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Etude chimique des espécdselianthemum sessiliflorumet Euphorbia pterococca

Introduction

Etant donné I'intérét immense que suscite actueigriemploi des plantes médicinales
a travers le monde pour combattre diverses maladigséserver la santé de I'étre humain, la
connaissance de la composition chimique de cesgslat la détermination de leurs activités
biologiques revétent une importance capitale carsl@ropriétés médicinales sont sirement

dues aux substances chimiques qu’elles renferment.

Les especes végetales produisent de nombreux rlitdgalrimaires indispensables a
leur développement. Ceux-ci comportent particufreet des protéines, des lipides et des
hydrates de carbones utilisés par les plantes lpoursubsistance et reproduction. De plus,
elles synthétisent une vaste gamme de composésqcigsnappelés métabolites secondaires
se repartissant en polyphénols, terpénoides, #@eslo acides gras....etc. Ces substances
naturelles déterminent a quel point les plantesicimales peuvent étre bénéfiques dans le
domaine de la santé sachant que plusieurs de teunposés a certaines doses ont des
propriétés thérapeutiques ou peuvent parfois étrgues. Il est a noter qu'il n'y a pas une
régle générale concernant la toxicité ou I'efférépeutigue des mémes biomolécules lorsqu’
elles se trouvent dans la plante que si elles ahesdraites. En effet, des effets synergiques
des constituants chimiques dans la plante, mémg qgeu sont minoritaires, y peuvent

intervenir. Ceci a été démontré particulierememisda cas des huiles essentiellds [

En Afrique, l'utilisation des plantes médicinales eestée depuis des siécles le systeme
de santé le moins cher et par conséquent le pkessible. Ces plantes contribuent de fagon
significative a la vie des populations rurales etl'équilibre sociétal en Afrique,
particulierement parmi les franges de la soci&élas démunie<2[ 3]. Il est a signaler que
certaines plantes médicinales sont extrémementae#fis, mais si dangereuses qu’elles ne
doivent étre administrées que par des connaissedssmédecine traditionnelle. D’autre part,
la perte des savoirs autochtones autour des plantslicinales s’accélere du fait des
transformations socio-culturelles des sociétéssiague de la disparition progressive des
personnes agées qui traditionnellement sont lediegesr de ces connaissances. Cette situation
rend nécessaire de valoriser les savoirs tradiélsndes guérisseurs concernant l'usage des
plantes médicinales et d’explorer davantage laipiigs de les intégrer dans les systémes

meédicaux modernes.

Dans ce contexte et dans le souci d’apporter desicats concretes a l'utilisation des

plantes dans la pharmacopée traditionnelle, lesledtude fractionnement bioguidées

( )
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consacrées a la détermination des principes atgifsplantes médicinales ont deux intéréts

principaux. Le premier concerne la mise en évidaeerouveaux principes actifs pour le
développement de [lindustrie de médicaments puisdie a 60% des produits
pharmaceutiques utilisés aujourd’hui sont extrdésplantes ou sont synthétisés a partir de
produits naturels4r6]. Le second objectif est lié a la validation desdecines traditionnelles
auxquelles 80% de la population africaine ont res@t ce, malgré les progrés spectaculaires
accomplis réecemment par la médecine modeznd |

Dans cet ordre d’idées, cette étude s’inscrit llans une démarche globale, faisant
partie d’'un programme de recherche exécuté pare ratvoratoire depuis une quinzaine
d’année, et consacré a I'investigation systématapseespeces végetales présentant un intérét

thérapeutique et s’étendant des Aures au nord dar&a

En Algérie, les plantes médicinales forment un georelativement important mais avec
un nombre modeste d’espéces étudiées pour uneusieyls activités biologiques ou d’un
point de vue phytochimique. Parmi les nombreusastes meédicinales encore non étudiées
qui peuplent la riche flore saharo-algérienne, ré@se inestimable de molécules bioactives,
nous avons sélectionné deux espéeces végétales remH@nthemum sessiliflorumers. et
Euphorbia pterococcaBrot. qui appartiennent aux familles botaniquesstdtieae et
Euphorbiaceae respectivement pour une étude phyimple avec comme objectif principal

d’identifier leur composition chimiqués| 6].

La famille Cistaceae est méditerranéenne et eséseptée en Algérie par plusieurs
especesT]. Les plantes de cette famille sont riches en budiies secondaires, comme les
flavonoides §-10], diterpenes 11-13], huiles essentielles1§-17]..... etc. Aussi, elles
possédent des activités biologiques intéressaatsayoir antimicrobienne, antiproliférative,

anti-infection, anti-inflammatoire, antinociceptijes-21].....etc.

Les plantes de la famille Euphorbiaceae se reneonfprartout dans le monde. Plusieurs
especes particulierement du gengeiphorbia poussent en Algérie2f]. Nombreuses
substances naturelles ont été isolées des euphartss/oir, les triterpenes, diterpenes,
polyphénols 23-27].....etc. Ces composés sont doués d’activités biglag potentielles
commeantitumorale, anti-oxydante, antibactérienne, aréase, anti-arthrit28-30]....etc.

La premiére espéece étudiée dans ce travail de tHeéseloctorat,Helianthemum
sessiliflorumPers. qui est commune dans tout le SalZa ¢st recommandée en médecine
traditionnelle pour le traitement des lésions ceémnBl]. Elle présente une toxicité au
moment de la floraison pour les dromadaires etquessles propriétés anti-inflammatoire et

( ]
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Etude chimique des espécdselianthemum sessiliflorumet Euphorbia pterococca

Introduction
analgésiqued2]. La deuxiéme espec&uphorbia pterococcdrot., qui est récoltée dans la

région des Aures (Ichemoul), produit comme touselgghorbes un latex toxique utilisé en
médecine traditionnelle contre les verrues et apirer les épine3f.

Cette thése de doctorat, contenant une introduatonne conclusion générale, est
subdivisée en quatre grands chapitres ou chaquutreheeunit deux parties distinctes. Elle se
termine par une bibliographie suivie des résumésaes langues (francais, anglais et arabe).

Le premier chapitre aborde les aspects botaniquétudes chimiques antérieures. La
premiére partie de ce chapitre est consacrée @slaigtion botanique de la famille Cistaceae,
le genreHelianthemunet I'especeH. sessiliflorumPers.ainsi qu'aux études phytochimiques
antérieures effectuées sur quelques genres defamtiée. La deuxieme partie suit le méme
enchainement d’idées incluant une description bgten (famille Euphorbiaceae, genre
Euphorbiaet especé&. pterococcaBrot.) et les études chimiques antérieures suespgces

du genreEuphorbia

Le deuxieme chapitre ayant trait & des généralitieédes polyphénols et les triterpenes
est divisé également en deux parties. La premiamsiep est consacrée a un rappel
bibliographique et des généralités sur les polypls(acides phénoliques, phénols simples,
coumarines, lignanes, stilbénes et flavonoides)deaxiéme partie couvre les triterpénes

(squaléne, triterpenes tétracycliques et pentapyes).

Le troisieme chapitre concerne I'étude phytochimigles espéecdd. sessiliflorumet
E. pterococcaDans ce chapitre, il est évoqué d’'une facon gdedextraction, la séparation
et la purification des composeés isolés. L'éluciaatstructurale des composeés obtenus a I'état
pur est présentée en détail. Chaque partie de ay@tieh est finalisée par une conclusion se
rapportant a chaque plante étudiée. La fin de epitle est consacrée a la présentation des

résultats obtenus suite a cette étude phytochinsgque forme d’une conclusion générale.

Le quatrieme chapitre englobe la partie expérinientde cette investigation
phytochimique. Il est décrit d’'une facon détailldsns la premiéere partie le matériel végétal,
les méthodes analytiques utilisées, les méthod&gsaptives et d’identification structurale.
Dans la deuxiéme partie, il est présenté toutepiesédures expérimentales (macération,
extraction, fractionnement, isolement et purifioa)i conduisant a I'obtention des produits

1-45a I'état pur.
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[. 1. Famille Cistaceae

La famille Cistaceae A. L. de Jussieu (famille dist€) est une famille de plantes
dicotylédones qui comprend 200 espéces regroupéaes @ genres(istus Fumana
Halimium, Helianthemum Hudsonia Lechea et Tuberarig dont deux principaux,
Helianthemum(110 espéces) dfistus (20 especes). Cette famille est originaire du ibass
meéditerranéen, d’Asie Occidentale, d’Afrique du #loet plus secondairement des
Amériques B4, 35].

Les espéeces de cette famille se présentent sause fiarbustes et de plantes herbacées,
poilues et velues, a feuilles simples souvent opgmsElles possedent généralement des
stipules; leurs fleurs hermaphrodites sont régediersolitaires ou en cymes souvent
racémiformes avec trois ou cing sépales a cinggqsetaes étamines sont nombreuses d’'un

style solitaire. Les fruits se fendent généraleneentrois ou cinqg valves$§).
l. 2. GenreHelianthemum

Le genreHelianthemumTourn. est constitué d’environ 110 especes quépartissent
en majorité dans le bassin méditerranéen. Toutefoéstaines d’entre elles ont une

distribution plus excentrique, les unes en Asidredm et les autres en Nord de I'Eurof3é][

Ce genre regroupe des especes vivaces, ligneusbamtphytes a feuilles stipulées.
Les fleurs pentaméres sont le plus souvent toaesemblées du méme coté. Leurs corolles
grandes, colorées en jaune rarement en blanc @asensont groupées en inflorescences de
type cyme scorpioide unipare. Leurs fruits ont doeme d'une capsule a trois valves,

classique chez les Cistaceag, [37].
l. 3. EspéceHelianthemum lippii Spach

C’est un arbrisseau vivace trés rameux a feuiltes/ertes de tres courts poils, ce qui
donne une couleur blanchéatre a la plante. L'éateserameaux est également blanchatre. Les
feuilles comportent deux stipules. Leurs fleutsgs et petites en sessiles a cing pétales sont
réunies en grappes peu fournies. Apres floraisoms tdes cing sépales s'allongent et

deviennent obtus et courts tout en portant de lpogs blancs sur le dos s’étalant en étoile.

Cette espece, extrémement variable dans la forma @ille de presque tous ses
organes, a développé deux modifications principaldépendantes de toutes les variations

des autres parties de la plante a sa&d} |
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& Afleurs pédicellées Helianthemum lavanduloefoliuBieber.

@ A fleurs sessiles Helianthemum sessilifloru Pers.

Ces différenciations ont conduit au cours du terapa formation de deux espéc

distinctes en I'occurrendd. lavanduloefoliur etH. sessiliflorum.

I. 4. EspeceHelianthemum sessiliflorunrPers.

I. 4. 1. Classificationsystématique

L’especeH. sessiliflorur Pers. (figure I. 4. )lest classée sur le plan botanique selc

facon suivanted9 :

Regne :

Division :

Classe :

Ordre :
Famille :

Genre :

YV V.V V V V V V V

Espece :

Sous-régne :

Sous-classe :

Planta
Tracheobiont
Angiosperme
Dicotylédone
Dilleniidae

Malvales

Cistacea
Helianthemur Tourn.

H. sessiliflorun Pers.

Figure I. 4. 1. EspéceHelianthemum sessiliflorur Pers. [39]

I. 4. 2. Noms commun:

Cette espéce est désignée sous les noms vernasutahwat reguig, samari, omm

eterfes [40] et posséde aussi un nombre considérable de synen

= Cistus lippiiL.

= Cistus sessiliflorunbesf

= Helianthemum lippi{L.) Dum. Cours

= Helianthemum lippivar. intrricatum Murb.

= Helianthemum lippivarvelutinum(Pomel) Murb.

=  Helianthemum velutinuiPomel.

= Helianthemum lippivar. angustifoliumwillk.
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Les principaux synonymes de cette espece que l&an prouver dans la littératur
sont: le synonyme de René Desfontaines et Edouard SfHelianthemum lipp var.
sessiliflorum (Desf.) Spach) 38| et celui de Christiaan Hendrik PersocHelianthemum

sessiliflorumPers.) 41].
l. 4. 3. Description botanique

H. sessiliflorumPers, espece vivace, est un petit arbuste plus au m@mgeux,
s’élevant jusqu'a 45 cm, estcouverte sur toutes ses parties herbacées d'unesperhce

cotonneuse soyeuse plus ou moins abond?22, 41].

Feuilles Fleurs Racines

v

Linéaires ou lancéolées Sépales ovales-orbiculaires, Rameaux dressés

linéaires atteignant 20 x 3  obtus ou obscurément peu intriqués, allongé
mm, brievement pétiolées mucronulés, intérieurement pouvant atteindre 40 ¢
a bords enroulés. glabres. Capsule mure

toujours plus longue que les

sépales.

I. 4. 4. Répartition géographiqut

H. sessiliflorumPers. croit généralement dans les régions désestigahariennes. |
guasitotalité de son aire couvre I'Afrique du Nord (dwMc jusqu’en Libye) et se rencon

aussi en Egypte et au Soudan ainsi gu’en , au Qatar et en Arabie Saoudi42-44].

En Algérie, cette plante est commune dans toutdeafa et fait ainsi partie de
veégetation désertique du Sud Algéri22]. Pour le nord du pays ou elle semble étre rdie
se rencontre au niveau des régid’Oran (a I'embouchure de Macta) et de merdes
(a Zemouri) 41].
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[. 5. Toxicité

De nombreuses especes de la famille Cistaceaelalphipart appartenant aux genres
Cistus et Helianthemurnont une toxicité, de telle sorte que certains gemte bétail qui les
consomment extériorisent des troubles protéiforrhes. conséquences de ces intoxications
varient considérablement suivant I'espéce et lantjidaconsommée et pourraient méme

entrainer la mort7, 45].

Au nombre de celles-ci, citons les espedetianthemum tunetanumt H. kahiricum
dont l'ingestion entraine chez les dromadaires soree d’arthrose7], mentionnons aussi les
espece€istus laurtifolius C. psilopsepalusC. Landaniferugt C. salivifoliusqui provoquent
des syndromes de rétention urinaire chez les meut&m outre, pour l'espec€istus
monspeliensissa consommation en grandes quantités par lesed)esngendre des crises
épileptiformes déclenchées par des stimuli exte&sieat de l'intoxication chronique, ainsi

gu’un amaigrissement qui conduit dans certainsadagnort B1, 45, 46.

L’espéce sahariennd. sessiliflorumest réputée toxique pour les dromadaires, surtout
au moment de la floraison ; elle est accusée deopreer des boiteries. Cette maladie, que les
nomades algériens connaissent sous le nomgd® ©u de kraft» selon les régions, se
manifeste principalement par une sorte de rhumatisinde paralysie de tous les membres, les
pattes postérieures surtout, puis tres vite survi@mmort. Les femelles de ces animaux
seraient les plus sensibles a cette malated[7].

Cependant la toxicité de la plantd. sessiliflorum reste loin d'étre clairement
élucidée {0].

l. 6. Propriétés pharmacologiques

En corrélation avec les différents usages tradiits des plantes de la famille
Cistaceae47], diverses études biologiques on été menées afidéterminer les différentes
activités biologiques susceptibles d’étre explataéérieurement a des fins thérapeutiques.
La majorité dentre elles concernent les effetsi-axydant, antimicrobien 18],
antiprolifératif [L9], anti-infection R(], anti-inflammatoire, antinociceptif],..... etc.

Pour sa part, le genndelianthemuma fait I'objet de nombreux travaux mettant en
évidence des activités variées dont on peut citenalgésique H. virgatun) [48],
phytoinhibitrice . alypoide} [49], anti-oxydante K. syriacun), antimicrobienne
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(H. hirtum), antiprotozoaire, antibactérienne et antigiasialpour [I'espéce
H. glomeratun{50-53].

Concernant I'espécél. sessiliflorumet d’apres les récents résultats des travaux de
Abdul M. et ses collaborateurs (2012), I'activitdtianflammatoire des parties aériennes,
évaluée par la méthod&orrageenen-induced paw edereat excellente a I'égard des extraits
méthanolique et chloroformique, mais elle est atesdans I'extrait éthero-pétrolique. Ainsi,
et par la méme équipe, il a été démontré parisatibn de la méthodeot-platela présence
de l'activité analgésique dans les trois extraitssgprécédemmen8y).

[. 7. Intéréts deH. sessiliflorumPers.
I. 7. 1. Intéréts écologiques

H. sessiliflorumPers. est une plante des sols sablonneux. Ell@résente un peu
partout au sein du Sahara, dans les Hamada ebdesles calcaires de méme que sur les
dunes vives et les ergs et dans les hauteurs detagmes sahariennes. Cette plante résiste
aux conditions climatiques tres variabléd][ ce qui lui donne un role effectif en matiere de
stabilisation de sites vulnérables et d’atténuadies effets de la sécheresse contribuant ainsi a
la lutte contre la désertification et la dégradaties terresyp].

L’autre important intérét écologique de cette esp&oncerne I'établissement d’
associations symbiotiques mycrohiziennes avecrdéfeg de désert du genferfeziaqui est
désigné en Arabe dialectale par le ternterfes> [56]. Cette mycrohization a plusieurs
avantages pour les truffes ainsi que pour la pldmrds mycrohizes permettent a la plante
d’acquérir plus d'eau et d’éléments nutritifs amidnt ses fonctions physiologiquess,
protégeant aussi la plante contre les métaux Id@det augmentant son adaptation au stress

abiotiqgue comme la sécheresse et la salibBg [

Cependant, cette truffetetrfes> qui pousse apres la pluie au pied de l'espece
H. sessiliflorummycrohizée fait I'objet d’'un commerce au Sahatasee vend relativement

cher sur les marchés locaud].
I. 7. 2. Intérét pharmacopée

H. sessiliflorumPers. est traditionnellement utilisée, pour létdraent des affections
dermatologiques, sous forme de poudre ou en cosgreppliguée sur la partie
concernéedl].
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I. 7. 3. Intérét pastoral

Cette espece est une intéressante plante de péguig contribue au régime
alimentaire du bétail. Les bergers des steppesomadlises utilisent les pousses de

H. sessiliflorumdans I'alimentation des chevreaux pendant la gérae croissancdf)].
|. 8. Etudes antérieures sur la famille Cistaceae

Les données phytochimiques se rapportant aux geleréa famille Cistaceae ont été
rapidement développées pendant les vingt dern@reses. En effet, une centaine d’especes
de cette famille ont déja fait I'objet d’études pohimiques et plusieurs centaines de
composeés ont été identifiés dont la majorité ajpgrarty la classe des terpenes et phénols, plus
précisément les dérivés diterpéniques et flavogaiti. Cependant, seulement deux genres
(Cistuset Halimium) sont bien exploités sur le plan phytochimique.

I. 8. 1. GenreCistus

Le genre Cistus comprend une vingtaine d’espéces caractéristiqliesla région
méditerranéenne. Un grand nombre de ces espécefaigné ce jour, I'objet d'études
chimiques et de trés nombreux métabolites secawant été isolés et caractérisés. Les
recherches phytochimiques réalisées sur ce genrgpemnmis de mettre en évidence la
domination des composés flavonoidiques et ditequés dont les labdanes et clérodanes
forment le plus grand groupe de diterpenes isodésQistesq9]. Nous reprenons, a la suite,

les composés obtenus a partir des principales espkcgenr€istus

€ EspeceC. albanicus
Les travaux effectués sur les feuilles de cette@spar T. Vogt «l. (1986) ont permis

d’isoler et identifier neuf composés flavonoidiqaiestype flavonol§Q].

Ri Ry R; R4 Rs
OMe OMe OMe OMe

(1) Gossypétine 3,7,8,3',4'-pentaméthyl éther

H
(2) Gossypétine 3,8,3-triméthyl éther H OH OMe OMe OH
(3) Herbacétine 3,7,8,4'-tetraméthyl éther H OMe OMe H OMe
(4) Herbacétine 3,8,4'-triméthyl éther H OH OMe H OMe
(5) Herbacétine 3,8-diméthyl éther H OH OMe H OH

11
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Ry R, Rs R4 Rs
(6) Quercétagetine 3,6,3'-triméthyl éther OMe OH H OMe OH
(7) Quercétagetine 3,6-diméthyl éther OMe OH H OH OH
(8) 6-hydroxy kaempférol 3,6,4'-triméthyl éther OMe OH H H OMe
(9) 6-hydroxy kaempférol 3,6-diméthyl éther OMe OH H H OH

€ EspeceC. ladanifer
Cette espece sécréete ibbdanum qui est une sorte de gomme résine propaitdes
glandes oléiferes présentes sur les feuilles, dseaux et les sommités fleuries de la
plante p1]. Plusieurs équipes de chercheurs ont étudié ggiteme résine révélant sa
richesse en composés phénoliques dont les plusdabt:sont les flavonoides dérivés du

kaempférol et de la quercétine.

Ri R R3 Ri Rs Re Réf.
(10) Quercétine H OH OH OH OH H
(11) Quercétine-39-glucoside H OH O-Glu OH OH H
(12) Quercétine-32-rutinoside H OH O-Rut OH OH H
(13) Quercétine-32-sophoroside H OH O-Glu(1—»2)Glu OH OH H
(14) Quercétine-32-galactoside-©-rhamnoside H O-Rha O-Gal OH OH H
(15) Quercétine-3-xylosyl (1—6) glucoside H OH O-Xyl(1—6)Glu OH OH H
(16) Quercétine-3-rhamnosyl (+2) galactoside H OH O-Rha(1-»2)Gala OH OH H
(17) Kaempférol H OH OH H OH H 8]
(18) Kaempférol-30-glucoside H OH O-Glu H OH H
(19) Kaempférol-30©-rutinoside H OH O-Rut H OH H
(20) Isorhamnétine H OH OH H OH OMe
(21) Isorhamnétine-3>-glucoside H OH O-Glu H OH OMe
(22) Isorhamnétine-3-xylosyl (1—6) glucoside H OH O-Xyl(1—6)Glu H OH OMe
(23) Myricétine H OH OH OH OH OH
(24) Myricétine-3-O-rutinoside H OH O-Rut OH OH OH
(25) Myricétine-3O-glucoside H OH O-Glu OH OH OH
(26) 3-O-méthyl kaempférol H OH OMe H OH H
(27) 3,7-0-diméthyl kaempférol H OMe OMe H OH H
(28) 3,4-O-diméthyl kaempférol H OH OMe H OMe H 9]
(29) Apigénine H OH H H OH H
(30) 4'-O-méthyl apigénine H OH H H OMe H
(31) 7-O-méthyl apigénine H OMe H H OH H
(32) Apigénine-6€-glucose Glu OH H H OH H [10]
(33) Apigénine-6C-rutinoside Rut OH H H OH H

Les flavanols nommeés catéchin@4), gallocatéchine(35), épicatéchine(36) et

épigallocateching37) et les acides éllagiqu@8), gallique(39) et vanillique(40) sont les
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autres composés phénoliques isolés du labdanum ale @lante par L. Barros
etal. (2013) [LQ].

0. OH
R{ R,
OH
(34) R=H (36) R=H (38) (39) Ry=OH R,=OH
(35) R=0OH (37) R=0OH (40) R;=H R,=OCH;,

La gomme résine de I'espe€e ladanifera fait I'objet d’étude en 1982 par T. J. De.

Pascual etl. [62]. Ces travaux ont permis d’identifier plus d’'ungaine de diterpénes a

squelette labdane, dont trois sont nouve@dx44 et 49).
R
O

(41) Méthyl-6,8(17)-labdadien-15-oate  (42) R;=OMe Méthyl-8&-méthoxylabdan-15-oate (43) Méthyl-6-oxo-7-labdén-15-

R

(92

(45)R,=OH Méthyl-labdanolate oate
R R R
(44) Méthyl-7-oxo-8-labdén-15-oate (46) Méthyl-8-labdén-15-oate (47) Méthyl-8(17)-labdén-15-oate

R

-

R
OAc

onc
(48) Méthyl-7-labdén-15-oate

Al R e ma N (50) Méthyl-6a-acétoxy-7-o0xo-8-
(49) Méthyl-63-acétoxy-7-oxo-8-labden-15-oate labden-15-oate

" oH

F

(51) Méthyl-7-ox0-5,8-labdadien-15-oate  (52) Méthyl-7a-hydroxy-8(17)-labdén-15-oate  (53) Méthyl-8u-hydroxy-13€)-

labden-15-oate
OMe
R=cg N
= o}

En plus des flavonoides et diterpenes, cette r&singent des sucres, des vitamines et
des acides gra$J|.

—
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> Sucres
OH 0H<0H
OH 0
CHZ%H OH HO ° oF Ho

0 HO OH

HO HO OH oH 0
0 { OH
HO CHZOH O on HO e
OHOH OH OH HM -5

OH
(54) 0-D-(+)-Glucose (55) B-D-(-)-Fructose (56) D-(+)-Saccharose  (57) D-(+)-Raffinose

» Vitamines

Hg: !
HO -~ © —0
HO OH

(58) Acide ascorbiqL (59) Tocophérc
» Acides gras
O O
| . | .

HO HO
(60) Acide linoléique (61) Acide a-linoléique

€ EspeceC. laurifolius
La majorité des composés présents (C. laurifolius sont des flavonoides aglycor

et/ou méthoxylés ou ces derniers sont représeatdsgpdérivés de la quercétil

Rl RZ R3 R4 R5 Réf

(10) Quercétine OH OH OH OH H
(23) Myricétine OH OH OH OH OH
(29) Apigenine OH OH H H H [64]
(62) Kaempferol OH OH OH H H
(63) Lutéoline OH OH H OH H
(64) 5,3-O-diméthyl quercétini OMe OH OH OMe H [65]
(65) 3,5,3'O-triméthyl quercétin OMe OH OMe OMe H
(66) 3-O-méthyl quercétir OH OH OMe OH H
(67) 3,70-diméthyl quercétinn OH OMe OMe OH H [66]
(27) 3,70-diméthyl keempférc OH OMe OMe H H
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Les diterpenes isolés a partir de I'extrait hexdeg parties aériennes @e laurifolius,
par T. J. De. Pascual al. en 1983(68-70), sont dominés par des structures issues du

réarrangement du squelette labdasig. |

COOMe

(68) Acide salmantique (69) Acide salmantique méthylester (70) Salmantidiol

Les travaux poursuivis en 1986 par les mémes charshsur I'extrait éthanolique ont
permis d’identifier un nouveau diterpene polai(@l) avec dautres dérives du
glucoseg(73-78) [68].

AcO

Aco/WOCHs
OAc

OAc OR

(71) R = OH : Méthyl-,8B-dihydroxy-ent13(E)-labdan-15-oate  (73)R = Ac : 1O-méthyl-pentaacétyéprinosinol
(72) R = OAc : Méthyl-@-acétoxy-$-hydroxy-ent13(E)-labdan- (74)R = H : 10-méthyl-3,4,5,6-tetraacétdpi

15-oate inosinol
O/
SN o o) CH,OH
omHZOAC OH HO OH
AcO OAc o OH
OAc
(75) 4B-D-glucopyranosiloxyacétophenone (76) Roséoside

OAc

0 o) CH,0Ac
AcO OAc
AcO o 0 CH,OAc OAc
AcO OAc

OAc

(77) 1,3-diacétoxy-5-(tetr@-acétylf-D-glucopyranosiloxy)- (78) B-D-glucopyranosiloxyéthane
benzene

€ EspeceC. monspeliensis
L’analyse phytochimique de I'extrait hexane dearties aériennes de l'espéce

C. monspeliensia permis d’'identifier un nouveau diterpgi®) a squelette clérodanéd.
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(79) Acide (+)-18-acétoxyis-clérodan-3-en-15-oique

Partie |

Par la suite et a partir du méme extrait, I'équilee E. Kalpoutzakis (2003) a isolé

plusieurs structures diterpéniques a squelatigclérodane (80-90) dont cing sont
nouvelles(80-84) [11].

Ry R,

(80) 15,18-diacétoxy-3-éneis-clérodane CH,OCOCH; CH,OCOCH,
(81) 15-acétoxy-3-éneis-clérodan-18-ol CH,OH CH,OCOCH
(82) Acide 15-acétoxyis-clérodan-3-én-18-oique COH CH,OCOCH,
(83) 15-acétoxyeis-clérodan-3-én-18-al CH=0 CH,OCOCH,
(84) 15-hydroxyeis-clérodan-3-én-18-al CH=0 CH,OH

(85) 15,18-dihydroxyeis-clérodan-3-éne CH,OH CH,OH

(86) 18-acétoxy-3-éneis-clérodan-15-ol CH,OCOCH; CH,OH

(87) Acide 18-hydroxyeis-clérodan-3-én-15-oique CH,OH COH

(88) Acide 15-hydroxyeis-clérodan-3-én-18-oique COH CH,OH

(89) Acide 18-acétoxycis-clérodan-3-en-15-oique CH,OCOCH; COH

(90) Acide cis-clérodan-3-én-15-oique CH; COH

Les travaux de C. Robles at. (2000) et D. Angelopoulou al. (2002) ont été
consacrés a I'étude des teneurs en huiles essentilds feuilles et fruits de cette espéce. La

composition chimique de I'huile essentielle desilkesi analysée par GC/MS révele sa
richesse en acide cistodoiq(8l) (39,7%) et I'oxyde de 18pimanoyle(92) (50,4%) et les
fruits sont dominés par les deux oxydes de mand9est 93)[12, 13].

COOH
(91) Acide cistodoique (92) oxyde de 13pimanoyle

€ EspeceC. creticus

(93) oxyde de manoyle

Comme plusieurs espéces de la famille Cistacedts ptante produit une gomme

résine connue sous le nom ladai@@][ La plupart des travaux réalisés sur cette réeimte

N
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porté sur I'analyse de compositions chimiques dégf essentielles ou les études menées par
C. Demetzos en 1999 et 2002 ont montré que I'raggentielle de cette plante est caractérisée

par la présence de diterpenes en proportion maj@;t principalement des composés a

squelette labdan@®4-102)[71, 72).

g ,,///

0=

(95) entoxyde de 133pk (96) entoxyde de manoyle

manoyle
;:/\O(c: H o=
"'/,,,/ ""/,//

HO™" Aco™

(98) ent3-B-hydroxy oxyde de (99) ent3-3-acétoxy oxyde de
13-€pimanoyle 13-€pimanoyle

OAc

(101) 15-acétoxy-labd-1¥)-en- (102)labda-7,13E)-dien-15-ol

(100)labd-13E)-éne-8-15-diol P

Ainsi, ces chercheures ont isolé a partir de c&tstne deux composeés diterpéniques

dont les structures sont nouvel({@93et104)[70Q].

(103)di-(13(E)-labd-7,13-dién-15-yl) malonate (104)di-(13(E)-labd-13-én-8-0l-15-yl) malonate

Cependant, peu d’études ont été portées sur lagihptie des especds. palinhae
C. populifolius et C. symphytifolius Ces travaux ont montré une nette domination des

composés diterpéniques.
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€ EspéceC. palinhae(105113) [73]

(105)8-labdén-15-ol (106)(5R,8R,9S,10S)-méthyl-2-oxo-3- (107)8a-hydroxy-15-
cis-cléroden-15-oate phénylpropionoxy-labdane

H OH
(108)8,15-labdanediol (109)8(17)-labdén-15-ol (110)6B-hydroxy-8(17)-labdén-
15-ol

OAc

(111)8-éprl5-labdanediol (112)8a-hydroxy-15-acétoxy-labdane (113)15-formyloxy-8-labdéne

€ EspeceC. populifolius (114-116) [74]

R = -(CH,),~CH(CHy)-CH,-COMe

a N

AcO , ” z < o

AcO

(114)Méthyl 20,3B-diacétoxy-  (115)Méthyl 2u,3B-diacétoxy-4- (116) Méthyl 20,3B-dihydroxy-
4(18)neocléroden-15-oate hydroxyneo-clérodan-15-oate 4(18)neocléroden-15-oate

€ EspeceC. symphytifolius(117122)[75]

(119)Acide cisténolique

(120)Acide labdanolique (121)Labdan-&,15-diol (122)Acide cistadiénique

18
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€ EspeceC. albidus

D’aprés T. J. De Pascual, la premiére étude réafigéCistus albidugpar son groupe en
1978 a porté sur I'extrait hexanique et a permigadimer trois fractions, une fraction acide
constituée par des acides gras et l'acide labdauml{120) une fraction phénolique
composeée de flavonoides dont la plupart ont égalegté identifiés dans d’autres espéces de
Cistes et une fraction neutre renfermant des agoes des composés triterpéniques tels que
le B-sitostérol (123), le dammarénodio(124) l'ocotillol Il (125), le fouquierol(126) le
diptérocarpol127)etlisofouquierol (128)[76].

