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Introduction

Pendant longtemps, la phytothérapie a prouvé son efficacité et ses bienfaits
incontestables pour notre santé. Les plantes médicinales ont été utilisées dans toutes les
civilisations du monde comme source de médicaments. La connaissance de leurs propriétés

curatives a été transmise au cours des siecles au sein et entre les communautés humaines [1].

Un recours croissant a l'utilisation de plantes médicinales a été attribué en partie a
I’effet thérapeutique des métabolites secondaires extraits de ces plantes ainsi que le
développement de plusieurs médicaments dont leurs principes actifs étaient a base de plantes.
Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la médecine traditionnelle a

base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos ancétres [2].

La recherche de nouvelles biomolécules doit étre entreprise au sein de la biodiversité
végétale, on se servant des données pharmacologiques et chimiotaxonomiques des plantes.
Cette approche permet de sélectionner les especes potentiellement actives et d’augmenter le
nombre de découvertes de nouvelles substances actives [3].

La position biogéographique de I’Algérie, étendue entre la Méditerranée et I'Afrique
sub-saharienne, lui confere une flore tres riche et diversifiée. On compte plus de 3000 especes
appartenant a plusieurs familles botaniques. Ce potentiel de plantes est peu exploré du point
de vue chimique et pharmacologique. Ce domaine constitue, un axe non négligeable de
recherche scientifique, plus particulierement dans le domaine des substances naturelles

bioactives [4].

Le genre Veronica a fait I’objet de nombreuses études phytochimiques et
pharmacologiques [5, 6]. Ces travaux ont permis I’isolement de plusieurs types de produits

dont les plus majoritaires sont les flavonoides et les iridoides [7, 8, 9].

L’ objectif principal de ce projet est consacré a I’étude phytochimique ainsi que
I’évaluation des activités antioxydante et inhibitrice de corrosion de I’espéce Veronica rosea
appartenant a la famille des Plantaginacées.

Le présent manuscrit est réparti en cing chapitres :

Le premier chapitre, est consacré a une recherche bibliographique, comportant une

présentation botanique de la famille Plantaginacées, les études chimiques antérieures réalisées
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sur le genre Veronica ainsi que les utilisations thérapeutiques de ce genre en médecine

traditionnelle.

Dans le deuxieme chapitre, nous étalons un apercu bibliographique sur les métabolites
secondaires de type flavonoide et iridoide trés présents dans le genre Veronica en exposant

leurs diverses structures, leurs voie de biosynthese et leurs activités biologiques.

Le troisieme chapitre, comporte les travaux personnels. Les résultats obtenus lors de
I’étude chimique des parties aériennes de la plante Veronica rosea (Plantaginacées), les
différentes étapes d’extraction, de purification et identification structurale seront présentés

d’une maniere détaillée.

Le quatrieme chapitre, rapporte les résultats obtenus au cours de I’évaluation de
I’activité anti-oxydante ainsi que I’étude de I’activité anticorrosion du cuivre dans une

solution de HNOs de I’extrait n-butanolique

Le dernier chapitre sera consacré a la présentation des protocoles expérimentaux, en
traitant les différentes techniques chromatographiques et spectroscopiques utilisées pour la

réalisation de ce travail.
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I-1 Description de la famille Plantaginaceae

Plantaginaceae est une famille diversifiée et cosmopolite. Elle comprend 3 genres en
classification classique, 94 en classification phylogénique et environ 1900 espéces. Le genre
le plus important est Veronica avec environ 450 espéces [1]. Etant si diverse, la
circonscription de cette famille est laborieuse a établir [2].

Les Plantaginaceae sont des herbacées annuelles ou pérennes, rarement ligneuses a la
base, portant des feuilles en rosette basale opposées ou alternes avec une inflorescence en épis
denses plus ou moins allongés. Les fleurs sont hermaphrodites, unisexuées, formant des épis
simples, cylindriques, allongés ou globuleux. Le calice a quatre divisions profondes et
persistantes, ou quatre sépales inégaux en forme d'écailles. La corolle est gamopétale,
tubuleuse, a quatre divisions régulic¢res, rarement entiére a son sommet. L'ovaire est libre, a
une, deux, ou méme a quatre loges, contenant un ou plusieurs ovules pseudo-campulitropes.
Le style est capillaire, terminé par un stigmate simple, subulé, rarement bifide a son sommet.
Le fruit est une petite pyxide recouverte par la corolle qui persiste. Les graines se composent
d'un tégument propre qui recouvre un endosperme charnu, au centre duquel est un embryon
cylindrique, axile et homotrope [3,4].

La plupart des especes Plantaginaceae se trouvent principalement dans les zones
tempérées et humides. Elles peuvent également étre trouvées dans les prairies dégradées, les

caniveaux et les champs abandonnés [3].

I-2 Position systématique de la Famille Plantaginaceae.

Engler & Prantl (1941) ont placé les Plantaginacées dans l'ordre des Plantaginales,
classe des dicotylédones, sous-division Angiospermae et division Spermatophyta [4].
Selon la classification APG III, cette famille est rattachée maintenant a I'ordre des Lamiales.
Ce regroupement a été induit suite a des analyses de séquences d'’ADN. La composition de
cette famille a été fortement modifiée ces dernicres années (2009) et comprend désormais
plusieurs genres (Antirrhinum, Cymbalaria, Digitalis, Linaria, Penstemon, Veronica...), qui se

trouvaient auparavant au sein des Scrophulariaceae.
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La famille Plantaginaceae est classée comme suite :

Super- embranchement
Embranchement
Classe

Sous-classe

Ordre

Famille

SPERMATOPHYTA
ANGIOSPERMAE
EUDICOTYLEDONAE
ASTERIDAE
LAMIALES
PLANTAGINACEAE

I-3 Présentation du Genre Veronica

Dans sa plus récente circonscription, le genre Veronica, avec environ 450 espéces est le
plus grand genre de Plantaginaceae. Il est distribué dans le monde entier avec des centres de
diversité en Asie occidentale et en Nouvelle-Zélande, la majeure partie de 1'hémispheére nord
et dans de nombreuses parties de 1'hémisphére sud; il présente une grande diversité
écologique, avec des especes poussant dans des habitats aquatiques a des steppes seches allant

du niveau de la mer aux hautes régions alpines [5].

| " . - . s ﬂ !
J * A% e !
..':| P ._ r - =2
T 4 +
+ + i ]

figure 1-01 Origine géographique des especes de genre Veronica : '©, Veronica orsiniana;
, V. scheereri; ", V. sennenii; ¥, V. rosea; »,V. fontqueri; *, V. tenuifolia; e, V.

javalambrensis; &, V. aragonensis.
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L’analyse des séquences d’ADN a montré que la circonscription et la classification du
genre Veronica devraient étre complétement révisées [6,7] et qu’une nouvelle classification a
¢été proposée dans laquelle Veronica est divisé en 13 sous-genres [8]. Cette classification
différe considérablement des classifications précédentes, qui étaient principalement basées sur

la morphologie.

I-4 Description botanique

Le genre Veronica comprend généralement des plantes annuelles de petite taille,
souvent rampantes, a feuilles opposées. Les fleurs peuvent former des racémes, plus rarement
des épis, ou étre solitaires a l'aisselle des feuilles. Le calice hétérosépale a quatre sépales et
parfois cing. La couleur dominante étant le bleu, dans certaines espéces, I'un des pétales est

plus petit et plus clair que les trois autres. Le fruit est une capsule aplatie ou globuleuse,

souvent en forme de cceur.

Veronica chamaedrys Veronica persica Veronica longifolia

Figure 1-2 Image de quelques espéces du genre Veronica
I-5 Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Veronica

Le genre Veronica a fait 1’objet de nombreuses études phytochimiques. Ces travaux
ont conduit a I’isolement et I’identification de divers types de métabolites secondaires,

constitués majoritairement d’iridoides et de flavonoides [8].

I-5-1 Iridoides du genre Veronica

Ces composés sont largement répandus dans de nombreuses plantes appartenant au
genre Veronica. Les recherches bibliographiques suggérent une prédominance de 1’ajugol, le
catapol et 1’aucubine. Le tableau I-1 reporte quelques exemples d’iridoides isolés de

plusieurs espéces du genre Veronica.
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Tableau I-1 Les iridoides isolés du genre Veronica

Nom de I’espéce | Parties étudiées

plante enti¢re
V. cymbalaria
Bodard

V. anagallis-

aquatica

V. arvensis Parties aériennes

V. turrilliana

V. cuneifolia

V. peregrina L

V. argute-serrata

V. biloba schreb

V. campylopoda

Boiss

Composés identifiés
-Catalpol (1), verproside (2), aucubine (3),
6-O-isovanilloylcatalpol(4) amphicoside
(6), alpinoside, 6-O-veratroylcatalpol (13),
verminoside (14) Veronicoside (16),

catalposide (17),

-Aucubine (3), mussaenoside (7),
catalposide (17), verproside (2),
amphicoside (6), catalpol (1),
boschnaloside (8), shanzhiside methyl
ester (5).

-ajugol (10)

-catalpol (1), catalposide (17), verproside
(2), amphicoside (6), isovanilloylcatalpol
(4), aucubine (3)

-verproside (2), verminoside (14),
amphicoside (6), veronicoside (9),
catalposide (17), catalpol (1),
veratroylcatalpol (18),
isovanilloylcatalpol, aucubine (3),
-veronicoside (9), minecoside (19),
specioside (20), amphicoside(6),
catalposide (17), 6-O-cis-p-coumaroyl
catalpol (21),

p-hydroxybenzoic acid methyl ester (22),

verproside (2), verminoside (14)

-catalpol(1), aucubine(3), ajugol(10)

catalpol(1), aucubine(3), ajugol(10),
-catalpol(1), aucubine(3), ajugol(10),

verminoside (14)

Réf

[9,10

[11]

[12]

[13]

[10,1
4]

[15]

[16]

[16]

[16]
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o plante entiére -catalpol (1), aucubin (3), verposide (2),
V. longifolia
catalposide (17), verminoside (14), [16]
catalpol ester (23).
plante entiére -aucubine (3), veronicoside (9),
V. persica amphicoside (6), 6-O-veratroyl-catalpol,

V. intercedens

RO

R=H, 1)
R = Vanilloyl (4)

[17]
catalposide (17), verproside (2),

verminoside (14).

-Melittoside (12), globularifoline (11) [12]

X
0o
HO OGlu HO OGlu

H,C00C

0]
o
=z
o
o
OH HO OH
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Figure 1-3 Structures chimiques de quelques iridoides isolés de différentes especes du genre

Veronica.

I-5-2 Flavonoides du genre Veronica

Les études chimiques des espéces du genre Veronica ont montré leur richesse en
flavonoides, dont la majorité¢ est de type flavone. Les recherches bibliographiques sont en
faveur d’une prédominance remarquée de I’isocutellareine, luteoline, apigenine. Certaines
flavones glucosylées identifiées dans ce genre ont une acétylation au niveau du carbone C-6"
du glucose. Le tableau I-2 résume quelques exemples de flavonoides isolés de diverses

espéces du genre Veronica.
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Tableau I-2 Les flavonoides isolés des especes du genre Veronica

Nom de I’espéece

V. filiformis plante entiére
V. linariifolia
Pall.
V. fushii aériennes
V. persica

V. longifolia L et '
] ] Plante entiere
V. liwanensis

V. orientalis Mill Plante entiére

V. thymoides Plante enti¢re

Parties étudiées

Composés identifiés
Isoscutellareine 4’ -methyl ether
7-0-B-(6>" -O-acetyl-2"" -O-
allosylglucoside) (24), tricine (25)
Linariifolioside (26), luteolin-7-O-f-D-
glucosyl-(1-2)-pB-D-glucoside (27),
apigenin-7-O-a-L-rhamnoside (28),
luteolin (29), apigenin(30), 3’
,4°,5,6,7-pentahydroxyflavone-7-O--D-
glucosyl-(1"" — 2’)-B-D-glucoside (31),
apigenin-7-O-B-D-glucuronide methyl
ester (32), apigenin-7-O-B-d-glucuronide
ethyl ester (33),
luteolin 7-O-glucoside (34),

Persicoside (35)

6-hydroxyluteolin 4° —methyl ether-7-O-a-
rhamnopyranosyl (1’°°—2"") [6”’-O-acetyl
glucopyranoside] (36)

6-hydroxyluteolin 7-O-(6"-O-(E)-
caffeoyl)-B—glucopyranoside (37),
Isoscutellarein 7-O-(6"’
-O-acetyl)-B-allopyranosyl(1°”’
—2”)-B-glucopyranoside (38),
-3’-hydroxyscutellarein-7-O- (6°’-O-
protocatechuoyl)-p-glucopyranoside (39),
3’-hydroxyscutellarein -7-O-(6"’
-O-trans-feruloyl)-f-glucopyranoside (40),
3’-hydroxy, 6-O-methylscutellareine 7-O-
B-glucopyranoside (41), luteoline 7-O--
glucopyranoside (34),

Isoscutellareine 7-O-(6’"’-O-acetyl)--

Réf

[18]

[19,20]

[21]
[17]

[22]

[22]

[23]
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allopyranosyl (1’°—2’)-p-
glucopyranoside (38),
luteolin 7-O-B-glucopyranoside (34)

luteoline (29), apigenine (30), chrysoeriol
V. peregrina L 7-glucuronide  (42), chrysoeriol (43), [24,25]
diosmetine (44),

) spicoside (45), chrysine (46), rutine (47),
V. spicata [12]
quercitrine (48),

lutéoline (29), apigenine (30), quercitrine

V. Officinalis Plante entiére (48), hispiduline  (49), " quercetine (30). [26]
eupatorine (51)
eupatiline (52)

V. teucrium L. Plante entiére -lutéoline (29), apigenine (30), eupatorine [26]
(51), Eupatiline (52),

V. ciliata Fisch Plante entiere lutéoline (29), delphinidine (53) [27]

) . -Isoscutellareine 7-O-(6""’-O-acetyl) -p-
V. intercedens et Plante enticre

_ _ allopyranosyl (1°”’—2") -B- [22]
V. orientalis
glucopyranoside (38)
7~
OH °
OH
HO
R HO o
o/
R =O0H, (29) O
R=H, 30
OH O G0 25)

R = OCH;, (43)
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Figure 1-4 Structures chimiques de quelques flavonoides isolés de différentes espéces du
genre Veronica.
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I-6 Usage traditionnel des plantes du genre Veronica

La médecine traditionnelle conserve une place trés importante, dans le systéme de santé
mondial. En 2019, 1'Organisation mondiale de la santé a déclaré que 88% de ses Etats
membres, ont indiqué que leur population utilise des médicaments traditionnels pour traiter
les maladies [28]. Selon la littérature, plusicurs espéces du genre Veronica sont référenciées
pour leur large utilisation thérapeutique. En voici quelques exemples :

-Veronica peregrina L. est utilisée dans la médecine traditionnelle coréenne pour traiter
I'hémorragie, l'ulcére gastrique, les infections et les maladies liées aux troubles
inflammatoires induits par les macrophages [25].

En médecine traditionnelle balkanique [15] Veronica officinalis L est utilisée pour
traiter le foie, I'eczéma, 1’ulcération, les morsures de serpents, la cicatrisation des plaies et les
Iésions cutanées

Les parties aériennes de Veronica hederifolia sont connues en médecine populaire
turque pour soulager les douleurs abdominales et rhumatismales [29]

En médecine traditionnelle chinoise, Veronica anagallis-aquatica L. est utilisée pour le
traitement de la grippe, de I'hémoptysie, de la laryngopharyngite et de I’hernie [30].

Sur la base de ces connaissances, les plantes du genre Veronica constituent une
excellente source de métabolites secondaires avec un large spectre de bioactivités [20].
L’investigation biologique des extraits et des constituants chimiques des espeéces du genre
Veronica, a montré que ces derniers possédent diverses activités biologiques, notamment
I’activité anti-inflammatoire, antimicrobienne et antifongique. Globalement, ces especes
pourraient étre considérées comme de bons candidats pour des applications industrielles ou

pharmacologiques [30].

I-6-1 Activité Anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires de plusieurs espéces du genre Veronica ont été
évaluées in vitro et in vivo. Une étude menée sur ’espece V. peregrina [31] a révélé 'utilité
de cette plante en thérapie naturelle synergique dans les maladies inflammatoires médiées par
les mastocytes activés, comme l'arthrite, I'obésité¢ et 1'athérosclérose. Une étude similaire
réalisée par Griindemann et al. a démontré que V. officinalis posséde une faible influence sur
la capacité de dégranulation des mastocytes mais qu’elle inhibait I'expression des génes et des
protéines de 1'¢otaxine de chimiokine dans les cellules épithéliales pulmonaires A549, cette
expression étant essentielle aux cellules associées a l'inflammation dans les maladies

pulmonaires. [32].
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I-6-2 Activités anticancéreuses

Les plantes médicinales occupent une place importante dans la lutte contre le cancer.
Plus de 60% des médicaments anticancéreux ayant été utilisés en thérapeutique sont d’origine
naturelle [33]. De nombreuses investigations biologiques des planes du genre Veronica, ont
montré qu’elles posseédent une activité anticancéreuse importante [34]. Harput et ses
collaborateurs ont étudié 1'activité cytotoxique de cinq espéces V. cymbalaria, V. hederifolia,
V. pectinata L, V. persica et V. polita. Les extraits méthanoliques de ces plantes, ont présenté
une cytotoxicité a dose-dépendante contre les cellules KB (carcinome épidermoide humain) et
B16 (mélanome de souris) [74]. Un autre travail a ét¢ mené par Saracoglu et al. pour
I’évaluation de la cytotoxicité des extraits aqueux de V. cuneifolia subsp et V. cymbalaria en
utilisant le test du bromure de 3- (4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium (MTT)
et diverses lignées cellulaires: Hep-2 (carcinome ¢épidermoide humain), RD
(rhabdomyosarcome humain), L-20B (cellules L murines transgéniques) et les cellules Vero
non cancéreuses (cellules rénales de singe vert d'Afrique). Cette étude a révélé que ces deux
plantes présentent une activité cytotoxique intéressante contre les lignées cellulaires testées
avec des valeurs de IC50 allant de 250,4 (pour la lignée RD) a 410,9 g / ml (pour la lignée
cellulaire Vero) [35].

I-6-3 Activité antioxydante

Les plantes du genre Veronica, riches en composés phénoliques, sont douées de
propriétés antioxydantes facilement mises en évidence in vitro. L'activité anti-oxydante des
extraits méthanoliques des especes V. teucrium et V. jacquinii a été évaluée a l'aide de deux
méthodes (DPPH et ABTS). Ces deux especes ont montré un potentiel antioxydant intéressant
(avec IC50 de 28:49 a 37:63 pg / ml pg dans le test DPPH, et 1,98 a1,32 mg AAE / g pour le
test ABTS, [26]. Dans une autre étude, les extraits de V. spicata ont réduit le taux de
dégradation du B-caroténe de manicre significative et ils ont présenté un effet anti oxydant
plus élevé que le BHA [26. Les turrilliosides A et B, deux phényléthanoides glycosides isolés
de Veronica turrilliana se sont révélés étre de puissants piégeurs de radicaux DPPH, environ
1,6 fois mieux que la quercétine [13]. Dans une étude récente, Lee et ses collaborateurs [36]
ont évalué l'activité antioxydante, la cytotoxicité et 'activité¢ de synthése du collagéne d'une
créme formulée (Scoti-SpeedwellTM) contenant de l'extrait de V. officinalis. L'extrait
¢thanolique de cette plante a montré une bonne inhibition des radicaux libres DPPH et un
effet positivement significatif sur 'activité de synthése du collagéne sans cytotoxicité. Dans

I'étude in vivo, le traitement avec la créme formulée (Scoti-Speedwell) pendant 56 jours a
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réduit de maniére significative le pourcentage de la surface et de la longueur des rides avec

18,0% et 16,05%, respectivement.

OH CH, o)
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HO:@/O\@ .
o . / \OH
HO? N oY N o N
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I-6-4 Activité antibactérienne

Les infections bactériennes sont la cause des maladies les plus fatales et des épidémies
les plus répandues. La thérapeutique anti-infection se base principalement sur I’usage des
antibiotiques. Toutefois, leur utilisation abusive est a I’origine de 1’apparition de la multi
résistance bactérienne d’ou I’utilisation des plantes, est une excellente alternative.

