalyx satureioides a cause de sa richesse en produits. Cet
extrait a été étudié chimiquement en utilisant les méthodes chromatographiques (VLC, CC,
CCM) pour conduire a I’isolement de neufs (09) substances naturelles a 1’état pur. Celles-ci
ont fait I'objet de diverses analyses spectroscopiques RMN 1D (*H, *C) , 2D (HSQC,
HMBC) et spectrométrie de masse (ESI-MS). Ceci a permis la caractérisation d’une nouvelle
structure avec huit (08) autres déja connues et appartenant principalement a trois classes de
métabolites secondaires : les alcaloides, les flavonoides et les terpenes dont la plupart sont
réputés pour leurs vertus thérapeutiques et activités biologiques intéressantes. Tous ces
composés ont été isolés pour la premiére fois de cette espece.

Le premiers composé nouveau ,un dérivé indole, est isolé a partir de I’extrait AcOEt de
I’espece Saccocalyx satureioides avec huit autres composés connus se partissant en deux
alcaloides de type indole, cing flavonoides aglycones et un monoterpéne glycosyle.

L’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits obtenus a partir des parties
aériennes de la plante étudiée via les tests DPPH et blanchiment de [3-caroténe ont montré que
les deux extraits ACOEt et CHCI3 ont une grande activité.

La détermination de 1’activité antibactérienne en utilisant la méthode de diffusion en
milieu gélosé a été faite sur les extraits bruts de 1’espece €tudiée selon la disponibilité de huit
(08) souches bactériennes. Les résultats nous ont montré que les extraits n-BuOH et AcOEt
révélent une meilleurs activité antibactérienne.

Les tests biologiques effectués dans ce travail ont montré que la plante étudiée a un
potentiel antioxydant et antibactérien tres important et pourrait étre exploitée comme une
source d’agents antibactériens et antioxydants naturels et leurs études peuvent étre
approfondis en vue d’applications thérapeutiques.

Mots clés : Lamiaceae, Saccocalyx satureioides, Flavonoides, Alcaloides, Terpénes, Activité
antioxydante, Activité antibactérienne, RMN 1D et 2D.
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A otsact

In recent decades, the use of medicinal plants in therapy has significantly increased for
many reasons including economic, social and cultural ones. However, self-medication by
these plants is not without risk. Submitting these plants to a rigorous scientific study is there
fore essential to check their reputation and safety.

The search for new natural products with interesting therapeutic properties remains, in
general, as one of the main objectives for researchers. In this context we have begun to stady
phytochemical and biological of the aerial parts of the species Saccocalyx satureioide, it is an
abundant wild plant in our steppic region which belongs to the ~ Lamiaceae family, which
has been little study phytochemical and pharmacological and register within the framework of
the discovery of new bioactive compounds which could possess interesting biological
activities.

For this purpose, the chromatographic analyzis pushed us to select EtOAc extract
because of its richness in products.

The EtOAC extract of the species Saccocalyx satureioides was chemically studied by
using chromatographic methodes (VLC, CC, TLC) to lead to the isolation of (09) natural
substances. The isolated compounds were submitted to diverse spectroscopic analysis
including 1D NMR (*H, *C) and 2D NMR (HSQC, HMBC) and mass spectrometry (ESI-
MS).This study allowed the characterization of a new structure along with (08) known
compounds belonging mainly to three classes of secondary metabolites: alkaloids, flavonoids
and terpenes from which several products are famous for their therapeutic virtues and their
interesting biological activities. All these compounds were described for the first time for this
species.

The new compound an indole derivative, is isolated from the EtOAc extract of species
Saccocalyx satureioides with eight (08) other know compounds departing into three alkaloids
indole type, five flavonoids aglycones and a glycosylated monoterpene.

The evaluation of the antioxidant activity of the various extracts obtained from the
aerial parts of the plant studied via DPPH and B-carotene bleaching tests showed that the two
extracts EtOAc and CHCI; have a high activity.

The determination of antibacterial activity using the disk diffusion method was made on
the crude extracts of the species Saccocalyx satureioides according to the availability of eight
bacterial strains. The results showed us that the n-BuOH and EtOAc extracts reveal better
antibacterial activities.

The biological tests carried out in this work showed that the studied plant has a very
important antioxidant and antibacterial potential and could be exploited as a source of natural
antibacterial and antioxidant agents and their studies can be deepened for therapeutic
applications.

Keywords: Lamiaceae, Saccocalyx satureioides, Alkaloids, Terpene, Flavonoids, Antioxidant
activity, Antibacterial activity, 1D and 2D NMR.

250 |

N



L)éi.[d

sl Baad @lld 5 U gale Lol ) g haill b Lgaladiiad 5 dgadal) colilll chagsd 3 a Y1 3 siall DA
s g ol Hhalie e glin Y bl atlgs I Capdatl) (el e 5 A 5 dpelaial 13S 5 Lgie Apalial
Ll s Akl Leillad (e (Baaill A jlia daale Al 5o can clilal) aila

L 1 1Y) (e aal 5 ale IS )35 Y el (aibiaddl cild sagaad) Lkl LS el e Eanl)
(gl Liihie 4k gine 455 cJla )l yie § 45l A sl ) 5 4basS gial) Al Hally Liad (i 2l 13gd ¢ (pfialall
Cdled o sl s ol <l B Agmads S e LT Ul 3 Jaad) Jay 5 il il Alile

LS alls Ll G JY) il (aliiven SLial ) 41 e sila s 1) cadUdaill Liinds ¢y jall 12¢d
. Agapdall
Al e gile s KU 5l Jleaial elld ¢ aiball Zaalill (pe JaY) cilisn) (paliiie dul )y o
Ldlidae ; Adlhaall Jlall S all o2a auad o5 A8 Al Aands SIS 50 (09) J+! (CCM ,CC LVLC)
4 a3 e Jdlaill o3 s [ESI-MS AL Adldan 5 (ppamy I3 g aal 5 ey GID lalinall (5 5ill (0
Dl () @l 5 e e gane A3 I Ll 55 A 5485 jme dpmda LS 36 (08 ) o 832 AilsasS
5 aalall on o sl Lgilalits 5 A Slal) Lpamilind s A 5 yna Leta Ale V) (il ¢ G il 5 il 83U ¢ il )
ACOEt saliiue e Jsall (Bidie s g aaall (Sl Je a3 Caiall 138 a3 30 J Y &5 jea LS jall s28 JS
(sl g 53 Gm sl (02 ) G Gsaniiy AT 45 jaa LS e 4uilal ae Saccocalyx satureioides —iall
b sSia i galal 5 il Sl iy g 53540 (05) s

B- U=wi s DPPH ) YA (e g el A3l clialitiee (e 3auSY) Cilabing Lol sy G
Sle Ll legd CHCl; 5 AcOEt ualiiudl &f caroténe
LS e U gale Bl Legaal ACOET 5 N-BUOH ralivivaall o geiliall < el | L i€l (ga g1 53l il

saliaa 53S0 Baliae 5 )8 Led A 5 paall &5l () Jasdl 138y sal 3l s ) gaall 0l HLiaY) @yl
Cligdaill gl )3 (Baan Sy 5 5200 3alias 5 il yall 5aliae ol sal HaaeS Lt salaiuY) (S 5 L oSill
Gadlal)

Clabiae Ll ol 55 cly sl 658 Saccocalyx satureioides ,Lamiaceae @ Axalidal) cilalsl)
bzl o 55l o N Adlda | L Sl sliadl) Bl sausY)

251

N
—