(123)B-sitostérol

“,
v

(127)Diptérocarpol (128)Isofouquierol

D’autres travaux réalisés sur cette espéce padepes de (J. Penuelasag) [14, 15]
et (C. Robles etl.) [16] ont permis de conclure qué. albidus émet un pourcentage

important de composés volatils dont les plus abetsdsont :

>0 0 9

(129) E-pB-caryophylléne (130)Limonéne (131)2-3-caréne (132)s-cadinéne  (133)p-cymene

I//,
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(O g

(134)a-curcuméne (135)B-pinéne (136) Guaiol (137)a-zingibérene (138)Curdione

Parmi les travaux les plus récents sur les hudesrgielles des espéces du gelistus
on peut citer ceux menés par D. Angelopoulou eD@metzos 17, 77] sur les espéces
C. parviflorus et C. salvifolius Ces auteurs ont effectué une étude comparativdas
composition chimique des huiles essentielles oleg@upartir de plusieurs populations de ces

deux especes de Ciste.

€ EspeceC. parviflorus
Concernant cette espéce, il a été évoqué l'existate deux chimiotypes suite a
'analyse de neuf échantillons et l'identificatiole 114 composés représentant entre 85 et
96% de la composition chimique totale dont les gispenes et diterpenes oxygénes sont les
composés majoritaires. Ces derniers sont I'oxydecalyophylléne(139), I'a-épicadinol
(140), le carvacrol(141) le (-)B-bisaboléne(142) le cis-ferruginol (143), le a-humuléne
(144) le (+)-thujopseng145), le B-eleméne(146), le 13€épioxyde de manoylg€92) et

'oxyde de manoyl€93) [17].
Hoif HI : OH
PN

(140)a-épicadinol (141) Carvacrol (142)(-)-p-bisaboléne

X b o,

(143)cis-férruginol (144)a-humuléne (145)(+)-thujopsene (146)B-elemene

(139)L’oxyde de
caryophylléne
OH

€ EspeceC. salvifolius

Pour cette espéce, 167 composés représentant 3tet 100% de la composition

chimique totale en huiles essentielles ont ététifilen Cette plante est dominée par les
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sesquiterpenes oxygeénés et les principaux constiuaont le viridiflorol (147), le
longibornéol(148), le camphrg149), le phyllocladén€150) le (-)-cuparéng151) et lecis-

férruginol (143)[77].

HaC

Z :\g

(147)Viridiflorol (148)Longibornéol  (149)Camphre

- 0%

(150)Phyllocladene (151)(-)-cuparéne

D’autres travaux ont permis de mettre en évidenes dariations importantes

concernant la composition chimique des extraitdotyexanique et acétate d’éthyle de cette

espece notamment au niveau de la teneur en compbsgésliques. Les résultats de ces

travaux ont montré la présence des flavan-3-ols $oume de monomeres et dimeres (dont

les composég159-164) sont nouveaux) 78, 79|, et constituent la classe majoritaire des

composés phénoliques isolés suivi par les flavettesl flavonols méthoxylés8(] puis par

les dérivés de phloroglucinolgg).

> Flavones et flavonols

Ry R, Rs R4
(31) 7-méthoxy apigénine OMe H H OH
(152) 4'-méthoxy apigénine OH H H OMe
(153) 7,4'-diméthoxy apigénine  OMe H H OMe
(28) 3,4'-diméthoxy kaempférol OH OMe H OMe
(154) 3,7,4-triméthoxy kaempférolOMe OMe H OMe
(155) 3,7,3-triméthoxy quercétine OMe OMe OMe OH

» Flavan-3-ols (monomeres)
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Ri R Réf.
(34) Catéchine H an OH
(35) Gallocatéchine OH - i OH
(36) Epicatéchine H —=OH
(37) Epigallocatéchine OH —=OH 78
(156) Gallocatéchine-®-gallate OH wi O-galloyl
(157) Epicatéchine-3-gallate H —= O-galloyl
(158) Epigallocatéchine-®-gallate OH —=O-galloyl

(159) Epigallocatechine-®-p-hydroxybenzoate OH —=0O-(4-hydroxy)-benzoyl

» Flavan-3-ols (dimeres)
Les diméres de flavan-3-ols isolés de cette espatiede type prodelphinidines avec

des unités épigallocatechines couplées par destigiG-Cg ou G-Cs[78, 79].

= [jaison C4-Csg

R, R, Réf.
(160) Epigallocatéchine-(@—8)-épigallocatéchine OH OH
(161) Epigallocatéchine-®-gallate-(4—8)- O-galloyl OH
épigallocatéchine OH O-galloyl [7§]
(162) Epigallocatéchine-(@—8)-épigallocatéchine-8-
gallate

(163) Epigallocatechine-&-p-hydroxy-benzoate-@—8)- O-(4-hydroxy)-benzoyl OH
épigallocatéchine

(164) Epigallocatechine-&-p-hydroxy-benzoate-@—8)- O-(4-hydroxy)-benzoyl O-galloyl
épigallocatéchine-8-gallate

[79]

= Liaison C4-Cg [78, 79]

(165) Epigallocatéchine-@—6)-épigallocatéchine-8-gallate
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» Dérivés de phloroglucinol [78]

(166) 1-O-p-D-glucopyranosyl-3-méthoxy-5-
hydroxybenzene

€ EspeceC. incanus

Partie |

OH

)KQOH
O,
HO o)
HO OH
OH
OCH;

HO
(167) 1-0-p-D-(6'-O-galloyl)-glucopyranosyl-3-
méthoxy-5-hydroxybenzene

Une étude similaire réalisée sur cette espece mipate confirmer une autre fois la

domination des composés phénoliques dans ce gé€liest dans I'extrait ACOEt des parties

aériennes gu’ont été trouvés majoritairement leapasés flavan-3-ols de toutes les formes

monomeres : catéchin@4), gallocatéching35), épicatéching36), épigallocatéching37),

gallocatéchine-®-gallate (156), gallocatéchine-3-gallate(168) et catéchine-®-a-L-

rhamnosidg(169) [81, 82], diméres et oligomeres (proanthocyanidines) gésugous forme

procyanidines§1] et prodelphinidine§3].

» Monomeres [81]

(168’ Gallocatéchine-3-gallate

» Dimeres

N
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Ri Rp CsCs Rz R4 Réf.
(170) Epicatéchine-(@—6)-catéchine H —u OH —— H an OH
(171) Epigallocatéchine-®-gallate-(4—6)- H —=O- galloyl — OH - wmOH [83
gallocatéchine
(172) Gallocatéchine-(@—6)-gallocatéchine  OH -wiOH .. i OH - winOH  [81]
Ri Rp CsCs Ry R4 Réf.
(173) Epigallocatéchine-(@—8)-catéchine OH —=QOH —— H wn OH
(174) Epigallocatéchine-(@—8)- OH —=OH — OH an OH 83
gallocatéchine [83]
(175) Epigallocatéchine-®-gallate-(—8)- OH —=O-galloyl —= OH - wn OH
gallocatéchine
(176) Gallocatéchine-(@—8)-gallocatéchine OH - OH ol OH - ant QH
(177) Gallocatéchine-(@—8)-catéchine OH - wtQH e i H wOQH  [8]]
(178) Catéchine-(4—8)-gallocatéchine H - OH onn OH - am OH
» Oligomeres
HO
R Réf.
(179) Gallocatéchine-(@—8)-gallocatéchine-(@—8)-catéchine H q1]
(180) Gallocatéchine-(@—8)-gallocatéchine-(@—8)- gallocatéchine OH 8B

I. 8. 2. GenreHalimium
La plupart des produits naturels signalés et répéd dans le genrélalimium
appartient au grand groupe de composés terpénefuphkis précisément aux diterpenes a

( b
L %
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squelette labdane ; on retrouve également quelgoegposés phénoliques. Les diverses

structures isolées des principales especes dence gent représentées ci-dessous.

€ EspéceH. viscosum

Cette espece est la plus étudiée dans ce genrétldss phytochimiques réalisées sur
ses parties aériennes révelent sa richesse en sémgierpeniques. Les diterpénes décrits a
ce jour pouH. viscosumdont la plupart possede de nouvelles structpeasyent étre répartis
en guatre squelettes représentés par les compBE234). Ces molécules ont un squelette
labdanique 84] possédant généralement un réarrangersehtabdane, nommé par J. D.
Pascual et son équipe squeledrthalimane 85]. Elles portent parfois un squelette
tricyclique nomme valparane ou valparola@,[87. Tres rarement, ces molécules présentent

un systeme bicyclique [5,3,0] décane nommé sqedietinésanedg].

» Squelette labdane (181186) [84, 89]

OAc OAc

AcO

(181) 3p,15-diacétoxy-@-méthoxy-  (182) 3p,15-diacétoxy-7-oxo-8-labdéne  (183)7-labdene-B-15-diol
8-labdéne

OAc OAc

AcO

(184) 15-acétoxy-7-labdanfol (185)3p, 15-diacétoxy-7-labdane  (186)8(17)-labdane,7a,15-triol

» Squeletteentlabdane enthalimane) (187210) [85, 8991]

OAc OAc

CoOMe «" Ncoome
(187) Méthyl-15-acétoxy-1(10),18&) (188) Diméthyl-1(10), 13E)-ent (189)13Sent9,1-friedolabd-1(10)-én-
-enthalimadién-18-oate halimadiéne-15,18-dioate 15-acétoxy-2R,18-olide

COOMe

COOMe W eoome

“““ “Ncoome
(190) Méthyl-15-al-1(10),13)-ent (191) Méthyl-15-hydroxy-1(10),13)- (192) Diméthyl-1(10),137)-ent
halimadién-18-oate enthalimadién-18-oate halimadiéne-15,18-dioate
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= NcooMe

(193)Méthyl-15-al-1(10),130)-ent (194) Méthyl-12-acétoxy-13,14,15,16- (195)Méthyl-13-0x0-14,15-dinor-1(10)-
halimadién-18-oate tetranor-1(10)enthalimen-18-oate enthalimen-18-oate
OMe OMe OH
: OMe ; ;
" coome " ¥coome " Ncoome
(196) Méthyl-14,15,16-trinor-12(R,S)- (197)Méthyl-14,15-dinor-12(R,S)- (198) Méthyl-14,15-dinor-12-hydroxy-
méthyl-1(10)enthalimene-13,18- méthoxy-16-hydroxy-13-oxo-1(1@nt 13-o0x0-1(10)enthalimén-18-oate
dioate halimén-18-oate

COOMe = cooMe = YcooMe

(199)Méthyl-14,15-dinor-16-hydroxy-  (200) Méthyl-14,15,16-trinor-1(10gnt  (201)Méthyl-13,14,15,16-tetranor-12-al-
13-0x0-1(10)enthalimen-18-oate halimén-13,18-dioate 1(10)-enthalimén-18-oate

" ¥cooMe »" Ncoome " NcooMe

(202) Méthyl-13,14,15,16-tetranor-12-  (203)Méthyl-13,14,15,16-tetranor-12- (204) Méthyl-15-formyloxy-1(10)-13f)-
acétoxy-1(10kenthalimen-18-oat hydroxy-1(10)enthalimén-18-oate enthalimadien-18-oate

X
o}
" Ncoome «" Ncoome & Neoome
(205) Méthyl-15-propionyloxy- (206) Méthyl-15¢)-cinamoyloxy- (207) Méthyl-15()-cinamoyloxy-
1(10),13E)-enthalimadien-18-oate 1(10),13E)-enthalimadien-18-oate 1(10),13E)-enthalimadien-18-oate
OAc

COOMe " NCo0Me " eoome
(208) Méthyl-15-acétoxy-1(10gnt (209) Méthyl-13R-hydroxy-1(10),14nt  (210)Méthyl-13S-hydroxy-1(10),1£&nt

halimadién-18-oate halimadién-18-oate halimadién-18-oate

26
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» Squelette valparane (21228) [86, 87, 9294]
P\

(213)2,15-valparadiéne

N

(212)2,13-valparadiéne

(211)Valparéne

OMeg \\\ 0 \\\

\

(216)2,33-époxy-15-valparene

\

(215)3,15-valparadién-2-one

i

(214) 18-méthoxy-2,15-valparadiene

(218) 3a-méthoxy-1,15-valporadiéne (219) 3-méthoxy-1,15-valparadiene

HO,,

N

(222)1,3,13-valparatriene

o; \\\

(221)1,13-valparadien-gol

-

T

o)
(225)2,15-valparadiéne-1,4-dione

(223)3,15-valparadien{2ol (224) 30-hydroxy-4,15-valparadién-2-one

\

o : S

(0]

Q///,,_

(226) 30,40-époxy-15-valparén-2-one (227)Valparolone (228)2(4),13-valparoladien-3-one

» Squelette tormésane (22234) [88, 94, 95]

o

OH

OH AcO AcO
(229) Tormésol (230) 15-acetoxy-8-0x0-6 FFépoxy-16- (231) 15-acétoxy-8-0x0-6,16-
tormésen-11-ol tormésadien-11-ol
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AcO,

OH

X

OH

AcO AcO
(232) 15-acétoxy-8-0x0-6 g-Epoxy- (233)8-acétoxy-7(20),14-tormésadien- (234)8,15-diacétoxy-7(20),16-
16-tormésen-11-ol 11,16-diol tormésadien-11-ol

€ EspeceH. verticillatum
Les études de J. D. Uronesakt(1987 et 1993) ont permis d’isoler, a partir dedrait
hexaniqgue de cette espéce, plusieurs composéspélitgues comme des principaux

constituants des parties aériennesideerticillatum[96, 97].

R, R, Rs Réf.
(235) Méthyl-15-acétoxy-7-0x0-8-labdén-17-oate CH,CH,CH(Me)CH,CH,O0Ac COOMe O
(236) Méthyl-70,15-dihdroxy-8-labdén-17-oate CH,CH,CH(Me)CH,CH,0Ac COOMe aOH
(237) Méthyl-7B,15-dihdroxy-8-labdén-17-oate CH,CH,CH(Me)CH,CH,OH COOMe BOH [97]
(238) Méthyl-15-acétoxy-@-hydroxy-8-labdén-17-oate CH,CH,CH(Me)CH,CH,O0Ac COOMe aOH
(239) 17-hor-15-acétoxy-7-oxo0-8-labdene CH,CH,CH(Me)CH,CH,OAc H (@]

R, R, R Réf.
(240) Méthyl-15-acétoxy-6-oxo-7-labdén-17-oat€H,CH,CH(Me)CH,CH,O0Ac COOMe O
(241) Méthyl-15-hdroxy-6-oxo-7-labdén-17-oate CH,CH,CH(Me)CH,CH,OH COOMe O [97]
(242) Méthyl-68,15-dihdroxy-7-labdén-17-oate CH,CH,CH(Me)CH.CH,OH COOMe BOH
(243) Méthyl-60,15-dihdroxy-7-labdén-17-oate CH,CH,CH(Me)CHCH,OH COOMe «aOH

R, Réf.
(244) Méthyl-15-acétoxy-7-labdén-17-oate COOMe Ac
(245) Méthyl-15-hydroxy-7-labdén-17-oate COOMe H
(246) Méthyl-15-cinnamoyloxy-7-labdén-17-oate  COOMe Cinm [96]

(247) Méthyl-15-isobutyloxy-7-labden-17-oate COOMe OCCH(Me),
(248) Méthyl-15-formyloxy-7-labdén-17-oate COOMe OCH

€ EspéceH. voldii
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La composition chimique en composeés volatils regrént 88% de I'huile essentielle
des feuilles de cette espéce, a été analysée pMIS& partir de I'extrait hexanique par C.
Demetzos eal. (2001) ou trente composés ont pu étre identifiés. tomposés majoritaires
de cette huile sont: nonanal (12,8%2%9) dodécane (10,6%(250), E-f-caryophylléne

(8,2%)(129), y-muuroléene (19,9%(R51) p-cadinéne (3,5%(252), I'oxyde de caryophyllene
(5,1%)(139), p-eudésmol (3,6%4253) et 'oxyde de manoyle (5,5%93)[98].
" OH
¢ ; I~

(249)Nonanal (250)Dodécane  (251)y-muurolene  (252)p-cadinéne  (253)p-eudésmol

H
~‘\
S

€ EspeceH. halimifolium
Contrairement aux composés diterpéniques qui fornmienclasse dominante des
phytoconstituants isolés du gentalimium, la présence des dérivés phénoliques est tres
faible dans ce genre. En effet, et a notre conaatgsseulement deux composeés phénoliques

(254 et255) ont été décrits a partir des parties aériennd'esigeceH. halimifolium[99].

OMe

N}
I

(254)3,7,3',4'-tetraméthoxy myrcétine (255) Betuligénole

Les espéces des genflasberaria Fumanaet Helianthemunont été peu étudiées sur le
plan phytochimique ou les données de la littérasgrasont limitées a quelques especes dont

les constituants chimiques décrits sont des déphésoliques.
I. 8. 3. GenreTuberaria

Les études portant sur ce genre concernent pagtienient I'especd. lignosaet elles
ont été réalisées par L. M. Bedoya (201D)( et J. Penela (201210Q1]. Il ressort de ces
études que cette espéce est riche en composéradltmgs [L0J. Aussi, elles ont permis
d’isoler d’autres types de composés tels que leseaghénoliques : acide éllagiq(&8),
acide galliqug(39) et acidep-coumarique(256), les vitamines : acide ascorbiq(i8) et les

flavonoides sous forme de flavones et flavonolaercétine-39-glucoside(11), quercétine-
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3-O-rutinoside (12), kaempférc-3-O-glucoside (18), kaempférol-39-rutinoside (19),
apigénine-69-glucoside(257 et lutéoline-6€-glucoside(258)[101].

o}
HO
X OH o O
o O
HO HO
H OH

Hi
O
OH

(256 Acide p-coumarique (257 Apigénine-60-glucoside (258’ lutéoline-6-C-glucoside

Les sucres libres comnu-D-(+)-glucose(54), B-D-(-)-fructose(55), D-(+)-saccharose
(56), D-(+)-raffinose(57) et C-(+)-tréhalose ont été également isolés et ideni(259)[101].

OH HG.
OH
Q
"%o
OH O OH
@]
HO

(259)D-(+)-Tréhalose

l. 8. 4. GenreFumana

Concernant ce genre, il n'y a pas eu pratiquemerntaaux de phytochimie menés
les especes deumana seulement celui réalisé dans notre laboratoireHpa araoui etal.
(2013) sur I'especda-. montanaA l'issue de cette étude, plusieurs composés flambgues

de type flavonol dont trois sont nouve¢(260-262) ont été caractérisé$qz].

Ri R, Rs
(260) 3-méthoxy-70©-p-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine Me OH H
(261) 3,4'-diméthoxy?-O-p-(6"-galloylglucopyranoside) quercétindle OH Me
(262) 3-méthoxy-7©-p-(6"-galloylglucopyranoside) kaempférol Me H H
(263) 7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercét H OH H
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Ri R; R3 R4

(10) Quercétine H H OH H
(66) 3-méthoxy quercétine H Me OH H
(264) 7-O-B-glucopyranoside quercétine Glu H OH H
(265) 3-méthoxy-7©-p-glucopyranoside quercétine Glu Me OH H
(266) 3-méthoxy-7©-p-glucopyranoside kaempférol Glu Me H H
(267) 3,4'-diméthoxy-70-B-glucopyranoside quercétinegGlu Me OH Me

I. 8. 5. GenreHelianthemum

Ce genre fait partie des genres les plus impordata famille Cistaceae avec environ
200 espéces et variétég].[ Contrairement a d’autres genres de cette fanfllliestus et
Halimium) ayant fait I'objet de plusieurs études phytoclgugs depuis le début des années 60
[103, peu de travaux ont été consacrés a la compogitionique des especkEglianthemum
Ces études menées par le groupe de F. Claz@dalf05, au milieu des années 90, ont porté

uniquement sur I'espedé. glomeratum

En effet, les travaux de cette équipe ont permisolr en 1995 a partir de I'extrait
méthanolique des parties aériennes de I'espe@omeratumtrois flavonols : la quercétine
(10), le kaempféro(62) et le tiliroside(260) [104].

OH
O o
O)k/\©\
© OH OH
OH
0

H

(260 Tiliroside

Puis en 1999, ce groupe a travaillé les racinesetle espece ou deux flavan-3-ols :
epigallocateching37) et épigallocatéchine-®-gallate(158) ont été isolés et identifiéd (5.
Les derniers travaux de cette équipe sur les paagiennes del. glomeratum(2007) ont
permis de purifier et caractériser quatre flavonglycosylés : lisoquercétring11l),
lastragaline (18), la quercétrine (261) et le 30O-(3",6"-di-O-E-p-coumaroyl)p-D-
glucopyranoside kaempfér(®262)[106.
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OH O o CH3
OH
OH

OH

(261)Quercétrine

D’autre part, il a été démontré que les composéngligues sont trés abondants dans

Partie |

HO

OH
O
OJK/\@\
HO oH
w
(262)3-0-(3",6"-di-O-E-p-coumaroyl)p-D-
glucopyranoside kaempférol

OH

les especes du genHelianthemuni107, 108, a I'instar des travaux de F. G. Barrosakt

(2001) qui ont montré la richesse de I'espBEcalmeriensisen tanins 10g. Par ailleurs, les

travaux de A. R. Moraga at. (2013) ont mis en évidence la présence de fladasodans les

espéecesH. apenninunsubspcavanillesianumH. syriacumetH. polygonoideget des acides

phénoliques : acide égalliqu&8), acide gallique(39) et les éllagitanins dans les espéces

(H. alypoides H. cinereumsubsp.rotundifolium H. hirtum, H. asperumet H. marifolium

subspmarifolium) [107].
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ll. 1. Famille Euphorbiaceae

Avec environ 307 genres regroupés dans cinq souglda (Pyllanthoideae,
Oldfiedioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae et Buplbideae), la famille Euphorbiaceae
A. L. de Jussieu contient plus de 10000 espéceasprerelativement important comparé a
d’autres familles botaniques. Les trois genEgphorbia (2000 espéeces)croton (1500
especes) ePhyllanthus(700 especes) couvrent a eux seuls prés de laénaas plantes de
cette famille. Celle-ci possede une répartition diale, et elle est plus diversifiée dans I'Asie
du Sud-Est (région Indo-Malaise95, 109.

Les plantes de cette famille, d’aspect trés vagiabé caractérisent essentiellement par
la présence d’'une seve blanche laiteuse, la plugmrtemps irritante et vulnérante, mais
parfois extrémement toxique, allergéne et corroselen les espece8y. Ces plantes sont
dicotylédones et se rencontrent sous forme d’arbleplantes arborescentes, de buissons, de
lianes, et de plantes herbacées, possédant générdldes feuilles alternes simples souvent
trés réduites, entiéres ou finement dentées, oppasé verticillées et palmées. Les fleurs sont
tres variables et peuvent étre classiques avepénianthe, simplifiees et réduites sans
périanthe, disposées en racemes et épis ou panicuieeuses. Cependant, les fruits sont

généralement en capsule a trois loges contenamfrdie®s souvent huileuse2[ 35].
Il. 2. Genre Euphorbia

Ce genre, qui est considéré comme le genre lediessifié des groupes de plantes a
fleurs avec plus de 2000 espéces, se caracténskepanflorescences particuliéeres nommées
cyathe. Il renferme de nombreuses Euphorbes hexbamé arbustes a travers le monde,
essentiellement dans les climats tropicaux et spltaux, mais il est également connu pour
ses nombreuses especes de plantes succulentescedtanhes ressemblent fortement aux
cactus P2, 35].

Les Euphorbes présentent des tiges et des feaklglant un latex blanc aprés éraflure.
Elles possédent des fleurs de trés petite taillmel’inflorescence cymeuse, axillaires ou
terminales, regroupées en cyathe avec une fleuvellerantourée par quelques fleurs males.
Cette organisation est présente chez toutes |ésesipuphorbig ou la variation de ce genre
s’exprime dans les caractéristiques du cyathe.eDaet peut montrer une variation étonnante

d’'un groupe a l'autre au sein du méme gebd [
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Il. 3. EspéceEuphorbia pterococcBrot.

[I. 3. 1. Classification systématiqu

L’espéceEuphorbia pterococc Brot. (figure Il. 3. ) est classée comme ¢ [10€]:

» Embranchement : Spermaphytes

» Sousembranchemen : Angiospermes

» Classe: Dicotylédones

» Sous-classe : Dialypétales

> Famille : Euphorbiaceae

» Sous-famille : Euphorbioideae

»> Tribu : Euphorbieae

» Sous-tribu : Euphorbinae

> Genre: Euphorbial.

> Espéce: Euphorbia pterococc8rot.

Figure Il. 3. 1. EspeceEuphorbia pterococc Brot. [10€]

1. 3. 2. Noms commun:

L’espéceEuphorbia pterococc ou Euphorbe a coques aillées en frangais connt
Algérie par le nom kl-haj-babe» [110, et possede également quatre synonymes dont

homotypiques :

= Euphorbia bialata.ink.
= Euphorbia pterococcvar. pilosaLazare & Charpin

= Euphorbia pterococcvar. pruinosaC. V. iciosa

Et Tithymalus pterococc (Brot.) Klotzsch & Garcke admis comn un synonyme

hétérotypique111].
II. 3. 3. Description botanique

L’espéceEuphorbia pterococc Brot. estune plante annuelle de 10 a 30 cm de hat
avec une tige dressée munie sous I'ombelle de remmbrameaux floriferes ou toutes

parties sont glabre$&4, 117.
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Fleurs

Les ombelles et convexes, a cing rayons gréldardtiés puis bifurqués. Les bracte
florales sont ovales rhomboidales denticulées amnst, glandes entieres, capsule pe
glabre et lisse, a coques globuleuses munies slaslele deux ailes écees

Feuilles Racines

Les feuilles sont minces, épars Les racines sorfines et charnues.
obovales en coin, obtuses et finemr Elles s’enfoncent perpendiculairem:
denticulées sur les marges. en terre.

II. 3. 4. Répartition géographique
Bien que présente mais peu fréquente dans lesnsegien-arides et subhumide
I'especeE. pterococcase rencontre dans les foréts, les broussaillesnéerralset les lieux
hebeux ombragés frais ou humidesméme salés. Les plainesles basses montagnes
'Europe méditerranéenne (Espagne, Italie, Portegjadud de la Grecell3d, de la Corse
méridionale, des lles Canaries, des Baléares EAftejue septentrional (Algérie, Maroc «
Tunisie) sont également des endroits de soreloppement. En Algérie, elle est p

diversifiée dans le Tell et le littoral orana54, 114].
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Il. 4. Toxicité

La famille Euphorbiaceae est riche en espéeces gastsées propriétés meédicinales et
employées en médecine traditionnelle contre lesrigsies, le choléra, les bronchites
chroniqgues, les parasites intestinaux,.....etc, massi des propriétés toxiques tres actives et
leur utilisation recommande une grande pruder&3[]. Ce sont les tiges et les feuilles
sécrétant un latex a la moindre blessure qui ptésele risque de toxicité le plus élevd §,
non seulement par ingestion (une sensation de retulune hypersalivation, de
linflammation, des douleurs stomacales, des voenments, de la diarrhée sanglante et des
phénomenes durables de gastro-entérite), mais passiontact avec la peau (une irritation,
une éruption érythémateuse, des ampoules doul@asertsparfois des inflammations plus
profondes) et les muqueuses. Les poussieres dainest espéces engendrent des
inflammations des paupieres, des bronchites, deouda, des éternuements violents, des
vertiges et des convulsion33, 116, 11}

La toxicité des fruits et des graines est égalen@ergrendre en compte. A titre
d’exemple, lingestion de l'huile de l'espedeicinus communigntraine des souffrances

atroces et déclenche une forte diarrhée pouvanduiee a la mort]1§.

Comme ses congeéneres de cette famille, la seweh#acollante (latex) de I'espece
E. pterococcaBrot. peut occasionner des Iésions internes oerees a I'organisme humain
ou animal en cas de contact ou d’ingestion d'urentjté relativement faible, et conduirait a

I'apparition de sérieux problemes de saB@.[
Il. 5. Etudes antérieures sur le genrd&uphorbia

Les métabolites secondaires issus des plantestapaat a la famille Euphorbiaceae, en
particulier le genrdcuphorbia,sont trés nombreux et variés. D’ailleurs, il edignaler que
trois espece&uphorbia (E. guyonianaE. retusaet E. bupleuroidesont été déja étudiées
dans notre laboratoire. Ces travaux ont permisléiment et la caractérisation de plus de 70
produits naturels se répartissant en diterpenisipines et composés phénoliques-27].
Pour cela, nous nous sommes limités aux travauxaugernent les études phytochimiques

réalisés durant ces deux dernieres années (2213 4j.

Les études phytochimiques du geBrgohorbiaont permis d’établir un profil chimique
pour ce genre ou on rencontre frequemment lesrtegpdérivant du squelette jatrophane,

lathyrane, myrsinolentabiétane, casbane et tigliane pour les diterpesiesiu squelette

( )
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cycloartane, tirucallane, euphane, lanostane, tagest cholestane pour les triterpenes. Par

ailleurs la composition chimique des espéEephorbiane se limitait pas seulement aux
composés terpéniques, mais elle renferme une greadété de composés appartenant a
différentes classes chimiques telles que les flaid®es, les coumarines, les lipides, les
lignanes, les dérivés de phloroglucinole, les acig®enoliques.....etc. Pres d’'une soixantaine
de nouvelles molécules ont été décrites a particelggenre uniquement I'année derniéere
(2014).

€ Especek. lathyris
Les travaux réalisés sur les racines de l'esgecéathyris ont permis d’isoler dix
nouvelles structures diterpéniques nommdéaghorbia factor L, a Ly (262271) et
présentant des squelettes dérivés du lathyraneaitwn{262, 266, 268, 274t 277) ont été
évalués pour leurs activités cytotoxiques contee lignées de cellules cancéreuses C6 et
MCF-7 [119.

(262)R = benzoyl Euphorbiafactor Ly, (264)R; = benzoyl R=salicyl Euphorbiafactor L4
(263)R = phénylacétyl Euphorbiafactor Li;  (272)R; = benzoyl R= benzoyl Euphorbiafactor L

OR;
(265)R = acétyl Euphorbiafactor Lis  (267) R, = benzoyl R=Ac Euphorbiafactor Ly,
(266)R = salicyl Euphorbiafactor Lig  (268)R; = phénylacétyl R= Ac Euphorbiafactor Lyg
(273)R = benzoyl Euphorbiafactor Ly (269)R; = phénylacétyl R=H Euphorbiafactor Lg
(274)R = phénylacétyl Euphorbiafactor L;  (276) R, = cinnamyl R=H Euphorbiafactor Ly

(275)R = nicotinoyl Euphorbiafactor Ly (277)R; = hexanoyl R=Ac Euphorbiafactor L,

HS

R,0 Rgo\“
OR,
(271) Ry = benzoyl R= benzoyl (270)R; = benzoyl R=acétyl R=H Euphorbiafactor Ly,
Euphorbiafactor Ly, (278)R; = benzoyl R=H R =acétyl Euphorbiafactor Ls
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(0]
PN
o )

OR,

(279)R = benzoyl Euphorbiafactor Ly (281) R, = benzoyl R= acétyl R= acétyl
(280) R = phénylacétyl Euphorbiafactor Ly; Euphorbiafactor Lo

OR,

(282) R, = cinnamyl R= acétyl Euphorbiafactor Ly

o @%ﬁ @iﬁm%@&iﬁ A

Salicyl Nicotinoyl Benzoyl Phenylacétyl Cimgl Hexanoyl

OQL‘&qu

Ces composés présentent des structures jolkiaéket 263), 7-hydroxylathyrolq264,
271 et 272), lathyrols(265, 266 et 27275), 17-hydroxyjolkinols(267-269 et 276), (277 et
278), 17-hydroxyisolathyrol$270, 281et 282), et époxylathyrol$280et279)[119.