De nombreuses espéces du genre Veronica ont confirmé leur effet antibactérien
[37,26,38]. Par exemple, les extraits acétate d’éthyle et méthanoique des parties aériennes de
I’espéce V. spicata ont montré une activité intéressante sur différentes souches bactériennes
avec valeurs de concentration inhibitrice minimale (CMI) comprises entre 1,25 et 5 mg / ml
[39,40].Dans un autre travail, Zivkovic et al. [41] ont étudié¢ l'effet antibactérien de I'extrait
méthanolique de V. urticifolia contre les bactéries Gram-négatives Escherichia coli,
Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa, et les bactéries Gram-positives
Staphylococcus aureus, L.monocytogenes et Bacillus cereus. Aprés la mesure de la
concentration bactéricide minimale (MBC), il a été constaté que le germe le plus sensible était
Staphylococcus aureus. L'effet antistaphylococcique est di a un composé phénolique
l'actéoside, qui pourrait inhiber l'incorporation de la leucine et perturber la syntheése des
protéines. Ce résultat est trés important pour la santé humaine car S. aureus est un germe
pathogene difficile a traiter avec le développement d'une résistance aux antibiotiques.
D’autres investigations concernant 1’effet antibactérien des espéces Veronica sont reportées

dans le Tableau I-3.
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Tableau 1-3 Résumé de I'activité antibactérienne de différentes espéces de Veronica

. Partie Effet antibactérien Reéfe
L’espece o
examinee

L'activité antibactérienne était déterminé
contre E. coli, S. aureus, Klebsiella
) _ pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus
V. lycica E.Lehm Aérienne ) _ [42]
vulgaris, B. cereus, Mycobacterium
smegmatis ,L. monocytogenes, Micrococcus

luteus,

Les extraits ont été testés contre cing
] souches bactériennes et deux souches de
V. anagallis-
) Aérienne levure. [43]
aquatica L.
Ils ont montré une inhibition significative

par rapport au contrdle positif (gentamicine)

Deux souches bactériennes anaérobies ont été | [44]
utilisées : Peptostreptococcus anaerobius et
Fusobacterium nucleatum.
V.teucrium L.,& V. teucrium et V. orchidea ont présentées une
V. orchidea Crantz meilleure activité avec (CMI = 31,25 mg /
mL et MBC = 62,5 mg / mL)
La souche la plus sensible étant

Peptostreptococcus anaerobius

Huit souches bactériennes ont été utilisées:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

o Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii,
V, officinalis )
] Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
L., Veronica
) faecalis, Salmonella typhimurium et
teucrium L., [26]
] ] Escherichia coli. Les plus sensibles les
Veronica orchidea
souches étaient Staphylococcus aureus,
Crantz o o
Listeria monocytogenes et Listeria ivanovii

avec des valeurs MIC comprises entre 3,9et

15,62 mg / ml

16



Chapitre | Rappels bibliographiques

References

[1] Christenhusz M.J.M., Byng J.W. (2016). The number of known plants species in the world
and itsannualincrease. Phytotaxa. 261 ,3 ,201-217.

[2] Albach D.C., Meudt H.M., (2005). Oxelman B. Piecingtogether the new
Plantaginaceae. American Journal of Botany. 92, 2 ,297-315,

[3] Quézel, P., & Santa, S. (1963). Nouvelle Flore de 1’Algérie et des régions désertiques

méridionales. Paris: Centre National de la Recherche Scientifique, vol 2, 1170.

[4] Raquel M. (2012). Gonzales T. Estudio taxonémico de las Plantaginiaceas en los Andes
Centrales (Ancash, Lima, Huanuco, Pasco y Junin) del Perti Université nationale de San

Marcos

[5] Albach, D.C., Meudt, HM., Oxelman, B., (2005). Piecing together the ‘‘new”
Plantaginaceae. Am. J. Bot. 92, 297-315.

[6] Albach, D.C., Chase, M.W., (2001). Paraphyly of Veronica (Veroniceae;
Scrophulariaceae): evidence from the internal transcribed spacer (ITS) sequences of
nuclear ribosomal DNA. J. Plant Res. 114, 9-18.

[7] Albach, D.C., Martinez-Ortega, M.M., Fischer, M.A., Chase, M.W., (2004). Evolution of
Veroniceae: a phylogenetic perspective. Ann. MO Bot. Gard. 91, 275-302.

[8] Albach, D.C., Martinez-Ortega, M.M., Fischer, M.A., Chase, M.W. (2004). A new
classification of the tribe Veroniceae problems and a possible solution. Taxon 53, 429—

452.

[9] Taskova,R., Handjieva N., Evstatieva L., Popov S., (1999). Iridoid glucosides from
Plantago cornuti, Plantago major and Veronica cymbalaria, Phytochemistry, 52, 1443—

1445.

[10] Handan Oztunca F., Saracoglu 1., Harput U., (2011). Comparative hplc determination of
iridoid contents in Veronica cuneifolia subsp. Cuneifolia and V. cymbalaria. Turk. J.

Pharm. Sci. 8, 63-70.

[11] Su B.N., Yang L., Gao K., Jia Z.J., (2000). Aquaticol a bis-sesquiterpene and iridoid
glucosides from Veronica anagallis-aquatica. Planta Med., 66, 281-283.

[12] Albach D.C., Grayer R.J., Kite G.C., Jensen S.R., (2005). Veronica Acylated flavone
glycosides as chemosystematic markers. Biochem. Syst. Ecol., 33, 1167-1177.

17



Chapitre | Rappels bibliographiques

[13] Kostadinova E.P., Alipieva K.I., Kokubun T., Taskova R.M., Handjieva N.V., (2007).
Phenylethanoids, iridoids and a spirostanol saponin from Veronica turrilliana.,

Phytochemistry, 68, 1321-1326.

[14] Harput-Hudaverdi U.S., Oztunca F.H., Saracoglu 1., (2008). Comparative phytochemical
and biological studies on Veronica cuneifolia subsp. Cuneifolia and v. Cymbalaria. Planta

Med., 74, PC88.

[15] Kwak J.H., Kim H.J., Lee K.H., Kang S.C., Zee O.P., (2009). Antioxidative iridoid
glycosides and phenolic compounds from Veronica peregrina. Arch. Pharm. Res., 32, 207—

213.

[16] Jensen S.R., Albach D.C., Ohno T., Grayer R.J., (2005). Veronica: Iridoids and cornoside
as chemosystematicmarkers. Biochem. Syst. Ecol., 33, 1031-1047.

[17] Sarker S.D., Bright C., Bartholomew B., Watson A.A., Nash R.J., (2000). Calendin
tyrosol and two benzoic acid derivatives from Veronica persica (scrophulariaceae).

Biochem. Syst. Ecol., 28, 799-801.

[18] Chari V.M., Grayer-Barkmeijer R.J., Harborne J.B., Osterdahl B.G., (1981). An acylated
allose-containing 8-hydroxyflavone glycoside from Veronica filiformis. Phytochemistry,

20, 1977-1979.

[19] Ma C.Y., Zhu K.X., Yang D.M., Yang J.S., Yu D.Q., (1991). Studies on chemical
constituents of Veronica linariifolia pall. Ex link. Sub. Dilatata (nakai et kitagawa) hong.

Yao Xue Xue Bao = Acta Pharm. Sin., 26, 203-208.

[20] Hong J.L., (2008). Phenolic Constituents of Veronica linariifolia. Chin. J. Nat. Med., 6,
126-129.

[21] Ozipek M., Saracoglu 1., Kojima K., Ogihara Y., Calis 1., (1999). Fuhsioside a new
phenylethanoid glucoside from Veronica fuhsii. Chem. Pharm. Bull., 47, 561-562.

[22] Albach D.C., Grayer R.J., Jensen S.R., Ozgokce F., Veitch N.C., (2003). Acylated
flavone glycosides from Veronica. Phytochemistry, 64, 12951301,

[23] Saracoglu 1., Varel M., Harput U.S., Nagatsu A., (2004). Acylated flavonoids and phenol
glycosides from Veronica thymoides subsp. Pseudocinerea. Phytochemistry, 65, 2379—
2385.

18



Chapitre | Rappels bibliographiques

[24] Ahn D., Lee S.I., Yang J.H., Cho C.H., Hwang Y.H., Park J.H. Kim D.K., (2011).
Superoxide radical scavengers from the whole plant of Veronica peregrina. Nat. Prod.

Sci., 17, 142—-146,

[25] Jeon H., (2012). Anti-inflammatory activity of Veronica peregrina. Nat. Prod. Sci., 18,
141-146,

[26] Zivkovi¢, J.C., Barreira J.C.M., Savikin K.P., Alimpié¢ A.Z., Stojkovi¢ D.S., Dias M.L,

Santos-Buelga C., Duleti¢-LauSevi¢ S.N. and Ferreira [.C.F.R., (2017). Chemical
profiling and assessment of antineurodegenerative and antioxidant properties of

Veronica teucrium L. and Veronica jacquinii Baumg. Chem. Biodivers. 14: e1700167.

[27]LuQ., Sun Y., ShuY., Tan S., Yin L., Guo Y., Tang L., (2016). Hsccc separation of the
two iridoid glycosides and three phenolic compounds from Veronica ciliata and their in

vitro antioxidant and anti-hepatocarcinoma activities. Molecules, 21, 1234,.

[28] World Health Organization. WHO Global Report on Traditional and Complementary
Medicine (2019), World Health Organization: Geneva, Switzerland, 10-80.

[29] Harput U.S.,. Genc Y., Khan N. and Saracoglu I., (2011). Radical scavenging effects of
different Veronica species. Rec. Nat. Prod. 5: 100-107,

[30] Su B., Zhu Q., Jia Z., (1999). Aquaticol a novel bis-sesquiterpene from Veronica
anagallis-aquatica. Tetrahedron Letters 40, 357-358.

[31] Rang N.Y., Sungmo J., Seung H.S., (2018). Metabolic features of macrophages

innflammatory diseases and cancer. Cancer Lett., 413, 46-58,.
[32] Griindemann, C., Garcia-Kéufer M., Sauer B., Stangenberg E., Konczol M., Merfort 1.,

Zehl M. and Huber R., (2013). Traditionally used Veronica officinalis inhibits
proinflammatory mediators via the NF-kB signalling pathway in a human lung cell line.

J. Ethnopharmacol. 145: 118-126.

[33] Shin S.A., Moon S.Y., Kim W.Y., Pack S.M., Park H.H., Lee C.S., (2018). Structure-

based classification andanti-cancer e ects of plant metabolites. Int. J. Mol. Sci., 19, 2651.

[34] Kupeli E., Harput U.S., Varel M., Yesilada E., Saracoglu I., (2005). Bioassay-guided
isolation of iridoid glucosides with antinociceptive and anti-inflammatory activities

from Veronica anagallis-aquatica L. J. Ethnopharmacol., 102, 170-176,

19



Chapitre | Rappels bibliographiques

[35] Saracoglu I., Oztunca F.H., Nagatsu A. Harput U.S., (2011). Iridoid content and
biological activities of Veronica cuneifolia subsp. Cuneifolia and v. Cymbalaria. Pharm.

Biol., 49, 1150-1157.

[36] Lee H., Ghimeray A., Yim J., Chang M., (2015). Antioxidant, collagen synthesis activity
in vitro and clinical test onanti-wrinkle activity of formulated cream containing Veronica

offcinalis extract. J. Cosmet. Dermatol. Sci. Appl., 5, 45-51.

[37] Sharifi-Rad J., Tayeboon G.S., Niknam F., Sharifi-Rad M., Mohajeri M. Salehi B., Iriti
M., Sharifi-Rad M., (2018). Veronica persica poir. Extract—antibacterial, antifungal and
scolicidal activities, and inhibitory potential on acetylcholinesterase, tyrosinase,

lipoxygenase and xanthine oxidase. Cell. Mol. Biol., 64, 50-56.

[38] Stojkovic D.S., Zivkovic J., Sokovic M., Glamoclija J., Ferreira I.C.F.R., Jankovic T.,
Maksimovic Z., (2013). Antibacterial activity of Veronica montana L. Extract and of

protocatechuic acid incorporated in a food system. Food Chem. Toxicol., 55, 209-213,

[39] Dunkic V., Kosalec I., Kosir I.J., Potocnik T., Cerenak A., Koncic M.Z., Vitali D.,
Muller 1.D., Kopricanec M., Bezic N., et al. (2015). Antioxidant and antimicrobial
properties of Veronica spicata L. (plantaginaceae). Curr. Drug Targets, 16, 1660—-1670.

[40] Dunki V., Kosalec I., Kosir J.I., Potonik T., Gerenak A., Koncik M.Z., Vitali D., Miiller
I.D.; Koprianec, M.; Bezi, N.; et al. (2014). Antioxidant and antimicrobial properties of
Veronica spicata L. (plantaginaceae). Curr. Drug Targets, 15, 1-12.

[41] Zivkovic J., Barreira J.C.M., Stojkovic D., Cebovic T., Santos-Buelga C., Maksimovic
Z., Ferreira I.C.F.R., (2014). Phenolic profile, antibacterial, antimutagenic and antitumour

evaluation of Veronica urticifolia jacq. J. Funct., Foods, 9, 192-201.

[42] Dulger B., Ugurlu E., (2005). Evaluation of antimicrobial activity of some endemic

scrophulariaceae members fromturkey. Pharm. Biol., 43, 275-279.

[43] Ginovyan M.M., Trchounian A.H., (2017). Screening of some plant materials used in

armenian traditional medicinefor their antimicrobial activity. Chem. Biol., 51, 44-53.

[44] Mocan A., Vlase L., Arsene A.L., Vodnar D., Bischin C., Silaghi-Dumitrescu R., Cri san
G., (2015). Hplc/msanalysis of ca_eic and chlorogenic acids from three romanian Veronica

species and their antioxidant andantimicrobial properties. Farmacia, 63, 890-896.

20



Chapitre I
Etude des flavonoides et
des iridoides



Chapitre II Etude des flavonoides et des iridoides

I1-1 Introduction

Dans le domaine de la botanique, il y a peu de temps, on ne connaissait pas le role des
composés produits par un grand nombre de plantes. Ces substances, ne sont pas produites
directement lors de la photosynthése mais résultent a partir des réactions chimiques
ultérieures, se sont donc des métabolites secondaires. Ces derniers, participent de manicre
vitale a la survie et a la propagation de I'espéce. De plus, ils permettent a la plante de s'adapter
a son environnement par le biais des phéromones ou des signaux chimiques. Ces
biomolécules naturelles permettent de protéger la plante dans son environnement et
constituent entre autres un moyen de défense contre les herbivores.

Les métabolites secondaires possedent généralement des structures chimiques
complexes variant selon les especes. Ces composés sont largement utilisée a des fins
thérapeutiques comme : vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques,
antioxydants et antimicrobiens. Bien que, chez les végétaux, les métabolites secondaires sont
nombreux, ils sont classifiés dans les quatre grandes catégories suivantes :

» Les composés phénoliques
» Les saponines
» Les alcaloides et composés azotés
» Les composés terpéniques
Dans ce chapitre on s’intéresse a 1’étude des flavonoides et d’iridoides, composés souvent

décrits au sein du genre Veronica [1].

11-2 Les flavonoides

Les flavonoides constituent la plus vaste classe des composés phénoliques. Le nom
flavonoide provient du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces d'orange.
Cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été plutot prété du flavus
qui veut dire jaune [2,3].

Ces composés sont contenus principalement dans les ruticeas, les polygonaceas, les
asteraceas et les apiaceas. Selon Agrawal, 2 % du carbone organique photosynthétisé par les
plantes, est converti en flavonoides [4]. Ils peuvent étre localisés dans divers organes :
racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits.

Les flavonoides possédent un squelette a 15 atomes de carbones. Ils sont caractérisés

par un ¢élément structurel de type C6-C3-C6. Les deux cycles benzéniques (A et B) reliés
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entre eux par une chaine de 3 atomes de carbone. Ces derniers peuvent former un hétérocycle

oxygéné (cycle C) [5]

O

Figure 11- 1 Structure de base des flavonoides

On définit dans la littérature trois familles d’isomeres naturels de flavonoides : les
flavonoides, les isoflavonoides et les néoflavonoides. Différentes sous-classes de flavonoides
sont aussi citées selon le degré, le nombre, la position et la nature de substitutions sur le noyau
flavonoide. Parmi ceux qui présentent le plus d'intérét, sont les flavonols, les flavones, les
flavanones, les isoflavones, les dihydroflavonols, les chalcones et les anthocyanidines [6]. La
position de l'anneau phénolique B permet de les subdiviser en deux composés le
2-phénylchromone (flavonoides) et le 3-phénylchromone. Ces derniers, donnent lieu a des
flavanones et des isoflavanones par hydrogénation du cycle C. De méme, 1'hydroxylation du
carbone C3 dans la série 2-phénylchromone donne lieu a des flavanols et des flavanonols

(2,3-dihydroflavonols) (figure 11-2).

néoflavonoide

OH

OH O OH O OH O

Chalcone flavone flavonol
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OH
Holo O

OH
OH O OH O

dihydroflavonol flavanone

Figure 11-2 Structures des différentes classes des flavonoides

Généralement, on trouve les flavonoides a 1'état de glycosides, dont une ou plusieurs de
leurs fonctions hydroxyles sont substitués par un sucre. L’entité¢ indépendante du sucre est
appelée aglycone ou génine, la liaison glycosidique peut étre de type C-O-C ou de type C-C.

Les sucres peuvent a leur tour étre reliés par des groupements acyles tels que le
malonate ou 1’acétate. La partie osidique peut étre mono, di ou tri-saccharidique. La liaison
entre 1’aglycone et le sucre peut se faire avec n’importe quel hydroxyle phénolique de la
génine, mais le plus souvent en position 7 pour les flavones et en position 3 pour les
flavonols.

En outre, les flavonoides peuvent se lier les uns aux autres en formant des dimeres,
connus sous le nom de biflavonoides. Ces articulations sont produites principalement par leurs

carbones C-6 ou C-8 [7].

11-2-1 Biosynthéses des flavonoides

La biosynthése des composés phénoliques commence a partir d’'un acide aminé
aromatique (phénylalanine) [8], lui-méme issu d’un métabolisme primaire, et plus
particulierement de la voie de 1’acide shikimique. La désamination de la phénylalanine par la
phenylalanine ammonia-lyase [8] est a I’origine de 1’acide cinnamique, hydroxylé par la C4H
cinnamate 4-hydroxylaseen acide p-coumarique [9], transformé en 4-coumaroyl CoA par la
(4-coumaroyl CoAligase) [10]. Le p-coumaroyl-CoA et trois molécules malonyls-CoA se
condensent en une seule étape et en présence de I’enzyme chalcone synthase (CHS) pour
former la 4,2°,4°,6’-tétrahydroxychalcone [11,12]. Le cycle C se forme par cyclisation de la
chalcone, réaction catalysée par la chalconeisomérase (CHI) qui induit une fermeture

stéréospécifique du cycle conduisant a formation des flavanones.
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Ce cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides, en
présence de flavone synthase (FS)afin de former les flavones ouenprésence de flavanone
réductase (FNR) pour former des flavanols. L’oxydation des flavanones par la flavanone-3-
hydroxylase(F3H) donne des dihydroflavonols qui peuvent s’oxyder en flavonols par la
flavonol synthase (FLS).

Dans toutes les classes de flavonoides mentionnés ci-dessus, la biosynthese justifie la
présence fréquente d'au moins trois hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4'de la genine.

Cependant, certains d'entre eux peuvent étre manquants [9]. (figure 11-3)
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Figure 11-3 Biosynthése des flavonoides
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CHS: chalcone synthase; CHI: chalcone isomérase; FS: flavone synthase; IFS: isoflavone
synthase; FNR: flavanone réductase; F3H: flavanone-3-hydroxylase; FLS: flavonol synthase;

DFR: dihydroflavonol réductase; ANS: anthocyanidine synthase; GT: glucosyl transférase.

Les flavonoides forment le groupe le plus répandu de métabolites secondaires, ils
suscitent un intérét thérapeutique croissant. Le potentiel pharmacologique de ces composés
est tres diversifié, suggérant qu’ils sont capables d’exercer une multitude d’activités
biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, vasculo protectrices, antiallergiques,
anti-inflammatoires, antibacteriennes et méme anticancereuses. Cependant certaines
considérations sont a prendre en compte concernant la biodisponibilité de ces biomolécules

[13].

Les flavonoides sont connus pour leur pouvoir anti-radicalaire trés puissant. Ils sont
capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres antioxydants présents dans le
corps. Cette activité dépend de plusieurs caractéristiques structurales [14, 15]:

» Une double liaison en C2-C3 avec un groupement oxo en C-4, et une hydroxylation en

C-3 sur le cycle C

» Une dihydroxylation en C-5 et C-7 du cycle A
» Une ortho-dihydroxylation du cycle B

Figure 11-4 Sites caractéristiques structuraux des flavonoides

Le potentiel antioxydant des flavonoides peut s’expliquer par leur capacité a chélater les
ions métalliques grace a leur structure chimique spécifique [16]. Il apparait que les principaux

sites de chélation se localisent entre [17] :
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» L’hydroxyle en C-5 et le carbonyle en C-4
» L’hydroxyle en position 3 et le carbonyle en C-4
» Les deux hydroxyles en position 3' et 4' sur le cycle B

Les flavonoides peuvent également inhiber certains enzymes de type oxydases et

enzymes pro-oxydantes notamment la NADPH oxydase enzyme clé du stress oxydatif [17].

-Me™
\

OH-~

Figure 11-5 principaux sites de chélation des ions métalliques des flavonoides

Plusieurs études ont révélé des activités des flavonoides contre les processus
inflammatoires en inhibant les enzymes de synthése : la cyclo-oxygénase et la li-oxygénase
médiateurs de I’inflammation [18]. De plus ces biomolécules peuvent provoquer I’inhibition
de la peroxydation non enzymatique des acides gras poly insaturés nécessaires pour
I’activation de ces oxygénases en induisant un effet anti-inflammatoire [19]

Les flavonoides peuvent étre de bons inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B
et T. Une étude réalisée par Namoong et all. [20] a montré que 1’apigénine (1), la lutéoline
(2), 1a 7,3°,4’ hydroxy flavone (3), le kaempférol (4), la quercétine (5) et la myricétine (6)
sont susceptibles d’inhiber la prolifération des lymphocytes T. De plus la myricétine est active
sur les lymphocytes B. Ceci peut étre expliqué par le pouvoir de ces flavonoides a inhiber

’activité de la protéine Kinase C et ou la protéine tyrosine kinase.




