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RESUME

Résumé

Les differents extraits de trois especes du genre Zygophyllum (Z. album, Z.cornutum et Z.
gaetulum.) ont été obtenus aprés macération puis extraction liquide-liquide en utilisant des
solvants de polarités croissantes. Les phases ainsi obtenues ont été testées de leurs contenus
en composés phénoliques, flavonoides et tanins en utilisant des méthodes colorimétriques.
L’activit¢ antioxydante des difféerents extraits a été évaluée par trois méthodes a savoir les
méthodes de réduction de fer, DPPH et phosphomolybdate. Les résultats obtenus indiquent
que ces plantes contiennent des quantites modérées de phenols totaux et flavonoides et
pauvres en tanins. Les phases aqueuses résiduelles et les phases butanoliques sont plus riches
que les phases chloroformiques et acétates d’éthyles. Par contre, ces plantes ont montré une
bonne activité antioxydante, tous les extraits montrent une activit¢ réductrice de fer et de
molybdates meilleure que les standards BHA, BHT et acide gallique, les phases aqueuses
résiduelles et les phases butanoliques possédent les plus fortes activités réductrices de fer et
de molybdates. Tous les extraits ont une bonne activité antiradicalaire ou les phases

chloroformiques ont la meilleure activité inhibitrice du radical stable DPPH.

Afin d’étudier les métabolites secondaires de Z. gaetulum, on a procédé a la macération,
extraction, separation et purification en faisant appel aux difféerentes techniques
chromatographiques a savoir CCM, CCMP, CC en utilisant comme phase stationnaire le gel
de silice, ODS C-18 et sephadex LH-20, et HPLC RP-18. L’identification structurale des
composés ainsi obtenus a été assurée par des méthodes spectroscopiques RMN 1D et 2D, ce
qui a permis d’identifier 23 composés, dont six composés phénoliques (un flavonoide, deux
acides phénoliques, trois lignanes) et 17 composés triterpéniques (un lupane, deux stérols,

quatorze tritrpénes pentacycliques).

Mots clés : Zygophyllum, triterpénoide saponine, composé phénolique, lignane, activité

antioxydante.



ABSTRACT

Abstract

Different extracts of three species of the genus Zygophyllum (Z. album,
Z.cornutum and Z. gaetulum) were obtained after maceration then liquid-liquid
extraction using solvent with increasing polarity. The obtained phases were tested
for their contents in phenolic compounds, flavonoids and tanins using colorimetric
methods. The antioxidant activity of the various extracts was evaluated by three
methods namely iron  reduction, DPPH and phosphomolybdate methods.  The
obtained results indicate that these plants contain moderate amounts of total phenols
and flavonoids and poor in tanins. Residual water and butanol layers are richer than
chloroform and ethyl acetate layers. On the other hand, these plants have shown
good antioxidant activity, all the extracts show a reducing activity of iron and
molybdate better than BHA, BHT and gallic acid standards, residual water and
butanol layers possess strongest activity of reducing iron and molybdate. All the
extracts have a good antiradical activity where the chloroform layers have the best
inhibition activity of stable radical DPPH.

In order to study the secondary metabolites of Z. gaetulum, we are preceded to the
maceration, extraction, separation and purification using the various
chromatographic techniques namely TLC, PTLC, CC using stationary phases silica
gel, ODS C-18 and Sephadex LH-20, and HPLC RP-18. The structural identification
of the compounds thus obtained was assured by 1D and 2D NMR spectroscopic
methods, which allowed wus to identify 23 compounds including six phenolic
compounds (one flavonoid, two phenolic acids, three lignans) and 17 triterpenic

compounds (one lupan, two sterols, fourteen pentacyclic tritrpenes).

Keywords: Zygophyllum, tritrpenoid saponin, phenolic compound, lignan, antioxidant

activity
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Introduction

Depuis 'antiquit¢ 'homme a utilisé les plantes dans tous les aspects de sa vie comme
nourriture, meédicament, vétements, lavage, etc. Le savoir de I'homme envers les
plantes médicinales et toxiques est employé avec intelligence jusqu’a aujourd’hui
méme chez les populations primitives, on cite le cas d’utilisation des fleches
empoisonnée pour chasser les animaux. L’accumulation des connaissances de I'usage
des plantes médicinales depuis des siecles est bien documentée, citons comme
exemple la médecine traditionnelle chinoise et indienne. En Afrique du Nord, a part la
civilisation ~ égyptienne, cette connaissance est plutdt beaucoup plus transmise

oralement que par voie écrite.

Jusqu’a aujourd’hui, les plantes médicinales présentent une source trés riche en
métabolites secondaires qui dépasse le nombre de 100.000 composes découverts [1].
Ces métabolites secondaires trouvent leur application dans le domaine de la
pharmacie et la médecine comme des molécules actives contre le diabéte,
I'hypertension et le cancer, dans I'agronomie comme antifongique et allélopathique,
dans T'industrie agroalimentaire et cosmétique comme antioxydant et conservateur. Le
plus étonnant c’est la monté de I'utilisation des extraits de plantes médicinales comme
médecine complémentaire malgré le grand développement dans le domaine de la

fabrication des médicaments.

Le Sahara couvre 84% de la superficie de I'Algéric. La flore saharienne est tres
pauvre si on compare le nombre d’espéces par rapport a I'énormité de sa surface, mais
trés variée dans sa composition systématique. Le Sahara algérien compte 650 especes
dont 162 espéces sont endémiques, I’endémisme représente environ 25% [2]. La
famille  Zygophyllaceae est typiquement saharienne, elle est représentée par une
trentaine d’espéces dont le tiers environ sont endémiques [2]. L’endémisme,
I'utilisation traditionnelle et le peu d’études concernant les espéces du genre

Zygophyllum nous ont conduits a focaliser notre étude sur ce genre.

La différenciation entre les espéces du genre Zygophyllum a été toujours
problématique, on trouve plusieurs classifications des Zygophyllaceae basées sur
differents criteres a savoir la forme morphologique, séquence ADN, caractéres

physiologiques et la chimiotaxonomie. Notre objectif est de connaitre la composition
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chimique de plantes du genre Zygophyllum, donc contribuée a ses classements
systématiques et d’autre part d’explorer de nouveaux métabolites secondaires ainsi
que d’établir une relation entre les activités biologique des plantes et les composés

responsables de ces activités.
Cette these comporte quatre chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la recherche bibliographique et botanique des
especes étudiées ainsi que les travaux antérieurs. Le deuxieme chapitre englobe
quelques métabolites secondaires en montrant la biosynthese, les classes et les intéréts

de chaque famille de composés.

Le troisieme chapitre comporte les travaux personnels sur le dosage des phénols
totaux, flavonoides et tanins ainsi que les activités antioxydantes par les méthodes de
réduction de fer, DPPH et molybdate des trois espéces Zygophyllum album, Z.

cornutum et Z. gaetulum.

Le quatriéme chapitre est réservé a la separation, purification et I'¢lucidation
structurale des composés isoles a partir des phases chloroformique, acétate d’éthyle et
butanolique de Z. gaetulum.
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I-1. Lafamille Zygophyllaceae

Cette famille comprend environ 25 genres et 500 espéces [3], mais d’apres des
¢tudes plus récentes, c’est une famille d’approximativement 27 genres et 285
especes[4]. Elle est représentée dans tous les continents, mais principalement dans les
régions arides, semi-arides et salines dans toutes les parties chaudes du monde, en
particulier dans les déserts saisonnierement secs, dans les régions tropicales et
subtropicales [3-6]. Ainsi au Sahara on observe 7 genres et 27 especes, les

Zygophyllaceae forment ainsi plus de 3% de la flore du désert Algérien [3].

Zygophyllaceae est une famille d’herbes, arbustes ou arbres, elle a des feuilles
stipulées trés polymorphes [2]. Les fleurs sont régulierement de type 5 a 10-15
étamines, et possédent un disque entre les étamines et le pistil[3]. Le fruit en genéral

capsulé loculicide ou septicide, se dissociant en coques, parfois bacciforme ou drupacé

2].

Il a été rapporté que la famille Zygophyllacea contient des flavonoides et alcaloides
[7]. Elle est parmi les rares familles qui produisent : stéroides et triterpénoides

saponines [5].

La taxonomie des Zygophyllaceae dans son ensemble a besoin d'une grande
révision, et un certain nombre d'articles ont été publiés dans ce but [7]. L’étude de cette
famille est particulierement délicate, les trois genres principaux: Fagonia,
Zygophyllum et Tribulus sont en effet des genres critiques, a nombreuses especes tres

voisines les unes des autres [3].

C’est une famille hétérogéne et des efforts ont été menés pour clarifier la position
systématique pour la plupart de ces membres a tous les niveaux de la famille [8]. Elle a

été placée par differents auteurs dans pas moins de cing ordres différents [6].

En utilisant les caractéres de fleurs, de fruits et de graines qui ont formé la base du
systetme d’Engler, ce dernier a divis¢ les Zygophyllaceae en sept sous familles (et un
certain nombre de tribus et sous-tribus) : Peganoideae, Nitrariodeae, Tetradiclidoideae,
Chitonioideae ~ (maintenant ~ Morkilloideae),  augeoideae,  Zygophylloideae et
Balanitoideae [6].
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Selon la classification de Sheahan et Chase, c’est approximativement une famille de
285 espéces sous-divisées en 5 sous-familles et 27 genres. Zygophylloideae est la sous-
famille la plus large de Zygophyllaceae et est constituée d’environ 180 espéces,
couramment regroupées dans quatre genres: Augea (monotypique), Tertaena

(monotypique), Fagonia (30 especes) et Zygophyllum (150 espéces).

Engler a sous-divisé le genre Zygophyllum en 17 sections, alors que Van Huyssteen
a proposé une classification de deux sous-genres et treize sections principalement en se

basant sur les caractéres des fruits et des filaments [4].
I-2. Le genre Zygophyllum

Le genre Zygophyllum est numériqguement le plus important de la famille, il
comprend une centaine d’especes du désert et des steppes du vieux monde. Ce sont
des buissons ramifies & feuilles opposees, pourvues d’une paire de folioles; celles-ci
tantot étroites et cylindriques, comme chez les especes nord-africaines, tantot aplaties

en raquettes chez beaucoup de types sud-africains ou asiatiques [2].

En Afrique, 20 espéces sont enregistrées dans la zone tropicale et environ 20
especes sont également connues dans le Sud et le Sud-Ouest [7]. Sept espéces en
Afriqgue du Nord, dont I'une Zygophyllum simplex est aisément reconnaissable a ses
feuilles simples et sa racine gréle, et les six autres étant par contre difficiles a
distinguer entre eux; leur morphologie est en effet trés analogue, les seuls caractéres
distinctifs valables reposent sur la forme de fruit, les échantillons sont a peu pres
toujours indéterminables et comme la forme de fruit se modifie sensiblement au cours
de son développement, les échantillons présentant des fruits immatures sont eux-
mémes d’une détermination délicate, il parait d’ailleurs exister de nombreux termes de

passage entre ces espéces, dont certaines sont probablement des hybrides [3].

Saleh et El Hadidi note que la chimie du Zygophyllum simplex est un peu différente
des autres especes du Zygophyllum [7]. Alors que Quezel a remarqué que la
détermination et lappréciation taxonomique exacte des espéces Zygophyllum
Algériens sont toujours délicates. Seuls les fruits fournissent des caractéres assez
valables [3], ainsi qu’il invitait & entamer de nouvelles études afin de régler ce

probleme mis en question.
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I-3. Description des especes étudiées

Notre travail est consacré aux trois especes répondues dans le Sud algérien, ces especes
sont Z. album, Z. cornutum et Z. gaetulum. Ces plantes sont des sous-arbrisseaux
vivaces, rarement plantes annuelles. Elles ont des feuilles a deux folioles et des fleurs

blanchatres axillaires 4-5 meres avec 10 étamines [2, 3]:

Z. cornutum Coss : La partie libre des carpelles étant recourbée
en crochets aussi longue que la partie soudée. Le fruit a une
forme cornue au sommet, assez gros, atteignant 15 a 20 mm.
Poussant dans les terrains gypseux des hauts plateaux et des

régions présahariennes, surtout en bordure des chotts.

Z. album L : Le fruit est dilaté en lobes au sommet, mais non
muni de cornes recourbées en crochets, une fois et demi plus
long que large, piriforme, régulierement dilaté depuis la base
jusqu’au sommet. Le pédoncule fructifere est bien plus court

que le fruit, la partie libre des carpelles sensiblement aussi

longue que la partie soudée. Cette espece est commune dans le

Sud tunisien, plus rare dans le Sud algérien : El Golea et lllizi.

Z. Gaetultum Emb. Et Maire : Le fruit est au moins deux fois plus
long que large, avec une partie inférieure tubuleuse et une partie
supérieure plus courte ainsi que brusquement dilatée. La plante
est répartie dans le Sud marocain : versant méridional de I'Atlas,

depuis la Daoura jusqu’a I’embouchure du Dra et au Tarfaya et le

Sud-ouest algérien : Tindouf.
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W

Z. vibum

Figure 1-1: Dessin de Z. album, Z. gaetulum et Z. cornutum [2]
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Figure 1-4 : Photo de Z. album (Ouargla, Avril 2013)
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I-4. Classification

Nous présentons ci-dessous la classification systématique des especes étudiées dans ce
travail [3]:

Régne : Plante

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Zygophyllales
Famille : Zygophyllaceae
Genre : Zygophyllum

Espece: Z. album L., Z. cotnutum Coss., Z. gaetulum Emb. & Maire,
I-5. Usage

Les populations locales ont depuis longtemps utilise les plantes dans de différents
domaines notamment comme des détergents, des remedes contre certaines maladies et

des ingrédients pour la cuisine.

Z. album est utilisé dans la médecine traditionnelle comme médicament actif contre le
rhumatisme, la goutte, Plasthme, Thypertension, la flatulence. 1l est diurétique,
anesthésique local et agent antidiabétique [9, 10]. Cette plante est utilisée aussi contre
les douleurs, pour calmer la soif, le soin des plaies, le traitement des caries et pour

laver les vétements et les cheveux [11].

Z. gaetulum est utilisé en médecine traditionnelle en tant que condiment, anti-
inflammatoire, antipyrétique, antidiabétique, antispasmodique et anti-eczéma [12-15].
Cette espéce est aussi utilisée pour le traitement des douleurs de I'estomac et du foie
[15, 16].

Z. Cornutum et Z. Geslini traditionnellement utilisés comme reméde empirique du
diabéte sucré [17, 18]. Il a été signalé que le jus de feuills de Z. simplex agit comme
un nettoyant pour la peau et il est utilisé pour le traitement des taches cornées sur la
peau [19].



CHAPITRE | ASPECTS BOTANIQUES ET RECHERCHES ANTERIEURES

Z. coccineum sert a nourrir les chameaux tandis que les graines sont utilisées comme
substitut du poivre. Les extraits de cette plante ont été utilisés en médecine
traditionnelle comme anthelminthique et diurétique. Les fruits ont également été
utilisés dans le traitement de diverses maladies telles que le diabéte, l'asthme, la goutte,
les rhumatismes et [hypertension. Une infusion de lextrait d'eau des feuilles est

utilisée comme antiseptique topique [20].

Le genre Guaiacum a une longue histoire dans I'utilisation par la société centre et sud-
américaine pour traiter les maladies inflammatoires et le cancer. Les extraits et la
résine des plantes de ce genre ont éte beaucoup utilises comme additif alimentaire [21].
Tribulus terrestris a été utilise dans la médecine traditionnelle contre I'impotence,
rhumatisme, cedéme, hypertension et Lithiase urinaire [22]. Cette plante est utilisée
aussi pour le traitement des troubles oculaire, pour promouvoir la circulation sanguine,
pour le traitement de la distension abdominale et la promotion de la circulation

sanguine pour éliminer la stase sanguine [23].
I-6. Activité biologique

Les especes du genre Zygophyllum sont tres utilisées par les populations locales pour
des raisons thérapeutiques, et cela a poussé les chercheurs a entamer des tests
biologiques.

L’extrait alcoolique de la plante Z. album peut étre hautement toxique pour les rats.
D’aprés le pourcentage calculé par extrapolation, la poudre brute de la plante est
toxique pour les moutons et cause une mortalité élevée, mais pour les humains il est
considéré comme légérement toxique [9]. L’extrait éthanolique ainsi que [Iextrait
aqueux présentent un pouvoir anti-hyper glycémique important ainsi qu’une activité
antioxydante sur les rats de laboratoires [24, 25]. Z. album peut étre utilisé dans le

développement des médicaments anti-obesité [9].

Des études réalisées auparavant sur Z. gaetulum ont confirmé ses activités
antipyrétiques, antidiabétiques, anti diarrhéiques et antispasmodiques [13]. La plante a
un potentiel intéressant comme nouvelle molécule anti-inflammatoire  [12, 14].
L’infusion des feulless de Z. gaetulum dévoile une bonne activite anti-hyper
glycémique et I'é¢tude de la toxicité montre qu’une haute dose de lextrait peut étre

administrée sans danger. Il a été constaté chez les volontaires non insulinodépendants
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que lextrait aqueux de cette plante était plus efficace que le glucophage retard
(biguanide) et aussi efficace que le glipizide (sulfonylurée). L'administration par voie
orale ou intra péritonéale de Z. gaetulum a des rats diabétiques induits par I'alloxane, a
diminué de maniere significative le taux de glycémie et a augmenté le taux plasmatique
d'insuline [16, 26, 27].

Les tests de Ilactivit¢ antimicrobienne et antifongique pour Z. geslini sont négatifs

par contre la plante a un pouvoir cytotoxique important [18].

Les résultats de Tactivit¢ cytotoxique du composé isolé a partir de Z. fabago
suggerent que ce composé peut inhiber efficacement la prolifération des cellules
humaines HCT-8 et A549 [28]. Ainsi, dans une deuxieme étude, des chercheurs ont pu
isoler trois composés a partir de Z. fabago dont les trois derniers peuvent inhiber
efficacement la prolifération des cellules humaines ECa-1009 ou les pourcentages
d’inhibition a 50 pg/ml étaient entre 54,10 et 80,27% [29].

Les extraits méthanoliques des racines et des feuilles ainsi que les composés purs
isolés a partir de trois espéces du genre Zygophyllum (Z. album, Z. dumosum et Z.
coccineum) possedent un effet inhibiteur puissant contre les deux champignons testés :
V. albo-atrum et F. oxysporum. Cette efficacité est due a la présence des dérivés de

'acide quinovique et du kaempférol [30].

Dans une ¢tude préliminaire, I'action hypoglycémiante de sommités du Zygophyllum
Cornutum a été confirmée chez le lapin par voie orale [17].

Dans une étude menée sur les rats, les résultats ont montré que l'extrait brut de la
plante Z. coccineum a produit une réduction dose-dépendante de la tension artérielle
[20]. Lactivite antifongique des composés isolés a partir de Z. coccineum a été étudiée
contre Colletotrichum acutatum, C. fragariae, C. gloeosporioides, Botrytis cinerea,
Phomopsis obscurans, P. viticola et Fusarium oxysporum et a été observée contre P.
viticola apres une exposition de 144 h. les composés isolés ont montré une inhibition
de la croissance fongique variant de 76,9% a 30 uM jusqu’a 31,5%, tandis que le
captan utilisé comme témoin a montré une inhibition de la croissance de 99,9%. Les
composés isolés ont ét¢é soumis a un essai biologique de [lactivité insecticide ou

seulement un composé présentait une mortalité significative de 90% et 80% a une
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concentration de 3,1 upug / 0,5 upuL contre A. aegypti et C. quinquefasciatus,

respectivement [31].

Les extraits ou les constituants de Larrea tridentata possedent des activités
antioxydantes, anti- HIV, antimicrobienne, inhibiteur d’enzyme, anti-tumeur et anti-
hyperglycémique [32].

I-7. Etudes phytochimiques précédentes et principaux métabolites

secondairesisolés de la famille Zygophyllaceae

L’investigation sur les travaux effectués sur les espéces de la famille Zygophyllaceae
révele la présence de : flavonoides, saponines, lignanes, tanins, alcaloides, terpenes et

huiles essentielles.

Jusqua la fin de siecle passé, les études chimiques concernant les especes du genre
Zygophyllum nord-africain demeurent fort rares, R. Paris et C. Perez ont entrepris
l'étude de Z. cornutum en 1958, on trouve seulement deux autres travaux datés de 2012
et 2013.

Le Z. album a fait 'objet de nombreuses études chimiques et biologiques dans les
derniéres années. En revanche, Le Z. album est une espéce trés peu étudiée par rapport

au nombre de publications consacrées aux autres especes ou familles.

Pour la plante Z. gaetulum, a notre connaissance, les travaux consacrés aux études

chimiques consistent en deux articles parus en 1998 et en 2001.

1-7-1. Flavonoides

Les flavonoides présents dans le genre Zygophyllum, Tribulus, Fagonia et Larrea
sont principalement des flavonols. Des aglycones : Kaempferol, Isorhamnetin,
Quercetin et Herbacetin. Des glycosides de types flavonol-3-O-glycoside ou la partie
glycosidique peut étre monosaccharide ou disaccharide constitué de glucose, galactose
et rhamnose. Les différentes structures flavoniques séparées a partir des especes de la

famille Zygophyllaceae sont illustrées dans les tableaux de I-1 a I-5.
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Tableau I-1 : Structures flavonoidiques a base d’isorhamnetin isolées de la famille
Zygophyllaceae

R-0O

OCHs

Composé Ry R, espece réf
Isorhamnetin H H Z. album [9]
Z.simplex [19]
Isorhamnetin -3-O- B-galalctopyranoside Gal H Z. album [8]
Z. album [8]
Isorhamnetin -3-O-B-glucopyranoside Gle H | Z simplex [19]
Z. dcumbens [7]
Fagonia
sinaica
F. cretica [33]
F. arabica [34]
Z. album [8, 35]
Isorhamnetin-3-0O-a-rhamnopyranoside- Z. decumbens [7]
(1—6)-O-pB-glucopyranoside Rh'—°Glc H [Z coccineum | [31]

(Isorhamnetin -3-O-rutinoside)

Z. aegyptium [36]

F. arabica [34]
Isorhamnetin-3-O- a -rhamnopyranoside- [8]
(1—6)-O- B —galactopyranoside Rh!—%Gal H | Z album
(Isorhamnetin -3-O-robinoside)
Isorhamnetin -3-O-B-glucopyranoside 7- [8]
O-a-rhamnopyranoside Gle Rh | Z simplex
6™-(2-E- butenoyl)- isorhamnetin -3 -O- 6-2-E- H | Z simplex [19]
glucopyranoside butenoyl- Glc
Isorhamnetin -3,7- di- O-f- F. sinaica [33]
lucopyranoside F. cretica
JHEoRY Glc Glc F. tenuifolia
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Isorhamnetin 3-O-(6""-O-E-p-coumaroyl)- 6’ -O-E-p- H Tribulus [37]
f -D-glucopyranoside coumaroyl-Glc alatus
Tableau I-2 : Structures flavonoidiques a base de Quercetin isolées de la famille
Zygophyllaceae
OH
compose R, espece réf
Quercetin H Z. simplex [8]
Z. album [9]
Quercetin-3-O- B-glucopyranoside H F. sinaica [33]
F. cretica
T. alatus [37]
Z. decumbens [7]
Quercetin-3-O-rutinoside (rutine) Rh'—5Glc H T. terrestris [38]
F. cretica [33]
F. tenuifolia
Quercetin-3,7-di- O-p- Glc F. cretica [33]
glucopyranoside F. tenuifolia
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Tableau 1-3 : Structures flavonoidiques a base de Kaempferol isolées de la famille
Zygophyllacea

composé R espece réf
Kaempferol H Z. album [9]
Z. album [35]
Kaempferol-3-O-rutinoside Rh'—°Glc
z. simplex [19]
Z.melongena [39]
Kaempferol-3-O-B-glucopyranoside Glc F. sinaica [33]
(astragalin) F. cretica
T. alatus [37]
Kaempferol 3-O-(3"",6’’-di-O-E-p- 37,6 ’-di-E-p-coumaroyl-Glc T. alatus [37]
coumaroyl) B-D-glucopyranoside
Kaempferol 3-0-3"’-O-E-p-coumaroyl)- 3"’-E-p-coumaroyl-Glc T. alatus [37]
-D-glucopyranoside
Kaempferol-3-methyl ether CH; Larrea [32]
isokempferi .
(isokempferide) tridentata
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Tableau 1-4 : Différentes structures de flavonoides de types herbacetin isolées a partir

de la famille Zygophyllaceae

Composé R, R, R, R, Rs espece | réf
Herbacetin 3,8,4°- trimet CH; H CH; CH; H
--hylether
5,74 -trihydroxy-3,8,3’- CH, H CH, H | OCH; L.
trimethoxyflavone trident | [32]
574 -trihydroxy-3,8-di - CH,4 H CH; H H ata
-methoxyflavone
Herbacetin 8-rutinoside H H Rh*—°Glc H H
Herbacetin 8-methyl Rh'—°Glc H CH, H H
ether 3-rutinoside
herbacetin herbacetin 8- F.

. H .

methyl ether 3 7 —di-O- Glc Glc CH, H H | arabic | [34]
B-glucopyranoside a
herbacetin herbacetin 8-
methyl ether 3- Rh'—=°Glc | Glc CH H H

rutinoside ,7-O- B-

glucoside
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Tableau 1-5 : Différentes structures de flavonoides isolées a partir de Zygophyllaceae
(Larrea tridentata)

H,CO

Composé Ry R2 Rs3 R4 Reéf
apigenin-7-methylether H H OH H
apigenin-7,4 -dimethylether H H OCHs H
kaempferol-3,7-dimethylether OCH; H OH H [40]
herbacetin-3,7-dimethylether OCHjs OH OH H
ayanin OCHs H OCHs OH [41]

Composeé Ry R, R3 Réf
(S)-4°,5-dihydroxy-7-methoxyflavanone H OCHjs H [42]
naringenin H OH H [40]
3’-O-methyltaxifolin OH OH OCHs
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Les triterpénoides sont les principaux constituants de la famille Zygophyllaceae, ils
sont présents comme des dérivés glycosylés de I'acide quinovique dans le genre
Zygophyllum, dont le sucre est positionné en 3,27 et 28 de la génine, dans le cas d’un
monodesmoside seulement une position est substituée par un ou plusieurs oses dans le

cas d’un bidesmoside deux positions sont substituées 3,27 et/ou 28.

Le genre tribulus produit des stéroides glycosylés de type furostane, chlestane et
spirostane qui sont typique de ce genre [37]. Fagonia et Larrea produisent des dérivés
glycosylés de T'acide oléanolique. Guaiacum et encore larrea produisent I'acide 30-

noroleanaoique.

Tableau 1-6 : Structures triterpéniques a base de quinovic acid (C-28

Substitue) isolées de la famille Zygophyllaceae

Les différentes structures des triterpénoides isolées de la famille
Zygophyllaceae sont regroupées dans les tableaux I-6 jusqu’a 1-18.

R;0

29

30

Compose espece ref
quinovic acid Z. fobago [29, 43]
Z. album [35]
Z.cornutum [44]
Z. coccineum [45]
3-O-B-D-quinovopyranoside quinovic Qui Z. dumosum [46]
acid Z. propinquum [47]
Z.fabago [29]
Z. aegyptium [36]
3-O-B-D-rhamnopyranoside quinovic Rh Z. simplex [19]
acid
Z. album [9]
Z.fabago [29]
3-O-B-D-glucopyranoside quinovic acid Glc Z.coccineum | [31, 45]
Z. aegyptium [36]
Z. melongena [39]
3-0-B-D-2-0O-sulfonyl-quinovopyranos- Z. propinquum 48]
-ide quinovic acid (Zygophyloside D) 2-0-S0O;5-Qui Z.coccineum | [31, 45]
Z. aegyptium [36]
3-0-B-D-2-O-sulfonylglucopyranoside Z. coccineum [31]
quinovic acid 2-0-S0,-Glc Z.cornutum [44]
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Z. geslini [49]
3-O-B-D-quinovopyranoside quinovic Z. geslini [49]
acid 28-O- B-D-glucopyranoside ester Qui Glc Z. album [35]
Z.cornutum [44]
Z.coccineum | [31, 45]
3,28-0-B-D-di-quinovopyranos ide Qui Qui Z. album [35]
quinovic acid ester
Z. gaetulum [15, 50]
Z.coccineum | [31, 45]
3,28-0O-B-D-di-glucopyranoside Glc Glc Z. dumosum [45]
quinovic acid ester Z.fabago [43]
Z. melongena [39]
28-0-B-D-glucopyranoside 2— 1 H Glc'—°Glc | Z. album [35]
glucopyranoside quinovic acid ester
3-O- B-D-glucopyranoside (2— 1) Rh*—* Glc H Z. album [51]
rhamnopyranoside quinovic acid
3-O- B-D-quinovopyranoside (3—1) - 3 H Z. album
-D- xylopyranoside quinovic acid Xyl *-'Qui [35]
quinovic acid 28-O-B-D- H Z. album [51]
glucopyranosyide (1—2) Glc '—?* Glc
glucopyranoside ester
3-O- a-L-arabinopyranoside (1— 2) - H Z.coccineum | [31, 45]
D quinovopyranoside quinovic acid Ara '—? Qui
Z. propinquum [47]
3-O- a-L-arabinopyranoside (1— 2) - Ara “—° Glc H Z.coccineum [31]
D glucopyranoside quinovic acid
3-0- a-L-arabinopyranoside (1— 2) B- Ara *—* Glc Glc Z. geslini [52]
D glucopyranoside quinovic acid 28-O-
-D-glucopyranoside ester
Z. propinquum [48]
Z. geslini [52]
3-0-B-D-2-O-sulfonylquinovopranoside Z. gaetulum [15, 50]
quinovic acid 28-O- B-D- SO;H-Qui Glc Z.cornutum [44]
glucopyranoside ester (Zygophyloside Z. coccineum [31]
E) Z. dumosum [45]
Z.fabago [43]
Z. geslini [52]
3-0O-B-D-2-0- sulfonylglucopyranoside Z.coccineum [45]
quinovic acid 28-O- B-D- SO;H- Glc Glc Z. dumosum [45]
glucopyranoside ester (Zygophyloside Z. gaetulum [15, 50]
G) Z.cornutum [44]
Z. geslini [52]
3-O- a-L-arabinopyranoside (1— 2) - .
D quinovopyranospi?j/e quinoviE: acid) ZBB- Ara -2 Qui Gle Z.coccineum | [31, 45]
O-B-D-glucopyranoside ester 7 dumosum [45]
(Zygophyloside H)
Z.cornutum [44]
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Tableau 1-7 : Structures triterpéniques a base de quinovic acid (C-27
Subsitué) isolées de la famille Zygophyllaceae

30

29

composé R, R, espece réf
3-O-B-D-glucopyranoside  quinovic  acid Glc Qui Z.dumosum | [46]
27-O- B-D-quinovopyranoside ester Z [47]
propinquum
quinovic acid 27-O- B-D- glucopyranoside H Glc*—°Glc | Z. album [51]
(1—2) B-D- glucopyranoside
3-O- a-L-arabinopyranoside (1—2) B-D Z. [53]
quinovopyranoside quinovic acid 27-O-B- | Ara'—’Qui Gle propinquum
D- glucopyranoside ester (Zygophyloside
)
Z.coccineum
3-O-B-D-2-O-sulfonylquinovopyranoside
quinovic acid 27-O- B-D-glucopyranoside | 2-O-SO3H- Glc Z. album [46]
ester (Zygophyloside F) Qui
Z. dumosum
Tableau 1-8 : Structures triterpéniques a base d’olenolic acid isolées de la
famille Zygophyllaceae
R,0
Composé R; R; | Rs espece réf
14-decarboxy 3p3-O-p-D-quinovopyranoside [51]
1—4 quinovopyranoside quinovic acid Qui'—* Qui H | H | Zalbum
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3-0O-B-D-2—0-SO;H-arabinopyranoside SO;H-Ara H | OH [54]
pomolic acid (Zygoeichwaloside G)
3- O-B-D-2-0-SO;H-arabinopyranoside SOz;H-Ara Glc | OH [55]
pomolic acid 28- O-f-D-Glccopyranoside
ester (Zygoeichwaloside H)
3- O-B-D-2-0-SO;H-galactopyranoside SO;H- Gal Glc | OH [56]
pomolic acid 28- O-B-D-glucopyranoside ester
(Zygoeichwaloside 1)
3- O-p-D-2-0-SO;H-glucopyranoside SOz;H- Glc Glc | OH [55]
pomolic acid 28- O-B-D-glucopyranoside ester
(Zygoeichwaloside K)
3-O-B-D-arabinopyranoside pomolic acid 28- Ara Glc [OH | Z -
O-B-D-glucopyranoside ester (Ziyu-Glycoside eichwaldii
1)
3-O-p-D-arabinopyranoside pomolic acid Ara OH [56]
(Ziyu-Glycoside 1)
3- O-[ B D-glucopyranoside-(1—3)-a-L- F. indica [57]
arabinopyranoside ] -ursolic acid-28-O-[ p-D- | Glc '—°® Ara H
glucopyranoside] ester
3-O- B -D-xylopyranoside (1—2)-[ a-D- F.arabica | [58]
glucopyranoside (1—3)] a -L- Xyl (*—?) Glc H
arabinopyranoside ursolic acid 28-O- B -D- (*=°) Ara
glucopyranoside
3-O-[ B D-glucopyranoside-(1—2)-a-L- F. indica [57]
arabinopyranoside -(1—3)-a-L- arabino -- Glc '—? Ara H
pyranoside ] ursolic acid-28-O-[ p D- '3 Ara
glucopyranoside] ester (indicasaponin A)
Tableau 1-9 : Structures triterpéniques a base de -urs20-en-28-oic acid isolées
de la famille Zygophyllaceae
29 R
L OR,
3 27
R,0 1
Composé R; R, espece réf

3B-3-6-Deoxy-a-L-mannopyranoside 6-Deoxy-Man 2-O-
(1—-2)-o-L-arabinopyranoside-(1—2)-B- D-| (*—°) Ara (*—?) SO3H-
glucopyranurosonide-oxy-urs-20-en  -28-oic Glu Ac Glc Z. geslini
acid 28-(2-O-Sulfo- B -D-glucopyranoside)
Ester
(3 B)-3-[(2-O-Sulfo- B -D-glucopyran-- 2-0-SO;H- Glu Ac 2-O- Z. geslini [52]
uroside)oxy]urs-20-en-28-oic Acid 28-(2-O- SO;zH-
Sulfo- B -D-glucopyranoside] Glc

21




CHAPITRE |

ASPECTS BOTANIQUES ET RECHERCHES ANTERIEURES

3B-0-a -l-rhamanopyranoside-(1—2)-a -L-
arabinopyranoside-(1—2)-B-D- Rh!'—? Ara '—? Glc Z.gaetulum | [15,
glucopyranoside] urs-20-en-28-oic acid 28- Glc 50]
O- B -d-glucopyranoside Ester
(Zygophyloside L) Z.dumosum | [59]
33-0-a -l-rhamanopyranoside-(1—2)-a. -I-
arabinopyranoside-(1—2)- B -d- Rh'—? Ara '—? 2-0- Z.gaetulum | [15,
glucopyranoside] urs-20-en-28-oic acid 28- Glc SO;H- 50]
O- B -D -2-O-Sulfonyl-glucopyranoside Glc
Ester (Zygophyloside 1)
Tableau 1-10 : Structures triterpéniques a base norolean-12,20(29)-dien-28-oic acid
isolées de la famille Zygophyllaceae
OR,
23 24