€ EspeceE. helioscopia
Concernant les dérivés du squelette jatrophanepfrfoses sont isolés a partir de la

plante entier&. helioscopiadont trois(283-285) sont des diterpenes nouvealf().

(285) Euphorbiapéne C

= OAc

OR OR OAc

(286) R = benzoyl Euphorbiapéne D (287)R = acétyl Euphorbiapéne D (288)Euphornine G
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py)

oR,
(290) R, = acétyl R
(291) R; = nicotinoyl
(292)R; = benzoyl R

H Euphornine H
Ac Euphoheliosnoide A
Ac Euphoscopine C

HO OAc

(293)Ingenolmonoacétate (294)Helioscopinolide A (295)Helioscopinolide E

D’autre part, il a été démontré que les partiesenpes de cette espece contiennent
d’autres types de composés, il s’agit de lipidesoGateni eal. (2014) ont pu isoler, a partir
de I'extrait méthanolique, sept cérébrosi@@36-302), un digalactosyldiacylglycérg¢B03) et
un monogalactosyldiacylglycér(304)[121]].

(0]

A

HIY
HO E OH
O [o) =
HO ~ X S

HO vy

OH OH

(296) 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(2S,3SH8E)-2-[(2'R)-2'-hydroxyhexadécanoylamino]E)(8(E)-octadiene-
1,3-diol

o

I

(@]
T
Nz

OH
HO A ° ~ X -
HO N
on M " On
(297) 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(2S,3SE82)-2-[(2'R)-2'-hydroxyhexadécanoylamino]&(8(2)-octadiéne-
1,3-diol
(o]

I
ez
o
I

I

I0

(o]
%
r O
I

o

T
o
T

(298) 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(2S,3S,4RZB2-[(2'R)-2'-hydroxytetracosenoilamino]Bfoctadecene-1,3,4-
triol
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HN)H/\/\/\/\/\/\/\/W_

: OH

HO E OH

&évo - -

HO N
HO W

o

I
o
T

(299) 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(2S,3S,4R3-2-[(2'R)-2'-hydroxyhexacosenoilamino]ZBfoctadecéene-1,3,4-
triol

.
ez
o
T

T
I0
(e}
%
T o
I
nQ
T

o

I
o
I

(300) 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(2S,3S,4RZ8-2-[(2'R)-2'-hydroxytetracosanoilamino] Bfoctadecene-1,3,4-
triol

AR

(301) 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(2S,3S,4RZ8-2-[(2'R)-2'-hydroxyoctacosenoilamino] Bfoctadecene-1,3,4-
triol

ﬁg

I
e Z
o
I

T
I0
(@]
%
T O
T
nQ
I

o

I
o
T

(302) 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(2S,3S,4RZB-2-[(2'R)-2'-hydroxyhexacosanoilamino]Zfoctadecene-1,3,4-

triol
OH OH
o
HO
OH
(0]
OH 0
o (0] X — — —
HO o
OH [e)
= — — E—
(o]
(303) Digalactosyldiacylglycérol
OH
OH .0
o o — — —
HO /j o
OH o)
= — — pr—
[e]

(304) Monogalactosyldiacylglycérol
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€ EspeceE. sororia
Par ailleurs, les dérivés du squelette jatropharieaimsi été isolés a partir de I'extrait
acétonigue de cette espéce ou D. Lale(2014) ont pu identifier six nouveaux composés
diterpénique$305310)et deux diterpenes conn(&llet312)[127.

\\\OAc
"OAC
OR,
0
o
Pr = Propionyl Bz = Benzoyl iBu = Isobutanoyl

Ri R, Rj

(305) (2R,3R,4S,5R,7S,8S,9S,13S,14S,15R)-5-benzoyloxytlboxy-7- Bz  iBu Ac
isobutanoyloxy-2,3,8,9,14-penta-acétoxyjatrophafB L E)-diene

(306) 15a,140-dibenzoyloxy-1B-hydroxy-B-isobutanoyloxy-2,33,80¢,9- Bz iBu Bz
tetra-acétoxyjatropha-6(17), B)tdiéne

(307) 1l4da-benzoyloxy-1B-hydroxy-5u, 73-di-isobutanoyloxy-2,33,80,9- iBu iBu Bz
tetra-acétoxyjatropha-6(17), B)tdiéne

(308) 1l4da-benzoyloxy-1B-hydroxy-5o-isobutanoyloxy-B-propionyloxy-  iBu  Pr Bz
20,3p,80,9-tetra-acétoxyjatropha-6(17), B)¢diéne

(309) 14a-benzoyloxy-1B8-hydroxy-B-isobutanoyloxy-b-propionyloxy-  Pr iBu Bz
20,3p,80,9-tetra-acétoxyjatropha-6(17), B)¢diéne

wOAc

(310)R = propionyl (311) R =isobutanoyl (312)
3B,50,80,1503-tetra-acétoxy-ff- (2R,3R,4S5,5R,7S,8R,13S,15R)-5-  5a-benzoyloxy-18-hydroxy-7B-
propionyloxyjatropha-6(17),1E)- benzoyloxy-15-hydroxy-7- isobutanoyloxy-8,33,8a,9u-tetra-

diene isobutanoyloxy -2,3,8,9,14-penta-  acétoxyjatropha-6(17),1Ej-diene

acétoxyjatropha-6(17),1HJ -diéne

A l'issue de cette étude, deux composés polyphémed connus ont été également
identifiés, il s’agit d’'une coumarin@13)et un lignane de type pinoresirdiL4)[122.

HO

(313 6,7-dihydroxy-coumarine (314 (+)-Sésamine
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€ EspeceE. lunulata
Il a été démontré que I'espeée lunulata contient des composés qui possédent des
activités biologiques contre plusieurs types déulmd cancéreuses. Ces composés sont des
diterpenes de typesentabiétane et jatrophane, des triterpénes ou encas d
stérols(315-327)[123.

(315) Ent-3a-formylabiéta-8(14),13(15) (316) 140,15B-diacétoxy-3, 7B-dibenzoyloxy-
-dién-16,13-olide 9-0x0-BH,130H-jatropha-5E),11(E),-diene

AcO
HO =

::::

AcO AcO AcO

(317) Euphornine

(320) Cycloartan-23,25-dien-  (321) Acide 25,26,27-trinor- (322) Cycloart-2E-ene-3$,25-diol
3p-ol hydroxycycloartan-24-oique

OH
(323) Cycloart-23-ene{3,25, (324) Acide ursolique (325) Stigmast-4-éne{36p-diol
28-triol

(12%) p-sitostérol (327) Stigmastérol
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€ EspeceE. nematocypha

Cette espéce contient de nombreux composés ditqugdnqui appartiennent a trois
types de structures : myrsingB28331) tigliane (332) et entabiétane(333-335) Ces

composeés représentent les métabolites seconda@jesitaires dans les racines de I'espEce

nematocyph§l24.

(328)3,5,10,14,1%>-penta-acétyl  (329) Euphorprolitherine D (33C) Euphorbialoide C
-8-O-benzoyl-cyclomyrsinol

(o
\\“Q

(333) Jolkinolide B

’,, '/’/ HO ...Il’l
(334) 17-hydroxyjokinolide B (335) 17-hydroxyjokinolide A (336) 24-methylenecycloartane-
3p3,28-diol

D’autres structures triterpéniques a squelettetoapane(336 et 337) et tirucallane

(338et339)ont été isolées a partir de ces racines par leergFoupe de recherch&4).

OH

(337)Cycloart-25-éne{324-diol (338)Tirucalla-8,25-diéne{824- (339) Inoterpéne A
diol

( )
L4
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€ Especek. tibetica

Les terpénes sont considérés comme étant les tu@mds les plus répandus au sein du
genreEuphorbig mais d’autres composés ont été ponctuellemelésiso partir de certaines
especeg&uphorbiatelles quek. tibetica Les travaux de V. De-Song &t (2014) réalisés sur
cette espece ont permis d’isoler 24 comp@$6s39et340-361) dont la majorité appartient a

la classe des phénols2y.

OMe

OH (0] OH o OH (o}

(342)Quercétine-3-a-L- (343)Quercétine-3-p-D- (344) Méthyl-4-€épishikimate-30-

arabinofuranoside xylopyranoside gallate

o H

A

HO HO
[\ j o] Mem
o OH
HO" [¢]
on HO 0" Yo
OH OH OGlu
OH
(345)Acide 3-O-galloyl- (346) 3-hydroxy (347)1-(3-hydroxy)- (348)Scopolétine E
shikimique benzeneéthanol phenylethylO-B-D-

glucopyranoside

o
o ~ O -OH o OMe o OEt
MeO OH MeO OH
HO OH HO OH HO OH
OH OH

OH OGlu OH

(349 2,46-dihydroxy-6- (350 Rodiolinzide (39) Acide galliqgue  (351) Méthylgallate (352 Ethylgallate
méthoxy-acétophenone

(353) Ent-3B,16-dihydroxyisopimar-7-  (354)Phorbol-13-acétate (355)(16S)-16,17-dihydroxy-
éne-2,15-dione entkauran-3-one

45

N
—



Chapitre | Aspects botaniques et études antériees

Partie Il
HO o] /
(CH2)12CH3
(356)(16R)-16,17- (357)Ent-160,17- (358)Ingenol-20-myristinate
dihydroxyphyllocladan-3-one dihydroxyatisan-3-one
O\ OMe OH
=
HO™ OH
OH HO
(359)(3S,5R,6R,E,9R)-3,5,6,9- (360) Méthylshikimate (361) 3,7-diméthyl-octa-1,5-
tetrahydroxy-7-megastigmene diéne-3,7-diol

€ EspecekE. stracheyi
L’espece E. stracheyi fait I'objet d’'une étude effectuée par Y. De-Sangl. (2014).
Celle-ci a témoigné de I'abondance remarquableeti® plante en métabolites secondaires
incluant plusieurs classes chimiques. En effets g 39 composés ont été identifiés dont
guatre iononeg362-365), deux sesquiterpend866 et 367) quinze diterpene$368-385),
deux triterpeneg386 et 387) un monosaccharidg88), neuf composés phénoliqué3b,
351, 352t 3893394) une coumarin€395) et deux flavonoide@96et 397)[126.

OGlu

(e)

(362)Byzantionoside B (363)(6R,9S)-3-0x0oa-ionol-p-D-
glucopyranoside

N\ (CH 2)4CH 5

(368) Stracheyioide A (369) Stracheyioide C (370)Stracheyioide B

46

N
—



Chapitre | Aspects botaniques et études antériees

Partie Il

. AcO Ac(\i
(371)Ent118-hydroxyabiéta (372)(2R,3S,4R,5R,9S,11S ,15R)-3,5,15-
-8(14),13(15)-dien-16,12-  O-triacétyl-14-oxolathyra-6(17),E2diene
olide

(374)3-0O-(2E,4Z-décadiénoyl)
-20-O-acétylingenol

(377)13-O-tetradécanoyl-12- (378)13-O-tetradécanoyl-2@-acétyl-12-
deoxyphorbol deoxyphorbol

(380) 13-O-acétylphorbol (381) 12-O-tetradécanoylphorbol (382) 12-O-tetradécanoyl -13-
O-acétylphorbol
0 0

Hz7C )k M
T~ 0 NCsHp N7 X o)

(383) 12-O-tetradécanoyl- (384)12-0O-(2'E,4'E-décadiénoyl)-132- (385)Fischeroside C
13,200-diacétylphorbol acétylphorbol
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HO (¢]

-

(386) 3p-hydroxy-cycloart- (387) 3B—hydroxy—4a, 14a-diméthyl-5o- (388) Méthyl-glucopyranoside

23-ene-25-méthylether ergosta-8,24(28)-dién-7-one
O\ OMe O§ OEt OGlu qeu
HO OH Ho/é\w (5
OH OH OMe OH
(351) (352) Ethylgallate (389)4-méthoxybenzy-p-D- (390) Salidroside
Méthylgallate glucopyranoside
OH
OH OGlu (@]
F MeO . i _OH =
HO HO OGlu MeO
OGlu
(346) 3-hydroxy- (391)1-0O-B-D- (392)4-O-glycosyloxy-2- (393)Coniférine
benzene-éthanol glucopyranosyl-2-(3- hydroxy-6-méthoxy-
hydroxyphenyl) éthanol acétophénone

o
HO .e“\\\OMe
(o]
Ho™ O)k/\@:OH
OH
OH
OH O e
(394) Acide (395)Eleutheroside B1 (396)R=H
neochlorogénique méthyle Quercétine-32-p-D-galactoside
ester

(397)R = galloyl
Quercétine-39-(3"-O-galloyl)-3-D-
galactopyranoside

€ EspeceE. humifusa
Des acides phénoliques ainsi que des dérives gtles(88 et 398-409) ont été isolés a
partir de cette espéce par B. T. T. Luyealef2014) [L27]. De plus, I'évaluation des activités
biologiques de cette plante a fait I'objet de pduss travaux et de nombreuses
activitées ont été signalées a savoir, anti-oxydantanti-HBV, hypolipidémiques,

hypoglycémiques, hypotensives, inhibitrieeglucosidase et anti-inflammatoire2[/-129.
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OH
HO OH

HO OH HO OH

OH o)
HO OH
HO OH 4 ) o
o o)
0 -0

OH HO OH

(0]

0 o) %06 o OH OH
0 OH
OH
OH OH

HO OH
OH
(398) Corilagine (399)1,3,4,6-tetrad-galloyl-p-D-glucopyranoside
HO
OH
o
HO&/O HO
0o HO
OH
%o
(400)Euphorbinoside (401)Acide dehydropicrorhizaméthyl ether
MeO = ove MeO = HO = owe
OGlu OGlu OGlu
OMe OMe OMe
(402) Méthylsyringine (403) Méthylconiferine (404) Syringine

HO OGlu OH HO o
HO._ MeO
~ee T :
GluO i,
‘0
OH O

OH OH
(405) Sphaerophyside SC (406)Phlorizine (407)Benzyl g-D-
ribofuranoside

(©] OH HO o
e A
OH
HO O O
o OMe
(38) Acide éllagique (408)Acide brevifoline carboxylique (409) Méthylbrevifoline

carboxylate

Ces auteurs ont également mis en évidence la meisda plusieurs composés
flavonoidiques(10, 11, 18et 410-417) qui montrent leur domination remarquable dans la

composition chimique de cette plani7].
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Ri R, Rs R4
(410) Astragaline 2",3'0-digallate H OH H  0O-(2",3"-O-galloyl)Glu
(411) Astragaline 2'©-gallate H OH H 0O-(2"-O-galloyl)Glu
(412) Isoquercitine 2'©-gallate OH OH H 0-(2"-O-galloyl)Glu
(413) Quercitrine 2'©-gallate OH OH H 0-(2"-O-galloyl)Rha
(414) Hyperine OH OH H O-Gala
(415) Isoquercitrine OH OH H O-Glu
(416) Rutine OH OH H O-Rut
(417) Nicaotiflorine H OH H O-Rut
(10) Quercétine OH OH H H
(11) Isomyricitine OH OH OH O-Glu
(18) Astragaline H OH H O-Glu

€ EspéceE. bupleuroides

Une étude phytochimique a été réalisée par S. Aickbal. (2014) R7] au niveau de

notre laboratoire sur les racines de I'esp&cebupleuroidesconduisant a l'isolement et

I'identification de trois structures nouvelles, diterpene ester de type phorl§él8) et deux

triterpénes tétracycliqueft20 et 421), ainsi que 17 composés conn(&4, 35, 123et

421-434)

(418)4,20-dideoxy(4)phorbol-12-

benzoate 13-isobutyrate

(421) 25-hydroperoxycycloart{3ol

(419)Entabiéta-8(14),13(15)-dién-
16,12-olide

HO

en-3-ol

50

(420) 3B, 7p-dihydroxy-4u,14o-
diméthyl-8,9B-epoxy-a-ergosta-
24(28)-ene

OOH

HO g

4,

(422)25-hydroperoxycycloart-Z3 (423) 3p-hydroxycycloart-25-én-

24-hydroperoxyde
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h,,

HO

(424)Cycloart-2Z-ene-3,25-diol (425)Cycloart-3,24,25-triol (426)Cycloarténol

1,

HO HO

(427)24-méthylénecycloartanol (428)Cycloeucalénol (429)Obtusifoliol

(123)B-sitostérol

OCHj

(432)Cléomiscosine C (35) Gallocatéchine

[
CH,OH OCH,4

(433)R;=0OH R,=H Hedyotisol A
(434)R;=H R =0H Hedyotisol B

En 2013, plusieurs études s’intéressant a la phitoe des plantes du gereeiphorbia
montrent que la majorité (sinon la totalité) degvaux phytochimiques effectués sur un
nombre appréciable d’especes de ce genre cert#igcplierement de leur richesse en

diterpénes a différents squelettes. A titre d’exiesyon peut citer :
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€ EspeceE. dendroides

Un des traits les plus caractéristiques de ce gae¥sigle dans le fait que plusieurs
espéeces sont riches en diterpénes connus commierésmonsables de la toxicité de ces
plantes utilisées dans la médecine traditionn@B 13(. Faisant partie de ce genre, le latex
de cette espece a fait 'objet d’étude menée padadranin eal. (2013), en conduisant a
l'isolement de 15 diterpénes de type jatrophanent d® sont nouveaux435449) Les

propriétés pharmacologiques de ces produits ordgatiement étudiee$ 3.

WORg
""OR,
(43€-446, (447-449)
R, R, Rs R4 Rs Re R; Réf.

(436) Euphodendrophane H H Pr Ac iBu Bz Nic H

(437) Euphodendrophane | H Pr Ac iBu Nic Nic H

(438) Euphodendrophane J H Pr Ac iBu iBu Nic H

(439) Euphodendrophane K H iBu Ac iBu Bz Nic H

(440) Euphodendrophane L H iBu Ac iBu Nic Nic H

(441) Euphodendrophane M H iBu Ac Ac Nic Ac H

(442) Euphodendrophane N H Ac Ac iBu Ac Nic H [131]

(443) Euphodendrophane O OAc iBu Ac iBu Ac Nic H

(444) Euphodendrophane P OAc iBu Nic iBu Ac Nic H

(445) Euphodendrophane A H Pr Ac iBu Ac Nic H

(446) Euphodendrophane B H iBr Ac iBu Ac Nic H

(447) Euphodendrophane Q OAc Pr iBu Ac Nic Ac Ac

(448) Euphodendrophane R OAc Ac iBu Nic Nic Ac Ac

(449) Euphodendrophane S OAc Ac iBu Ac Bz Ac Ac

€ Especek. fischeriana
La cytotoxicité des diterpénes issus des especes denre a été évaluée par plusieurs
chercheurs. L'étude réalisée par H. B. Wangle2013) s’intéresse aux racines de I'espece
E. fischeriana Cette investigation révéle I'existence de quatreveaux diterpengg50-453)

avec sept autres déja connigb4460). Tous ces composés ont montré une cytotoxicité
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contre des lignées de cellules cancéreuses (A5E®/7482, HCT116 et MDA-MB-231)

[132.

/Illl-.

H3C(H2C)13 HO

OH
(450) 11B-hydroxy-8,14-époxyent (451R;=OH R,=H (453)Ingenol 6,7-époxy-3-
abiéta-13(15)-en-16,12-olide 3,20-dihydroxyent1(10),15-rosadiene tetradecanoate

(452)R;=H R,=OH
3,7-dihydroxyent1(10),15-rosadiéne

“—OH

" H " H
(454) Ent-11B-hydroxyabiéta- (455) Yuexiandajisu E (456)1sopimara-9(11),15-diéne-
8(14),13(15)-dien-16,1Rolide 13,19-diol

0
HO"
CH3(CH ), =\OH
(457)Entkaur-16-én-14-ol (458)ent13-hydroxyatis-16-ene- (459)n = 12 Ingenol-3-myristinate
3,14-dione (460)n = 14 Ingenol-3-palmitate

€ EspeceE. pekinensis
Le groupe de W. W. Tao (2013) a montré que l'arealges métabolites secondaires
extraits a partir des racines de I'esp&cgekinensigonduit a l'isolement de sept diterpenes
portant un squelette casba(61-467). Ces composése sont aussi avérés cytotoxiques

contre de nombreuses lignées de cellules cancéridlzg.

o OH C=)H OH
Lt Lt
H H
N N
(461) Pekinenale (462)Pekinenine A (463)Pekinenine C
[ 53 |
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H

B R
H
H L
°© %
(464)R = CHO Pekinenine D (466)Pekinenine F (467)Yuexiandajisu B
(465)R = COOH Pekinenine E

no

€ EspeceE. micractina
Y. Tian etal. (2013) ont largement contribué a I'étude de l'aiktéthanolique des
racines de cette espece ou leurs travaux ont pérdastification de 13 nouveaux diterpénes
(468-480)[134]. En outre, une des caractéristiques de ces énepreside dans le fait que les
squelettes décrits par ces auteurs sont rarest ét@nsolés seulement a partir des especes
E. micractinaetE. villosa[134-137).

T

R40 OH

(470:476) (477-480)

(o] [e]

Bz = Benzoyl E’%K© Cin = Cinnamoyl W iPro = Isopropylidéne (CHs),C=

Ry R, R3 R4 Rs R Réf.

(470) Euphoractine F Bz H H - - -
(471) Euphoractine G Cin H H - - -
(472) Euphoractine H H Me Bz - - -
(473) Euphoractine | Bz Et H - - -
(474) Euphoractine J Cin Me H - - -
(475) Euphoractine K Cin Et H - - - [134
(476) Euphoractine L Cin iPro iPro - - -
(477) Euphoractine M - - - Bz H H
(478) Euphoractine N - - - Cin H H
(479) Euphoractine O - - - H Me Cin
(480) Euphoractine A - - - H H Cin
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€ EspeceE. hirta

Les triterpenes tetra- et penta-cycliques ontudy’ici les plus répandus dans le genre
Euphorbia Dix composés triterpéniques ont été décrits atirpade différentes
parties de l'especds. hirta par C. Y. Ragasa eal. (2013). Les composés suivants
25-hydroperoxycycloart-Z-en-3B-ol (422) 3B-hydroxycycloart-25-én-24-hydroperoxyde
(423), cycloarténol426), lupéol(481) a-amyrine(482) et B-amyrine(483) ont été identifiés
dans toutes les parties de cette plante, tandideqteraxérong484) a été isolé a partir des
tiges. L'acide linoléique(485), le B-sitostérol (123) et le squaléen€486) ont été deécrits

précédemment dans les racines. Concernant ledefuites auteurs ont pu isoler le
phytol (487)[13§.

)

HO HO

(481)Lupeéol

\(482) a-amyrine (483)p-amyrine

HO)W/:\/\/\

(485)Acide linoléique

N AN A AN AN AN J\/\/k/\)\/\/&/\
OH

(486)Squaléne (487)Phytol

€ EspeceE. altotibetic
L’'analyse de l'extrait éthanolique des parties exéres dd’especeE. altotibetic a
conduit a l'isolement de six composés stéroidigieet/pes choléstane et érgostane identifiés,
sur la base de leurs spectres RMN, comme nouveaupaseg488493) Ces derniers ont
montré une bonne activité cytotoxique en inhibartycle cellulaire des cellules cancéreuses.
Ces résultats seraient en accord avec I'utilisatiaditionnelle de la plantg. altotibeticdans

le traitement du cancet39.
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(48€-490) (491-493

R R, Ry Ry Rs Re
(488) Cholest-5-éne{24p-diol H BOH H BOH - -
(489) Cholest-5- éne {i,4p-diol BOH H H BOH
(490) Cholest-5- éne «,3p,4o-triol aOH H BOH oOH - -
(491) (22E)-ergosta-7,9,22-trienf3ol p-D-glucoside - - - - H H
(492) 5a-méthoxy-(2E)-ergosta-7,9,22-trienf3ol p-D-glucoside - - - - OMe H
(493) 6p- méthoxy-(2E)-ergosta-7,9,22-trienfBol B-D-glucoside - - - - H OMe

D’autres composés phénoliques ont été isolés a dartette espéce, il s’agit de quatre
flavones(63 et 494-496) et deux dérivés du xantho(w97et 498)[139.

OMe

OH o OH (@] OH (0]
(63) Lutéoline (495)5,7,4'-trihydroxy-3',5'-
diméthoxyflavone

OH (o] OH
OH
h O O
O O o OH
[¢] OH

OH [¢]
(496)Orientine (497)1,3,7,8-tetrahydroxy- (498)1,3,5,8-tetrahydroxy
xanthone xanthone

€ EspeceE. ebracteolata
L’étude menée par C. J. Wang (2013) sur cette espéuoontré la présence de dérivés
du phloroglucinol(499-501) en tant que métabolites majeurs confirmant agsiprécédents
travaux qui indiquent que ce type de composés lesnprincipaux constituants de I'espéce
E. ebractelata Par ailleurs, ils ont aussi mis en évidence lés@nce de huit composés
diterpénique$502-508)[14Q.
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O§ OMe O\ OMe O\ OMe O\ OMe
MeO OH MeO OHHQ OH MeO OHHQ OMe
. LI
OH OH OMe O OH OH
(499)2,4-dihydroxy-6- (500)2,2',4,4'-tetrahydroxy-6,6'-diméthoxy- (501)3,3'-diacétyl-4,4'-diméthoxy-

méthoxy-3-méthylacétophénone 3,3'-diméthyl-7,5-biacétophénone 2,2',6,6'-tetrahydroxydiphénylméthane

“H

7

% H

(333)Jolkinolide B (505) Jolkinolide A (506) Jolkinolide E

R

“OH

(507) Yuexiandajisu F (508) Yuexiandajisu C

€ EspeceE. guyoniana
Comme nous avons motionné précedemment et suitéraeux réalisés par I'équipe
de notre laboratoire H. Habaat en 2007 23] et 2009 R4] sur E. guyoniangrécoltée dans
le sud de I'Algérie), les racines de cette espéutdat I'objet d'une étude effectuée en 2013
par les mémes auteurs et portant principalemerasiomposition phytochimique de 'extrait
chloroformique. Ce travail a révélé la présencérdis nouveaux composeés diterpéniques de

type entabiétane(509-511), ainsi que trois dérivés triterpéniques con(dB0, 512et 513)
[26].
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(50€) Ent-abiéta-8,11,13-trien-16-ol (51C) Ent-abiéta-8,11,13-trién- (511)Acide méthylester-11,12-
11,16-diol dihydroxy-7-oxoentabiéta-8,11,13-
trién-16-oique

I””"W

HO

(512) Euphol (51%) 24,25-époxycycloartanol  (43() B-sitostérolO-B-D-glucoside
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l. 1. Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols, également dénommeés composés pingem| forment un tres vaste
ensemble de substances naturelles aux structuteésmexment variées. L'élément structural
de base qui les caractérise est la présence d'asmdaun noyau benzénique auquel sont
directement liés un ou plusieurs groupes hydroxijless ou engagés dans une autre fonction
chimique (éther, ester ou encore hétéroside)l][ A I'heure actuelle, plus de 10000
composés naturels satisfaisant & ces critéresténis@és et identifieslg?. Selon leurs
caractéristiques structurales, ils se répartissemt différentes familles: anthocyanes,
coumarines, lignanes, flavonoides, tanins, quinonasides phénoliques, xanthones,
stilbénes...... etclp3. Ces structures sont des monomeres, des polyrmerees composes
complexes dont la masse moléculaire peut attei®®@ uma [44. Ces métabolites
secondaires sont synthétisés par les plantes pentamw développement, mais
aussi comme réponse aux conditions de stress tas les infections, les blessures,
les radiations UV ....etd 1, 145.

l. 2. Biogénése des polyphénols

Les composés phénoliques des végétaux sont issusdede grandes voies
d’aromagénéselp]] :

 La voie la plus courante est cellea le shikimate (I'acide shikimique). Elle

transforme les oses aux amino-acides aromatiquemyalanine et tyrosine) puis,

par désamination de ces derniers, aux acides cigoam et a leurs dérivés :

acétophénones, acides phénols, coumarines, lignageses.... etc]46, 147).

Acétophénone Acide phénol Coumarine Lignane
O OH
(@)
.
HO OH 0" 70
OH
Phényléthanone Acide gallique Coumarine (+)-Sesamin
Lignine

CHs QCH;y

< e e
H DCH3 OCHS3
HyC O CH
o c:Hj
ot
.
s o
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» L'autre voie part de l'acétate et conduit a desyifetétoesters de longueurs
variables (les polyacétates) qui engendrent paliseyion (réaction de Claisen ou
condensation aldolique), des composés souvent ymhgoes: chromones,

isocoumarines, depsides, depsidones, quinonds.[148 149.

Chromone Isocoumarine Depside
o (0]

Q | <O AN OH O OH
HO, © oH 0 0 0] OH
HO 9/ on 0 H,CO

OH - . .
Aloésine Xyridine B Acide barbatique
Depsidone Quinone
O

OH O OH

o)
o HO

OH
H;CO o)

Brevipside Emodol

La pluralité structurale des composés phénoligustisdee a cette double origine
biosynthétique, et encore accrue par la possibiiigss fréquente d'une participation
simultanée du shikimate et de l'acétate a I'élatimmade composés d’origine mixte :

flavonoides, stilbénes, pyrones, xanthones...1&@ [L51].

Flavonoide Stilbene Pyrone Xanthone
OH on E on
) ~ °
Y SUNNe s
OH
> o
OH O oH
OH O %
Dihydromyricétine 3,35,8-tetraméthoxystilbene  a-pyrone 1,5-dihydroxyxanthone

La participation d’'un troisieme synthon élémemaffe mévalonate) est egalement
possible bien que moins fréquente ; la voie mikteshikimate et du mévalonate conduit aux
dérivés de certaines quinones ou aux furano- etn@goumarines. La voie mixte acétate et
meévalonate méne aux cannabinoides. Dans quelgsesesatrois précurseurs concourent a

I'élaboration de la méme structure comme les ratis®[l52.

Quinone Furanocoumarine Pyranocoumarine
o) OH OCH;,4
OH
7
0L
O
O o 0 OCH;
Alizarine Chalepensine Ceylantine

( )
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Cannabinoide Rotdide

(1

Cannabinol otéhone

O (CH2)4CH3

l. 3. Principaux groupes des polyphénols

La structure, le nombre de noyaux aromatiquesse¢liéments structuraux qui lient ces
noyaux sont les caracteres dominants de la cleatitn des polyphénols dont on peut

distinguer les principaux groupes suivarisy :
I. 3. 1. Acides phénols

Le terme acide phénol peut s’appliquer a tous tesposés aromatiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle migue. Ces composés se séparent en
deux grands groupes dérivant de l'acide benzoiquele I'acide cinnamique : les acides
hydroxybenzoiques ¢C,) et les acides hydroxycinnamiques{G) [154.