Chapitre II Etude des flavonoides et des iridoides

Les composés flavoniques ont montré des propriétés antibactériennes significatives. Ces
composés sont capables d’inhiber la croissance de différents types de bactéries [21, 22]. Des
¢tudes ont démontré que les S-hydroxyflavanones et les 5-hydroxyisoflavanones avec des
groupements hydroxyles en positions 7, 2' et 4' inhibaient la croissance de Streptococcus sp.

En effet le cycle B joue un rdle trés important dans I’intercalation avec les acides
nucléiques et permet I’inhibition de la synthése d’ADN et d’ARN. Certains composés
flavoniques : la sophoroflavanone G (7), la naringénine (8) et la quercétine (6), ont prouvé un
effet antibactérien important en provoquant un changement de perméabilit¢ membranaire sur
différentes souches.

OH

OH

W’

HO

\\\\‘ : OH

®
OH O

)

De nombreuses études ont mis en évidence les propriétés antifongiques des flavonoides.
Ortuno et ses collaborateurs, ont évalué [Dactivité des flavanones glycosylés et de
polyméthoxyflavones extraits de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium
digitatum. Ils ont remarqué que la naringénine (8), I’hespéridine (9), la nobilétine (10), et la

tangerétine (11) protégent ces espéces contre les attaques de Penicillium digitatum [23].
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Batawita et ses collaborateurs, ont montré que les flavonoides de Conyza aegyptica L.,
possedent une action fongicide et fongistatique sur différents agents de mycoses:
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes et Candida
zeylanoides [24]. Le caractére lipophile des composés flavoniques augmente 1’activité en
permettant aux molécules de pénétrer plus facilement a travers la membrane fongique [25].

Les flavonoides exercent un effet important dans la résistance fongique apres la récolte
des fruits et des légumes. De faible incidence de pathogenes a été remarqués en présence de

fortes concentrations en flavonoides dans les fruits.

o oM
Ho o . HsC OCHs
A\
OH HO -
HO
OH O

®
OCH OCHj3;
OCH;, ® OCHj
H4CO H3CO o
OCH3
HsCO H;CO
OCH; O OCH; O
(10) an

De nombreux travaux ont prouvé un impact positif des flavonoides contre le rétrovirus
HIV responsable du symptdme d’immuno déficience acquise (SIDA), le virus de I’herpés
(HV) et le virus de la grippe A [26]. Des études réalisées sur certains flavones ont suggéré que
la baicaléine (12), la robusta flavone (13), la hinokif flavone (14) sont des inhibiteurs de la

transcriptase inverse du VIH-1. [27].
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HO

HO
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Les flavonoides sont connus dans le traitement des arythmies et de I’hypertension
artérielle grace a leur effet sur la diminution du stress oxydatif. Ils sont des composés
veinoactifs et peuvent diminuer la perméabilité des capillaires sanguins. Les flavonoides
possédent également des effets antithrombotiques et peuvent empécher 1’agrégation
plaquettaire par interaction avec les récepteurs aux thromboxanes [16]. Des travaux réalisés
sur les pyranoisoflavones (15) ont révélé que ces composés présentent une activité vaso-

relaxante et une activité sur la fonction érectile comparable a celle du sildénafil [28].

15)

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le controle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’une mani¢re complexe avec
diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent également un role
dephytoalexines pour lutter contre les infections causées par des champignons ou par des

bactéries.
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11-3 Les iridoides
11-3-1 Définition

Les iridoides comportent actuellement prés de 1700 composés identifiés a ce jour [29].
IIs sont considérés comme des marqueurs chimiotaxonomiques de plusieurs familles :
Scrophulariacées, Verbénacée, Lamiacées, Plantaginaceae et Rubiacées [30].Iridoide est un
terme dérivé des noms des composés iridomirmécine (16), iridolactone (17) et iridodial (18)
isolés pour la premiere fois des fourmis du genre Iridomyrmex [31].

Ce type de produits naturels comprend dix atomes de carbone dans sa structure. Ils
appartiennent a la grande classe des terpénoid. Ils présentent un squelette a base de cyclopenta
[c] pyrane, également connu sous le nom de 2-oxabicyclo- [4,3,0]-nonane. Les iridoides les
plus courants dans la nature sont ceux qui incluent une double liaison C3=C4 et une orientation

B pour les protons H5 et H9 [32, 33].

"y

%

gy

//III/,,,

(16) a7) 18)

Figurell-6 Structure des composés iridomirmécine, iridolactone et iridodial

Jusqu'a présent, seuls cing exemples d'iridoides naturels montrant une fusion trans dans
le systéeme bicyclique ont été rapportés (Figure 11-7). Quatre isolés des espéces du genre
Penstemon Schmidel et présentent une stéréochimie H5a et H9B. Les composés (SaH) -6-épi-
dihydrocornine (19) [34] et 10-hydroxy- (5aH) -6-épi-dihydrocornine (20) ont été obtenus a
partir de P. secundi florus Benth [35], 5aH-6a-8-épi-dihydrocornine (21) et SaH-60-7-
hydroxy-8-épi-loganine (22) ont été purifiés de 1’espece P. mucronatus. [36] et 'harpagoside
B (23) isolé de Scrophularia deserti Delile [37].
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Figure 11-7 Iridoides naturels présentant une stéréochimie trans

11-3-2 Classification d’iridoides
Plusieurs classifications des iridoides ont été proposées. D’aprés H. Franzyk [38], les
iridoides peuvent étre divisés en trois groupes principaux :
» Les iridoides simples
» Les hétérosides d‘iridoides (regroupant les iridoides carbocycliques, les sécoiridoides
et les bis-iridoides).

» Les alcaloides monoterpéniques

11-3-2-a lIridoides simples
Ils sont souvent appelés aglycones d‘iridoides ou génines d‘iridoides. Ils se
particularisent des autres iridoides par 1’absence de 1’unité¢ glucosidique. Ces iridoides
peuvent étre classés en quatre sous-groupes [39].
.

% Structure de type pluméria possédant un cycle spiro en C8 [40,41] (pluméricine(24),

allamandine(25)). (Figurell-8)

COzMe COzMe

249) (25)

Figure 11-8 Iridoides de type Pluméria
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% Structure de type valeriana (valtrate(26), patrinoside(27)) possédant une structure

comparable au valtrate [42,43]. (Figure 11-9)

Figurell-9 Iridoides de type valériana

/7

% Structure de type iridiol caractéris¢é par I‘absence du cycle dihydropyrane

(menztriol(28), eucommiol (29), gelsemiol (30)) [44—45]. ( Figure 11-10)

CO,Me HO
HO
H \\\\\\
“\\\\\\ a CH,OH
> “IGH,0H
/CH,OH
H HOH,C
HOH,C
(28) (29) (30)

Figure 11-10 Iridoides du type iridiol

*

¢ Structure de type divers, regroupant les autres iridoides non glucosylés spécionine

(31), cistachlorine (32), noviburtinal (33) [46-47].

OEt

HO

(23] (32) (33)

Figure 11-11 Divers iridoides simples
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11-3-2-b Les hétérosides d’iridoides

Généralement, le sucre est un glucose lié¢ a la génine en C1. Dans des cas tres rares le
sucre peut étre un rhamnose, un arabinose (jioglutoside (34)) ou un oligosaccharide
(rehmannioside (35)). Le sucre peut étre porté aussi par C-6 (scrospioside (36)) et C-11
(loganoside (37)) [48,49,50]. (Figure 11-12)

HO H
X
Ho N HO
(o) 0 HO OH OH
oH H HO OH
H HO OH o (o) OH (0]
(o) (0] OH
CH,OH o OH
(34) (35)
CO,CH;
CH OH
OY 3 HO
(0) OH
(0] 0 \
Q 0 HO
o OH o)
0 OH
(0)
CH
o 3 OGlu

Figure 11-12. Exemples de différents sucres présents dans les hétérosides d*iridoides

I1--2-1-c Iridoides carbocycliques

Ce groupe d’iridoides posséde généralement 10 atomes de carbone (loganine(38),
géniposide (39)). Dans certains composés comme le népétariaside (40) le cycle pyranique est
ouvert. On trouve également des composés a 9 atomes de carbones (mentzefoliol (41),
randioside (42)) et plus rarement des Iridoides carbocycliques a 8 atomes de carbone [51, 52,

53]. (Figure 11-13)
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Figure 11-13 Iridoides carbocycliques

11-3-2-d Séco-iridoides

Les seco-iridoides proviennent de la rupture de la liaison C7-C8. Les différentes génines
formés sont caractérisées par la présence:

/7

% D’un groupe vinyle en C9 : sweroside (43), gentiopicroside (44) et sécologanoside

(45)) [54, 55, 56, 57] (Figure 11-14)

(0] O (0] (0]
AN N
(0] (@]
H OGilc H OGilc
43) 44) 45)

Figurell-14 : Sécoiridoides possédant une chaine latérale vinylique
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% D‘un groupement éthylidéne en C9: Oléoside (46)) ou hydroxyéthylidéne (10-
hydroxyoléoside-11-méthylester (47)). [58, 59, 60] (Figure 11-15)

OGilc OGlc
(46) 47)

Figure 11-15 Sécoiridoides avec un groupement éthylidene ou hydroxyéthylidéne en C9

% D’une structure tricyclique par refermeture en C8 via une liaison C-O : sécogalioside

(48) [61] (Figure 11-16)
COzMe

Figurell-16 Sécogalioside
11-3-2-e Bis-iridoides

Les bis-iridoides sont des iridoides dimériques formés de deux composés iridoiques
liées généralement par une liaison ester. Les deux unités iridoides peuvent étre reliées entre

eux directement (sylvestroside I (49)) ou via un squelette intermédiaire (coelobillardine (50)).

[62,63]. (Figure 11-17)
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Figure 11-17 Exemples de bisiridoides

11-3-2-f Alcaloides monoterpéniques
Les iridoides alcaloidiques naturels sont peu décrits dans la littérature. On distingue quatre

types d‘alcaloides monoterpéniques :
Les alcaloides monoterpéniques dérivés de la pyridine: (-)-actinidine (51), (+)-

7
L X4

rhéxifoline (52) [64,65]. (Figure 11-18)

HO CO,Me
X X
N N
(52)

(31)
Figurel8 Exemples d*alcaloides monoterpéniques dérivés de la pyridine

% Les alcaloides monoterpéniques dérivés de la pipéridine : (+)-skythantine(53), et

incarvilline (54) [66,67]. (Figure 11-19)
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Figurell-19 alcaloides monoterpéniques dérivés de la pipéridine

% Les alcaloides monoterpéniques glycosidiques comme le bakankoside (55). [68]

(Figure 11-20)
OGlc
(35)
Figure 11-20. Bakankoside iridoide azoté naturel
% Les alcaloides monoterpéniques indoliques comme la strictosidine (56) et
istrictosamide (57) qui proviennent du sécologanoside et tryptophane [69]. (Figure
11-21)

OGilc

(37)

OGlc

(56)
Figure 11-21 Exemples d'alcaloides monoterpéniques indoliques
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11-2-3 Biosyntheses

Plusieurs études ont montré, que le précurseur commun de la biosynthése des iridoides
est le Géranyl PyroPhosphate (GPP). Ce dernier est transformé en 10-hydroxygéraniol puis
apres oxydation, en 10-oxogéranial. Une cyclisation intramoléculaire conduit a I’iridodial qui
s’oxyde en iridotrial. Ce trialdéhyde est ensuite converti en loganine intermédiaire clé de la
plupart des iridoides [70]. Le sécologanoside est obtenu par une ouverture oxydante de la

liaison C7-C8. (Figure 11-22)

CH,OPP O 0
? P~ P~
= e — —
- — OH = \=0
GPP

10hydroxygéraniol 10-loganoside iridodial

O
z
H CO,Me H CO,Me H
o X X X
= <«—— HO - S
(0] 0 o
H H H
/ OGilc Glc OH
sécologanoside loganoside iridotrial

Figurell-22 Biosynthese des iridoides
11-2-4 Activité pharmacologique

Les iridoides sont présents dans un grand nombre de plantes utilisées en médecine
traditionnelle pour leurs propriétés thérapeutiques. Ces composés ont été évalués comme
neuroprotecteurs, anticancéreux, anti-inflammatoires, antimicrobiens, hypoglycémiques,

antispasmodiques, immunomodulateurs, antipyrétiques et cardioprotecteurs [72].

De nombreuses recherches ont montré que les plantes riches en iridoides peuvent
contribuer a l'amélioration de la neuroplasticit¢é et réduire l'incidence des maladies

neurodégénératives.

Rehmannia glutinosa (Phrymaceae) est une plante utilisée en médecine traditionnelle
chinoise. Son constituant principal, le catalpol (58) (Figure 11-35) est capable de protéger les

neurones de l'ischémie globale [73].
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HO
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Figure 11-23 Catalpol

En 2002, il a été découvert que le géniposide (59) peut atténuer les dommages de
l'ischémie cérébrale chez les rats [74]. Ce produit a également présenté une activité anti-
angiogénique dépendante de la dose et un effet inhibiteur de 1'ordre de 25 a 100 uM sur la

croissance de la lignée cellulaire transformée Nih3T3 [74].

Des études approfondies menées sur le penta-acetyl geniposide (60) obtenu a partir de
Gardenia jasminoides (Rubiaceae), ont montré qu'il posséde une activité chimio-préventive
supérieure a celle du géniposide et qu'il empéche les dommages causés au ADN lors de
’activation des enzymes S-transférase (gsT) et la peroxydase (gsh) de phase II, induisant ainsi
I’apoptose [75]. De son c6té, le catalpol inhibe de maniére significative la Taq polymérase,

une cible cellulaire importante dans le développement des agents anticancéreux. [76, 77]
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Figure 11-24 géniposide et penta-acetyl geniposide

Les iridoides isolés de Viburnum luzonicum Rolfe. (Adoxaxées) les Luzonial A(61) et B
(62) et le luzonidial (63) [78] sont caractérisés par la présence d'un groupe E ou Z-p-
coumaroyle en C7. Ces composés ont montré une activité inhibitrice importante contre la

lignée cellulaire HeLa S3.
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HO HO

0

(61) (62)

Figurell-25 Luzonial A, Luzonial B et luzonidial

Verminoside (64) est le composant majeur de l'extrait polaire des fruits de Kigelia
africana (Lam.) Benth. (Bignoniaceae). Cet iridoide a montré une activité anti-inflammatoire
importante par inhibition de 1'expression de iNos (95%) et par la libération de NO (82%)
induite par les lipopolysaccharides dans la lignée cellulaire j774.A1 [79]

HO

(64)

Figure 11-26 verminoside

L’étude des propriétés antispasmodiques des composés isolés de Morinda morindoides
a montré que les iridoides époxygaertneroside (65) et gaertneroside (66) posseédent une bonne
activité antispasmodique sur les deux agonistes spasmogenes (I’acétylcholine et la solution de

KCl dépolarisée) avec des CI50 comprises entre 4 et 7 pg/mL [80].
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(65) (66)
Figure 11-27 époxygaertneroside et gaertneroside

Tamura et al. ont évalué 1’activité antipaludique des iridoides isolé de la méme espéce
Morinda morindoides. Les résultats obtenus ont montré que ces iridoides présentent tous des
propriétés antipaludiques en inhibant la prolifération de Plasmodium falciparum. Le plus actif
¢tant le dehydrométhoxygaertneroside (67) (IC50=0.04 pM), suivi de 1’acétylméthoxy
gaertneroside (68) (IC50 = 0.1 uM), gaertneroside (69) (IC50 = 0.8 uM) et de I’acétyl
gaertneroside (70) (IC50 =4.1 uM) [81].

(69) (70)

Figure 11-28 Iridoides de M. morindoides
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I11-1 Etude phytochimique de I’espéce Veronica rosea

I11-2 Rappel botanique

Selon la classification phylogénétique [1] Veronica rosea est une espece de la famille
des Plantaginacées, c’est une plante herbacée basse, souvent rampante, a tiges légerement
velues. Feuilles ovales a elliptiques, opposées, brievement pétiolées. Limbe a poils doux a
bord denté.

Les fleurs sont hermaphrodites, pollinies par les insectes. L'inflorescence est un racéme
(grappe) au long pedoncule, a bractées linéaires tres petites, portant de nombreuses fleurs
d'une couleur mauve. La floraison commence au bas du raceme, les premiers fruits sont déja
formés au bas de la grappe florale lorsque les dernieres fleurs du haut de la grappe
s'épanouissent.

Les fleurs portent quatre petits sépales. Leur corolle est petite (inférieure a 1 cm). Elles

possedent quatre pétales striés, deux étamines et un ovaire a deux carpelles (Figure 111.1).

Figure 11-1 Veronica rosea

Cette espéce est classée comme suit :
Classe : Equisetopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Plantaginacea (plantaginacées)
Tribu : Veroniceae
Genre : Veronica
Espece : Veronica rosea
I11-3 Préparation de la matiére premiére
La plante Veronica rosea (Plantaginacea) a été récoltée en mois de Juin 2015 dans les

montagnes de chelia, a khenchela Est Algérien. L’identification botanique a été réalisée par le
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Professeur Bachir OUDJEHIH, du D’institut des Sciences Vétérinaires et des Sciences
Agronomiques de I’Université¢ Batnal.

I11-4 Chimie extractive

I11-4-1 Extraction

Les parties aériennes ont été sechées dans un endroit sec et aéré a 1’abri des rayons
solaires, puis broyées jusqu’a 1’obtention d’une fine poudre (500 g). La macération a été
réalisée trois fois avec 5L de EtOH-H20 (70: 30) a température ambiante pendant 3 jours.
Aprés extraction liquide-liquide avec les solvants (Ether de pétrole, acétate d’éthyle et n-
butanol) nous avons obtenu 3g de 1’extrait éthéro-pétrolique, 8g de I’extrait d’acétate d’éthyle

et 17g d’extrait n-butanolique.

Veronica rosea

500 g

Marcs -Macération dans (EtOH-
H20 :70 :30) 3 X5L
Evaporation(T=40°C)
-Séchage sur Naz2SO4 Extrait aqueux
500 ml

-Filtration et évaporation

-Extraction par EP

Extrait EP 3g Phase organique (3x500ml)

-Séchage sur NazSOs4 Phase aqueuse

-Filtration et évaporation

— Extraction par AcOEt
(3 x 500 ml)

Extrait AcOEt

Phase organique
89

Phase aqueuse

-Séchage sur Na2SOq4
-Filtration et évaporation — Extraction par BuOH

(3 x 500 ml)

Extrait BuOH
179

Phase organique

Phase aqueuse

Figure 111-2  Schéma de séparation de [’extrait butanolique de Veronica rosea
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Les différents extraits obtenus sont analysés par CCM dans des systémes d’élution
différents. Notre choix était en faveur de I’extrait n-butanolique en raison de sa richesse en
métabolites secondaires, constatés par la présence de plusieurs taches intéressantes

comparativement aux extraits acétate d’éthyle et éthéro-pétrolique.

111-4-2 Fractionnement de I’extrait butanolique

8g de I’extrait butanolique sont dissous dans le méthanol puis mélanges avec une petite
quantité de gel polyamide. L’ensemble est séché sous vide jusqu'a I’obtention d’une poudre
homogene. Cette derniere est déposée sur une colonne de gel de polyamide en utilisant un
gradient d’élution toluene—méthanol allant de (100 :0) a (0 :100).

Des fractions de 100 ml recueillies a chaque fois sont soumises a une chromatographie
sur couche mince (C.C.M), visualisées a la lumiere UV (254 et 365 nm) et révélées avec une

solution de chlorure d’aluminium ou a la vanilline sulfurique et chauffage a 100°C.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau I11-1.

Tableaux I11-1 Fractionnement de [’extrait butanolique

Lots Elution Toluene /MeOH Poids de la fraction (mg)

F1: 1-30 100/0 30

F2: 31-60 98/2 234
F3: 61-85 96/4 334,9
F4 : 86-110 92/8 752,8
F5: 111-140 90/10 565,7
F6 : 141-165 85/15 976,6
F7: 165-185 80/20 716,8
F8: 186-215 80/20 864,2
F9 : 116-245 75/25 876,8
F10 : 246-270 65/35 893,6
F11:271-320 20/80 579,6
F12 : 321-400 0/100 289,8
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Le suivi de ce fractionnement par chromatographie sur couche mince, a permis de
rassembler les fractions présentant des similitudes, ce qui aboutit a I’obtention de 12 fractions
majoritaires (Fri1-Fr12). Plusieurs étapes de séparation et purification par une combinaison de
chromatographie sur colonne de gel de silice ainsi les plaques préparatives (CCE) ont conduit

a I’isolement de 10 composés naturels purs (Figure 111-3).