Composé R, R, espece réf
3-O-[a-L-rhamnopyranoside( 1—2) o - L-
arabinopyranosyl (3—1) B -D-glucopyranoside]-3-O- | Rh'—? Ara *—' H
norolean -12,20(29)-dien-28-oic acid (guaiacin C) Glc
3-0-[a-L-rhamnopyranoside( 1—2) o - L-arabinopyr
-anosyl (3—1) p -D-glucopyranoside]-3-O-norolean- | Rh;—” Ara®—' | Glc
12,20(29)-dien-28-oic acid 28-O-B-D- Glc Guaiacu | [60]
glucopyranoside ester (guaiacin D) m
3-O-[B-D-glucopyranoside (1—2) a.- L- Officina
arabinopyranoside (3—1) B -D-glucopyranoside]-3- Glc *->?Ara®>' | Gl |le
O-norolean-12,20(29)-dien-28-oic acid 28-O-B-D- Glc
glucopyranoside ester (guaiacin E)
3-O-[a-L-rhamnopyranoside(1—3) o -L-
rhamnopyranosyl (1—2) o -L-arabinopyranoside Rh'—® Rh'—? Gle
(3—1) B -glucopyranoside]-30-nor-olean-12,20(29)- Ara3>' Glc '5% | G.Offici | [61]
dien-28-oic acid-28-O-  -D-glucopyranoside(1—6) Glc | nale
B-D-glucopyranoside ester (guaianin F)
3 B -hydroxy-30-noroleana- 12,20(29)-dien-28-oic H Glc
acid g D-glucopyranoside ester
3-](O- B D-glucopyranoside-(1—3)- a -L- Glc
arabinopyranoside)oxy]30-noroleana-12,20( 29)- Glc '—?% Ara
dien-28-oic acid B D-glucopyranoside ester (guaiacin L.
A) Tridenta
3-[( o -L-arabinopyranoside)oxy]-30-noroleana-12 Ara Glc |ta
,20 (29) -dien-28-oic acid 3 D-glucopyranoside ester
3-[(O-(3-O-acetyl- p D-glucopyranoside)(1—3) o - 3-O-acetyl- Glc Glc
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L-arabinopyranoside)oxy]-30-noroleana-12,20(29)- '—° Ara
dien28-oic acid B D-glucopyranoside ester
3-[(O-(6-O-acetyl- p-D-glucopyranoside)-(1—3) o - 3-O-acetyl- Glc Glc
L-arabinopyranoside)oxy]-30- noroleana 12,20(29) - '3 Ara
dien-28-oic acid  D-glucopyranoside ester [62]
3-[(O-(4-O-sulfo- B D-glucopyranoside)-(1—3) a -L- L.
arabinopyranoside)oxy]-30-noroleana12,20( 29)- 4-0-SO;Na-Glc Glc | Tridenta
dien-28-oic acid p D-glucopyranoside ester sodium '3 Ara ta
salt
3-[(O-(4-O-sulfo B D-glucopyranoside)-(1—3)-O-[ a
-L-rhamnopyranoside-(1—2)]- a —L-arabinopyra -- 4-0-SO;Na-Glc Glc
nosyl)oxy]-30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oic acid | '—° Rh'—® Ara
B D-glucopyranoside ester sodium salt
3-[(O a -L-rhamnopyranoside(1—2) a -L-arabinopy
-ranosyl)oxy]-30-noroleana-12,20(29)-dien28-oic Rh'—’ Ara Gle
acid p D-glucopyranoside ester (guaianin A2)
3-[(O- B -D-glucopyranoside-(1—3)-O-[a-L-rhamn -
opyranoside-(1—2)] o -L-arabinopyranoside)oxy]-30 | Glc '—°® Rh'*—? H
-noroleana-12,20(29)dien-28-oic acid (guaiacin C) Ara
3-[(O- B - D-glucopyranoside-(1—3)-O-[ a -L-
rhamnopyranoside-(1—2)]- o —L-arabinopyranoside | Glc '—°Rh'—* | Glc
) oxy]-30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oic acid § D- Ara
glucopyranoside ester (guaiacin D).
3-O-([ a L-rhamnopyranoside(1—3)-a-L-
rhamnopyranosyl(1 —2)]- a -L-arabinopyranoside Rh'—*®Rh H
(3—1) [R-D-glucopyranoside])-30-norolean- 12 Ara ! Gle
12,20(29)dien-28-oic acid ( guaianin D) G. [63]
3-O-[a-L-rhamnopyranoside (1 —3)-R-D-glucopyra officinal
nosyl(1—3)-a-L-arabinopyrano syl]-30-norolean- Rh'=*Glc'-® | Gl e
12,20-(29) dienoate 28 o -D-glucopyranoside ( Ara
guaianin B)
Tableau I-11 : Structures triterpéniques a base d’oleanic acid isolées de la famille
Zygophyllaceae
29 S 30
OR4
R,0
Composé R R» R3 espéce | réf

3-O-[ BD-glucopyranoside (1—2)-
o -L-arabinopyranoside] Glc *>% Ara | CHjs Gle

hederagenin 28-O- 3 -D-
glucopyranoside ester
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3-O-[ p —D-glucopyranoside
(1—>2)- o L-arabinopyranoside] 27- | Glc -2 Ara | CH,OH | Glc '—° Glc | F.cretic | [64]
hydroxy oleanolic acid 28-O-[f - a
D-glucopyranoside (1—6)- 3 -D-
glucopyranosyl] ester
3B-O-[ B D-glucopyranoside
(1—2)- o -L-arabinopyranoside] Glc '->2Ara | CHO Glc *-° Gle
olean-12-en-27-al-28-oic acid 28-
O-[ B -D-glucopyranoside (1—6)-
B D-glucopyranoside] ester.
3-O- B -D-xylopyranoside (1—2)-[ F.arabi | [58]
B -D-glucopyranoside (1—3)]- a- | Xyl *»®Glc | CH,OH Glc ca
L-arabinopyranoside 27-hydroxy 12 Ara
oleanolic acid, 28-O- B -D-
glucopyranoside
Tableau 1-12 :Différentes structures triterpéniques a base de olean-12-ene28,29- dioic
acid isolées de la famille Zygophyllaceae (L. Tridentata) [62]
\\COOH
20\ 39
OR,
R,0 Z
SH
Composé R1 R>

3-[( B-D-xylopyranoside)oxyJolean-12-ene28,29-dioic acid 28- B - Xyl Glc
D-glucopyranoside ester
3-[(O- B -D-glucopyranoside-(1—3)- B D- Glc *—° Xyl H
xylopyranoside)oxy]olean-12-ene-28,29-dioic acid
3-[( p D-xylopyranoside)oxy]olean-12-ene28,29-dioic acid Xyl H
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Tableau 1-13 : Structures triterpéniques a base d’acide olénolique isolées de la
famille Zygophyllaceae

29 \\\\\\ 30

Composé R, R, espece | réf
3-0-B-D-quinovopyranoside 27-nor-oléanolic Z [15,
acid 28-O-B-D-glucopyranoside ester Qui Glc gaetulu | 50]
(Zygophyloside M) m
3-[(O-(4-O-sulfo- B D-glucopyranoside)-(1—3)- 4-O SO3z;Na Glc Glc
a -L-arabinopyranoside)oxy]olean-12-en-28-oic '3 Gle
acid B D-glucopyranoside ester sodium salt
3-[(O- B D-glucopyranoside-(1—3)-2-O-suffo-a- | Glc (*—°) 2-O- Glc
L- arabinopyranoside)oxy]olean-12-en-28-oic SO;z;Na Ara
acid B D-glucopyranoside ester sodium salt L [62]
3-[(O- p D-glucopyranoside-(1—3)a-L- Tridenta
arabinopyranosyl)oxy]olean-12-en-28-oic acid Glc '—* Arab H ta
(guaianin N)

3-[(O- B D-glucopyranoside-(1—3) o -L-

arabinopyranoside)oxyJolean-12-en-28-oic Glc '=°® Ara Glc = [57]
acid B-D-glucopyranoside ester (guaiacin B) indica

3-[(O- B D-xylopyranoside-(1—3)- B -D- [62]
glucuronopyranoside)oxy]olean-12-en-28-oic Xyl *—° Glc Glc

acid B D-glucopyranoside ester (quinoside D)

3-[(O- B D-glucopyranoside-(1—3)-O-[a -L-

rhamnopyranoside-(1—2)]-a-L- Glc *—° Rha H

arabinopyranoside) oxy]olean-12-en-28-oic acid ( ' 2 Ara

patriniaglycoside B-II) L.

3-[(O- B D-glucopyranoside-(1—3)-O-[a. -L- Tridenta
rhamnopyranoside-(1—2)] a-L- Glc '—® Rha Gle ta [62]
arabinopyranoside) oxy]olean-12-en-28-oic acid 1% Ara

B D-glucopyranoside ester ( nudicaucin C)

3-[(O- B D-glucopyranoside-(1—3)-O-[a-L-

rhamnopyranoside-(1—2)]- o -L- Glc '-*Rha | Glc '—-° Glc

arabinopyranoside )oxy]olean-12-en-28-oic acid ' >%Ara

O- B -D-glucopyranoside-(1—6)- B D-

glucopyranoside ester ( mateglycoside A)

3-O-[ B -D-glucopyranoside (1—2)- a. L- F. [64]
arabinopyranoside] oleanolic acid 28-O-[ B -D- Arab'—* Glc | Glc '—° Glc | cretica

glucopyranoside (1—6)- 3 -D-glucopyranoside]
ester
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oleanolic acid-3-O-6'-O-methyl-  -D- 6'-O-CH; Glu H

glucuronopyranoside Ac F.

oleanolic acid 3-O- o -L-rhamnopyranoside (1— 6'-O-CH; Gluc H mollis [65]
3)- 6'-O-methyl- p —O- glucuronopyranoside ac '—° Rh

oleanolic acid 3-O- a -L-rhamnopyranoside 6'-O-CHj; Gluc Glc

(1—3)-6'-0O-methyl- B -O- glucuronopyranoside Ac '>?Rh

28-O- B -D-glucopyranoside

3-O- B -D-xylopyranoside (1—2)-[ B -D-glucopyr Xyl *—* Glc Glc

-anosyl(1—3)] « -L-arabinopyranoside oleanolic '3 Ara

acid 28-O-  -D-glucopyranoside

3-O- B -D-glucopyranoside (I—2)-[ B -D- Glc "—* Glc Glc

glucopyr --anosyl(1—3)]- a -L-arabinopyranoside 153 Ara F.

oleanolic acid 28-O- 3 -D-glucopyranoside arabica | [58]
3-O- B -D-xylopyranoside (1—2)-[ B -D-glucopyr | Xyl *—* Glc H

-ano syl (1—3)]- a. - L-arabinopyranoside '% Ara

leanolic acid

3-O- B -D-glucopyranoside (1—2)-[ B -D- Glc *—* Glc H
glucopyranoside(1—3)]- o -L- arabinopyranoside '3 Ara

oleanolic acid

3-O-( B-D-glucuronopyranoside acid)-oleanolic Gluc ac H

acid G.
R-D-glucopyranoside 3-O-[a-L- officinal | [63]
rhamnopyranoside (1—3) -R-D-glucopyranoside Rh' —° Glc Glc e

(1—3)- a -L-arabinopyranoside]-oleanolate '3 Ara

(guaianin C)

3-O-[ B -D-glucopyranoside-(1—2)]-[ a-L- F.
arabinopyranoside-(1—3)] o L- Glc'—? Ara'—* Gle indica | [57]
arabinopyranoside- oleanolic acid-28-O-[  -D- Ara

glucopyranoside] ester (indicasaponin B)

3-O-[ a -L-rhamnopyranoside(l—3) o -L-

rhamnopyranoside (1—2) a—L- Rh'—? Rh!-? G.
arabinopyranoside(3—1) p-D- Ara’—'Glc | Glc '-° Glc | officinal | [61]
glucopyranoside]oleanolic acid-28-O-[  -D- e
glucopyranoside(1—6) B -D-glucopyranoside]

ester (guaianin G)

3-O- B -D-glucopyranoside (1—2) a -L- G.
arabinopyranosyl (3—1) p -D-glucopyranoside] Glc '—? Ara Gle officinal | [60]
oleanolic acid-28-O-p-D-glucopyranoside] ester. > Gle e

(guaiacin F)
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Tableau 1-14 : Différentes structures triterpéniques a base de pyrocincholate isolées de
la famille Zygophyllaceae (Z. fabago) [29]

Composé R
3-0-B-D-quinovopyranoside pyrocincholate Qui
3-0-pB-D-glucopyranoside pyrocincholate Glc

Tableau 1-15 : Différentes structures triterpéniques a base de spirostane isolees de la

famille  Zygophyllaceae

>

N

N
:\\

Composé

R:

R,

espece

réf

tribulosin

Xyl *—=° Xyl
1_)2 (GIC) l_)4
Rh ‘-2 (Gal)

T.
terrestris

[66]

Desgalactotigonin

Glc *—°
Xyl'—=* (Glc)
1% Gal

F-gitonin

Glc *—°
Xyl'—?* (Glc)
' Gal

OH

Desglucolanatigonin

Gal *—°
Xyl'—=* (Glc)
1% Gal

Gitonin

Gal *—°
Xyll—>3 (Glec)
1% Gal

OH

Tigogenin 3-O-B-D- xylopyranoside (1—2) - [B-D-

Xyl —* Xyl

T.
terrestris

[67]

[23,
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xylopyranoside(1—3)]-B-D-glucopyranoside ~ (1—4)- | *—" (Glc) "—" 67]
[o-L-rhamnopyranoside (1-2)] -p-D- | Rh'—? (Gal)

galactopyranoside

(25R,S)- 5a - spirostan- 3 B- ol - 3-O-B-D- Gal *—° Glc H

galactopyranoside (1—2)-B-D- glucopyranosyl *—* Gal

(1—4)-B-D- galactopyranoside (Terrestrosin A) T. )
(25R,S)-5 o -spirostane-20,33 -diok3-O B - D-| Gal'—’Glc | OH | terrestris
galactopyranoside ( 1—2)- B - D-glucopyranoside '~ Gal [67]

(1—4)- B - D-galactopyranoside (Terrestrosin E)

(25R,S)-5a-spirostan-3-B-ol-3-O-B-D-glucopyranoside Glc *—" Rh H
(1-4)-[ a-L- rhamnopyranosyl(1—2)]- B - D- L% (Gal)
galactopyranoside, (Terrestrosin B)

(25S)-5 a -spirostan-3 B -ol-3-O- B D- Gal "=~ H
galactopyranoside-(12)-O-[ B D-glucopyranoside- [Gle(*—%)]

(1—3)]0- B D-glucopyranoside-(1—4)- B -D- Gl '—* Gal

galactopyranoside.

(255)-5a-spirostan-2 a,3 B -diol-3-O- B Gal '—7 OH | T- alatus | [37]
Dgalactopyranoside-(1—2)-O-[ B D-glucopyranoside- [G|Cl(l—4>3)]

(1—3)]-0 B D-glucopyranoside-(1—4)- B -D- Glec “—" Gal

galactopyranoside

Z
2
A
2
2
2

o

N Y,
Z,

$ %,

RO
Composé R espece réf
tribestin Rh*—* (4-OSO;NA) - Glc
[66]
diosgenin-3-O-a-L-rhamnopyranoside (1 | Rh*—"Glc 1 [22]
—4)-B-D-glucopyranoside T. terrestris
dioscin Rh*—" Rh1—* (Glc) [22, 66]

Z
Z
2
2

(@]
0 $ “,
S K
RO
Composé R espece réf
(25R,S)-5a-spirostan-12-on-3 B-ol-3-O- B -D- Gal *—* Glc *—*
galactopyranoside (1—2)- B -O- Gal
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glucopyranoside(1—4)- B -D-galactopyranoside, [67]
(terrestrosin C)
hecogenin 3-O- B -D-galactopyranoside(1—2)-[ B | Gal *—* X}/Il—>d
-D-xylopyranoside(1—3)]- p -D- (Gle) '—* Gal [23, 67]
glucopyranoside(l—4)- B-D-galactopyranoside
(terrestrosin D)
becogenin 3-O-B-D-glucopyranoside (1—4)- Glc *—* Gal [68]
galactopyranoside _
hecogenin-3-O- B D-glucopyranoside (1—2)-[B - Glc "—°[ Xyl T. terrestris [23]
D-xylopyranoside (1—3)]- B D-glucopyranoside 1-3] Gle '—*
(1—4)- B -D-galactopyranoside Gal
hecogenin-3-O B D-xylopyranoside(1—2)-[ B -D- XyF—*- [23]
xylopyranoside (1—3)]- B -D-glucopyranoside- | [z(yll—f]—zGlc
(1—4)[aL-rhamnopyranoside (1—2)]- B -D- —" [Rh"'—7] Gal
galactopyranoside
Tableau 1-16 : Stéroides saponines de types furostane isolés de la famille
Zygophyllaceae
%, o :
RO
Composé R espéce ref
protodioscin Rh *>* Rh =2 (Glc) T. terrestris | [38]
prototribestin Rh *=>?, 0SO;NA->" (Glc)
RO
pseudoprotodioscin Rh*>*Rh*>?(Glc) T. terrestris | [38]
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O
26-0- B D-glucopyranoside-(25S) furostan-4(5),20(22)-diene- T. terrestris [23]
3,12-dione

% & :
Composé R; R; espece Réf
26-O- B D-glucopyranoside-(25S)-5a- furost-- OH Xyl *—?
ane-3 B,22a,26-triol-3-O- B D-xylopyranosyl [XyF'—?] Glc *
(1—3)-[ B -D-xylopyranoside(1—2)]- B -D- —*[Rh'>?]
glucopyranoside (1— 4)-[ o L-rhamnopyranosyl Gal
(1—2)]- B -D-galactopyranoside
26-O- B D-glucopyranoside-(25S)-5 a - OMe | XyF="XyT" T [23]
furostane-22 o -methoxy3 B, 26-diol-3-O- B D- —°1Gle '>'[RN | torrestris
. . 1 2

xylopyranoside(1—3)-[ B -D-xylopyranoside —°] Gal
(1—2)]- B -D-glucopyranoside(1—4)-[ o L-
rhamnopyranoside (1—2)]- B-D-
galactopyranoside
(255)-26-O- B -D-glucopyranoside-5 o - OH [Gal(—)[Gk
furostan-3p,22a,26-triol-3-O-B—D- (=Gl
galactopyranoside-(1—2)-O-[ B-D- (- Gal
glucopyranoside- -(1—3)]-OB D-
glucopyranoside-(1—4)- B -D- T.alatus | [37]
galactopyranoside
(25S)26-0O- B -D-glucopyranoside-5 a -furostan- OH Glc (*—°) [Glc
30,22 ,26-triol-3-O B -D-glucopyranosyl- (-] Gle
(1—2)-O-[ B -D-glucopyranoside-(1—3)]O- B - (‘- Gal

D-glucopyranoside-(1—4)-B-D-
galactopyranoside
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Tableau 1-17 : Stéroides saponines de types cholestan isolés de la famille
Zygophyllaceae (T. alatus) [37]

OH
OH
Composé R Réf
(225,255)-16-O- B D-xylopyranoside-5 o -cholestan- | Glc (1> 2) [Glc !> ®]Glc > *Gal | [37]
3B,16 B,22, 26-tetraol-3-O- 3 D-glucopyranoside-
(1— 2)-O-[ B -D-glucopyranoside-(1— 3)]-O- 3 D-
glucopyranoside-(1— 4)- B -D-galactopyranoside
OH
OH
¢
(22S,25S)-16B,22,26-tri hydroxycholest-4-en-3-one-16-O-BD-xylopyranoside. | [37]
Tableau 1-18 : Différentes structures triterpéniques isolées de la famille
Zygophyllaceae
composé Espéce réf
- amyrine
Z. album 9]
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Z. fabago [29]
HO ',',///’OH
OH
3-0-B-D-quinovopyranoside cincholic acid
> Z.fabago | [28]
HO 4
ECH2803H
fabagoin : 3p, 24-dihydroxyurs-20-ene-24-O-sulphonyl-28-oic acid
z.decumben | [69]
S
ZygophylooHside | : 3-O-B-D-glucopyranuronic acid 2 g ,3 p,23-
trihydroxy-olean-12-en-28-oic  Acid 28-O- 3 -D-glucopyranoside ester
z.decumben
S

Zygophylo?ide J: 3-O- B D-glucopyranuronic acid 23,33,23-
trihyrdoxy30-nor-olean-12,20(29)-dien-28-oic acid 28- O- f -D-
glucopyranoside ester
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Z.
decumbens
Zygophylggide K: 3-O-B-D-glucuronic acid pyranoside 29 hydroxy-
olean-12-en-28-oic Acid 28- O- B -D-glucopyranoside ester
Z. geslini [18]
N Z
propinquu [53]
HO m
3 B-(3,4-Dihydroxycinnamoyl)-erythrodiol

1-7-3. Lignanes

On trouve différents travaux sur les lignanes de Larrea tridentata, cette espece produit
des cyclolignanes et des lignanes de type butane et furane. Les différentes structures
des lignanes isolées de la famille Zygophyllaceae sont illustrées dans les tableaux de I-

20 jusw’a 1-24.

Tableau 1-19 : Cyclolignanes isolés de I'espece Larrea tridentata
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composé R, R, R3 R4 Rs réf
3,4 -dihydroxy-3’,4 -dimethoxy- OH OCH; H OH | OCH; [42]
6,7 -cyclolignan
5’-demethoxyisoguaiacin OH OH H OH H [41, 42]
3-demethylisogualacin OH OH H OH OCHj; [40, 41, 70]
isoguaiacin OCHgs4 OH H OH OCH; | [41, 42, 67, 70]
3,5 -didemethylisoguaiacin OH OH H OH OH [40, 41, 70]
5’-demethoxy-3-demethylisoguaicin OH OH H OH H [32, 41, 70]
3,4 -dihydroxy-4 -methoxy-6,7 - OH OCH; | OH H H
cyclolignan
4, 54’ -trihydroxy-6,7 -cyclolignan H OH OH H OH

Tableau 1-20 : Difféerentes structures de lignanes de type butane isolées de I'espéce
Larrea tridentata [41]

Composé R1 R | Rs
2,3-dimethyl -1(3’-methoxy-4’-hydroxyphenyl)-4-(3’,4’-dihydroxyphenyl)- OH | OCH; | OH
butan : (4’-O-methyl-NDGA )
2,3-dimethyl -1(3’.4’- dihydroxyphenyl)-4-(4-hydroxyphenyl)- butan : (3’- | OCH; | OH | OH
O-methyl-NDGA)
2,3-dmethyl butan- 1,4-bis(3’, 4’-dihydroxyphenyl) (4°’-hydroxy phenyl) OH OH H
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Tableau 1-21 : Différentes structures de lignanes de type dimethyle butane isolées de
I'espéce Larrea tridentata

Composé R, R, R, R, Rs Rs réf

2,3-dimethyl 1,4-Dis (3 - H OH | OCH, | OCH; | OH H | [40-42]

methoxy 4 -hydroxyphenyl)

71
butane (7]

2,3-dimethyl 1 (3 -methoxy 4 - H OH | OCH;, OH | OCH; H [40]
hydroxyphenyl) 4-(3’’hydroxy

4’-methoxyphenyl) butane

2,3-dimethyl 1,4-bis (4 - H OCH;, OH OH | OCH; H
methoxy 3 ’-hydroxyphenyl)

butane

2,3-dimethyl 1 (3’4 -
dimethoxyphenyl) 4- H OCH; | OCH; | OCH; OH H [40, 41]
(4’ ’hydroxy 3’’methoxyphenyl)

butane

2,3-dimethyl 1 (3’-hydroxy 4 - H OCH; OH OH OH H
methoxyphenyl) 4-(3",4"-

dihydroxyphenyl) butane:(4-O-
methyldihydroguaiaretic acid)

3-O-methyldihydroguaiaretic H OH [ OCH; [ OH OH H [41]
acid

3,4-O-dimethyldihydro - H OCH; | OCHj; OH OH H
guaiaretic acid

Nordihydroguaiaretic acid H OH OH OH OH H [40, 72]
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Larrealignan A H Glc Glc Glc Glc
Larrealignan B H Glc Glc OCH; Glc [73]
isopregomisin OCHj OH OCH; | OCH;, OH OCHj; [71]
3,4’-O-dimethyl-4-O-acetyl- H OAc | OCHs; OH | OCH;, [41]
dihydroguaiaretic acid
3,3-O-dimethyl-4-O-acetyl- H OAc | OCH; | OCHj, OH
dihydroguaiaretic acid
3-O-methyl-4-O-acetyl- H OAc | OCHj; OH OH
dihydroguaiaretic acid
Tableau 1-22 : Furanoides lignanes isolees de la famille Zygophyllaceae ( Larrea
tridentata)
composé R, R, Rs R4 réf
(7S,8S,7°S,8°S)-3,3",4 -trihydr oxy- 4-methoxy- OH | OCH; | OH OH [32,
7,7°-epoxylignan
40]
meso-(rel 7S,8S,7'R,8'R)-3,4,3" 4- tetrahydroxy | OH OH OH OH [32,
-7,7’-epoxylignan.
40]
4-epi-latteatricin H OH H OH [32,
70]
3-Hydroxy-4-epi-larreatricin OH OH H OH [32,
40, 70]
3,3 “-dimethoxylarreatricin OCHj; OH OCH; | OH [70]
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(6]
H4CO OH
larreatridenticin [70]
O
HO OH
8,8 -dehydrolarreatricin [32, 40, 70]

HO

o}

(E)-4,4 -dihydroxy-7,7" -dioxolign-8(8°)-ene [32, 73]

Tableau 1-23 : Différentes structures de lignanes isolées de la famille Zygophellacea
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Ramonanin A
Ramonanin B G. sanctum [21]
Ramonanin C G. officinale
Ramonanin D
H5CO
OH
(0]
HsCO
o S E OH
/S/
TN
OH
4’-sulfonyllariciserinol Z. aegyptium [36]

1-7-4. Autres produits

Il y a d’autres produits qui sont présents dans la famille Zygophyllaceae mais tres peu
répandu dans les espéces de cette famille. Les alcaloides ne sont pas trés communs
dans le genre Zygophyllum, un seul alcaloide a été séparé de la plante Z. album qui a
été identifié comme Harmine. Les lipides sont moins rapportés dans le genre, on cite
deux acides gras : acide décanoique et acide palmitique. Les polyphénols de type acide
phénolique comme I’acide gentisique et son dérivé glycosidé ; I'acide gentisique 5-O-
a-rhamnopyranoside. Ainsi que les huiles essentielles qui se composent généralement
de monoterpénes. Quelques structures de composés isolées de la famille
Zygophyllaceae sont démontrées dans le tableau 1-24.
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Tableau 1-24: Différentes structures de composés isolées de la famille Zygophyllaceae

Nom et structure Espéce Réf
\ /
~ N

© H Z. album [9]

Harmine

o) OH o OH
OH
OH OH
HO OH .
K2 Z. simplex [8]
HO (o) (0)
Acide gentisique Acide gentisique 5-O-a-rhamnopyranoside
OH
HO . \\\\OH .
melongena [39]
HoW “om
OCH,
(+)-D-pinitol
@)
w
(0]
Non-3-en-2-one
(E)-B- Damascenone

OH Z. album [10]

L

8 Decalactone Butylated hydroxytoluene
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0 0
H3CO,
’ X OW L. ridenta [40]
HO
3’-oxohexylferulate
OR,
HOOC OR4
OH OH
Composé R, R, Espéece Réf
4,5-di-p-cis-coumaroylquinic acid cis-coumaroyl cis-coumaroyl
4 5-di-p-trans-coumaroylquinic trans-coumaroyl | trans-coumaroyl
acid i
5-p-trans-coumaroylquinic acid H trans-coumaroyl | 1-terrestris | [22]
5-p-cis-coumaroylquinic acid H cis-coumaroyl
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CHAPITRE 1 QUELQUE METABOLITES SECONDAIRES

I1-1. Les composés phenoliques

Un composeé phénolique comporte un noyau benzénique auquel est directement lié
au moins un groupe hydroxyle, libore ou engagé dans une autre fonction : éther, ester,
hétéroside. Une définition purement chimique est insuffisante pour caractériser les
composés phénoliques des végetaux puisqu’elle inclurait d’autres groupes de
métabolites secondaires comme des alcaloides et des terpenes. Donc il est nécessaire
d’ajouter un critere biosynthétique. Les composés phénoliques des végétaux sont issus
de deux grandes voies d’aromagenése : la voie via le shikimate (I’acide shikimique) et
l'autre voiec part de I'acétate. Par conséquent, on peut définir un composé phénolique
comme un dérivé non azoté dont le ou les cycles aromatiques sont principalement
issus du métabolisme de I'acide shikimique ow/et d’un polyacétate [74]. Un certain
nombre de composés phénoliques ont des propriétés médicinales et ont longtemps été
utilisés comme médicaments [75].

I1-1-1. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont un groupe trés vaste et diversifié de produits
chimiques. 1l est a noter qu’il se trouve un certain nombre de fagons pour classer les
composeés phénoliques. Swain et Bate-Smith ont utilisé une classification ou ils ont
regroupé les phénols dans les catégories "communes” et "moins fréquentes”. Mais
Ribéreau-Gayon a regroupé les phénols en trois familles comme suit :

1. Phénols largement distribués
2. Phénols qui sont moins largement distribués
3. Constituants phénoliques présents a I’état de polymeres.

Tandis que Harborne et Simmonds ont utilisé une classification en fonction du
nombre d'atomes de carbone dans la molécule [76], comme I'indique le tableau II-1.

Tableau I1-1: Classification des composés phénoliques

Structure Classe

Cs Phénols simples

Ce—C1 Acides phénoliques et composés dérivés

Ce—Cy Acétophénones et acides phénylacétiques

Cs—C3 Acides cinnamiques, coumarines, isocoumarines,
chromones

Cis Flavanols, flavanones, flavonols, flavonones,
anthocyanines et anthocyanidines

Cso Biflavonyles

Ce— C1— Cs Cs— C,— Cs  Benzophénones, xanthones et stilbéne

Cs, Cio, C1s Quinones

Cis Bétacyanines

Lignanes, neolignanes  Diméres ou oligoméres

lignine Polymeres

tanins Condensé et hydrolysable
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11-1-2. Lesacides phénoliques

Les composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique sont désignés par le terme acide-phénol [74].

11-1-2-1. Biosynthése

Les composés en C6-C3 souvent désignés collectivement par le terme de
phénylpropanes, sont les plus nombreux des métabolites de I'acide shikimique. Quel
que soit le degré d’oxydation de leur chaine latérale, ils proviennent des acides

cinnamiques.

coo

Coo - COoOo -

PO PEP

PO

OH

S
o R\

H

Ol

o
H

ol

H

Ol

3-dihyd roshilzimate

érythrose 4-phosphate DAHP 3-déhydroquinate
COO - COoO - COO - Ccoo -
7 6 5
A O O =
Y o coo - PO\\\\\\\‘ Y o coo - PO\\\\\\‘. Y OH HO\\\\\‘\ Y OH
(EJH CE)H CE)H %H
chorismate EsP shikimate 3-phosphate shikimate
1. DAHP synthase, NAD+
2. 3-déhydroquinate synthase
3. 3-déhydroquinase
4. shikimate oxydoréductase, NADP+
o A 5. shikimate kinase, ATP
—_— 6. EPSP synthase, PEP
NH, 7. chorismate sythase

L- phénylalanine acide cinnamique

Figure 11-1 : Biosynthése des dérivés de I’acide cinnamique [74].

Les composés en C6-C1, acides benzoiques et dérivés, généralement ils sont issus
d’une dégradation de la chaine latérale des acides cinnamiques correspondants.
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Figure 11-2 : Biosynthése des dérivés de 'acide benzoique [74].
11-1-2-2. Structure des acides phénoliques

Les acides phénoliqgues ont la structure Cg-Cs, ils sont des dérivés hydroxylés de
'acide benzoique, ils sont trés communs aussi bien sous forme libre que combinés a
I’état d’ester ou d’hétéroside [74]. Des exemples comprennent [lacide p-
hydroxybenzoique, de lacide gallique, lacide protocatéchique, de [lacide salicylique
et de l'acide vanillique [76]. Comme I'indique la figure II-3.

oH Ri Ro R:s Ry
p-hydroxybenzoique H H OH H

Ry acide gallique H OH OH OH

acide protocatéchique H OH OH H

acide salicylique OH H H H

Ry R, acide vanillique H OCH; OH H

R3

Figure 11-3 : Exemple de quelques acides phénoliques en Cg-C;

Les acides phénoliques en Cg-Cs, les acides cinnamiques. Il existe six acides
cinnamiques courants ou toutes les plantes contiennent probablement au moins trois
d'entre elles: acide cinnamique, acide p-coumarique, acide caféique, acide férulique,
acide 5-hydroxyférulique et acide sinapique [76]. Quelque exemple sont illustrés dans
la figure 11-4. Ces derniers ont une distribution quasi universelle et peuvent exister a
I’état libre ou combiné (esters, amides, glucosides) [74], ils se retrouvent couramment
dans les plantes comme des esters d'acide quinique, acide shikimique et acide
tartrique [76].
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OH

Ry Ro R3

Y acide cinnamique H H H

acide p-coumarique OH H H

acide caféique OH OH H

acide férulique OH OCHgs H

R; Ry acide 5-hydroxyférulique OH OCH; OH
Ly acide sinapique OH OCHs OCH;

Figure 11-4 : Exemple de quelque acide phénolique en Cs-C3

11-1-2-3. Extraction

Lors de l'extraction, il est préférable d’utiliser un alcool ou lacétate d’éthyle ainsi
quutiiser un matériel frais, afin d’éviter une estérification partielle et les substances
lipophiles. 11 est recommandé de passer a une extraction liquide-liquide avec des
solvants de polarités croissantes permettant de séparer les formes libres, les esters puis
les hétérosides. Les techniques chromatographiques classiques sont suffisantes pour la
séparation d’un mélange de constituants [74].

11-1-2-4. Intérét

Les acides phénoliques sont des antioxydants. La consommation de ces produits,
présents en quantité notable dans le fruit et legumes, contribue a la prévention des
affections cardiovasculaires et dégénératives. L’acide chlorogénique et Iacide
caféique inhibent in vitro les réactions de nitrosation et certains processus d’altération
des acides nucléiques [74].

11-1-3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques comprenant quinze atomes de
carbone qui ont la structure Cg-C3-Cg, avec deux noyaux aromatiques reliés par un
pont de trois atomes de carbone. Les flavonoides ont des anneaux A, B et C [77].
L’attachement de ces trois est montré dans la figure 1I-5.

OH (0]
Figure 11-5 : Structure d’un flavonoide (flavanone, naringinine)
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Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. lls sont
responsables des colorations des fleurs conditionnant la pollinisation entomophile. Tel
est le cas des flavonoides jaunes (chalcones, aurones, flavonols jaunes) ou celui des
anthocyanosides rouges ou mauves. Les flavonoides jouent le role de protection des
tissus vegétaux contre les effets nocifs du rayonnement ultraviolet B (280-315 nm)
[74].

11-1-3-1. Biosynthese

La structure du flavonoide Cg-C3-Cg est le produit de deux voies de biosynthése
séparées. Le pont et le cycle B aromatique constituent une unité phénylpropanoide
synthétisée a partir de p-coumaroyl-CoA. Les six carbones du noyau-A proviennent
de la condensation de trois unités d'acétate par voie d'acide malonique [77]. La
biosynthése des importants squelettes flavoniques est illustrée dans la figure 11-6.