€ Structures chimigues et classification

Les acides phénols hydroxybenzoiques-@&) sont tres communs aussi bien sous
forme libre que combinée a l'état d’ester ou d’het@le. On rencontre également les

aldéhydes correspondant a ces acides dont laimangét le plus répandtj4.

Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
o O
Rs Rs N R,
Ry
Ry R,
R4 R,

Rj

R;

R1 Rz R3 R4 RS

Benzoique OH H H H H Cinnamique
Salicylique OH OH H H H O-coumarique
p-hydroxy benzoique OH H H OH H p-coumarique
Gentisique OH OH H H OH -
Protocatéchique OH H OH OH H Caféique
Vanillique OH H OCH, OH H Férulique
Gallique OH H OH OH OH -

Syringique OH H OCH, OH OCH; Sinapique

Concernant les acides hydroxycinnamiques, cesatsront une distribution trés large
dans le regne végétal. lls peuvent également étéeifeés, amidifiés ou combinés avec des

( )
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sucres. Ainsi, ils estérifient frequemment les lbygtes de nombreux métabolites

secondaires : hétérosides flavonoidiques, anthosydes, alcanols, saponosides et plus
rarement alcaloided$4.

I. 3. 2. Phénols simples
Les phénols simples sont la série des composésreqierment un ou plusieurs
groupements hydroxyles liés a un noyau aromatique dacide phénique ou phénol est le

représentant le plus simpl&gg.
OH

C

Acide phénique

€ Structures chimigues et classification

Les phénols simples comme le catéchol, le guaiecdd phloroglucinol sont plutot
rares dans la nature a I'exception de I'hydroquinapui existe dans plusieurs familles
botaniques comme Ericaceae et Rosaceae, le plusrdcll'état de glucoside du diphénol a

l'instar de I'arbutoside ou son monométhyléthes4, 155.

OH OCH;, OH HO HO
ooy, U, U
HO OH OH 0Glu
Catéchol Guaacol Phloroglucinol Hydroquinone Arbutoside

En dehors de quelques rares cas, ces phénols péirerous forme d’alkylphénols, de
depsides, d’alcénylphénols ... e1&§.

Alkylphénol Depside Alcénylphénol
Q HO.
HO |
\O\ O OH OCHj,
O.
(CH,)CH; H)‘j@i \’K;EE\(: \g\/\;j
HO © |
4-n-nonylphénol Atranorine R117,14-pentadécatriénylrésorcinol

€ Biogénese des acides phénols et des phénols simples

La voie de l'acide shikimique conduit a la formatidu précurseur immédiat des acides
phénols par désamination de la phénylalanine. Lguesie biosynthétique qui suit,
dénommée séquence des phénylpropanoides, permetfordmation des acides

bY

hydroxycinnamiques (£Cs), puis une B-oxydation aboutissant a la série des acides

—
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hydroxybenzoiques ¢XC;). Une décarboxylation de ces derniers suivie pa éduction

meéne a la naissance des phénols simples (figBre2).[156.

O. OH
O. OH 0. OH
OH
o 0
HOOS-CH(CH;)OP Réarrangement Decarboxylatl nt
e OH —n}
Ho" e Non (1-2) 2 o) de Claise Aromatlsat|o
C;)

o ouo O ®) O]
Acide shikimique Acide chorismique Acide préphénique R=H Acphenylpyruvique
R =0OH Acide 4-hydroxyphényl-
pyruvique
O, OH O OH
Os_ OH
=
NH,
Transamination Désamination B-oxydation
() ®) >
g
R R
R=H Acide L-phénylalanine  Série des acides hydroxycinnamiques Série des acides hydroxybenzoiques
R =0H Acide L-thyrosine (Ce-Cy) (CeCy)
OH
~—OH
> > > > Reducnon
OH

Phénols simples
(2-4) Shikimique oxydoréductase(5) Chorismique mutase

Shikimate kinase, ATP (6) Chorismique mutase-préphénique-déshydratase
EPSP synthase, PEP (7) Prénylpyruvique aminotransférase
Chorismique synthase (8) Prénylalanine ammonya-lyase

Figure I. 3. 2. Biogénese des acides phénols et gagnols simples

I. 3. 3. Coumarines
Les coumarines sont debl2-benzopyran-2-ones que I'on peut considéreraileithent
comme étant les lactones des acides 2-hydgymamiques 154. Plus d’'un millier de
coumarines ont été décrites et les plus simpleg@elles sont largement distribuées dans le
regne veégétal. Certaines familles d’Angiospermabaent des structures tres variées comme
les familles Asteraceae et surtout Apiaceae chsgulgles on rencontre les molécules les plus
complexes 157].

€ Structures chimigues et classification

Les structures des coumarines sont trés diverses @S substituants du cycle
benzénique peuvent étre des hydroxyles (plus frdqem C-7), méthoxyles, alkyles,
alcoxyles, glucosyles... ett38].
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Rl Rz R3 Ref.

Ombelliférone H OH H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCH; OH H
Herniarine H OCH; H [15§]
Fraxétol OCH; OH OH
Esculine O-Glu OH H

Cichorine OH O-Glu H
Fraxoside OCH; O-Glu OH

Ainsi, un élément structural commun dans beauceugodmarines est la le groupement
prényle O-prénylation) habituellement lié en C-6 ou encareCe8 de I'ombelliférone ou de
I'herniarine. Plus exceptionnellement, il peut ymixation d’un reste pentacarboné sur le

carbone en position C-3%9.

A
N N
0 0 0 H;CO o~ o |
Aurapténe Subérosine Osthol

Cette prénylation est également a l'origine desnwmines polycycliques, furano- et

pyrano-coumarinesljl].

Angulaire Linéaire
S
AN

\ O O O 7 N {

S (@] ° © ©
Q O 0 o
_ H\H/o o/l\ 0] 0~ 0 \/\‘/
O
Angélicine Visnadine Xanthylétine Impératorine

€ Biogénese des coumarines

Les coumarines sont issues du métabolisme de layjah@nine via un acide
cinnamique, l'acide 4-coumarique. La spécificité phocessus est I'hydroxylation en C-2
(ortho du chainon tricarboné) ; suivie d’une isomérigapbotocatalysée de la double liaison
(E—2) et d’'une réaction spontanée de lactonisatioru(@d. 3. 3). La formation des di- et

trinydroxycoumarines et de leurs éthers impliquéfgrentiellement I'hydroxylation de

( )
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'ombelliférone et non la lactonisation des acid@snamiques correspondants (caféique,

sinapique) 144.

O. OH

Os__OH O__OH Osg—on
OH
O O
HOOG:CH(CH)OP Rearrangement © Décarboxylatignt
HO™ e Nop (1-2) > o~ N0 OH de Claisen Aromatisatio
on OH o (5) T (6)
Acide shikimique Acide chorismique Acide préphénique R=H Acpenylpyruvique
R =OH Acide 4-hydroxyphényl-
pyruvique
O. OH s OH
NH, 8H X
Transaminatign Desamlnatl n Isomérase Lactonisatiop
(7N (8) Ortho-oxydase HO o Yo
R
R=H Acide L-phénylalanine R=H  Acide cinnamique Ombelliférone
R=0H Acide L-thyrosine R =OH Acide p-coumarique

(1-4) Shikimique oxydoréductase(5) Chorismique mutase
Shikimate kinase, ATP (6) Chorismique mutase-préphénique-déshydratase
EPSP synthase, PEP (7) Prénylpyruvique aminotransférase
Chorismique synthase (8) Prénylalanine ammonya-lyase

Figure I. 3. 3. Biogénése des coumarines

I. 3. 4. Lignanes

Lignane est le terme générique d’'un vaste groupgroi@uits naturels dont le squelette
résulte de I'établissement d’une liaison entrecidonep des chaines latérales (liaison ‘3-8
de deux unités dérivant de 1-phénylpropane (figude [160.

Figure I. 4. Structure générale des lignanes

Il existe également d’autres types de condensatienses unités phénylpropaniques a
l'instar des liaisons 83 8-1, 3-3, 8-4.....etc, dont les structures qui en découlent sont
nommées néolignanes. Lorsque les unités liées patame d’'oxygene d’'éther, et non par

une liaison C-C, le composé est appelé oxynéoligiied].
€ Structures chimiques et classification

Cette diversité de couplage méne a une large gadétsquelettes ou I'on distingue
habituellement six groupes structuraux fondamentaugs plus simples sont des

dibenzylbutanes (liaison 8-8’), qui par cyclisatipauvent engendrer trois types de lignanes

( ]
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monofuraniques, et des butyrolactones. Une cymisajui impligue un ou deux carbones
aromatiques méne aux dérivés suivants : arylnagigalet dibenzocyclooctanes. Une double
cyclisation 70-7" et 9-0-9’ conduit aux lignanes furanofuraniques (figur8.14. 1) L61].

Dibenzylbutane Monofuranique

=

Liaison 8-8’ Liaison 99-9’ Liaison 70-9’
Monofuranique Butyrolactone Arylnaphtaléne
o O O O‘
O g T
Liaison 70O-7
Arylnaphtalene Dibenzocyclooctane Furanofuranique

O o

Figure I. 3. 4. 1. Principaux types de lignanes

Mais cette diversité ne se limite pas au type deplame uniquement car il peut y avoir
beaucoup de conformations stéréochimiques d'un squklette conduisant a plusieurs

stéreoisomered 7.

OCH;
HO
iy, o
Hln-%ml]—[
O """" 1"y
OH
OCH; OCH;,
(+)-Pinorésinol (-)-Pinorésinol

€ Biogénese des lignanes

Les diverses structures des lignanes sont élabparedimérisation oxydante de deux
unités d’alcools coumariques appelées unité monolsy Cette dimérisation implique une
radicalisation oxydative des monolignols suivierdeouplage radicalaire combinatoire entre
les carbones C-8 des chaines latérales propérpf@sit les liaisons les plus fréquentes,8-8
8-1' et 8-3' (figure I. 3. 4. 2)167.
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Oy OH Oy -OH R OO
OH
o © ©
HOO_Ci-CH(CH;)OP IE\ Réarrangement Décarboxylatignt
O™ - > NG OH " "de Claisen Aromatisatio%
? (1-4) H (5) : (6)
OH OH O (é)H R
Acide shikimique Acide chorismique Acide préphénique R=H Aciieénylpyruvique
R =OH Acide 4-hydroxyphényl-
pyruvique
O, OH
O. OH O, SCoA
= O« __H
Transaminatiqn N 7 -
—O> Désaminati 9 10 11
R R R/ R/
R=H Acide L-phénylalanine R=H Acide cinnamique
R=0H Acide L-thyrosine R =0OH Acide coumarique
OH OHHO
O'/_\.
_
X2
Radicalaire
e e v
R = OH Alcool coumarique
Liaison 8-8’ Liaison 8-1' Liaison 8-3’l

(1-4)  Shikimique oxydoréductase (6) Chorismique mutase-préphénique-déshydratase

Shikimate kinase, ATP (7) Prénylpyruvigue aminotransférase
EPSP synthase, PEP (8) Prénylalanine ammonyalyase
Chorismique synthase (9) 4-coumarate CoA lignase

(5) Chorismique mutase (10) Cinnamoyl-CoA réductase

(1) Cinnamoyl alcohol dehydrogenase

Figure I. 3. 4. 2. Biogénese des lignanes
I. 3. 5. Stilbenes

Il est d’'usage de regrouper sous ce hom les compu#&noliques qui possedent deux
noyaux benzéniques séparés par un pont éthanééneébu il peut y avoir deux formeis et
trans (figure I. 3. 5. 1). Cette derniere étant la forl@aelus stable et bioactive est retrouvée
en général plus abondamment dans les différentpeces végétales productrices de

stilbénes 157).
=
( N
b

Formecis Formetrans
Figure I. 3. 5. 1.Structures générales des stilbenes
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Ce nom regroupe aussi les produits qui leur sasyithétiquement rattachés tels que

les phénanthrénes et les 9,10-dihydrophénanthfébds

Phénanthréne 9,10-dihydrophénanthrene
OCH;,4
HO. |
QO ‘O .
Multicauline Juncusol

€ Structures chimigues et classification

Les stilbenes possedent de nombreux dérivés psdans une large variété de plantes.
Ces dériveés peuvent étre libres (méthylés, hydesyprénylés ....etc), hétérosidiques (dont la
glycosylation est une des transformations la phseovée) et parfois polymériques. Ainsi, ils

ont la capacité de subir une isomérisation de ldatles liaisongis—trans ou trans—cis

[157.

HO.
OGlu
AN

o Q)
HO. HO.
> o IO
OH
OH
O

Pinosylvine Mulberroside A Amurensine A

OH OGlu
OH

€ Biogéneése des stilbénes

C’est une classe de composés polyphénoliques dsume voie biogénétique mixte
(cinnamates et triacétates). Apres cyclisation alaolisation, le dernier carboxyle du
triacétate se trouvant et dun hydroxyle phénolique disparait systématiqueime
(figure I. 3. 5. 2) 164.

' 4-coumarat- Condensatio o. Aldolisation
HO CoA-ligase  CoAS 3-malonyl-CoA S on Stilbéne-synthase
o] o]
(@] (@]

Acide cinnamique

HO | ) . ; .
o DeshydratatlopI HO Decarboxylatlog HO

" oon OH - CO,
O O OH o] OH

Figure I. 3. 5. 2.Biogénése des stilbenes
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I. 3. 6. Flavonoides

Les flavonoides forment le groupe le plus répanduntetabolites secondaires des
plantes dont I'on aurait a I’heure actuelle recgm&s de 9000 représentants différents et leur
nombre ne cesse d'accroitre. lls se caractérisantum enchainement Ar-C3-Ar d’une
structure générale en 15 carbones possédant delesdyenzéniqgues nommes cycle A et
cycle B ; cependant le cycle central C est formégahainon propyle C3. Cet enchainement
est de type 1,3-diarylpropane pour les flavonoideadiarylpropane pour les isoflavonoides
ou encore 1,1-diarylpropane pour les néoflavondjtiés.

€ Structures chimigues et classification

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-€tagsi se distinguent par une diversité
structurale selon le degré d’oxydation du noyawapigue central lequel peux étre ouvert et
recyclisé en un motif furanique (dihydrofuranoneds plus importants sont donnés ci-apres
(figure I. 3. 6. 1) 169 :

= 2-phénylbenzopyriliums : comme les anthocyanes

2-phénylchromones : flavones, flavonols et leursnates ou flavanones et

dihydroflavonols (dérivés 2,3-dihydrogénés).

2-phénylchromanes : flavanes, flavan-3-ols et thava,4-diols.

Chalcones et dihydrochalcones (le cycle pyranigi®evert).

2-benzylidéne-coumaranones (aurones).

Anthocyane Flavone Flavonol Flavanone
7 3 I
Dihydroflavonol Flavane Flavan-3-ol Flavan-3,4-diol
Seer e
OH O OH OH
O OH
Chalcone Dihydrochalcone Aurone

Figure I. 3. 6. 1.Principaux types de flavonoides
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€ Biogénese des flavonoides

L’origine des flavonoides est inscrite en filigradens leur structure ou elle apparait
bien dans celle des chalcones (figure I. 3. 6. @ndensation d’'un triacétate, I'origine du
cycle A (unité benzoyle), et d’'un acide cinnamigi@jgine du cycle B (unité cinnamoyle).

La cyclisation de ces deux unités engendre le qygianique central C1p0, 164.

0. OH
\ 4-coumarat- - ag Condensation o Aldolisation
HO CoA-ligase 3-malonyl-Co
O
© o ]

Acide cinnamique

O OH
H Déshydratatio
Chalcone-synthase
(] (@]
OH O
Chalcone

Figure I. 3. 6. 2.Biogéneése de la chalcone

Ainsi, les différentes classes des flavonoides sssiies de la chalcone qui subit

ultérieurement des réactions catalysées par phssigpes d’enzymes (figure I. 3. 6. 39[7].

OH
HO O
@ HO OH O <
[T
AUS CHRI/IFS
+— OH O

OH O
Chalcone Isoflavone
lCHI
OH OH
: 9
HO O @ HO O HO o @
c FHT /DFR /ANS C FHT/FLS c |
Z ’
OH OH
OH FHT/DFR off 0 OH O

Anthocyane / Flavanone \FHAT/ DFR Flavonol

OH ¢ ESI OH
HO. o @ HO 0 HO o @
¢ 00 9%
OH OH
OH

OH O OH OH
Flavan-3-ol Flavone Flavan-3,4-diol

CHR Chalcone-réductase CHI  Chalcone-isomerase ANS  Anthocyanidine-synthase
IFS  Isoflavone-synthase FHT  Flavanone-3-hydroxylase FLS Flavonol-synthase
AUS aurone-synthase DFR Dihydroflavonol-réductase FSI  Flavone-synthases

Figure 1. 3. 6. 3.Schéma récapitulatif de biogénese des différentelasses de flavonoides
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l. 4. Distribution des polyphénols

Les polyphénols sont présents partout dans les, tige fleurs, les feuilles et les racines
de tous les végétaux ou certaines familles renferme type de composés particulietg]].
Les principales sources alimentaires sont lessfreitlégumes, les boissons (vin rouge, thé,

café, jus de fruits), les céréales, les graineagaheuses et les [égumes selsd.

Mais leur distribution n'est pas homogéne au sainrégne végeétal a linstar des
coumarines et stilbénes. Ces derniers sont présiémte facon tres limitée dans quelques
dizaines d’especes veégétales ou il existe en tAufafnilles botaniques connues pour leur
capacité de synthétiser les stilbénes. Les couesmse rencontrent au sein de 4 familles a

savoir : Fabaceae, Asteraceae, Apiaceae et Rutplcead 69).

Par contre la distribution des lignanes, phénaispks et surtout acides phénols est
large et plusieurs centaines de ces composés @igadés dans diverses familles botaniques.
Toutefois, les lignanes sont remarqués par leusem@e notable dans les bois chez les
Gymnospermae, alors que les acides phénols sgrdlicndants dans les aliments notamment
les fruits et les épiced 62 169.

En ce qui concerne les flavonoides, ces composéstitent un groupe de
phytoconstituants d’une extréme diversité strudturids sont les métabolites secondaires les
plus abondants parmi tous les composés polyphéstolsossedent une large répartition

dans le monde végétal avec une diversité struetanakimale chez les Angiospermés9.
l. 5. Intéréts des polyphénols

De cette large diversité structurale des composdgpipénols découle une grande
variabilité des propriétés pharmacologiques, phggiques, écologiques...etc, objet de
I'intérét croissant que leur porte la rechercherstifique [L70.

€ Acides phénols et phénols simples

Le role physiologique et /ou écologique de ces moés est mal connu et leur intérét
thérapeutique est limité aux propriétés antisepsqurinaires des dérivés de l'arbutine et
propriétés anti-inflammatoires des dérivés salgyl§l55. Concernant les esters
hétérosidiques phénylpropanoiques, ils montrent gbedentialités pharmacologiques
intéressantes comme les activités antibactériergtesantifongiques en particulier a
'égard des organismes phytopathogenes. Ainsiaicertd’entre eux sont des inhibiteurs

enzymatiques potentiel&41, 171].
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Les acides phénols présents en quantité notable léanfruits et Iégumes sont des
piégeurs de radicaux libres (anti-oxydants) jouantdle reconnu dans le maintien d’'un bon
état de santé. Ces composés pourraient participgpr&vention de pathologies en partie liées

a un exces de radicaux libres et au stress oxydat.
€ Coumarines

L’intérét pharmacologique des plantes a coumarastdimité par rapport aux autres
classes de polyphénols dont les propriétés les pammunes sont les activités anti-
oxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennesaseti-adhérences1y3 174. Certains
composés sont présentés comme veinotoniques, wvpsotdcteurs et utilisés comme
médicaments symptomatologiques de [linsuffisancénohgmphatique. Ainsi quelques
composeés furanocoumarines sont des photosengiitdist utilisés dans le traitement du
psoriasis. Les pyranocoumarines sont commercedipéur leurs propriétés vasodilatatrices
coronariennes et présentées comme ayant des addwvosables sur les troubles de la
sénescence cérébraligifl].

Enfin, on note qu’un petit nombre de plantes @és par la phytothérapie renferment
des coumarines a [linstar d®elilotus officinalis (L.) Lam. (Fabaceae)Hieracium
pilosella L. (Asteraceae)Angelica archangelical. (Apiaceae) etGalium odoratum(L.)
Scop. (Rubaceae), mais que la relation structureiécn’a pas toujours été établie entre la
présence de coumarines dans ces plantes et ltactipie la tradition populaire leur

attribue [L41].
€ Lignanes

Chez les plantes, les lignanes jouent sans doutél@important pour leur défense dont
des propriétés antibactériennes, antifongiques néinudritives ont été décrites pour de
nombreuses molécules de ce groud®(. Concernant l'intérét thérapeutigue de ces
composés, un grand nombre d’entre eux possédent pdgmriétés cytostatiques ou
antitumorales établiem vitro ou in vivo, ainsi offrent des potentialités intéressantessdan
divers domaines : inhibition d’enzymes et activig#ti-agrégant plaguettaire, antagoniste

calcique, antihypertensive, antivirale, antifongigantiprotozoaire .....ete 0, 175 176|.
€ Stilbénes

Les stilbéenes, qui sont parfois des phytoalexinesvent dans certains cas étre des

régulateurs de croissance. lls possedent des ¢@tépriantifongiques, antipaludiques,
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anti-parkinson, antihistaminiques, antidiabétiquastibactériennes....etc. lls montrent aussi
un pouvoir remarquable anticarcinogéne des picéjddd, 177]. Ainsi, sont considérés
comme des agents importants de défenses passeuss. différents effets sont rapportés dans
la littérature ou les plus intéressants sont lteffiesssuasif sur les herbivores et I'effet
insecticide 17§. Par ailleurs, certains composés sont utiliséssdandustrie cosmétique

pour leurs qualités anti-oxydantes, antivieillissaits et antitached79.
€ Flavonoides

La fonction principale des flavonoides est la pigtagon des plantes. Ces composés
peuvent produire une vaste gamme de couleurs etapables de moduler le fonctionnement
du systéme immunitaire, inhiber une large gammenaymes et protéger la muqueuse
gastrique contre divers agents ulcérogenes. Aitsisont réputés pour leurs propriétés
anti-inflammatoires, antivirales, antibiotiques, tia@oplasiques, anti-hépatoxiques,
antibactériennes..... etc, mais une importancecpéiere a été accordée aux propriétés anti-

oxydantes sans négliger leurs propriétés pro-oxgadhd0, 181].
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Il. 1. Généralités sur les triterpénes

Les triterpénes, englobant les triterpenes tétrgeatacycliques et les stéroides, sont
une classe spécifique de métabolites secondair@sdalmment retrouvée dans les regnes
végétal et animal. Structuralement, les triterpesest des composés de 30 atomes de
carbone ayant diverses structures cycliques isdada cyclisation du $2,3-époxydo-2,3-
dihydrosqualéne ou plus rarement du squaléne lorendabituellement, hydroxylé en C-3
du fait de I'ouverture de I'époxyde pendant la sation a I'exception des composés de types
hopane et gammacérane. La grande diversité staletdes triterpénes peut étre expliquée par

leurs origines biosynthétiques varie&82-184].
Il. 2. Biogénése des triterpénes

Les triterpenes sont biosynthétisés a partir danl'éthanoate qui est transformé en
eéquivalent biologiguement actif de [lisopréne conesaus le nom de 3-méthylbut-2-
enylpyrophosphate et de 3-méthylbut-3-énylpyrophatp Ceux-ci sont des modules
isoprénoides de base (C5), leur polymérisationyiesupar une dimérisation produit le
squalene (C30) représentant le précurseur biocherdgs dérivés triterpéniqudsf.

Squaléne 2,3-époxydosqualéne
Le processus biologique de cyclisation de I'époxydesqualene implique, pour la
formation des intermédiaires carbocationiques goatlammaranyle et cation protostanyle),
des polycyclisations biochimiques stéréospécifig(amise-chaise-chaise-bateau et chaise-
bateau-chaise-bateau) selon une addition électeopittamoléculaire ou les doubles liaisons

C=C sont orientées d’'une facon particuliere (figiwr) [141, 186.
H

Cation dammaranyle Cation baccharenyle Cation lupany Cation taraxastyle
[ 77
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,,///// o

Cucurbitane

Chaise-bateau-chaise-bateau

'u,,,//// o
Cation protostanyle Cycloartane

Figure Il. 2. Schéma récapitulatif de biogénese des différentsiterpenes

La diversité des structures des triterpénes pesi étre déduite a partir de nombreux
mécanismes réactionnels intervenant lors de leogéniese a l'instar des réarrangements,
différents modes de cyclisation, déméthylation,tutg du cyclopropane, déplacement des
doubles liaisons, oxydation, décarboxylation.c..€eci permet de distinguer les différents
squelettes de base comme le lupane et hopaneiadaadation lupanyle, les squelettes de
types oléanane, ursane, taraxérane, taraxastanalti#torane a partir du cation taraxastyle.

Les stéroides résultent des modifications appodaeete squelette cycloartank8p, 187.

S

Lupane Oléanane

v

Taraxérane taraxastane Multiflorane Stéroide

II. 3. Structures chimiques et classification

Les différences majeures des triterpénes sont i@ocdnfigurationnel et liées a la
conformation adoptée par I'époxysqualene avantyeisation. Le cation issu de cette
cyclisation peut ensuite subir une série de déplaots 1,2 de protons et de méthyles

rationalisant I'existence des différents squeletitsa- et pentacycliques caractérisant ce
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groupe (figure Il. 3). La plupart de ces structusent des alcools, aldéhydes, cétones, acides

carboxyliques ou ester$g8g 189 .

P BT g

Squaléne triterpéne tétracyclique Stéroide triteegeentacyclique

Figure Il. 3. Principales classes des triterpenes

Les modifications secondaires des triterpenes s@skez limitées : hydroxylations
supplémentaires, insaturations, fonctionnalisaties méthyles angulaires et lactonisations
sont les plus indiquées. Une exception est remardaés plusieurs familles de Rutales telles
gue Rutaceae, Meliaceae, Simaroubaceae et Cneeradezz lesquelles le squelette
tétracyclique initial peut étre profondément rerdéanioxydation, ouverture-recyclisation,

élimination de la chaine ...ett41].
Il. 4. Principaux groupes des triterpenes
II. 4. 1. Squalene

Le squaléne est bien représenté dans les huilealég et animales et constitue un
composant important des lipides cutanés. Il ess$ sinite le triterpéne le plus connu d’'une
part, car il est le seul triterpene a avoir unedtire linéaire, mais également parce qu'il est le

précurseur de tous les autres dérivés triterpenifjuss].
Il. 4. 2. Triterpénes tétracycliques

Comme l'indique leur nom les structures de ce geospnt constituées principalement
d'un squelette de base de quatre cycles plus omsmdifies métaboliquement dont les
stéroides constituent certainement les dérivéplles importants et les plus répandus. Tous
les stéroides végétaux sont issus de la déméthylatiogressive du cycloartane et de
'ouverture de son cyclepdl9-cyclopropanique, par contre les stéroides amnsant issus
des modifications apportées sur le lanostér88|l Chez les animaux, la chaine latérale reste
intacte ou est tronquée ; elle peut méme étre @imiConcernant les végétaux, elle peut étre
fonctionnalisée, cyclisée ou possédée un ou dethoras supplémentaires sous la forme
d’un groupe méthyle, méthyléne, éthyle ou éthylereen position 24....etd f1].

N
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La diversité structurale est également fortementoée chez les stéroides qui sont des

composés présentant des différences au niveauude peopriétés. Aussi, ils peuvent étre
classés en plusieurs groupes, avec des subdivipmmscertaines structures : les stérols, les

sécostéroides, les stéroides hormonaux, les pégttsstles saponosides, les ecdystéroides,

les glycosides cardiotoniques...etd], 183.

Stérols Sécostéroides Stéroides hormonaux
OH
0
Spinastérol Jereistérol A Testostérone
Phytostérols Glycosides cardiotoniques Ecdystéroide

Campestanol Diginigénine Ecdysone

Saponosides

HO.

o

Astragaloside VI

II. 4. 2. Triterpenes pentacycliques

Les triterpenes pentacycliques sont des molécuolepaosées de trois motifs terpéniques
(soit six motifs isopréniques) agencés soit eq ciycles a six carbones, soit en quatre cycles
a six carbones et un cycle a cing carbones. Beauptus fréqguemment, les composés
tétracycliques de type dammarane ne sont que desmigdiaires qui évoluent vers des
squelettes pentacycliques oléananes, ursanes,elsiphopanes, gammacéranes ...280[
Ces composés constituant une autre classe tréssifliée, ubiquiste dans les végétaux
[ &)
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supérieurs dont la variabilité structurale est tredment limitée dans les organismes

terrestres, mais qui est bien plus accentuéelesexrganismes marin91].
Il. 5. Distribution et localisation des triterpénes

Les triterpénes peuvent étre trouvés dans tousotganismes vivants: animaux,

champignons, algues et végétaux supérieurs.

Les stéroides sont des molécules essentiellessddswrganismes. lls ont toujours été
fabriqués par les micro-organismes autotrophes pais les plantes et enfin par les
organismes hétérotrophes. Concernant la présemsceotdeposes steroidiques dans les tissus
végetaux, celle-ci est connue beaucoup plus paaccemulation des stérols dans les plantes
supérieures dont les plus abondants sont le stignohset le sitostérol 192. Pour les
mammiféres, certains types de stéroides sont ms#sés les membranes auxquelles ils
conférent une certaine plasticite. Dans ce cas, ngekecules sont considérées comme
éléments constitutifs des membranes de I'organi®reutres stéroides sont impliqués dans
le fonctionnement de I'organisme, soit directemaatniveau cellulaire dans les systemes

autocrines, soit a distance dans les systemes enig¢os [L93.

Les triterpenes pentacycliques sont représentiggsvégétaux supérieurs, leurs fossiles
moléculaires trouvées dans les milieux sédimergalgnotent un apport terrestre significatif.
Les composés appartenant aux séries de l'ursariml@mnane et du lupane peuvent presque
étre considérés comme ubiquistes chez les planpesisures194]. Ces types de triterpénes
sont également présents dans les huiles et extlaigermes de céréales, résines, écorces,

cires épicuticulaires, cires de fruits, fleurs,drdules....etcl95.
Il. 6. Intéréts des triterpénes

De par leur surreprésentation dans le régne végdtdbur qualité de métabolite
secondaire, les triterpenes ont attiré l'attentidun monde scientifigue en s’intéressant

particulierement a leurs diverses propriétés pheotogiques.
€ Squaléne

De nombreuses expériences ont permis de démonteerleg squaléne est un anti-
oxydant efficace dans les phases lipidiques ; qetipriété est peut-étre en relation avec son
activité antitumorale. Ainsi, il est utilisé dan$ndlustrie cosmétique et rentre dans la
composition de certains adjuvants que l'on rajoale& vaccins pour renforcer la réponse
immunitaire [L83.
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€ Triterpénes tétracycliques

La grande majorité des composés tétracycliques Isemlagir comme toxines ou
comme agents de dissuasion vis-a-vis des inseetbs/bres 1927, mais le domaine d’intérét
des stéroides est bien plus large et plus surprenam seulement par les activités
biologiques qu’ils possedent (anticholestérolémjgaatitumurale, antidiabétique, anti-
inflammatoire.....etc), mais aussi par leurs fandi effectives dans les tissus végétal et
animal. Leur présence dans les tissus végétauxasstue par leur implication dans les
processus biologiques des plantes tels que lasamig, le développement, la division
cellulaire et la résistance aux dommages causésgsastress environnementad8f. Ainsi,
les stéroides synthétisés par le corps humain biessique par de nombreux animaux jouent
un réle essentiel dans de nombreuses fonction®ighis comme vitamine, en tant qu’élément
du systeme immunitaire et comme hormones sexueflagents indispensables du processus
de reproductiof196-19§.