OH o
f HOH,C
i s o
5' 9
Hoo Tt
3 Ho
OH O

VR2 : Isoscutellareine-7-O -g-D-

VRL1 : Isoscutellareine 7-O- [6-O-acétyl-p-D - glucopyranoside

allopyranosyl- (1 — 2)] - p-D-glucopyranoside

OH o

VR3 : Isoscutellaréine-8-O -f-D- VR4 - Isoscutellaréine

glucopyranoside

OH (0]
VR5 : apigénine-7-O-g-glucopyranoside

VRG6 : Lutéoline
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Chapitre 111

VRY7 : Lutéoline-7-O-Glucoside

HO

Ol {en

H OH

VR10 : Mannitol

VRO : Ajugol

Figure 111-3 Composés isolés a partir de 1’extrait butanolique de 1’espece Veronica rosea
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Extrait n-butanol 8g l

CC de polyamide
Systéme d’élution toluene- MeOH
(100 :0 a0 :100)

T | |

‘ CC SiO, CC SiO,

P|aque CcC SIOZ
préparative
2
{/R?, (10mg)] [VR8, (8 mg)
CC SiO;
Plaque
preparative VR1,(10 mg)

Précipitation [ VRS, (9 mg)]

F5.1,3,5 Mélang
complexe

(12) f63
CCS

i02
CC Polyamide
Pr

écipitation

[ VR3, (173 mg)]

\ 4

f7.1,3et5 Méla 6.1, 2 et 4 Mélang
E/Rlo, (25 mgj [VRG, (7Tmg)|complexe RS, (7 mg complexe

Figure 111-4 Schéma de purification des produits de [’extrait butanolique de Veronica rosea

VR4, (17 mg)
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I11-5 Caractérisations des produits obtenus

L’identification structurale des composés isolés est basée sur les données d’analyse
spectroscopiques : l’ultraviolet (UV), la spectrométrie de résonance magnétique nucléaire
monodimensionnelle et bidimensionnelle (RMN *H, RMN *3C, COSY, HSQC et HMBC), la

spectrométrie de masse, et par la comparaison avec les données de la littérature.

I11-5-1 Elucidation de la structure du composé VR1

OH
o)
HO h 5
I/
0”70 OH
HO OH

Isoscutellareine 7-O- [6-O-acetyl-B-D -allopyranosyl- (1 — 2)] - p-D-glucopyranoside

Le produit VR1 est isolé sous forme d’un précipité jaune soluble dans le méthanol. Il se
révéle en jaune avec une solution de chlorure d’aluminium aprés chauffage a 100°C. La
fluorescence violette du composé VR1 sous la lampe UV a 365 nm suggére qu’il s’agit d’une
flavone ou flavonol.

Le spectre de masse ESI de ce composé (Figure I11-5) montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z 651,156 correspondant a [M-H]" attestant une masse moléculaire de 652

uma en accord avec la formule C29H32017.

RA1 165
100 268790
%—253 524
200 787 £O7 120
330,730 BED.129
R 66T
_ 289828 dlaqan 447102 c3q grg S93 081 B36 167 L
Oty L B B B T i L e o R s e rHrr T T
2£0 U0 380 A00 150 £00 ££0) E00 Gl A0

Figure 111-5 Spectre de masse du composé VR1
L’analyse des spectres UV enregistré dans le méthanol (Figure 111-6) du composé VR1
révéle les indications suivantes :

»  Laprésence de deux bandes d’absorption a 277 et 323 laissant envisager un squelette
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flavone ou flavonol substitué en position 3.
> Le déplacement bathochrome (AA= + 23 nm) de la bande | en présence de (AICIz+
HCI) comparativement a celui enregistré dans le méthanol indique la présence d’un
groupement OH libre en C5.
» L’addition du réactif NaOH conduit a un déplacement bathochrome de la bande |
(AX=+56 nm), ce qui suggére la présence d’un OH libre en position 4.
» L’absence de déplacement bathochrome de la bande Il apres addition de NaOAc par

rapport a celui du spectre enregistré dans le méthanol laisse prévoir une oxygénation

en C7.
i . AICI3
. MeOH
i _ 0 + HCI
(! ¥
1 H
i { ]' [II‘_ i
b2
- .
i1 M H L]
B i L] L] Wanekghipn}
Weveenoth (1 T [ T
i NaOH g MaOAc
T |
i [] H
T <
1 [} 1 !_ i
[ i
b m M 17} = )] A m ]
avekngh ) Waiekegh ori
kT TR R 7 R TETEET

Figure 111-6 Séries des spectres UV-visible du composé VR1

L’examen du spectre RMN *H du composé VR1 enregistré dans le MeOD (Figure I11-

7), confirme la présence des signaux caractéristiques d’un squelette de type flavonoide. En
effet on observe :

» Deux doublets d’intégration 2H ortho-couplés (J = 8,5 Hz) a 6n 7,01 (H-3°/5") et 7,98

(H-2°/6) formant un systeme AA' BB', indiquant une mono substitution en C4’ sur le cycle B.

» Un singulet a dn 6,85 d’intégration 1H attribués au proton H-3.
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» Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a én 6,69 indiquant ainsi la
substitution du cycle A en trois positions. Ce signal est attribuable soit au proton H-6 ou au
proton H8.

> Unsignal a 2,10 ppm d’intégration 3H sous forme singulet attribuable a un méthyle.

» Plusieurs signaux de protons osidiques sortant dans I’intervalle 3,30-4,40ppm. La
présence de deux signaux sous forme de doublet d’intégration 1H a dn 4,79 (d, J = 7,5 Hz, H-
1’’) et 5,16 (d, J = 8,1 Hz, H-1"") caractéristiques de protons anomériques révele que le
composé VRL1 est diosidique. Les grandes valeurs des constantes de couplage pour ces deux

protons (7,5 et 8,1 Hz) indiquent une conformation  pour chaque unité osidique.

H-6 TILLE T
H-2 .3

Figure 111-7 Spectre RMN *H du composé VR1

Le spectre RMN 13C (Figure 111-8) montre 29 signaux de carbones repartis en 14
carbones aromatiques, 12 osidiques, 2 carbonyles et un méthyle.
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Carbones aromatiques Carbones osidiques

AN A
il N i3 N

CH3

.. C-4 C=0

_,J,___,,,__,[_,;_JJ____J,_J_J,__A_;J u hm - |

Figure 111-8 Spectre RMN *3C du composé VR1

A partir des protons déja identifiés par RMN H, ’expérience HSQC (Figure 111-9)
permet de déterminer facilement les déplacements chimiques de leurs carbones a 6c 129,5 (C-
2'et C-6"), oc 116,8 (C-3’et C-5'), a 6c103,6 C-3, a oc 20,8 le méthyle et les deux carbone
anomériques C1°’et C1°’” a 6¢102,6 et 104,2. Le singulet a dn 6,69 (H-6 ou H-8) montre une
tache de corrélation avec le carbone a 101,5 ppm.

La présence de 12 signaux entre 62,1 ppm et 104,2 ppm indique la présence de deux
sucres hexoses [1,2].
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ppm

X

an

- 140

ppm

Figure 111-9 Spectre HSQC du composé VR 1

L’analyse du spectre HMBC (Figure 111-10) permet de visualiser des corrélations entre

le proton (H-6 ou H-8) et les deux carbones oxygénés C-5 et C-7. Ceci indique que ce proton

ne peut étre qu’en C-6. Une autre tache de corrélation est observée entre ce proton H-6 et un

carbone quaternaire oxygéné a dc 129,7 ppm ne pouvant étre que le carbone C-8.

1228 C1
129,7 C8

H3 . .
Byl 669 i vat] _
; . L
..;;‘-;:' - 'EOH
: .t
, [
'_‘_./%‘}‘-_h‘_h ) - : -
H
* )
. 2t
| Cl0/H3,i.. )
et e e W e 1132 3
_____________________ C1'/H3 -4
¢ r.r\i‘, C8HG
2 CS5/HG
L) x C_")( - “',-,'
o

- B8O

=100

120

140

160

40

Figure 111-10 Spectre HMBC du composé VR1
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Toutes ces données nous permettent de proposer une structure partielle menant a
I’isoscutellarine (Figure 111-11).

Figure 111-11 Isoscutellarine

L’hydrolyse acide du composé VR1 montre sur CCM que ces deux hexoses sont un
glucose et un allose. Ce dernier est bien confirmé par le proton H3’”’ résonnant a 4,25 ppm
sous forme d’un triplet, avec une constante de couplage J= 2,5 Hz. Ce qui indique que ce

proton est en position équatoriale.

Glucose

Figure 111-12 Plaque CCM hydrolyse acide du composé VR1
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l 4,25 ppm H :‘-
o] (t, J=2,5 Hz) Hy- B
I = Héa |
HI i : w
Hba" Ha L
” | 1 ’ H.6 | H-6" | ‘
v (| ' . ]
i / I\ ~\ | (1 |
+ » \ i " \

Figure 111-13 Spectre RMN *H du composé VR1
L’analyse de spectre HSQC (figure I11-14 ) ainsi que la comparaison avec les données de
la littérature nous a permis d’identifier tous les protons et carbones osidiques [2, 3, 4].
Les déplacements chimiques de carbones caractéristiques du -D-glucose sont : d¢c 83,9
(C-2"), 77,4 (C-3"), 70,6(C-4"), 78,3(C-5") et 2 62,1(C-6").
Les déplacements chimiques de carbones caractéristiques du -D-allose ont: 6¢72,9 (C-
2"), 72,5 (C-3"), 68,2(C-4"), 73,3(C-5"), et & 64,8(C-6").

62.1C6_
64.8C6™ . |
68,2 C4™7_
T0.6C4
SCIA
gt |
s 133y A
774€37
783 Cs A
§3.9 C2" |

Figure 111-14 Spectre HSQC du compose VR1
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La présence d’une tache de corrélation sur le spectre HMBC (figure 111-16) entre le carbone
C-7(dc 153,85) et H-1"" (61 5,16) indique la glycosylation est en C7.

Le proton anomérique a 1 4,79 montre une tache de corrélation sur le spectre HMBC
(Figure 111-11) avec le carbone C-2’ résonant a dc 83,9ppm indiquant une liaison : B-D-

glucosyl (1—2)-p-D-allose.

Le spectre HMBC montre aussi des corrélations entre les protons du méthyle (61 2,10
ppm) et le carbone d’un carbonyle (¢ 172,1 ppm) mettant en évidence la présence d’un
groupement acétyle. Ce carbonyle exhibe d’autres corrélations sur ce spectre avec les deux

protons Ha-6’"" et Hb-6""" du I’allose révélant son estérification en position 6.

.l— P — .' -'lj ll-i' umniil I: e Ppm
: : —_— - )
L 0
1 i
b
1 : |:
: : ol 20
b
I : 1!
L t a0
| b
1 T
i T
i : [ = B0
i 1!
c2 rhie
. PV + B0
(B3 emeeeccccccc e ccccs e s e e e e ———— ".'L'"::" '
. L= THL AL TOC2 T 83,9) |
: g ! i W ¥ - 100
1
i 1!
" o 120
q = -‘ i L
1 I:
i 3 : :: [~ 140
L] N 1 .
SR IE% 1T e s (D LIE 1 (A R I b1l § B YR Ky
o Heamie=0 HOD ™ O=0) [ 180
172,1 - LI L Sxvo 5 CH3O=0
12 1 10 9 8 7 6 5 a 3 2 1 0 ppm

Figure 111-16 Spectre HMBC du composé VR1
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Ces données spectrales plus la comparaison avec des données de la littérature [5,6,7,8]
permettent de proposer pour ce composé la structure isoscutellareine 7-O- [6-O-acétyl-p-D-
allopyranosyl-(1 — 2)] - B-D-glucopyranoside. Ce composé a été isolé ultérieurement a partir

de plusieurs especes du genre Veronica telles que V. pectinata Var [1, 9], V. glandulosa [1], et

V. persica [2, 10], V. orientalis [2], et V. thymoides Subsp. Pseudocinerea [7].

OH
OH
0
HO A o
)
S OH
HO OH

Tableau I11-2 Déplacements chimiques RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) du composeé

VR1 dans CD3z0D.
Position oc (ppm) oH (ppm), (M, J (H2))

2 166,4

3 103,6 6,85 (1H, s)

4 184,3

5 151,7

6 101,5 6,69 (1H, s)

7 153,8

8 129,7

9 145,0

10 107,6

1 1229

2’ 129,5 7,98(2H, d,J=8,5)
3 116,8 7,01(2H, d, J=8,5)
4 162,7

5 116,8 7,01(2H, d, J=8,5)
6’ 129,5 7,98 (2H, d, J=8,5)
1” 102,6 5,16(1H, d, J=7,5)
2”7 83,9 3,80 (1H, m)
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3” 77,4 3,63 (1H, m)

4°° 70,6 3,43 (1H, m)

5 78,3 3,63(1H, m)
6°(a) 62,1 3,80 (1H, m)

(b) 3,91(1H, dl, J=12)

1 104,2 4,74 (1H,d,J=8,1)

2°” 72,9 3,43 (1H, m)

3 72,5 4,25 (1H,t,J=25)

4> 68,2 4,08 (1H, dl, J=12)

5 73,3 3,63 (1H, m)
6°°(a) 64,8 4,40(1H, dd, J=12; 5)

(b) 4,16(1H, dd, J=12; 2,5)
CHs 20,8 2,10(3H, s)
C=0 172,9

I11-5-2 Elucidation de la structure du composé VR 2

Isoscutellareine-7-O -B-D-glucopyranoside

Le composé VR2 est obtenu sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol et
présente une fluorescence noire violette sous la lumiere UV (365 nm). Ce composé donne une
coloration jaune aprés révélation par chlorure d’aluminium et chauffage a 100°C,
caractéristique a la présence d’un squelette flavonoidique.

L’analyse du spectre de masse en mode positif (figure 111-17) permet d’observer un
pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 471,089 [M+Na]" soit une masse moléculaire de 448 uma,

correspondant a une formule brute C21H20011.
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A71.0891
100

[M+Na]”
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Figure 111-17 Spectre de masse ESI-MS du composé VR 2

Les spectres de RMN *H et 13C enregistrés dans le DMSO-d6 (Figure 111-18 et 111-19)
du composé VR2 montrent une grande similitude avec ceux du composé VRI. La seule
différence consiste en ’absence des signaux relatifs au sucre allose. La masse moléculaire de

448 uma correspond parfaitement a une flavone glycosylée.

L’analyse du spectre RMN *H permet de reconnaitre sans équivoque tous les signaux
des protons constituant le noyau isoscutellareine glycosylé. En effet, on identifie facilement :
» Deux doublets a on 6,95 (2H, d, J=8,8 Hz) et a 61 7,96 (2H, d, J= 9,6 Hz) attribuables aux
protons H-3°/H-5" et H-2’/H-6" respectivement, formant un systéme AA’BB’. Ceci
confirme la présence d’un seul substituant sur le cycle B en position 4’

» Un singulet résonant a 6,81ppm correspond au proton H3.

> Un autre singulet a 6.70 ppm correspondant au proton H-6 du cycle A.

En plus de ces signaux, le spectre RMN H (Figure 111-14) montre également :

» Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a o6nx5.07 (1H, d, J= 8,0Hz)

caractéristique au proton anomérique H-1"’ du sucre, en I’occurrence le glucose. La grande

constante de couplage attribue pour ce glucose indique une configuration f3.

» Un signal sous forme de triplet d’intégration 1H a 3,60 ppm (J= 9,8 Hz) attribuable au
proton H-2’

» Un signal sous forme d’un massif a 61 3,27 s’intégrant pour 1H correspondant au H-4"".

» Un signal massif a oy 3,45-3,55 s’intégrant pour 2H correspondant aux protons H-3’et H-
5.

» Un doublet de doublet résonant a o4 3,75 (1H, J = 12,5; 4,0 Hz) attribuable au proton H-
6’a

» Un autre doublet de doublet a 6+ 3,88 ppm (1H, J = 12,5 ; 8,5 Hz) correspondant au proton
H-6""b
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Les spectres RMN *3C et HSQC (Figures 111-19 et 111-20) en apporte la preuve de la
nature flavone glycosylé du composé VR2. L’analyse conjointe de ces spectres permet

d’attribuer les

déplacements chimiques de tous
I’aglycone isoscutellareine :182,8 (C-4) ,164,5 (C-2),161,8 (C-4"), 152,6 (C-5), 150,9 (C-7),
1442 (C-9), 129,1 (C-6),129,1 (C-27), 127,9 (C-8),121,6 (C-1’), 116,4 (C-3°), 116,4 (C-

Figure 111-18 Spectre RMN *H du composé VR2

5%),106,0 (C-10), 103,0 (C-3), 99,9 (C-6).

On observe également un signal a ¢ 100,9 ppm correspondant au carbone anomérique.

Les déplacements chimiques des carbones osidiques ont été attribués par comparaison aux

les carbones caractéristiques de
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données du compose VR1, ainsi que ceux de la littérature [11]. Ces carbones sont identifiés

comme suit :

5c83,1 (C-27), 77,6 (C-57"), 76,1 (C-3""), 69,4 (C-4""), 61,0 (C-6").
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Figure 111-19 Spectre RMN ~°C du composé VR2
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Figure 111-20 Spectre HSQC du compose VR 2
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L’expérience HMBC (Figure-111-22) permet de déterminer les positions précises des
constituants du composé VR2, la tache de corrélation correspondant au proton anomérique
résonnant a on 5,07 avec le signal a 6c150,96 du carbone C-7 de 1’aglycone indiquant la
glycosilation est en C-7. Ce spectre montre également des taches de corrélation entre le proton

H-6 et les carbones C-5 et C-7 et entre le proton H-3 le carbone C-2 et C=0.
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Figure 111-22 Spectres HMBC du composé VR2

Toutes ces données spectroscopiques ainsi que la comparaison avec celles de la
littérature [11], conduisent a I’identification du composé VR2 I’isoscutellareine-7-O -B-D-
glucopyranoside. Ce composé a déja été isolé antérieurement de plusieurs espéces du genre
veronica : V. teucrium L. et V. jacquinii [ 12, 13].

HOH,C ¢"
4l| "

Tableau 111-3 Déplacements chimiques RMN *H (400 MHz) et 3C (125 MHz) du composé
VR2 dans DMSO.

Position oc (ppm) oH (ppm), (M, J (H2))
2 164,5
3 103,0 6,81 (1H, s)
4 182,8
5 152,6
6 99,9 6,70 (1H, s)
7 150,9
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8 127,9

9 144.2

10 106,0

I 121,6

2 129,1 7,95(2H, d, J = 8,8)

3 116,4 6,95(2H, d, J = 9,6)

4 161,8

5 116,4 6,95(2H, d, J = 9,6)

6’ 129,1 7,95(2H, d, J = 8,8)

17 100,9 5,09 (1H, d, J = 8,0)

27 83,1 3,60(1H, t,J=9.8)

3” 76,1 3,48(m)

47 69,4 3,27(m)

57 77,6 3,52(m)

6”(a) 61,0 3,75(1H, dd, J = 12,5, 4,0)
(b) 3,88(1H, dd, J= 12,5 ; 8,5)

111-5-3 Elucidation de la structure du composé VR 3

CH,OH

Isoscutellareine-8-O -B-D-glucopyranoside

Le composé VR 3 est isolé sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol. La
coloration jaune de ce composé sur CCM apres révélation par chlorure d’aluminium suggere
qu’il s’agit d’un flavonoide.

L’examen des spectres RMN *H (figure 111-23) et RMN *3C (figure 111-25) enregistrés
dans le DMSO-d6 du composé VR3, sont trés voisin a ceux du composé VR2 et semblables a
ceux attendus pour une flavonoide Isoscutellareine glycosylée que I’on peut identifier par la
présence des signaux caractéristiques de ce squelette. On observe :

Deux doublets d’intégration 2H chacun a on 6,93 (J = 9 Hz) et 61 8,14 (J= 8,8Hz)
attribuables aux protons (H-3'/H5") et (H-2°/H6") respectivement.
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» Un singulet d’intégration 1H résonnant a on 6,80 caractéristique au proton H-3
» Un autre singulet d’intégration 1H a o 6,26. Ce proton correle sur le spectre HSQC
(figure 111-24) avec le carbone dont le signal apparait a dc 99,4. Ce ci indique que ce

proton ne peut étre que H-6.
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Figure 111-24 Spectre HSQC du composé VR3
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Le spectre RMN 3C (Figure 111-25) montre la présence de 21 atomes de carbone
résonant a oc 182,3 (C-4), 164,4 (C-2), 161,7 (C-4’), 157,7 (C-5), 157,5 (C-7), 149,8 (C-9),
129,6 (C-2'et C-6°), 125,7(C-8), 121,5 (C-17), 116,2(C-3’et C-5"),99,4 (C-6),103,9(C-10),
102,8(C-3), 106,9 (C-1>") 77,7(C-3"), 76,4(C-5""), 74,5(C-2""), 69,5(C-4""), 60,9(C-6").
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Figure 111-25 Spectre RMN *C du composé VR3

En plus, le spectre RMN H étalé (Figure 111-26) permet de visualiser :
> Un proton anomérique a on 4,67 (J = 7,7 Hz), la grande constante de couplage
suggeére une liaison de configuration f.
» Un signal sous forme de triplet a on 3,42 (t, J= 8 Hz) correspondant au proton H-2"’.
» Un autre triplet d’intégration 1H a dn 3.32(t, J= 8,1Hz) correspondant au proton H- 3"’
> Un doublet de doublet a o1 3,67 (dd, J= 12,0, 4,0Hz) attribuable au proton H-6""a
» Un autre double de doublet & 6 3,59 (dd, J= 12,0, 8,0 Hz) attribuable au proton H-6"’b
» Un massif d’intégration de 2 H adn 3,25 attribuable aux protons H-4’’et H-5"’
Les grandes valeurs des constantes de couplage et les déplacements chimiques des

protons osidiques sont caractéristique d’un glucose [14].
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Figure 111-26 Spectre RMN *H du composé VR3 (partie osidique)

Le spectre HSQC (figure 111-24) permet de localiser les carbones osidiques 6c 106,9
(C-1"), 8c74,5 (C-2"), 6¢c 77,7 (C-3"), oc 69,7 C-4"), d¢c 76,4 (C-5") et 5c60,9 (C-6"). Les
déplacements chimiques des protons et des carbones de cet hexose sont caractéristiques d’un
B-D-glucose [14].