OH

CoAS

4-coumaroyl CoA
CoAS

—_— 4,6,6'-trihydroxy-
aurone

4,2',4' 6'-tétrahydroxychalcone

OH [¢]

apégénine
(flavone) 3

(2R,3R)-dihydrokaempférol

OH
HO. o ‘\\\\\©/

OH OH

leucopélargonidol afzéléchol

OH 1. chalcone-synthase
2. chalcone isomérase
3. flavanone -3hydroxylase
HoO. o 4. flavonol-synthase
PR

F

OH

OH

pélargonidol

Figure 11-6 : Biosynthese des flavonoides [74].
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La condensation de trois molécules de malonyl-CoA avec le 4-coumaroyl
coenzymze A, catalysée par la chalcone-synthase, donne comme produit de réaction
une chalcone. La chalcone tend a s’isomériser spontanément en flavanone racémique
dans les conditions physiologiques normales. L’étape suivante c’est la cyclisation de
la. chalcone par Tenzyme chalcone-isomérase qui induit une fermeture
stéréospécifique du cycle C résultant d’une (2S)-flavanone. La production de la
flavanol (2R, 3R)-dihydrokaempférol est catalysée par I'enzyme flavanone 3-
hydroxylase qui est spécifique a I’hydroxylation en position C3 de la (2S)-flavanone.
L’introduction de la double laison entre C2 et C3 est garantie par le flavonol-
synthase en présence de I'oxoglutarte [74].

11-1-3-2. Classedes flavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et donc possedent le
méme élément structural de base, a savoir I’enchainement 2-phenylchromane [74].
Les principales classes de flavonoides sont les flavones, les flavonols, flavan-3-ols,
les isoflavones, flavanones et anthocyanidines. D'autres groupes de flavonoides, qui
sont quantitativement mineurs, sont dihydroflavonols, flavane-3,4-diols, chalcones,
dihydrochalcones et aurones [77]. Dans chaque cas, deux anneaux de benzéne sont
liés ensemble par un groupe de trois carbones. C'est l'arrangement du groupe C3 qui
détermine comment les composés sont classés [76].

11-1-3-3. Extraction

En général, les solvants moins polaires sont particulierement utiles pour l'extraction
des aglycones flavonoides, tandis que les solvants plus polaires sont utilisés si l'on
cherche des glycosides ou des anthocyanines flavonoides. Les aglycones moins
polaires, comme les isoflavones, les flavanones et les dihydroflavonols, ou les
flavones et les flavonols hautement méthylés, sont généralement extraits avec des
solvants tels que le chloroforme, l'éther ou lacétate d'éthyle.

Les glycosides de flavonoides et les aglycones plus polaires tels que les flavones
hydroxylées, les flavonols, les biflavonyles, les aurones et les chalcones sont
généralement isolés a partir du matériel végétal par extraction avec de l'acétone, un
alcool ou de l'eau ou une combinaison de ceux-ci [78]. Le solvant le plus utile pour
I'extraction de ce groupe de composés est un mélange 7:3 ou 8 :2 de méthanol et d'eau
[74].

11-1-3-4. Séparation

Une séparation préliminaire est effectuée par lextraction séquentielle de solvant
avec un certain nombre de solvants de polarité variable, permettant la séparation des
glycosides des aglycones eta la séparation des aglycones polaires et non polaires.

La chromatographie en colonne reste la technique la plus utile pour lisolement de
grandes quantités de flavonoides a partir d'extraits de plantes brutes. Les adsorbants
de choix ont généralement été du gel de silice, de la cellulose et du polyamide [78].
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11-1-3-5. Elucidationstructurale

a) Spectroscopie d'absorption ultraviolette

La spectroscopie UV est la technique la plus utile pour identifier le type de
flavonoide, pour définir le profil d'oxygénation et pour déterminer les positions de
substitutions [79]. La spectroscopie UV a deux avantages ; la premiere est que seule
une petite quantité de matiere pure est nécessaire. La deuxieme raison est que la
quantitt des informations structurelles obtenues a partir d'un spectre UV est
considérablement améliorée par ['utilisation de réactifs spécifiques qui réagissent avec
un ou plusieurs groupes fonctionnels sur le noyau flavonoide. L'ajout de chacun de
ces réactifs séparement a une solution alcoolique du flavonoide induit des décalages
structurellement significatifs dans le spectre UV. Des changements de ce type sont
induits par laddition de méthylate de sodium (NaOMe), d'acétate de sodium
(NaOAc), d'acetate de sodium / acide boriqgue (NaOAc / H3BO03), de chlorure
d'aluminium (AICl) et de chlorure d'aluminium / acide chlorhydrique (AICls / HCI).
Les spectres UV de la plupart des flavonoides se composent de deux maximas
d'absorption majeurs, un se situe dans la plage de 240-285 nm (bande II) et lautre
dans la plage de 300-400 nm (bande I). En termes généraux, l'absorption de la bande
Il peut étre considérée comme provenant du systeme benzoyle noyau-A et de la bande
I du systeme cinnamoyle noyau-B [78].

Benzoyl cinnamoyl

-0

Figure 11-7 : Les résonances possibles dans un noyau flavonoide
b) Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire 'H et *C est maintenant une
méthode bien établie pour I'analyse de la structure des flavonoides. La spectroscopie
RMN !3C fournissant des informations sur le squelette carboné de la molécule, peut
étre considérée comme complémentaire de la spectroscopie RMN-'H puisquelle se
rapporte plus étroitement a l'environnement structurel du noyau flavonoide. Dans le
cas des aglycones, Iutilisation de la spectroscopic RMN 3C peut ne pas étre
nécessaire pour les identifications structurelles fines, mais c'est une méthode
précieuse pour I'examen des glycosides complexes de flavonoides naturels [79].
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11-1-4. Les lignanes :

Le terme lignane désigne habituellement des composés dont le squelette résulte de
I’établissement d’une liaison entre les carbones B des chaines latérales de deux unités
dérivées du 1-phénylpropane (liaison 8-8’). On dit aussi que ce sont des dimeres
d’alcools ou d’acides cinnamiques [74].

La distribution botanique des lignanes est large : plusieurs centaines de composés
ont été isolés dans environ soixante-dix familles [74]. lls sont localisés dans les tiges
ligneuses et semences et jouent un réle de dissuasion d'insectes [76].

11-1-4-1. Biosynthese :

L’oxydation d’un précurseur par exemple I’acide coniférulique conduit a un radical
qui peut exister sous quatre formes mésomeres [74].

CH20H CH20H CH20H CH20H CH20H

/ / / Z o
L)
—
-~ -~ -
L]
OCHs OCH3 OCH;3 OCH3 OCHs
L o o [¢] [¢]
. -

OH

Figure 11-8 : Les formes mésoméres de 'acide coniférulique [74].

Impliquant un grand nombre de couplages possibles parmi lesquels cing sont
fréquents (8-8°, 8-1°, 8-3’, 8-0-4’, 3-3”) [74].

Figure 11-9 : Couplages (8-8’, 8-1°, 8-3°)

Dans le cas des néolignanes, les radicaux impliqués dans les couplages dérivent des
allyl- et propénylphénols. La condensation de deux radicaux doit conduire a une
méthide-quinone qui peut subir une cyclisation de type furanofuranes et
dihydrobenzofuranes. La figure 11-10 montre la biogenése du matairésinol [74].
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Figure 11-10 : Schéma de la biogenése du matairésinol [74].
I1-1-4-2. Classe des lignanes

Chez les lignanes, il est habituel de distinguer six groupes structuraux
fondamentaux. Les plus simples sont des dibenzylbutanes (liaison 8-8’: figure II-
11,1) qui, par cyclisation, peuvent engendrer trois types de lignanes monofuraniques
(cyclisation 9-0-9°,7-0-9°, 7-O-7": figure 11-11,2a-c) et des butyrolactones (figure 1I-
11-3). La cyclisation peut impliqguer un carbone aromatique (arylnaphtalénes : figure
I1-11,4a-b) ou deux (dibenzocyclooactanes : figure 11-11,5). La double cyclisation 7-
O-7" et 9-O-9’ conduit aux lignanes furanofuraniques (figure 11-11,6). Pour chaque
type de lignane, le degré d’oxydation varie, aussi bien sur les noyaux que sur les
chaines latérales [74].
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Figure 11-11 : Quelques exemples de lignanes

11-1-4-3. Intérét biologique

Les lignans naturels sont optiqguement actifs, bien que quelques mMéso-composes
existent dans la nature. Comme tous les autres composés optiquement actifs, les
propriétés  physiologiques ou pharmacologiques importantes des lignanes sont
genéralement associées a une configuration absolue particuliere, par exemple : l'agent
antitumoral podophyllotoxine [75]. Chez les plantes, les lignanes jouent un réle
important pour leur défense: des propriétés antibactériennes, antifongiques et
antinutritives ont été décrites pour de nombreuses molécules de ce groupe. De
nombreux lignanes comme aryitétrahydronaphtaléniques et dibenzocyclo-ocaniques
possédent des propriétés cytostatiques ou antitumorales établies in vitro ou in vivo. A
ce jour, seuls les dérivés hémisynthétiques de la podophyllotoxine font I'objet d’une
exploitation dans un but thérapeutique [74]. Par exemple, l'étoposide et le teniposide
(Figure 11-12), deux lignanes, sont des médicaments anticancéreux [75].

OH

Etoposide Tétoposide
Figure 11-12 : Structures chimiques de deux lignanes ; I'étoposide et le teniposide
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I1-2. Terpénoides

Les terpenes, ou isoprénoides sont I'une des classes les plus diverses de métabolites.
Le Dictionnaire des produits naturels [80] ainsi que d’autre référence [81] en
répertorie plus de 30 000, principalement d'origine végétale [77].

Les terpénoides se retrouvent dans toutes les parties des plantes supérieures [75],
ils sont généralement liposolubles et sont situés dans le cytoplasme de la cellule
végétale. Les huiles essentielles sont produites soit dans des cellules glandulaires
spéciales en surface des feuilles, soit dans la feuille et le pétale pour le cas des
caroténoides [82]. Un nombre considérable de fonctions assez différentes ont été
attribuées aux terpénoides des végétaux englobant les arbmes et les parfums, les
antibiotiques, les hormones végétales et animales, les lipides membranaires, les
attracteurs d'insectes et les médiateurs des processus essentiels de transport d'électrons
qui sont les étapes genératrices d'énergie de la respiration et la photosynthése [77].

11-2-1. Extraction

Les terpénoides sont normalement extraits de tissu végétal avec de la forme légere
de pétrole, d'éther ou de chloroforme et peuvent étre séparés par chromatographie sur
gel de silice ou alumine en utilisant les mémes solvants. Ensuite, il est souvent
difficile de les détecter a microéchelle, car tous (a l'exception des caroténoides) sont
incolores et il n'y a pas de réactif chromogéne universel sensible pour eux. On doit
souvent utiliser une détection relativement non spécifique sur des plaques de CCM
avec du H,SO, concentré et chauffage [82].

11-2-2. Classification:

Les terpénoides sont tous basés sur la molécule d'isopréne CH,=C (CHj3)-CH=CH,
et leurs squelettes de carbone sont construits a partir de I'union de deux ou plusieurs
de ces unités C5. lls sont ensuite classés selon qu'ils contiennent deux (C10), trois
(C15) quatre (C20), six (C30) ou huit (C40) de telles unités. lls varient de composants
des huiles essentielles, le mono et les sesquiterpenes volatils (C10 et C15), a travers
les diterpénes moins volatils (C20) aux triterpénoides non-volatils et aux stérols (C
30) et aux pigments caroténoides (C40) [82]. Le tableau 11-2 comporte les différentes
classes de terpenes.

Tableau |1-2 : Classification des terpénoides

Nombre de carbone Nom

10 Monoterpéne
15 Sesquiterpene
20 Diterpene

30 Triterpéne

40 Tetraterpene
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11-2-3. Biosynthese
L’étape initiale du processus implique la condensation des thioéthers de I'acide

acetique : formation de Pacéto-acétate (Claisen) et condensation (aldolique) de celui-
ci avec une molécule d’acétylcoenzyme A, formant I'acide 3R-mévalonique [74].

CoAS SACo
Y
(@) @) (0] (6]

HMG-CoA synthase HMG-CoA réductase

Figure 11-13: Formation de I'acide 3R-mévalonique

Le précurseur de tous les terpénoides est le 3R-(+)-acide mévalonique. Ce dernier
est catalisé enzymatiquement pour donner le 3R-(+)-acide métrononique 5-
diphosphate, qui est finalement transformé en diphosphate d'isopentényle, également
appelé isopentényle pyrophosphate (IPP), ce dernier est isomérisé par lisopentényl
isomérase au diméthylallylpyrophosphate (DMAPP).

acide mévalonique

Z
2
2

OH

=z
=z
z
z
~

OH  ATP ADP

2 ATP 2 ADP

COH

HO PP-O
* mévalonate kinase mévalonate-5-diphosphate décarboxylase
* phosphomévalotekinase

COzH PP-O

—

PP-O PP-O
DMAPP IPP

Figure 11-14: Formation d’ IPP et de DMAPP

Une unité d'IPP : qui est 'unit¢ de base des terpenes et non pas Iisopréne, et une
unitt de DMAPP sont combinées ensemble par la diméthylallyle transférase pour
former du géranyle pyrosphate, qui est finalement hydrolysé au géraniol, un simple
monoterpene. Le pyrophosphate de géranyle est le précurseur de tous les
monoterpénes. Ainsi, les sesquiterpenes sont formés du précurseur 2E, 6E-farnesyl
pyrophosphate (FPP) et les diterpénes du 2E, 6E, 10E-géranylgéranyl pyrophosphate
(GGPP). Les parents de triterpenes et de tétratpénes sont formés par couplage
réducteur de deux FPP ou GGPP, respectivement [75].
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Figure 11-15 : Formation de GPP, FPP et GGPP

La plupart des terpénoides naturels ont des structures cycliques avec un ou plusieurs
groupes fonctionnels (hydroxyle, carbonyle, etc.) de sorte que les étapes finales en
synthése impliquent la cyclisation et [oxydation ou dautres modifications
structurelles [82] .

11-2-4. Triterpenes

Les triterpénoides englobent un groupe important et diversifié dont plus de 4 000
composés construits sur plus de 40 squelettes difféerents connus a la fin du XX siécle
[74]. lls sont des composés contenant 30 atomes de carbone dérivés du squalene [75].

lIs ont des structures cycliques relativement complexes. La plupart étant des alcools,
des carbonyles ou des acides carboxyliques. lls sont incolores, cristallins, souvent a
haut point de fusion, substances optiquement actives, généralement difficiles a
caractériser en raison de leur manque de réactivit¢ chimique. Un test largement utilisé
est la réaction de Liebermann - Burchard (anhydride acétique concentré H,SOg), qui
produit une couleur bleu-vert avec la plupart des triterpénes et des stérols [82].

11-2-5. Biosynthese

L'ouverture de [I'époxyde initie la cyclisation. C'est de la conformation initiale de
I'époxysqualéne sur la surface de lenzyme que dépend lorientation de la biosynthese
vers les stéroides et les cucurbitacines d'une part et les triterpenes stricto sensu d'autre
part.

1. Si Ilépoxysqualene est maintenu dans une conformation chaise-bateau-chaise-
bateau la cyclisation conduit & un cation protostane précurseur immédiat, par une suite
de migrations 1,2 de protons et de méthyles, des cycloartanes et des cucurbitanes.

2. Si [lépoxysqualene est maintenu dans une conformation chaise-chaise-chaise-

bateau, la cyclisation conduit a un cation dammarane qui peut aussi se réarranger. Les
différentes étapes de biogénése des triterpenes sont illustrées dans la figure 11-16.
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euphol, tirucallol,
triterpenes modifiés

HO

\\\\\\\\“

|

cucurbitanes cycloaranes stréoides triterpens pentacycliques
Figure 11-16 : Biosynthése des triterpénes [74].

Les principes directeurs qui conduisent a [I’élaboration des principaux squelettes
trierpéniques sont schématisés dans la figure 11-17.
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—amyrine
Oleanane

friedelane taraxastane o—amyrine; ursane
Figure 11-17 : Formation des structures triterpenes pentacycliques [74].

11-2-6. Principaux types de structures

Alors que le squaléne, le parent de tous les triterpénoides, est un composé acyclique
lingaire, la majorité des triterpénoides existent sous des formes cycliques, les
triterpenes penta et tétracycliques étant les principaux types. Au sein de ces
triterpénoides cycliques, des variations structurelles distinctes conduisent a plusieurs
classes structurelles de triterpénoides [75]. Les triterpénoides peuvent étre divisés en
au moins quatre groupes de composés : vrais triterpenes, les stéroides, les saponines et
les glycosides cardiaques. Les deux derniers groupes sont essentiellement des
triterpénes ou des stéroides qui sont produits principalement sous forme de
glycosides.

De nombreux triterpénes sont connus dans les plantes et de nouveau sont
régulierement découverts et caractérisés. Jusque-la, seuls quelques-uns sont connus
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pour étre largement répartis. Ceci est vrai pour les triterpénes pentacycliques a- et B -
amyrine et les acides dérivés, les acides ursoliques et oléanoliques [82].

Les stérols sont des ftriterpénes qui sont basés sur le cyclopentane
perhydrophenanthrene. A la fois, les stérols étaient principalement considérés comme
des substances animales (comme les hormones sexuelles, les acides biliaires, etc.),
mais ces dernieres années un nombre croissant de tels composés ont été detectés dans
les tissus végétaux. En effet, trois phytostérols sont vraisemblablement omniprésents
dans les plantes supérieures : sitostérol, stigmastérol et campestérol (figure 11-18). Ces
stérols communs sont libres ou sous forme de glucosides simples [82].

HO

Stigmasterol

Campestérol

Figure 11-18 : Structure des phytostérols les plus répandus

Les saponines sont des glycosides a la fois des triterpenes et des stérols, ils ont
été détectés chez plus de soixante-dix familles de plantes. lls sont des agents tensio-
actifs avec des propriétés semblables a des savons et peuvent étre détectés par leur
capacit¢ a provoquer des cellules sanguines moussantes et hémolyses. Les schémas
glycosidiques des saponines sont souvent complexes; beaucoup ont jusqu’a cing
unités de sucre attachées et l'acide glucuronique est un composant commun [82].

Les glycosides cardiaques ou les cardénolides, il existe de nombreuses substances
connues, avec des melanges complexes étant produits ensemble dans la méme plante.
La plupart des glycosides cardiaques sont toxiques et beaucoup ont une activité
pharmacologique, en particulier comme leur nom lindique sur le cceur. Des sources
riches sont des membres des Scrophulariaceae, Digitalis, Apocynaceae, Nerium,
Moraceae et Asdepiadaceae, Asclepias [82].

11-2-7. Intérét des triterpénoides

L'intérét thérapeutique et l'emploi industriel des triterpenes et des stéroides en font un
groupe de métabolites secondaires de premiére importance :

Les hétérosides cardiotoniques tirent leurs intéréts par le fait qu’aucun produit
synthétique n'a pu encore les substituer completement.

Les sapogeénines spirostaniques, du sitostérol ou du stigmastérol sont des matieres
premiéres aisément valorisables par des procedés biotechnologiques. Elles demeurent
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indispensables pour couvrir les besoins de lindustrie pharmaceutique en médicaments
stéroidiques (contraceptifs, anabolisants, anti- inflammatoires)

Les phytostérols sont utilisés pour préparer des margarines et autres produits
alimentaires pouvant participer a la baisse de la cholestérolémie. Ainsi que les
industries agroalimentaires utilisent la réglisse, édulcorant peu calorigene.

Les potentialités thérapeutiques dans les domaines les plus divers : cytostatiques.
antiviraux, insecticides, anti- inflammatoires, molluscicides, analgésiques [74].
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CHAPFEREMNN DOSAGES ET ACTIVITES ANTIOXYDANTES

I1I-1. Matériel végétal :

Les espéces selectionnées (Z. album L., Z. cornutum Coss. et Z. gaetulum Emb.)
ont été collectées dans leurs habitats naturels. La récolte a été effectuée au Sahara
algérien dans la région de Biskra pour I'espéce Z. cornutum au mois de mars 2013,
dans la région d’Ouargla pour Iespéce Z. album au mois d’avril 2013 et dans la
région de Tindouf pour I'espéce Z. gaetulum au mois d’avril 2015. Les lieux de
récoltes sont présentés dans la figure 1l1-1. Les trois plantes ont été identifiées par le
Docteur Halis Youcef chercheur au Centre de Recherche Scientifigue et Technique
sur les Régions Arides (CRSTRA) - Station Touggourt.
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7 Map data £2016 Goegle. Inst. Gecgr. Nacional, Imagery ©2016 TerraMetrics d

Figure 111-1 : Carte représente les lieux de récoltes (googlemaps)

W P

I11-2. Méthode d'extraction :

Apres séchage dans un endroit sec et aéré, a I’abri de la lumiere du soleil, la plante
est broyée entierement, puis pesée (M=100g). La matiere végétale obtenue est mise a
macération dans un mélange hydroalcoolique (éthanol / eau ; 70 / 30 ; V / V). Cette
maceration est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant chaque 48 heures.

Apres filtration et concentration sous vide, Pextrait éthanolique est dilué avec de
Peau distillée a raison de 50 ml pour 100 g de matiere séche, on laisse la solution en
repos une nuit puis on filtre.

Apres filtration, la solution a subi des extractions successives de types liquide-
liqguide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par le
chloroforme puis Pacétate d’éthyle et enfin avec le n-butanol. Chaque extraction est
répétée trois fois sauf avec lacétate d’éthyle. Le protocole d’extraction est résumé
dans la Figure (111-2).

Ce protocole d’extraction est appliqué sur les trois plantes étudices.
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Matiére végétale
m= 100 g
Macération dans un

mélange EtOH/H,0 (7 :3),
Répétée 3x 48",

Filtration

Extraithydro alcoolique

Concentration a sec

Dilution avec 50 ml de

Extraction par le Phaseaqueuse H,0, repos une nuit
CHCI3 x3 filtration
Extraction par
Phaseaqueuse Phaseorganique

ACOEtx1

Concentration
de ¢ CHCls

Phaseaqueuse Phaseorganique

Extraction Par
le n-BuOH (x3)

¢ chloroformique

Concentration de ¢

¢ acétate d’éthyle

Concentration de ¢
n-BuOH

(¢ aqueuse ¢ n-butanolique

Figure 111-2 : Le protocole d’extraction de différentes phases.
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Les trois phases organiques obtenues (faiblement polaire : chloroforme,
moyennement polaire : acétate d’éthyle, polaire : n-butanol) ainsi que la phase
aqueuse résiduelle et Textrait hydroéthanolique sont concentrés a sec sous pression
réduite, pesées, puis elles sont reprises avec du méthanol ou de I'ecau. Les rendements
sont donnés dans le tableau (l11-1).

Tableau I11-1: Tableau recapitulatif regroupant les rendements des différents extraits.

Mateériel végétal Extrait Rendement (%)
extrait hydroéthanolique 36.086
¢ chloroformique 0.744
Ul @ acétate d’éthyle 0.153
¢ n-butanolique 5.445
¢ aqueuse 19.66
extrait hydroéthanolique 28.089
¢ chloroformique 0.229
Z. cornutum
¢ acetate d’éthyle 0.221
¢ n-butanolique 4.776
¢ aqueuse 18.242
extrait hydroéthanolique 38.15
¢ Chloroformique 1,627
Z. gaetulum
@ acétate d’éthyle 0,286
¢ n-butanolique 11,597
¢ aqueuse 18,89
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111-3. Dosages
111-3-1. Dosage des phénols totaux :

Le dosage est réalisé selon la méthode de Singleton et Rossi [83], en utilisant le
réactif de Foln Ciocalteu. Le réactif est formé d’acide phosphomolybdique
H3PMo01,04 et d’acide phosphotungstique HsPW12040, il est réduit par I'oxydation des
phénols en oxydes bleus de tungstene WgO,3 et de molybdéne MogOs. Les phénols
sont estimés par une spectroscopie UV ou Tacide gallique (Figure I11-3)est utilise
comme un standard a une longueur d’onde A =760 nm.

COOH

HO OH

OH

Figure 111-3 : Structure de l'acide gallique
Mode opératoire :

On prend 0,1 ml de I'extrait, qui est ensuite mélangé avec le réactif de Folin-Ciocalteu
(dilué 10 fois) laissé 5 minutes et puis neutralisé avec 2 ml de carbonate de sodium
20% puis les solutions ont été secouées immédiatement et sont maintenues dans
Iobscurit¢ pendant 30 mmnutes a température ambiante. [’absorbance de chaque
solution a été mesurée a 760 nm [84] . Un standard de calibration a été préparé en

utilisant des solutions d’acide gallique de différentes concentrations de 0.03 jusqua
0.3 g/l

111-3-2. Dosage de flavonoides :

Le chlorure d’aluminium (AICl3) forme un complexe tres stable avec I'hydroxy en a
du carbonyle et forme un complexe instable avec les groupements hydroxydes OH
adjacents des flavonoides. Ce complexe jaune absorbe la Ilumiére visible a une
longueur d’onde 415 nm. Les flavonoides sont estimés par une spectroscopie UV, ou
la quercétine (Figure I11-4) est utilisée comme un standard a une longueur d’onde A
=415 nm.

OH o}
Figure 111-4 : Structure du quercétine.
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Mode opératoire :

0.5 ml de la solution diluée a été ajouté a 0.5 ml AICI; 2% puis laissée 30 minutes
dans I'obscurité. L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 415 nm [85].

Un standard de calibration a été préparé en utilisant des solutions de quercétine de
différentes concentrations de 0.03 jusqu'a 0.3 g/l.

111-3-3. Dosagede tanins :

Le dosage des tanins a été réalisé en adoptant la méthode a vanilline en milieu acide,
cette méthode est basée sur la production d’un complexe coloré mesurable a 500 nm.
En présence d’un acide, les unités de tannins condensés réagissent avec la vanilline ou
seulement la premiere unité du polymere est impliquée.

Les tanins sont estimés par une spectroscopie UV dont la catéchine (Figure I1I-5) est
utilisée comme un standard a une longueur d’onde A =500 nm.

Figure 111-5 : Structure de la catéchine

Mode opératoire :

3 ml de 4% d‘une solution de vanilline dans I'éthanol et 1.5 ml de HCl sont ajoutés a
0.4 ml de lextrait. Le mélange est laiss¢é pendant 15 min, puis I’absorbance est
mesurée a 500 nm. Un standard de calibration a été préparé en utilisant des solutions
de catéchine de difféerentes concentrations de 0.01 jusqua 0.2 ¢/l [86].

I11-4. Activités antioxydantes
I11-4-1. Le pouvoir réducteur de fer :

Ce test est découvert par Oyaizu 1986 [87]. Il test est utilisé pour déterminer
lactivité¢ antioxydante non enzymatique des extraits étudiés dans un milieu neutre.
Ce test est basé sur la réduction des ions Fe* présents sous forme [Fe (CN)s]*™ a des
ions de Fe*? présents sous forme de [Fe (CN)s]*, donnant en présence des ions Fe*
une coloration bleu clair, qui peut étre mesurée par son absorbance a une longueur
d’onde A= 700 nm. Les réactions de ce test sont comme suit [88] :

[Fe (CN)s]* + Antioxydant Fe (CN)s]* + Antioxydant oxydé
[Fe (CN)g]* + Fe3* Fe[Fe (CN)s]* (bleu)

L’activit¢ antioxydante est mesurée avec la méthode appelée AEAC: qui
représente lactivit¢ antioxydante en équivalant de I’acide ascorbique (Figure IlI-
6) des extraits ¢étudiés. L’évolution de DPactivit¢ antioxydante de nos extraits est
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comparée par rapport a I'acide ascorbique (vitamine C) et cela en tragant une courbe
d’étalonnage de ce dernier.

OH HO

HO /

%
OH

O

Figure 111-6 : Structure de I'acide ascorbique (vitamine C)

Mode opératoire :

Une série de dilutions de I'acide ascorbique est préparée de concentration de 0,01
jusqua 0,1 g/L. 1 ml de chaque solution a été melangé avec 2,5 ml d’une solution
KsFe(CN)s (1%) suivi par I'addition de 2,5 ml de solution tampon phosphaté (PH=
6,6). Les solutions ont été secouées immédiatement et bien mélangées, puis elles sont
maintenues dans un bain-marie pendant 30 minutes a une température de 50 °C.
Ensuite, on ajoute 2,5 ml d’acide trichloracétique (TCA 10%). On prend de chaque
tube 2,5 ml et I'on ajoute 2,5 ml de I'eau distiliée et 0,5 ml de solution de FeCl; (0.1
%) [89]. Les lectures de la densité optique des solutions ainsi préparées se fait a700
nm

I11-4-2. Le pouvoir anti radicalaire (DPPH) :

L’activité antiradicalaire est mesurée par le test de DPPH. Cette méthode est basée

sur la réduction du radial stable DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil), qui a une
coloration violette, a la forme non radicalaire DPPH-H de couleur jaune, cette
réaction est illustrée dans la Figure I11-7. La disparition de la couleur violette peut étre
mesurée spectrophotometriquement a 517 nm.

NO, NO,
O;N N—/N O,N N——N

NO, NO,

Figure 111-7 : La réduction du radial stable DPPH" [88]
Mode opératoire :

Une série de dilution de chaque extrait et des standards sont préparés. On prend 1

ml de chaque dilution et on I'ajoute a 1 ml d’une solution de DPPH  dans P'éthanol

0.250 mmol/l. Les solutions sont placées a 'ombre et a température ambiante pendant
30 minutes. La lecture des absorbances est effectuée a 517 nm, I'acide ascorbique est
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utilise comme contréle positif [90]. L’inhibition du radical DPPH est calculee comme
suit:
Inhibition (%) = [Ao-A1/A¢] x100

Ou Ap et A; sont les absorbances aux 30 min pour le contrdle et I’échantillon,
respectivement.

ICsoest la concentration de I'extrait qui inhibe 50% des radicaux libres, cette valeur
est calculée d’apres la régression linaire en remplagant la valeur d’inhibition par 50.

111-4-3. L’activité antioxydante totale :

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1)
présent sous la forme d’ion molybdate MoO4> & molybdéne Mo (V) sous forme de
MoO?* en présence de Iextrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a
un pH acide.

Mode opératoire :

Une série de dilutions de chaque extrait est préparée .0,1 ml de chaque dilution est
mélangé avec une solution réactive composée de: 0,6 M acide sulfurique, 28 mM
phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium. Puis on met les solutions
obtenues dans un bain a 95°C pendant 90 minutes. Le mélange est laissé a refroidir.
L’absorbance est mesurée a 695 nm, I'acide ascorbique est utilisé comme controle
positif. Les résultats sont exprimés en mM équivalent d’acide ascorbique [91].
Analyse statistique :

Toutes les expériences sont répétées trois fois. Les résultats sont calculés par
moyenne de trois répétitions + déviation standard. Les courbes sont tracees par
Microsoft Excel 2010.

I11-5. Résultats
I11-5-1. Dosage des phénols totaux

La courbe d’étalonnage de I'acide gallique est représentée dans la Figure (111-8).

1,2
y = 3,4047x
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Figure 111-8 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique
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Le contenu en phénols totaux des différents extraits a été réalisé en adaptant la
méme procédure utilisée pour [Iétablissement de la courbe d’étalonnage, en
remplagant I'acide gallique par des dilutions des extraits jusqu'a une concentration
appropriée. La quantité des phénols totaux dans les extraits est exprimée en équivalant
d’acide gallique en miligramme par lg de matiére végétale seche (mg/g). Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau (111-2).

Tableau I11-2 : Quantité des phénols totaux dans les extraits en mg EAG/ g MS.

Extrait Z. album Z.cornutum  Z. gaetulum

Extrait hydroéthanolique 5,118 + 0,105 3,755+0,060 4,514 +0,235
Fraction chloroformique 0,116 + 0,002 0,133+0,003 0,102 £ 0,025
Fraction acetate d’éthyle 0,122 + 0,004 0,166 0,011 0,265 £ 0,018
Fraction butanolique 0,919 + 0,021 0,820 £ 0,005 1,590 + 0,087
Fraction aqueuse 2,088 + 0,012 2,184 + 0,067 0,839 £ 0,013

La figure (111-9) présente une comparaison de la teneur en phénols totaux entre les
trois espéces dans les difféerents extraits étudiés.

Le contenu en phénols totaux dans les différents extraits de Z. album varie entre
5,118 + 0,105 et 0,116 £ 0,002 mg EAG/g MS (Tableau I11-2). Le plus haut contenu
en phénols totaux est trouvé dans lextrait brut et la fraction aqueuse, par contre le
plus bas contenu a été observé dans la fraction chloroformique.

La quantitt des phénols totaux dans les differents extraits de Z. cornutum varie de
3,755 + 0,050 jusqu’a 0,133 + 0,003 mg EAG/g MS (Tableau 111-2). Le plus haut
contenu en phénols totaux est enregistré chez I'extrait brut et la fraction aqueuse, par
contre le plus bas contenu a été enregistré dans la fraction chloroformique.

L’extrait brut de Z. gaetulum et ses fractions ont un taux de phénols totaux allant de
4,514 + 0,235 jusqu’a 0,102 + 0,025 mg EAG/g MS (Tableau I11-2). L’extrait le plus
riche était I'extrait brut et la fraction butanolique et le plus pauvre était la fraction
chloroformique.

En comparant les extraits bruts des trois plantes étudiées on s’apergoit que Z. album
est la plus riche en phénols totaux suivi par Z. gaetulum et en derniére position Z.
cornutum. Le contenu en phénols totaux pour les différents extraits de Z. album et Z.
cornutum est classé selon I'ordre décroissant suivant: fraction aqueuse > fraction
butanolique > fraction acétate d’éthyle > fraction chloroformique. Mais pour les
fractions de Z. gaetulum est comme suit: fraction butanoligue > fraction aqueuse >
fraction acétate d’éthyle > fraction chloroformique. On observe que ce sont les
fractions les plus polaires (butanol et eau) qui contiennent le plus de phénols totaux
par contre les fractions faiblement polaires sont plus pauvres.
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Figure 111-9 : Comparaison de la teneur en phénols totaux entre les trois especes.

I11-5-2. Dosage des flavonoides

En utilisant les valeurs des absorbances obtenues pour les différentes solutions de
quercétine ainsi préparées, nous avons tracé la courbe d’étalonnage (Figure 111-10).
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Figure 111-10: Courbes d'étalonnage du quercétine.

Le dosage des flavonoides totaux des extraits a éeté réalisé en adaptant la méme
procédure utilisée pour I'établissement de la courbe d’étalonnage, en remplagant la
Quercétine par des dilutions des extraits jusqu'a une concentration appropriée.
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La teneur en flavonoides totaux de chaque extrait a été calculée et exprimée en
équivalent quercétine en milligramme par 1g de la matiere végétale séche (mg/g). Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau (I11-3).

Tableau 111-3 : Quantité des flavonoides totaux dans les extraits en mg EQ/ g MS.

Extrait Z. album Z. cornutum Z. gaetulum

Extrait hydroéthanolique 2,3932 + 0,0619 1,3205 +0,0548 2,109 + 0,036
Fraction chloroformique 0,0121 + 0,0005 0,0184 +0,0006 0,091 + 0,0009
Fraction acétate d’éthyle  0,0327 + 0,0007  0,0506 + 0,0002 0,070 + 0,001
Fraction butanolique 0,5063 + 0,0133 0,3068 £ 0,0004 0,945+ 0,010
Fraction aqueuse 0,3409 + 0,0042 0,5438 + 0,0085 0,166 + 0,006

La figure (111-11) présente une comparaison de la teneur en flavonoides totaux entre
les trois especes dans les différents extraits étudiés.

Le contenu en flavonoides totaux dans les différents extraits de Z. album varie entre
2,3932 £ 0,0619 et 0,0121 = 0,0005 mg EQ/g MS (Tableau I1I-3). Le plus haut
contenu en flavonoides totaux est trouvé dans I'extrait brut et la fraction butanolique
par contre le plus bas contenu a été détecté dans la fraction chloroformique. La
quantité de flavonoides dans les differents extraits de Z. album est classée selon
I'ordre décroissant : Extrait brut > fraction Butanolique > fraction aqueuse > fraction
acétate d’éthyle > fraction chloroformique.