€ Triterpénes pentacycliques

Contrairement aux triterpénes tétracycliques, lesnctions des triterpénes
pentacycliques dans les plantes restent mal congtue8cessitent beaucoup d’investigation
sur les plans phytochimique et biologique afin ubéder leur role dans les différentes parties
des plantes. Cependant, ils interviendraient darcohtréle de la croissance des végétaux et
de la morphogéneése ainsi que dans la cicatrisatiolans la transportation des sucres depuis

les feuilles jusqu’aux racine&95.

Ces composeés sont frequemment utilisés dans degositions pharmaceutiques pour
leurs nombreuses propriétés thérapeutiques domt peut citer, entre autres: anti-
inflammatoires, hépatoprotectrices, diurétiqueslg@siques, antimicrobiennes, inhibitrices

d’activités enzymatiques, antitumorales, antinéaplgues...etcl99-201].
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l. 1. Etude phytochimique de I'especeélelianthemum sessiliflorumPers.

l. 1. 1. Extraction

Les parties aériennes de la plahie sessiliflorum séchées puis broyées finement
(1 Kg), sont macérées dans 10 L d’'une solution B§#so-éthanolique pendant 48 h (2 fois).
Apres filtration et concentration, 600 ml de I'eaitraqueux ont fait I'objet d’une extraction
liquide-liquide utilisant successivement les sotgasuivants : cyclohexane puis acétate
d’éthyle et a la fin le-butanol, ce qui méne a I'obtention de 4,41 g ttakcyclohexanique,
3,22 g d’extrait acétate d’éthyle et 18,89 g d'aitn-butanolique. Le protocole d’extraction

est présenté dans la figure suivante (figure 1. 1).

' Matériel vegétal : 1 Kg —> * Macération pendant 48 h dans éthanol/eal8f{2 x 10 L)
Fiitration

Cbncentration

' Extrait aqueux (600 ml) ——> * Extraction par cyclohexane (3 x 500 ml)
ﬂ * Décantation

Phases organique et aqueuse

Phase organiqu=—> * Evaporation a sec \

|

' Extrait cyclohexanique (4,41 Q)

Phase aqueu===> * Extraction par acétate d’éthyle (360 ml)
* Décantation

Phaswganique et agueuse

Phase organiqu=—> * Evaporation a sec \

J

' Extrait acétate d’éthyle (3,22 g)

Phase aqueus==> * Extraction pam-butanol (3 x 500 ml)
* Décantation

Phageganique et aqueuse
Phase organique—> ﬂ* Evaporation a sec

' Extrait n-butanolique (18,89 g

Figure I. 1. 1. 1. Schéma d’extraction de I'espeddelianthemum sessiliflorumPers.
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l. 1. 2. Séparation et purification

Les extraits acétate d’éthylerebutanolique sont jugés intéressants au vu depleiil
CCM. Cette constatation nous a conduit a les ahgieur une investigation chimique
approfondie. Les séparations et purifications da®ponsés contenus dans ces extraits ont
nécessité l'utilisation de différentes techniquesomatographiques (VLC, CC, CCM, CCE et
HPLC) et I'usage de plusieurs phases stationndmet de silice phase normale, RP-18,
polyamide et Sephadex), ainsi qu'une vaste gamnselgants.

€ Extrait acétate d’éthyle
Un premier fractionnement de I'extrait acétate luyé (3 g) a été effectué en utilisant
la technique de chromatographie liquide sous WdeC) aux conditions : gel de silice phase
normale comme phase stationnaire et les mélangéshexane/AcOEt (100-6)(0-100) puis
AcOEt/MeOH (100-0)»(0-100) comme phases mobiles en permettant l'obtentde 4

fractions majoritaires (F F).

Ce fractionnement, suivi de plusieurs étapes dearaéipns et purifications
chromatographiques (figure I. 1. 2. 1), conduisehisolement de 20 composés naturels purs
dont un nouvealHS1).

[ 3 g d’extrait AcOEt ]

\—> VLC Si@ cyclohexane/AcOEt (100-80-100)— AcOEt/MeOH (100-6-0-100)

) ) - @

l C SiQ CC RP-18 CCSi Précipitation

E. P/ACOEt MeoH/"‘zO CH2C|2/MeOH dans MeOH
(99-1)—(10-90) (20-80)—(100-0) (100-0)-(50-50)

CcC CCE CcC CC cC HPLC CcC CcC CcC CcC cC
Sio, Sio, Sephade |Polyamid (Polyamide |RP-18 Sephadex | Sephade) [ Polyamide |Polyamide | Polyamide
CCE CCE cC CC Sephadex
RP-18 Se hadex CCES
RP-18 J p J v iQ v

T T
(Fs)(me] (7] [(Fen)

(rer)

[

HSZBI HSZSI HS17 [ HS6 ] [ HS1 ][ HS26 ][ HS15 ][ HS3 ] [ HS5 [ HS9 ] [ Hszs]

HS24 HS1s [ HSlG [ HS21 ] HS10 | | HSI13

HS22

Figure I. 1. 2. 1. Séparation et purification de Extrait ACOEt

( )
. 8 |
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€ Extrait n-butanolique

La technique de chromatographie sur colonne ouverse utilisée pour un
fractionnement initial de 10 g de cet extrait erisant pour ce cas le polyamide comme
phase stationnaire. L’élution a été menée par lamgé HO/MeOH (100-0}»(0-100). Ceci

conduit a la formation de 10 fractions majoritaifes— Fio).

12 composes purs ont été isolés a partir des @iftés fractions issues de cet extrait par

'emploi de divers procédés de séparation et patidn (figure 1. 1. 2. 2).

[ 10 g d’extrait n-butanolique ]

ol

CC Polyamide $0/MeOH (100-6-0-100)

o 7 I é

v

e (7 )

CC Sio, cc ccC cc cc
CHCl/MeOH Polyamide Polyamide Polyamide Polyamide
(100-0)~(0-100) toluéne/MeOH | toluéne/MeOH toluéne/MeOH toluéne/MeOH

(97-3)»(50-50) | (100-0)-(0-100) (100-0)>(0-100) | (100-0)-(0-100)

) @) &

[

[ F12 ] FL4 F18
2% CcC CC SiQ CC Polyamide CC Polyamide |CC _ CC Polyamide
CCE Sephade [CC Sephadex CC Sephadex CC Sephadex Polyamide | CC Sephadex
Sio, CcC CCE SiQ
J SiG,
y \4 \4 \ 4 v A \ 4
HSZQ][ HS31][ HS32] HS4 HS19 HS7 HS8 HS14
et
HS30 HS20 HS11

HS12

Figure I. 1. 2. 2. Séparation et purification de Extrait n-butanolique

l. 1. 3. Identification structurale des composés és

L’identification structurale des composés isolds3?) a été réalisée en employant
diverses méthodes d’'analyse spectroscopiques : B#JNRMN **C, DEPT, HSQC, COSY,
TOCSY, HMBC, NOESY, ROESY, UV-VIS,
HR-ESI-MS et mesure du pouvoir rotatoire, ainsi gaecomparaison avec les données de la

IR, spectrométride masse ESI-MS et

littérature.
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I. 1. 3. 1. Identification structurale du composé 151

OCH;
OH

H3C Olllnn--

e

HO
OCH;

1.0-acétyl prinsépiol

Ce composé est obtenu sous forme d’'une huile ingolasible sur CCM a la lumiére
UV (254 et 366 nm). Il se colore en mauve apréélaton a I'acide sulfurique et chauffage a
100 °C. Il s'agit d’'un nouveau lignane dérivé dinpépiol nommé 1-O-acétyl prinsépiol

La mesure d’absorption UV-visible (figure I. 1.13.1) du composéiS1 a été réalisée
en utilisant le MeOH comme solvant aux longueumnde comprises entre 200 et 600 nm.

Ce spectre montre un profil typique de composésgities avec deux maxima d’absorption
a 232 et 278 nnm2p2.

60,0 Peak#15  100% at 13.05 min
o

50% at 12.90 min: 947.63
-50% at 13.21 min: 949.4Q

231.9

T T T T
200 250 300 350 400 déO 5'00 Séﬂ 595

Figure I. 1. 3. 1. 1. Spectre UWis du composé HS1

Le spectre IR (figure I. 1. 3. 1. 2) de ce compasele bien la présence de bandes de
vibrations trés caractéristiques de groupementsatiques, a savoir les bandes d’élongation
C=C du cycle & 1605, 1580 et 1515%tminsi que la bande d'élongationFCaromatique a
3053 cnt. Les bandes de déformation ont été observées ar69§C=C hors du plan) et &
782 et 763 cM (C-H hors du plan).
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Figure I. 1. 3. 1. 2Spectre IR du composé HS1

Ce spectre montre aussi d’autres bandes d’absorgtorespondant aux vibrations
d’élongation de groupes hydroxyles a savoir ungyelabande de liaisons hydrogénes
intermoléculaires @4 & 3475 crit et une bande fine & 1231 ¢morrespondant & la liaison
C-OH. La vibration de déformation-8 hors du plan apparait & 650 ¢m

L’'analyse de toutes ces bandes suggere la présgecgroupes aromatiques et
hydroxyles. En plus, le spectre IR indique I'exnste de groupes alkyles par I'observation des
bandes d’élongation des liaisonsHZ 2950 et 2843 chet des liaisons ©-C asymétriques
& 1254 crit et symétriques a 1046 €m

Toutefois, le spectre IR du compdd&1 présente une absorption a 1725 @mi peut
étre attribuée a une bande d’élongation d’une fonatarbonyle d’'un groupement ester. Ceci
est confirmé aussi par I'apparition d’'une banddaigation de la liaison CQ@ de l'acétate a
1223 cn, ainsi que des bandes des liaisorAd @symétriques et symétriques du groupement
méthyle & 1493 et 1378 chmespectivement2p3.

Le spectre de masse obtenu par ionisation élecapspSI-MS du composéiS1
(figure 1. 1. 3. 1. 3) conduit & la production digchargés [M+Na] [M+K] " et [2M+Na[,
qui se traduisent sur ce spectre par trois picnd’pseudomoléculairesn@z= 455,2, 471,2
et 887,4 respectivement permettant d’attribuer acreposé une masse moléculaire M = 432

uma correspondant a une formule brute e&Oq .
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3HRAGS 68 (2. 202) Cm (53:51) 1: TOF MS ES+
100 4552 2.51e3)
[M-+Na]
=
4562
[M~+K] +
1=7.0 238.0 4712 [21\«1+Na]
1520 1840 253.0 3390 41344350 887.4
171.0184.0 305.1 as7.0 50145154 SE5.1603.2 888.3
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Figure I. 1. 3. 1. 3.Spectre de masse ESWIS du composé HS1

Ces données sont renforcées par la masse calcalé€;.H,,09 Na, m/z= 455,1318)
obtenu a partir du spectre de masse effectué etie hésplution HR-ESI-MS (figure 1. 1. 8)
qui indiqgue un pic an/z = 455,1322. La formule brute,f,,09 permet de compter 11
insaturations suggérant la présence au moins dfaopgment aromatique, ce qui est en
accord avec les données fournies par les spedras UV-Vis, plaidant en faveur d’'une

structure phénolique pour ce compose.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 PPM ( DBE: min=-1.5 max =500
Element prediction: Off

Mumber of isotope peaks used fori-FIT=3

Menoisctopic Mass, Even Electron lons

108 formulale] evaluated with 1 results within limits {up to 50 best isatopic matches for each mass)
Elements Used:

C:20-22° H:0-1000 O:0-8 Na: 01 38K:01 k01

F5-50-60-2
13HRE68 45 (1.500) AM (Cen.4, 80.00, Ar5000.0.472. 67 0.70.L5 20); Sm (3G, x1.00; S5 (5:40.00 ; Cm (46:49} 1: TOF MS ES+|

oo L 1824003
1 4551312 [I\I_N_a] i

561322

413.2754 ST o 6030028 7 550
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Minimum: 1.5
Maximum: 5.0 5.0 50.0
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Figure I. 1. 3. 1. 4Spectre de masse HEESI-MS du composé HS1

Les spectres RMN®C et'H (figures I. 1. 3. 1. 5 et 6) du compdd81 enregistrés a
600 MHz dans CDGImontrent une série de signaux d’absorption reptaserune vaste
gamme de carbones et protons engagés dans différemiironnements chimiques

(aromatiques et aliphatiques).
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Figure I. 1. 3. 1. 5Spectre RMN**C du composé HS1

Partant de la zone des protons aromatiques, al&agt85 jusqu’a 7,02 ppm, le spectre

RMN *H (figure I. 1. 3. 1. 6) montre la présence de plusissignaux d’intégration 6H, avec

des différentes constantes de couplage indiquantrésence de plus d'un groupement

aromatique.
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Figure I. 1. 3. 1. 6 Spectre RMN*H du composé HS1

L’analyse des spectres HSQC et RMI (figure I. 1. 3. 1. 7) révéle la présence de 12
carbones aromatiques divisés en 6 groupements Sdhaat ady 7,006c 111,9), 64 6,98/
dc 114,5), 6n 6,956¢ 122,5), bn 6,936¢ 109,3), 61 6,916c 119,8) et §n 6,876Hc 113,9),
et 6 carbones quaternaires localisés 446,6, 145,9, 145,8, 145,7, 128,3 et 127,5.
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Figure I. 1. 3. 1. 7Spectres HSQC et RMN"C de la partie aromatique
du composé HS1

Cette répartition des carbones? spermet d'obtenir le nombre de groupements

aromatiques constituant la structure i1 qui est composée de deux cycles notés A et B

avec une présence de trois protons dans chaque cycl

La multiplicité observée pour chaque proton aroguagi sur le spectre RMNH

(figure I. 1. 3. 1. 8) et la mesure des constadeesouplage ont permis d’obtenir les protons

des deux noyaux aromatiques. En effet, le double0@ ppm aved = 1,6 Hz correspond au

proton H-2'. Ce dernier est couplé avec H-6' (@PB) qui est situé en positionétasuite a

sa multiplicitédd (J = 8,2 - 1,6 Hz). Cette derniére indique un autreptage de H-6' avec un

proton en positiorortho qui est le H-5'dy 6,87,d, J = 8,2 Hz). De la méme maniére,

I'attribution des protons du deuxieme cycle aromaicycle B a été faite comme suit : H-2"

a 6,39 ppmd, J = 1,5 Hz),
(d,J=8,1 Hz).

(dd, J=8.2-1.6 Hz)

H
(d,J=8.2 Hz)
H '

—
7.00

I
| H-6'

J
\
|

!

|
Il
\

|

| H-6" |H-5'

T
6.95

T
6.90

H-6" a 6,91ppmd(J = 8,1 - 1,5 Hz) et H-5" & 6,98 ppm

(d, J=8.1 Hz)

H
(dd, J=8.1-1.5 Hz)

Figure I. 1. 3. 1. 8Spectre RMN'H des protons aromatiques du composé HS1
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La valeur du rapporiv/J, calculée & partir du spectre RMN pour les deux protons
résonant a4 6,95 (H-6") et 6,87 (H-5') attribués au cycle Askique les protons &, 6,91
(H-6") et 6,98 (H-5") du cycle B, est infériewre8. Ceci indique un couplage fort entre ces
protons et suggere la présence d'un systeme AB.dkesiers protons (H-2' et H-2") pour
chaque cycle, sont considérés comme faiblementlé®w@vyec un rapport supérieur a 8 d’'un
systeme AX. A partir de ce résonnement et utilisantotation de pople2p4], les systemes

de spins résultant sont désignés par ABX.

Le spectre COSY H-H (figure I. 1. 3. 1. 9) confirtaeposition de ces protons par les
corrélations qu’il révele entre les protons couplés'/H-6' et H-5"/H-6" pour les deux cycles
A et B.

"
HH HL-F5 [59-6%9]1 2 CDC13 |'|—2' H-Z

— il L

~6.85

6.90

-6.95

-7.00

~7.05

v T T T T T S T [ L T 7.10
710 7.08 706 7.04 70z 7.00 698 696 694 692 690 6.88 6.86 6.84 6.82 ppm

Figure I. 1. 3. 1. 9Spectre COSY H-H des protons aromatiques du compo$¢S1

Partant de ces protons, I'expérience HSQC permassdjner leurs déplacements
chimiques comme suit : H-2'/C-2" &4(7,006¢ 111,9), H-5/C-5" ady 6,876c 113,9), H-6/
C-6' & 6n 6,956¢ 122,5), H-2"/C-2" ady 6,93b¢ 109,3), H-5"/C-5" ady 6,986¢ 114,5) et
H-6"/C-6" a {1 6,916 119,8).

A partir de ces données, I'analyse du spectre HMBGduit a attribuer les carbones
quaternaires des cycles A et B a travers les ativék ertJ qu'ils présentent (figures I. 1. 3.

1.10 et 11) entre :

s Pour le cycle A :
= Le proton H-2' et les carbones C-8k 145,7) et C-6' déja identifié.
= Le proton H-5' et les carbones C-d:128,3) et C-3'q¢ 145,9).

= Le proton H-6' et les carbones C-2' et C-4'.

( )
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Figure 1. 1. 3. 1. 10. Spectre HMBC des cycles A Btdu composé HS1

% Pour le cycle B :
= Le proton H-2" et les carbones C-4¢(145,8) et C-6" connu.
= Le proton H-5" et les carbones C-5¢(27,5) et C-3"dc 146,6).

= Le proton H-6" et les carbones C-2" et C-4".

Figure I. 1. 3. 1. 11. Corrélations HMBC des protos aromatiques au niveau
des cycles A et B du composé HS1
Cette analyse nous a permis d’identifier les daaxigements aromatiques du composé
HS1 comme étant le 1,3,4-trisubstitué phényle. Lidfergtion de leurs substituants a débuté
par I'interprétation du spectre RMNC (figure I. 1. 3. 1. 12), qui montre un déblindatgs
carbones C-3'9¢ 145,9), C-4' §c 145,7), C-3" §c 146,6) et C-4" §c 145,8) en comparaison
avec les valeurs des autres carbones de ces deiles.cfe qui indique la présence de

substituants électronégatifs.
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Figure I. 1. 3. 1. 12Spectre RMN*C des cycles aromatiques du composé HS1

D'autre part, le spectre RMRH (figure I. 1. 3. 1. 13) montrant deux singuleisges
résonant a 5,68 et 5,64 ppm et ne présentant awaundation sur le spectre HSQC, sont

attribués a des protons hydroxyliqué84.

= 1 3 ; oz § RREISENR
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Figure I. 1. 3. 1. 13Spectres HSQC et RMN'H montrant les hydroxyles
du composé HS1

Le proton hydroxyle qui résonne a 5,64 ppm mon&s douplages sur le spectre
HMBC (figure I. 1. 3. 1. 14) avec les carbones dule A: C-3', C-5' et le carbone
guaternaire C-4'. Ces corrélations indiquent l@teanent de ce groupe hydroxyliqgue a ce
dernier carbone (C-4'). La position en C-4" de difoxyle du cycle B est aussi clairement
démontrée par les couplages en HMBC du deuxiem®srptoydroxylique résonant a 5,68

ppm avec les carbones C-4", C-5" et C-3".
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Figure I. 1. 3. 1. 14. Spectre HMBC des protons hydxyliques du composé HS1

Par ailleurs, les deux singulets, d’intégration @tdcun, sortant a 3,89 et 3,94 ppm sur
le spectre RMN'H et formant des taches de corrélation sur le spetiSQC
(figure 1. 1. 3. 1. 15) avec les carbones résorabb,9 et 56,0 ppm respectivement, sont

attribués aux protons méthoxyliques.

Protons méthoxyliques
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Figure I. 1. 3. 1. 15Spectres RMN'H et HSQC exhibant des protons méthoxyliques
du composé HS1

Ces attributions sont supportées par les corrésitmbservées sur le spectre HMBC
(figure I. 1. 3. 1. 16) avec les carbones quatmrsadéblindés : C-38¢ 145,9) pour les
protons résonant&, 3,89 et C-3"§c 146,6) pour les protons détectés a 3,94 ppm.
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Figure I. 1. 3. 1. 16 Spectre HMBC des protons méthoxyliques du composéedi

La position de ces deux groupements méthoxylesadirmée une seconde fois par
'analyse du spectre NOESY (figure I. 1. 3. 1. 1g0i montre des couplages dipolaires entre
les protons du méthoxyle 3'-OGldt le proton H-2' du cycle A et entre les protons d

deuxiéme méthoxyle 3"-OCG4¢t le proton H-2" du cycle B.

HH HL—-FS5S [52—-FKE2] 2 chacl3
_fJ;_jM M__J l | Ik H ppRm
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— 2
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Figure I. 1. 3. 1. 17Spectre NOESY des protons méthoxyliques du compoks1

A lissue de ces résultats spectraux, les deux pgments aromatiques A et B

(figure 1. 1. 3. 1. 18) du composts1 sont identifiés au 4-hydroxy-3-méthoxyphényle.
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Figure I. 1. 3. 1. 18. Fragment 4-hydroxy-3-méthoxghényle des cycles A et B
du composé HS1
En plus des éléments structuraux identifiés préoédent, le spectre RMRH (figure |.
1. 3. 1. 19) révéle la présence de six signauxégant 1H chacun, quatre sous forme de
doublet sortant 8, 4,72, 4,28, 4,17 et 4,12, et deux sous forme dgukhlocalisés a 5,33 et
4,92 ppm.

v = b PR
= ] b : =
3 o - > > =
| |
H HL—F5 [59-69] 2 CDC1

5
I

4"-OH I4'—(',)I L |

\

g g

Figure I. 1. 3. 1. 19. Spectre RMNH (4,1 & 5,7 ppm) du composé HS1

Ces valeurs de déplacements chimiques indiguent@giprotons sont engagés dans des
environnements chimiques différents, ce qui seuitagar des absorptions relativement

éloignées pour chaque proton sur le spectre RNIN

L’attachement de ces protons a leurs carbonegspdctre HSQC (figure I. 1. 3. 1. 20)
permet la formation de deux groupements méthitg$,336¢ 86,6) et {n 4,926 87,1) et
deux méthylenesdf 4,17 et 4,125c 74,9) et §y 4,72 et 4,28p¢c 75,9). Les déplacements
chimiqgues de ces carbones et protons impliquent cgge groupements sont porteurs

d’'oxygene.
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Figure I. 1. 3. 1. 20. Spectre HSQC (4,1 a 5,8 pprd) composé HS1

Le spectre HMBC montre des corrélations H/C3@r(figures I. 1. 3. 1. 21 et 22)
conduisant a la formation d’'un squelette de typeftuane a travers les couplages des
protons oxyméthines :

= H-2 (645,33,9) et les carbones C-8474,9), C-5 et C-8575,9).
= H-6 644,92,9) et les carbones C-1, C-4 et C-8.

Figure . 1. 3. 1. 21 Corrélations HMBC des protons oxymeéthines du comp@sHS1
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Figure I. 1. 3. 1. 22Spectre HMBC (3,9 a 5,8 ppm) du composé HS1
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La présence de ce squelette est confimée papteslations eRJ et®J (figure I. 1. 3.

1. 22 et 23) détectées entre les protons oxymétbglgH-4a ¢y 4,17) et H-4b &4 4,12)] et
[H-8a (01 4,72) et H-8b &, 4,28)] et les carbones C-4c(91,4), C-2 §c 86,6), C-5 §c 88,2) et
C-6 6c87,1) R04g.

Figure I. 1. 3. 1. 23Corrélations HMBC des protons oxyméthylénes du congsé HS1

Par ailleurs, le spectre COSY H-H (figure I. 1. 13. 24) montre les corrélations
attendues entre les protons géminés de groupemgméthylenes H-4ad(, 4,17,d, J = 9,8
Hz) et H-4b {4 4,12,d, J = 9,7 Hz), ainsi qu’entre les protons H-8a4,72,d,J = 11,2 Hz)
et H-8b 61 4,28,d,J = 11,2 Hz).

H- 4a n 4b
HH HL-FS5 :\MUCI& l_l 8‘] Pl 8[) [L
= H-4a/H. 4h 4b A a0
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.ﬁ 7.0
777,*(77, 625. T T ee ss . so a5 a0 ppm

Figure I. 1. 3. 1. 24. Spectre COSY H-H des protorsxyméthylenes du composé HS1

A partir de toutes ces constatations, la partid¢raknde la structure de ce composé est
identifiée sans aucun doute comme étant un dérivé sguelette furofuranique
(figure 1. 1. 3. 1. 25).

Figure I. 1. 3. 1. 25. Squelette furofuranique dua@mposé HS1
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A cette étape de I'élucidation structurale du cosd@pbS1, il ne nous reste qu’a

identifier les substituants attachés a ce squdiattmofuranique.

Le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 1. 26) montre bilanconnectivité entre le cycle A

(en position 1') et le carbone C-2 par la corrélatbbservée entre le proton oxyméthine H-2

et les carbones aromatiques C-1', C-2' et C-6'ni@ene pour le cycle B, il est visualisé

également des couplages entre le deuxieme protgméikine H-6 et le carbone quaternaire

C-1" et les carbones méthines C-2" et C-6".
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-2 3 H-2/C-2"
—_— @
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s 3
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S S i i
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Figure I. 1. 3. 1. 26. Spectre HMBC montrant les pats de jonction des cycles A et B au

squelette furanofuranique du composé HS1

Ces connectivités (figure I. 1. 3. 1. 27) metemtévidence I'appartenance du composé

HS1 a la classe des lignanes et plus précisémentdligpe prinsépiolZ07).

OCH;

Figure I. 1. 3. 1. 27. Corrélations HMBC montrant ks points de jonction des
cycles A et B du composé HS1
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Il reste maintenant a déterminer la nature destisudasts liés aux carbones chiraux C-1

et C-5. A cet effet, 'analyse du spectre RMN montre la présence d’un signal singulet

d’integration 3H, résonant a 1,54 ppm correspondartprotons d’'un groupement méthyle.
Leur carbone est repéré a 20,9 ppm selon I'expegiéfSQC. Les protons de ce groupement
présentent sur le spectre HMBC (figure I. 1. 3.28) une corrélation avec un carbone
résonant a 168,8 ppm, attribué a un carbonyle dronpement acétate considéré comme le
premier substituanpZ. Ce groupement a été déja signalé par analyse IR.

En tenant compte de la masse moléculaire de ceasimggale a 432 uma et les unités

structurales déja identifiées, le deuxieme sulmiituest déterminé comme étant un
groupement hydroxyle.
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Figure I. 1. 3. 1. 28. Spectre HMBC du composé HS1

Une simple comparaison des déplacements chimigeesatbones C-1 (91,4 ppm) et
C-5 (88,2 ppm) du squelette furofuranique avec aeies dans la littérature pour ce type de
lignane R02 20§ suggere l'attachement du groupement acétate esitigpop C-1. En
conséqguence le groupement hydroxyle est lié awoar-5 (figure I. 1. 3. 1. 29).

OCHs

Figure I. 1. 3. 1. 29 Attachement des substituants en €& et G5
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Ces attributions sont supportées également par ifférechce des valeurs de

déplacements chimiques (figure I. 1. 3. 1. 30) dabones des cycles aromatiques C-1'
(128,3 ppm) et C-1" (127,5 ppm) blindé de (0,8 pjam) rapport au carbone C-1'; ceci est di
a l'effety blindant du groupement hydroxyle lié au carbong @gure I. 1. 3. 1. 31)J02.

HH HL-F5 [59-69] 2 CDPCl3 13t

C-8 3"-OMe
| 1
4 |3'-OMe
c-2"
Vesnbgaiibarnoiyl
T T T T IS o Laa T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figure I. 1. 3. 1. 30. Spectre RMN°C du composé HS1

OCH;

Figure I. 1. 3. 1. 31. Structure plane du composé$i

Ces données complétent les attributions déja fdiescarbones et protons du composé

HSL1 Il s’agit d’'un dérivé nouveau acétylé du pringepi

[ 103 |
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Figure I. 1. 3. 1. 32. Spectre de masse ESI-MS damposé HS1

La structure plane proposée pour ce composé eitrnén par I'analyse des fragments
obtenus a partir du spectre ESI-MS (figure 1. 11.332) ou il montre deux picsra/z égal a
137 et 152 dus aux fragments-8H," et A-CHO' respectivement (figure I. 1. 3. 1. 33).

OCH;
OH

OMe

152 m/7

OH

.
CH>

HO

HO
y 137 m/z Ovte

OCH;

Figure I. 1. 3. 1. 33. Fragments obtenus a partilu spectre ESI-MS du composé HS1

Deux autres types d’ions fragments observés dapsipart des lignanes décrits dans la
littérature P08, 209 résultent du clivage des liaisons du groupemerdféirane pour donner
des pics am/z = 179 et 164 corespondant aux fragementsCA=C(OH)CH' et
Ar-CH=C=0" respectivement comme présenté sur la figured. 1. 34.
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OMe
OH

OMe
OH

HO
OCH;, O+

Figure I. 1. 3. 1. 34. Fragments obtenus a partolu spectre ESI-MS du composé HS1

Le groupement le plus important dans ce composéinduit la nouveauté dans cette
structure, apparaiti@/z= 238 (ArCH=C(O-COCHs)CH,OH)" (figure I. 1. 3. 1. 35).
OCH;,

OCH,

Figure I. 1. 3. 1. 35. Fragment obtenu a partir dispectre ESI-MS du composé HS1

Les études stéréochimiques effectuées sur ce gfigranes indiquent que la jonction
entre les deux cycles oxolanes du furofurane egbues d’'une configuratiomis avec une
conformation enveloppe pour chaque cy@07 207. Cette stéréochimie donne lieu a un
squelette furofuranique d’'une conformation chaisau (figure 1. 1. 3. 1. 36) dont les deux
atomes d’'oxygeéne sont posés l'un contre l'autrecause configuratiorenddexo[210. En
conséguence, les deux substituants aux pointsr¢iga des cycles oxolanes (C-1 et C-5)
sont toujours sur la méme fac[-213.

0 1 ; 0) % """"" %

R o

Figure I. 1. 3. 1. 36. Jonction des cycles oxolangs squelette furofuranique
du composé HS1
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A partir de ces données et la mesure du pouvatoiné de ce composéu(p = - 20.5,
= 0.275, AcOEt) comparée au prinsépial]g[= - 18,4) R0§ permettent d’assigner
'appartenance de ces deux composés a la mémestEndechimique ou les deux substituants

en positions C-1 et C-5 somorientés.

L'utilisation des principes d’anisotropie diamaggae permet de préciser dans quelle
face s’orientent les autres substituants du sdeeletofuranique. En effet, le blindage des
protons méthyliques H-2" (1,54 ppm) du groupemacdtate ¢-orienté) di a I'effet de
courant du cycle aromatique A indique une orieatati-pseudo-équatoriale du noyau
aromatique A. Par conséquent, le proton oxyméthi@ (5,33 ppm) estp-orienté
(figure I. 1. 3. 1. 37)308.

‘. P 5 o
Fa=an _
H-Z2/H-8b O / e E
- = S
% - -
- - H-Z/Hi-4a
i -

L

= T T T T — e
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 a.s 4.0 =5 ppm

Figure I. 1. 3. 1. 37. Spectre NOESY composé HS1
D’autre part, le spectre NOESY (figure I. 1. 33¥) montre clairement les effets NOE
entre le proton H{2 et les protons méthyléniques H-4a (4,17 ppm) €bH4,28 ppm),
comme il permet de visualiser aussi une corrélagotre le proton H-4a et le proton
oxyméthine H-6 (4,92 ppm) indiquant une orientatin pour tous ces protons
(figure 1. 1. 3. 1. 38).