Le point de branchement du glucose sur la genine est localisé en position C-8 suite aux
corrélations visualisées sur le spectre HMBC (figures 111-28) entre le proton anomérique du
glucose a 6n 4,67 et le carbone résonant a dc 125,79. Ce dernier carbone corréle avec le

proton H-6, ce qui indique que ce carbone ne pouvant étre que le carbone C-8.

H
HO
HO
W H
HO

Figure I11- 27 Corrélations HMBC du composé VR3
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Figure 111-28 Spectre HMBC du composé VR3
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Sur la base de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature [15,16],

le composé VR3 est identifié comme étant 1’isoscutellareine-8-O-p-D-glucopyranoside. Il a

été isolé antérieurement de I’espece Pistaciaterebinthus [17] et de I’espece L. multifida

[18,19]. Ce composé est caractérisé pour la premiére fois dans le genre Veronica.

HO
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HO
OH
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OH o)
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Tableau I11-4. Déplacements chimiques RMN H (500 MHz) et 3C 9125 MHz) du composé
VR3 dans DMSO.

Position oc (ppm) on (ppm), (m, J (Hz))
2 164,4
3 102,8 6,80 (1H, s)
4 182,3
5 157,7
6 99,4 6,26 (1H, s)
7 157,5
8 125,7
9 149,8
10 103,9
| 125,7
2’ 129,6 8,14 (2H, d, J=8,8)
3 116,8 6,93 (2H, d, J =9)
4 161,7
5 116,8 6,93 (2H, d, J =9)
6’ 129,6 8,14 (2H, d, J=8,8)
1” 106,9 4,67 (1H, d, J=7,7)
2” 74,5 3,42 (1H, t, J=8,0)
3” 77,7 3,32 (1H, 1, J=8,1)
4” 69,6 3,25 (1H, m)
5 76,4 3,25 (1H, m)

6’(a) 60,9 3,67 (1H, dd J=12,0 ; 4,0)

(b) 3.58 (1H, dd, J=12 ; 8,0)

111-5-4 Elucidation de la structure du compose VR 4

OH
OH

HO 0

OH o

Isoscutellareine
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Ce composé se présente sous forme d’une poudre jaunatre visible sous la lumiére UV. Il
donne une coloration jaune aprés révélation par une solution de chlorure d’aluminium et

chauffage a 100 °C. Ceci traduit une nature flavonoidique pour ce composé.

Le spectre de masse (Figure 111-29) obtenu en mode négatif par électrospray ESI
montre un pic d’ion pseudo moléculaire & m/z 285,172 [M-H]", soit une masse moléculaire de

286 uma correspondant & une formule brute en C15H100e.

285.1729

3 ‘,,113.0200 255.368h

o.sM |, . { ! : |

PR R AR IR, 10 V| SR, (RN, TS0 [V SOFR [NDORO| (EPIDS <Y 2og | oo Fo RS | T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 100C

m/z, amu

Figure 111-29 Spectre de masse du composé VR4

Le spectre RMN H (Figure 111-30) du composé VR4 confirme sa nature flavonoidique
par les signaux déblindés qu’il exhibe dans la région s’étalant de 6,5 jusqu’a 7,88 ppm. Il
présente une grande similitude dans cette zone avec celle des composés VR1, VR2 et VR3 et
montre facilement les signaux caractéristiques du noyau isoscutellareine que 1’on peut
identifier comme suit :
» Deux signaux d’intégration 2H résonant chacun sous forme de doublet a 61 7,88 et
dn 6,91 (J = 10,0 Hz), sont attribués respectivement aux protons (H-2°/H-6") et (H-
3’/H-5")du noyau B oxygéné en position para.
» Un signal sous forme de singlet a o 6,59 caractéristique au proton H3.

» Un autre singulet a dH 6,75 d’intégration un proton attribuable au proton H6.
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Figure 111-30 Spectre RMN *H du composé VR4

L’analyse conjuguée des spectres RMN C et HSQC (Figures 111-31 et 111-32) a
permis de reconnaitre tous les carbones du composé VRA4. Ces carbones, au nombre de 15,
sont identifiés comme suit: 8c183,0(C-4) 6c165,1(C-2); 6c161,5(C-4°); 6cl152,5(C-7);
8c150,4(C-5); 6c143,7(C-9); 128,4(C-2’et C-6"); 128,2(C-8); 121,6(C-1’); 115,6 (C-3’ et C-
5%); 106,2(C-10); 102,8 (C-3); 100,2(C-6).
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Figure 111-31 Spectre RMN **C du composé VR4
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Figure 111-32 Spectre HSQC du composé VR4

Toutes ces données spectroscopiques confirment bien que ce composé correspond au
5,7,8,4’-tétrahydroxyflavone [20, 21]connu sous le nom Isoscutellareine. Ce composé qui a
été isolé antérieurement de I’espéce pinguicula vulgaris [13], et identifié pour la premiére fois

dans le genre Veronica.

OH
OH

HO 0

OH o

Isoscutellareine
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Tableau I11-5 Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et $3C (125 MHz) du composé

VR4 dans CD30D.
Position oc (ppm) on (ppm), (m, J (Hz))
2 165,1
3 102,8 6,75 (1H, s)
4 183,0
5 150,4
6 100,2 6,59 (1H, s)
7 152,5
8 128,2
9 1437
10 106,2
1’ 121,6
2’ 128,4 7,88 (2H, d, J= 10H2z)
3 115,6 6,91 (2H, d, J = 10Hz2)
4 161,5
5 115,6 6,91(2H, d, J =10H2z)
6’ 128,4 7,88 (2H, d, J=10Hz)

I11-5-5 Elucidation de la structure du composé VR5

HOH,C 6"
4" 5" O
H%o 3 i
HO

OH o

Apigenin-7-O-g-glucopyranoside

Le compose VR5 se présente sous forme d’une poudre blanche. Il présente sur CCM
une tache visible a la lumiére UV a 254 et 366 nm et se colore en jaune apres révélation par

une solution de chlorure d’aluminium et chauffage a 100°C.
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Figure 111-33 Spectre de masse ESI-MS du composé VR5

Le spectre de masse obtenu en mode positif révele la présence des pics d’ions pseudo-
moléculaires [M+Na]™ a m/z = 455,09 ;[M+H]"a m/z = 433,12 soit une masse moléculaire

égale a 432 uma correspondant a un squelette carboné d’une formule brute en C21H20010.

La détermination de la structure du composé VR5 est basée principalement sur
’examen des spectres RMN H et 3C et la comparaison avec les données de la littérature. En
effet 1’analyse du spectre RMN H (Figure 111-34) montre clairement les signaux
caractéristiques d’une flavone glycosylée de type apigénine. Ce spectre permet de déterminer

les signaux des protons suivants :

» Deux doublets a 61 7,86 (J = 9,0 Hz) et &4 61 6,91 (J = 7,5Hz) d’intégration 2H chacun,
attribuables aux protons (H-2’, H-6) et (H-3’, H-5") respectivement du noyau B oxygéné en
position 4.

» Un signal a 61 6,80 ppm sous forme d'un singulet d'intégration 1H attribuable au
proton H-3.

> Deux singulets d’intégration 1H chacun a én 6,63 et a 6u 6,47correspondant aux
protons H-8 et H-6 du cycle A respectivement.

» Un signal sous forme de doublet large a 3,93 ppm (dl, J=13,0 Hz) attribuable au

proton H-6b”’

» Un doublet de doublet résonant a 3,72 ppm (dd, J= 6,0, 12,5Hz) correspondant au

proton H-6a’

» Un ensemble de multiplets dans I'intervalle 3,2- 3,7 ppm, ainsi un doublet a 5,06 ppm

(J = 7,3 Hz) d’intégration 1H attribuable au proton anomeérique H-1°" du sucre en
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I’occurrence le glucose. La valeur de la constante de couplage (J= 7,3 Hz) indique qu’il est de

configuration f3.
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Figure 111-34 Spectre RMN H du composé VR5

Le spectre RMNC (Figure 111-35) du composé VR 5 présente 21 signaux distincts

dont quinze correspondent aux signaux du noyau apigénine, et les six signaux restants sur le
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spectre appartiennent au glucose [22]. Ce spectre confirme les données des analyses
précédentes par la présence de :
» Un signal a 182,0 ppm attribuable au carbone du groupement carbonyle C-4.
» Un signal a 99,5 ppm ppm caracteéristique du carbone anomérique confirmant ainsi la
jonction O-glucoside.
> Les signaux a (6 = 72,6, 75,7, 69,1, 76,3 et 60,3 ppm pour C-2,”> C-3"*, C-4>’, C-5"" et
C-6"’) caractéristiques d’un glucopyranoside.
» Sept groupements CH résonant a 6¢102.0 (C-3), 99,1 (C-6), 93,9 (C-8), 127,5 (C-2'/C-
6') et 5¢ 114,9 (C-3'/C-5")
» Huit carbones quaternaires résonant a oc 164,6 (C-2), 182,0 (C-4), 160,8(C-5), 161,0
(C-7), 156,8 (C-9), 104,9 (C-10), 120,9 (C-1") et 6C162,7 (C-4").
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Figure 111- 35 Spectre RMN *3C du composé VR5

L’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison avec les données de la
littérature, nous permettent d’attribuer au composé VRS la structure suivante: 1’apigenin-7-O
glucopyranoside  (5,4'-dihydroxyflavone-7-O-B-D-glucoside). Ce composé a  été
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antérieurement isolé des especes du genre Veronica, telles que V. Linariifolia, V. Montana, V.
Polita, V. Spuria [23], V. teucrium [24] et V. jacquinii [12].

Tableau I11-6 Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et *3C (125 MHz) du composé

VR5 dans CD30D.
Position oc (ppm) oH (ppm), (M, J (H2))
2 164,6
3 102,0 6,80(1H,s)
4 182,0
5 160,8
6 99,1 6,47(1H,s)
7 161,0
8 93,9 6,63(1H,s)
9 156,8
10 104,9
r 120,9
2’ 127,5 7,86(2H, d,J= 9,0)
3’ 114,9 6,91 (2H, d, J = 7,5)
4’ 162,7
5 114,9 6,91 (2H, d, J = 7,5)
6’ 127,5 7,86 (2H, d, J = 9,0)
17 99,5 5,06 (1H, d, J = 7,3)
27 72,6 3,50 (1H,m)
3 75,7 3,50 (1H,m)
47 69,1 3,40 (1H, t, J= 10)
5% 76,3 3,56 (1H, t, J= 9,5)
6’’(a) 60,3 3,72 (1H,dd, J=6,0, 12,5)

(b) 3,93 (1H, dI, J=13,0)
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111 -5-6 Caractérisation du composé VR6

HOH,C 6"

OH 0]

Lutéoline-7-O-Glucoside

Le compose VR6 est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol, il
réagit avec le chlorure d’aluminium et donne une tache jaune aprés chauffage. Ce composé
montre une fluorescence noire violette laissant envisager une structure de type flavone.

Le spectre de masse du composé VR6 (Figure 111-36) obtenu en mode positif donne un
ion pseudo moléculaire [M+Na]* a m/z= 471 soit une masse moléculaire de 448 uma,

correspondant a une formule brute C21H20011.

- 471.9005
] [M4Na]+
1 .
493.?681
; 512.3420
| g . [513.1558
36.0721 332.0102 372'0332,413.2865 ‘ |}
0 T T T T T R AR B SRS RS UL R AR Rl 174
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Figure 111-36 Spectre de masse ESI-MS du composé VR6

Son spectre UV (Figure 111-37) enregistré dans le méthanol montre deux maxima
d’absorption: la bande I vers 348 nm correspondant au cycle B et la bande Il vers 256 nm

correspondant au cycle A.

» L’addition d’AlICls provoque un déplacement bathochromique de AA=+ 48 nm pour la
bande I1. Ce déplacement traduit la présence d’une fonction OH en C-5 du cycle A.
» L’ajout de NaOH donne un déplacement bathochrome AA= + 53 nm de la bande I, ce

qui signifie la présence d’un OH libre en position 4'
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» L’addition de NaOAc ne provoque pas de deplacement bathochrome de la bande I1.

Ceci indique la substitution du groupement hydroxyle en position 7.
> L’ajout de H3BO3z a NaOAc donne un déplacement bathochromique de la bande I AL =

20 nm par rapport au spectre enregistré dans le MeOH. Ce déplacement réveéle la présence de

deux groupement OH en position ortho 37, 4’ sur le cycle B.
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Figure 111-37 Spectre UV du composé VR6

L’analyse des données de la série spectrale UV permet de suggérer une structure

partielle lutéoline pour le composé VR6 (Figure 111-38).

Figure 111-38 Structure lutéoline
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L’étude des spectres RMN H et 3C du composé VR6 enregistré dans le méthanol
(MeOD) (Figure 111-39, I111-40) montrent la présence des sighaux caractéristiques d'une
flavone osidique de type lutéoline reconnaissable par :

» Deux signaux singulets s’intégrant chacun pour un proton a 6,49 et 6,79 ppm
attribuables aux protons (H-6) et (H-8) respectivement.

» Un signal a 6n 6,60 d'intégration 1H sous forme d'un singulet correspondant au proton
H-3.

» Un signal doublet d’intégration 1H repéré a 6,90 ppm (J = 9,0 Hz) attribuable au
proton H-5".

» Un signal sous forme d’un massif & 7,40 ppm d’intégration 2H est attribué aux protons

H-2’et H-6’

H-5' 77 ; . |

Figure 111-39 Spectre RMN H du composé VR6

Le spectre RMN C du composé VR6 (Figure 111-40) montre clairement les
déplacements chimiques des carbones caractéristiques du noyau lutéoline résonant a : 6c182,6
(C-4),165,4 (C-2),163,3 (C-7), 161,4 (C-5), 157,5 (C-9), 149,4 (C-4"), 145,6(C-3"), 122,0 (C-
1’),119,1 (C-6), 115,3 (C-57), 112,8 (C-2 *),105,6(C-10), 102,7(C-3), 99,7 (C-6), 94,6 (C-8).
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Figure 111-40 Spectre RMN 3C du composé VR6

Pour la partie osidique, le spectre RMN 1H étalé (Figure 111-41) de ce composé, montre
la présence de plusieurs signaux d’intégration 6H dans la zone allant de 3,35a 3,97 ppm, ainsi
un doublet a 34 5.06 ppm (J= 9,4 Hz) attribuable au proton anomérique.

La valeur du déplacement chimique indique une jonction O-sucre, alors que la valeur

de la constante de couplage est en faveur d’une configuration B-osidique.
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Figure 111-41 Spectre RMN H étalé du composé VR6
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Les déplacements chimiques des carbones osidiques sont deduits par analyse
combinée des spectres RMN *H, 3C et HSQC (Figures I11- 39, 111-40 et 111-42) ainsi que par
comparaison avec les données de la littérature [25].0n observe :

» Un proton anomérique H-1" (5,06 ppm) correle avec son carbone C-1"a 100 ppm.
» Un multiplet résonant a o 3,50 corréle avec les signaux a éc 73,3 et 76,4 attribuables

aux carbones C-2’” et C-3’ respectivement.

» Un triplet sortant a 6n 3,41 (J = 9 Hz) corréle avec le signal a dc 69,8 correspondant au

carbone C-4",
» Un proton a dn 3,55 correle avec le signal a ¢ 76,9 attribuable au carbone C-5".

» Deux protons résonant sous forme de doublet de doublet a o1 3,94 (J = 12,5; 2,5 Hz)
et a 3,73 (J = 12,5; 6,0 Hz) correlent avec le signal a 6c 61,0 attribuable au carbone
C-6".

La multiplicité de H-4" (t, J= 9 Hz) ainsi que la valeur de la constante de couplage
indique que les protons H-3", H-4" et H-5" sont en position axiale. Cette constatation ainsi
que les déplacements chimiques des carbones de cet hexose permettent de déduire qu’il s’agit

d’un glucose.

L’analyse combinée du spectre RMN 3C avec celui du HSQC (Figure 111-40 et 111-42)
montre un signal a 6c100,2 du carbone anomérique, un autre signal d’un carbone méthyléne
oxygéné a dc 61,0 (C-6") et d’autres signaux de carbones oxyméthines résonant a 6¢73,3
(C-2"), 76,4 (C-3"), 69,8 (C-4") et 76,9 (C-5"). Les déplacements chimiques des protons et

carbones osidiques sont caractéristiques d’un p-glucose.
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Le point de branchement du glucose avec la flavone lutéoline est localisé en position

C-7 en raison de la présence d’une tache de corrélation sur le spectre HMBC (Figure 111-43)

Figure 111-42 Spectre HSQC du composé VR6

entre le proton anomére H-1"" et le carbone C-7 (163,3 ppm).

D'autres correélations ont été observées entre :
» H-2" et le carbone C-3"* (76,4 ppm)
» H-3" et les carbone C-4"’ (69,8 ppm) et C-5""(76,9 ppm)
» H-4"’ et le carbone C-2"* (73,3 ppm)
» H6 et les carbone C7 (163,3 ppm) et C5 (161,4 ppm)

90




Chapitre 111

Etude phytochimique de [’espéce Veronica rosea

| | |.,_~ L g

Figure 111-49 Corrélations HMBC du composé VR6

L’exploitation des différentes méthodes d’analyse spectroscopiques (SM, UV, RMN H,
RMN 23C, HSQC et HMBC) ainsi que la comparaison avec les données de la littérature [26,
27, 28, 29] nous permettent de déterminer sans ambiguité la structure du composé VR6

comme étant le 5,3',4" trihydroxyflavone7-O-B-D-glucoside, généralement appelé lutéoline7-

O-p glucoside.

Ce compose a été détecté dans plusieurs especes du genre Veronica, V. jacquinii [12], V.
teucrium [24], V. linariifoliaPal [30, 31], V. thymoidessubsp et V. fushii [7,32].
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Tableau I11-7 Les déplacements chimique RMN *H et 3C (500 MHz) et *C (125 MHz) du

composé VR6 dans CDsOD
dc (ppm) dH (ppm), (M, J (Hz))

165,4

102,7 6,60 (1H, s)
182,6

161,4

99,7 6,49 (1H,s)
163,3

94,6 6,79 (1H,s)
157,5

105,6

122,0

112,8 7,40 (2H, m)
145,6

1494

115,3 6,91(IH, d, J=9,0)
119,1 7,40 (2H, m)
100,2 5,06 (d, J=9,4)
73,3 3,50 (2H, m)
76,4 3,50 (2H, m)
69,8 3,41 (1H,t,J=9)
76,9 3,55 (1H, m)
61,0 3,94 (1H, dd, J=12,5; 2,5)

3,73 (1H, dd, J= 12,5 ; 6,0)
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I11-5-7 Elucidation de la structure du compose VR7
OH
OH

HO o

OH (o]
Lutéoline

Le produit VR7 est obtenu sous forme d’une poudre jaune, soluble dans le méthanol. I

montre une fluorescence violette noire laissant supposer une structure de type flavone.

On observe sur son spectre de masse ESI (Figure 111-50) enregistré en mode positif un
pic d’ion pseudo-moléculaire [M+H]* a m/z= 287.0616, soit une masse moléculaire de 286

uma compatible avec une formule brute C1sH10Oes.

00~ 286.0810

[M+]*
|

%
11 [M+H]+
1 153.0356 287.0616
4 1229485 I 258.0561 4

S 1 | ‘ 194.0558 229.0411 1 [
e e R - —r
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 3%0 340

Figure 111-50 Spectre de masse ESI-MS du composé VR7

Les données spectrales RMN H et 3C (Figure 111-51, 111-52) sont trés similaires a
ceux du composé VR6 notamment dans la région aromatique. En effet, on reconnait tous les

signaux caractéristiques des protons et carbones de la lutéoline, a savoir:

» Un signal sous forme d’un singulet a 4 6,50attribuable au proton H-3.

» Deux signaux a o+ 6,16 et 6,40 (J = 5,0 Hz), typiques d’un couplage en meta sur un
cycle aromatique attribuables aux protons H-6 et H-8 respectivement du cycle A

» Un doublet a 6H 6,86 (J = 10 Hz) correspondant au proton H-5’

» Un signal sous forme de multiplet a 7,35 ppm d’intégration 2H attribuable aux

protons H-2" et H-6.
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Figure 111-51 Spectre RMN 'H du composé VR7

Une simple comparaison des spectres RMNC des deux composés VR6 et VR7

(Figure 111-40 et Figure 111-52) a permis de localiser tous les carbones de la lutéoline a
0c182.4 (C-4), 164,8(C-7),164,6 (C-2), 161,7 (C- 5), 157,9 (C-9), 149,6 (C-4"), 145,6 (C-3°),
122,2 (C-17), 118,9 (C-6’), 115,3 (C-5°), 112,7 (C-2"),103,8 (C-10), 102,4 (C-3), 98,7 (C-

6)et93,6 (C-8).
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Figure 111-52 Spectre RMN *3C du composé VR7
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Toutes ces élucidations spectrales ainsi que la comparaison avec les données de la
littérature, permettent de propose pour le composé VR7 la structure 5,7,3°,4’-tétrahydroxy
flavone connu sous le nom lutéoline [33]. Il a été antérieurement isolé de I’espéce Veronica
multifidia [34,10].

OH (0]
Tableau I11-8 Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et $3C (125 MHz) du composé
VR7 dans CD3z0D.
Position oc (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))

2 164,6

3 102,4 6,50 (1H, s)

4 182,4

5 161,7

6 98,7 6,16 (1H, d,J=5,0)

7 164,8

8 93,6 6,40 (1H, d, J=5,0)

9 1579

10 103,8

r 122,2

2’ 112,7 7,35 (2H, m)

3 145,6

4 149,6

5 115,3 6,86(1H, d, J= 10)

6’ 118,9 7,35 (2H, m)
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111-5-8 Elucidation de la structure du compose VR8

Ajugol

Le produit VR8 se présente sous forme d’une poudre blanche. Il est invisible a la
lumiere UV et se révéle en marron par une solution de vanilline et chauffage a 100°C.