La quantité des flavonoides totaux dans les différents extraits de Z. cornutum varie
de 1,3205 % 0,0548 jusqu’a 0,0184 +0,0006 mg EQ/g MS (Tableau I11-3). Le plus
haut contenu en flavonoides totaux est enregistré chez I'extrait brut et la fraction
aqueuse par contre le plus bas contenu a €té dans la fraction chloroformique. Le taux
de flavonoides dans les différents extraits de Z. cornutum est classé selon I'ordre
décroissant : Extrait brut > fraction aqueuse > fraction Butanolique > fraction acétate
d’éthyle > fraction chloroformique.

L’extrait brut de Z. gaetulum et ses fractions ont un taux de flavonoides totaux allant
de 2,109 % 0,036 jusqu’a 0,070 £ 0,001 mg EQ/g MS (Tableau I11-3). L’extrait le plus
riche en flavonoides était I'extrait brut et la fraction butanolique et le plus pauvre était
la fraction d’acétate d’éthyle. L’estimation des flavonoides dans les différents extraits
de Z. gaetulum est classée selon I'ordre suivant :

Extrait brut > fraction Butanolique > fraction aqueuse > fraction chloroformique >
fraction acétate d’éthyle.

En comparant les trois espéeces, on observe que Z. album est le plus riche en
flavonoides suivi de Z. gaetulum et en derniére place Z. cornutum. On apercoit encore
que les fractions butanoliques et aqueuses contiennent la plupart du contenu des
flavonoides.

69



CHAPITRE IlI

= N
[ " N} "

flavonoidestotaux mg EQ/g

o
"

DOSAGES ET ACTIVITES ANTIOXYDANTES

phase phase

chloroforme acétate

B Z.album
W Z.cornutum

Z.gaetulum

phase phase extrait brut
butanol aqueux

Figure 111-11 : Comparaison de la teneur en flavonoides totaux entre les trois

11-5-3. Dosage des tanins

especes.

L’estimation du contenu en tanins dans les extraits a été réalisée en adaptant la
méme procédure utilisée pour T'établissement de la courbe d’étalonnage (Figure IlI-
12), en remplacant la catéchine par des dilutions des extraits jusqu'a une concentration

appropriée.
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Figure 111-12 :
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Courbes d'étalonnage du Catéchine

La teneur en tanin de chaque extrait a €té calculée et exprimée en équivalent
catéchine en microgramme pour 1g de matiere végétale seche (ug/g). Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau (111-4).
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Tableau I11-4 : Quantité des tanins totaux dans les extraits en pg EC/g

Extrait Z. album Z. cornutum Z. gaetulum
Extrait hydroéthanolique 197,875 + 25,460 143,350 £ 22,962 172,169 + 22,382
Fraction chloroformique 8,194 + 1,554 10,925 + 1,085 42,792 £ 2,037
Fraction acétate d’éthyle 3,162 + 0,248 3,737 £ 0,248 6,769 + 0,583
Fraction butanolique 13,746 20,161 £ 25,397 33,660 £ 2,524
Fraction agueuse 103,611 + 49,235 142,605 + 45501 47,439 + 18,719

La figure (111-13) présente une comparaison de la teneur en tanins entre les trois
especes dans les differents extraits étudies.

Le contenu en tanins dans les différents extraits de Z. album varie entre 197,875 +
25,46 et 3,162 + 0,248 g EC/g MS (Tableau 111-4). Le plus haut contenu en tannins
est trouvé dans lextrait brut et la fraction aqueuse par contre le plus bas contenu est
trouvé dans la fraction acétate d’éthyle.

La quantité¢ des tanins dans les differents extraits de Z. cornutum varie de 143,350 +
22,962 jusqu’a 3,737 = 0,248 pg EC/g MS (Tableau I11-4). Le plus haut contenu en
tannins est enregistré chez lextrait brut et la fraction aqueuse par contre le plus bas
contenu est enregistré dans la fraction acétate d’éthyle.

L’extrait brut de Z. gaetulum et ses fractions ont un taux de tannins allant de
172,169 + 22,382 jusqu’a 6,769 + 0,583 pg EC/g MS (Tableau I11-4). L’extrait le plus
riche est celui de I'extrait brut et de la fraction aqueuse et le plus pauvre est celui de la
fraction acétate d’éthyle.

La comparaison des extraits bruts des trois plantes étudiées nous montre que Z.
album est la plus riche en tanins suivi par Z. gaetulum et en derniére position Z.
cornutum. Le contenu en tanins pour les différents extraits de Z. album et Z. cornutum
est classé selon I'ordre décroissant suivant : fraction aqueuse > fraction butanolique >
fraction chloroformique > fraction acétate d’éthyle. Mais pour les fractions de Z.
gaetulum Tlordre est comme suit: fraction aqueuse > fraction chloroformique >
fraction butanolique > fraction acétate d’éthyle

250
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B Z.album
uZ
100 Z.cornutum
Z.gaetulum

Te neurentanninmg EC/g

(%2
o

o mill — .l
phase phase phase phase extrait brut
chloroforme acétate butanol aqueux

Figure 111-13 : Comparaison de la teneur en tannin entre les trois espéces
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111-5-4. Activité de réduction de fer

Les différents extraits sont traités de la méme facon que ceux des solutions
standards de IPacide ascorbique (Figure I11-14). Nous avons tracé les courbes
représentant la variation du pouvoir réducteur exprimée en absorbance en fonction de
I'inverse du nombre de dilutions (Figure 111-16). On résume les résultats des tests du
pouvoir réducteur dans le tableau (I11-5).

La capacité des différents extraits des trois especes a reduire le complexe du
cyanide ferreux (Fe*®) & la forme (Fe*) est enregistrée par la mesure de la couleur
bleue formée.
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Figure 111-14 : Courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique

Les valeurs d’AEAC des différents extraits de Z. album varient entre 30,177 £ 2,397

et 7689 + 0,562 mM EAA (Tableau Ill-4). La plus grande valeur d’AEAC ;
correspondant a la meilleure activité réductrice, appartient a la fraction butanolique
par contre la plus basse valeur a été détectée dans la fraction acétate d’éthyle. Le
pouvoir réducteur dans les différents extraits de Z. album est classé selon I'ordre
décroissant :
fraction butanolique > fraction aqueuse > extrait brut > fraction chloroformique >
fraction acétate d’éthyle.
La capacit¢ de réduire le fer dans les différents extraits de Z. cornutum varie de
15,461 + 0,282 jusqu’a 3,827 + 0,131 mM EAA (Tableau I11-5). Le plus haut pouvoir
réducteur est enregistré chez la fraction aqueuse par contre le plus bas pouvoir est
enregistré dans la fraction acétate d’éthyle. Les valeurs d’AEAC des differents
extraits de Z. cornutum sont classées selon I'ordre décroissant : fraction aqueuse >
fraction butanolique > extrait brut > fraction chloroformique > fraction acétate
d’éthyle.

Le pouvoir réducteur de différents extraits de Z. gaetulum a enregistré des valeurs
allantes 6.184 + 0.468 jusqu’aux 15.561 + 0.564 mM EAA (Tableau 1lI-5). L’extrait
aqueux possede le meilleur pouvoir réducteur en revanche la fraction chloroformique
compte la plus basse valeur d’AEAC. Les valeurs d’AEAC des différents extraits de
Z. gaetulum sont classées selon lordre décroissant suivant : fraction aqueuse >
fraction butanoligue > extrait brut > fraction acétate d’éthyle > fraction
chloroformique.
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L’extrait brut de Z. album a exprimé la meilleure activité réductrice suivi par
I'extrait brut de Z. gaetulum et en derniére place I'extrait brut de Z. album.

Tableau 111-5: Les valeurs d’AEAC des différents extraits étudiés en mM EAC
ascorbique

Extrait Z. album Z.cornutum  Z. gaetulum

Extrait hydroéthanolique 11,262 + 0,38 6,487 £ 0,454 10,935 £ 0,502
Fraction chloroformique 8,723 £ 0,732 3,964 + 0,071 6,184 £ 0,468
Fraction acétate d’éthyle 7,689 + 0,562 3,827 +0,131 8,185+0,128

Fraction butanolique 30,177 + 2,397 8,440 0,578 11,876 + 0,522
Fraction aqueuse 26,637 = 2,928 15,461 £ 0,282 15,561 * 0,564
BHA 0,556 + 0,012
BHT 0,751 + 0,005
Acide Gallique 1,122 + 0,049

On a utlis¢é Tacide gallique qui est un antioxydant naturel ainsi que deux
antioxydants synthétigues BHA (3-tertbutyl-4hydroxyanisole) et BHT (3,5-di-tert-
butyl-4hydroxytoluéne) trés wutilisés dans I'industrie, dont leurs structures sont
démontrées dans la Figure 111-15. Ces standards sont utilises comme control positif
afin de comparer les activités de nos extraits avec ceux des antioxydants de
références.

OCHj
OH OH
BHT BHA

Figure 111-15 : Structure de BHT et BHA

Tous les extraits ont démontré une trés bonne activité réductrice, et supérieure aux
standards utilisés. La fraction butanolique de Z. album qui a exprimé la plus grande
valeur d’AEAC est 54 fois plus forte que BHA, 40 fois plus forte que BHT et 26 fois
plus efficace que l'acide gallique. La fraction acétate d’éthyle de Z. cornutum, qui a
exprimé la plus faible valeur d’AEAC, est presque sept fois plus forte que BHA, cing
fois plus forte que BHT et presque trois fois et demi plus forte que I'acide gallique.
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Figure 111-16: Courbes représentants le pouvoir réducteur des différents extraits
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I11-5- 5. Activité anti-radicalaire

L’activit¢ antiradicalaire des différents extraits a été estimée par le test DPPH. Des
courbes, de concentration en fonction du pourcentage d’inhibition de différents
extraits, ont été tracées (figure 111-17). Les résultats sont exprimés par la valeur ICsp,
cette valeur est inversement proportionnelle a lactivit¢ antioxydante c’est-a-dire que
plus la valeur ICso est petite plus que lactivité antioxidante est élevée. Les valeurs
d’ICsp des extraits bruts et les fractions des trois especes étudiées ainsi que les
standards sont resumees dans le tableau I11-6.

Tableau 111-6 : Les valeurs d’ICsq des différents extraits étudiés en pg/ml.

Extrait Z, album Z, cornutum  Z, gaetulum

Extrait hydroéthanolique 84,104 +3,989 67,059 £ 4,727 42,526 + 2,454
Fraction chloroformique 22,127+ 0,837 38,478 +2,085 31,736 + 4,565
Fraction acétate d’éthyle 26,138 + 01,542 47,767 £ 1,571 74,126 + 6,797

Fraction butanolique 62,15+ 10,213 42,159+ 3,029 75,598 + 4,380
Fraction aqueuse 33,254 £ 0,162 24,935+1,983 23,717+ 1,618
Acide ascorbique 14,657 + 0,698
BHA 13,145 + 0,304
BHT 62,652 + 3,016

Tous les extraits ont démontré une bonne activité¢ antiradicalaire envers le radicale
stable DPPH. En comparant les extraits bruts, on notific que Iextrait brut de Z.
gaetulum présente la meilleure activité antiradicalaire suivi de Z. cornutum puis de Z.
album.

Les valeurs d’ICsq des différents extraits de Z. album varient entre 84,104 + 3,989 et
22,127 + 0,837 pg/ml (Tableau 111-6). La plus basse valeur ICsq ; correspondant a la
meilleure activité antiradicalaire, est celle de la fraction chloroformique par contre
Pactivit¢ minimale est celle de Pextrait brut. Les valeurs d’ICso sont classées selon
Iordre croissant : fraction chloroformique < fraction acétate d’éthyle < fraction
aqueuse < fraction butanolique < extrait brut.

Les valeurs d’ICso des differents extraits de Z. cornutum varie de 67,059 + 4,727
jusqu’a 24,935 £+ 1,983 pg/ml (Tableau 111-6). La meilleure activité antiradicalaire est
enregistrée chez la fraction aqueuse par contre la plus basse activité est celle de
Pextrait brut. Les wvaleurs d’ICsg sont classées selon lordre croissant : fraction
aqueuse < fraction chloroformique < fraction Butanolique < fraction acétate d’éthyle
< extrait brut.

L’extrait brut de Z.gaetulum et ses fractions ont des valeurs d’ICsq allant de 75,598
+ 4,380 jusqu’a 23,717 £ 1,618 pg/ml (Tableau 111-6). La fraction aqueuse possede la
meilleure activité¢ et la fraction butanolique possede Iactivit¢ minimale. L’activité
antioxydante des différents extraits de Z. gaetulum est comme suit : fraction aqueuse
> fraction chloroformique > extrait brut > fraction acétate d’¢éthyle > fraction

butanolique.
Tous les extraits ont montré une activité inférieure a I’acide ascorbique et BHA, par contre la

majorité des extraits étaient meilleur que BHT.
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Figure 111-17: Courbes représentants le pouvoir inhibiteur du radical DPPH des
differents extraits
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I11-5- 6. Activité antioxydante totale

Les différents extraits sont traités de la méme facon que ceux des solutions
standards de Pacide ascorbique (Figure 111-18). Nous avons tracé les courbes
représentant la variation du pouvoir réducteur exprimée en absorbance en fonction de
I'inverse du nombre de dilutions (Figure I11-19). On récapitule les résultats des tests
du pouvoir réducteur dans le tableau (I11-7).

1,4

12 y =0,9995x
R?=0,9926

0,8

ABS

0,6

0,4

0,2

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration mM

Figure 111-18 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique

L’activité¢ antioxydante totale de différents extraits de Z. album varie entre 83,222 +
1,398 et 12,343 + 0,043 mM EAA. Les extraits de Z. cornutum varient de 98,707 +
0,382 jusqu’a 14,434 + 0,263 mM EAA et les extraits de Z.gaetulum ont un taux
d’activité allant de 110,270£11,524 jusqu’a 13,100 + 1,730 mM EAA (Tableau I11-7).
La plus haute activité est trouvée dans les fractions agqueuses par contre la plus basse
activité est enregistrée dans les fractions acétates d’éthyles.

En comparant les extraits bruts des trois plantes étudiées on s’apercoit que Z.
gaetulum posséde la meilleure activité suivi par Z. cornutum et en derniére position Z.
album.

L’activité¢ antioxydante totale des différents extraits de Z. album et Z. cornutum est
classée selon I'ordre décroissant suivant : fraction aqueuse > fraction butanolique >
fraction chloroformique > fraction acétate d’éthyle.

Mais pour les fractions de Z. gaetulum, Tordre est comme suit : fraction aqueuse >
fraction chloroformique > fraction butanolique > fraction acétate d’éthyle
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Tableau I11-7 : L’activité antioxydante totale des differents extraits étudiés en mM

Extrait

Extrait hydroéthanolique
Fraction chloroformique
Fraction acétate d’éthyle
Fraction butanolique

Fraction aqueuse

BHA
BHT

Z. album

37,898 +£ 1,072
17,511 + 0,351
12,343 £ 0,043
50,386 + 0,792

83,222 + 1,398

Equivalent Acide ascorbique

Z. cornutum

19,152 + 0,077
18,103 + 1,104
14,434 + 0,263
45,576 + 3,341

98,707 + 0,382

0,978 + 0,041
0,841 + 0,031

Z. gaetulum
57,791 + 3,740

51,178 £ 0,755
13,100 + 1,730
46,729 £ 1,945

110,270+11,524

Tous les extraits ont montré une tres bonne activité antioxydante, meilleure que les
standards utilisés : BHA et BHT. La fraction aqueuse de Z. gaetulum a exprimé la
plus grande valeur d’activité antioxydante, cette activité es supérieure de 112 fois que
BHA et 131 fois que BHT. La plus faible valeur d’activité antioxydante correspond a
la fraction acétate d’éthyle de Z. album, cette valeur est supérieure au BHA de 13 fois

et de BHT de 15 fois.
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Figure 111-19: Courbes représentants L’activit¢ antioxydante totale des différents
extraits
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I11-6. Discussion:

L'utilisation combinée d'eau et de solvant organique peut faciliter [I'extraction de
produits chimiques solubles dans l'eau et / ou les solvants organiques, c'est la raison
pour laquelle les rendements d'extraits hydro-méthanolique et hydro-éthanolique sont
plus élevés [92]. On s’apergoit que le rendement d’extraction du chloroforme et
d’acétate d’éthyle pour les trois plantes étudies sont faible par contre le rendement
d’extraction du butanol est important, cela peut étre interprété par la richesse des
plantes en composés polaires. 1l est a noter que la phase aqueuse résiduelle a marqué
le plus haut rendement, cela est di aux composés trés polaires qui sont solubles dans
I'eau.

La différence dans la structure des composés phénoliques détermine également leur
solubilité¢ dans des solvants de polarité différente. Par conséquent, le type de solvant
d'extraction ainsi que les procédures d'isolement peuvent avoir un impact significatif
sur le rendement d'extraction des polyphénols a partir du matériel végétal [93].

La phase butanolique est trés riche en composés phénoliques a savoir les phénols
totaux, les flavonoides et les tanins, cela peut nous conduire a la nature trés polaire de
ces composes phénoliques présents dans cette phase-ci. On enregistre un faible taux
de composés phénoliques dans les phases chloroformiques et acétates d’éthyles, dont
la nature faiblement ou moyennement polaire des composés phénoliques est dominate
dans ces deux phases.

La fraction aqueuse en réalité¢ est une fraction résiduelle ou tous les composés qui
n’ont pas pu étre extraite par le butanol sont restés dans cette fraction-la. On a
enregistré une trés grande quantité de composés phénoliques dans cette fraction, cela
peut expliquer la nature trés polaire des polyphénols présentent dans la phase aqueuse.
L’extraction répétée plusieurs fois par le butanol peut enrichir de plus le rendement de
la phase butanolique et appauvrir un petit peu la phase aqueuse, mais cela reste
impossible a extraire completement la phase aqueuse sans changement chimique de la
nature des composés présents dans cette derniére phase.

Le contenu en phénols totaux des extraits bruts des trois especes du genre
Zygophyllum de notre étude varie de 3,75 a 5,11 mg EAG/g. D’aprés une étude
consacrée a la région de Laghouat ou 22 espéces ont été étudiées, le contenu en
phénols totaux varie de 2,72 jusqu’a 87,11mg EAG/g [94]. En comparant ces
résultats, on peut conclure que les trois espéces étudiées du genre Zygophyllum ont un
faible contenu en phénols totaux.

Le contenu en phénols totaux de trois plantes qui appartiennent a la famille
Zygophyllaceae (Tribulus omanense, Tribulus terrestris et Zygophyllum mandavillei )
collectés auprés des Emirats arabes unis était 3,96 ; 3,99 et 4,6 mg EAG/mg [95]. Ces
valeurs sont tres proches de nos résultats et confirment notre conclusion concernant la
faible teneur en composés phénoliques de nos especes. Par contre un taux élevé en
phénol totaux et en flavonoides a été trouvé dans les feuilles des Z. album qui atteint
296.83 mg GA/g et 216.41 mg Q/g [96], cela indique que les composés phénoliques
se situent au niveau des feuilles.

Le contenu en flavonoides totaux des extraits bruts des trois especes étudiées du
genre Zygophyllum varie de 1,32 a 2,39 mg EQ/g. Par comparaison avec une étude ou
onze especes sahariennes ont été testées pour leur contenu en flavonoides, les résultats
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du dosage sont entre 1,62 et 13,12 mg ER/g [97], on peut conclure que nos especes
ont un faible contenu en flavonoides.

Dans une étude consacrée aux plantes algérienne, les résultats de dosage des
phénols totaux et flavonoides de la plante Z. album étaient trés proches de nos
résultats. Mais on apercoit que la gquantité des tanins est trés élevée par rapport a nos
valeurs [98].

La quantit¢ de tanins est trop petite, cela est justifier par ’absence de la séparation
d’aucune molécule de tanin au niveau du genre Zygophyllum, par conséquent si les
tanins sont présents a I'état de trace il est difficile de les séparer et les identifier. On
trouve dans un travail sur I'espece Z. album une teneur en tanin égal a 4.349 mg/g
[98], cela peut étre expliqué par la difference de la période de collecte ou I'espéce
synthétise les tanins a une période précise et apres ces composés subissent une
dégradation pendant la période de fructification.

Le rendement d'extraction et lactivité antioxydante dépendent non seulement de la
méthode d'extraction, mais aussi du solvant utilisé pour lextraction. La présence de
divers composés antioxydants ayant des caractéristiques chimiques et des polarités
différentes peut ou non étre soluble dans un solvant particulier. Les solvants polaires
sont fréquemment utilisés pour récupérer des polyphénols a partir de matrices
végétales [92] .

Tous les extraits et les phases ont montré une tres bonne activité antioxydante ainsi
que cette derniere est proportionnelle a I'augmentation de concentration. Les phases
tres polaires a savoir les phases butanoliques et aqueuses présentent les plus grandes
activités réductrices par rapport aux phases faiblement et moyennement polaires. Cela
peut étre lié a la richesse des phases polaires en composés phénoliques et la faible
teneur en phénols totaux des phases acétate d’éthyles et chloroformes.

On observe une tres bonne activité antiradicalaire exprimer par les phases
chloroformiques malgré la faible teneur en composeés phénoliques, cela peut étre
expliqué soit par la grande réactivité c’est-a-dire la qualité des composés phénoliques
ou soit par d’autres types de composés comme les composés triterpéniques saponines.

Les fractions aqueuses ont fait preuve d’une bonne activit¢ antioxydante cela est
expliqué par la forte richesse en composés phénoliques ainsi que d’autreS COMPOSES
qui ont une grande hydrophilie ou il est impossible de les récupérés complétement.

Dans une étude consacré aux plantes de I’émirat Arabie ou Z. mandavillei a
exprimé une valeur d’inhibition du radical DPPH égale a ICso= 253.5pg/ml, cette
valeur est inférieure & nos valeurs. Ainsi que trois autres plantes appartiennent a la
famille Zygophyllaceae dont deux espéces du genre tribilus (Tribulus omanense et
Tribulus terrestris) ont des valeurs d’ICso= 70.6 et 91.7 pg/ml respectivement, ces
valeurs sont aussi inférieures a nos valeurs. Par contre Fagonia ovalifolia a démontré
une puissante activit¢ avec une valeur d” ICso= 0.56 pg/ml [95]. Dans une autre étude,
les feuilles de Z. album ont démontré une activité antiradicalaire puissante ou I'lCsp=
5. 65 pg/ml [96].

Dans une étude consacré a I'espéce saharienne Limoniastrum guyonianu, les
fractions de butanol et d’acétate d’éthyle de cette plante, ont été testées pour leurs
activités antioxydantes [99], les résultats étaient inférieurs a nos valeurs. Les plantes
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Z. album, Z. cornutum et Z. gaetulum ont un pouvoir antioxydant plus important que
L. guyonianum.

Des faibles corrélations ont été trouvées entre le contenu phénolique, flavonoidique
et en tanin et les activités antioxydantes des différents extraits, cela peut étre
interprété par la contribution mineure des composés phénoliques dans les activités
antioxydantes. Une corrélation entre les contenus en flavonoides et en phénols et entre
les ICso a une valeur de R? égal 0.295 et 0.189 respectivement. La contribution des
composés phénoliques dans la réduction du DPPH ne dépasse pas le seuil de 50%,
cela confirme la présence et la réactivité d’un autre groupe de produits secondaires
présent dans les extraits et susceptible d’étre des antioxydants puissants.

Tous les extraits ont démontré une bonne activité antioxydante, cela est lie au type
de métabolites secondaires contenu dans chaque extrait. A wvrai dire, le contenu
phénolique de nos espéces n’est pas décrit dans la littérature a part les flavonoides de
types flavonols déja cités dans le chapitre 1, Pactivité antioxydante peut étre liée aux
flavonoides. Le genre Zygophyllum est tres riche en triterpénoides saponines qui ont
une excellente activité antioxydante [100].
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

IV-1. Matériel végétal :

L’espéce sélectionnée Z. gaetulum Emb. a été collectée dans son habitat naturel. La
récolte a été effectuée au Sahara algérien dans la région de Tindouf au mois d’awril
2015.

IVV-2. Protocole d'extraction:

Apres séchage dans un endroit sec et aéré, a I’abri de la lumiere du soleil, la plante
est broyée entierement, puis pesée (M=1,8 Kg). La matiere végétale obtenue est mise
a macération avec I'éther du pétrole (3L) afin d’éliminer les graisses, les cires et les
chlorophylles. Aprés filtration et séchage, la plante est mise a macérer avec un
mélange hydroalcoolique (Méthanol / eau ; 70 / 30 ; VV / V). Cette macération est
répétée 3 fois avec renouvellement du solvant chaque 48 heure.

Apres filtration et concentration sous vide, Pextrait méthanolique est dilué avec de
Peau distillee a raison de 400-600 ml pour 1 Kg de matiére seche, on laisse la solution
au repos une nuit puis on filtre.

Apres filtration, la solution a subi des extractions successives de types liquide-
liqguide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par le
chloroforme (quatre fois) puis I'acétate d’éthyle (une seule fois) et enfin avec le n-
butanol (sept fois).

On ajoute Na,SO4 pour les trois phases organiques obtenues puis on les filtre. Le
protocole d’extraction est résumé dans la Figure (IV-1).

Les trois phases organiques ainsi obtenues (faiblement polaire : chloroforme,
moyennement polaire : acétate d’éthyle et polaire : n-butanol) sont concentrées a sec
sous pression réduite, pesées, les masses et les rendements sont donnés dans le tableau
vV-1.

Tableau 1V-1: Tableau récapitulatif regroupant les rendements des différents extraits.

Matériel végétal Extrait Masse (9) Rendement (%0)
chloroformique 5,68 0.315
Z. gaetulum acétate d’éthyle 3,74 0.207
n-butanolique 113,18 6.287
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Matiere végétale
Macération avec I’étherdu pétrole (3L) m=1,8 Kg

Filtration

Macération dans un mélange MeOH/H,0

Plante dégraissée
(7:3), Répétée 3x48".

Filtration

Extrait hydro alcoolique

Extraction par le CHCl; 4x (600 ml) Concentration asec. Dilution avec1
. - . H,O, repos une nuit puisfiltration
Ajoutde Na,SO, puisfiltration

Phase aqueuse

Extraction par AcOEt x1 (600 ml)

Ajoutde Na,SO, puisfiltration

1ase agqueuse Phase organique
Extraction Par le n-

butanol x7 (600 ml)

Ajoutde Na,SO, puis
filtration

Concentration de ¢ CHCl;
Phase aqueuse Phase organique

. Concentration ¢ AcOEt
Phase aqueuse Phase organique

Concentrationp n-BuOH

¢ n-butanolique ¢ acétate d’éthyle ¢ chloroformique

Figure 1V-1 : Protocole d’extraction
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IV-3. Separationet purification

IV-3-1. La phase chloroformique et acétate d’éthyle

En se basant sur le profil CCM des phases chloroformique et d’acétate d’éthyle, elles
ont été combinées (masse = 8,36 ). Plusieurs tests sont faits sur différentes phases
stationnaires en utilisant différents systemes de solvants, le choix est tombé sur
colonne ouverte en gel de silice en utilisant un graduant de solvant constitué de
CHCL-MeOH en commencant par le CHCI; seulement. Les proportions utilisées sont
comme suit: 40:1, 20:1, 101, 9:1, 8:1, 6:1 et finalement 2 :1. Des fractions de 50
ml ont été collectées et testées sur plaque CCM (Figure 1V-2).

Figure 1V-2 : Suivi de la colonne mére par CCM

Frs_2-6 ont été combinées (199.3mg) et puis sont soumises a une colonne flash éluée
avec le systeme Hex-AcOEt de 20 :1 jusqu’a 1 :2 (Figure IV-3). Les sous fractions 5
et 6 sont purifiés avec une colonne en séphadex. La séparation a donné CAL

(m=2.8mg).

sous lampe UV apres révélation chimique

Figure 1V-3 : Suivi de la séparation de Frs 2-6

Frs 8-10 ont été combinées (550 mg) et puis soumettre a une colonne ouverte en gel
de silice (40-50 pm, 10 g) avec un gradient d’élution composé d’hexane- acétate
d'éthyle commengant par 6:1. L’élution avec Hex-AcOEt 5:1 donne un melange qui
contient du stérol dans les fractions 4 et 5 (18 mg, cristaux jaunes). Le mélange a été
recristallisé dans le MeOH donnant un solide blanc pur CA2 (3 mg).
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Frl7 jusqu’a Fr25 ont été combinées (m=656,5 mg) puis mises a séparer sur colonne
en gel de silice en utilisant un gradient de solvant composé de CHCI3-MeOH : 15 11,
10 :1, 5-1 et 2-1. Les sous fractions collectées sont testees par CCM (Figure 1V-4).

La sous faction 14 séparée sur CCMP CHCl-MeOH- CH3COOH 15 :1:0,01 x5 puis
filtrée sur Séphadex LH20 avec CHCI3-CH3OH. Apparition de cristaux soluble dans
la pyridine CA3.

Figure 1V-4 : Suivi du fractionnement des fractions Fr17-25

Les sous fractions 16 et 17 combinées et séparées sur colonne en gel de silice CHCls-
MeOH puis par HPLC en dutilisant la colonne CAPSELL PAK C18 Type UG 120A 5
mm 25 c¢cm x 4.6 mm, Shiseido Co. Japon ; et les conditions suivantes : solvant MeOH
-H,O (4:1) contenant 0.03 % viv TFA; débit 0.4 mL, détection UV 215 nm. La
séparation a fourni deux produits : le premier produit CA4 avec une masse égale a 2.9
mg, et un temps de retention égal a Tr =13.11 min et le deuxieme produit CA5 d’une
masse de 11 mg et un temps de rétention égal a Tr = 14.30 min (Figure 1V-5).

14.3

13.108
CM‘""—-.&
'\-.‘"__
i | } t/min
10 20

Figure V-5 : Chromatogramme de CA4 et CAS

Les sous fractions 21 et 22 (m = 60 mg) séparées sur CCMP avec CHCl;-MeOH-
acide acétigue 8:1:0,01 x5 puis par HPLC en utilisant les conditions suivantes :
colonne, oCAPSELL PAK C18 Type UG 120A 5 mm 25 cm x 4.6 mm, Shiseido Co.
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Japon; solvant MeOH -H,O (2.5:1) contenant 0.03 % v/iv TFA; débit 0.7 mL,
détection UV 215 nm. La séparation a apporté deux produits : le produit CA6 d’une
masse 0.5 mg, avec un Tr = 12.06 min et le produit CA7 _d’une masse égale a 2 mg et
Tr =12.98 min (Figure IV-6).

12.983

12.058

CAB

T~
N

} t/min

10 20

Figure V-6 : Chromatogramme de CAG6 et CA7

Les sous fractions 23 et 24 combinées et séparer par HPLC selon les conditions
suivantes : colonne, CAPSELL PAK C18 Type UG 120A 5 mm 25 cm x 4.6 mm,
Shiseido Co. Japon; solvant MeOH -H,O (2.5:1) contenant 0.03 % v/v TFA; débit 0.7
mL, détection UV 215 nm. La séparation a produit le produit CA8 (m=17mg et Tr=
18.66 min) et le produit CA9 (m=62mg et Tr = 19.83 min). La figure V-7 montre le
chromatogramme issu de la séparation des sous fractions Fr (17-25)-(23,24).

15.933

} t/min

Figure 1V-7 : Chromatogramme de CA8 et CA9
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Les étapes de la séparation des deux phases combinées ; chloroforme et acétate
d’éthyle, sont récapitulées dans la figure IV-8.

Extrait CHCl; + AcOEt

CC CHCI5-MeOH
40-1a6-1

C Hex-AcOE AcOEt

mzo 1al:2 m CC CHCI;-MeOH 15-1, 10-1, 5-1 et 2-1.

Cristallisation

dans MeOH
CCMP CHCl5;-MeOH- |
AA15:1:0,01 x5 CCMP CHCl,
MeOH-AA HPLC
Séphadex LH20 CC CHCl5-MeOH
- HPL
CHCl;-MeOH HPLC C

|

Figure 1V-8: Schéma de fractionnement de I'extrait combiné (CHClz+AcOEt)
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IV-3-2. La phase butanolique

Aprés qu’on a choisi la colonne convenable. On remplit la colonne avec 800 g de gel
de silice 60 (100-210 mesh) mélangé avec 1,6 Litre de chloroforme et méthanol (5 :1),
puis on met une autre couche de sable de mer.

On dissout 100 g de la phase butanolique de Zygophyllum gaetulum avec du méthanol
puis on ajoute un adsorbant. On mélange bien et on chasse le solvant afin d’obtenir
une poudre séche, on rend cette derniére fine et homogeéne a I'aide d’un mortier. On
verse le mélange d’une fagon de former une couche homogéne.

L’élution a eté faite en utilisant un gradient de solvant composé de CHCI; et du
MeOH. Les proportions utilisées sont: 5:1, 4:1, 35:1, 3:1, 251, 21, 151, 11,
1:2 et finalement seulement le méthanol.

16 fractions de 500 ml ont été collectées et pesées (Tableau IV-2). En suivant
I'avancement de la colonne et en basant sur le profii CCM des fractions collectées
(FigurelV-9), ces derniers sont regroupes selon leurs similitudes.

Tableau IV-2 : Masses des fractions de la phase butanolique

Numéro de fraction % de graduent Masse (mg)
CHCI;-CH;OH
1 51 108,5
2 167,9
3 41 70,4
4 217,7
5 351 457,7
6 605,9
7 31 1696,6
8 2824,2
9 251 3685,6
10 6526,5
11 21 6536,4
12 151 6513,1
13 11 10211,7
14 12 9752,1
15 CH;0H 5202,5
16 3505,6

Le suivi de la colonne a été fait par CCM comme la démontre la figure 1V-9:
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Figure 1V-9: Suivi de la séparation de la phase BUOH par CCM

Les fractions Fr2 et Fr3 ont été combinées et séparées par flash colonne en gel de
silice (40-60 mesh) en utilisant un graduant de solvant composé de CHCI; et AcOEt
avec les proportions suivantes : 5:1, 4:1, 3:1, 2:1 et 1:1. Les sous fractions 13 et 14
combinées et séparees par CCMP avec le systtme CHCIls/ AcOEt 3/1 x5. La
séparation a fourni deux composés Bl (1.7mg) et B2 . La sous-fraction 15 a fourni
B3.

Les fractions Fr4, Fr5 et Fré ont été combinées (masse= 1,238 @) puis séparées sur
colonne ouverte en gel de silice en utilisant un gradient de solvant composé de CHCI3
et de CH3OH, les proportions utilisees sont comme suit : 20:1, 15:1, 10:1, 9:1, 81, 7/1
et 6/1. La sous-fraction 3 (m= 42,6 mg) est filtrée sur le séphadex LH20 avec un
mélange de CHCIL; / CH30H (1/2). On a obtenu le composé B4 (m=2.4mg). La sous
fraction 7 (m= 133 mg) filtrée sur séphadex puis rechromatographiée de nouveau sur
HPLC préparative (m= 58,3 mg) en utilisant les conditions suivantes: colonne
Cosmosil 5 C-18- PaQ 25x1.0 cm id solant MeOH-H;O (5:2) débit 3 ml/min
détection UV 215 nm. On a obtenu le composé B5 (m=34mg).