Y &

H,CO OH

Figure I. 1. 3. 1. 38. Corrélations NOESY des protts oxyméthylénes et oxyméthines
du composé HS1
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Ces arguments se trouvent renforcés par le délgiendaservé pour les protons -2
(5,33 ppm) et H-p (4,92 ppm) par comparaison avec les déplaceméntsques cités dans
la littérature pour les mémes protons des dérivéprihsépiol ayant des groupements aryles
B-axial orientés213, 214. Ce déblindage est expliqué par un raisonnenigmlagre utilisant
les effets du courant des cycles aromatiquesB\dant les protons Hf2et H-@ sont situés
dans les lignes de forces magnétiques induitesrdigites du cycle A (pour H32 et du
cycle B (pour H-8) [20§.

HI HL—FS 159['9 2 cpcl3 l
S— | ! l,, l . PPm

—

H-4xa/11-6
H-6/HI-2"" H-2/FI-8b "
& o L -

H-2/F1-2" =
e - S
H-2/F1-6" - H-2/FI-4a

=
—
= e T e e e . R o o —— r————y—p—?

s
7.5 7.0 6.5 &.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Figure I. 1. 3. 1. 39. Spectre NOESY (3,5 a 7,5 ppmiu composé HS1

En conséquence, la configuration des quatres casbchiraux de ce composé est
établie comme étanSL2R, 5Set R

D’autres effets NOSEY (figure I. 1. 3. 1. 39) sobiservés entre le proton oxyméthine
H-2p et les protons aromatique H-2' et H-6', de mémentre le proton H-6 et le proton H-2"
du cycle B (figure I. 1. 3. 1. 40).

HsCO OH

Figure I. 1. 3. 1. 40. Corrélations NOESY des protts oxyméthylénes et aromatiques du
composé HS1

Le déblindage remarqué du proton H-@,72 ppm) par rapport aux autres protons

meéthyléniques H{8 (2,28 ppm), H-8 (4,17 ppm) et H-4 (4,12 ppm) est di a I'orientation
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a-axial du groupement acétate ou le protonoHs8 trouve dans la zone conique déblindante

du carbonyle du groupement acétate.

L’ensemble des données spectrales accumulées, e me la valeur
du pouvoir rotatoire (f]p =- 20.5, ¢ = 0.275, AcOEt) permettent d’assigner pelscomposeé
HS1 la nouvelle structure : Slacétoxy-5-hydroxy-2R,6R-di(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-
3,7-dioxabicyclo[3.3.0]octane nomméO-acétyl prinsépiol (figure I. 1. 3. 1. 41).

X 1"

H;C O
6'

OCHj;
Figure I. 1. 3. 1. 41. Structure du composé HS1 @Q-acétyl prinsépiol)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposdiS1 sont rassemblés
dans le tableau I. 1. 3. 1.

Tableau I. 1. 3. 1. Déplacements chimiques en RMiK¥ (600 MHz) et RMN *°C
(150 MHz) du composé HS1 enregistrés dans CDLCI

HS1

Position oy, m, J oc
1 - 91,4
2 5,33 (1Hs, H-2p) 86,6
4a 4,17 (1H,d, J=9,8, H-4) 74,9
4b 4,12 (1H,d, J=9,7, H-8)
5 - 88,2
6 4,92 (1Hs, H-6p) 87,1
8a 4,72 (1Hd,J=11,2, H-&) 75,9
8b 4,28 (1H,d,J=11,2, H-$)
1 - 128,3
1" - 127.,5
2' 7,00 (1Hd,J=1,6) 111,9
2" 6,93 (1Hd,J=1,5) 109,3
3 - 145,9
3" - 146,6
4 - 145,7
4" - 145,8
5 6,87 (1Hd,J=8,2) 113,9
5" 6,98 (1Hd,J=8,1) 114,5
6’ 6,95 (1H,dd, J = 8,2-1,6) 122,5
6" 6,91 (1H,dd, J=8,1-1,5) 119,8
3'-OMe 3,89 (3H,9) 55,9
3"-OMe 3,94 (3Hy) 56,0

( 1
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Position oy, m, J oc
4'-OH 5,64 (1Hgsl) -
4"-OH 5,68 (1Hgsl) -
1 - 168,8
2" 1,54 (3H,s) 20,9

I. 1. 3. 2. Identification structurale du composé %2

OCH;
OH

HO
OCH;
la-hydroxypinorésinol

Le composéHS2 purifié aussi sous forme d’une huile incolore, esible sous la

lumiére UV a 254 et 366 nm. Il donne une tache mawr CCM aprés révélation a I'acide
sulfurique et chauffage a 100 °C.

60,0 b}:‘eak #12 _ 100% at 10.87 min

50% al 10.72 min: 945 34
50% al 11.02 min: 908,21

500, 2088

Tty L e e e e e Y B a1
200 250 300 350 400 450 500 550 585

Figure I. 1. 3. 2. 1. Spectre UV du composé HS2

Le spectre UV-Visible (figure I. 1. 3. 2. 1) de cemposé révele la présence de deux
maxima d’absorption a 232 et 278 nm, similairesebes observées pour le compd$gl

décrit précédemment provenant des transitionsrél@ques des groupes phénoliquesy.
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€091 —

: [ y : ,
3500 100 2500 200 1500 1000 500

Figure I. 1. 3. 2. 2Spectre IR du composé HS2
Cette similitude est remarquée aussi sur le sp#t(ggure 1. 1. 3. 2. 2) qui montre des
bandes & 1603, 1570 et 1508 tauggérant la présence de groupements phénolicuiesne
il exhibe une large bande & 3540 trattribuée aux groupements hydroxyles. Ainsi, des
bandes d’absorption ont été observées a 2975 & @8t caractéristiques des vibrations
d’élongation GH de méthines, méthylenes et méthyles. La locadisades bandes
& 1230 et 1036 cthest en facteur de vibrations-@Me asymétriques et symétriques

respectivement1q.

F5-59-69-1
3HRIST 112 (3.737) Cm (89:127) 1: TOF MS ES+
1004 1Z1ea

[M+Na]

200 300 400 S00

Figure I. 1. 3. 2. 3.Spectre de masse ESVIS du composé HS2

D’une part, le spectre de masse ESI-MS (figure B.2. 3) révéle la présence des pics
d'ions pseudomoléculaires [M+Nah m/z = 397,1; [M+K] a m/z = 431,1; [2M+Na] a
m/z= 771,3 et [2M+K] am/z= 787,3 indiquant une masse moléculaire égaledaudia

correspondant a une formule brute egHz0-.

D’autre part, le spectre de masse HR-ESI-MS (figude 3. 2. 4) montre aussi un pic
d’'ion pseudomoléculaire @an/z = 397,1257 pour une masse moléculaire calculéanval
397,1263, en accord avec une formule brute gHG0;Na.
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Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Mumber of isotope peaks used fori-FIT =3

Moneisctopic Mass. Even Electron lons
83 formulafe} evaluated with 1 results within limits (up to 50 best isotopic matches for sach mass)
Elements Used:

C:2020 H:0-1000 ©:07 MNa:0-1 39K:0-1 1:0-1

wT
Wz
7]
7

FE-50-50-1 4+
13HR267 126 (4.516) AM (Cen,4, £0.00, Ar5000.0,472.67.0.70,L5 20 Sm (SG. 1x1.00}; Sb (5.40.00 ) [h,{—f—Na} 1:Tol
2071257

1e+002

3081268

| 4201177

n L
t

457 lg.m FT.SSBE; w07
) L I L

miz

141.0095 470 ogag 2110028 228154450759 2801375 305.0333 410037 367.0055385 2860 |
Ao iU iAo 2bo | zho 240 280 280 3o | a0 | 340 380 | 30 | 400 | 420 | 440 | 480 | 4m | 500
Minimum: -1.5
Maximum: 5.0 5.0 50.0

Mass calc. Mass moa EEM DEE 1-FIT Formla

397.1257  397.1263 -0.6 -1.5 3.5 C©zo HIZ 07 Ma

Figure I. 1. 3. 2. 4. Spectre de masse HBSI-MS du composé HS2

La ressemblance des compoddS1 et HS2 est clairement déduite des spectres
RMN *H et **C. En effet, le spectre RMRH (figure I. 1. 3. 2. 5), qui est divisé en deux
zones : aromatique et aliphatique, indique la présale six protons aromatiques résonant a
oy 7,03sl, 7,01 ¢, J=1,4 Hz), 6,98d, J = 8,1 Hz), 6,93l et 6,90 (d, J = 8,1-1,4 Hz) et sept
protons aliphatiques localisésa 4,89 @, J = 4,8 Hz), 4,8%l, 4,56 {, J = 8,9 Hz), 4,084,
J=9,3 Hz), 3,94d, J = 9,2 Hz), 3,87dd, J = 9,1-6,3 Hz) et 3,15¢d J = 8,9-6,3-4,812).

| . # { .
Protons arpmatiques 7 [Profons "I”i jatiques

4.87
s/
1.08| 3.94 |
1.56 |
‘ 4.89 o 7 i ) /d ‘
3. 87 3.15 ’\
| h ’l del rd \
L \ Mo
........ ; — e : . — . . . e
7 7.0 6.5 6.0 5 5.0 a5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
] | | { |
—(ea - y w - ) - @ |
=8 H 83 < 5 gl=|
S||is | > || & - ] &|l&-|

Figure I. 1. 3. 2. 5. Spectre RMNH du composé HS2

De méme, les spectres RMRC et DEPT (figure I. 1. 3. 2. 6) montrent la présede
12 carbones aromatiques se répartissant en sipgnmoents CH résonantég 119,7, 119,6,
114,7, 114,2, 109,3 et 109,0 et six carbones queites détectés & 146,9, 146,7, 146,0,
145,4, 132,3 et 127,0. Ainsi, ils exhibent six carbs aliphatiques incluant deux méthylenes
résonant a 74,7 et 71,7 ppm, trois méthines lazaks87,8, 85,8 et 60,1 ppm et un carbone

guaternaire reperé a 91,6 ppm.
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SO I W— ' o
55 T T 5 -1 T P ————y— T g
150 140 130 120 110 100 20 ao 70 o0 120 115 110 105 100 ©5 ©0 B85 80 785 70 65 60

Figure I. 1. 3. 2. 6. Spectres RMN°C et DEPT du composé HS2
Pour les groupements aromatiques constituant uatate du composElS2, le spectre

HSQC (figure I. 1. 3. 2. 7) permet d’assigner acguleacarbone du groupement CH le proton
associé par les couplages observeés entre :

= Le proton a 6,90 ppm et le carbone a 119,7 ppm.

= Le proton a 6,93 ppm et le carbone a 119,6 ppm.

= Le proton a 6,98 ppm et le carbone a 114,7 ppm.

= Le dexieme proton a 6,93 ppm et le carbone a Jdgh?

= Le proton a 7,01 ppm et le carbone a 109,3 ppm.

= Le proton a 7,03 ppm et le carbone a 109,0 ppm.

7.01/109.3

109

7.03/109.0
110

111
112

113

6.93/114.2
G.98/114.7 —— 114
e e

115

I

-116

117

-118

6.93/119.6 119

5 5
‘ 6.90/119.7 120
—~ —————— - i i - - — T 121

== ————
7.04 7.02 7.00 6.98 6.96 6.94 6.92 6.90 PPpmM

Figure I. 1. 3. 2. 7. Spectre HSQC des groupemerdgsomatiques du composé HS2

Alors que, le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 2. 8etclairement en évidence les
corrélations erfJ des protons aromatiques qui permettent d’'identéfiede caractériser tous
les protons et carbones des cycles A et B. Legledions du cycle A sont entre :

= Le proton H-2'§y 7,01) et les carbones C-8:(146,9) et C-6'd-119,7).
= Le proton H-5'§4 6,98) et les carbones C-2:(127,0) et C-3'd- 146,0).
= Le proton H-6'§4 6,90) et les carbones C-4' et C&£ 109,3).
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Ainsi, les couplages du cycle B se présentent entre

= Le proton H-2"§ 7,03) et les carbones C-4:(146,7) et C-6"3c119,6).
= Le proton H-5"§4 6,93) et les carbones C-Bc(132,3) et C-3"dc 145,4).
= Le proton H-6" §4 6,93) et les carbones C-4" et C-:109,0).

2712 s s '
f ( ’ " ] V\qu(,
| | j / U"\‘
VUV N
c-2" H-6"/C-2"
c:2 H-6"/C-2" -110
C-5"
C-5 115
C-6" H-2"/C-6"
c-6' H-2'/C-6" 120
125
5 H-5'/C-1"
c1r—| TEmTET
30
135
140
<2 Hagycar HESUCsY - 145
C-313 H-2"/C-4" = — s
C4'"- L= =Y e H-6"/C-4
L T-2'/C-4" H-6"/C-4"
S — ——— ]
7.05 7.00 6.95 6.90 ppm

Figure I. 1. 3. 2. 8. Spectre HMBC des protons aroatiques du composé HS2

Pour les substituants en positions C-3' et C-3€atedeux cycles aromatiques, ils sont
identifiés comme étant des groupements méthoxyledad de couplages sur le spectre
HMBC (figure 1. 1. 3. 2. 9) des signaux singuleti§ntégration 3H chacun, des protons
meéthoxyliques sortant ady 3,956¢ 56,0) et 6y 3,93b6c 55,9) avec les carbones C-3'
(6c 146,0) et C-3"qc 145,4) respectivement.

HH HL-F5 [59-69] 1 CDC1l3 HMBC 3'-OMe || 3"-OMe
ML JM ppm
dA o
130
s a3
—135
—140
C-3" 3"-OMe/C-3"
Cc-3=

145
3-oMe/c-3'° »

T T I I ELLLT DD T T T T I

50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 ppm

IRRARRASEEZES

Figure I. 1. 3. 2. 9. Spectre HMBC des groupementaéthoxyles du composé HS2
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Ainsi, les substituants en positions C& 146,9) et C-4"3c 146,7) sont identifiés aux
groupements hydroxyles en raison des valeurs di#mde leurs déplacements chimiques et
de l'absence des corrélations de ces deux carl{@dset C-4") sur le spectre HMBC avec

d’autres protons.

1 I\‘.‘ H
He6"[ |
2" g2 it I 11-6 .
J \__A B / ppm ‘ Iu . A ” A A
.86 9 "
J .
“ H-5'/1-6' 8 f & i o’ 3
- | 0 i };l-i}—'(‘m‘ﬁ:" 5.90) :_-—-Jl & M 40
o s J@ 5.94) | "
16 ‘ " ™~ 4
(N/\M). - 4 i |
A % f 8.99) ‘
ne e J fl {
- 4 "’ ]
H-2' I\Nd* / va 7 d i
1 e + ] 7,02
H-2" 4 | \
; ) 04
‘ ' =
1.0 85 0

Figure . 1. 3. 2. 10. Spectres COSY et NOESY desogpements aromatiques
du composé HS2

Les spectres COSY et NOESY (figure I. 1. 3. 2. d@firment toutes ces attributions
par les couplages gu'ils présentent entre les psoawmomatiques H-5'/H-6" et H-5"/H-6", ainsi
gue les effets nOe entre les protons méthoxyli@r3Me et 3"-OMe et les protons H-2' et
H-2" respectivement (figure I. 1. 3. 2. 11).

+—wNOESY
e CO5Y

)
CHj

Figure I. 1. 3. 2. 11. Corrélations COSY et NOESY @bk groupements aromatiques
du composé HS2

A l'issu de cette analyse et comme pour le comptS#& les deux cycles aromatiques

de ce composé sont identifiés au 4-hydroxy-3-méthl&nyle.

Les corrélations observées sur le spectre HMBCpde®ns aliphatiques et I'analyse
des valeurs de déplacement chimique des carbosesiés a ces protons sur le spectre HSQC
(figure I. 1. 3. 2. 12) permettent également d’éteb un fragment structural furofuranique
comme il a été observé pour le compbEI§A.
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3-OMe||3"-OMe
H-2
H-6
3"-OMe
T -
3'-OMe H-5/C-5
.5 - 60
C-4 H-4a/C-4 H-4b/C-4 - 70
o= H-8a/C-8-= - H-8b/C-8
— 80
C-6] H-6/C-6.
3 H-2/C-2 L
e —
5.0 4.5 4.0 35

Figure I. 1. 3. 2. 12. Spectre HSQC montrant les ptons aliphatiques du composé HS2

La différence entreHS1 et HS2 réside dans I'apparition sur le spectre RMN

(figure 1. 1. 3. 2. 13) du compos$€S2 d’'un signal a 3,15 ppm sous forme d’'un doublet de
doublets de doublets € 8,9-6,3-4,8 Hz).

H‘-z ‘I
|1-8b
H-Sai “
| f
‘ ‘ (ddd, J=795.2)
- H4h 15
[t 11
| | ‘ 1
‘ f)( \N' i
. ]
(i | T [ 1 T T
41 4.0 39 38  ppm 32

3.‘1 .3.0
Wo()\vr\w’//} "JJ
N r

Figure . 1. 3. 2. 13. Spectre RMNH des protons aliphatiques du composé HS2

1.094

Ce proton, couplant en COSY (figure I. 1. 3. 2. &4¢c deux protons oxymeéthylenes
H-4a et H-4b résonant& 4,56 €, J = 8,9 Hz) et 3,87dd, J = 8,9-6,3 Hz) respectivement et
un proton oxyméthine H-6 repéré&a 4,89 ¢, J = 4,8 Hz), est attribué au proton H-5. Son
carbone résonne a 60,1 ppm selon I'expérience H&@Groton corréle el sur le spectre

HMBC avec les carbones C-3¢(87,8) C-8 ¢ 74,7) et le carbone aromatique C-1"
(6¢c 132,3) (figure I. 1. 3. 2. 14).
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ER HL-F5 [59-69] 1 CDC13 HMBC HH HL-FS [59-69) 1 CDC13 ©
J\‘JK—A\ l___JL DD'“
LS
['!.‘ ppm .
— L 60 o 3 g Las
OH _ 2 :
—_— = H-5C8 H5/H-4bw |
Rl r40
— H5/C-2 '
| 100 ,
S— HiHdam | *
— |
— H120 |
B (T
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Figure I. 1. 3. 2. 14. Spectres HMBC et COSY H-H dproton H-5 du composé HS2

Le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 2. 15) montre égaént les couplages entre les
protons oxymeéthines :
= H-2 (0644,87) et les carbones C-8(71,7), C-5§c60,1) et C-83c74,7).
= H-6 (0644,89) et les carbones C4:01,6), C-4 et C-8.
Ainsi entre les protons oxyméthylenes H-8a4,56), H-4b {4 3,87), H-8a & 4,08) et
H-8b (64 3,94) et les carbones C-1, C&2 87,8), C-5 et C-65¢ 85,8).

HH HL-F5 [59-69] 1 CDC13 HMBC
H-2
H-8b
H-8a
# H-44 s
i g 'LL H-4b
Jh _ i ___ ppm
55
E——
5 | H-2/C5 H-4a/C-5 H-8a/C < usw(
- [ - 60
|| -4b/C-§
65
-6/C-4 -70
\El -2/C-4
H-2/C-
/{ 75
H-8b/C-6
-80
H-8h/C-2
\ H-4a/C-6 H-Ab/C-6 | g
———i] m lI-Hm('-ﬁg i
H-8a/C-2
€2 H-4a/C-2
H-6/C-1 ) iT-4b/C- %
1 e ™ H-82/C-lem @ @
H-4a/C-1 u,“,,( lth( -1
T T T T T 24! hucosiic 1
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 4,0 3.9 3,5 ppm

Figure I. 1. 3. 2. 15. Spectre HMBC des protons oryéthines et oxyméthylénes
du composé HS2

Les points de branchements des groupements araestiy et B avec ce squelette

furofuranique sont clairement démontrés, de la mémamniere que pour le composé

( )
L116J




Chapitre 111 Etudes phytochimiques
Partie |

précédent, par les corrélations observées surdetrgpHMBC (figure I. 1. 3. 2. 16) entre le
proton oxyméthine H-2 et les carbones du cycle &1', C-2' et C-6', ainsi qu’entre le

deuxieme proton oxyméthine H-6 et les carbonesydle® : C-1", C-2" et C-6".

-2
.._M H-4a
Co2v JH-6/C-2"
C-2' H-2/C-2"
C-s"
C_5'
C-6*" H-6/C-6""
C-6" H-2/C-6"
C-1"— e H-Z2/C-1"
C-1"—4 -
H-6/C-1""
OCH3 140
_— 145
T P T T PP A T AP - T T YT [ e e
5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 a.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 [=d=124]

Figure I. 1. 3. 2. 16. Spectre HMBC montrant les pats de branchement des cycles A
et B du composé HS2
La présence du groupement méthine CH-5 indiquepéisienance du composts2 au

groupe des lignanes de dérivé pinoresiaalr.

La caractérisation du dernier substituant de celstfe furofuranique a été établie sur la
base des valeurs des déplacements chimiques demearC-1 et C-1' dont le déblindage du
carbone C-18¢91,6) par rapport au carbone C8z §0,1) indique la présence d’'un hydroxyle
attaché au carbone C-1. Ceci est confirmé par leuvalindée du déplacement chimique
du carbone C-1'6¢ 127,0), en comparaison avec celui du carbone @&"132,3)
du cycle B, qui est due a l'effgt blindant du groupement hydroxyle lié au carboné C-

(figure I. 1. 3. 2. 17)318,.
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Comme il a été démontré précédemment pour le codripBa et tenant compte de la

valeur positive du pouvoir rotatoire #6582 ([a]p = + 20,5), le cycle furofuranique adopte une
conformation chaise/bateau dont les deux substguEmC-1 et C-5 sont situés dans la face
(figure I. 1. 3. 2. 18)319.

Figure 1. 1. 3. 2. 18. Conformation chaise/bateadu composé HS2

Ces données permettent de considérer le protom ¢tHmime point de référence. L'effet
nOe observé entre HxSet le proton H-4a oforienté) indique une orientatiof du
proton H-4b. Ce dernier corréle de son coté avecp®tons H-2 et H-6p{orientés)
conduisant a attribuer aux cycles aromatiques B eine orientationi-pseudoéquatoriale
(figure 1. 1. 3. 2. 19).

HH HL-F5 f59*63} 1l CDCl3 NOESY
s i i ﬂ ‘ A N g
M 9

& |

. a0
H-2(3/H-8B L I
H-5a/H-40[_, 5

H-2(/H-2' ™ * |
, . _AB/H-2B
H-2B/H-6 . A
H:E‘B/H-z['s' e o Lso
H-4B/H-6B I

Ls.5

f-6.0
[
6.5

#_.,jﬁ‘r - | - 3" 4 R i

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 a5 4.0 35 ppm

Figure I. 1. 3. 2. 19. Spectre NOESY du composé HS2

Le spectre NOESY révéle aussi des corrélationsedatiproton H-B et les protons
aromatiques H-2' et H-6', et le proton oxymeéthin@aH@-orienté). Ainsi, un effet nOe est
visualisé entre le proton H3Get le proton H-2" du cycle B (figure I. 1. 3.20). Il en résulte
gue la configuration au niveau des carbones chi@uix C-2, C-5 et C-6 s’établit comme
suit: 1S 2R, 5Ret R
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HsCO OH
Figure I. 1. 3. 2. 20. Corrélations NOESY du comp@sHS2

A lissue de ces résultats spectraux, la valeumpduvoir rotatoire (]p = + 20,5,
c = 0,64, MeOH) et la comparaison avec les dondéda littérature320, le composéHS2

est identifié ala-hydroxy pinorésinol (figure I. 1. 3. 2. 21).

OCH;

Figure I. 1. 3. 2. 21. Structure du composé HS2 ¢ihydroxy pinorésinol)

Ce lignane a été isolé pour la premiére fois nooleseent du genrélelianthemum
mais aussi de la famille Cistaceae. Il est conrur gon activité anticomplémentair22[l].
Par ailleurs, il a été identifié dans les espeBasissurea pulchellfAsteraceae) 415,

Gymnosporia varialiligCelastraceaep[Lg et Eucommia ulmoide@Eucommiaceaepp]].

Les déplacements chimiques des protons et carlinesmposdiS2 sont réunis dans
le tableau I. 1. 3. 2.

Tableau I. 1. 3. 2Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN *°C
(150 MHz) du composé HS2 enregistrés dans CDLCI

HS2
Position oy, m, J dc
1 - 91,6
2 4,87 (1Hsl, H-2pB) 87,8
4a 4,56 (1Ht, J= 8,9, H-4) 71,7
4b 3,87 (1H,dd, J = 8,9-6,3, H-#)
[ 119 |
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Position oy, m, J oc
5 3,15 (1Hddd, J=8,9-6,3-4,8, H-&) 60,1
6 4,89 (1Hd,J= 4,8, H-§) 85,8
8a 4,08 (1H,d,J=9,3, H-8) 74,7
8b 3,94 (1Hd, J=9,2, H-&)
1 - 127,0
1" - 132,3
2' 7,01 (1Hd,J=1,4) 109,3
2" 7,03 (1Hs)) 109,0
3 - 146,0
3" - 145,4
4 - 146,9
4" - 146,7
5 6,98 (1Hd,J=8,1) 114,7
5" 6,93 (1Hsl) 114,2
6’ 6,90 (1H,dd, J=8,1-1,4) 119,7
6" 6,93 (1Hsl) 119,6
3-OMe 3,95 (3H,9) 56,0
3"-OMe 3,93 (3Hg) 55,9

I. 1. 3. 3. Identification structurale du composé 133

(+)-Cycloolivil

Ce composé se présente sous forme d’'une laqueoracebluble dans le méthanol. I
donne une tache visible sur CCM a 254 et 366 nge €blore en mauve apres révélation par

I'acide sulfurique et chauffage a 100 °C.

intens] - TS, 0.0.0. 5min B2 15|
=10’

1.254

1.00

smpA [NA-INa] "

.50

0.25 400.1

234.028%1 301.1 2o ee5.2
325.2 A=, 8351
L Dilozesa lowdo L b Sk s u

200 360 PY.T) 560 660 780 860 e

0.00

Figure I. 1. 3. 3. 1. Spectre de masse ES®IS du composé HS3
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Le spectre de masse ESI-MS (figure I. 1. 3. 3.elxe composé montre un pic d’ion

pseudomoléculaire [M+N&J m/z = 399,1 correspondant & une masse moléculaire égal
376 uma et une formule brute epld,40;.

Les spectres RMNH et **C (figures I. 1. 3. 3. 2 et I. 1. 3. 3. 3) montrene certaine
ressemblance avec le compd4$82 par la présence de deux types de protons et aashon

aromatiques et aliphatiques, suggérant 'appartnda ce composé a la classe des lignanes.

En effet, le spectre RMRH révéle I'existence de cing signaux, d’intégratidt chacun
et de multiplicités différentes, s’étallant de 6j@8qu’a 6,78 ppm; il permet de distinguer
deux singulets larges sortant a 6,20 et 6,65 panx dignaux sous forme de doublets repérés
a 6,72 et 6,78 ppm et un doublet de doublets lee@i6,69 ppm.

| ]
l’rotuns_"ﬂromatiquns | }"P"ulgns :lrlilnhaliqycq [ 5 /." [m H
T 7 d ~ [T =37/ M
| { . MMJ_ , ] i . JI e L,JIL N S g_,u__;JLblL_ AL
r:?jo‘: ms.ls . Iﬁ‘_O 5f5 SI‘.O ‘ a,‘Js r ‘ 3. J‘ ' vkr ; :o , 1‘|5‘ ” 1.0 ppm
e 318 l*i“r’rﬁ g ﬂ {18 iiH‘f\lei\ffZﬁE 2l

Figure I. 1. 3. 3. 2. Spectre RMNH du composé HS3

L’exploration des constantes de couplage de cemgigavec les données fournies par
I'étude des spectres RMNC et DEPT (figure I. 1. 3. 3. 3) permettent de tiomsr deux
noyaux aromatiques, présentant sept carbones gasey repérés & 147,7, 146,0, 144,6,
143,8, 137,0 et 132,1, 125,0 et cinq groupementsdsbnant a 122,1, 115,9, 114,5, 1124 et
111,5 ppm.

Carbones aromatiques aliphatiqu

Carbones aromatiques Carbones aliphatiques| x

1

Ul L T

e T Bt e |

1&0 130 120 110|100 20 80 70 60 50 40 120 110 100 90 80 70 60 50 40

Figure I. 1. 3. 3. 3. Spectres RMN°C et DEPT du composé HS3
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Ces groupements meéthines sont associés par I'a&nalys spectre HSQC
(figure 1. 1. 3. 3. 4) aux protong(6,996¢ 122,1), 6y 6,206¢c 115,9), 6y 6,786¢c 114,5),
(6|-| 6,72bc 112,4) et 6H 6,656¢ 111,5)

A \ i

6.65/111.5
=

-
6.72/112.4

A2
6.78/114.5 i

‘ 6.20/115.9
4

P—1 122

6.69/122.1

. S P S S e PP e RGNS  SEEE e e 126
6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 pPpm

Figure I. 1. 3. 3. 4. Spectre HSQC des protons aratiques du composé HS3

Ces protons sont distribués &ais protons pour le premier cycle nommé A etdaux
pour le deuxieme noyau (B), vu leurs valeurs desstamtes de couplage qui indiquent des

systemes de spins ABX pour le cycle A et AX poutyele B.

La premiére série de signaux (ABX) regroupe legndt-2 ady 6,72 sous forme d’'un
signal doublet, sa constante de couplage égal@ BZ jndiquant un couplagartho avec le
proton H-6 {4 6,99) selon le spectre COSY H-H (figure I. 1. 358

HH HL-15 CD30D COSY
H=6
Ha \ H2' Hs
H-5 |
u A ppm
= e o 1
- / 3 1

i
] .

‘ H-5/H- -
b H-2/H-6

e

-

—_—
—J -

—

—

e

A s s T T Ry s mmee e e s R
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Figure I. 1. 3. 3. 5. Spectre COSY H-H des protordu cycle A du composé HS3

Ainsi, le proton repéré a 6,78 ppm attribuable & ldvecJ = 8,0 Hz montre un
couplage méta (H-5/H-6). En conséquence, le signal doublet de btiis sortant a
6,99 ppm attribué au proton H-6 révéle deux cometanle couplagd = 8,0 et 1,9 Hz
(figure 1. 1. 3. 3. 6).
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6.99 (dd, J=8.0-19 Hz)|  6.72 (d, J=1.9 Hz) H 6.65, sl

T4
6.78 (d, J=8.0 Hz)

H 6.20, s/

Figure I. 1. 3. 3. 6. Cycles aromatiques du compos£s3

Comme mentionné précédemment, la deuxieme sérisigeaux AX regroupe deux
protons qui se présentent sur le spectre RMN(figure I. 1. 3. 3. 7) sous la forme de
singulets larges visualisés a 6,65 et 6,20 ppmbdeace de couplage sur le spectre
COSY H-H (figure I. 1. 3. 3. 5) indigue une posgitigara pour ces protons qui sont attribués
aux protons H-2' et H-5' du cycle B respectivenfégure 1. 1. 3. 3. 6).

ABX AX
H-5

4|
H | ~ﬁ | |
h | |‘ M |\ ‘

—T TR
535 680 675 570 665 GGO 655 650 645 540 635 630 525 620 Ppm

=
EIRE | i 1=l |Z]

Figure I. 1. 3. 3. 7. Spectre RMNH des protons aromatiques du composé HS3

L’'analyse du spectre HSQC permet d'assigner leladéments chimiques des carbones
C-2 0c 112,4), C-5 §c 114,5) et C-6dc 122,1) pour le cycle A et C-264111,5) et C-5'
(6¢ 115,9) pour le noyau B.

Les informations tirées du spectre HMBC (figurd..l.3. 3. 8) sont plus significatives
car elles permettent de distinguer tous les cabdeechaque cycle aromatique a travers les

corrélations H/C efJ et®J qu'il présente.