Le spectre de masse ESI enregistré en mode positif (Figure 111-53) de ce composé
présente un pic d’ion pseudo-moléculaire moléculaire a m/z = 371 [M+Na]", soit une masse

moléculaire égale a 348 uma, correspondant a une formule brute en C15H2409.

" M+Na
{ 3M.4370
%
| 372.3421
161.0857 547.1828
e KSRl 0 ] i

T L '

10 200 250 300 3% 400 450  S00° 5% 600 860 | 700 | 750

Figure 111-53 Spectre de masse du composé VR8

L’analyse du spectre RMN 1H (Figure 111-54) du composé VR8 enregistré dans le
méthanol deutére, presente des signaux caractéristiques d'un squelette iridoide reconnaissable

par:

» Les signaux des deux protons oléfiniques H-3 et H-4 résonant respectivement
a6,24ppm (dd, J = 6,3 ; 2,2Hz) et 5,0 ppm (dd, J = 6,2;2,6 Hz).
» Un signal sous forme de doublet a 5,53 ppm (J= 2,5 Hz) caractéristique du proton H-1.
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» Un signal sous forme de doublet de doublet a 2,60 ppm (J= 9,3; 2,5 Hz)
caractéristique du proton H-9.

» Un signal sous forme de doublet & 4,69 (d, J = 7,9 Hz) caractéristique au proton [3-
anomérique H-1'

> Les signaux entre 3,10 et 3,92 ppm correspondent aux protons de I’unité hexose

» Un singulet résonant a 1,51 ppm s’intégrant pour trois protons attestant de la présence

d’un groupement méthyle.

| H-5
H1'
- H-10
H-64 H-3'[-4
H-3 e (2" _ _
H-4 H-g H6b | : 1?1 e H-9 DT
. |
I |! ‘|I i _1_|'I-H d || |
5.5 6.0 5.5 5.0 a5 a0 3.5 3.0 25 20 15 |

Figure 111-54 Spectre RMN *H du composé VRS

Le spectre COSYH-H (Figure 111-57) permet d’observer les corrélations suivantes :

> Les deux protons oléfiniques H-3 et H-4.

» Le proton H-4 et un autre proton résonant a 2,95ppm sous forme de multiplet qui ne
peut étre que le proton H-5.

> Le proton H-9 et les deux protons H-1 et H-5. La grande constante de couplage (J=
9,5Hz) indique une jonction cis bicyclique H-5/H-9.

» Le proton H-5 et un proton résonant a 3,95 ppm qui ne peut étre que le proton H-6. La
valeur du déplacement chimique indique que ce proton est porté par un carbone C-6

OXygéné.
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> Le proton H-6 et deux protons diastéréotopiques a 2,02 ppm (dd, J= 14,2, 4,0H) et
2,27 ppm (dd, J=14,2 ; 6,4Hz) ne pouvant étre que les protons H-7.

La présence d’un groupement méthyle a 1,51 ppm et deux protons diastéréotopiques H-

7a et H-7b permet de proposer pour le composé VR9 un squelette ajugol.

10 OGlu
Figure 111-55 Squelette de I’ajugol

L’analyse du spectre COSY H-H a permis également de localiser les protons de 1’unité

hexose par les couplages suivants :

> Le proton anomére H-1'a 4,69 (d, J = 7,9 Hz) et le proton H-2' résonant a 3,22 ppm
sous forme de doublet de doublet (J =9,2 et 7,9Hz).

Le proton H-2' et le proton H-3' résonant a 3,39 ppm.

Le proton H-3' et le proton H-4' résonant a 3, 31ppm.

Le proton H-4' et le proton H-5' résonant a 3,33 ppm.

Y V VYV V

Le proton HS5’ et les deux protons H-6’a et H-6’b résonants respectivement a 3,68 et

3,92 ppm sous forme de doublet de doublet.

Les grandes taches de corrélation traduisant de grandes constantes de couplage, indiquent

que I’hexose est un glucose de configuration  (J= 7,9 Hz).

Figure 111-56 Corrélations COSY du p-D-glucose
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Figure 111-57 Spectre COSY du composé VR 8

L’expérience HSQC (Figure I11-59) permet d’accorder les protons identifiés

précédemment a leurs carbones par les corrélations visualisées entre:

» Le proton H-1 et son carbone C-1 résonant a 93,4 ppm.
Le proton H-3 et son carbone C-3 résonant a 141,1 ppm.
Le proton H-4 et son carbone C-4 résonant a 104,6 ppm.
Le proton H-5 et son carbone C-5 résonant & 37,9 ppm.

Le proton H-6 et son carbone C-6 résonant a 77,1 ppm.

V. Y V VYV V

Les deux protons diastéréotopiques H-7a et H-7b et leur carbone C-7 résonant a

46,5ppm.

A\

Le proton H-9 et son carbone C-9 résonant a 50,2 ppm.

Y

Les protons H-10 et leur carbone C-10 résonant a 24,6 ppm.
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Figure 111-58 Spectre RMN **C du composé VR8
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Figure I111- 59 Spectre HSQC du composé VR 8
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Les donnees spectrales HMBC (Figure 111- 61) permettent de confirmer le squelette
ajugol gréce aux corrélations entre :
» Le proton H-9 et les carbones C-10, C-5, ainsi qu’un carbone quaternaire résonant a
79,0 ppm ne pouvant étre que le carbone C-8
» Le proton H-4 et les carbones C-5 et C-6
> Le proton H-1 et les carbones C-3, C-5 et C-1'. Le couplage de ce proton avec le

carbone anomeére C-1' du glucose confirme que ce dernier est positionné en C-1.

10 - = 25

L - - e
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Figure 111-61 Spectre HMBC du composé VR8

L’ensemble de ces données spectrales, la valeur du pouvoir rotatoire ([o]D= 168°, C 0,3
CHCls) ainsi que la comparaison avec les données de la littérature [35, 36] nous permettent de
déterminer la structure du composé VR8 comme étant 1’ajugol, ce compose a été isolé
antérieurement de plusieurs espéces du genre Veronica : V. campylopoda [30], V. biloba [30],
V. argute-serrata [37], V. arvensis [38].

HO

HO OH
HO
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Tableau 111-9 Déplacements chimiques RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) du composeé

VR 8 dans CD30OD.
Position oc (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 93,4 5,53 (d, J=2,7)
2
3 1411 6,24(dd, J=6,4, 2,5)
4 104,6 5,00 (dd, J=6,4, 2,6)
5 37,9 2,95 (m)
6 77,1 4,95 (ddd, J=6,6, 4,2, 2,7)
7a 46,5 2,02(dd, 14,2; 4,0)
b 2,27 (dd, J=14,2; 6.4)

8 64,9
9 50,2 2,60 (dd, J=9,5; 2,5)
10 24,6 1,51 (s)
I 97,9 4,69 (d, J=7.9)
2’ 733 3,22 (t,J=9,2)
3 76,8 3,39 (t,J=9,2)
4 70,3 3,31 (m)
5 771 3,33 (M)
6’ a 61,4 3,69 (dd, J=10; 5,2)

b 93,4 3,91 (dd, J= 10; 2.2)

111-5-9:Elucidation de la structure du composé VR9

HO

Macfadienoside
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Le compose VR9 est obtenu sous forme d’une huile jaune, invisible a lumiere UV. Il se

colore en marron apres revelation par une solution de vanilline et chauffage a 100 C°.

Le spectre de masse (Figure 111-62) montre un pic d’ion pseudo-moléculaire & m/z
=385,1 [M+Na]" soit une masse moléculaire égale a 362 uma, correspondant a une formule

brute en Ci15H22010.

109 385 1

08 [M+Na]+

08

0.4 186.3

Figure 111-62 Spectre de masse ESI-MS du composé VR9

Le spectre RMN 1H (Figure 111-63) du composé VR9 enregistré dans le méthanol
deutéré montre des signaux caractéristiques d’un squelette de type iridoide que 1’on peut

identifier par:

» Deux signaux doublets a oH 6,41 et 614,91 (J = 6,2 Hz) intégrant chacun pour 1H,
caractéristique aux protons oléfinique H-3 et H4 respectivement. La multiplicité de ces
deux protons indique que la position C-5 est substituée.

> Un signal sous forme de doublet a 5,42 ppm (J= 7,1 Hz) caractéristique du proton H-1

» Undoublet a 61 2,41 (J = 7,3 Hz) attribuable au proton H9

» Un signal sous forme de doublet résonant a 614,28 (J = 4,2 Hz) correspondant au
proton H6. Le déplacement chimique de ce proton suggere une oxydation du carbone

C-6 qui le porte.
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Figure 111-63 Spectre RMN 1H du compose VR 9

En plus de ces signaux, le spectre RMN 1H (Figure 111-64) montre également :

> Deux signaux sous forme de deux doublets fortement couplés (J = 9,2 Hz) résonant a
OH 4,31 et o1 3,78 correspondant aux protons H10a et H10b d’un groupement hydroxy
méthyléne CH20H localisé généralement en C8

> Des signaux entre 3,22 et 3,93 ppm, caractéristiques aux protons osidiques

» Un signal doublet (J = 7,9 Hz) résonant a 64 4,70 caractéristique du proton anomere
H1'
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Figure 111-64 Spectre RMN *H du composé VR9

L’analyse du spectre relatif a ’expérience COSY H-H (Figure 111-67) permet de tirer

les indications suivantes
>
>
>

pouvant étre que le proton H-7.

systéme AB.

Le proton H-3 montre une tache de corrélation avec le proton oléfinique H-4
Le proton H-9 présente une tache de corrélation avec le proton H-1

Le protons H-6 corréle avec un proton résonant a 3,41 ppm sous forme de multiplet ne

Le proton H-10a montre une tache de corrélation avec le proton H-10b formant un

Figure 111-65 Corrélations COSY de l’aglycone
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L’unité osidique glucose est clairement identifiée a partir de cette expérience COSY H-
H, en reliant les protons a travers leurs taches de corrélation. On observe les couplages entre
> Le proton anomeére H-1' et le proton H-2' résonant a 3,24 ppm sous forme de triplet (J
= 9,5 Hz), lui-méme corrélant avec un signal triplet a 3,42 ppm correspondant au
proton H-3’
» Le proton H-3' montre une tache de corrélation avec le proton H4’ résonant sous
forme de multiplet a 3,33 ppm.
> Le proton H-5' corréle avec deux protons résonant sous forme de doublet de doublet
chacun a 3,93 ppm (J = 11,9 et 2,2 Hz) et 3,63 ppm (J = 11,9 et 6,6 Hz) correspondant
respectivement aux protons H-6'a et H-6'b.
Les grandes taches de corrélation indiquant de grandes valeurs de constantes de couplage,
révélent que tous les protons sont axiaux. Cette analyse permet d’identifier clairement un

D-glucose de configuration B (J;-2= 7,9 Hz).

Figure 111-66 Corrélations COSY du p-D-glucose
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Figure 111-67 Spectre COSY du composé VR9

Le spectre HMBC confirme le squelette de 1’aglycone (Figure 111-69) par la présence des
corrélations suivantes :

> Le proton H-3 montre des taches de corrélation avec les carbones C-4 (6¢106,7), C-1
(6c94,3) et un carbone a dc 73,9. Ce dernier présente des taches de corrélation avec
les protons H-4, H-1 et H9, donc ce carbone ne peut étre que C-5. La valeur du son
déplacement chimique (6c 73,9) indique qu’il est oxygéné.

> Le proton H-9 montre des taches de corrélation avec les carbones C-1 (d¢c 94,3), C-5
(8¢ 73,9), un carbone a dc 65,0 qui montre lui aussi des taches de corrélation avec les
protons H-7 et H-6, donc ce carbone ne peut étre que C-8.

> Le proton H-4 montre des taches de correélation avec le carbone C-3 (6¢ 142,3), C-9
(6c51,9), C-5 et le carbone a 6¢77,2.Ce dernier présente des taches de corrélation avec
le H-9 et H-7 donc ce carbone ne peut étre que le C-6.

» Le proton H-1 montre des taches de corrélation avec les carbones C-9, C-5 et le
carbone anomérique C-1" (3¢ 99,1). Ceci indique que le B-D-glucose est lié a la partie

monoterpénique en position C-1.
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Figure 111-69 Spectre HMBC du composé VR 9

Le spectre RMN C (Figure 111-70) montre 15 signaux se répartissant comme suit :
> Neuf atomes de carbone constituant le squelette iridoide résonant a ¢ 142,3 (C-
3), 106,7(C-4), 94,1(C-1), 76,9(C-6), 73,9 (C-5), 65,0(C-8), 62,6 (C-7) 60,4 (C-10), et
C-9 (51,9).
» Six atomes du sucre glucose résonant a 6c 99,1 (C- 1°), 77,1 (C-5"), 76,9 (C-3”), 73,3
(C-2",70,2 (C-4%), 61,8 (C-6)
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LS

Figure 111-70 Spectre RMN **C du composé VR9

A I’issu de ces données spectroscopiques, la valeur du pouvoir rotatoire ([o]D = 30°,C
0,02, MeOH) ainsi que la comparaison avec les données de la littérature [39], le composé
VR est identifié au Macfadienoside.

Ce compose a été isolé antérieurement a partir des especes Macfadyena (bignoniaceae)
[40], Cymbalariamuralis (Scrophulariaceae) [41, 42] et Scutellaria velenovskyi (Lamiaceae)
[43].Anotre connaissance, ce composé est identifié pour la premiere fois dans le genre

Veronica.
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Tableau 111-10 Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du composé
VR9 dans MEOD.

Position oc (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))

1 94,1 5,42 (1H, d, J=7,1)

2

3 142,3 6,41 (1H, d, J=6,2)

4 106,7 4,91 (1H, d, J=6,2)

5 73,9 -

6 76,9 4,28 (1H, d, J=4,2)

7 62,6 3,421H, (m)

8 65,0 -

9 51,3 2,41 (1H, d, J=7.3)
10(a) 60,4 4,30 (1H, d, J=9,2)

(b) 3,77 (1H, d, J=9,2)

1’ 99,1 4,70 (1H, d, J=7,9)

2 733 3,24 (1H, t, J=9,5)

3 76,9 3,42 (1H, m)

4 70,2 3,33 (1H, m)

5 771 3,33 (1H, 1H, m)
6’(a) 61,8 3,93 (1H, dd, J= 11,9 ; 2,2)

(b) 94,1 3,63 (1H, dd, J=11,9; 6,6)

111 -5-10 Elucidation de la structure du composé VR10

OH OH

0

H OH
Mannitol

Le produit VR10 est isolé sous forme de cristaux blancs solubles dans le DMSO. Il est
invisible a la lumiere UV et se révele en noir par une solution de vanilline et chauffage a
100°C.
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Le pic de I’ion pseudo-moléculaire m/z = 205,0 [M+Na]* observé sur le spectre de
masse enregistré en mode positif (Figure 111-71) indique une masse moléculaire del82uma et

une formule brute en CsH140es.

s [M+MNal®

S

Figure 111-71 Spectre de masse ESI-MS du composéVR10

Les spectres de masse, RMN *H et RMN *3C du composé VR10 nous orientent vers une
molécule a squelette symétrique. En effet les spectres RMN *3C et DEPT (Figure 111-72 et
Figure 111-73) enregistrés dans le DMSO-d6 révélent trois signaux de carbones oxygénés.
Deux signaux de carbones méthines CHO résonnant a d¢c 71,7 et & 70,0 et un signal de

carbone méthyléne CH.O repéré a 64,3 ppm.

140 160
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|
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Figure 111-72 Spectre RMN C du composé VR10
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Figure 111-73 Spectre RMN **C DEPT du compose VR10

L’examen du spectre RMN H (Figure 111-74) enregistré dans le DMSO-d6 du
composeé VR10 confirme sa simplicité par le nombre des signaux des protons oxygénés qu’il

présente dans la zone entre 3,35 ppm et 4,45 ppm. On observe :

» Deux doublets d’intégration 2H chacun résonant a o 4,14 (J =7,0 Hz) et on 4,41 (J
=5,5 Hz) attribuables aux protons hydroxyles OH liés a un groupement méthine
(CHOH)

» Un triplet d’intégration 2H qui sort a én 4,35 (J =5,0 Hz) attribuable au proton
hydroxyle attaché a un groupement méthylene (CH2OH).

» Trois signaux sous forme de multiplet d’intégration 2H chacun sortant a o 3,36, 3,45

et a on 3,59

» Un signal sous forme de triplet d’intégration 2H résonant a én 3,52 (J = 7,7 Hz).

Ces constatations ainsi que les résultats obtenus par analyse du spectre de masse

indiquent que ce produit posséde deux groupements CH>OH et quatre groupements CHOH.
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Figure 111-74 Spectre RMN *H du composé VR10

La combinaison des données fournies par ’analyse des spectres RMN C (Figure I11-
72), DEPT (Figure 111-73) et RMN !H (Figure 111-74) permettent de proposer pour ce

composé la structure suivante :

Cette proposition se trouve en parfait accord avec les données de la littérature [44] et

conduit ainsi a I’identification de tous protons et carbones du produit VR10 comme suit :

-Le signal du carbone a 3C 64,3 ppm attribuable aux carbones C-1 et C-6.

- Le signal du carbone a 6C 70,0 ppm attribuable aux carbones C-3 et C-4.

- Le signal du carbone a 6C 71,7 ppm attribuable aux carbones C-2 et C-5.

- le signal multiplet a SH= 3,36 ppm attribuable aux protons H-1b et H-6b.

- le signal multiplet a 6H 3,45 ppm attribuable aux protons H-2 et H-5.

-Le signal sous forme de triplet a 6H 3,52 (J= 7,7 Hz) attribuable aux protons H-3 et H-4.

- le signal multiplet a 6H= 3,59 correspondant aux protons H-1a et H-6a.
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Sur la base de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature [44,
30,45,46]le composé VR10est identifié comme étant le 1,2,3,4,5,6-hexanehexol connu sous le
nom Mannitol. Composé isolé antérieurement de plusieurs especes du genre Veronica: V.
ligustrifolia [47], V. andersonii [48], V. axillare [44, 30], V. salicifolia, V. argute-serrata [37,
30], V. perfoliata [49].

OH

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé VR10 sont regroupés

OH

dans le (tableau 111-12) suivant :

Tableau I11-11: Déplacements chimiques RMN H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du composé
VR10 dans DMSO-d6.

Position oc (ppm) on (ppm), (m, J (H2))
1(a) 64,3 3,36 (2H, m)
(b) 3,59 (2H, m)
2 71,7 3,45 (2H, m)
3 70,0 3,52(2H, t, J=7,7)
4 70,0 3,52 (2H,t,3=7,7)
5 71,7 3,45 (2H, m)
6 (a) 64,3 3,59 (2H, m)
(b) 3,36 (2H, m)

I11-6 Conclusion

Ce travail présente une étude phytochimique realisee sur les parties aeriennes de
I’espéce Veronica rosea. Cette plante qui appartient a la famille Plantaginacea n’a jamais été
étudiée du point de vue chimique. Au cours de cette étude dix composés ont été isolés et

identifiés. lls se répartissent en :
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> Sept flavonoides :

e Isoscutellareine 7-O- [6-O-acétyl-B-D -allopyranosyl- (1 — 2)] - p-D-glucopyranoside
e Isoscutellareine-7-O -B-D-glucopyranoside

e Isoscutellareine-8-O -B-D-glucopyranoside

e Isoscutellareine

e Apigenine-7-O-B-glucopyranoside

e Lutéoline

e Lutéoline-7-O-Glucoside

> Deux iridoides

e macfadienoside

e Ajugol
> Un sucre
e Mannitol

Il est & noter que les deux flavonoides 1’isoscutellareine-8-O-f-D-glucopyranoside et
Isoscutellareine ainsi I’iridoide Macfadienoside sont identifiés pour la premiére fois dans le

genre Veronica.
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Chapitre IV Etude des activités anti corrosion et anti-oxydante

IV Propriétés inhibitrices de corrosion

IV-1 Introduction

La corrosion est une interaction physico-chimique entre un métal et son environnement
entrainant des modifications dans ses propriétés et souvent une dégradation fonctionnelle.
Plusieurs méthodes sont disponibles pour empécher ou retarder la corrosion des matériaux
métalliques (Figure VI-1). L’utilisation des inhibiteurs est I'une des meilleures techniques
qui assure leur protection lorsqu’ils sont en contact avec des milieux agressifs. Récemment les
extraits de plantes sont devenus une source d’inhibiteurs écologiques qui garantissent une
efficacité élevée a un prix moins cher [1, 2]. L inhibition de la corrosion a base des produits
naturels résulte de leur adsorption a la surface du métal. Ces phénomeénes d‘adsorption
peuvent étre décrits par deux principaux types d‘interaction, a savoir 1‘adsorption physique et
la chimisorption. Ces deux types d‘adsorption sont influencés par la nature, la charge du

métal, la structure de I’inhibiteur et le type d‘électrolyte [3,4,5.6]

Méthode de prévention de
la corrosion.

Modification du métal Changement du potentiel

Modification de . i
.. environnemental du métal.
I’environnement

Modification de la surface Utilisation des inhibiteurs . .
a . . ; raits d Protection anodique ou
revétement organiques organiques (extraits de . .
( ) ganiques) ganiques ( protection cathodique.
ou alliages plantes .....