Figure 1V-10 : Chromatogramme HPLC des fractions Fr4-6

Fr-7 (m=1,70 g) a été rechromatographié sur gel de silice (40-50 pym, 60g) et élué
avec un graduent de CHCl;-MeOH en commencant par la proportion 7 :1. Les sous
fractions de 9 a 12 (m=1,10 g) obtenu par I’éluant CHClL-MeOH 3:1. Une portion
6% est purifiéce par HPLC sous les conditions suivantes : colonne, CAPSELL PAK
C18 Type UG 120A 5 pm 25 cm x 4.6 mm, Shiseido Co. Japon; solvant MeOH-H,0
(2:1) contenant 0.05 % v/iv TFA; débit 0.7 mL, détection UV 215 nm. La séparation
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avec HPLC a donné deux composés : B6 d’une masse égale a 2.5 mg sous forme de
poudre incolore avec un tg = 9.39 min et B7 d’une masse m=7.8 mg sous forme de
poudre incolore et un tg =10.54 min (Figure 1V-11).

Les sous factions de 13 a 15 élué avec un gradient de CHCL-MeOH de 3:1al1:1 (261
mg) combiné puis chromatographié sur colonne ODS C-18 avec le systeme de solvant
MeOH-H,0 (2:1 a 3:1). La fraction 10 contient 10 mg du composé B8.

10.54
/ B7

3y t/min

N

10

Figure 1VV-11: Chromatogramme HPLC de B6 et B7

Fr-8 (m=2.80) a eté rechromatographié sur gel de silice (40-50 mm) et élué avec un
graduent de CHCl-MeOH. Les sous fractions de 15 a 17 (m=1,1g) élués avec 2 1
sont purifiées par HPLC sous les conditions suivantes : colonne, CAPSELL PAK C18
Type UG 120A 5 mm 25 cm x 4.6 mm, Shiseido Co. Japon ; solvant MeOH-H,0
1.5:1 contenant 0.03 % v/iv TFA; débit 0.7 mL, détection UV 215 nm. La séparation
par HPLC analytique a donné deux produits purs : B9 (m=1.3mg et tr =15.79min) et
B10 (m=4.9 mg et Tr= 17.42 min). La figure 1V-12 présente le chromatogramme de la

FrS. 17.417

| B10

v

15.798
B9 \
W
l ] 3 t/min
10 20

Figure 1V-12 : Chromatogramme de B9 et B10
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30 mg de la Fr 11 a été séparé sur CCMP en utilisant CHCl-MeOH 4 :1 x2 —2:1
x2. Quatre bandes ont été grattées et lavées. Frll -1 (3mg) contient un mélange de
(B9) et (B10), Fr11-2 (6,2 mg) est filtre sur sephadex en utilisant CHCl;-MeOH 2 :1.
Cette derniere a permis de séparer deux produits (B11) d’une masse 2mg et (B12)
d’une masse 2mg. Frl11-4 d’une masse de 4 mg est isolé a I'état pur (B13).

Fr 13 chromatographié sur colonne ouverte en ODS (C-18) élué avec MeOH-H,0
de 12 jusqu’a 1:1 puis MeOH seulement. Les sous fractions 4et 5 chromatographié
sur CCMP avec le systeme CHCl-MeOH- H,0 (2 :0,9 :0,07) x2 a donner (B14).

Les différentes étapes de séparation et de purification de la phase butanolique sont
récapitulées sur la figure 1V-13.

Extrait butanol

CC CHCl-
Fr2-3 Fr4-6 Fr-7 Fr-8 Fr-11 Fr-13
CC CHCl5- CC CHCl5.-MeOH CCMP cC ODS C-
AcOEt CC CHCl;- CC C_HC'3 CHCl- ;8(;\”80“-
20-136-1 .
51311 MeOH
Fri3-14 | 1Fr15 | Fr3 | (Fr7 0 1Fr9-12 |[Fri3-15) pri517 Fr2 ||B13 || Fr45
CC
ODS C-
18 HPLC Sephadex
Me OH- CCMP
Fr10 'H20 CHCl5- CHCl3+
MeOH 1-2 MeOH-
H,0

Figure 1V-13: Schéma de séparation de la phase BUOH
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IV-4. Elucidation structurale

IV-4-1. Composé CA9

Ce composé a été isolé sous forme de cristaux blancs. Son spectre RMN *H (Figure
IV-14), enregistré dans CD3OD, montre six signaux de méthyle d’une intégration de
trois protons pour chacun, dont quatre singulets et deux doublets. Cela nous conduit a
un squelette de triterpene et vue le type de triterpénes dominant dans le genre
Zygophyllum, on prévoit un squelette pentacyclique. Ce spectre montre aussi :

Un signal anomérique enregistré a 6 4.29 ppm. Les autres signaux du sucre
apparaissent dans I'intervalle [3.133 -3.845] ppm.

Un signal sous forme d’un doublet & 5.59 ppm caractéristique du proton
oléfinique qui sera attribué au H-12.

Un signal sous forme de doublet de doublet a 6 3.13 (1H, J=15.6 ,4.0 Hz)
attribuable au proton H-3. La valeur de constante de couplage 15.6 Hz indique
une orientation o-axiale du H-3 et par conséguent une orientation [-
équatoriale du groupement OH de la méme position.

Un signal sous forme de doublet d’une intégrale d’un seul proton a ¢ 2.23 ppm
et J= 10.2 Hz attribuable a H-18. Sa muiltiplicit¢ indique la présence d’un seul
proton adjacent qui sera le H-19, et la valeur de constante de couplage nous
oriente vers une forme B-axiale de H-18 [45].

A partir de ces données collectées du spectre RMN H, on déduit qu’il s’agit d’un
squelette triterpéne pentacyclique d’une forme a-amyrine, bien précisément d’un 3-
hydroxy- ursan-12-ene contenant un sucre.

_JﬁL__/'ﬁ\\_ I 'Ui,_ﬂfv“% flﬁ ,r#‘\kfk_‘_j?i li"v‘:,,n"! ﬂmjm !Lu )
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Figure 1V-14 : Spectre RMN *H (500MHz, CD;0D) du composé CA9
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Selon le spectre RMN 3C (Figure 1V-15), on compte (36) trente-six signaux
indiquant la présence d’un seul hexose et un aglycone triterpénoide :

e Les signaux appartenant au sucre sont C-1' (6 106.7) C-2' (6 75.6) C-3' (o
78.2) C-4' (5 71.6) C-5' (8 77.7) C-6' (6 62.8). Ces valeurs montrent que ce
sucre est bien le glucose. La forme B-D-pyranoside du glucose est déduite par
la valeur du déplacement chimique et la constante de couplage du proton
anomérique H-1' (8 4.29 ppm, d, J= 7.5 Hz)extraite du spectre RMN H
(Figure 1V-14).

e Les valeurs de déplacement chimique d’un méthine a & 130.4 ppm et un
carbone quaternaire a 6 133.9 ppm attribuables a C-12 et C-13 respectivement,
sont caractéristiques de la structure a-amyrine. La différence entre les deux
valeurs des signaux oléfiniques est de l'ordre de AS = 3.5 ppm suggérant la
forme a-amyrine, ces valeurs sont en total agrément avec la litterature [101,
102].

e Deux signaux a & 179.0 et a & 181.7 ppm caractéristiques de deux
groupements carboxyliques aux C-27 et C-28 respectivement. Cela nous
conduit bien vers une structure de type acide quinovique

e Un signal a o 90.67 ppm caractéristique d’un carbone lié a un oxygene.

D’apres toutes les données précédentes, la structure est un 3-oxo, ursan-12-ene-27,28-
dicarboxyles, on peut envisager la structure vers un acide quinovique substitué par un
glucose.

......
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Figure 1V-15 : Spectre RMN **C (125MHz, CD3;0D) du composé CA9
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D’une autre part, la présence d’une unit¢ glucose liée a laglycone avec une liaison
éther est suggéré par les signaux anomériques de la RMN H (6= 4.29 ;1 H; d; J=7.5)
et de la RMN *3C (8 106.7 ppm; C-1') [29]. Le site de glycosidation de type éther a été
montré d’étre au C-3 de I'acide quinovique par apparition des pics sur RMN *C aux
8 90.7, 8 27.1 et & 40.1 ppm attribuables aux C-3, C-2 et C-4 respectivement. Ou ils
étaient en accord avec les modeles de 'acide quinovique substitué a C-3 [91].

Selon I'expérience HMQC (Figure 1V-16 et 17), on attribue pour chaque carbone son
proton correspondant :

e entre C-12 (6 130.4 ppm) et H-12 (& 5.6 ppm)
e C-1'(106.7) et H-1' (4.29)

e (C-3(90.7) et H-3(3.13)

e (-3'(78.2) avec H-3' (3.33)

e C-5'(77.7) avec H-5" (3.24)

e (C-2'(75.6) avec H-2' (3.167)

e (C-4'(71.6) avec H-4' (3.28)

e (C-6"62.8)avec H-6" (3.83 et 3.64)

e (C-5(56.9)avec H-5(0.74)

e (C-18(55.5) et H-18 (2.23)

o (C-9(48)etH-9(2.23)

e (C-19 (40.4) avec H-19 (0.91)

e (C-1(39.9)avec H-1(1.013 et 1.07)
e (C-7(38)avec H-7 (1.66 et 1.24)

e (C-22(37.6) avec H-22 (1.63 et 1.58)
o (C-21(31.2)avec (1.43et1.013)

e (-23(28.5) avec H-23 (1.013)

e C-2(27.1)avec H-2 (1.91et1.71)

e (C-15(25.7) avec H-15 (2.03 et 1.65)
e (-16(26.4) avec H-16 (2.03 et 1.59)
e (C-11(23.8)avec H-11 (2.02 et 1.91)
e (C-30 (21.5) avec H-30 (0.915)

e (C-6(19.3)avec H-6 (1.5et 1.33)

e (C-25(19.1) avec H-25 (0.88)

e (-29 (18.1) avec H-29 (0.89)

o (C-24(17.1) avec H-24 (0.82)

e (-26(16.9) avec H-26 (0.96)
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G H-1’, c-1/
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Figure 1V-16 : Spectre HMQC (500MHz, CD30D) du composé CA9
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H-26, C-26
H-24, C-24

C-26
C-24

C-29
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Figure 1V-17 : Spectre HMQC étalé (500MHz, CD30D) du composé CA9
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L’experience HMBC (Figure 1V-19 et 20) présente les corrélations suivantes :

C-3 (3 90.7 ppm) montre quatre taches de corrélations avec
v H-1' (3 4.29 ppm)
v' H-23 (3 1.013 ppm)
v' H-24 (5 0.825 ppm)
v H-2getH-2, (3 1.91 ppmet § 1.71 ppm)
e C-5(356.9 ppm) montre 4 taches de corrélations avec
v' H-23 (3 1.013 ppm)
v' H-24 (3 0.825 ppm)
v' H-25 (5 0.88 ppm)
v' H-26 (3 0.96 ppm)
e entre C-1'(106.7) et H-2' (3.16)
e (C-4'(71.6) et H-3" (3.33)
e (-8(40.6), C-9(48) et C-10(37.8) avec H-25 (0.88) et H-26 (0.96)
e (C-19(40.4) et C-20(38.3) avec H-29 (0.89) et H-30 (0.915)
e (-23(28.5) avec H-24 (0.825) et vice versa.

Les corrélations sont schématisées dans la figure 1V-18:

30
29 5
220

Figure 1V-18 : Corrélation selon I'expérience HMBC du composé CA9
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Figure 1V-19: Spectre HMBC (500MHz, CD3;0D) du composé CA9
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Figure 1V-20 : Spectre HMBC étalé (500MHz, CD3;0OD) du composé CA9
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L'emplacement de l'unit¢ de sucre au C-3 de laglycone a été déterminé en utilisant
HMQC et HMBC. L’expérience HMQC a établi la connectivit¢ entre C-3 (6 90.7
ppm) et H-3 (3 3.13 ppm), le carbone C-1' (6 106.7 ppm) et le proton anomérique H-
1" (6 4.29 ppm, d, J 7.5 Hz). Dans I'expériecnce HMBC, la connectivit¢ a longue
distance a été observée a partir de la corrélation entre le carbone C-1' (8 106.7 ppm) et

H-3 (6 3.13 ppm) ainsi que pour la corrélation entre C-3 (& 90.7 ppm) et H-1" (6 4.29
ppm, d, J 7.5 Hz).

Les valeurs de déplacement chimique du *H et du *C (tableau 1V-3) sont identiques
avec celles trouvées dans la littérature [101, 103]. En conséquence, la structure de
CA9 a été conclue comme étant de 3-O-B-D-glucopyranoside quinovic acid (Figure
IV-21). Ce composé fut isolé de Z. album, Z. fabago, Z. coccineum et Z. melongena.

On rapporte la séparation de ce compose de Z. gaetulum pour la premiére fois.

30

29

N
o

OH

HO
HO

OH

Figure 1V-21 : Structure chimique du composé CA9 ; de 3-O-f-D-glucopyranoside
quinovic acid
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CHAPITRE IV

SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

Tableau 1V-3 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et *C (75MHz)
dans CD3OD du composé CA9 (6 en ppm et J en Hz)

position

10
11

12
13
14
15

16

17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
30
1"
or
3
4
5"
6"

o (H) ppm, m j Hz
o 1.053 dd

B 1.68dd

o 1.91m

B 1.71m
3.13dd 15.6 ,4.0

0.745d1 10.5
o 1.54dl
g 1.33dl

o 1.68dl
8 1.20dl

2.215d13.15

o 1.013
B 1.91dl
5.599 d

2.03dI
1.68 d
2.03dI
B 1.68dl

R TR

2.239d 10.2
0.91m

1.63 m

o 143m
B 1.013m
o 1.63m
B 1.013m
1.013s
0.825s
0.88s

0.96 s

0.89 dl

0.915 dl

429d7.5

3.167t

3.33t

3.28t

3.24'm

o 3.646dd 11.7. 4.2
B 3.83 dl11.4

o0 (C) ppm
39.9

27.1

90.7
40.1
56.9
19.3

38

40.6
48

37.8
23.8

130.4
133.9
57.3
25.7

26.4

49.5
55.5
40.4
38.3
31.2

37.6

28.5
17.1
19.1
16.9
179
181.7
18.1
21.5
106.7
75.6
78.2
71.6
7.7
62.8
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HMBC
C-1/H-25

C-3/H-23,H-24,H-2,H-1"
C-4/H-5,H-23,H-24
C-5/H-23,H-24,H-25,H-26
C-6/H-5,H-7

C-7/H-5,H-6, H-9, H-26

C-8/H7,H-11,H-26
C-9/H-25, H-26
C-10/H-5,H-25
C-11/H-9

C-12/H-11,H-18
C-13/H-11,H-18,H-15
C-14/H-12

C-17/H-18,H-16
C-18/H-12
C-19/H-18,H-29,H-30
C-20/H-18,H-29,H-30
C-21/H-20, H-30

C-23/H-24
C-24/H-23,H-7

C-28/H-16

C-1'/H-2

C-4'/H-3'

DEPT
CH2

CH2

CH
C
CH
CH2

CH2

C
CH
C
CH2

CH

CH2

CH2

CH
CH
CH
CH2

CH2

CH3
CH3
CH3
CH3

CH3
CH3
CH
CH
CH
CH
CH
CH2



CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

IV-4-2. Composé CA5

Ce composé a été isolé sous forme de cristaux blancs. Le spectre RMN *H (Figure 1V-
22) de ce composé, enregistré dans CD3;OD, montre sept signaux de méthyle dont
quatre singulets a & 0.823, 6 0.886, 6 0.967 et 6 1.007 ppm et deux doublets a & 0.902
et 6 0.919 ppm. Cela nous conduit a un squelette de triterpéne pentacyclique :

e Un signal sous forme d’un singulet large a 5.603 ppm caractéristique du
proton oléfinique.

e Un seul proton anomérique est observé a & 4.26 ppm (1H, J = 7.5 Hz)
indiquant la forme B-D-pyranoside du sucre, avec I'apparition d’un signal sous
forme de doublet d’intégration de trois protons a 1.223 ppm indiquant que le
sucre est un quinovose.

e Un signal sous forme de doublet de doublets a 6 3.10 (1H, J =15.6 et 4.0 Hz)
attribuable au proton H-3. La valeur de constante de couplage 15.6 Hz indique
une orientation a-axiale du H-3 et par conséquent une orientation f-
équatoriale du groupement OH de la méme position

e Un signal sous forme de doublet d’une intégrale d’un proton a 6 2.24 ppm J
8.1Hz attribuable & H-18. La multiplicit¢ indique la présence d’un méthine
(CH) au C-19, et la valeur de constante de couplage nous oriente vers une
forme B-axiale de H-18.

A partir des données collectées du spectre RMN H. On déduit qu'il s’agit d’un
squelette triterpéne pentacyclique d’une forme a-amyrine, bien précisément d’un 3-
hydroxy- ursan-12-ene contenant un sucre.
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Figure 1V-22 : Spectre RMN *H (300MHz. CD;0D) du composé CA5
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

Selon le spectre RMN 3C (Figure IVV-23). On compte trente-six signaux indiquant la

présence d’un seul sucre et un aglycone triterpénoide :

e Les signaux appartenant au sucre sont C-1' (6 106.6) C-2' (5 75.9) C-3' (6 78)
C-4' (6 77) C-5' (6 73) C-6' (6 18.2). Ces valeurs appartiennent au quinovose.
Une autre appélation est utilisée pour le quinovose est 6-deoxy-D-glucose.

e Les valeurs de déplacement chimique d’un méthine a & 130.4 ppm et un
carbone quaternaire a & 133.9 ppm attribuable a C-12 et C-13 respectivement,
qui sont caractéristiques de la structure a-amyrine. Le déplacement chimique
des carbones oléfinique est trés utile pour distinguer entre urs-12-ene et oléan-
12-ene. ces valeurs sont en total agrément avec la littérature [101].

e Deux signaux a C-27 (6 179.0 ppm) et a C-28 (6 181.7 ppm) caractéristique de
deux groupes carboxyliques libres.

e Un signal a90.67 ppm caractéristique d’un carbone lié¢ a un hydroxyle.

Et d’aprés les données collectées du spectre RMN 'C, on arrive & la structure

partielle suivante : 3-hydroxy- ursan-12-éne-27.28-dihydroxyles contenant un sucre.

157,451
3

IR T R

[
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Figure 1V-23 : Spectre RMN **C (75MHz. CD;0D) du composé CA5
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

La présence d’une unité quinovose liée a I'aglycone avec une liaison €ther est suggéré
par les signaux anomériques de la RMN ‘H (6= 4.26 ppm:1 H; d; J =7.5 Hz) et de la
RMN 13C (8 106.6 ppm; C-1") [35]. Le site de glycosidation de type éther a été
montré d’étre au C-3 de I'acide quinovique par 'absorption de la RMN *3C du C-3 4 &
90.7 ppm ; C-2 (& 27.1 ppm) et C-4 (5 40.1 ppm) ou ils étaient en accord avec les
modeles de I'acide quinovique substitué a C-3 [104].

D’apres les données collectées de RMN, on a identifié le composeé comme étant 3p3-O-
- D-quinovopyranoside quinovic acid, dont sa structure est demontrée dans la figure
IV-24. Les valeurs de déplacement chimique du composé CA5 (Tableau 1V-4) sont
identiques avec celle de la littérature [47, 103, 105]. Ce composé est appelé aussi
Quinovin, il a été isolé pour la premiere fois des écorces de Cinchona en 1963 [47].
Concernant le genre Zygophyllum, il a été isolé de Z. album, Z. cornutum, Z.
coccineum, Z. dumosum, Z. propinquum et Z. fabago. On rapporte la separation de ce

composé de Z. gaetulum pour la premiere fois.
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HO
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Figure 1VV-24 : Structure du composé CAS5 ; 33-O-B-D-quinovopyranoside quinovic
acid
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CHAPITRE IV

Tableau 1V-4: Déplacements chimiques en RMN H (300MHz) et 13C (75MHz) dans

posit
ion

1

2

12
13
14
15

16

17
18

a
B
a
B

=

CD30OD du composé CA5 (6 en ppm et J en Hz)

& (H)
6 ppm J Hz
1.007
1.695
1.007
1.695
3.094dd 11.4. 4.2

0.739d 10.8
1.42
1.498
1.32

1.586 d

2.229
1.007

1.946 dl 7.2
5.603 di

1.646dl 7.5
2.036 d1 9.9
1.646dl 7.5

2.036d19.9

2.242d8.1

3 (C)
ppm
39.3

27.1

90.7

40.1

56.9
19.3

38

40.6
48
37.7
23.8

130.4
133.9
57.3
25.7

26.4

49.5
55.5

DEPT | positio
n
CH2 19
CH2 20
CH 21
C 22
CH 23
CH2 24
CH2 25
C 26
CH 27
C 28
CH2 29
CH 30
C 1'
C 2'
CH2 3'
(b}
S
CH2 3 &
c
=
o
C S
CH 6'
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o (H)
8 ppm J Hz

1.007
1.63

1.007
1.35
1.007
1.63
1.007 s
0.823s

™R ™R

0.886 s

0.967 s

0.902 sl
0.919 sl

4.26d 7.8
3.165t

2.9619.0

3.35
1.247d 6.0

SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

3 (C)
ppm
40.4

38.3

31.2

37.6

28.5
16.9

17.1

18.1
179
181.7
19.1

215
106.6
75.9
78

77

73
18.2

DEPT

CH

CH

CH2

CH2

CH3
CH3

CH3

CH3

CH3

CH3
CH
CH
CH

CH

CH
CH3



CHAPLTERENNYS SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

IV-4-3. Composé B7

Le spectre RMN 'H (Figure I\VV-25) est superposable & celui du composé C9 : six pics
dont quatre sous forme de singulet et deux sous forme de doublet large avec
I’apparition de quelgues pics supplémentaires au niveau de la région des sucres. Il

s’agit donc d’un acide quinovique :

e Deux signaux de protons anomériques a 6 4.26 ppm (d, J= 7.5 Hz) et 6 5.40
(d, J= 8.4 Hz). Les autres pics des sucres sont entre [2.96 — 3.66 ppm] ainsi
qu'un pic sous forme de doublet d’intégration de trois protons a 1.24 ppm
indiquant la présence de B-D-glucose et B-D-quinovose.

e Un pic sous forme de doublet a 6 2.27 ppm attribuable a H-18.

e Apparition d’un doublet doublet d’intégrations d’un seul proton a 6 3.098 ppm
attribuable a H-3.

e Un pic sous forme de singulet large & 5.61 ppm attribuable a H-12.

MI.II; i , L1 L 1L AP RUNEY 'I',J":
l'.|' A 1'1. | NS W _,I“\\fr( ”/
/'_‘

JEEY. }n Vl\ i ' A i

2.0 1.0

Figure 1V-25: Spectre RMN ‘H (300MHz, CD30D) du composé B7
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Le spectre RMN *C (Figure IV-26) et DEPT 135 (Figure IV-27) sont similaires &

ceux du composé C9 avec I'apparition des pics d’un hexose supplémentaire :

e L’apparition des pics de C-12 et C-13 a 6 130.9 ppm et 6 133.3 ppm
respectivement

e Un pic apparait a 6 55.3 ppm attribuable a C-18

e Deux signaux a C-27 (6 179.2 ppm) et a C-28 (6 177.9 ppm) caractéristique de
deux groupes carboxyliques : dont C-27 est libre et C-28 est substitué.

e Un signal a 90.67 ppm caractéristique d’un carbone lié¢ a un hydroxyle.

e Les signaux appartenant aux sucres sont C-1" (6 95.7) C-2’ (6 74) C-3’ (o
78.4) C-4’ (6 71.2) C-5" (6 78.8) C-6" (6 62.5) correspondent au glucose C-1"’
(5 106.7) C-2"" (8 76.0) C-3"" (8 78) C-4"" (5 77.1) C-5" (5 73) C-6"" (5 18.3)

correspondent au quinovose.

Le composé B7 est identifie comme 3-O-B-D-quinovopyranoside quinovic acid 28-
O-pB-D-glucopyranoside ester (Figure 1V-28). Les valeurs de déplacements chimiques
(Tableau 1V-5) sont accord parfait avec celles de la littérature [103, 106]. Ce composé
a été isolé pour la premiere fois de la plante Isertia Haenkena [103], il a été déja
identifié dans Z. coccineum. Z. geslini. Z. album et Z. cornutum. On rapporte la

séparation de ce composé de Z. gaetulum pour la premiere fois.

OH

IO
IO

HO

Figure 1V-26 : Structure du composé B7 ; 3-O-B-D-quinovopyranoside quinovic acid
28- O-B-D-glucopyranoside ester
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Figure 1V-27: Spectre RMN *C (75MHz, CD;0D) du composé B7
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Figure 1V-28 : Spectre DEPT 135 du composé B7
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Tableau 1V-5: Déplacements chimiques en RMN H (300MHz) et 13C (75MHz) dans
CD30OD du composé B7 (6 en ppm et J en Hz)

position | & (C) o (H) DEPT | position | & (C) o (H) DEPT
ppm S ppm JHz ppm S ppm JHz

1 393 | | 1.002 CH2 22370 @ 1.002 CH2
B 1773 B 1.735

2 271 o | 1.002 CH2 23 285 | 1.002s CH3
B 1773

3 90.7 | 3.098dd11.445 CH 24 171  0.819s CH3

4 40.1 C 25192 | 0.875s CH3

5 56.9 | 0.73d1105 CH 26 169  0.964s CH3

6 193 | ¢ | 1483 CH2 27 179.2 C
B 1602

7 38 o | 1.43 CH2 28 | 177.9 C
B 1656

8 40.8 C 29181 | 0.912sl CH3

9 48 209dd11.157 | CH 30 215 | 0.92sl CH3

10 37.8 C 1' | 1066 | 4.26d7.8 CH

11 23.9 | 1.945 CH2 2" 759 3.165t75 CH

12 130.9 | 5.616 sl CH 8| 3 780 CH

13 133.3 C & & 710 296t90 CH

14 57.3 C S 5 730 | 324m CH

15 258 o | 1.694 CH2 © 6 182 1.246d6.3 CH3
B | 2.031

16 264 o | 1.694 CH2 1" 956 5.369d75 CH
B | 2031

17 C 2" 739 |319t75 CH

18 55.3 | 2.278d9.9 CH | & 3" 783 CH

19 40.4 | 1.002 CH = 4" 712 CH

20 38.3 | 1.694 CH  © 5" 786 CH

21 31.2 | o | 1.002 CH2 6" 625 o 3.792dl11.1 CH2
B 154 B| 3.666 dd 11.7 ; 4.2
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

IV-4-4. Compose CA6

Le spectre RMN H (Figure IV-29) est trés proche du composé CA9 ou la partie
aglycone est identique, il s’agit donc d’un acide quinovique :

e Un seul proton anomérique est observé dans le spectre RMN *H a § 5.37 ppm.

Donc le composé CA6 est un acide quinovique lié a un sucre.
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Figure 1V-29 : Spectre RMN *H (300MHz, CD3;0D) du composé CA6

Selon le spectre RMN *C (Figure 1V-30) on distingue trente-six signaux indiquant la
présence d’un seul sucre et un aglycone triterpénoides. Et selon le spectre DEPT 135
(Figure 1VV-31) on compte six carbones tertiaires, dix carbones secondaires et douze
carbones primaires. On déduit ainsi sept carbones quaternaires.

e Les signaux appartenant au sucre sont C-1' (6 95.6) C-2' (6 73.9) C-3'(6 78.3)
C-4'(6 71.2) C-5'(6 78.7) C-6'(d 62.5). Ces valeurs appartiennent au glucose.
La forme B-D-pyranoside du glucose est déduit par la valeur du déplacement
chimique du proton anomérique (6=5.37 ppm, d, J=8.1 Hz).

e L’absence de liaison éther a C-3 a un effet de blindage ou la valeur du
déplacement chimique de C-3 est déplacée vers le champ le plus fort (& 79.6
ppm).

e Les valeurs de déplacement chimique pour C-12 et C-13 sont & 130.9 et o
133.3 qui sont caractéristiques de la structure a-amyrine.
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Figure 1V-30 : Spectre RMN **C (75MHz, CD3;0D) du composé CA6
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Figure 1V-31 : Spectre DEPT 135 du composé CA6
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

On apercoit la présence de deux groupes carboxyliques a C-27 (8 179.1 ppm)
et a C-28 (6 177.9 ppm). le groupe carboxyle estérifié C-28 apparait a 6 177.9

ppm décalé dans le domaine fort par Ad 3.8 ppm par rapport au groupe
carboxyle libre C-28 (5 181.7 ppm).

La présence d’une unit¢ B-glucose liée au groupe carboxyle a C-28 de I'aglycone est
en accord avec le signal anomérique du RMN *H a & 5.37 ppm (H-1', d , J=8.1 Hz) et
en agrement total avec la résonance du carbone C-1' observé a 6 95.6 ppm. La liaison
de lester glycosylique a eté proposee en C-28 de I'acide quinovique sur la base des
résonances de C-12, C-13 et C-14 (6 130.1, 6 134.4 et 6 59.3 ppm, respectivement) et
de C-27 (6 179.5 ppm) et C-28 (6 178.5 ppm) de groupes carboxyle. Toutes ces

valeurs correspondaient bien a celles trouvées dans un ester glycosyligue en C-28
[107, 108].

Les valeurs de déplacement chimiques (Tableau IV-6) sont en accord avec la
littérature [106, 109]. la structure proposée est un quinovic acid 28-O-B-D-

glucopyranoside ester (Figure 1V-32). Ce composé est isolé pour la premiéere fois de
la famille Zygophyllaceae.
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Figure 1V-32 : Structure du composé CAG6 ; quinovic acid 28-0-B-D-glucopyranoside
ester
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

Tableau 1V-6 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et *C (75MHz)
dans CD3OD du composé CA6 (6 en ppm et J en Hz)

positio . & (C) é (H) DEPT | positio | & (C) d (H) DEPT
n ppm S ppm, m, JHz n ppm Sppm, m, JHz

1 39.8 o | 0974dl45 CH2 19 40.3 0.91 CH
B | 1734

2 27.9 o 0974dl45 CH2 20 | 38.3 1.556 CH
B 1.715dl11.1

3 79.9 3.061dd11.1;5.1 Hz CH 21 31.2 o 0.91 CH2

B | 1397
4 40 C 22 | 37 o CH2
B | 1557

5 56.7 0.71d 10.5 CH 23 | 28.7 0.918 s CH3

6 19.5 o |1.261dl11.7 CH2 24 1 16.9 0.708 s CH3
B L1446

7 38.1 o |1.172d1135 CH2 251 19.2 0.84s CH3
B 1557499

8 40.8 C 26 | 16.4 0.884 s CH3

9 48.1 2.168 dd 10.5 ;5.4 CH 27 1 179.1 C

10 38.1 C 28 | 177.9 C

11 23.9 CH2 29  18.1 0.849 sl CH3

12 130.9 | 5.579sl CH 30 215 0.869 sl CH3

13 133.3 C 1' 95.6 5.329d7.8 CH

14 57.3 C 2" 73.9 CH

15 25.8 o | 1.557 CH2 3" 78.3 CH
B | 2.006

16 26.4 o | 1.557 CH2 4' | 71.2 CH
B | 2.006 z

17 49.6 C 8 5' 78.7 CH

18 55.3 2.239d 9.6 CH 6"  62.5 o 3.753dl11.7 CH2

B 3626dd123.4.2
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IV-4-5. Composé B8
Les spectres RMN *H (Figure IV-33), *C (Figure 1\-34) et DEPT 135 (Figure 1V-35)

sont identiques avec ceux du composé CA5. Il s’agit donc d’un quinovose attaché a

un acide quinovique au C-3. La différence est enregistrée au niveau du sucre.

Un effet déblindage remarqué sur C-2' (6 82.0 ppm) et sur H-2’ (5 4.043 ppm) [48].
Le décalage des déplacements chimique vers le champ faible de H-2' (A3=0.88 ppm)
et de C-2' (Ad=6.1 ppm) indique qu’un groupe sulfate est attaché au C-2' du

quinovose [45].

Les valeurs de déplacement chimiques, illustrées dans le tableau V-7, sont en accord
avec la littérature [48]. Le composé B8 est un 3-O-B-D-2-O-
sulfonylquinovopyranoside  quinovic acid (Figure 1V-36), il est appelé aussi
Zygophyloside D, isolé pour la premiére fois de Z. propinquum [48]. Il a été identifié
aussi dans Z. coccineum et Z. aegyptium. On rapporte la séparation de ce composé

pour I'espéce Z. gaetulum pour la premiére fois.
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Figure 1V-33 : Spectre RMN *H (300MHz, CD3;0D) du composé B8
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Figure 1V-34 : Spectre RMN **C (75MHz, CD;0D) du composé B8
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Figure 1V-35 : Spectre DEPT 135 du composé B8
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CHAPITRE IV

Figure 1V-36 : Structure du composeé B8 ; 3-O-p-D-2-O-sulfonylquinovopyranoside

Tableau 1V-7 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et *C (75MHz)
dans CD3OD du composé B8 (6 en ppm et J en Hz)

position
1

2

10
11

12
13
14
15

16

17
18

SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

5 (0)
ppm
39.9

27.1
91.3
40.2

56.8
19.3

38.1

40.6
47.9
37.8
23.9

130.9
134.2

57.4
25.8

26.6

49.7
957

\S/O
O/ \OH

quinovic acid = Zygophyloside D

S(H)
ppm, m, j Hz

a 1.037
B 1.733
a 1.037
B 1.733
3.087 dd9.34.8

0.73d10.5
a 141
B 1.50
0134
B 1.56

2.21

@ 1.037
B 1.97
5.587 sl

0 1.629
B 2.024
0 1.629
B 2.024

2.254 d 8.7

DEPT position

CH2

CH2

CH

C

CH
CH2

CH2

CH

CH2

CH

CH2

CH2
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Quinovose

19

20

21

22

23
24

d (C)
ppm
40.5

38.4
314
37.8

28.4
17.1

19.2

16.9
179.6
183.5
18.3

21.6
104.0

82.0
76.8

77.5

72.6
18.1

S(H)
ppm, m, j Hz

1.037
1.67

o 1.037
B1.48

0. 1.037
B1.733
1.037 s
0.834 s

0.89s

0.958 s

0.906 sl

0.918 sl
443d7.8

4.043t7
3.599 t

3.09t

3.35m
1.26d5.7

DEPT

CH

CH

CH2

CH2

CH3
CH3

CH3

CH3

CH3

CH3
CH

CH
CH

CH

CH
CH3



CHAPLTERENNYS SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

IV-4-6. Composé B10
Le spectre RMN H (Figure 1\V-37) est superposable sur celui de B7. On enregistre

I’apparition des pics caractéristiques de la structure o-amyrine.

e Un signal a6 5.61 ppm caractéristique du proton oléfinique.

e Deux protons anomériques a & 4.29 ppm (1H ;d ; J=7.8 Hz) et a 6 5.36 ppm
(1H ;d ; J= 8.1 Hz) confirmant la forme B-D-pyranoside des deux sucres.

e On remarque la disparition du pic sous forme de doublet a 1.24 ppm
caractéristique de H-6" du quinovose par rapport au spectre RMN du B7.

e Un signal sous forme de doublet de doublets a 6 3.125 (1H, J=8.7 et 4.2 Hz)
attribuable au proton H-3. La valeur de constante de couplage 15.6 Hz indique
une orientation o-axiale du H-3 et par conséquent une orientation -
équatoriale du groupement OH de la méme position.

e Un signal sous forme de doublet d’une intégrale d’un proton a & 2.27 ppm
(1H, J=9.6 HZ) attribuable a H-18. La multiplicit¢ indique la présence d’un
méthine (CH) adjacent qui sera le C-109.
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Figure 1V-37 : Spectre RMN *H (300MHz. CD;0D) du compose B10
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

Les spectres RMN 3C (Figure IV-38) et DEPT 135 (Figure IV-39) sont similaires
avec celui du composé B7; la partie génine est identiqgue, quelque différence
enregistrée au niveau des pics du deuxieme sucre:

e Les signaux appartenant aux sucres sont C-1' (6 95 .6) C-2" (6 73.9) C-3'(
78.3) C-4" (6 71.1) C-5' (5 78.7) C-6"( 62.5) et C-1" (5 106.7) C-2" (5 75.6)
C-3" (5 78.2) C-4" (5 71.6) C-5" (5 77.7) C-6" (d 62.8). Les deux sucres
correspondent au glucose.

e Les valeurs de déplacement chimique de deux carbones okéfiniques dont un
carbone quaternaire a9 133.3 ppm et un carbone primaire a6 130.8 ppm
attribuable a C-13 et C-12 respectivement, caractéristiques de la structure o-
amyrine.

e Deux carbones carboxyliques C-27 (6 179.2 ppm) et C-28 (6 177.9 ppm), un
effet blindage de C-28 (A6=3.8 ppm) par rapport au carboxyle libre C-28 (6
181.7 ppm), indiquant que C-28 est engagé dans une liaison ester.

e Un signal a6 90.67 ppm caractéristique d’un carbone lié a un oxygene.