Pour le noyau aromatique A, ce spectre montre cawlgs taches de corrélation’dn
entre (figure 1. 1. 3. 3. 9) :
= Le proton H-2 et le carbone oxygéné Cdt (144,6) et le méthine 6-CH
(6c122,1).
= Le proton H-5 et le carbone quaternaire G4 137,0) et le carbone oxygéné
C-3 (6 147,7).
= Le proton H-6 et les carbones Cé& (L12,4) et C-4.
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H-2 -
H_5| \“\“’H-z' H-5'
= 100
C-2'] F 11
C-2— - H-6/C-2 g1
e

sl 5 ) ;

C-6 H-2/C-6 o = 120
(:_6".__? - H-2"'/C-6' II—S._/(—G F
('_l'_._; - H-2"/C-1"' l‘l—Sl(‘—]' —130

H-5/C -
1 i Ve
4 H-2/C-4 , R 140
(_j_4£_é ) \,.=|[-2'/C-4' H 5:/(,, 4 :
C-3"3] H-5/C-3== “SH-2'/C-3 H-5'/C-3"' 55
B H-6/C-4
T T T I T T T bihicd Pl T T T
72 71 7.0 69 68 67 66 65 6.4 6.3 6.2 6.1 ppm

Figure I. 1. 3. 3. 8. Spectre HMBC des cycles arortiques du composé HS3

Ainsi, il montre des couplages éhet 3J entre les protons H-2' et H-5' et les carbones
quaternaires C-1'56¢ 132,1), C-3' §c 146,0), C-4' & 143,8) et C-6' §c 125,0)
(figure 1. 1. 3. 3. 8).

Figure I. 1. 3. 3. 9. Corrélations HMBC des cyclearomatiques du composé HS3

L’'exploitation de toutes ces données montre clagmmla présence de deux
groupements aromatiques de type 1,3,4-trisubspiédyle (cycle A) et 1,3,4,6-tétrasubstitué
phényle (cycle B). Ceci renforce la suggestion @xidtence d’'un squelette de nature

lignanique pour ce compose.

Dans le but de déterminer les substituants de ogaux aromatiques, I'analyse du
spectre RMN'H de ce composé réveéle la présence de deux siagliletégration 3H chacun
sortant a 3,80 et 3,83 ppm, liés sur le spectre Ei$f@ure 1. 1. 3. 3. 10) a un signal de
carbone résonant a 54,9 ppm. L'intensité de ceieleimdique I'existence de deux atomes de

carbone attribués sans aucun doute aux groupemeéti®xyliques.
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Figure I. 1. 3. 3. 10. Spectres RMNH, HSQC et HMBC des groupements méthoxyliques
des cycles aromatiques A et B du composé HS3

Le branchement de ces groupements aux cycles A ettBnis en évidence par les
corrélations visualisées sur le spectre HMBC (fgurl. 3. 3. 10) entre les protons résonant a
3,80 ppm du groupement méthoxylique et le carbof® (& 147,7) du cycle A, de méme

gu’entre les protons du deuxieme groupement méthoay3,83 ppm et le carbone C-3'

(6c 146,0) du cycle B (figure I. 1. 3. 3. 11).

Figure I. 1. 3. 3. 11. Corrélations HMBC des groupments méthoxyliques des cycles
aromatiques A et B du composé HS3

Le spectre ROESY (figure I. 1. 3. 3. 12) confirnes lpositions de ces groupements
méthoxyles par les couplages qu'il présente eeseptotons 3-OCHH-2 du cycle A et les

I -

S5 m

3.0

protons 3'-OCHH-2' du cycle B.

3-OMe/H-2 3.5
N\ 3'=OMe/H-2'

‘ 4.0

- 4.5

5.0

-5.5

6.0

6.5

L

A -7.0

IRy

Figure I. 1. 3. 3. 12. Spectre ROESY montrant ledfets des protons méthoxyliques
du composé HS3
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De la méme maniere que les composeés préced@itet HS2, les substituants attachés
aux carbones C-b¢ 144,6) et C-4'§c 143,8) sont identifiés comme étant des groupements
hydroxyles (figure I. 1. 3. 3. 13), suite au débéige de leurs déplacements chimiques et de
'absence des corrélations sur le spectre HMBC alaatres protons a I'exception de celles

citées précédemment.

d H,Co AL %
5 )

i *ocH; HO ¥ N0

OH

Figure I. 1. 3. 3. 13. Cycles aromatiques A et B dtomposé HS3

Le substituant lié au carbone C-1 du cycle A eserdéné par les corrélations &d
observées sur le spectre HMBC (figure 1. 1. 3.4.ehtre les protons aromatiques H-2 et H-6
et un carbone aliphatique résonaita3,4 attribué au carbone C-7, qui montre sur éztsp
HSQC une tache de corrélation avec le proton repére4,04 (H-7). Cette connectivité se
trouve confirmée par la corrélation remarquée swsplectre HMBC (figure I. 1. 3. 3. 14) du

proton H-7 avec le carbone Cd:(37,0) du cycle A.

12
1
S paerecr - i :‘/%

==

H

-0

o T T T i s i | |
72 71 70 69 68 67 665 65 64 63 62 61 ppm

Figure I. 1. 3. 3. 14. Spectre HMBC entre 6,1 etZ ppm du composé HS3

Le proton H-7 présente sur le spectre HMBC (figurk 3. 3. 15) d’autres corrélations
avec les carbones quaternaires aromatiques &-132,1), C-5'§c 115,9) et C-6'dc 125,0)

conduisant a suggérer son attachement au carbaberigaire C-6'du cycle B.
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Figure I. 1. 3. 3. 15. Corrélations HMBC du CH alifhatique du composé HS3

Ces connectivités sont supportées une fois de péusles taches de corrélations
observées sur le spectre ROESY (figure I. 1. 3163.entre le proton H-7 et les protons
aromatiques H-2 et H-6 du cycle A et le H-5' duleyB. L’absence d’'un effet rOe entre les
protons H-7 et H-2' confirme bien la connexion emdés cycles A et B au niveau des carbones

C-1 et C-6' par l'intermédiaire d’un groupement inige 7-CH.

e

I =
_ 2.5
3.0
] gﬂ 3s
L ||77/n72\",l_\‘ L-7/H-5" a0

] H-7/H-6
- 4.5
_ |
- Ess
‘ 6.0
) » 6.5
A ¥ -7.0

-

_ p7s

e =

—r—r 5 s
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 ppm

Figure I. 1. 3. 3. 16. Spectre ROESY des protons@mnatiques du composé HS3

De la méme maniéere, le substituant lié au carboiieé dii cycle B est identifié par
I'analyse du spectre HMBC a travers la corrélationproton aromatique H-2,(6,65) avec
un groupement CHrésonant &¢ 38,5 attribué a 7'-CH Ses protons localisés oy 3,24
(H-7'a) et 2,63 (H-7'b) par I'expérience HSQC clemé sur le spectre HMBC (figure I. 1. 3.
3. 17) avec les carbones C-d¢ (132,1), C-6' §c 125,0) et C-2'dc 111,5), confirmant la
connectivité du groupement méthyléne 7',@d carbone C-1' du cycle B.
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Figure I. 1. 3. 3. 17. Corrélations HMBC du CH aliphatigue du composé HS3

L’identification de tous les substituants des gemapnts aromatiques A et B du
composé HS3 montre bien que ce dernier présente une allureligtanes de type
aryltétraline p27.

L’expérience RMN'H (figure I. 1. 3. 3. 18) de ce composé révéle ialasprésence,
dans la zone des protons aliphatiques, de cincagigul’intégration 1H chacun sortant a
dn 2,60, 3,59, 3,61, 3,81 et 3,83.

HoTa H-T'h

M 2.60
I » | ; I : I I i T v T I : | ! I T I ' T "

42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

Figure I. 1. 3. 3. 18. Spectre RMNH des protons aliphatiques du composé HS3

Afin de connaitre la nature de ces protons, I'apalgu spectre HSQEmodulé (figure
l. 1. 3. 3. 19) permet de les distinguer en dewxgements oxyméthylénes repérés g3(83-
3,596¢59,4) et {1 3,81-3,618c67,9) et un groupement méthinedg 2,606¢ 46,1), ce qui est
en accord avec le squelette aryltétralinique prépmir ce compose2?,.
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HH HL-15 CD30D HSQC

H-7 M M J H-7'a H-7'b
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Figure I. 1. 3. 3. 19. Spectre HSQG-modulé des protons aliphatiques du composé HS3

A partir du proton H-7 identifié précédemment, Biyse du spectre COSY H-H
(figure I. 1. 3. 3. 20) montre un systeme de spimgiatre protons constituant I'enchainement
—"CH-*CH-"CH,~ et indiquant les couplages H&;@,04,d, J = 10,9 Hz)/H-8 &, 2,60,ddd,

J =10,9-4,6-2,5 Hz)/H-9a( 3,83,dd, J = 9,8-2,4 Hz) et H-9bd(; 3,59,dd, J = 10,2-4,4 Hz)
et H-9a/H-9b. Les déplacements chimiques des cagdGr8 et C-9 sont déterminés16,1

et 59,4 respectivement par expérience HSQC.

Les deux protons géminés non eéquivalents H-3ia 3,24, d, J = 16,6 Hz) et
H-7'b ©n 2,63,d, J = 16,6 Hz) ne présentant, avec d’autres protamsyracouplage sur le
spectre COSY H-H (figure 1. 1. 3. 3. 20) indiquéattachement du groupement méthylene

7'-CH,a un carbone quaternaire.

-7 .9a m——— H-7'b
M H-8
,__JL L el B e
H-8/H-9a
® @  oH-8/H-9b L
2.5
] ) ™
H-7'a/H-7'b P
[ -]
H-9bh/H-9a s
L3 _-' = JI==
o - - |
— - a0
- - B H-7/H-8 |
4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3‘2 3.0 28 26 2.'4 22 2.0 o ppm

Figure I. 1. 3. 3. 20. Spectre COSY H-H des protoraiphatiques du composé HS3

Ainsi, les protons (k7") couplent sur le spectre HMBC (figure I. 13321) erJ avec
le carbone méthine 8-CH et &havec un carbone quaternaire résonady 3,5 attribuable
au carbone C-8' dont la valeur de déplacement goinindique qu’il est porteur d’'un
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groupement OH libre. Ces corrélations conduisdatfarmeture du cycle a six chainons. De

méme, le proton H-7 montre a son tour des coroélaten HMBC avec les carbones C-8, C-9
et C-8' (figure I. 1. 3. 3. 21).

Les protons k7' présentent aussi une tache de corrélatioresspdctre HMBC (figure
l. 1. 3. 3. 21) avec un carbone résonad¢ &7,9 ne pouvant étre que le carbone du deuxieme

groupement oxyméthylene 9'-GBl.

H-7'a H-7'b

)

C-7
- 40
(8—‘-7— H-9a, H-9b/C-8
—|H-7/C-8§ H-7'a/C-8 H-7'b/C-8 E 50
co | .
1 nic L =
c.o] H-7'a/C-9 H-7'b/C-9'
1 o H9'H-9'b/C-8' F
C-8' |H-7/C-8' H-7'2/C-8' H-7'b/C-8'
£ 80
EQO
I | T I i I T ¥ T T v T T !

42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22

Figure I. 1. 3. 3. 21. Spectre HMBC des protons alhatiques du composé HS3

En tenant compte du spectre de masse indiquanfoumeile brute en &H»404, les
deux groupements oxyméthylénes (9-/0Het 9-CHO) sont porteurs de groupements
hydroxyles libres (figure I. 1. 3. 3. 22).

H;CO

OH
Figure I. 1. 3. 3. 22. Structure plane du composé%$8

L’étude stéréochimique de ce composé est débutedgoalyse de la constante de
couplage des protons vicinaux H-7 et H-8 dont lewadeJ = 10,9 Hz correspond selon la
courbe de Karplus a un angle diedre proche de f&fire I. 1. 3. 3. 23) indiquant un

couplagérans
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H
S ar
/
%y CH,OH

Figure 1. 1. 3. 3. 23. Représentation de Newman dearbone G7 et G8
du composé HS3

Ce couplagdrans impliguant une orientation axiale pour les deust@ns H-7 et H-8

permettrait de positionner les substituants enareed C-7 et C-8 comme suit :

H ax
H )8§9/0H éq
|7' ‘ Areq
H 7
5 8' H ax

[VaVaVaVa)

Figure I. 1. 3. 3. 24. Position des substituants €arbones G7 et G-8 du composé HS3

Ces données imposent une orientation relgiiymur le proton H-8, ainsi que pour le
groupement aromatique Ar, d’ou une orientatwrpour le proton H-7 et le groupement

9-CHOH.

Concernant les substituants du carbone chiral &-8pectre ROESY (figure I. 1. 3. 3.
25) révéle des interactions dipolaires entre leqordd-83 est les protons hydroxyméthylénes
H-9'a et H-9'b traduisant une orientatidpour le groupement 9'-GBH, ce qui indique que
le groupement hydroxyle 8'-OH esbrienté (figure I. 1. 3. 3. 26).

_ IM l _ iJL‘A__‘L“‘A__iM\_:LJ ppm
| =BT

H-8B/H-9'b

H-RB/H-9'a
p— pYo e I 2
H-7'a/H-9'aj5 _.,p‘/
T H-8B/H}7'a |
g - TH o i
e—aﬁﬁlmSﬁ/ll—ﬂ)'l}g ; o
® H-8B7T1-9'a
- E g

UMM I E e me e e e on T A o
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 PPmM

Figure 1. 1. 3. 3. 25. Spectre ROESY du composé HS3
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Les taches visualisées sur ce spectre (figured. 3. 25) montrent aussi une intéraction
entre les protons HPBH-7'a et H-7'a/H-9'a permettant d’attribuer unesmmation p-axiale
pour le proton H-7'ad(; 3,24) et une orientatiom-équatoriale pour le proton H-7'64(2,63)
(figure 1. 1. 92).

Figure I. 1. 3. 3. 26. Corrélations ROESY du comp@sHS3

A cette étape d’analyse, il reste a détermineotdarmere le plus stable de ce cycle qui
peut adopter en général deux conformations (figute 3. 3. 27). La forme E indique que le
substituant le plus volumineux est en position éojigle et la forme A est due a une

orientation axiale de ce groupement qui est, datre rtas, le noyau aromatique A.

H, NO Ar
Iy Ar e
7
Hy o 0 N H H
HO 8
OH 9
OH
Conformeére E Conformére A

Figure I. 1. 3. 3. 27. Conversion des conformeresdét A du composé HS3

Le groupement aromatique (Ar), dans le cas du cordce A, interagit avec le
groupement 9'-CpOH p-axial. Cette interaction 1,3-diaxiale est défabtea Cet
encombrement stérique et en plus de la valeur derlatante de coupladg.7-s = 10,9 Hz
traduisant pour ces protons des positions axialaes déplacer I'équilibre en faveur de la

conformation E (figure I. 1. 3. 3. 27) qui représele conformere le plus stable.

La configuration absolue de ce composé a été gérdn mesurant le pouvoir rotatoire
dans le MeOH; sa valeur est de]= + 41,5, ¢ = 0,2) (littératurex]p = + 43,2, ¢ =0,1), ce
qui indique une configuration & 8S, 8R) [223 (figure I. 1. 3. 3. 28).
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8
H S8,/
I %2 Ar
H\\/N iy
R:S8 H

HO E
OH

Figure I. 1. 3. 3. 28. Configurations absolues dwomposé HS3

Les données spectrales du compdSa se sont avérées identiques a celles d’'un lignane
connu sous le nom de)-Cycloolivil (figure I. 1. 3. 3. 29)324].

Ce composé qui posseéde une grande activité antiaotg R25 est isolé pour la
premiére fois de la famille Cistaceae. Il a étéuwd dans deux espéces du
genre Stereospermunde la famille Bignoniaceae a savoilS. spersonatuni22y et
S. kunthianuni226|.

Figure I. 1. 3. 3. 29. Structure du compe HS3 ((+)-Cycloolivil)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposéHS3 sont regroupés
dans le tableau I. 1. 3. 3.

Tableau I. 1. 3. 3. Déplacements chimiques en RMIN (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS3 enregistrés dans GDD

HS3
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 137,0
2 6,72 (1Hd, J=1,9) 112,4
3 - 1477
4 - 144,6
5 6,78 (1Hd, J=8,0) 114,5
6 6,99 (1Hdd, J = 8,0-1,9) 122,1
7 4,04 (1Hd, J=10,9, H-%) 43,4
8 2,60 (1Hddd J=10,9-4,6-2,5, HB) 46,1
9a 3,83 (1H,dd, J=9,8-2,4, H-9) 59,4
9b 3,59 (1H,dd, J = 10,2-4,4, H-8)
[ 133 |
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Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 132,1
2 6,65 (1Hs) 111,5
3 - 146,0
4 - 143,8
5' 6,20 (1HSs) 115,9
6' - 125,0
7'a 3,24 (1Hd, J= 16,6, H-P) 38,5
b 2,63 (1Hd, J= 16,6, H-74)

8' - 73,5
9'a 3,81 (1H,d,J=11,2, H-) 67,9
9b 3,61 (1H,d,J=11,2, H-)

3-OMe 3,80 (3H,9) 54,9
3'-OMe 3,83 (3H9) 54,9

I. 1. 3. 4. Identification structurale du composé %4

Isolaricirésinol 9'-O-p-D-glucopyranoside

Le composéHS4 est isolé sous forme d'une poudre blanche solulasles de
méthanol, présentant une tache visible sur CCM4ae23866 nm. Il se révele en mauve a une

solution acide et chauffage a 100 °C.

s4s3[M+Na]

0.25 546.3

4951
264.1 301.1 395.6
34.0 523.8 s87.5 665.2

£ : 429.1459.7 ) -
?L‘;l_l lmL.azflﬁ“:’PP;? I. U T A Y P ., 2P0 Lo Lo o ¥

200 300 400 500 600 700 800 m/z

Figure I. 1. 3. 4. 1. Spectre de masse ESIS du composé HS4

[ 134 )




Etudes phytochimiques

Chapitre 111
Partie |

Le spectre de masse ESI-MS (figure I. 1. 3. 4.€l¢el composeé révele I'existence d’'un
pic d’'ion pseudomoléculairerd/z= 545,3 [M+Na] indiquant une masse moléculaire égale a

522 uma correspondant a une formule brute gH4J011.

Protons aromatiques Protons aliphatiques

|

\
M,JlL MJ!L!LM"‘ I'\w'h‘\___,

saki

P | T RN

S T T

T T T T T T T T T T
5.5 5.0 a5 4.0 1.5 30 25 20 L5 Lo a.
sp)

Figure I. 1. 3. 4. 2. Spectre RMNH du composé HS4
Les spectres RMRH des composédS3 et HS4 apparaissent similaires notamment au

niveau de la zone aromatique avec l'existence delqges différences dans la zone

aliphatique (figure 1. 1. 3. 4. 2).

Cette similitude permet de suggérer pour ce composéquelette non seulement
lignanique mais aussi de type aryltétralé®23 dont le spectre RMNH (figure I. 1. 3. 4. 3)
montre cing signaux aromatiques attribués, de lenenéhaniere que le compobis3, aux
protons des noyaux aromatiques A et B comme suit :

= Le signal doubletX= 1,9 Hz) résonanta, 6,79 au proton H-2.
= Le deuxieme doubletl(= 8,0 Hz) sortant &, 6,74 au proton H-5.
= Le proton H-6 est attribué au signal doublet debtlets visualisé a4 6,64 avec

J=8,0-1,9 Hz.
H-2 H-5
H-2 e h [‘
f' | '\ | Ho |
| e
=i |
/AN eV N A N W U/ A W
T _|1 '_é_‘

Figure I. 1. 3. 4. 3. Spectre RMNH des protons aromatiques du composé HS4

Concernant les protons H-2' et H-5 du cycle B doiment un systeme AX, ces

derniers sont clairement accordés aux singuletgesarsortant aéy 6,65 et 6,18

respectivement.
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Les carbones de ces protons sont localisés syeldrs HSQC (figure I. 1. 3. 4. 4) a
8¢ 114,0 (C-2), 115,8 (C-5), 122,9 (C-6), 112,1 (§e¥'117,1 (C-5").

H-5/C-5!
L

.....

H-6/C-6
o

Figure . 1. 3. 4. 4. Spectre HSQC des protons aratiques du composé HS4

Les autres carbones quaternaires de ces deux ¢pcieB) sont identifiés suite aux
corrélations eJ et®J observées sur le spectre HMBC (figure I. 1. J)Zentre :
= Le proton H-2 et les carbones Cé¢ 145,6) et C-6dc122,9).
= Le proton H-5 et les carbones Cét 138,4) et C-33c148,6).
= Le proton H-6 et les carbones Cé& (L14,0) et C-4.
= |es protons H-2' et H-5' du cycle B et les carbamesternaires C-16¢ 134,1),
C-3' Oc 146,9), C-4'§c 144,8) et C-6'qc 128,8).

H 2005 2
ool \ H-6 | H-5
S < S S LV . S S N | W =
2= H-6/C-2 L H

e H-2/C-6
s H-2'/C-6
=D H-2'/C-1'
= <t H-5/C-1

H-2/C-4 H-2"/C-4'
T H-6/C-4

H-5/C-33=> H.2'/C-3'

Figure I. 1. 3. 4. 5. Spectre HMBC des protons aroatiques du composé HS4

Une simple comparaison entre les valeurs de déplkxaechimique des carbones C-3
(6c 148,6) et C-43c 145,6) du cycle A et C-35¢ 146,9) et C-4'qc 144,8) du cycle B avec
celles des mémes carbones du compétE3 indique I'existence des groupements
méthoxyliques et hydroxyliques comme pour le corégmecédent (figure I. 1. 3. 4. 6), ou les
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signaux des méthoxyles sont repérés 8,80 et 3,81 sous forme de singulets sur le spectr

RMN *H. Leurs carbones sont localisé&:®6,2 et 56,0 grace a I'analyse du spectre HSQC.

Ta0bUE _HLZ 7 cdSod hmbe — GRMBC CO300 L6 scant

{4.09,134.11}

e =
ld.09.13S.39§

3_ONMe/C-3 OH L s

T T T T T T T T T T
a.z az .1 %0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 T4

Figure I. 1. 3. 4. 6. Spectre HMBC des substituantdes cycles A et B du composé HS4

La suggestion de I'appartenance de la structureedeomposé aux lignanes a squelette
aryltétralene est prouvée, d’'une part, par I'existede deux groupements aromatiques de
type 1,3,4-trisubstitué et 1,3,4,6-tetrasubstitigufe 1. 1. 3. 4. 7), et d’'autre part, par la
présence d’'un nombre important de signaux alipbaignontrant une analogie avec ceux du

composeHS3.

OH
Figure I. 1. 3. 4. 7. Cycles aromatiques A et B dtcomposé HS4

L'utilisation de la méme procédure appliquée au poseé HS3, pour I'élucidation
structurale de la zone aliphatique permet de reaitnenentre autres :

» Le signal du proton H-75( 4,08) a travers ses corrélations visualisées sur le
spectre HMBC (figure I. 1. 3. 4. 8) avec les cadmaromatiques C-1, C-2 et
C-6 du cycle A et les carbones C-1', C-5' et Cdétytle B.

»= Les protons 7' (04 2,81-2,79) grace aux corrélations observées sspdetre
HMBC (figure I. 1. 3. 4. 8) avec les carbones arbgues C-1', C-2' et C-6' du
cycle B.

Les carbones associés a ces protons (H-%-@t)tsont également localisés par analyse

du spectre HSQC & 47,6 (C-7) et 33,6 (C-7").
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H-7/C-2'
H-7/C-2 b Y
H-7/C-5'
ey
H-7/C-6
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H-7/C-6" H-7"/C-&"
H-7/C-1' H-7'/C-1'
e e
H-7/C-1
b=
o

Figure I. 1. 3. 4. 8. Spectre HMBC des protons H-@t H-7' du composé HS4

L’analyse du spectre COSY H-H (figure I. 1. 3. #.révele I'existence d’un fragment
structural -CH-CH(CER)-CH(CHR")-CH— a travers les corrélations observées entre les
protons H-7 ¢4 4,08,d, J = 11,2 Hz)/H-8 §4 1,86, tdd, J = 10,9-4,6-2,5 Hz), H-8/H-9a
(6n 4,05,dd, J = 10,9-3,2 Hz), H-8/H-9bd(; 3,24,dd, J = 10,7-3,5 Hz), H-8/H-8'% 2,08,

m, Wy, = 15,8 Hz), H-8/H-7'ady 2,81, dd, J = 14,8-5,2 Hz), H-8'/H-7'b & 2,79, dd,
J = 14,8-12,1 Hz), H-8/H-9'ad§ 3,77,dd, J = 11,0-3,1 Hz) et H-8/H-9'b5§ 3,72, dd,
J=11,0-5,9 Hz).

Ces couplages permettent de former le cycle C alsainons comme dans le cas
du composéiS3.

.
) ‘\ ?’9 b J|H—9'h
H-9 = H-T'aH-Tb

I L T A . .
HSHT 1
E Q @ | &} '

& 09

H8'H9'2,H9'D HS/HSE
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Leurs carbones sont déetectéscat5,6 (C-8), 39,2 (C-8'), 69,2 (C-9) et 64,9 (Ceay
expérience HSQC.

L’'analyse du spectre HMBC (figure I. 1. 3. 4. 1®mtre les corrélations entre le proton
H-7 et les carbones méthines C-8 et C-8' et unocarlbxyméthylene C-%4£ 69,2). Les
protons H-7' présentent des corrélations HMBC avec les cabdC-8 et C-8' et un autre

carbone oxyméthyléne C-$464,9).

140606 HLZT cd3od_hmbc — gHMBC cd3od 16 scans
\\‘\ ‘
5 “H-.‘l'a || we
/| E9 - Al
Il B9 MW T shi
_Y)M/\J L V Woa MM IV VWY Mg o N hoge oo
E92HIMCT
L~ ]

35

gt i i LIS BT HTHCS
: o & A ﬁ".k:v L

B2 H9/C-3 H9h/C-8 P
Héi o o B72H Gb(S l;
HIICT,
N

s
R

B7VCY
H-7/C9 B }z Fos

)
L‘! N‘l 4‘-\" 39 i‘! 37 36 5 e 34 33 32 11 0 2‘3 2!5 2“’

Figure I. 1. 3. 4. 10. Corrélations HMBC des protoa H-7 et H-7' du composé HS4

En plus de ces corrélations, le spectre HMBC rédele couplages entre les protons
H>-9 et les carbones C-7, C-8 et C-8', ainsi qu’eH¥8' et les carbones C-7', C-8' et C-8.

Pour compléter I'élucidation structurale de ce cos® lI'analyse du spectre HMBC
indique l'absence d’autres corrélations pour lestgrs méthyléniques H-9'a et H-9'b
permettant de lier au carbone C-9' un substitugditdxyle, en tenant compte de sa valeur de
déplacement chimiqueéd 64,9) et en comparaison avec le composé précéfigunte(l. 1. 3.

4. 11).

Figure I. 1. 3. 4. 11. Substituants des carbones@et G-9' du composé HS4
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Par ailleurs, ce spectre révele la présence délabons des protons H-9a et H-9b avec
un carbone résonant & 104,9 (C-1") dont le proton H-1" est repéré a 4pjEn selon
'expérience HSQC (figure I. 1. 3. 4. 12).

27_cd3od_ksqc — gHSQEAD cd3od & scans ‘
I /
H1" IR
M ’ |

I 1 N
— MnaSn MW W g ‘
|
] Feo |
\
e = |fes H-1"
: . - |‘| ‘
| |
M 'p I | \|

LT WJ U "H"t I'IM
I‘.'F\"U' ‘I‘ |
_/..,g‘,) AN / \"%/ Mo ppr

i 0 |
a “H/ fw ‘M' M

0 415 410 405 400 395 1RO BES B0 LM BM0 LS W 15
1 fppm)

Figure 1. 1. 3. 4. 12. Spectre HSQC et RMRH du proton anomérique du composé HS4

A partir de ce proton (H-1§4 4,12,d, J = 7,8 Hz), I'expérience COSY H-H (figure 1.
1. 3. 4. 13) permet de détecter un systeme de apsept protons correspondant a un hexose.
En effet, ce spectre met en évidence les coupkgeants :
= Le proton anomérique H-1" et le proton résonarm; 3,21 (t, J = 7,8 Hz)
attribué au proton H-2".
= Le proton H-2" et le proton H-3" localiséd 3,35(t, J = 8,1 Hz).
= Le proton H-3" et le proton H-4'6( 3,35,t, J = 8,5 Hz).
» Le proton H-4" et le proton H-5% 3,20,m).
= Ce dernier proton et les protons H-63a 8,82,dd, J = 11,7-2,8 Hz) et H-6"b
(61 3,66,dd, J = 11,8-5,7 Hz).

Figure I. 1. 3. 4. 13. Spectre COSY H-H des protorssidiques du composé HS4

( )
L140J




Etudes phytochimiques
Partie |

Chapitre 111

Les grandes valeurs des constantes de couplageatess H-2", H-3" et H-4", en plus
du doublet de proton anomérique H-1"X 7,8 Hz), indiquent une orientatitrans-diaxiale
pour tous les protons de cet hexose. Cette sté@¥éifisfié atteste de la présence d'un

B-D-glucose.

Figure I. 1. 3. 4. 14. Corrélations COSY H-H des mtons osidiques du composé HS4

Les carbones de cet hexose sont assigrigsia4,9 (C-1"), 74,9 (C-2"), 77,8 (C-3"),
71,4 (C-4"), 77,6 (C-5") et 62,5 (C-6") (figurell. 3. 4. 15) par expérience HSQC.

c-3" e e
: _OMe
("_5” i:/
C5C2 Ci1” ot o, -8
\\c‘-z' c9 - C-8C-7'
C-6C-5' g d-7
- C-1'
« -\3(74 e Cp
C-3) | C4
] b n‘L 1 . J.J
T T T S T T T T i ; T T T T [ ———
140 130 120 110 100 90 8ag 70 60 50 40 30 20 ppm

Figure I. 1. 3. 4. 15. Spectre RMN°C des carbones osidiques du composé HS4

Le branchement de ce glucose en position 9 estiroenfune autre fois par la

corrélation, remarquée sur le spectre HMBC (figufe 3. 4. 16), du proton anomérique H-1"

avec le carbone C-9.

hembic — HMBC cdod 16 scans "F :
H-1" ‘al |l ) i )
o W,I‘lju'\ﬁu‘_;ig_»_ 3 n)',‘w A WMon _/’J\‘-Vn,\_ s 'J" I'\_ )’l_,’\-\,r'\-‘.l I‘wj'.._’\ N . f\,'“‘w\ -
:@n&.@
s = A = 4
e 5 By B
H-1"/C-9 e
| &

Figure I. 1. 3. 4. 16. Corrélation HMBC du proton amomérique du composé HS4
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H;CO

HO

Figure . 1. 3. 4. 17. Structure plane du composé$#

La configuration absolue des carbones C-7, C-8-8t @igure I. 1. 3. 4. 17) de ce
compose est établie, de la méme maniére que pooniposé précédehtS3, par analyse des
valeurs des constantes de couplage des protonsspondants et les données obtenues a
partir du spectre NOESY. Ce dernier (figure |. 14318) montre des corrélations du proton
meéthine H-7 avec les protons H-8', H-9a et H-9kigudnt une méme orientation pour ce
groupe de protons. Ainsi, les protons H-8, H-7'b9'&l et H-9'b adoptent une orientation
co-faciale vu les corrélations visualisées surdecte NOESY entre le proton H-8 et les

protons H-7'b, H-9'a et H-9'b.
T |

| 5
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Figure I. 1. 3. 4. 18. Spectre NOESY du composé HS4

Les valeurs des constantes de couplage de cemprpesmettrait d’attribuer la face
d’orientation de ces deux groupes de protons eantesompte de la conformation E du cycle

C de cette structure comme il a été démontré mocomposéiS3.