Figure VI-1 Les méthodes de préventions de la corrosion d’'un métal.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a I’évaluation de 1’efficacité inhibitrice
de I’extrait n-butanolique de 1’espéce Veronica rosea a la corrosion du cuivre en milieu acide

nitrique (HNOs ; 1M). En utilisant I’analyse gravimétrique et la polarisation électrochimiques.

121



Chapitre IV Etude des activités anti corrosion et anti-oxydante

Notre choix est justifi¢ par 1’utilisation de 1’acide nitrique comme agent décapant dans le
domaine de I’¢électronique ou le cuivre est notamment le matériau conducteur par excellence.
Généralement les inhibiteurs organiques agissent par adsorption sur la surface du
métal. Afin de déterminer le mode d’action de notre inhibiteur, nous avons calculé et
interprété certaines grandeurs thermodynamiques du processus d’activation et d’adsorption

(AGOadsetKads) .

IV-2 Analyse gravimétrique

IV-2-1 La gravimétrie

Cette ancienne technique repose sur la mesure directe de la perte de masse (Am) subie
par un échantillon de surface (S), supposée homogene, pendant le temps (t) d’immersion dans
une solution corrosive maintenue a température constante. Cette méthode permet de
déterminer la vitesse de corrosion, le taux de recouvrement et 1’efficacité inhibitrice de
corrosion [7]. Elle présente l'avantage de ne pas nécessiter un appareillage important et une

mise en ceuvre simple.

IV-2-2 La méthode de la perte de masse
IV-2-3 Matériels et méthode

Le cuivre testé dans cette étude est de pureté tres €levée 99,9%. Des échantillons de 20

mm sur 2 mm ont été utilisés et nettoyés par lavage a I’eau distillé, dégraissés par 1’acétone et

lavés une fois de plus avec de I’eau distillée, puis séchés et pesés a I’aide d’une balance
analytique (+ 0,1 mg).

La solution corrosive a été préparée parla dilution du HNO3 de qualité analytique en

utilisant de 1’eau distillée. Des concentrations de 1’inhibiteur (extrait n-butanol) de 20, 50, 100

et 300 ppm/ml ont été préparées dans la solution d'électrolyte.

IV-2-4 mesure de la perte de masse

Les échantillons de cuivre ayant une superficie de 1,3182 cm? ont été complétement
immergés dans des béchers contenant 50 ml de HNO3 1M, en absence et en présence de
différentes concentrations de 1’extrait n-butanolique de V. Rosea a température ambiante. Ces
¢chantillons ont été retirés de la solution électrolytique apres 6h, lavés a l'eau distillée et a

I’acétone, bien séchés puis pesés une deuxieme fois sur une balance analytique.
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A partir des données de perte de masse, la vitesse de corrosion (Vcorr), 1'efficacité

inhibitrice EI (%) et le taux de recouvrement (8) ont été calculés en utilisant les équations

suivantes :
Am
VCorr = — Eq.1
At
Am — Amy; Amy; Eq .2
El (%) = — 2@ 4 100 = <1 — (o) ) +100 1
M (pjanc) Arn(blank)
o= EI (%) Eq .3
100
Ou:

Veorr €5t la vitesse de corrosion,
Ampianc) €t Amginny sont la perte de masse de 1’échantillon sans et avec inhibiteur en mg.
A la surface de 1'échantillon en cm?

t est le temps d’immersion en h

IV-2-5 Mesures électrochimiques

Les expériences €lectrochimiques ont été effectuées a 1'aide de potensiostat/Galvanostat
PGP 201 Voltalab. La gestion des manipulations est réalisée a 1’aide du logiciel voltamaster 4
piloté a I’aide d’un PC, ce qui permet 1’acquisition des données. Ce potentiostat est connecté a
une cellule a trois électrodes : une ¢électrode au calomel saturé et une €lectrode de platine ont
été utilisées comme ¢électrodes de référence et auxiliaires. L'électrode de travail est constituée
du méme échantillon de cuivre utilisé pour les mesures gravimétriques. Pour 1’étude de la
polarisation, des échantillons de cuivre ont été exposés a 50 ml de HNO3 1 M en absence et

en présence de I’extrait n-butanolique de Veronica rosea.

L'efficacité inhibitrice (€’), est calculée en appliquant la relation (Eq. 4)

: i’
s%:<1—£)x100 Eq .4

lCOI‘I‘

Lcorr et 1’corr sont les densités de courant de corrosion du cuivre en l'absence et en présence
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d'inhibiteur respectivement.

Les courbes de polarisation nécessitent la connaissance du potentiel libre. Apres
différents essais, nous avons opté pour une immersion de I’échantillon pendant une durée de
30 minutes. Ce temps est suffisant pour obtenir une stabilisation satisfaisante du potentiel

libre.

IV-3 Effet de la concentration sur la perte de masse, la vitesse de corrosion et I’efficacité
inhibitrice

Une série de mesures de perte de masse a été effectuée dans une solution HNO3 1M en
absence et en présence de 1’extrait n-butanolique de ’espéce Veronica rosea a différentes
concentrations. L’efficacité inhibitrice est déterminée apres 6 h d'immersion, a température
ambiante.

Les résultats de 1’effet de la concertation de notre inhibiteur étudié sur la perte de masse,

la vitesse de corrosion et 1’efficacité inhibitrice sont regroupés dans le Tableau VI-1

Tableau VI-1 Les parameétres de corrosion obtenus par gravimétrie de cuivre en absence et
en présence des inhibiteurs a différentes concentrations et a 298 K aprés 6h d’immersion

dans la solution corrosive HNO3IM.

Inhibiteur C (ppm) Am(g) Veorr(g/cm’h) o EI(%)
Blanc 14,2 1,79
20 9,5 1,20 0,330 33,09
Extrait
50 4,0 0,50 0,711 71,18
n-butanol
100 1,5 0,18 0,894 89,43
300 0,8 0,10 0,943 94,36

Selon les résultats obtenus, nous remarquons que 1’augmentation de la concentration de
I’inhibiteur dans le milieu corrosif provoque une diminution de la vitesse de corrosion, par
contre 1’efficacité d’inhibition augmente et atteint une valeur maximale de 94% pour une
concentration de 300ppm. Cette variation est probablement liée a la forte interaction de
I’extrait n-butanolique et son adsorption sur la surface du cuivre.

La Figure VI-2 illustre I’évolution de 1’efficacité inhibitrice ainsi la vitesse de corrosion

du cuivre immergé dans la solution acide HNO3 1M en fonction de la concentration de
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I’inhibiteur (extrait n-butanolique). Cette figure montre clairement que la valeur maximale de
I’efficacité inhibitrice est 94,36% et la vitesse de corrosion minimale a 0,1 mg/cm?h, ceci
indique que I’extrait n-butanolique présente de trés bonnes propriétés inhibitrices pour le

cuivre dans une solution HNO3 1M.

% I3

¢H{mnrnm=.h:l

oA i -—:n
] CR{mgfcm’ i) L

o.E — 1D

0.0 T T T T T T T T T

T T
[} | il 15D 20D 250 ipp

C_{ppm)

Figure VI-2 Variation de la vitesse de corrosion et de l'efficacité d'inhibition avec différentes

concentrations de l'extrait de butanol de Veronica rosea a 20 ° C (293 K)

IV-4 Courbe de polarisation

Afin de confirmer les résultats obtenus par 1’é¢tude gravimétrique, nous avons fait appel
a la mesure des courbes de polarisation potentiodynamique [8, 9]. Le domaine de
concentration étudiée a été limité a la concentration critique de 1’extrait, a savoir 300 ppm. Le
tracé de la courbe de polarisation a été effectué dans un domaine de potentiel correspond a
[-300 a +300 mV]. Avant toute manipulation I’¢lectrode de travail est maintenue
préalablement immergée pendant 30 minutes au potentiel de corrosion. Aprés plusieurs essais,
et afin d'obtenir une bonne reproductibilité des résultats, nous avons opté a une vitesse de
balayage égale a de 0,16mV/s.

Ensuite, icorr a €t€ utilisé pour calculer I'efficacité d'inhibition et la couverture de surface

(8) comme indiqué ci-dessous (Eq 5).

icoor

%IE=B><100=(1— )x100 Eq .5

i°coor
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Ou icorr et i°corr sont le courant de corrosion pour 1’¢électrode de cuivre sans et avec I’extrait
n-butanolique de Veronica rosea, respectivement.

Les courbes de polarisation en absence et en présence de I’extrait n-butanolique en

milieu HNOs3 1M, a température ambiante, sont reportées sur la Figure VI-3.

3_
2_
—
=R ]
T e
< i — - —blank
= o0- F
,:_‘3'3? —+— 300ppm
-9
7 |
T I T I T I T I T I T I T I T
120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20

E(MVIECS)

FigureVI-3 Représentations de Tafel du cuivre dans une solution de HNO3 (IM) en absence

et en présence de [’extrait butanolique de Veronica rosea.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que I’addition de I’extrait n-butanolique
conduit & une diminution des densités de courants anodiques et cathodiques. Les valeurs de
ces derniers (icorr), les potentiels de corrosion (Ecorr), les pentes cathodiques et anodiques (pa

et Be) et le pourcentage d’efficacité d’inhibitrice (EI) sont regroupés dans le tableau VI-2.
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Tableau VI-2 Les parametres électrochimiques de corrosion obtenus pour le cuivre en

absence et en présence de [’extrait butanolique de Veronica rosea dans la solution corrosive

HNOs3 IM.

Conc. (ppm) E(mV) icoor(MA) pec(mV) pa(mV) IE% | ©
Blank -26.0 0.1158 -2222 86.9 - -
300 -60.0 0.0052 -96.3 71.4 95.50 | 0.955

D’aprés les données du Tableau VI.1 et Figure V1.2, nous pouvons conclure que :

e La présence de I’extrait n-butanolique de Veronica rosea provoque une diminution du
courant de corrosion (de 0.1118 mA a 0.0052mA).

e L’addition de cet inhibiteur, conduit a une modification des pentes de droites de Tafel
cathodique et anodique ainsi que les potentiels de corrosion (de -26mV a -60mV), ce
qui permet de classer cet extrait comme inhibiteur mixte

e La surface du cuivre recouverte (0) en présence de 1’extrait n-butanolique est de 0.955

Les résultats obtenus par les tests €électrochimiques (courbes de polarisation) sont en bonne

concordance avec ceux obtenue par les mesures gravimétriques.

VI-5 Isothermes d’adsorption et détermination des paramétres thermodynamiques

L'inhibition de la corrosion au moyen des molécules organiques résulte généralement de
leur adsorption a la surface du métal. La détermination des parametres thermodynamiques
caractérisant le type adsorption permet souvent a élucider le mode d’action de ces inhibiteurs.
Selon la nature des interactions entre les molécules inhibitrices et de la surface métallique, on
distingue deux types d’adsorption: la chimisorption et la physisorption.

Pour modéliser le processus d’adsorption, plusieurs isothermes d’adsorption ont été
développés dans la littérature, tel que : Langmuir, Frumkin, Temkin, et Flory-Huggins [6, 9,
10, 11,12]. Les valeurs obtenues du taux de recouvrement 6 pour les différentes
concentrations de I’extrait n-butanolique (Tableau VI-1) ont été utilisées pour déterminer
I’isotherme correspondante au processus d’adsorption. Pour parvenir, les différents isothermes
citées ont été testés (figures: VI-4, VI-5, VI-6 et VI-7), afin de trouver I’isotherme

d’adsorption convenable.
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Un isotherme de Langmuir pourrait appliquer a ce phénoméne, qui est donné par

I'équation suivante.

Cinh 1
= + C; Eq .6
0 Kads inh q

Ou : Kags : est la constante d’équilibre du processus d’adsorption.

Cinn : la concentration de I’inhibiteur dans la solution.

325 B exp,
Linear Fitof B

L
275
— ¥ = 2821790 10, 95325 X
125 +
200

175 4 R"- DABTEZ

Clnkfe (ppm)

T3

25 T T T T T T T T T T T T T T T T T
T T T T T T T T T T T T T T T T T
-2 D ID 4D &D ¥D 1DD 1ID0 14D 16D 13D IDD IID ZAD 26D IBD 3DD 37D

Cinh (ppm)

Figure VI-4 Modeéle de [’isotherme de Langmuir pour [’adsorption de la [’extrait n-

buanolique de V. rosea sur la surface du Cuivre dans HNO3 1.0 M

Le mod¢le caractéristique de 1’isotherme d’adsorption de Temkin est donné par

I’équation suivante:

exp(—2af) = K,4,C Eq.7

(]
(1=5) exp(2a0) = KoasC Eq .8
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1.1

L] eX

=
L
Linear Fit of C Temkin

=]

1.0

*= D.51857 X = {-0_24809)

R2=D_77293
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Figure VI-5 Modele de [’isotherme de Temkin pour [’adsorption de la ’extrait n-buanolique

de V. rosea sur la surface du Cuivre dans HNO3 1.0 M

Le mod¢le caractéristique de 1’isotherme d’adsorption de Frumkin est donné par

I’équation suivante:

-
[ ]
_1-1 T . C Em- . . .
Linear Fit of C Frumkin isotherm
12 -
¥=0,72805 X 1,%363
[ ]
O 13- 2
@ R”=074966
_ﬁ 1.4
™
O
'
_1_5 -
_1j - 2
_1'? T T T T T T T T
D3 DA 05 oA [Ty (1} (L] 1D
a8

Figure VI-6 Modele de [’isotherme de Frumkin pour [’adsorption de la [’extrait n-

buanolique de V. rosea sur la surface du Cuivre dans HNO3 1.0 M

Le modele caractéristique de I’isotherme d’adsorption de Langmuir- Freundlich est

donné par I’équation suivante :
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Cinh
B = Kygs X 1 + Kads X Cinh Eq.9

14

B MNexp

1.2 Linear Fit of N Langmuir - Fre undlich

isotherm

1.0 -
[ ]

R'= D.91755
DE -y 131309 X1 29811

Log a8
£

12 I 14 I I.Ii I 1:' I !ID I .2 24 I 5
LogCinh [ppm)
Figure VI-7 Modele de [’isotherme de Langmuir- Freundlich pour [’adsorption de la

[’extrait n-buanolique de V. rosea sur la surface du Cuivre dans HNO3 1.0 M

On remarque que les droites d’ajustement linéaires et leurs coefficients de corrélations
R? (Tableau VI-3) obtenus pour les isothermes testés avec I’inhibiteur étudié (extrait
butanolique) montrent que 1’extrait n-butanolique obéit a 1’isotherme d’adsorption de
Langmuir. La représentation Cinh/6 = f(Cinn) pour ce dernier, est une ligne droite avec un

coefficient de corrélation trés proches de 1 (R*= 0.98763),

Tableau VI-3 Les parametres de la régression linéaire pour chaque coefficient de

corrélation (R’) cas de [’extrait n-butanolique de Veronica rosea.

Isotherme R? Slope intercepte
Langmuir 0,98763 0,95326 28,22051
Temkin 0,77288 0,51653 -0,24604
Frumkin 0,75024 0,72819 -1,83637
Florry-huggin 0,74479 0,62774 -1,58537
Langmuir-freundlich | 0,91755 01,31309 -1,89811
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L’énergie libre standard d’adsorption (AG2,.) est liée a la constante d’équilibre

d’adsorption (Kaas) [12, 13, 14, 15, 16] par I’équation suivante :

AG°yy; = — RT In (K 4, X 55,55) Eq.10

Ou : Kags est la constante d'équilibre d'adsorption,

AGPads est I'énergie libre standard d'adsorption,

55,55 est la concentration d'eau dans la solution en mol/l,

R est la constante de gaz universelle et T est la température absolue en Kelvin.

Les valeurs de Kags et de AGags® ont été€ calculées a et s répertoriées dans leTableauVI-4

TableauVI-4 Constante d'équilibre (Kaas) et énergie libre d'adsorption (AG°.as) d'extrait de

butanol de Veronica rosea adsorbé a la surface du cuivre dans du HNO3 1 M a 293 °K.

Temp. (°K) R? Kags(ppm™) AGags ° (KJ mole!)
293 0,98763 0.0354 -25.503

La valeur négative de 1’énergie libre standard d’adsorption (-25,503 kJ mol-1) indique
la spontanéité du processus d’adsorption et la stabilité de la couche adsorbée sur la surface du
cuivre. Ceci suggeére que I’action inhibitrice de ’extrait m-butanolique est due a des
interactions ¢€lectrostatiques entre les métabolites secondaires de I’extrait étudi¢ et le cuivre

(adsorption mixte) [15, 17, 18,].

IV-6 Activité antioxydante

IV-6-1 Introduction :

Le stress oxydant est un déséquilibre entre la production d'espéces radicalaire de
I'oxygeéne (ERO) et les capacités de défense cellulaires antioxydantes. La production de ces
d’espéces radicalaires de 1’oxygeéne est utile mais peut étre néfaste lors d’une production
excessive et en absence de mécanisme de défense. Ces especes ERO sont impliquées dans le

développement de nombreux processus pathologiques comme 1’athérosclérose, les maladies
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neuro-dégénératives et la cancérogenese [19, 20, 27]. Pour se protéger des effets toxiques des
ERO, D'organisme développe des systémes de défense antioxydants. Ces derniers sont
présents sous de nombreuses formes et peuvent interagir sans danger et participer a leur
élimination.

Généralement, les antioxydants sont apportés par les végétaux [27], on y retrouve
notamment les polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, lignanes, stilbénes), les
vitamines (vitamine E, vitamine C et vitamine A) ainsi que les oligoéléments (cuivre,

manganese, sélénium et zinc) [21, 22].

Plusieurs tests standardisés évaluant I’activité antioxydant sont utilisés, dans notre étude
nous avons choisis le teste au DPPH pour évaluer la capacité antioxydante de 1’extraits

n-butanolique de 1’espéce Veronica rosea.

IV-6-2 Teste DPPH

L’activité antioxydante a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical
DPPH* (2,2-DiPhényl-PicrylHydrazyle). Ce dernier est 'un des radicaux libres les plus
utilisés pour mesurer la capacité antioxydante. Il se caractérise par son pouvoir a produire des
radicaux libres stables par délocalisation des ¢électrons libres au sein de la molécule [23, 24,
25]. La réduction du radical DPPH’ par un antioxydant peut é&tre suivie par
spectrophotométrie, qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur

jaune mesurable a 517nm.(Figure VI-8) [26, 27|

NO, NO,
. Antioxydant H
O,N N—N — > O)N N—-N
NO, NO,
DPPH(Violet) DPPHH(Jaune)

Figure VI-8 Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH
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Ce test a pour avantages d’étre facile peu couteux et relativement reproductible.
L’activité antiradicalaire est exprimée en ICso (la concentration minimale inhibitrice), ce
parameétre correspond a une réduction de 50% de I’activit¢é du DPPH dans le milieu

réactionnel. Plus ICso est faible, plus la capacité antioxydante est élevée.

IV-6-2-a Mode opératoire

La mesure du piégeage du radical DPPH a été effectuée selon la méthodologie décrite
par Bruits et Bucar [28], en utilisant 1’acideascorbique comme contrdle pour la comparaison.2
ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,1mM) a ét¢ mélangé avec500ulde différentes
dilutions de I’extraittesté (0.5 mg/ml). Aprés 60 min a 1’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance du mélange est mesurée a 517 nm. L'inhibition du radical libre DPPH par I’acide
ascorbique a été également analysée a la méme concentration.

Le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et déterminé en appliquant la formule suivante :

% d’activité antioxydante = [Abs controle — Abs échantillon / Abs controle] x 100

Les résultats exprimés en ICso qui sont calculés a partir des courbes de la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de I’extrait.

Les résultats sont la moyenne de trois expériences menées en paralléle.

IV-6-2-b Résultats et discussion

Les figures (VI-9 et VI-10) présentent les résultats de mesure de pourcentage
d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration de I’acide ascorbique et 1’extrait

butanolique de la plante Veronica rosea testé respectivement.
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Figure VI-9 Courbe d’étalonnage de [’acide ascorbique
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Figure VI-10 Courbe d’étalonnage de [’extrait n-butanolique de la plante V. rosea

Le Tableau VI-5 regroupe les résultats obtenus du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH pour I’extrait testé
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Tableau VI-5 Valeurs des ICso de [’extraitn-butanolique testé et du control acide ascorbique

témoin déterminées par le test au DPPH.

L’extrait IC 50
acide ascorbique 3,94 +£0,26
Extrait n-butanolique 45,17+0,18

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec 1’augmentation de la concentration. Ceci indique que notre extrait est capable
de piéger le radical DPPH. Il posseéde une activité antioxydante intéressante avec une 1Cso=
45,17 £0,18ug /ml, en ’occurrence 1’acide ascorbique utilis¢é comme molécule de référence
(IC50 =3,94+0,26 png/ml). Ce pouvoir antioxydant est dii probablement a sa richesse en

flavonoides.
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Chapitre V partie expérimentale

V-1 Matériels et appareillages
V-1-1 Matériel végétal

L’identification botanique de la plante étudiée a été réalisée par le professeur Bachir
Oujehih, Département d’agronomie, Institut des Sciences Vétérinaires et Agronomiques,
Université Batna 1. Le matériel végétal est séché a 1’abri de la lumicre et a la température

ambiante.

V-1-2 Récolte de la plante Veronica rosea

La plante Veronica rosea a été récoltée en mois d’aolt 2015 dans la région de chelia
(khenchela). Aprés séchage, les parties aériennes de cette espéce ont été broyés pour donner

0,5 Kg de poudre fine.