On déduit alors qu’il s’agit d’un acide quinovique lié a deux unités de glucose, la
premigre par une liaison éther a la position C-3 et la deuxiéme par une liaison ester a
la position C-28.

Les valeurs de déplacement chimique, récapitulées dans le tableau IV-8, sont
identigues avec celle de 3B-O-B-D-glucopyranoside quinovic acid 28-p-O-
glucopyranoside ester [101, 106], sa structure est donnée dans la figure IV- 40. Ce
composé a été isolé pour la premiere fois de Guettarda Platypoda [101]. Pour le genre
Zygophyllum. il a été deja séparé de Z. melongena [39]. Z. gaetulum. Z. coccineum. Z.
dumosum et Z. fabago.

OH

OH

OH
OH

HO

HO

OH

Figure 1V-38 : Structure du composé B10 ; 3B-O-B-D-glucopyranoside quinovic acid
28-B-O-glucopyranoside ester
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Figure 1V-39 : Spectre RMN **C (75MHz, CD;0D) du compose B10
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Figure 1V-40 : Spectre DEPT 135 du composé B10
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

Tableau 1V-8: Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et 13C (75MHz) dans

CD30OD du composé B10 (6 en ppm et J en Hz)

positio | & (C) & (H) DEPT | position | & (C) d(H) Sppm J
n ppm Sppm JHz ppm Hz
1 400 | o @ 1.008 CH2 22 1 37.0 o | 1.008
B 1.733 B 1.69
2 27.0 | o | 1.008 CH2 23 285 1.008 s
g 177
3 90.6 | 3.125dd8.74.2 CH 24 170 0.821ls
4 40.1 C 25/19.2 | 0.875s
5 56.9 | 0.738d10.8 CH 26 169 | 0.965s
6 192 | o | 1296 d19.9 CH2 27 | 179.2
B 1500 dI15
7 380 | | 1.208 dl12.6 CH2 28 | 177.9
B 1601 dd8.7;45
8 40.8 C 29 181 | 0.909 sl
9 48.1 2.205 dd 10.8 ;5.4 CH 30 214  0.918sl
10 37.8 C 1' | 106.6 | 4.291d7.8
11 239 | o | Los CH2 2' 756
B o
12 130.8 | 5.614 sl CH 2 3782
13 1333 C S 4 716
14 57.3 C O 5 776 335
15 25.8 CH2 6' | 627 | 3.831d12.01.8
3.645 dd 11.4
5.1
16 26.4 CH2 1" 955 | 5.368d7.8
17 C 2" | 738
18 55.3 | 2.276d 9.6 CH g 3" 782
19 40.2 1.008 CH S 4" 711
20 382 | 1692 CH 5 5" 785
21 3.1 | ¢ 1.008 CH2 6" 625 | 0 3.66
B 1.459 dI 15 B 3.79
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CHAPLTERENNYS SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

IV-4-7. Composé B11

Le spectre RMN 'H (Figure IV-41) est identique avec celui du composé B7, mais on
enregistre des pics d’un sucre de plus. Donc la structure est similaire a un 3-O-3-D-
quinovopyranose quinovic acid 28- O-B-D —glucopyranose ester avec une unité de
sucre de plus.

e Trois protons anomériques sous forme de doublet a & 5.37 ppm, 6 4.44 ppm et
0 4.36 ppm

Selon les spectres RMN 3C (Figure IV-42) et DEPT 135 (Figure IV-43). 47 signaux
enregistrés au niveau du spectre RMN '3C, dont 30 carbones appartiennent a
I'aglycone et 17 signaux appartiennent aux trois unités de sucres.

e Les signaux C-1' (8 95.6). C-2' (8 73.9), C-3' (6 78.3), C-4' (6 71.2), C-5' (6
78.6) et C-6" (8 62.5) caractéristiques de glucose.

e Les signaux C-1" (3 106.6), C-2" (5 84.1), C-3" (6 77.7), C-4" (6 76.9), C-5"
(6 73.2) et C-6" (6 18.1) caractéristiques de quinovose

e Les signaux C-1"" (8 105.2), C-2"™ (8 72.8), C-3"" (5 74.1), C-4"" (5 69.6), C-
5™ (6 67.4) caractéristiques d’arabinose

L’attachement de l'arabinose avec le quinovose est déduit par le changement de la
valeur de déplacement chimique de C-2" (84.1) vers le champ faible, ainsi que le
changement de C-1"" (105.2). Donc on a arabinopyranose (1—2) quinovopyranose.
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Figure 1V-41: Spectre RMN *H (300MHz, CD3OD) du composé B11
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Figure 1V-42: Spectre RMN '3C (75MHz, CD3;0D) du composé B11
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Figure 1V-43: Spectre DEPT 135 du composé B11
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Figure 1V-44 : Spectre RMN COSY du composé B11
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

Le spectre COSY (Figure 1V-44) permet d’établir la connectivit¢ H-H entre :

H-12 et H-11

H-1 et H-2, H-2 et H-3, H-3 et H-4, H-4 et H-5et H-5 et H-6
H-5 et H-6

H-3 et H-2

Les valeurs de déplacement chimique (Tableau IV-9) sont en accord avec la littérature
[45]. Le composé B1l est identifié comme 3-O-a-L-arabinopyranoside (1—2) B-D-
quinovopyranoside  quinovic acid 28-O-  B-D-glucopyranoside ester, appelé
zygophyloside H (Figure 1V-45). Il a été isolé pour la premiere fois des racines de Z.
coccineum et Z. dumosum, ensuite de Z. geslini et Z. cornutum. On rapporte la
séparation de ce composé de Z. gaetulum pour la premiere fois.

Tableau V-9 : Déplacements chimiques en RMN ‘H (300MHz) et *C (75MHz)
dans CD3OD du compose B11 (6 en ppm et J en Hz)

positi | & (C) o (H) DEPT | position | 8 (C) 6 (H) DEPT
on | ppm | &ppm JHz ppm 6 ppm J Hz
1 40 CH2 24 17 0.812's CH3
25 19.2 0.873s CH3
2 27.28 CH2 26 16.7 0.958 s CH3
27 179.2 C
3 90.5 | 3.083dl7.5 CH 28 177.9 C
4 40.2 C 29 18.1 0.895 sl CH3
5 57 0.713d 105 | CH 30 21.5 0.913 sl CH3
6 19.2 CH2 1" 106.6 | 4.374d7.8 CH
7 38 CH2 g 2 84.1 3.35 CH
8 40.8 C = 3 77.7 CH
9 481 2.2 CH £ 4 76.9 2.99t CH
10 37.8 C & 5 73.2 3.35 CH
11 23.9 CH2 6" 18.1 1.24 d CH3
12 130.9 | 5.61sl CH o 1" 11052 | 4.442d6.6 CH
13 133.3 C g 2" 728 3.62t CH
14 57.3 C 53" | 741 3.35 CH
15 25.8 CH2 ;i‘ 4" 69.6 CH
16 26.5 CH2 5" | 67.4 CH2
17 C 1" | 95.6 5.367 d 8.1 CH
18 55.3 | 2.28d CH 2™ | 739 CH
19 40.3 CH @ 3" 783 CH
20 38.3 CH S 4™ 712 CH
21 31.2 CH2 5 5" 786 CH
22 37 CH2 6™ | 625 3.66 CH2
3.79
23 28.3 | 1.010s CH3
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OH

OH

OH
HO

HO

OH

Figure 1V-45 : Structure du composé B11 ; 3-O-a-L-arabinopyranoside (1—2) p-D-
quinovopyranoside quinovic acid 28-O- B-D-glucopyranoside ester= zygophyloside H

IV-4-8. Composé B13
Les spectres RMN *H (Figure IV-46), *C (Figure I\V-47) et DEPT 135 (Figure I\V-48)

sont superposables avec ceux du composé B7. On distingue seulement un changement

dans le déplacement chimique du C-2".

L’attachement d’un groupe sulfonyle au C-2' du sucre cause un déblindage et
'apparition du pic dans le champ faible a & 82.2 ppm [48].

Les déplacements chimiques (Tableau 1V-10) sont en accord avec la littérature [48].
Le composé B13 est un 3-O-B-D-O-2-sulfonylquinovopyranoside quinovic acid 28-
O-pB-D-glucopyranoside, appelé Zygophyloside E (figure 1V-49). Ce composé a été
isolé pour la premiere fois de Z. propinquum, puis de Z. geslini, Z. gaetulum, Z.

cornutum, Z. coccineum, Z. dumosum et Z. fabago.
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Figure 1V-46 : Spectre RMN *H (300MHz, CD;0D) du composé B13
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Figure 1V-47: Spectre RMN **C (75MHz, CD;0D) du composé B13
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Figure 1V-48 : Spectre DEPT 135 du composé B13
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Figure 1V-49: Structure du composé B13 ; 3-O--D-O-2-sulfonylquinovopyranoside
quinovic acid 28-0-B-D-glucopyranoside=Zygophyloside E

129



_ SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

H_1H
H-12

PPM
III1IIIIIIIEI!IIiI|IIIIIIIII]IIIIIIIII|IIIII|III|IIIIII

5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

i

Ea I8

<
ace® o

H-1”, H-2" ﬁ H-5’, H-6"

. 8B @o G=d o 2 S 4 =

®H-12, H-11,

Figure 1V-50 : Spectre RMN COSY du composé B13
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

Tableau 1V-10 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MH?2) et 13C (75MH?z)
dans CD3OD du composé B13 (6 en ppm et J en Hz)

position 4 (C) ppm d(M) Sppm, m, JHz COSY DEPT
1| 39.891 CH2
2| 27.051 CH2
3| 91.254 3.074dd 11.4;5.1 CH
41401 C
5 56.9 0.714 d1 10.5 CH
6| 19.274 CH2
7 38 CH2
8| 40.8 C
9 48 CH
10  37.8 C
11  23.877 CH2
12 | 130.859 5.61 sl H-11 CH
13 133.229 C
14 57.3 C
15  25.809 CH2
16 | 26.4 CH2
17 498 C
18  55.3 2.272d 9.92 H-19 CH
19 403 CH
20 | 38.2 CH
21 312 CH2
22 | 36.981 CH2
23 285 1.029 s CH3
24 17.1 0.828 s CH3
25 19.224 0.867 s CH3
26 | 16.9 0.954 s CH3
27  179.158 C
28 | 177.859 C
29 18 0.893 sl CH3
30 215 0.912 sl CH3
1'| 103.988 4.427d7.5 H-2' CH
2' | 82.039 4.02717.8 H-1', H-3' CH
8 3' 76.737 3.59819.3 H-2', H-4' CH
2 4" 77.394 3.083t9.3 H-3', H-5' CH
= 5' 72.536 3.35 H-4', H-6' CH
S | 6 181 1.258d 6.3 H-5' CH3
1" 95.529 5.372d 7.8 H-2" CH
2" | 73.843 3.35 CH
3" | 78.183 3.35 CH
4" 71.138 3.35 CH
& | 5" 78529 3.35 CH
S | 6"]6249 3.792dl11.1 CH2
o 3.663dd 11.4.3.3

131



CHAPLTERENNYS SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

IV-4-9. Composé B14

Les spectres RMN *H (Figure IV-51), **C (Figure 1V-52) et DEPT 135 (Figure IV-53)
sont superposables avec ceux du composé B10. La seule différence enregistrée est au

niveau du C-2'.

L’attachement d’un groupe sulfonyle au sucre a la position C-2"' provoque un

changement du déplacement chimique vers le champ faible.

Selon les données récoltees des spectres RMN, le composé B14 est identifiec comme
3-0-B-D-2-0-sulfonylglucopyranoside quinovic acid 28-O--D-glucopyranoside ester
ou appelé Zygophyloside G (Figure IV-54). Les valeurs de déplacements chimiques
(Tableau IV-11) sont en accord avec la littérature [45]. Ce composé a été isolé pour la
premigre fois des racines de Z. coccineum et Z. dumosum, puis il est isolé de Z.

gaetulum et Z. cornutum.

e
RN R E fil o i T L T L 0 B O R L
§.0 S0 4.0 3.0 Y0 1.4 0.4

Figure 1V-51: Spectre RMN *H (300MHz, CDs0D) du composé B14
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Figure 1V-52: Spectre RMN 3C (75MHz, CD3;0OD) du composé B14
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Figure 1V-53: Spectre DEPT 135 du composé B14
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Tableau 1V-11: Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et *3C (75MH?2)

position

O N O 0D WN PR

16
17
18
19
20
21

HO

5 (0)
ppm
39.9
26.9
91.4
40.1
56.7
19.2
38
40.8
47.8
37.8
23.8
130.9
133.2
57.2
25.8

26.4
49.8
55.3
40.2
38.2
31.2

OH

o (H)
6 ppmm , JHz

3.115d 11.4.4.5

0.714d 10.8

5.608 sl

2.27d

\/O

O/S \O H

DEPT

CH2
CH2
CH
C
CH
CH2
CH2
C
CH
C
CH2
CH
C

C
CH2

CH2

CH
CH
CH
CH2

position

Glucose

Glucose

5 (0)
ppm
37
28.5
17
19.2
16.9
179.2
178
18.1
21.5
104.2
81.7
77.6
71.4
77.2
62.5

955
73.8
78.1
71.1
78.5

dans CD3OD du composé B14 (6 en ppm et J en Hz)

o (H)

6 ppmm , J Hz

1.036s
0.826s
0.864s
0.951s

0.885 sl
0.903 sl
4.454d7.2
4.03118.7
3.6418.7

3.664 dd 15.0. 6.0

3.834d19.9
5.366 d 8.1

3.664 dd 15.0. 6.0

3.8d110.8

HO

OH

OH

Figure 1V-54 : Structure du composé B14 ; 3-O-B-D-2-O-sulfonylglucopyranoside
quinovic acid 28-0-p-D-glucopyranoside ester = Zygophyloside G
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CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

IV-4-10. Compose B9

Ce composé a été isolé sous forme de cristaux blancs. Son spectre RMN *H
(Figure 1\VV-55) enregistré dans CD3OD, montre six signaux de méthyle tous sous
forme de singulets. Cela nous conduit a un squelette de triterpéne pentacyclique. Ce
spectre présente aussi :

Un signal sous forme d’un singulet large @ 6 5.64 ppm caractéristique du
proton oléfinique.

Deux protons anomériques a 6 4.29 ppm (1H; d; J=7.8 Hz) et a 6 5.39 ppm
(1H ;d; J=8.1 Hz) confirmant la forme (-D-pyranoside des deux sucres.

un signal sous forme d’un doublet de doublets a 6 3.10 (1H, J=15.6 et 4.0H2)
attribuable au proton H-3.La valeur de constante de couplage 15.6 HZ indique
une orientation o-axiale du H-3 et par conséguent une orientation -
équatoriale du groupement OH de la méme position [110].

Un signal sous forme d’un doublet de doublet d’une intégrale d’un proton a o
2.9 ppm (1H, J=14.1 et 3.0 Hz) attribuable & H-18. La multiplicit¢ indique la
présence de deux protons adjacents qui seront Hay-19 et Hy-19, et la valeur de
constante de couplage nous oriente vers une forme B-axiale de H-18.

A partir des données collectées du spectre RMN 'H, on déduit qu’il s’agit d’un
squelette triterpéne pentacyclique d’une forme B-amyrine bien précisément d’un 3-
hydroxy- oléan-12-éne contenant deux unités de sucres.

Figure 1V-55 : Spectre RMN *H (500MHz, CD30D) du composé B9
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Selon le spectre RMN 3C (Figure IV-56) on apercoit (42) quarante-deux signaux
indiquant la présence de deux sucres et un aglycone triterpénoide. Et selon le spectre
DEPT 135 (Figure IV-57) on compte six carbones tertiaires, douze carbones
secondaires et quinze carbones primaires. On déduit ainsi neuf carbones quaternaires :

e Les signaux appartenant aux sucres sont C-1" (6 95 .6) C-2' (&6 73.9) C-3' (6
78.3) C-4' (6 71.1) C-5' (5 78.7) C-6" (6 62.5) et C-1" (8 106.7) C-2" (6 75.6)
C-3" (6 78.2) C-4" (6 71.6) C-5" (& 77.7) C-6" (6 62.8). Les deux sucres
correspondent au glucose.

e Les valeurs de déplacement chimiqgue de deux carbones oléfiniques dont un
carbone quaternaire a & 137.3 ppm et un carbone tertiaire a & 127.9 ppm
attribuable a C-13 et C-12 respectivement. caractéristiques de la structure B-
amyrine [103]. La différence entre le déplacement chimique des deux
carbones oléfiniques est de l'ordre de AS6=9.4ppm typique de la série B-
amyrine. cette valeur est plus élevée que celle de la séric a-amyrine
(A6=3.5ppm) [103], le déplacement chimique des carbones oléfiniques est tres
utile pour distinguer entre urs-12-ene et oléan-12-ene.

e Deux carbones carboxyliques C-27 (6 179.8 ppm) et C-28 (6 178 ppm), un
effet blindage de C-28 (A6=3.7 ppm) par rapport au carboxyle libre C-28 (3
181.7 ppm). indiquant que C-28 est engagé dans une liaison ester [101].

e Un signal a6 90.67 ppm caractéristique d’un carbone lié a un 0Xygene.

On déduit la structure partielle qui est 3-oxo- olean-12-ene-27.28-dicarboxyles. La
structure tend vers un acide cincholique substitué par deux glucoses.

Figure 1V-56 : Spectre RMN **C (125MHz, CD;0D) du composé B9
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iy

Figure 1V-57 : Spectre DEPT 135 du composé B9

L’attachement du premier glicose est suggéré d’étre au niveau de C-3 ou un effet
déblindage est observé au C-3 (Ad=11.6 ppm) par rapport au C-3 qui contient un
hydroxyle libre (6=79.7ppm). L’attachement du deuxiéme glucose est suggéré d’étre
au niveau de C-28 par leffet blindage enregistré sur C-28 (A6=3.7 ppm) et C-1"
(AS=11.1 ppm).

Selon le spectre COSY (Figure 1V-58), on remarque les corrélations suivantes :

o entre H-12 (5.64) et H-11 (1.91 ppm)

e entre H,-11 (1.91 ppm), Hg-11 (1.63) et H-9 (2.075)
e entre H-1'(4.28) et H-2" (3.18)

e entre H-1" (5.39) et H-2" (3.26)

e entre H-3 (3.11) et H-2, 5 (1.72 ;1.52)

e entre H-18 (2.89) H-19,,5 (1.36 ;1.11)

e entre H-5(0.71) et H-6 4 (1.52 ;1.31)
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Les taches de corrélations détectées dans les spectres HMQC (Figure 1V-59, 60 et 61)

sont entre:

H-12 (55.64) et C-12 (5 127.9)

H'1' (5 4.28) et C-1' (8 106.7)

H-1" (3 5.39) et C-1" (5 95.6)

H-6" (5 3.66 ; & 3.82) et C-6" (5 62.75)
H-6" o (5 3.64/ & 3.80) avec C-6" (5 62.43)
H-18 (5 2.89) et C-18 (5 44.6)

H-23 (5 1.006) et C-23 (5 28.5)

H-24 (5 0.82) et C-24 (5 17)

H-25 (5 0.867) et C-25 (5 19.0)

H-26 (5 0.95) et C-26 (5 16.9)

H-29 (5 0.869) et C-29 (5 33.6)

H-30 (5 0.91) et C-30 (5 24)

L'expérience HMQC a établi la connectivité entre C-18 (d 44.6) et H-18 (5 2.89, d, J

14.1 et 3.0 Hz). Cette derniére est tres importante pour distinguer entre le squelette o

et B amyrine.
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Figure 1V-58 : Spectre COSY du composé B9
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Figure 1V-59 : Spectre HMQC (500MHz, CD30D) du composé B9

140

v
I i |‘| 4‘ :
l &
ve )
MilerG e o i
C-18, C-19
-9, C-17
«—— G5
<—c1a
-6
C_6"



_ SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

H-30 H-29
H-26 \\‘
H23 —
H-26,C-26 I
; rﬂ g !
'\ -
U i H-30,C30 |} l‘
U |HH H-23, C-23 | u
b | b
b
m I Y29, c-29
; L

ow

H-25

H-24

Z / C-26
E—<— C2
r -
L C25
4 C-6
] C-11,C30
<— C-15
<— (C-16
——  (-23
3 C-20
+ c22
F— C-29
— C-21
—  C10 C7
<«—¢C1
=y C-4
: C-8
C-18, C-19
C-9, C-17
C-5
™ c-14

Figure 1V-60: Spectre HMQC étalé du composé B9
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Figure 1V-61: Spectre HMQC étale du composé B9
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L’expérience HMBC (Figure 1V-63, 64 et 65) montre :

cing corrélations observées entre C-5 (5 0.71 ppm) est:
e H-12(35.64)
e H-23(81.006)
e H-24(50.82)
e H-25(80.867)
e H-26(50.959)
deux corrélations observées entre C-9 (6 2.075 ppm) et
. H-25 (3 0.867)
. H-26 (3 0.959)
deux corrélations enregistrées entre C-18 (5 2.89 ppm) et
. H-29 (3 0.869)
. H-30 (5 0.91)
trois corrélations distinguées entre C-3 (6 3.11 ppm) et
. H-23 (3 1.006)
e H-24(80.82)
. H-1" (6 4.28)
une corrélation observée entre C-23 (8 28.5) et H-24 (8 0.82) et vice versa
des corrélations de C-20 (3 31.6), C-21 (5 34.7) et C-22 (& 32.7) avec H-29 (8
0.869) et H-30 (5 0.91)
C-30 (0 24) et H-29 (6 0.869) et vice versa
C-1 (3 39.9), C-4 (6 40.1) et C-10 (5 37.9) avec H-23 (6 1.006), H-24 (5 0.82).
H-25 (8 0.867) et H-26 (5 0.959)
C-7 (37.8) et C-8 (40.8) avec H-25 (0.867) et H-26 (6 0.959)
une corrélation est observée entre C-28 (& 178) et H-1" (5 5.39)
une tache de corrélation entre C-14(57.2) et H-12 (5.64).

Dans le spectre HMBC, on a observé un couplage a longue distance entre le carboxyle
C-28 (6 178 ppm) de la génine et le proton anomérique H-1" (6 5.39 ppm, d, J 8.1
Hz). Ces résultats ont indiqué l'estérification du groupe carboxyle (C-28) avec un f-
D-glucose. Les corrélations HMBC sont démontrees dans la figure 1V-62.

Figure 1VV-62 : Corrélation selon I'expérience HMBC du composé B9
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Figure 1V-63: Spectre HMBC du composé B9
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Figure 1\VV-64: Spectre HMBC étalé du composé B9
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Figure 1V-65: Spectre HMBC étalé du composé B9
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Les corrélations hétérocycliqgues de connectivité a liaison multiple (HMBC) détectées
entre H-1" (6 4.28 ppm, d, J =7.8 Hz) de glucose et C-3 (6 90.7 ppm), met en évidence
la liaison éther de I'hydroxyle en C-3 avec un -D-glucose.

Par conséquent, la structure du composé B9 a été déterminée comme étant un 3-O- -
D-glucopyranoside cincholic acid 28-O- B -D-glucopyranoside ester. Les données
RMN *H et 3C, récapitulées dans le tableau 1V-12, sont en accord avec la littérature
[106]. Ce composé appelé mussaendoside S (Figure IV-66), il a été isolé pour la
premiere fois de Mussaenda pubescens [111, 112]. On rapporte la séparation de ce
compose pour la premiere fois dans la famille Zygophyllaceae.

Tableau IV-12: Déplacements chimiques en RMN *H (500MHz) et 13C (125MH?z)

position

o Ol h~lw

10
11

12
13
14
15

16
17
18
19

20
21

22

dans CD3OD du composé B9 (6 en ppm et J en Hz)

o (H) (S00MHz) 3 (O) COoSsY HMBC
ppm, m, Jen Hz (125Hz)
ppm
o 1.015 39.9 C-1/H-24.H-25
Bl 1.653
o 1.015 27.1 C-5/H-25.H-26
Bl 1.653
311dd 90.7 H-3/2H-2 | C-3/H-23,H-24,H-1'
40.1 C-4/H-23,H-24
0.711dl11.1 o7.1 C-5/H-23,H-24,H-25,.H-26
o 1.331 19.3
B 1.70
o 1.22 37.8 C-7/H-25,H-26
Bl 1.624
40.8 C-8/H-25,H-26
2.075 48.4 C-9/H-25,H-26
37.9
o 1.68 24.0
Bl 1.913
5.647 sl 1279 | H-12/H-11
137.3
57.2 C-14/H-12
o | 1.97 25.1
B 1.68
o | 1.97 25.6
B 1.68
2.897dd 14.1,3.0 446 C-18/H-19,H-29,H-30
o 1.115d14 44.6 C-19/H-29,H-30
B | 1.37.9d135
31.6 C-20/H-19,H-29,H-30
o 118 34.7 C-21/H-29,H-30
B | 1.38
o | 1.557 32.7 C-22/H-29.H-30
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B | 1.729

23 1.006 s 28.5 C-23/H-24 CH3
24 0.820s 17.0 C-24/H-23 CH3
25 0.867 s 16.9 CH3
26 0.959 s 19.0 CH3

27 179.8 C

28 178.0 C-28/H-1" C
29 0.869 s 33.6 C-29/H-30 CH3
30 0.910's 24.0 C-30/H-19.H-29 CH3
1" 4.288d7.8 106.7 | H-1'/H-2' | C-1'H-3 CH
2'|3.168t8.5 75.63 CH
L 3 78.28 CH
S 4 71.63 CH
O 5 326 77.66 CH
6'| o | 3.829dI10 62.75 CH2

B 3.66dd9.5;4
1" 5.393d 8.1 95.6 H-1"/H-2 | C-1"/H-2" CH
2" 73.32 CH
g 3" 78.72 CH
S 4" 71.11 CH
o 5" 78.22 CH
6" o 3.807dl 12 62.43 CH2
Bl 3.646 dd 10.56.5
OH

0 OH

OH OH

HO
HO A

HO
OH

Figure 1V-66 : Structure du composé B9 ; 3-O- B-D-glucopyranoside cincholic acid
28-0- [ -D-glucopyranoside ester
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IV-4-11. Compose CA4

Ce composé a été isolé sous forme de cristaux blancs. Le spectre RMN *H (Figure V-
67) enregistré dans CD3;0D, montre six signaux de méthyle sous forme de singulets a
50.821;60.864 ;6 0.882;60.919 ;6 0.96 et 6 1.004 ppm. Cela nous conduit a un
squelette de triterpéne pentacyclique :

e Un signal ao 5.64 ppm caractéristique du proton oléfinique.

e Un seul proton anomérique est observé a & 4.26 ppm (1H, d, J=7.5 H2)
indiquant la forme [-D-pyranoside du sucre, qui sera le quinovose par
I'apparition d’un pic sous forme de doublet d’intégration de trois protons a
1.25 ppm

e Un signal sous forme de doublet de doublets & & 3.10 (1H, J = 15.6 et 4.0 Hz)
attribuable au proton H-3. La valeur de constante de couplage 15.6 Hz indique
une orientation o-axiale du H-3 et par conséquent une orientation [-
équatoriale du groupement OH de la méme position [110].

e Un signal sous forme de doublet de doublet d’une intégrale d’un proton a &
2.89 (1H, J 14.1 et 3.6 Hz) attribuable a H-18. La multiplicité indique la
présence d’un méthylene a C-19, et la valeur de constante de couplage nous
oriente vers une forme B-axiale de H-18.

A partir des données collectées du spectre RMN *H, on déduit qu’il s’agit d’un
squelette triterpéne pentacyclique d’une forme [B-amyrine bien précisément d’un 3-
hydroxy- oléan-12-ene contenant un sucre.
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Figure 1V-67 : Spectre RMN *H (300MHz, CD;0D) du composé CA4
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Selon le spectre RMN 3C (Figure 1VV-68) on apercoit trente-six signaux confirmant la
présence d’un seul sucre et un aglycone triterpénoide. Et selon le spectre DEPT 135
(Figure IV-69) on compte sept carbones tertiaires, dix carbones secondaires et dix
carbones primaires. On déduit ainsi neuf carbones quaternaires :

e Les signaux appartenant au sucre sont C-1' (6 106.6) C-2' (6 75.9) C-3' (6 78)
C-4'(577)C-5' (5 73) C-6' (6 18.2). Ces valeurs appartiennent au quinovose.

e Les valeurs de déplacement chimique de deux carbones oléfiniques dont un
carbone quaternaire a & 137.816 ppm et un carbone primaire a 6 127.516 ppm
attribuable & C-13 et C-12 respectivement. caractéristiques de la structure f-
amyrine [103], le déplacement chimique des carbones oléfinique est tres utile
pour distinguer entre urs-12-ene et oléan-12-ene.

e Deux signaux a C-27 (8 179.742) et a C-28 (5 181.649) caractéristique de
deux groupes carboxyliques libres.

e Un signal a6 90.67 ppm caractéristique d’un carbone lié a un oxygéne.

Le deplacement chimique des carbones okéfiniques C-12 & 127.9 et C-13 a 137.3 nous
conduit a la structure B-amyrine. Ainsi que I'apparition du pique H-18 a 2.90 (1H;dd ;
J=9.9 et 3.9HZ) qui est typique de la série oléanane [103].
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Figure 1V-68 : Spectre RMN *C (75MHz, CD;0D) du composé CA4
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Figure 1V-69: Spectre DEPT 135 du composé CA4

La présence d’une unit¢é quinovose lice a I'aglycone avec une liaison €ther est suggéré
par le signal anomérique de la RMN *H (8= 4.26 ;1 H; d; J=7.5 Hz) et de la RMN *C
(6=106.6; C-1). Le site de glycosidation de type éther a été montré d’étre au C-3 de
P'acide cincholique par I'adsorption du RMN *C du C-3 a & 90.7 ppm ; C-2 (8 27.1)
et C-4 (6 40.1) ou ils étaient en accord avec les modeles de Tacide cincholique
substitué a C-3 [109].

Selon les spectres DIFNOE (Figure IV-71) on peut déterminer la stéréochimie du

composé. Onremarque la présence d’un effet NOE entre :

o H-23etH-30
e H-26 et H-24. H-25 et H-29
e H-23etH-1'

Les différences majeures entre lacide quinovique et I'acide cincholique ont été
trouvées dans les déplacements chimiques pour les atomes de carbone okfiniques (C-
12 et C-13) et pour les atomes de carbone appartenant au cycle E.
Une comparaison dans Ad entre les signaux de carbone oléfinique (C-12 et C-13) pour

les deux séries a indiqué une valeur & plus élevée pour le type B-amyrine. La
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difference entre les deux valeurs a été rationalisée par la présence d'un groupe
méthyle a 19B (équatorial) qui se trouve a proximit¢ immédiate de la double laison (y
et 6 a C-13 et C-12 respectivement) dans la série Ursa-12ene (type a-amyrine), cet
effet stérique influent sur les changements chimiques de ces carbones. L'atome de
carbone de lannecau E qui présente la valeur A la plus €levée entre les deux séries est
C-18, dont labsorption est déplacée dans le champ fort (A6 10.9) dans lacide
cincholique en raison d'un effet de protection du groupe méthyle a 20p (axial) qui est
disposé y-gauche de C-18. Le C-29 d'acide quinovique a montré deux interactions
blindées y-gauche avec C-13 et C-30, ce qui a pour conséquence gque son deplacement
chimique est observé a un champ faible (environ & 14.0). Les autres déplacements
chimiques des carbones pour le cycle E sont conformes aux valeurs indiquées dans la

littérature pour les composés a base de squelettes d'oléanane [113].

Les données RMN nous conduisent que la structure du composé CA4 est un 3-O- f-
D-quinovopyranoside cincholic acid (Figure 1V-70). Les valeurs de déplacements
chimiques (Tableau 1V-13) sont en accord total avec celles reportées dans la
littérature [113]. Ce composé est appelé aussi Quinivin glycoside B [114], il a été
isolé aussi de Z. fabago. C’est la deuxieme fois qu’on rapporte la séparation de ce
composé dans la famille Zygophyllaceae et la premiere fois pour I'espéce Z.

gaetulum.

HO

OH

Figure 1V-70 : Structure du composé CA4 ; 3-O- B-D-quinovopyranoside cincholic
acid
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Figure 1V-71 : Spectre RMN DIFNOE du composé CA4
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Tableau 1V-13 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et 13C (75MHz)

position

Quinovose

1

N

o 01w

10
11

12
13
14
15

16

17
18
19

20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
30

1"

or

4"

5!
6!

dans CD3OD du composé CA4 (6 en ppm et J en Hz)

o (H) ppm, m,J Hz 0 (C) ppm

1.004
1.695
1.007
1.695

3.082dd 10.8 ;3.9

0.716 d 10.8
1.32

1.501

1.286

1.631

2.1

1.68
1.918
5.64 sl

1.646
2.036
1.646
2.036

2.886 dd 14.1 3.6

1.1dd
1.376

1.192
1.32
1.501
1.72
1.004 s
0.821s
0.882s
0.96s

0.864 s
0.919s
4.259d 7.5
3.163t9.0
3.28
2.96119.3
3.28
1.245d6.3

39.9

27.1

90.7
40.1
57

19.3

37.9

40.6
48.3
37.9
23.9

127.5
137.8

57.1
25.1

25.5

48.5
44.8
44.7

31.6
34.8

33.3

28.4
16.8
17

18.9

179.7
181.6

33.6
24

106.6

75.9
77.9
77
73
18.2
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H-23/H-30 ; H-1'

H-25/H-26

H-26/H-24, H-25 et H-29

H-1'/H-23

DEPT
CH2

CH2

CH
C
CH
CH2

CH2

CH

CH2

CH

CH2

CH2

CH
CH2

CH2

CH2

CH3
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CH3
CH3

CH3
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IV-4-12. Composé CA7

Ce composé a été isolé d’une petite quantité qui a permis uniquement d’enregistrer le
spectre RMN H. Ce spectre (Figure I\V-72) est identique avec celui du composé

CAB, mais avec I'apparition des signaux caractéristiques de la série B-amyrine :

e La disparition de signal de H-18 sous forme de doublet a 6 2.24 ppm et
I’apparition d’un autre signal sous forme de doublet de doublet a 6 2.89 ppm
(H-18), la muiltiplicité de H-18 confirme la structure d’un triterpéne de la série

d'oléanane.

Les valeurs de déplacements chimiques sont récapitulées dans le tableau 1\V-14, donc
on peut déduire que le composé CA7 est un cincholic acid 28-O-p-D-glucopyranoside
ester (Figure 1V-73), il a été isolé pour la premiere fois de Cephalanthus occidentalis
[115]. On rapporte la séparation de ce composé pour la premiere fois dans la famille

Zygophyllaceae.

I
[l

Tl:lé | LLLLLLL  WGRL L ) IL:\I‘IF-!JL_\L_‘ \|HJ—'_‘ \
1 ‘ xﬁ\ﬁ\‘ﬂllf P 3 ||I tﬁ\ &?:“ﬁ\l \h'[(l// \\ i||)

» “J

,,.._.Ju . \___JJF \ i;'di.u |} \J U"

2.0 1.0

Figure 1V-72: Spectre RMN H (300MHz, CD3;0OD) du composé CA7
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OH

OH

OH
HO

Figure IV-73 : Structure du composé CAY7 ; cincholic acid 28-O-f-D-
glucopyranoside ester

Tableau IV-14: Déplacements chimiques en RMN H (300MH?z) et 13C (75MHz)
dans CD3OD du composé CA7 (6 en ppm et J en Hz)

posit o (H) ppm JHz DEPT posit o (H) ppm JHz DEPT
l a 0.974dl 4.5 CH2 19 o 1.14 CH2
B 174 B 1.46
2 o 0974dl45 CH2 20 C
B 1.696
33.088dd 11.4;4.8 CH 21 o 091 CH2
B 1.397
4 C 22 o 1532dl5.1 CH2
B 174
5 0.681d10.2 CH 23 0.952s CH3
6 o 1.281 CH2 24 0.746's CH3
B 1.397
7 a 1.202 CH2 25 0.874s CH3
B 1.524
8 C 26 0.921s CH3
9 2.08 CH 27 C
10 C 28 C
11 0.952 cv CH2 29 0.863s CH3
1.92
12 | 5.655l CH 30 0.913s CH3
13 C 1' 5.395d8.1 CH
14 C 2" 3.099t CH
15 o  1.555d18.7 CH2 3 CH
B 2.043dl12.6 §
16 o  1.555dl18.7 CH2 S 4 CH
B 2.043dl12.6 0]
17 C 5' CH
18 1 2.90dd 13.8 ;3.9 CH 6' 3.808dd 12.3.15 CH2

3.665 dd 9.0. 4.5
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IV-4-13. Compose CA8

Le spectre RMN H (Figure IV-74), 13C (Figure IV-75) et DEPT 135 (Figure IV-76)
sont superposables avec ceux du composé CA4 avec quelques différences dans les

pics de sucre. On déduit alors qu’il est I'acide cincholique attaché a un sucre.

Les valeurs de déplacement chimique attribuées au sucre C-1' (6 106.7), C-2' (6 75.9).
C-3' (6 78.2), C-4" (6 71.6), C-5" (6 77.6) et C-6" (6 62.8) appartiennent au glucose.
Cela est confirmé par I'apparition d’un signal du proton anomérique a & 4.29 ppm
(1H, d ; J=7.8 Hz), et prouvant la p- orientation du glucose.

L’unit¢ glucose est liée a I'aglycone avec une liaison éther, cela est suggéré par
Papparition des signaux anomériques de la RMN *H (5 4.29 ppm ; 1 H; d ; J 7.8 Hz)
et de la RMN 3C (8 106.7 ppm; C-1"). Le site de glycosidation de type éther a été
montré d’étre au C-3 de acide cincholique par 'apparition dans RMN *C le C-3 4 &
90.7 ppm ; C-2 (6 27.1 ppm) et C-4 (6 40.1 ppm) ou ils étaient en accord avec les
modeles de I'acide cincholique substitute a C-3 [113].

5.638
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Figure 1V-74 : Spectre RMN *H (300MHz, CD3;0D) du composé CA8
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Figure 1V-75 : Spectre RMN **C (75MHz, CD3;0D) du composé CA8

® “ - @we @ o e o® B e W @0
=1 & s S & n o [ mo o mww
o = @ S n = 2 G e Lm w o moo
™ w o W e - ™~ ~ w w mm @ " w9
& = & FRR R T W s 7 Mmoo
] =1
| | | |

L)) () | L)

) \ \'v.

\'( \ l \

I 1\l I |]

I PPN
\IH.HJI!IIH”I'I T hlllllll LLRARARS LLL HHIVII LRARARE AR IITIIIIHHH IH"'T]'T”I'W'IIHlllll!ll'l'l?”ﬂll'l?
150 130 120 110 %0 0 60 70 60 50 410 30 20

| — —

Figure 1V-76 : Spectre DEPT 135 du composé CA8
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Selon le spectre COSY (Figure I1V-78), on distingue les taches de corrélations
suivantes :

H-12 et H-11
H-1"et H-2'
H-2' et H-3"
H-3' et H-4'
H-4" et H-5"
H-5" et H-6"
H-3 et H-2
H-2 et H-1
H-18 et H-19
H-5 et H-6
H-9 et H-11

Selon les données RMN regroupées dans le tableau 1VV-15. On conclut que le composé
CA8 est un 3-O-B-D-glucopyranoside cincholic acid (Figure 1V-77), isolé pour la
premiere fois de Cephalanthus occidentalis [115]. On rapporte la séparation de ce

compose pour la premiére fois de la famille Zygophyllaceae.

OH

HO

OH

Figure 1V-77: Structure du composé CA8 ; 3-O-B-D-glucopyranoside cincholic acid
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H-25

H-24

H-18, H-195 | H-18, H{19,
' @ 0

Figure 1V-78 : Spectre RMN COSY du composé CA8
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Tableau 1V-15 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et 13C (75MHz)
dans CD3OD du composé CA8 (6 en ppm et J en Hz)

position & (C)ppm & (H) ppmm ,J Hz COSsYy DEPT
1 399 1.01 CH2
1.66
227 1.01 H-3 CH2
1.66
3| 90.7 3.13dd 11.7 ;4.2 CH
4 40.1 C
5| 57 0.72 dl 10.2 H-6 CH
6 19.2 1.349 diddl 14.1 CH2
7378 1.204 dd 11.4;8.4 CH2
1.629
8 | 40.5 C
9 483 2.09dd 11.15.7 H-11 CH
10 | 37.9 C
11 | 23.9 1.914 dl H-9 CH2
1.66 dl 3.3
12 1275 5.64 sl H-11 CH
13| 137.8 C
14 | 57.1 C
15 25 1.62 CH2
2.047 dl 10.5
16 | 25.5 162 CH2
2.047 d110.5
17 | 485 C
18 447 2.88dd 3.9;9.9 H,-19 Hp-19 CH
19 | 44.7 1.1dd 15.3;3.6 CH2
1.396 dI
20 | 31.6 C
21 | 34.8 1.27 CH2
1.501
22 | 33.3 1.54 CH2
1.76
23| 285 1.010 s CH3
24 | 16.9 0.823 s CH3
25 | 17 0.881 s CH3
26 | 18.9 0.960 s CH3
27 | 179.7 C
28 | 181.7 C
29 | 33.6 0.862 s CH3
30 | 24.0 0.917 s CH3
1" 106.7 4.29d H-2 CH
2' 75.6 3.15t CH
% 3" 782 3.33t CH
S 4' 716 3.281 CH
D) 5" 776 3.26 CH
6" 62.8 a 3.65dd CH2
B 3.83dd
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IV-4-14. Compose B6

Les caractéristiques spectrales de RMN *H (Figure IV-79) ont montré une analogie
avec celles du composé B9, sauf quelques changements sont observés au niveau des

signaux du sucre.

e Deux signaux de protons anomériques a 6 4.26 ppm (d, J =7.5 Hz) et 6 5.40
ppm (d, J= 8.4 Hz), avec l'apparition d’un méthyle sous forme de doublet a

1.24 ppm d@ a un quinovose.

Le spectre de RMN 3C (Figure 1\V-80) et DEPT 135 (Figure IV-81) du composé B6
ont montré, outre 12 signaux dus a deux fragments d'hexose. 30 signaux de carbone
qui ont éte observés dans les fréquences presque identiques a celles du composé B9,

indiquant un acide cincholique en tant qu'unité aglycone :

e Les signaux appartenant aux sucres sont C-1' (6 95.7) C-2" (6 74) C-3" (6
78.4) C-4' (6 71.2) C-5" (5 78.8) C-6" (6 62.5) correspondent au glucose et C-
1" (8 106.7) C-2" (5 76.0) C-3" (6 78) C-4" (6 77.1) C-5" (6 73) C-6" (5
18.3) correspondent au quinovose.

e Deux carbones carboxyliques C-27 a6 179.8 ppmet C-28 a6 177.9 ppm.

| {J I li T
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Figure 1V-79: Spectre RMN *H (300MHz, CD3;0D) du composé B6
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Figure 1V-80: Spectre RMN *3C (75MHz, CD3;0D) du composé B6
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Figure 1V-81 : Spectre DEPT 135 du composé B6
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La forme B-D-pyranoside des deux sucres est déduite par les valeurs de constantes de
couplages des protons anomériques a 6 4.26 ppm (1H;d; J=7.5 Hz) et 6 5.37 ppm
(1H ;d; J=8.1 Hz).

C-28 est engagé dans une liaison ester avec le glucose causant un blindage de C-28 (8

177.9 ppm) par rapport a C-28 libre (& 181.8 ppm) et C-1" (3 95.7 ppm) du ghicose.

Selon les données récoltées des spectres RMN, le composé B6 est édntifié comme 3-
O-B-D-quinovopyranoside cincholic acid 28- O-B-D-glucopyranoside (Figure 1V-82).
Les valeurs de déplacements chimiques (Tableau 1V-16) sont cohérentes avec celles
de la littérature [103]. Ce composeé a été isole pour la premiere fois de la plante Isertia
Haenkena [103]. On rapporte la séparation de ce compose pour la premiére fois de la
famille Zygophyllaceae.

Tableau 1V-16 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et 13C (75MHz)

pos
itio

10
11
12
13
14
15

16

17
18
19

20
21

3 (C)

39.9
27.0

90.8
40.1
57.1
19.3

37.8

40.7
48.4
37.9
23.9
127.9
137.3
57.1
25.1

25.7

48.6
44.6
44.6

31.6
34.8

dans CD3OD du composé B6 (6 en ppm et J en Hz)

o (H)
ppm, m, JHz

a 1.002
B 1773
a 1.002
B 1735
3.089 dd 11.4 ;4.5

0.73d110.5
o 1.483
B 1.602
o 143

B 1.656

2.09dd 11.15.7

1.945
5.65 sl

1.714

2.031
1.714
2.031

W R ™ K

2.901dd 13.8 3.9

o 1.148

B 1.334dl11.4
1.002

1.54

DEPT position

CH2
CH2
CH
C
CH
CH2

CH2

CH

CH2

CH

CH2

CH2

CH
CH2

CH2

Quinovose

Glucose
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22

23

24
25
26
27

28

29
30
1"
o
3
4
5
6"

1"
2"
3"
4Il

5"
6"

3 (C)
ppm
32.7

28.5

17.0
17.1
19.0
179.8

177.9

33.7
24.0
106.7
76.0
78.0
77.1
73.0
18.3

95.7

74.0
78.4
71.2

78.8
62.5

o (H)
ppm, m, J Hz

o  1.001
B 1.694
1.001s

0.819s
0.87s
0.959 s

0.867 s
0.913s
4.257d 7.5
3.162t7.8

2.96119.0

3.35
1.245d 6.3

5.369d 7.5

3.19t7.5

3.666 dd 11.7 ;
4.2
3.792d17.8

DEPT

CH2

CH2

CH

CH
CH2

CH2

CH
CH
CH
CH
CH
CH
CH3

CH

CH
CH
CH

CH
CH2
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OH

OH

OH
HO

HO

OH

Figure 1VV-82 : Structure du composé B6 ; 3-O-B-D-quinovopyranoside cincholic acid
28- O-B-D-glucopyranoside

IV-4-15. Composé CA2

Le composé a été obtenu sous forme de cristaux blancs solubles dans le chloroforme.
L’examen du spectre RMN 'H (Figure IV-83) montre des signaux caractéristiques
d’un triterpéne  stéroidique :
e Un proton oléfinique apparait sou forme de doublet a 6 5.35 J=5.1 Hz
e Un nultiplet a & 3.25 caractéristique du proton géminé a un groupement
hydroxyle porté par C-3.
e Des signaux de méthyles, méthylenes et méthines dans I'intervalle 6 0.67 et &
2.3 ppm

Selon les données extraites du spectre RMN proton, il s’agit d’un stérol.
Le spectre 3C (Figure 1V-84) compte 29 pics :

e Des carbones oléfiniques a o 121.39 et 6 140.87 attribuables a C-6 et C-5
e Un signal a8 71.79 caractéristique d’un carbone lié a un hydroxyle libre a C-3

D’aprés les spectres RMN, il s’agit de B-sitosterol (Figure 1V-85). Les valeurs de
déplacement chimique (Tableau IV-17) sont en accord avec la littérature [116]. Ce
composé est isolé de Z. cornutum [117] et de Z. eurypterum [118] mais en général il
est tres répandu dans le réegne végétal.
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Figure 1V-84 : Spectre RMN **C (75MHz, CDCls) du composé CA2
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Figure 1V-85 : Structure du composé CA2 ; B-sitosterol

IV-4-16. Composé CA3

Le spectre RMN H (Figure IV-86) est identique avec celui du p-sitostérol (CA2) en
plus on enregistre I'apparition des pics du sucre.

e Un signal anomérique est apparu a & 5.06 ppm J=7.5 Hz sous forme d’un
doublet

Le spectre RMN *C (Figure I\V-87) est identique avec celui du CA2 (B-sitostérol),
avec Papparition de six signaux qui sont caractéristique d’un hexose

e Six pics attribuables & C-1' (6102.5), C-2' (6 75.3), C-3' (6 78.5), C-4' (&6
71.6), C-5" (6 78) et C-6" (6 62.8), caractéristique d’un B-D-glucose.

e Un effet déblindage est remarqué sur C-3 (& 78.62 ppm). montrant que le
sucre est lié par une liaison éther en C-3 de la génine.

L’¢élucidation structurale du composé nous conduit vers la [-sitostérol 3-O-
glucopyranoside  (Figure 1V-88), appelé aussi daucostérol. Les valeurs du
déplacement chimique (Tableau IV-17) sont en accord avec les données de *3C du 3-
O-[B-D-glucopyranoside]-p-sitosterol trouvées dans la littérature  [53, 119]. Ce
composé est isolé de Z. eurypterum [118].
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Figure 1V-86 : Spectre RMN *H (300MHz, pyridine-ds) du composé CA3
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Figure 1V-87 : Spectre RMN *3C (75MHz, pyridine-ds) du composé CA3
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Tableau 1V-17: Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et *C (75MHz) des

posi
tion

co~NOoO Ol WwWDN PR

composes CA2 (dans le CDCl;) et CA3 (dans le pyridine-ds) (6 en ppm et J en Hz)

CA2 CA3 posi CA3 CA4
tion
3 (C) o&6H) 0(C) d&H ) o (H) 6 (C) o(H
C
37.2 37.4 19 g9) 1.009s 19.2 0.95s
31.6 30.2 20 36.1 36.4
71.8 3.52m 78.6 3.59m 21 188 092d6.3 19 0.98 dI
42.1 39.9 22 34 34.2
140.7 140.9 23 26 26.3
121.7 5.35d15.1 121.9 5.33dl 24 458 46
31.9 32.2 25 29 29.4
318 32.0 26 194 0.85d6.9 19.4 0.91d3.9
50.1 50.3 27 198 0.81d6.6 20 0.86d 6.9
36.5 36.9 28 23 23.3
21 21.2 29 12 0.691 12.1 0.83
39.7 39.3
42.3 42.4 1" 102.5 5.06d7.5
56.7 56.8 2" 75.3 4.07 t
24.3 24.5 3' § 78.5 431t
28.2 28.5 4" S 71.6 431t
56.1 56.2 5 O 78 3.99 t
11.8 0.67 s 11.2 0.63s 6" 62.8 4.58 d 10.2
4.45d 11.7

OH

HO

OH

Figure 1V-88 : Structure du composé CAS3; 3-O-[B-D-glucopyranoside]-p-sitosterol
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IV-4-17. Compose CAl

Le spectre RMN *H (Figure 1V-89) montre des pics caractéristiques d’un squelette tri-

-terpéne (stéroide) :

e Deux signaux oléfiniques a &6 =4.68 ppm (1H, d, J=2.10 Hz) eta 6 = 4.56
ppm (1H, d, J = 1.32Hz)

e Un pic sous forme de doublet de doublet a 3.19 ppm (J= 10.8 et 5.1 Hz)
caractéristique d’un proton oxyméthine a proximit¢é d’un hydroxyle.

e Sept pics de méthyles sous forme de singulet

Les valeurs de déplacement chimique sont regroupées dans le tableau (Tableau V-
18), les résultats sont en accord avec la littérature [116, 120-122]. Le composé CAl

est designé comme lupeol (Figure 1V-90).
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Figure 1V-89: Spectre RMN ‘H (300MHz, CDCl) du composé CAl
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Figure 1V-90 : Structure du composé CAL ; lupeol

Tableau 1V-18 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) dans CDCl; du
composé CA1 (6 en ppm et J en Hz)

position 6 (H) ppm, m, Jen Hz position 6 (H) ppm, m,J en Hz

1 151 m 18 1.3
1.62

2 1.42m 19 2.37
1.56

3 3.19dd 10.8,5.1 Hz 21 0.81

1.21
5 0.67m 22 1.33
1.46

6 1.23 23 1.028 s
1.43

7 1.31 24 0.761s
1.47

9 1.21 25 0.945s

11 1.24 26 121s
1.39

12 1.46 27 0.967 s
1.56

13 1.58 28 0.828 s

15 1.09 29 4.68,d,J 2.10 Hz
1.6 456 d,J1.32

16 1.35 30 1.68s
14
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IV-4-18. Composé B12

Le composé a été obtenu sous forme d'une poudre jaune. Selon le spectre RMN *H

(Figure 1V-91), on distingue les signaux dans le domaine faible caractéristique des

protons aromatiques, plus précisément d’un flavonoide :

>
|' u ‘
kaa_/l\_ i JU
T |G!U| TT T

Des protons anomériques a & 4.52 ppm (d, J= 1.3 Hz) et a 6 5.23 ppm
(d, J= 7.2 Hz) avec des constantes de couplage caractéristiques de la
configuration o et  respectivement.

Des pics a 6 6.90 ppm (d, J= 8.4 Hz, H-5), 6 7.61 (dd, J=15¢et 8.4
Hz. H-6") et 7.94 (d, J = 1.5 Hz, H-2") sont assignables a trois protons
aromatiques caractéristiques pour un anneau B 3,4-disubstitué.

Deux singulets larges a & 6.4 et & 6.2 ppm, indiquant la bisubstitution
du cycle A.

L’absence d’un pic sous forme de singulet dans la région faible
attribuable au H-3 ducycle C

Un singulet d’intégration de trois protons a & 3.94 ppm, caractéristique

d’un groupe méthoxyle.

5
1:0224

il L
)“/, l\UULwJ, .J!\M. kJ l'.\r _M______,ﬂ_fjll"wf W
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Figure 1V-91 : Spectre RMN *H (300MHz, CD;0D) du composé B12
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De plus, le spectre RMN 3C (Figure IV-92) a montré 28 signaux de carbones
suivants :

e Les pics 6 104.4 ppm (C-1") et 8 77.3 (C-2 "), 78.1 (C-3"), 71.6 (C-4 "), 79.5
(C-5") et 68.5 (C-6 ") correspond au glucose.

e Les pics 6 102.5 ppm (C-1"), 6 72.2 (C-2 ™), 73.8 (C- 3 ™), 75.9 (C-4™), 69.8
(C-5")et17.9 (C-6") correspond au rhamnose.

e Le décalage vers le champ faible du signal 5 68.5 ppm assignable a C-6" par
rapport au glucose, indique que le carbone C-6"est le site de glycosylation.

e Un groupe méhoxyle a56.7 ppm.

L’attachement rhmanose C-1"" —»  C-6" glucose est déduit par I'effet déblindage
remarqué sur le C-6” du glucose, cet attachement des deux xucres appelé rutinose
[123].

oM W I

T IIIlI TITTTTT II!|I!II|IIIII-IIIII TITTIT T T I T oTaeTT II|!='!|!!|!|I| LLARRARS ||!!|
180.0° 140,80 1&b. D 150.0 140,00 140.0 120.0 110.Q0 10000 40,0

M
LR L AR ISR LR AR LR LR LA LR LR
BOL0 UDLU &0.0 0 BbLD o A0L0 0 30,00 BCL00 0.0 u.d

Figure 1V-92 : Spectre RMN *3C (75MHz, CD3;0D) du composé B12

La série spectrale du composé (Figure IV-94) a éteé éffectuée par la
spectrophotométrie  UV-visible en utilisant des réactifs caractéristigues [124],
montre :

e Apparition de la bande I dans le méthanol a A; = 342 nm nous conduit vers un
flavone ou flavonol substitué en 3 et comme le spectre RMN 'H a exclu la
structure d’un flavone, donc la structure ne peut étre qu’un flavonol substitué
en 3.

e En ajoutant quelques gouttes de NaOH, on remarque un déplacement
bathochromique de la bande | sans la diminution de la densité optique
AM(NaOH/MeOH)=66nm, indiquant un groupe OH en position 4'. Ainsi que
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la stabilit¢ du spectre aprés cing minutes indique 'absence d’un systeme 3,4
dihydroxy.

e Ainsi, l'apparition d’un nouveau pic a 330 nm, indiquant que la position 7
possede un groupe hydroxyle libre. Cela est justifié par Iapparition d’un
déplacement bathochromique de la bande II d’un AA;= 20nm en ajoutant la
base NaOACc.

e Le déplacement bathochromique du spectre AICI;+HCI par rapport au spectre
du méthanol de la bande I indiquant la présence d’un groupe OH dans la
position 5.

e [’absence d’un déplacement hypsochromique en comparant les spectres AA
AICE+HCI AICk indiquant I'absence d’un systéme ortho-dinydroxy.

En assemblant tous ces données, on obtient la structure partielle représentée dans la
figure 1V-93:

R1=Me R2=Rutinose

R1=Rutinose R2= Me

Figure 1V-93 : La structure partielle de B12

Pour définir la position des deux substituants : méthoxyle et sucre, on a effectué une
hydrolyse acide (HCI, 6N). Le spectre UV de Paglycone enregistré dans le méthanol
(Figure 1V-95) a montré deux bandes: A; =256 et A, = 371 nm, ce qui prouve que
I'aglycone est un flavonol, ou C-3 est devenue contenir un groupe hydroxyle, ce qui
montre que le sucre libéré a été localisé a la position C-3 et le méthoxyle a la position
C-3'.

Sur la base de ces données, le composé est attribué en tant qu’isorahmnetin 3-O-
rutinoside ou appelé encore narcissin. Sa structure est représentée dans la figure 1V-
95. Les données RMN *H et *C (Tableau IV-19) sont en accord avec la littérature
[123]. Ce composé a été isolé de Z. album. Z. decumbens. Z coccineum et Z.
aegyptium. On rapporte la séparation de ce composé pour la premiére fois de I'espéce
Z. gaetulum.
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Figure 1\VV-94 : La série spectrale UV du composé B12
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Figure 1V-95 : Spectre UV de la génine dans le méthanol apres hydrolyse acide du
composé B12
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Tableau 1V-19: Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et *3C (75MH?2)
dans CDsOD du composé B12

position
2

O N Olb~Ww

[N

2|

5!

5 (C)
158.87
135.44
179.34
163.03
99.94
166.07
94.9
158.50
105.69
122.98
114.51
148.30
150.84
116.8

5 (H)

6.2d1.8

6.4d1.8

7.94d15

6.90d 8.4

position
6"

OMe

1"
o
3
4"
B
6"
1
o
g
4
g
6

Glucose

Rhamnose

(%)
123.96
56.744
104.37
77.35
78.15
71.6
79.47
68.5
102.52
72.25
73.81
75.9
69.77
17.88

6 (H)
7.61dd8.4 15

3.94s
5.23d7.2

3.82d 10.2
452d1.3

1.09d6.3

Figure 1V-96: Structure du composé B12 ; isorahmnetin 3-O-rutinoside = narcissin
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IV-4-19. Compose B1
Le spectre RMN *H (Figure 1V-96) montre les signaux caractéristiques d’un lignane :

e Deux pics sous forme de singulet d’intégration 3H pour chacun a 83.82 ppm et
& 3.83ppm caractéristiques des groupes méthoxys.
e Des protons aromatiques de 6 6.62 ppm a 6 6.90 ppm.

L’analyse du spectre RMN 3C (Figure 1V-97) montre :

e Signal intense & 56.34 ppm indique I'existence de deux méthoxys.
e Douze carbones aromatiques entre 6 115 ppmet 6 150 ppm
e Huit carbones non-aromatiques

Toutes ces données spéctrales sont caractéristiques d’un lignane.
Selon le spectre COSY (Figure 1V-99), on apercoit les corrélations suivantes :

e entre H-7 et H-8

e entre H-8 et H-9, etentre H-8 et H-9g
e entre H-9, et H-9g

e entre H-8'et H-7'g

e entre H-7', et H-7"g

e entre H-9', et H-9'p
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Figure 1V-97: Spectre RMN ‘H (300MHz, CD3OD) du composé B1
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Figure 1V-98 : Spectre RMN **C (75MHz, CD;0D) du composé B1

D’aprés les informations tirées des différents spectres RMN, le composé Bl est
suggéré d’étre lariciresinol. Le lariciresinol présente trois centres chiraux, donc la
possibilité¢ de (+) ou (-) lariciresinol est présente. La mesure du pouvoir rotatoire du
composé Bl a fourni [a]p = 0 , cette valeur montre qu’il est un mélange racémique.
(%) lariciresinol (Figure 1V-91). Les valeurs de déplacement chimiques (Tableau IV-
20) sont en accord avec la littérature [125, 126]. Ce composé est isolé pour la
premiere fois dans I'espéce Z.gaetulum et la famille Zygophyllaceae.

HO

Figure 1V-99 : Structure du composé B1; lariciresinol
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Figure 1V-100: Spectre RMN COSY du composé Bl
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IV-4-20. Compose B2

Le spectre RMN *H (Figure IV-100) du composé B2 et superposable a celui du
composé B1, il s’agit donc d’un lignane.

e Un signal sous forme de singulet d’intégration de neuf protons apparut a o
3.81 ppm attribuables aux groupes méthoxy.

e L’apparition d’'un signal sous forme de singulet a & 6.61 ppm indique que la
substitution du groupe méthoxy est au niveau de 5'.

~ I\-. ."_ { .”( i , I

I

I, il .

Y ILJ-".N__H.ELLJEKJ-M |L_._A“_le_..n_mw

T TTTTTTT | TTT\TT LTl |5 ERL R T | TTTT TTTT rTrrrriT Ir.TM
a0 .0 200 1,6 u.0

Bl

T
i

L I A
G 2.0

Figure 1V-101: Spectre RMN ‘H (300MHz, CD30D) du composé B2

En utilisant les donnés RMN 1H et par comparaison avec ceux du composé B1, le
composé est identifié comme 5'-methoxylariciresinol. La mesure du pouvoir rotatoire
du composé B2 donne une valeur [o]p= 0, cela indique qu’il est un mélange
racémique (%) 5'-methoxylariciresinol (Figure 1V-101). Les valeurs de déplacement
chimique (Tableau 1\VV-20) sont en accord avec la littérature [127].
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Figure 1V-102 : Structure du composé B2; 5'-methoxylariciresinol

Tableau 1V-20 : Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) et *C (75MHz)
dans CD3OD des composés B1 et B2 (6 en ppm et J en Hz)

composé
position
1

O 0N O O1bBwN

1l

3!
4I
5!
6l
7I

3 OMe
3" OMe
5'OMe

0 (C) ppm
135.72
113.36

149
145.81
116.17
122.17

84.04

54.1

60.435

133.51
110.6
149
147.06
115.96
119.8
33.66

43.88
73.5

56.34
56.34

Bl

o (H) ppm JHz

6.898 sl

6.637 d 8.1
6.771dl 10.8
4.730d6.9
2.36 q

3.72dd 8.4 5.7
3.62dd 10.56.0

6.753 sl

6.70d 8.1
6.771 dl 10.8
2.92dd 4.813.2
2.48 ddl 12.9 Hz
2.72q
3.97dd8.16.6
3.80d
3.83s
3.82s
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B2
d (H) ppm

6.79d 1.8

6.70d7.8
6.64 d12.6 ;1.8
4.765d 6.9
2.36 q

3.72dd 8.46.3
3.64dd 10.8 6.6

6.61s

6.61s
2.48 ddl 13.2

292 dd
2.72q

3.833dd 9.9.6.6

3.99dd 6.6. 8.4
3.82s
3.82s
3.82s
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IV-4-21. Compose B5

L’examen du spectre RMN *H (Figure 1V-102) montre des pics caractéristiques d’un
lignane, dont:

e Deux pics sous forme de singulet large d’intégration de deux a 6 6.64 ppm et &
6.70 ppm, et puisque I'intégration du pic sous forme de doublet a 3.66 ppm
attribuable a H-6'; est égal a 0.56 donc I'intégration de 2.06 réprésente quatre
protons caractéristiques de deux cycles benzéniques tetrasubstitués.

e Deux pics sous forme de singulet d’intégration six (donc douze protons)
apparus a 6 3.83 ppm et 6 3.84 ppm appartenant a quatre groupes OMe.

e Un proton anomérique a 6 4.85 ppm sous forme de doublet et J=7.5 Hz.

Y 2.08

I o i |I' i
e || _.»J\LI:IJ‘:_,HW_J"LW__.NJ |':'..|L,”1JJ'L._N“‘.
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.0 L P .0 &5 1.0 0.0

Figure 1V-103 : Spectre RMN *H (300MHz, CD30D) du composé B5

Le spectre RMN *3C (Figure 1V-103) du composé B5 dévoile :

e 12 signaux oléfiniques entre & 104.4 ppm et & 154.4 ppm caractéristiques de
deux cycles benzéniques

e six signaux a 6 105.3, & 75.67, 6 77.78, & 71.3, & 78.32 et & 62.53 ppm
caractéristiques d’un glucose

Les valeurs de déplacements chimiques (Tableau 1V-21) sont en accord avec celles de
littérature [128-130] . Le composé B5 est identifie comme étant syringaresinol 4-O-
glucoside (Figure 1V-104).
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Figure 1V-104: Spectre RMN *3C (75MHz, CD3;0D) du composé B5

Tableau 1V-21 : Déplacements chimiques en RMN ‘H (300MHz) et *C (75MHz)
dans CD3OD du composé B5 (6 en ppm et J en Hz)

Position | & (C) o (H) position 0 (O o (H)
1 133.05 4' 135.52
2 104.44 | 6.70 sl 5! 154.4
3 149.32 6' 104.8 6.64 sl
4 135.52 7 87.7 470d4.2Hz
5 149.32 8' 55.7 3.14 m
6 104.44 | 6.70 sl 9 72.84 3.89dd9.3,2.7Hz
427 m
7 87.58 475d39Hz 3'OMe | 56.77 3.84s
8 55.5 3.14m 5'0Me | 56.77 3.845s
9 72.9 3.89dd 9.3, 2.7 Hz 1" 105.3 485d75Hz
427 m
30Me | 57.04 3.83s 2" 75.67 3.40dd 7.2,2.7 Hz
50Me | 57.04 3.83s 3" 77.78 3.44 m
1 139.52 4" 71.3 3.30m
2' 104.8 6.64 sl 5" 78.32 3.19m
3 154.4 6" 62.53 3.66d
3.75dd 2.4 Hz
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Figure 1VV-105: Structure du compose B5 ; syringaresinol 4-O-glucoside

IV-4-23. Composé B4

Le spectre RMN *H (Figure IV-107) du composé B4 montre des pics caractéristiques
d’un acide phénolique :

e Un signal singulet d’intégration de trois protons a & 3.88 ppm caractéristiques
d’un OMe
e Trois signaux de proton benzénique ad 7.54 ppm, 6 7.56 ppm et 6 6.82 ppm.

Le spectre RMN *3C (Figure 1V-108) montre huit pics dont :

e Un signal a3 170.04 ppm caractéristique d’un carboxyle.
e Six signaux oléfinique caractéristiques d’un cycle benzénique.
e Un signal a3 56.4 ppm caractéristique d’un carbone lié a un oxygene.

Les valeurs de déplacements chimiques des protons et des carbones (Tableau 1V-23)
sont en accord avec la littérature [131]. L’¢élucidation de la structure du composé B4
nous conduit vers un vanillic acid (Figure 1V-109).
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Figure 1V-106: Spectre RMN *H (300MHz. CD;0D) du composé B4
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Figure 1V-107: Spectre RMN 3C (75MHz, CD3OD) du composé B4
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Figure 1VV-108: Structure du composé B4 ; vanillic acid

Tableau 1V-22: Déplacements chimiques en RMN H (300MH?z) et 13C (75MHz)
dans CD30D du composé B4 (6 en ppm et J en Hz)

position 4 (0O) o (H)
1 148.65
2 152.66
3 115.81 7.53dJ1.8
4 125.25
5 123.07 7.54dd 8.7,1.8
6 113.73 6.82d 8.3
COOH 170.04
OCH3 56.35 3.88 s 3H
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IV-4-22. Compose B3

Le spectre RMN H (Figure 1V-105) a montré des signaux caractéristiques d’un acide

phenolique :

e Un groupe méthoxy apparait a 6 3.88 ppm sous forme d’un singulet.

e Trois protons aromatiques a o 6.8 ppm (1H, d, J=8.1 Hz, H-5),  7.05 ppm
(1H, d, J=8.1 Hz, H-6) et 6 7.17 ppm (1H, sl, H-3) indiquant la présence
d’un noyau aromatique trisubstitué.

e Deux doublets dans le champ faible a6 6.3 ppm et 6 7.57 ppm avec une
constante de couplage J=15.9 Hz, cette grande valeur de couplage apparait
dans le composé B3 et s’absente dans le vanillic acid (B4), nous oriente vers
deux protons éthéliques de configuration trans H-1'et H-2' d’une chaine

latérale.

Selon les données RMN *H et par comparaison des spectres RMN du vanillic acid, le
composé B3 estun ferulic acid (Figure 1V-106). Les valeurs de déplacement

chimique (Tableau IV-22) sont en accord avec la littérature [132].
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Figure 1V-109 : Spectre RMN *H (300MHz, CD3;0D) du composé B3

187



CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

Tableau 1V-23: Déplacements chimiques en RMN *H (300MHz) dans CD30D du
composé B3 (6 en ppm et J en Hz)

position o (H)
3 7.17 sl

5 6.8d18.1

6 7.05d8.1

1 6.3d 15.9

2' 7.57d 15.9
OCHg 3.88s
CH3 1.82s

Figure 1V-110 : Structure du composé B3 ; ferulic acid
IV-5. Discussion:

Les résultats de la separation des composés de I'espéce Z. gaetulum sont en accord
total avec les résultats de dosage des phénols totaux et flavonoides ; on a mentionné
dans la partie dosage et activit¢ antioxydante que I'espéce Z. gaetulum (ainsi que Z.
album et Z.cornutum) présente un faible taux de phénols et flavonoides et tres faible
en ftanins. La séparation des métabolites secondaires a donné six Ccomposés
phénoliques dont un flavonoide avec des rendements minimaux (& part le flavonoide)
ce qui justifie la faible teneur trouvée par le dosage. Pour les tanins, soit ces composés
sont mineurs ou ils n’ont pas été détectés soit ils ont été hydrolysés pendant les étapes
d’extractions et de séparations. Ce travail présente pour la premicre fois la séparation
des composés phénoliques tels que les lignanes et les acides phénoliques dans le genre
Zygophyllum. Plusieurs travaux entamés sur les especes de ce genre ont indiqué
I'identification des saponines et les flavonoides.

Parmi les 23 composeés isolés, 20 composés sont rapportés pour la premiere fois pour
I'espéce Z. gaetulum. Quatre dérives glycosydés de I'acide cincholique ont été isolés
pour la premiere fois de la famille Zygophyllaceae. Les dérivés glycosidés de I'acide

188



CHAPITRENNAY SEPARATION, RIFICATION ET ELUCIDATION STRUCTURALE

cincholiques sont trouvés pour la premiere fois dans la famille, on trouve seulement 3-
O-quinopyranoside cincholic acid isolé de Z. fabago.