V-1-3 Méthodes chromatographiques de séparation

V-1-3-a Chromatographie sur couche mince et Epaisse (CCM et CCE)

Les analyses par chromatographie sur couche mince (CCM) ont été effectuées en phase
normale avec des plaques de Silica gel 60 F254 (Merck) sur feuille d’aluminium. Pour la
migration des composés, nous avons utilisé divers systemes de solvants.

Aprés développement dans des cuves en verre saturées avec 1’éluant approprié, les
plaques ont été observées a la lumicre visible et sous lampe UV (a 254 et 365 nm). Ensuite,
elles ont été révélées par le chlorure d’aluminium ou par la vanilline sulfurique.

Les purifications sur couche épaisse (CCE) ont été réalisées sur des plaques
préparatives en verre recouverte de Silic agel [Kiselgel 60 F254, Merck® 250 um (20 A~ 20

cm)].

V-1-3-b Chromatographie sur colonne (CC)

Des colonnes ouvertes sur polyamide SC6 et gel de silice Merck Kieselgel 60 (70-230
Mesh) ont été utilisées, en utilisant une quantité de silice 40 fois supérieure a la quantité de
I’échantillon a déposer. La taille des colonnes, le débit de la phase mobile et le volume des
fractions ont été adaptés a la quantité et a la nature (extrait, fraction) des échantillons a
séparer.

Le choix des conditions d’¢lution, le suivi de la séparation et le rassemblement final des
fractions ont été effectués sur la base d’analyses par CCM. L’hexane, le toluéne, le

dichloromethane et le méthanol ont été utilisés comme systémes d’élution.
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V-1-4 Méthodes d’identification structurale.
V-1-4-1 Spectrométrie Ultraviolet-Visible (UV-Vis)

Les spectres UV-Vis des composés ont été enregistrés dans le méthanol sur un

spectrophotometre de type Jasco V-530, piloté par un logiciel Spectra Manager.

V-1-4-2 Spectrométrie de masse (ESI-MS) et (EI)

Les spectres de masse des composés obtenus ont été enregistrés en ionisation par
¢lectrospray basse résolution (ESI-MS) en mode positif et négatif. Les échantillons sont

solubilisés dans le MeOH.

V-1-4-3 Spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN).

Les spectres de résonance magnétique nucléaire RMN sont enregistrés a 500 et 400
MHZ sur deux appareils de type BRUKER Avance, le premier de I’Institut de Chimie
Université de Strasbourg et le deuxiéme du Centre de Recherche Scientifique et Technique en
Analyses Physico —Chimiques- CRAPC- Alger. Les microprogrammes BRUKER et le
logiciel de traitement des données MestReNova, sont exploités.

Les échantillons ont été dissous dans des solvants deutérés CD3OD ou DMSO-ds. Les
déplacements chimiques & ont été exprimés en ppm par rapport au signal du tétraméthylsilane
(TMS) comme référence interne.

Les abréviations suivantes sont utilisées pour la description des signaux : m (multiplet);
s (singulet); d (doublet); t (triplet); q (quadruplet); quint (quintuplet); sext (sextuplet). Les

constantes de couplage sont exprimées en Hz.

V-1-4-4 Pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires spécifiques ([a]D) ont été¢ déterminés sur un polarimetre Perkin-Elmer
241. La source de lumiére utilisée est la raie D du sodium (A= 589 nm). La mesure a été

réalisée dans une cuve de 1 ml et d’une longueur de 10 cm, a température ambiante.

V-2 Etude phytochimique de I’espéce Veronica rosea.

V-2-1 Extraction.

500 g de la partie aérienne de 1’espece Veronica rosea, préalablement séchée et broyée

sont mis @ macérer pendant 48 h dans un mélange hydro-alcoolique (EtOH-H20 : 70:30) (5
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litres, 3 fois) a température ambiante. Le mélange est ensuite filtré et concentré. 500 ml
d’extrait aqueux ont été obtenus.

Apres extraction liquide-liquide avec des solvants organiques a polarité croissante (éther
de pétrole, acétate d’éthyle et n-butanol) (300 ml, 3 fois). L’évaporation a sec des solvants a
permis d’obtenir 3g de I’extrait éthero-petrolique, 8g de 1’extrait acétate d’éthyle et 17g de
I’extrait n-butanolique. Les CCM réalisées sur les différents extraits ont montrés la richesse

des deux extraits acétate d’éthyle et n-butanol en métabolites secondaires.

V-2-2 Séparation et purification

V-2-3 Fractionnement et purification de ’extrait butanolique

8g de I’extrait n-butanolique sont purifiés par chromatographie sur une colonne de gel
de polyamide, I’¢élution est effectuée avec un gradient de toluéne- MeOH (100 :0 a 0 :100).
Aprées analyse sur chromatographie sur couche mince CCM, douze fractions majoritaires sont
réunies F1-F12 (Tableau V-1) et ensuite traitées par différentes techniques de

chromatographie.

Tableau V-1 Fractionnement et purification de I’extrait butanolique

Eluant colonne Fractions regroupées Poids en mg
100/0 F1 3
98/2 F2 234
96/4 F3 3349
92/8 F4 752,8
90/10 F5 565,7
85/15 Fé6 976,6
80/20 F7 716,8
80/20 F8 864,2
75/25 F9 876,8
65/35 F10 893,6
20/80 F11 579,6
0/100 F12 289,8
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La fraction Fr5 :

La chromatographie de la fraction F5 (123 mg) sur colonne de gel de silice, en utilisant
comme systéme d’¢élution un mélange CH2Cl2-MeOH (100:0 a 70:30), a conduit a ’obtention

de 6 sous fractions.

La purification de la sous fraction £5.2 (38 mg) sur colonne de gel de silice a aboutit a
I’isolement du composé VR1 (10mg). La sous fraction 5.4 (27 mg) montrant en C.C.M outre
le composé VR1 un composé majoritaire, est soumise a une chromatographie sur une colonne
de gel de silice. L’¢élution réalisée par un mélange CH2CI2-MeOH, a permis de séparer le

compos¢ VR2 (9 mg) a I’état pur.
La Fraction Fr6 :

La fraction Fr6 (101mg) est mise a chromatographier sur colonne de gel de silice en
phase et pression normales en utilisant comme ¢éluant le dichlorométhane pur puis un gradient

de solvants CH2CI2/MeOH, permettant d’obtenir cinq sous fractions.

La sous-fraction 6.3 jugée intéressante est soumise a une chromatographie sur colonne
de polyamide en ¢luant avec du Toluéne- MeOH (100: 0 a 60: 40). Cette purification a donné
les deux composés VR3 (13mg) et VR4 (17 mg).

La fraction Fr7 :

La fraction Fr7 a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase
normale. Ce fractionnement a fourni 7 sous fractions. Le composé VRS (7 mg) a été obtenu
par précipitation de la sous-fraction £7.2 (32 mg) dans le mélange Hexane/MeOH. La sous
fraction f7.4 (31 mg) contenant un produit majoritaire est purifiée sur colonne gel de silice

pour conduire au compos¢ VR6 (7 mg).
La fraction Fr8 :

La fraction Fr8 (57 mg) soumise a une chromatographie préparative sur plaque de silice
dans le mélange CH2CI2/MeOH (85 : 25) a permis d’isoler deux composés VR7 (10 mg) et
VRS (8 mg)

La fraction Fr9 :

La fraction Fr9 de masse de (69mg) présente un mélange complexe contenant deux

composés majoritaires. Aprés plusieurs essais avec différents systémes de solvants, on a
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procédé a une séparation sur plaque préparative de gel de silice avec un systeme d’élution

CH2CI2 / MeOH (65 : 35) pour conduire a I’état pur le composé VR9 (9 mg) .

La fraction Fr10 :

La fraction Fr10 (68mg) contient un produit majoritaire qui a précipité¢ dans MeOH. Ce

dernier est lavé plusieurs fois au méthanol pour donner le composé VR10 (25mg).

V-3 Constantes physiques et données spectrales des composés isolés

Composé VR1

Formule brute : C27H31017
poudre jaune

627 g/mol

MS : ESI (mode positif) m/z :
650,019 [M+Na]"

RMN 1H (400 MHz) et RMN 13C
(125 MHz) dans (CD30D)
(Tableau III-2, pages 66)

Composé VR2

Formule brute : C21H20011
poudre jaune

436 g/mol

MS : ESI (mode positif) m/z :
471,009 [M+Na]"

RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C
(125 MHz) dans (DMSO)
(Tableau II1-3 pages 72)

Isoscutellarein7-O-(6"’-O-acetyl-B-D-allopyranosyl-
(1—2)]-B-D-glucopyranoside

oH oH OH
~~ T
0
Lp
0" "o OH OH O
OH OH

Isoscutellarein-7-O -B-D-glucopyranoside

OH
HOH,C OH
o Lo L
SO0
HO
OH O
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Composé VR3

Formule brute : C21H20011

poudre jaune

436 g/mol

RMN 1H (400 MHz) et RMN 13C (125
MHz) dans (DMSO)

(Tableau I11-4, pages 77)

Composé VR4
Formule brute : C15H1006

poudre jaune

286.239 g/mol

MS : ESI (mode négatif) m/z :
285,1729 [M-HJ

RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C
(125 MHz) dans CD30D)
(Tableau III-5, pages 81)

Composé VRS
Formule brute : C21H20010

poudre jaune

HOH,C
432.4 g/mol 0
MS : ESI (mode positif) m/z : HQ
455,09 [M+Na]" HO

RMN 1H (500 MHz) et RMN
13C (125 MHz) dans (CD30D)
(Tableau III-6, pages 85)

Isoscutellarein-8-O -B-D-glucopyranoside

HOH,C
(0)
HO
HO
Isoscutellareine
OH

OH

HO (0)
H
OH (0)

apigenin-7-O-B-glucopyranoside
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Composé VR6 Luteolin-7-O-Glucoside

Formule brute : C21H20011 HO
poudre jaune
448,37g/mol HO
HO
MS : ESI (mode positif) m/z : HO
471 [M+Na]"
RMN 1H (500 MHz) et RMN
13C (125 MHz) dans CD30OD)

(Tableau III-7, pages 93)

Composé VR7 Luteoline

Formule brute : CISH1006 OH

poudre jaune OH
286,24 g/mol

MS : ESI (mode positif) m/z : HO O

286, 0810 [M+]

RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C H

(150 MHz) dans (CD30D) OH 0

(tableau III-8, page 96)

Composé 8 Ajugol
Formule brute : C15H2409

poudre jaune

348,345 g/mol

MS : ESI (mode positif) m/z : 371.342

[M+Na]* HO
RMN 1H (500 MHz) et RMN

13C (150 MHz) dans CD30OD) HOHO OH
(Tableau II1-9, pages 104)
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Composé VRY Macfadeonoside
Formule brute : C15H22011 HO OH

poudre blanche

378,33 g/mol

RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (150
MHz) dans CD30D) (Tableau III-10,
pages 112)

Composé VR10

Formule brute : CcH1406

poudre blanche

182 g/mol

MS : ESI (mode positif) m/z : 205,0 [M+Na]"
RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (150 MHz)
dans (DMSO) (Tableau III-11, pages 116)

Mannitol

OH OH
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Conclusion générale

Ce travail de thése avait pour objectif d’isoler, d’identifier les métabolites secondaires et
d’évaluer les activités anti oxydantes et anti corrosion de Veronica rosea, une espeéce
appartenant a la famille des Plantaginacées et qui n’a jamais fait [’objet d’études

phytochimiques ni biologiques auparavant.

Apres extraction hydroalcoolique des parties aériennes, on procede a la concentration
des extraits hydroalcoolique et leurs affrontements par 1’éther de pétrole, I’acétate d’éthyle et

le n-butanol successivement.

Nous soumettons ensuite ’extrait butanolique obtenu aux différentes techniques de
séparation notamment la chromatographie sur colonne de gel de silice. Les structures des
produits isolés sont déterminées grace a I’utilisation des différentes méthodes spectrales a
savoir la spectrophotométrie UV-Visible, la RMNI1D (1H et 13C), RMN 2D (HSQC, HMBC,
COSY), la spectrométrie de masse, mesure du pouvoir rotatoire puis par comparaison des

données récoltées avec les données de la littérature.

L’étude phytochimique menée a permis 1’obtention et I’identification de dix produits. Il

s’agit de sept flavonoides, deux iridoides et un sucre. Ils se repartissent comme suit :

- Isoscutellareine 7-O- [6-O-acétyl-B-D -allopyranosyl- (1 — 2)] - B-D-glucopyranoside
- Isoscutellarein-7-O -B-D-glucopyranoside

- Isoscutellarein-8-O -B-D-glucopyranoside

- Isoscutellareine

- Apigéniné-7-O-B-glucopyranoside

- Lutéoline

- Luteolin-7-O-Glucoside

- Macfadienoside

- Ajugol

- Mannitol

La présence majoritaire des flavonoides et iridoides est en parfait accord avec les études

phytochimiques antéricures effectuées sur les plantes du genre Veronica. Ces métabolites

secondaires sont des marqueurs chimiotaxonomiques de ce genre.

Vu la richesse de 1’espéce Veronica rosea en flavonoides, nous avons évalué in vitro

I’activité anti oxydante de 1’extrait n-butanolique par ’utilisation du test scavenger de DPPH.
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Les résultats obtenus indiquent que 1’extrait testé manifeste un pouvoir anti oxydant

significatif (IC50= 45,17+ 0,18).

En outre, cet extrait n-butanolique a montré une excellente activité inhibitrice de

corrosion du cuivre dans une solution de HNO3; (IE=94.36%).

Pour la suite, Il est souhaitable de mener une étude phytochimique complémentaires sur la

partie des racines, et d’évaluer d’autres activités biologiques in vitro et in vivo de cette espéce.

Les structures des composés isolés s’établissent comme suit :

HOH,C ®"
o s o
HOo T
' Ho

OH O
R2:1 llarein-7-O -B-D-
VR1 : Isoscutellareine 7-O- [6-O-acétyl--D - v soscutellarein-7-O -

allopyranosyl- (1 — 2)] - p-D-glucopyranoside glucopyranoside

VR6 : Luteolin-7-O-Glucoside

VRS : apigenin-7-O-B-glucopyranoside
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VR : macfadienoside

VR10 : Mannitol
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Figure 1. Structures of isolated compounds 1-4.

1. Introduction

The genus Veronica (Plantaginaceae), is widely distributed in the temperate zone of both
hemispheres, and it is represented by 450 species in the world (Lopez-Gonzalez et al. 2015).
Some of the Veronica species have reported interesting biological activities such as antibac-
terial (Zivkovi¢ et al. 2014), antioxidant (Harput et al. 2011), and anti-inflammatory (Beara
et al. 2015).

In folk medicine, some Veronica species are used for pulmonary, and gastrointestinal
diseases, as well as renal lithiasis (Griindemann et al. 2013). The genus veronica is known for
its richness in flavonoid (Albach et al. 2003; Taskova et al. 2008) iridoid (Kroll-Mgller et al.
2017) and phenylethanoid metabolites (Kostadinova et al. 2007).

In this work we report the phytochemical study of butanolic extract of the aerial parts as
well as the evaluation of the adsorption and the anti-corrosion activity of this extract.

2. Results and discussion
2.1. Plant collection and extraction

2.1.1. Chemical constituents of n-butanol extract

The phytochemical study of butanolic extract of aerial parts of Veronica rosea led to the iso-
lation and identification of four compounds. The structures of these compounds (Figure 1)
were identified clearly by analysis of TH-and 13C-NMR, mass spectrometry data and by com-
parison with published data. The isolated compounds were identified as apigenin-7-O-3-
glucopyranoside 1 (Taskova et al. 2008; Li et al. 2009) Isoscutellarein7-O-B-b-glucopyranoside
2 (Palomino et al. 1996), Isoscutellarein7-O-(6"-O-acetyl-B-D-allopyranosyl-(1-2)]-3-b-
glucopyranoside 3 (Albach et al. 2003) and mannitol 4 (Pedersen et al. 2007). Furthermore,
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Table 1. Corrosion rate and inhibition efficiency parameters obtained from Weight Loss for copperin 1 M
HNO, solution with and without of different concentration of the butanol extract of V. rosea at (293 K).

Conc. (ppm) Weight loss (mg) CR(mgcm=2h7) CR (mm/y) IE% 0
Blank 14.2 1.79 17.54 - -
20 9.5 1.20 11.76 33.09 0.330
50 4.0 0.50 4.89 71.18 0.711
100 1.5 0.18 1.76 89.43 0.894
300 0.8 0.10 1.18 94.36 0.943

the anticorrosion activity of butanolic extract was examined. To the best of our knowledge,
nothing has been specifically reported on the use of V. rosea extract for the inhibition of
copper corrosion in nitric acid (HNOs).

2.2. Anti- corrosion activities

2.2.1. Weight loss measurements

The corrosion rates of metals and alloys can be determined using different electrochemical
and non-electrochemical methods (Khadraoui et al. 2014; Fouda et al. 2015) . The weight
loss method of monitoring corrosion rate is useful because of its simple application and
reliability (Popova et al. 2003). The corrosion rate of copper was studied at the temperature
of 293 Kiin 1 M nitric acid solution in the absence and the presence of butanolic extract of
V. rosea (20-300 ppm). The inhibition efficiency (IE%), coverage surface (6) and corrosion
rate (CR) values are summarized in Table 1.

In the absence of inhibitor, the corrosion rate was 1.79 mg cm=2 h='(17.54 mm/y). After
adding butanolic extract with different concentrations, the corrosion of copper was retarded.
The maximum (%IE) values at 300 ppm was 94.36%, which indicates that butanolic extract
of V. rosea acts as a good inhibitor for copper corrosion in 1.0 M HNO,.

2.2.2. Adsorption isotherms analysis

The values of coverage surface (6) for different concentrations of butanolic extract of V. rosea
have been used to explain the best isotherm and to determine the adsorption process.
Attempts were made to fit (6) values to various isotherms (Supplementary file), including
Langmuir, Langmuir-Freundlich, Frumkin, Temkin and Flory-Huggins isotherms (Koopal
2008; Damaskin et al. Ed. 1971).

In this study, Langmuir adsorption isotherm was found to be suitable for the experimental
findings. The best fit of the experimental data was considered acceptable when the corre-
lation coefficient was R? > 0.98.

The negative value of the standard free energy of adsorption and the high value of the
adsorption constant indicates a spontaneous adsorption of this organic inhibitor on
copper.

2.2.3. Potentiodynamic polarization studies

The cell used for the Potentiodynamic polarization studies, was a conventional three elec-
trode system with platinum auxiliary electrode, saturated calomel as reference electrode
and copper specimen as working electrode. The electrochemical parameters; corrosion
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Table 2. Potentiodynamic polarization parameters for the corrosion of copper in 1 M HNO, solution
without and with 300 ppm of butanolic extract of V. rosea at (293 K).

Conc. (ppm) E(mV) corr (MA/CM?) B, (mVdec™) B, (mVdec™) IE% 0
Blank -26.0 55.91 -210.6 52.0

300 -60.0 7.0678 —149.5 88.5 87.35 0.873
potential (E,,)s corrosion current (i ), anodic Tafel constant (Ba), cathodic Tafel constant

(Bc) and IE were calculated and given in Table 2.

Inspection of Table 2 indicates that The inhibition efficiency of this extract is 87.35% . Also,
there is significant change in the anodic and cathodic slopes after the addition of the
butanolic extract of V. rosea (Figure S7). These Tafel curves indicate that this extract acts as
a mixed-type inhibitor.

3. Conclusion

The study of butanolic extract of the aerial parts of V. rosea acts as a good inhibitor for the
copper corrosion in 1.0 M HNO; solution. The analysis of the results obtained shows that the
inhibition efficiency increases with the increase of the butanolic extract concentrations.
The adsorption of the organic compound of this extract on the copper surface follows the
Langmuir model. The important value of Kads (35Lg-1) and the negative value of AG,,°
(=25 kJ/mol) indicates that the adsorption of this extract on copper surface is spontaneous
and may be explained by the presence of O atoms and conjugate double bond. Polarization
curves demonstrated that the butanolic extract of the aerial parts of V. rosea is a mixed-type
inhibitor for copper surface in 1 M HNO, solution. The results obtained from the different
methods are in good agreement.

Supplementary material

Experimental material relating to this article and supporting NMR information are available online.
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Résumé

Ce travail est consacré a I’¢tude phytochimique ainsi I’évaluation des activités anti
oxydante et anti corrosion des parties aériennes de Veronica rosea, une espéce endémique non
étudiée, appartenant a la famille des plantaginacées. Cette famille est connue par sa richesse
en divers métabolites secondaires d’un grand intérét biologique notamment les flavonoides et

les iridoides.

Cette ¢étude a permis I’obtention et I’identification de 10 produits. Il s’agit de sept
flavonoides, deux iridoides et un sucre. La détermination des structures ont été élucidées
par les méthodes spectroscopies (RMN, Masse et UV) et par comparaison avec les données de

la littérature.

Une investigation de I’activité antioxydant, par la méthode test scavenger de DPPH de
I’extrait butanolique, a montré que notre espéce possede un pouvoir anti oxydant significatif.
De plus, I’extrait butanolique a manifesté une excellente activité inhibitrice de corrosion du

cuivre dans une solution de HNO3

Mots clés : plantaginacées, Veronica rosea, flavonoides, iridoides, activité antioxydant,
activité anti corrosion.
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