C’est la deuxieme fois seulement qu’on rapporte Iisolement et I'identification d’un
lignane dans le genre Zygophyllum ; seulement un nouveau lignane a été séparé de Z.
aegyptium.

Les dérivés glycosylés de Tlacide quinovique sont largement  distribués
principalement dans les familles Rubiaceae et Zygophyllaceae [35]. Plusieurs plantes
appartenant a ces deux familles ont montré divers effets biologiques. les dérivés de
'acide cincholique sont trés abondants dans la famille Rubiaceae [133].

La spectroscopie RMN 2C est loutil le plus précis pour distinguer les triterpénes
pentacycliques du type a-amyrine (Ursa-12-en-3B-ol) et B-amyrine (oleana-12-en-3p-
ol). ce qui n'est pas facile avec d’autre techniques [113].

L’acide quinovique et ces dérivés ainsi que Iisorhamnétie 3-O-rutinoside paraient
d’étre des marqueurs chimio taxonomique du genre Zygophyllum et présentent une
bonne liaison entre le genre et la famille Zygophyllaceae [19, 51].

Les dérives sulfatés de I'acide quinovique sont spécifiques du genre Zygophyllum. Le
groupe sulfate parait d’étre la fonction la plus active pour le test in vitro de
inhibition d’urease, ou Zygophylloside E a donné la meilleure activité [134].

Dans une étude, tous les glycosides de I'acide quinovique ont démontré une activité
inhibitrice  contre le virus d’ARN a résistance négative (VSV : virus stomatitis
vescular) avec une activitt maximale dans les composés ayant seulement une
glycosidation au C-3 [35].

D’aprés une autre étude, I'acide ursolique a une activité cytotoxique meilleure que
I'acide quinovique. lattachement d’un sucre a I'acide quinovique semble d’étre le
responsable d’abaissement de Tactivit¢ , par contre la substitution du sucre par un
groupement sulfonyl augmente I’ activite [135]. L’acide quinovique et son  dérive
glucosyle en 3 ont une activit¢ significative contre le venin de serpent
phosphodiesterase 1 [136].

D’autre part, la glycosidation de l'acide quinovique a montré une trés bonne activité
anti-leishmaniose contre Leishmania infantum, les résultats suggerent que la présence
de B-D-glucose et/ou a-L-rhamnose en position 3 est essentiel pour des propriétés anti
leishmaniose [137]. L’acide quinovique et ses dérivés glucosylés en (3) et en (3 et
28) ainsi que le lupeol engendrent une activité inhibitrice de Dipeptidyl peptidase 4
(DPP-4), qui est un enzyme physiologique impliqué dans la distruction des hormones
[138].

Pour Tactivit¢ contre les cellules cancéreuses, les dérivés quinovosylés en 3 et
glucosylés en 28 de l'acide quinovique ont montré une activité cytotoxique envers une
lignée cellulaire cancéreuse du poumon a non petites cellules A549 [139]. Les
saponines possédent un potentiel anti-tumoral ainsi ils sont utilisés comme des
adjuvants pour des différents vaccins contre le cancer [140].
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Conclusion

Notre recherche s’intéresse a la valorisation et la promotion des plantes sahariennes
afin de trouver de nouvelles molécules possédantes des effets thérapeutiques et
industrielles.

Le dosage de trois plantes Zygophyllum album. Z. cornutum et Z. gaetulum par des
méthodes spectroscopiques a montré que ces plantes ne sont pas trés riches en
polyphénols et en flavonoides. En revanche, elles possedent une bonne activité
antioxydante, cela peut étre lié a leurs richesses en composés triterpeniques,
spécifiquement en saponines.

L’étude minutieuse des differents extraits de Z. gaetulum a dévoilé la présence de
composes supplémentaires trouvés pour la premiére fois dans cette espece.

L’usage combiné des différentes techniques chromatographiques a savoir colonne
ouverte en gel de silice normal, en phase inverse et en séphadex, HPLC, CCM et
CCMP nous a permis de séparer et purifier plusieurs métabolites secondaires.

L’utilisation de différentes techniques spectroscopiques nous a conduits a identifier et
caractériser les produits isolés. Parmi ces technigues on note: la RMN
monodimensionnelle proton H carbone *C et DEPT 135 la RMN bidimensionnelle
COSY H-H HMQC HMBC DIFNOE et le pouvoir rotatoire [o]p. Nous a conduit a
I’élucidation structurale de 23 composes dont :

17 composés triterpéniques :

lupeol

[3-sitosterol

3-0-p-D-glucopyranoside sitosterol

3-0- B-D-quinovopyranoside acid quinovic

3-0O- pB-D-quinovopyranoside cincholic acid

Quinovic acid 28-0O-B-D-glucopyranoside ester

Cincholic acid 28-0O-B-D-glucopyranoside ester

3-0O- B-D-glucopyranoside quinovic acid

3-0O- B-D-glucopyranoside cincholic acid

3-0O- B-D-quinovopyranoside quinovic acid 28-0-p-D- glucopyranoside ester

3-0O- B-D-quinovopyranoside cincholic acid 28-O-p-D- glucopyranoside ester

3-0- B-D-2-O-sulfonylglucopyranoside quinovic acid

3-0O- B-D-glucopyranoside quinovic acid 28-O-f-D- glucopyranoside ester

3-0- B-D-glucopyranoside cincholic acid 28-0--D- glucopyranoside ester

3-0-a-L-arabinopyranoside (1—2) B-D-quinovopyranoside quinovic acid 28-O-

B-D-glucopyranoside ester (Zygophyloside H)

e 3-0-B-D-0O-2-sulfonylquinovopyranoside quinovic acid 28-O-3-D-
glucopyranoside (Zygophyloside E)

e 3-0-B-D-2-O-sulfonylglucopyranoside quinovic acid 28-0-f-D-glucopyranoside

ester (Zygophyloside G)

Six composés phénoliques dont :

e Un flavonol : isorhamnetin 3-O-rutinoside (narcissin)
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e Deux acides phénoliques : ferulic acid et vanillic acid
e Trois lignans : (x) -lariciresinol. 5'-methoxylariciresinol et syringaresinol
glucoside

Il est bien clair que la classe des métabolites secondaires dominante dans cette étude
est celle des triterpénes saponines, dont ces composés sont connus de leurs activités
biologiques intéressantes. Il est important de signaler la présence d’une série de
dérivés glycosidés de l'acide cincholique dans Z. gaetulum pour la premiere fois non
seulement pour le genre. mais aussi pour la famille Zygophyllaceae [29].

Malgré le développement des techniques chromatographiques et spectroscopiques, la
séparation et Iidentification des saponines restent trés délicates. En effet, on est
affronté a une grande difficulté lors de la séparation et la distinction entre les derivés
glycosidés de I'acide quinovique avec leurs analogues de I'acide cincholique.

L’orignalit¢ de ce travail se distingue par la séparation et I'identification d’une série
d’acide cincholique pour la premiére fois dans la famille Zygophyllaceae. Ce travail
ajoute comme nouveauté la séparation des acides phénoliques et des lignanes pour la
premiére fois dans le genre.

Nous avons comme perspective d’achever et compléter ce travail allant aux produits
qui n’ont pas été séparés a cause de leurs complexités, de tester les activités
antidiabétiques, inti inflammatoire, cytotoxique, antifongique et anticancéreuse, ainsi
gue déterminer la relation structure-activité pour chaque produit, et puis de continuer
I'investigation phytochimique des autres especes du genre Zygophyllum trouvées en
Algérie.
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Annexe

Figure V-1: Colonne chromatographique pour séparation de la phase
chloroforme+acétate d’éthyle

Figure V-2 : Colonne chromatographique pour séparation de la phase Butanolique
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ANNEXE

Polarimetre : JASCO DIP370 polarimétre avec cellule en quartz (3.5 mm i.d. x 50
mm)

Figure V-3 : Polarimetre

HPLC analytique : pompe Hitachi L-6000 équipé d’un détecteur Hitachi L-4200
UV-VIS. a Shimizu DGU-12A dégazeur et a Hitachi D-2500 chromato-integrator. La
détection a 215 nm. Colonne prepacked RP HPLC (Inertsil ODS-3 5 pm (GL
Sciences Ltd.. 4.6 mm i.d. x 250 mm. 20 mm i.d. x 250 mm). Inertsil PH-35 pm (GL
Sciences Ltd.. 4.6 mm i.d. x 250 mm. 20 mm i.d. x 250 mm). et Cosmosil Cholester
(Nakalai Tesque Ltd.. 4.6 mm i.d. x 150 mm. 10 mm i.d. x 250 mm).

EiTe

Figure V-4 : L’appareil HPLC
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ANNEXE

Sgpectrophotométre RMN : JEOL ECP-500 (500 MHz pour *H et 125 MHz pour
13C) et JEOL AL-300 spectrométre (300 MHz pour *H et 75 MHz pour 3C)

Figure V-5 : Photo de l'appareil de RMN
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ABSTRACT

The ethanolic extract of Zygophyllum album was extracted successively with chloroform, ethyl acetate and butanol.
Using colorimetric methods, the higher content of phenols was recorded in crude extract and water fraction (5.118
+(.105 and 2.088 + 0.012 mg GAF/g DW respectively), the higher content of flavonoids was found in crude extract
and butanol fraction (2.393 = 0.061 and 0.506 = 0.013 mg QFE/g DW respectively), and the higher content of tannins
was recorded in crude extract and water fraction (197.875 + 2546 and 103.611 + 49.235 mg REjg DW
respectively). All extracts showed very good activity of ferric reducing power, the higher power was in crude extract
and butanol fraction (11.262 +0.38 and 30.177 + 2.397 mM respectively) more effective than BHA and BHT. 1C5; of
inhibition of radical DPPH in chioroform fraction was 22.127+0.83711g/ml more effective than BHT.

Keywords: DPPH; Ferric reducing activity: Flavonoid; Phenol; Tannin; Zygophyilum album L.

INTRODUCTION

Plants are the main source of phenolic compounds as other secondary products. Polyphenols are known as natural
antioxidant [1]. Antioxidants have been used to protect food from oxidative degradation, also used in cosmetology
and dermopharmacy [2, 3]. Synthetic antioxidants like BHA and BHT have been widely used in industry but
suspected to have toxicological effects [4].

Plants growing in Sahara and salty areas (Sabkha) are exposed o extreme conditions as salinity, heat and luminosity
which contribute in the quality of their antioxidants [5].

Zygophyllum album is a Saharian plant belonging to the genus Zygophyllum, family Zygophyllaceae. The local
population in Algeria used it as remedy for rheumatism, gout, asthma, diuretic, diabetes, dermatitis, spasm,
dysmenorrhea, hypertension, local anesthetic and antihistamic [6, 7].

There are studies on crude ethanolic and water extract of Z. album suggest that the antioxidant properties of this
extracts could be responsible for their antidiabetic activity and antihypercholesterolemic [8, 9]. Another study
provides the possibility of the use of Z. album in the development of antiobesity drugs [10].

The aim of our study was to evaluate the antioxidant properties of the crude extract of Z. album and its factions and

also to determine their content of phenolic, flavonoid and tannin compounds. Which, to the best of our knowledge,
have not yet been reported.
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EXPERIMENTAL SECTION

2.1 Plant material

The aerial parts of Z. album were collected in the month of April 2013 from Ouargla Sahara, southeast of Algeria.
The identification was done on the basis of Quezel and Santa [11] by Halis youcef researcher in Touggourt's
Seientific and Technical Research Centre for Arid Areas.

2.2 Preparation of the extract and fractions

Alr dried aerial parts (100 g} of Z album were macerated at room temperature with EtOH-11,0 (70:30, viv) for 24
h, two times. After filteation, the filtrate was evaporated till dryness, recovered with distilled water and partitioned
successively using chloroform, ethyl acetate and n-butanol. The extracts, also the remaining water [raction, were
concentrated under reduced pressure and then re-dissolved with minimum of ethanol or water and kept at 41C°.

2.3 Determination of total phenolic content

The total phenolic content in the crude extract and the fractions of Z. album was estimated by using Folin-Ciocalteu
reagent [12].Briefly; 0.1 ml of the extract sample was mixed with 0.5 ml of a (10%) Folin-Ciocalteu reagent .After §
min, 2.0 ml of (20%) sodium carbonate were added, the mixture was shaken and reacted for 30 min at room
temperature in the dark. The absorbance was measured at 760 nm and the results were expressed as mg gallic acid

equivalent per gram of plant dry weight (mg GAL/g).

2.4 Determination of total flavonoid content

The total flavonoid content in the crude extract and the fractions of Z. album was estimated by using aluminum
chloride colorimetric method [13]. Briefly, 0.5 ml of 2% AlCl; ethanol solution was added to 0.5 ml of extract, After
30 min incubation at room temperature, the absorbance was measured at 430 nm and the results were expressed as
mg quercetin equivalent per gram of plant dry weight (mg Qli/g).

2.5 Determination of total tannin content

The total tannin content in the crude extract and the fractions of Z. album was estimated by colorimetric method
[14]. 3 ml of 49 ethanol vanillin solution and 1.5 ml of concentrated hydrochloric acid were added to 0.4 ml of
extract. The mixture was allowed to stand for 15 min, and the absorbance was measured at 500 nm. The results were
expressed as mg catechin equivalent per gram of plant dry weight (mg Ck/g).

2.6 Determination of ferric reducing power

Reducing power of the crude extract and the fractions of Z. album was determined by the method of Oyaizu [15].
Different concentrations of the sample (1 ml) were mixed with 2.5 ml phosphate buffer solution (pH 6.6) and 2.5 ml
potassium ferricyanide (19%). The resulting solutions were incubated at 50°C for 20 minutes. After incubation, the
reaction mixture mixed with 2.5 ml of 10% TCA and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes. 2.5 ml of the
supernatant was taken and 2.5 ml distilled water and .5 ml of ferric chloride (0.19%) were added to it. The
absorbance was measured at 700 nm, using ascorbic acid as a positive control, and the results were expressed as mM
equivalent ascarbic acid.

2.7 Determination of antiradical activity

The free radical scavenging activity of 7. album was measured by using DPPH assay [16]. 1 ml of diluted plant
extract was added to | ml of a (.25 mmol/l DPPHe ethanol solution. The solurions were placed in the dark at room
temperature for 30 min. The absorbance of the resulting solution was then read at 517 nm and ascorbic acid was
used as a positive control. Inhibition of DPPH radical was calculated as follows:

DPPH scavenging effect (%) = [Ap-Av/Ag] x100
Where Ag and A, are the absorbance at 30 min of the control and the sample, respectively.
RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Total phenolic, flavonoid and tannin contents

The total phenolic content of the crude extract and the [ractions, expressed as gallic acid equivalent per gram dry
weight (mg GAE/g DW), varied between 5.118 + 0.105 and 0.116 + 0.002 mg GAE/g DW (Table 1). The highest
total phenolic content was found in the crude extract and the water fraction while the lowest was in the chloroform
fraction. The total flavonoid content of the extracts, expressed as quercetin equivalent per gram dry weight (mg
QL/g DW), ranged from 2.393 + 0.061 to 12 + 0.582 pg QE/g DW (Table 1). Crude extract and butanol fraction
contained high amount of flavonoids while chloroform fraction contained lower amount of flavonoids. For the
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determination of the total tannin content of the crude extract and the fractions, expressed as catechin equivalent per
gram dry weight (mg CE/g DW), the crude extract and the butanol fraction exhibited a highest content of tannins, on
the other hand, the ethyl acelate fraction showed a lowest value of tannin content (Table 1).

I"lavonoid and triterpene glycosides, tannins and saponins were the major compounds found and isolated from Z.
album. These families of compounds are known as great antioxidant and widely used in industrial fields [17-21].

Table 1: Total phenolic, flavonoid and tanmin contents

s Total phenolics | Total lavonoids Total tannins
{mg GAE/g)* {pg Ol/g)* (pg CE/g)*
Crude extract 51184 0.105 | 239325 + 61.905 | 197875 + 25646

Chloroform fraction 0.116 + 0.002 12152 + 0.582 8.194 + 1.554
Ethyl acetate fraction | 0.122 4 0.004 32762 £ 0.771 3.162 +10.248
Butanol fraction 091940021 | 506.305 + 13.317 13.746
Water fraction 2088+0.012 | 340.926 +4.295 | 103.611 + 19.235
*Resulis are expressed as mean of 3 values + standard deviation

3.2 Antioxidant activities

The ability of the extracts to reduce iron (III) to iron (II} can be monitored by measuring the formation of Perl’s
Prussian blue at 700 nm. Yellow color af the test solution changes to green or blue color depending on the reducing
power of antioxidant samples. A higher absorbance indicates a higher ferric reducing power. The reducing power of
the crude extract and the fractions of Z. album are summarized in Table 2. The values of reducing activity varied
between 30.177 + 2.397 and 7.689 + 0.562 mmol/ml. The butanol fraction gave the higher result of reducing activity
while the lowest was recorded in the chloroform fraction (Figure 1). All the exiracts showed a very good activity of
reducing power and better than the synthetic antioxidants BHA (0.55+0.01 mmol/ml), BHT (0.75+0.005 mmol/ml)
and gallic acid {1.122+0.49 mmol/ml).

DPPH is used to evaluate the free radical scavenging activity of natural antioxidants and extracts, the method is
based on the reduction of the stable [ree radical DPPH by donating hydrogen from the phenolic hydroxyl groups.
This reduction can be monitored at 517 nm by measuring the bleaching of DPPH (violet) to DPPH-I (yellow).
Figure 2 shows DPPH inhibition activities of crude extract and fractions of Z album. The values of 1C5o ranged from
84.104 + 3.989 to 22.127 + 0.837 pg/ml (Table 2). The highest scavenging activity was observed in the chloroform
fraction (22.127 + 0.837 pg/ml) and ethyl acetate fraction (26.138 + 01.542 pg/ml), the lowest scavenging activity
was recorded in the crude extract and butanol fraction {84.104 + 3.989 and 62.1506 + 10.213 pg/ml respectively).
The fractions showed better scavenging action than the crude extract. [Cs values of all these compounds were
greater than that of BHT where 1C; was achieved at 62.652:43.016 pg/ml but lower than ascorbic acid
(14.657+0.698 pg/mi).

Table 2: reducing power and DPPH scavenging

Extract Reducing power (mM)* | DPPH {(ICs; in pgfinl)*

Crude extract 1.262 + 0.38 84.104 « 3.989
Chloroform fraction 723 +0.732 22.127 + 0.837
Ethyl acetate fraction 689 ¢ 0.562 26.138 + (11.542
Butanol fraction 30.177 + 2.397 62.15 + 10.213
Water fraction 26.637 + 2.928 33.254 + 0.162
Ascorbic acid 14.657 + 0.698
BHA 0.556 + 0.012 13.145 & 0.304
BHT 0.751 + 0.005 62.652 « 3.016
Gallic acid 1.122 + 0.049

* Resulis are expressed as mean of 3 values + standard deviation

Polyphenol possess ideal structural chemistry for radical scavenging, this properties arise from its high reactivity as
hydrogen or electron donator, and the stability and delocalization of the impaired electron of polyphenol-derived
radical [22]. Many flavonoids have strong antioxidant capacities. Flavonoids can prevent injury caused by free
radicals by direct scavenging of reactive oxygen species, activation of antioxidant enzymes and increasing in
antioxidant properties of low molecular antioxidants [23].

Concerning the correlation between phenolic, flavonoid and tannin contents and DPPH scavenging activity, the
values of correlation coefficient were 0.66, 0.81 and 0.48 respectively. According to this result, the contribution of
phenols, flavonoids and tannins was 66%, 81% and 48% in radical scavenging activity.
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Figure 2: Percentage scavenging of DPPH in crude extract and fractions of Z album
CONCLUSION

The crude ethanolic extract and four fractions of Z album were investigated for their polyphenolic contents and
antioxidant activitics. The results obtained from this study indicate that the fractions of Z album have a good
antioxidant activity. All extracts have strong reducing activity, while chloroform and ethyl acetate have good
antiradical activity. The antioxidant activity in the fractions of Z. album arising from the rich content on polyphenol
in this plant.
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ABSTRACT

Zygophyllum cornutum Coss. is an endemic plant growing in the northern Sahara of Algeria. It is used in
traditional medicine against diabetes, hypertension and dermatitis. The antioxidant activities of the crude hydro-
alcoholic extract and the organic fractions of Z. cornutum were investigated by DPPH test, ferric reducing activity
and phosphomolybdenum assay. Also the content of phenols, flavonoids and tannins was estimated by
spectrophotometric methods. The best DPPH scavenging activity was found in water fraction followed by
chloroform fraction (IC;;= 25 and 38.5 pg/ml, respectively), more effective than BHT. For the ferric reducing
activity and phosphomolybdenum assay, the best activity was found in water and butanol fractions, the resulls were
better than BHA and BHT. The content in phenolics. flavonoids and tannins may be responsible for the good
activities of the plant Z. cornutum.

Keywords: Zygophyllum cornutum Coss., Phenol, Flavonoid, Tannin, DPPH, Ferric reducing activity, Total
antioxidant activity.

INTRODUCTION

The importance of medicinal plants has increased recently with the aim to find drugs against diabetes, hypertension
and cancer as well as finding new molecules that possess antioxidant activities for using them in agri-food sector,
pharmaceutics and cosmetic industries. The synthetic antioxidants have shown toxic effects on health, for that
reason many studies have occurred to find new natural antioxidants as an alternative [1].

Zygophyllum are shrubby plants with leaves in two leaflets belongs to the family Zygophyllaceae [2]. The plants of
this genus have been the object of several studies where they could confirm their biological activities [3].

Zygophyllum cornutum is an endemic xerophyte plant characterized by its dilated fruits on top in a free portion of
carpels recurved into hooks as long as the welded portion [2]. In Algeria, Z. cornutum is used for the treatment of
dermatitis, diabetes, hypertension, rheumatism, gout and asthma as other zygophy!lum species [4, 5.

Many studies were confirmed the antidiabetic, antihypercholestolemic, anti-inflammatory and antidiarrhoeal
activities of Z. album and Z. gaetulum [6-12]. While only hypoglycemic activity of Z. cornutum was confirmed in a
preliminary investigation [13, 14].

The aim of our study was to evaluate the antioxidant properties of the crude extract of Z. cornutum and its factions
and also to determine their content of phenolic, flavonoid and tannin compounds.

Which, to the best of our knowledge, have not yet been reported.
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MATERIALS AND METHODS

2. 1. Chemicals and reagents

All solvents were analytic grade purity purchased from Biochem. sodium carbonate, Folin Ciocalleu reagent,
aluminum chloride, phosphate buffer, potassium ferricyanide, trichloroacetic acid (TCA), ferric chloride, 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), ammonium molybdate, gallic acid, quercetin, catechin, ascorbic acid, BHA and
BHT were obtained from Sigma-Aldrich and Biochem.

2. 2. Plant material

The aerial parts of Z cornutum were collected in the month of April 2013 from Biskra, southeast of Algeria
(northern Sahara). The identification was done on the basis of Quezel and Santa [2] by Doctor Halis Youcef
researcher in Touggourt’s Scientific and Technical Research Centre for Arid Areas.

2. 3. Preparation of the extract

The plant was air-dried in shadow. Defatted aerial parts of Z. cornutum (100 g) were macerated al room temperature
with E(OH-H,0 (70:30, v/v) for 24 h, two times, After filtration, the filtrate was evaporated till dryness, recovered
with distilled water and partitioned successively using chloroform, ethyl acetate and n-butanol. The extracts, also the
remaining water fraction, were concentrated under reduced pressure to calculate the yield and then re-dissolved with
minimum of ethanol or water and Kepl at 4C°, We have obtained: crude extract (CE), chloroform fraction (CF),
ethyl acetate fraction (EF), butanol fraction (BF) and water fraction (WF).

2. 4. Total phenolic content TPC

The total phenolic content in the crude extract and the fractions of Z. corputum was estimated hy using Folin
Ciocalteu reagent [15].Briefly; 0.1 ml of the extract was mixed with 0.5 ml of a (10%) Folin-Ciocalteu reagent
After 5 min, 2.0 ml of (2096) sodium carbonate were added, the mixture was shaken and reacted for 30 min at room
temperature in the dark. The absorbance was measured at 760 nm and the results were expressed as mg gallic acid
equivalent per gram of plant dry weight (mg GAE/g).

2. 5. Total flavonoid content TFC

The total flavonoid content in the crude extract and the fractions of Z. cornutum was estimated by using aluminum
chloride colorimetric method [16]. Briefly, 0.5 ml of 2% AICl; ethanol solution was added to 0.5 ml of extract. After
30 min incubation at room temperature, the absorbance was measured at 430 nm and the results were expressed as
mg quercetin equivalent per gram of plant dry weight (mg QFE/g).

2. 6. Total tannin content TTC

The total tannin content in the crude extract and the fractions of Z cornutum was estimated by colorimetric method
[17]. 3 ml of 4% ethanol vanillin solution and 1.5 ml of concentrated hydrochloric acid were added to 0.4 ml of
extract. The mixture was allowed to stand for 15 min, and the abserbance was measured at 500 nm. The results were
expressed as mg catechin equivalent per gram of plant dry weight (mg CE/g}.

2. 7. Determination of ferric reducing power

Reducing power of the different extracts of Z. cornutum was determined by the method of Oyaizu [18]. Different
concentrations of the extract (1 ml) were mixed with 2.5 ml phosphate buffer solution (pH 6.6) and 2.5 ml potassium
ferricyanide (196). The resulling solutions were incubated at 50°C for 20 minutes. After incubation, the reaction
mixture mixed with 2.5 ml of 10% TCA and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes. 2.5 ml of the supernatant was
taken and 2.5 ml distilled water and (1.5 ml of ferric chloride (0.19) were added to it. The absorbance was measured
at 700 nm, using ascorbic acid as a positive control, and the results were expressed as mM equivalent ascorbic acid.

2. 8. Determination of antiradical activity

The free radical scavenging activity of Z. cornuttm was measured by using DPPH assay [19]. 1 ml of diluted plant
extract was added (o 1 ml of a 0.250 mmol/l DPPHe ethanol solution. The solutions were placed in the dark at room
temperature for 30 min. The absorbance of the resulting solution was then read at 517 nm and ascorbic acid was
used as a positive control. Inhibition of DPPH radical was calculated as follows:

DPPH scavenging effect (%) = [Ag-Ay/Ag| x100

Where Ay and A, are the absorbance at 30 min of the control and the sample, respectively.
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2. 9. Determination of total antioxidant activity

The total antioxidant activity of the different extracts of Z. cornutim was determined by the phosphomolybdenum
assay [20]. Different concentrations of the extract (0.1 ml) were mixed with 1 ml reagent solution (0.6 M sulfuric
acid, 28 mM sodium phosphate, and 4 mM ammonium molybdate}. The resulting solutions were incubated in a
water bath at 95°C for 90 min. The mixture was left to cool at room temperature, the absorbance of the mixture was
measured at 695 nm, using ascorbic acid as a positive control, and the resulls were expressed as mM equivalent
ascorbic acid.

Statistical analysis
All tests were taken in triplicate, The results were expressed as means + SD. Curve was drawn by Microsoft Excel
2010. IC4 was calculated from linear regression.

RESULTS AND DISCUSSION

3. 1. Extraction yield, total phenolic, flavonoid and tannin contents

The extraction yield for the crude hydro-alcoholic extract of Z. cornutum was 28.084 %. For the fractions, the
highest yield was in WF (18.242 %) followed by BF (4.776 9%). In the other hand, the lowest yield of extraction was
in EF (0.221 %) (Table 1).

TPC of Z. cornutum extracts, expressed as gallic acid equivalent per gram dry weight (mg GAE/g DW), ranged from
0.133+0.003 10 3.755:0.050 mg GAE/g DW (Table 1). The highest content was found in CE and WF, the lowest
content was registered in CF. TPC of the crude extract of Z. cornutim and its fractions were in the following order:
CF < EF < BF < WF < CE.

TFC of the crude extract and the fractions of Z cornutum, expressed as quercerin equivalent per gram dry weight
(pg QL/g DW), was between 18.473+0.602 and 1320.500+54.848 pig QL/g DW. The highest amounts of flavonoids
were present in the CE and WF, while the lowest were recorded in the CF. TFC increased in the following order: CI
< EF < BFF <« WF < CE. The amount of phenol and flavonoid present in the crude extract was very low when
comparing with ather studies [21, 22]

TTC in the fractions and the crude extract of Z. cornutum, expressed as catechin equivalent per gram dry weight (g
CE/g DW), varied between 3.737+0.248 and 143.350+22.960 CE pg/g DW. The highest content was found in CE
and WL, while the lowest was found in EF and CF. The values of tannin content in the crude extract was lower
compared with Borago officinalis L. [21].

Table 1 Extraction yield, total phenolic, flavonoid and tannin contents

Yield TPC TFC TTC
% mg GAE/g DW pg QE/g DW pg CE/g DW
Crude extract 28.089 | 3.755+0.050 | 1320.500 + 54.848 | 143.350 + 22.962
Chloroform fraction 0.22 0.133 + 0.00: 18.473 + 0.602 10.925 + 1,085
Ethyl acetate fraction | .22 0.166 + 0.01 50.657 + 0.203 3.737 +0.248
| Bu | fraction 177 01.820 + 0.005 306.881 + 0.462 20.161 + 25.397
Water fraction 18242 | 2184 + 0.067 543859 + 8.590 | 142605 + 45501

We have remarked that phenolic and flavonoid contents are bigger in the polar fraction (water and butanol
fractions), that may indicate that these polyphenol compounds are more hydroxylated and/or glycosydated .The
content of phenolic or flavonoid compounds in fractions was affected by their solubility in solvent used for
extraction. Polar fractions had more polyphenols than non-polar fractions, similar results was found by [23].

Seven known saponins were isolated from the methanolic extract of the whole plant of Zygophyllum cornuium Coss
[24],[3-sitosterol, isorhamnetin-3-rutinoside [25] and one flavonoid [26].

When comparing this results with those of Z album |27], we found that crude exiract also the butanol and water
fractions of Z. album contain more TPC than the same fractions of 7. cornutum. Whereas, chloroform and ethyl
acelate [ractions of Z cornutum are richer than those of Z. album.

The amount of flavonoids found in crude extract and butanol fraction of Z. cornuiiim are less than those of Z. album,

while the other fractions of Z. cormutum are richer than the same fractions of Z. album. The amount of tannins found
in Z. cornutum was a Iittle lower than Z. album [27], but generally the results are similar.
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3. 2. Antioxidant activities

The antiradical activity of the crude extract and fractions of Z. cornutum was measured by the DPPH assay. The
method is based on the reduction of the stable radical DPPH with a violet color to non-radical DPPH-H with a
yellow color. The disappearance of the violet color can be monitored spectrophotometrically at 517 nm. Fig 1 shows
the percentage of scavenging DPPH in crude extract and fractions of Z. cornutum. The values of 1C;; varied between
24.955+1.983 and 67.059+4.727 pg/ml (Table 2). The best activity was found in the WF with an ICy, value of
24.935+1.983 pg/ml followed by CF with an ICs value of 38.478+2.085 pg/ml. All fractions had better activity than
crude extract. All extracts showed a good antiradical activity and better than BHT (62.652+3.016 jig/ml).
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Fig 1 Free radical scavenging activity of chloroform (CF), ethyl acetate (EF), butanol (BF), water (WF), crude (CE) extracts of Z.
cornutum

The ability of the different extracts of Z. cornutum to reduce the ferricyanide complex (Fe3+) to the ferrous form
(Fe2+) was recorded by measuring the formation of Perl’s Prussian blue at 700 nm.

Fig 2 shows the reducing power activities of crude extract and fractions of Z. cornutum expressed as absorbance in
terms of the inverse of dilution factor. Ferric reducing activity of the different extracts of Z. cornutum ranged from
3.827 = 0.131 to 15.461 + 0.282 mM. WF had the best reducing activity with a value of 15.461 = 0.282 mM, the
lowest reducing activity was recorded in CF and EF (3.964 + 0.071 and 3.827 + 0.131 mM, respectively). All
fractions are better than crude extract. All extracts showed a very good ferric reducing activity, better than BHA,

BHT and gallic acid.
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Fig 2 Reducing power activities of chloroform (CF), ethyl acetate (EF),butanol (BF), water (WF), crude (CE) extracts of Z. cornutum

25

215



Mahdi Belguidoum et al Der Pharma Chemica, 2016, 8 (1):22-27

The total antioxidant activity of the different extracts of Z. cornutum was measured by the phosphomolybdenum
method, which is based on the reduction of Mo (VI) to Mo (V). The formation of green phosphate/Mo (V)
compounds measured at 695. Fig 3 shows the total antioxidant activity of crude extract and fractions of Z. cornutum
expressed as absorbance in terms of the inverse of dilution factor. Total antioxidant activity of all extracts varied
between 14.434 + 0.263 and 98.707 + 0.382 mM. WF had a strong antioxidant activity with a value of 98.707 +
0.382 mM followed by BF with a value of 45.576 + 3.341 mM. The lowest antioxidant activity was recorded in EF
with a value of 14.434 + 0.263 mM. The crude extract and the fractions of Z cornutum showed a very good
antioxidant activity better than BHA and BHT (0.978 + 0.041 and 0.841 + 0.031 mM., respectively).
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Fig 3 Total antioxidant activity of chloroform (CF), ethyl acetate (EF), butanol (BF), water (WF), crude (CE) extracts of Z. cornutum

There are a weak correlation between the phenolic, flavonoid and tannin contents and the antioxidant activities. ,
similar results were found in three Veronica species [28]. The contribution of phenols and flavonoids in the DPPH
scavenging activity was 20.15% and 35.34% respectively. We have found also 43.92% of the ferric reducing activity
and 22% of the activity to reduce molybdate were due to tannins. The chloroform fraction had a very good
scavenging activity in spite of the low content of polyphenols, that is explained by the interference of non-phenalic
compounds [29] like terpenoids already isolated from Z. cornutum [24].

The mechanism for the reaction of DPPH" with phenols depend on the reactivity as hydrogen or electron donator. the
high activity is due to the number of hydroxyl groups available [30]. Flavonoids and tannins are among the main
groups of polyphenols. Flavonoids have a high redox potential, permitting them to act as reducing agents, hydrogen
donors, singlet oxygen quenchers and metal chelating potential [31]. Flavonoids are known to scavenger various
oxidizing species and to have an ability to stabilize membranes by decreasing membrane fluidity [32]. Tannins are
metal ion chelators, protein precipitating agents and biological antioxidants [31].

Table 2 DPPH scavenging, reducing power and total antioxidant activity

DPPH IC;o pg/ml | FRAP mM Molyhdate mM
Crude extract 67.059 + 4.727 6.487 +0.454 | 19.152 + 0.077
Chloroform fraction 38.478 + 2.085 396440071 | 18103+ 1.104
Ethyl acetate fraction | 47.767 + 1.571 3827 +0.131 | 14.434 = 0.263

Butanol fraction 42.159 + 3.029 8.440 + 0.578 | 45.576 + 3.341

Water fraction 24.935 + 1.983 15.461 = 0.282 | 98.707 + 0.382

Ascorbic acid 14.657 = 0.698 - -

BHA 13.145 + 0.304 0.556 + 0.012 0.978 = 0.041

BHT 62,652 = 3.016 0.751 + 0.005 0.841 = 0.031

Gallic acid - 1.122 + (L049 -
CONCLUSION

The crude extract of Z. cornutum and its fractions were found to have very good antioxidant activities and to contain
a considerable content in polyphenolic compounds. These results may confirm the traditional use of the plant.
Further work must be done like biological, antihyperglycemic and antihypercholesterolemic activities.
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