La valeurd du proton H-7 dy-7n-s = 11,2 Hz), qui montre une positibrans-diaxiale
pour les deux protons H-7 et H-8, impliquerait wmentationp pour ce dernier et donc une
orientation a pour le proton H-7. En conséquence, le proton Hi8'le groupement
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9-CH,OGlu s’orientent dans la faceet le proton H-7'b et le groupement 9'4CHH occupent

la facep indiquant une configuration absolué&s(BR, 8R) (figure I. 1. 3. 4. 19).

N OGl

u

'7' 9 4 AT
ERY

Figure I. 1. 3. 4. 19. Configuration absolue des daones chiraux du composé HS4

Ces résultats sont en parfait accord avec les rsl@des constantes de couplage des
autres protons du cycle C et confirment I'oriemmat{3-axiale) des protons H-8dd, J = 10,9-
4,6-2,5 Hz) et H-7'bd, J = 14,8-12,1Hz). L'orientatiom-axiale du proton H-8' se trouve
renforcée par la largeur spectrale de son signati@auteutV,, = 15,8 Hz qui est supérieure
a 15 Hz p27).

L’ensemble des données spectrales accumulées, usndel la valeur du pouvoir
rotatoire (p]p = + 15,7 , c= 0,4, MeOH), confirment que le présent composéatatement
identique a Iisolaricirésinol 9'-O-p-D-glucopyranoside(figure I. 1. 3. 4. 20)32§.

Figure I. 1. 3. 4. 20. Structure du composé HS4 @taricirésinol 9'-O-g-D-
glucopyranoside)

Ce composé n'ayant pas été identifié précédemnad k famille Cistaceae a été isolé
antérieurement des especAsnona squamosgAnnonaceae) 29 et Pinus sylvestris
(Pinaceae)430Q.

Les déplacements chimiques des protons et carltbinesmposdiS4 sont réunis dans
le tablead. 1. 3. 4.
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Tableau I. 1. 3. 4. Déplacements chimiques en RMiK¥ (600 MHz) et RMN *°C
(150 MHz) du composé HS4 enregistrés dans GDD

HS4
Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 138,4
2 6,79 (1Hd, J=1,9) 114,0
3 - 148,6
4 - 145,6
5 6,74 (1Hd, J=8,0) 115,8
6 6,64 (1Hdd, J= 8,0-1,9) 1229
7 4,08 (1Hd, J=11,2, H-%) 47,6
8 1,86 (1Htdd, J= 10,9-4,6-2,5, HB) 45,6
9a 4,05 (1H,dd, J= 10,9-3,2, H-8) 69,2
9b 3,24 (1H,dd, J= 10,7-3,5, H-8)
1 - 134,1
2 6,65 (1HSsI) 112,1
3 - 146,9
4 - 144.8
5' 6,18 (1H3sl) 1171
6' - 128,8
7'a 2,81 (1H,dd, J= 14,8-5,2, H-®) 33,6
7b 2,79 (1H,dd, J=14,8-12,1, H-B)
8' 2,08 (1HmM, Wy, = 15,8) 39,2
9'a 3,77 (1H,dd, J= 11,0-3,1, H-P) 64,9
9b 3,72 (1H,dd, J=11,0-5,9, H-B)
3-OMe 3,80 (3H,9) 56,2
3'-OMe 3,81 (3Hsg) 56,0
1" 4,12 (1Hd,J=7,8) 104,9
2 3,21 (1Ht, J=17,8) 74,9
3 3,35 (1Ht,J=18,1) 77,8
4" 3,27 (1Ht, J=8,5) 71,4
5" 3,20 (1H,m) 77,6
6"a 3,82 (1H,dd, J=11,7 -2,8) 62,5
6"b 3,66 (1H,dd, J= 11,8 -5,7)

I. 1. 3. 5. Identification structurale du composé 155

OH
HO O
OH
o_ P OH
OH
OH O HO
Astragaline

Le composéHS5 se présente sous forme d'une poudre verte. Il elanme tache
fluorecente a la lumiére UV a 366 nm et se révalgaane apres révelation par une solution

acide et chauffage a 100 °C. Ceci traduit une edtavonoidique de ce compose.

( )
L144J




Chapitre 111 Etudes phytochimiques

Partie |
Le spectre de masse ESI-MS (figure I. 1. 3. 5. U)dmposéHS5 montre des pics

d’ions pseudomoléculairesm/z = 471,5 [M+Na], 487,5 [M+K] et 919,5 [2M+Na], soit
une masse moléculaire égale a 448 uma correspoadsng formule brute eny ;0011 et un

nombre d’isaturations de 12 degres.

11HR114 38 (1.184) Cm (34:72)
1: TOF MS ES+

100 471.5 1.08e3

e
‘ [M-+Nal]

472.5

e Wk
IM+K]| +
487.5 [2ZM+Na]
919.5
381.4 987.7
P 353.3 o88.7
1450 2384 3932 | ‘ 500.4 | J,
o Luhil il abdboda Ll - LLatdly o [

" i S iz
200 400 800 800 1000 1200 1400 1600

Figure I. 1. 3. 5. 1. Spectre de masse ESI-MS en deopositif du composé HS5

Le spectre RMN'H (figure I. 1. 3. 5. 2) du composéS5 confirme sa nature
flavonoidique par les signaux déblindés qu’il exhdans la zone s’étallant de 6,00 jusqu’'a

8,00 ppm.

La nature de ce composé est mise en évidence imddlus par I'analyse du spectre
RMN 3C (figure I. 1. 3. 5. 2) qui révéle I'existence d’nombre important de signaux entre
90 et 180 ppm attribués aux carbones aromatiques flavonoide.
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Figure I. 1. 3. 5. 2. Spectres RMNH et **C du composé HS5

La distinction entre les protons du compbkgb se fait principalement par I'analyse des

multiplicités et constantes de couplage ou le detubrtant a 6,22 ppm d’une valeur dle
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€gale a 1,8 Hz corréle sur le spectre COSY H-Hu(égl. 1. 3. 5. 3) avec un proton en

Chapitre 111

positionmétg résonant ay 6,42 @, J = 1,8 Hz).

Les déplacements chimiques des carbones de ceenpr@c 98,46y 6,22) et
(6c 93,3by 6,42), déterminés par le spectre HSQC (figure. 13.15. 3), permettent de les

attribuer aux carbones 6 et 8 du cycle A respetiard.

“ I—!—N I;—() HS He6
l
H - [
HO = J’Jw
«@
@ . ®H.6/H-8 } | s
H 6 éf ‘ ] o o:
{, ‘ H6/C-6
OH ‘ ; e :
.- l - :
o i
_714 72 7‘.0 s,‘a a!s ‘ 514 6.2 6.0 5.8 0 78 76 T4 7‘3 068 s; ,4 62 n_o_ o8 5,4

Figure I. 1. 3. 5. 3. Spectres COSY H-H et HSQC deycle A du composé HS5

A partir de ces protons le spectre HMBC (figurd.l.3. 5. 4) permet de localiser les
autres carbones du cycle A par les corrélations psente comme suit :
= Le proton H-6 et les carbones oxygénés G5161,6) et C-7 dc 164,5), le
carbone méthine C-8£93,3) et le carbone quaternaire C-49%04,3).
= Le proton H-8 et le carbone méthine C8698,4), les carbones oxygénés C-7 et

C-9 6c157,7) et le carbone quaternaire et C-10.

H-8 H-6
)
‘| W
| }\
I I —
€84 1 I = H-6/C-8 =
C-6_- H-8/C-6 =
=
— i =
B - o - - i s
— H-8/C-10 - [-6/C-10 B
=
o
=
c.o —— H-8/C-9 = e =
= ] - H-6/C-5 =
c-s— H-8/C-7 = - H_6/C_7 L =
C-7 = T T — T ey = Tt
6.6 6.4 6.2 6.0 5.8

Figure I. 1. 3. 5. 4. Spectre HMBC du cycle A du ecoposé HS5

Les signaux restant dans cette zone sortant aed, @08 ppm sous forme de deux
doublets avec une constante de couplhge3,8 Hz et s’'intégrant pour 2H chacun mettent en
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evidence l'existence de protons aromatiques magmetent équivalents deux a deux ne

pouvant étre que les protons du cycle B.

! 2H ZH"E
\‘\i

I
Il

6.90/114.6
=

8.08/130.8
=

et il

045 W05 10 0 T HIS 0I5 100 65 9 B 0 TS M pom

T R

Bnas atsas: T T 1r e . Raaasnasas cass !
T T T Tt 1 = 175 170 165 160 155 150 145 140 185 130 125 120 115 110|105 1
8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 e = 0 I

Figure I. 1. 3. 5. 5. Spectres HSQC et RMRFC du cycle B du composé HS5

Ces protons sont accordés sur le spectre HSQCrdfigul. 3. 5. 5) aux signaux
(6¢ 130,86 8,08) et §c 114,664 6,90) dont l'intensité remarquée de leurs picslswpectre
RMN *3C (figure I. 1. 3. 5. 5) confirme la présence d'mayau aromatique (cycle B)

symétrique.

Les protons moins deblindés résonaiat; &,90 sont attribués aux protons H-3' et H-5'
en raison de I'effet de I'hydroxyle en position @es protons presentent des corrélation¥len
sur le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 5. 6) avecoanbone quaternaire résonarticel21,3 ne
pouvant étre que le carbone C-1'. En conséquesgybtons a4 8,08 sont identifiées comme

étant H-2' et H-6". Ces derniers corrélent@msur ce spectre avec deux carbones oxygénés

C-2etC-4'.

| H-2'/H-6' H-3'"/H-5'
I
C- =
C-6 1 ig
=
C-10 s
C-3'/C-5' _ =
C-1' H-3".H-5'/C-1'= =
C-2'/C-6"] - s
8
=
o =
C4 ez H-2",H-6"/C-2 =
Cc-o - SR g B
-9 - H-2',H-6'/C-4 =
C-5— =
C-7 — - — - : T 8
8.0 78 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.0

Figure I. 1. 3. 5. 6. Spectre HMBC du cycle B du coposé HS5

Toute cette analyse et en plus des couplages @ssswv le spectre COSY H-H (figure

l. 1. 3. 5. 7) confirment I'existence d’un cyclepBra substitué.

( )
L147J




Chapitre 111 Etudes phytochimiques

Partie |
‘J H-2"/11-6" H-3"/TH-5"
‘i“l}. ful
OH
| = -
<" -
- f'f H-2'"H-6"/H-3"_H-5"

Figure I. 1. 3. 5. 7. Spectre COSY H-H du cycle Budcomposé HS5

Afin de déterminer la partie aglycone de ce flavdeo les carbones quaternaires
localisés & 134,0 et 178,1 ppm sur le spectre RRIN(figure I. 1. 3. 5. 8) et ne présentant
aucune corrélation sur le spectre HMBC relatif apktie aglycone sont attribués aux

carbones C-3 et C-4 respectivement.

C-3'/C-6'

= . C-6C-8
‘\Q =3 Cc-3 C 1T C-10 l

<= 1

LS S el (b Sn Jhs Rty B T e T e e e [ ey e e T, o S, oo it
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 a5 20

Figure I. 1. 3. 5. 8. Spectre RMN>C de I'aglycone du composé HS5

La valeur du déplacement chimique du carbone 6&:334,0) indique I'appartenance

de cet aglycone a la classe des flavonols et plésiggment aux dérivés du Kaempférol
(figure I. 1. 3. 5. 9)231].

OH O

Figure I. 1. 3. 5. 9. Aglycone du composé HS5

Cette aglycone est substituée en position C-3 parunité osidique vu le déplacement

chimique déblindé du carbone C-& (57,1) R32], car dans le cas de la présence d’'un OH
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libre en position C-3, le carbone C-2 resonneraisvi48 ppm. L'observation d’'un signal

sortant &y 5,62 @, J = 7,3 Hz) lié a un carbone résonanical02,6 sur le spectre HSQC,

caractéristique d’'un CH anomérique et les signaamalisés entre 3,20 et 3,75 ppm sur le

spectre RMNH (figure I. 1. 3. 5. 10) confirment la nature dgige de ce flavonoide.

J_ I g FErEPIr
i CH CH:
‘ Cc-1"
“ |
| | L J
___JL_J | NS \“-r—»'\.Ja_ o duhdﬂl\JMJ \J e b . M l
T T T =T T T T T [
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ‘
\ .-‘I .l\ /I J -
3|8 F[ Wg‘ e;;[tm“.:‘
S |2 [l = b e B 1 TR SR S (SR, R
N I 100 90 80 70 60

Figure I. 1. 3. 5. 10. Spectres RMRH et DEPT de la zone osidique du composé HS5

Le spectre DEPT (figure I. 1. 3. 5. 10) révelartte@B0 et 80 ppm la présence de quatre
groupements oxyméthines et un groupement oxymétbydéeste de la présence d’'un hexose.
Les protons accordés a ces carbones sont déterpandsinalyse du spectre HSQC comme
suit : ©n 3,346c 69,9), bn 3,44b¢c 74,3), 6n 3,236¢ 76,6), On 3,47bc 77,0) et §n 3,55 et
3,716c61,2).

La mise en ordre de ces groupements est réalisda base des données obtenues de
'expérience COSY H-H (figure I. 1. 3. 5. 12). Arpadu proton anomérique H-1" identifié
précédemment, ce spectre permet de localiser lessaprotons par les couplages entre
H-1"/H-2" (8 3,44,t, J = 7,3 Hz), H-2"/H-3" §4 3,47,t,J = 7,0 Hz), H-3"/H-4" §y, 3,34, m),
H-4"/H-5" (64 3,23,ddd, J = 7,9-5,5-2,3 Hz) et H-5"/H-6"a 3,71,dd, J = 11,8-2,0 Hz) et
H-6"b (64 3,55,dd, J = 11,8-5,5 Hz) (figure I. 1. 3. 5. 11).

: \
" -6"b g3 | H-2" ‘
TN UYL G

I [
!I i | H || H'4I"i' | I } C—2 "
l. \H f“l ‘:‘ (| ( ‘ ‘llI |“\ J | £ Cc-4"
| (H CHTL | L

1
(|

|

T T T T T T T T T T T 1 "
3.75 370 365 360 355 350 345 340 335 330 325 3.20 ppm ]C -

o

1o o b o =
] (@ < r
. ; i

il b 100 920 80 70 60 50

Figure I. 1. 3. 5. 11. Spectres RMRH et DEPT de la zone osidique du composé HS5
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Compte tenu des valeurs des constantes de cougages protons, cet hexose est

identifié comme étant un D-glucose de configurafidfy.1n-2 = 7,3 Hz).

el T Pt A RO R e
' /
>
il H-2"/H-3" e
— ¢ H-4"/H-5"
: . :D/]
j H—Go"ﬂ“‘l—ﬁ"h/A . ‘\['l—3"/H—4"
/ ) H-5"H-6"
WS s TS e H-1"/H-2"
T T T T T T T . T T T '

3.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5

Figure I. 1. 3. 5. 12. Spectre COSY H-H des protorssidiques du composé HS5

Cette O-glucosylation de l'aglycone du compoBEs5 au niveau du carbone C-3 est
confirmée par la tache de corrélation H/C du pra@pnamere H-1"dy 5,62) avec le carbone

C-3 comme le montre le spectre HMBC (figure I. 15.313).

H-8 H-6
‘ H-1"

I }M

s _-‘lx_ |
__C-8 r - &
C-6_4 L =
c-1" =
] - 2
C-10 =
C-3'/C-5' 2
3 - =
C-1 | =
C-2'/C-6" e =
3 “t=
=
=
ol i
(‘_(. _;7 a =
C-5— . = L
C-7 = T T L. T T ' {5 .

6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 54

Figure I. 1. 3. 5. 13. Spectre HMBC montrant I'attahement du glucose a I'aglycone

A lissu de ces résultats, la mesure de la valaumpduvoir rotatoire (f]p = +17,1,
c = 0,8, MeOH) et la comparaison avec les donnédsa tittérature 233, le composéHS5
est identifié auKaempfeérol-3-O-f-D-glucopyranoside communément appel@&stragaline

(figure 1. 1. 3. 5. 14).
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L’astragaline est l'un des composés isolés a paidr I'especeHelianthemum
glomeratum[106. Il a été antérieurement isolé de quelques espduegenreCistusde la
famille Cistaceae telles qu&. ladanifer[8] et C. incanus[234 et de I'espécd. lignosadu

genreTuberaria[101].

Figure I. 1. 3. 5. 14. Structure du composé HS5 (&kagaline)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposddS5 sont rassemblés
dans le tableau I. 1. 3. 5.

Tableau I. 1. 3. 5.Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN *°C
(150 MHz) du composé HS5 enregistrés dans GDD

HS5
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 - 157,1
3 - 134,0
4 - 178,1
5 - 161,6
6 6,22 (1Hd,J=1,8) 98,4
7 - 164,5
8 6,42 (1Hd,J=1,8) 93,3
9 - 157,7
10 - 104,3
1 - 121,3
2 8,08 (1Hd,J=8,8) 130,8
3 6,90 (1Hd,J=8,8) 114,6
4 - 160,1
5' 6,90 (1Hd,J=8,8) 114,6
6' 8,08 (1Hd,J=8,8) 130,8
1" 5,26 (1Hd,J=7,3) 102,6
2" 3,44 (1Ht,J=17,3) 74,3
3" 3,47 (1Ht,J=7,0) 77,0
4" 3,34 (1Hm) 69,9
5" 3,23 (1H,ddd J= 7,9 -5,5-2,3) 76,6
6"a 3,71 (1H,dd, J= 11,8 -2,0) 61,2
6"b 3,55 (1H,dd, J= 11,8 -5,5)
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I. 1. 3. 6. Identification structurale du composé 1356

OH

OH OH

Tiliroside

Ce composé purifié sous forme d’'une poudre jauheigible a la lumiére UV a 254 et
366 nm. Il montre sur CCM une tache jaune apréglagen par une solution acide et

chauffage a 100 °C.

Le spectre de masse ESI-MS de ce composé (figured. 6. 1) enregistré en mode
négatif donne un pic d’'ion pseudomoléculairen@ = 593,046 [M-H] correspondant a une

masse moléculaire de 594 uma et une formule bru€gi,60;3.

mes [M-H] ~

“u

Figure I. 1. 3. 6. 1. Spectre de masse ESI-MS dursposé HS6

L \\‘l

Le spectre RMNH (figure I. 1. 3. 6. 2) de ce composé montre urande similitude
avec celui du compoddS5h. En efft, ils se différencient seulement par l'apfion de quatre

signaux supplémentaires sortant dans la zone désngraromatiques.

= = “

H2HE gy y s ‘ ,
— - et e | S N 2 I = [ ( f
| | i | J
| 4 ]
H-6 |i B2 |
H-8 H-1" |i H-3" |[—].4" [
. H-6" |Hs" ‘ |
l | H6") ' ([ .y ‘
I | Jl“ ‘ | ‘ ‘ I
B FRRIVOR N § S v oo .| e I O Y O T L O .
T T T T T o T T SR | T == T T . T T T T T
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Figure I. 1. 3. 6. 2. Spectres RMNH des composés HS5 et HS6
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Le spectre RMNH (figure 1. 1. 3. 6. 3) du compo$€S6 montre facilement les deux

signaux du cycle A sortantdg 6,15 @, J = 1,6 Hz) attribuable au proton H-6 eéa6,32 ¢,
J=1,6 Hz) accordé au proton H-8 et les protonsydile B résonant &, 8,10 @, J = 8,8 Hz/
H-2'/H-6") eté 6,83 @, J = 8,8 Hz/H-3'/H-5").

— = V/J J = 47,(J _ _k} - J J
H-2'/H-6"
H-3'"/H-5"
| H-6
U . U
e in S V| § . ____,,AJI S R | | V. S
T T T = T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
Ml W T ST SR N S N S
S 0= e e = 1E g

Figure I. 1. 3. 6. 3. Spectre RMNH de I'aglycone du composé HS6

Les carbones de ces protons sont localisés paalyse du spectre HSQC &g 98,6
(C-6), 93,4 (C-8), 130,8 (C-2'/C-6") et 115,3 (B=35").

Les couplages observés sur le spectre COSY H-Wrfigy 1. 3. 6. 4) de ce composé
confirment une fois de plus la présence d’'un agigode type Kaempférol par les corrélations
visualisées entre les protons du systeme AX duecycl(H-6/H-8) et entre les protons du
systeme AB, du cycle B (H-2', H-6'/H-3', H-5").

HH HL—2 CD30D COSY

.;z-’ff“;“’__iulu_””[ ”_xu(.“h ppm

3.5
- 4.0

—4.5

)

- 5.0
~ 5.5

- H-6/H-8_ _u 6.0

— 6.5
-
- - -

— 7.0

—7.5
H-2',H-6'/H-3',H-5"
-

- — 8.0

.

e — e . Rl 1
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

Figure I. 1. 3. 6. 4. Spectre COSY H-H de I'aglycadu composé HS6

Le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 6. 5) permet dhtiéer les autres carbones de cet
aglycone & partir des corrélations &het °J des protons H-6 et H-8 pour le cycle A et
H-2'/H-6" et H-3'/H-5' pour le cycle B. Ceci condaila localisation des carbones oxygénés a
dc 161,5, 164,6, 157,9, 157,0 et 160,1 attribués @rbones C-5, C-7, C-9, C-2 et C-4'
respectivement.
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H-2',H-6" H-3'_.H-5"
\ H-6
I W H-8 "
c.8) H-6/C-8
C-6 H-8/C-6 -
C-10 H=-8/C-10=~ 5 src-10
iizl,"ES' -H-3",H-5"/C-1"
C-2C-5— - - ]

H-2'.H-6"/C-2

C-2 s E
S = N . H-8/C-9- . ¢/C-5} OH O ww
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8.0 Wy 7.0 6.5 6.0 5.5

Figure I. 1. 3. 6. 5. Spectre HMBC de 'aglycone daomposé HS6

De méme, il permet d’identifier les carbones quaies C-1' §c 121,3) et C-10
(6c 104,1). Les carbones C-3 et C-4 sont repérés & ¥83,77,9 ppm respectivement comme
le montre le spectre RMNC (figure 1. 1. 3. 6. 6).

C-3'/C-5'
C-2'/C-6"
(« 4" C-1' (778
i ) - .- C-6
C-4 €7 Y guo G3 C-10
| e 1N
I 1 Jl W 1 I J
R =] [ i) b T ] T T T RS Rl T T T T T b A T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 0

Figure I. 1. 3. 6. 6. Spectre RMN>C de I'aglycone du composé HS6

La présence d’une unité osidique est clairemenemie sur le spectre RMN qui
montre un ensemble de signaux identifiés par leket de corrélations visualisées sur le
spectre COSY H-H (figure I. 1. 3. 6. 7). En eflat]ocalisation du proton anomeérique H-1" a
(6n 5,26,d, J = 7,4 Hz) permet de construire I'enchainement Hé2"3,50,t, J = 7,4 Hz)/
H-3" (8n 3,51,m)/H-4" (84 3,35,t, J = 6,7 Hz)/H-5" § 3,51,m)/H-6"a Oy 4,33,dd, J = 11,7-
2,1 Hz) et H-6"b &y 4,21,dd, J=11,7-6,6 Hz).
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Figure l. 1. 3. 6. 7. Spectre COSY H-H des protorssidiques du composé HS6

Les carbones oxygénés de ces protons sont locgaebexpérience HSQC a C-1"
(8¢ 102,5), C-2"§c 74,3), C-3" §c 76,5), C-4" §c 70,2), C-5" §c 74,2) et C-6"§c 62,8).

A JL LA LJ‘L ppm
i - :
= s0
-6 H-6"a,H-6"b/C-6"" £ 0
g M2 /Cozn M4 C-a" g
e H-5"/C-5>— = :
R H-3""/C-3" | so
,_ Q90
H-1""/C-1"" o
TG i
110
——
—T T T ey e
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Figure I. 1. 3. 6. 8. Spectre HSQC des protons osigies du composé HS6

Comme pour le composé précédent, cet hexose egifigél@u p-glucose en raison des

grandes valeurs des constantes de couplage deosess

Le déblindage remarqué des protons exocycliguge$"Hoy 4,33 et 4,21) de ce
composé en comparaison avec ceux du composé pré¢€d®g indique une substitution a ce

niveau (figure I. 1. 3. 6. 9).

Figure I. 1. 3. 6. 9$-glucose du composé HS6
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Toutes ces données spectrales sont similairedes okl composEIS5 et permettent de
suggérer I'attachement de ce glucose au carbonel€Faglycone Kaempférol. La valeur du
déplacement chimique du carbone G2 157,0) et la corrélation entre le proton H-1"et |
carbone C-3 de I'aglycone observée sur le spedit8€Ei (figure . 1. 3. 6. 10) en apporte la

confirmation.

Lol

H-1"/C-3

e

R — R — SR — '
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm

Figure l. 1. 3. 6. 10. Spectre HMBC du composé HS6

Le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 6. 11) montre awkss corrélations entre les protons
H,-6" du deuxieme site de substitution de ce gluasen carbone quaternaire résonant a
dc 167,3. Ce dernier, qui est attribué a un carbo(@"), exhibe d’autres corrélations sur
ce spectre avec deux signaux de protons oléfinigoant &y 7,42 @, J = 15,9 Hz, H-7") et
6,09 @, J = 15,9 Hz, H-8"). Ces protons sont accordés swsplectre HSQC aux carbones
résonant ac 113,3 (C-7") et 145,1(C-8"). La grande constateecouplage entre les protons

oléfiniques H-7" et H-8" traduit une géométirians de la double liaison ¢=C-.

T L F o Lo

l

:JJ;LIL | LH il

3= H-6"2,H-6"b/C-9" |
- H-8"'/C-9™" A

-~
g
=

H-7" " C-9™

I e R ———,—,

T L T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 Ppm

Figure I. 1. 3. 6. 11. Spectre HMBC de la partie ate du composé HS6

En plus de ces constatations, la présence de dgoaus de protons aromatiques
équivalents &4 6,81 @, J = 8,5 Hz) etéy 7,32 @, J = 8,5 Hz) d'intégration 2H chacun,
accordés sur le spectre HSQC (figure I. 1. 3. $al carbones résonandall4,6 et 129,7,
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suggere l'appartenance de cette partie acyle dakse des acides hydroxycinnamiques.

L’analyse du spectre HMBC permet d’identifier I'sténce d'un noyau aromatique
1,4-disubstitué (cycle D), par I'observation desrélations des protons H-2"/H-6'8{7,32)
avec le carbone oxygéné C-43:(159,7) et le carbone méthine C-78c (145,1), ainsi

gu’entre les protons H-3"/H-5'64 7,32) et le carbone quaternaire C-8¢ 125,6).

Ce spectre montre aussi des corrélations entnoterpoléfinique H-7"" &y 7,42) et les
carbones C-1", C-2" et C-6'84 129,7) ainsi qu’entre le deuxiéeme proton oléfiniddd™
(61 6,09) et le carbone C-1", mettant en évidencedagnce d’un groupemepicoumaroyle.

|

I

L1 ]

H-7'/C-1" = H3" H-5"/C-1"™
Y il e

-2l - ~

— H-7""/C-2"",C-6""
| H-2"" H-6""/C-7"
) H-2"",H-6""/C-4""
C4 = . o i ;
(,_9,..7‘

e G T v M i TR it T s ¢ i |
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 ppm

Figure I. 1. 3. 6. 12. Spectre HMBC du groupemerg-coumaroyle du composé HS6

Tous ces résultats comparés avec ceux de la futér@39, en plus de la valeur du
pouvoir rotatoire ({]p = -60, ¢ = 0,2, MeOH) permettent d’identifier laugtture du composé
HS6 auKaempférol-3-O-[6"- O-(E)-p-coumaroyl]-#-D-glucopyranosideconnu sous le nom
Tiliroside (figure 1. 1. 3. 6. 13).

Figure I. 1. 3. 6. 13. Structure du composé HS6 (liroside)
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Ce composé considéré comme étant le métabolitendae le plus abondant dans

'extrait ACOEt de l'espéceHelianthemum sessilifloruma été antérieurement isolé de la
plante Helianthemum glomeraturfilO4]. Le tiliroside est connu principalement pour ses
nombreuses propriétés biologiques telles que amytlante, anti-inflammatoire,

anticancérogene, hépatoprotective ... 8R6[237).

Les déplacements chimiques des protons et carlinesmposdiS6 sont réunis dans
le tableau I. 1. 3. 6.

Tableau I. 1. 3. 6 Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN *°C
(150 MHz) du composé HS6 enregistrés dans GDD

HS6

Position &y (ppm), m, J (H2) dc (ppm)
1 - -
2 - 157,0
3 - 133,7
4 - 177,9
5 - 161,5
6 6,15 (1Hd, J=1,6) 98,6
7 - 164,6
8 6,32 (1Hd,J=1,6) 93,4
9 - 157,9
10 - 104,1
1 - 121,3
2' 8,10 (1Hd,J=8,8) 130,8
3 6,83 (1Hd, J=8,8) 115,3
4 - 160,1
5' 6,83 (1Hd, J=8,8) 115,3
6' 8,10 (1Hd,J=8,8) 130,8
1" 5,26 (1Hd,J=7,4) 102,5
2" 3,50 (1Ht,J=7,4) 74,3
3" 3,51 (1H,mM) 76,5
4" 3,35 (1Ht,J=6,7) 70,2
5" 3,50 (1H,mM) 74,2
6"a 4,33 (1H,dd, J=11,7 -2,1) 62,8
6"b 4,21 (1H,dd, J= 11,7 -6,6)
A - 125,6
2" 7,32 (1Hd,J=8,5) 129,7
3" 6,81 (1Hd, J=8,5) 114,6
4™ - 159,7
5™ 6,81 (1Hd,J=8,5) 114,6
6™ 7,32 (1Hd,J=8,5) 129,7
™ 7,42 (1Hd, J=15,9) 145,1
8" 6,09 (1Hd, J=15,9) 113,3
o™ - 167,3
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I. 1. 3. 7. Identification structurale du composé 1357

0 OH
OH ~ OH
OH

0)

OH
OH

Nicotiflorine

Le composdHS7 a été isolé également sous forme d’'une poudrejdliast visible a la
lumiere UV a 254 et 366 nm. Sa CCM se colore engaapres pulvérisation d’'une solution

acide et chauffage a 100 °C.

Le spectre de masse ESI-MS (figure I. 1. 3. 7. d)dmposéHS7 obtenu en mode
positif présente des pics d’ions pseudomoléculaimegz = 617,5 [M+Na] et 633,5 [M+KT,
soit une masse moléculaire de 594 uma corespoadarformule brute EH3¢Oss.

-
617.5 |[M-+Na]

s

618.5

[M-+K]
6_33,5

lie ) I " | WY O
500 600 ' 700 ' 800 ) 900 ‘ 1000

Figure I. 1. 3. 7. 1. Spectre de masse ESI-MS durosposé HS7

Les données RMNH et *3C (figure I. 1. 3. 7. 2) de ce composé sont vosiaeelles
des composeés précedeitS5 et HS6, notamment au niveau des protons et carbones de la

partie aglycone correspondant au Kaempférol.

En effet, le spectre RMNH du composéHS7 permet de localiser les protons de cet
aglycone &4 6,18 @, J = 1,6 Hz, H-6), 6,35d, J = 1,6 Hz, H-8), 8,10d, J = 8,8 Hz,
H-2'/H-6") et 6,86 ¢, J = 8,8 Hz, H-3'/H-5'). Ainsi, les carbones de ceek@férol sont
repérés adc 157,2 (C-2), 133,9 (C-3), 178,0 (C-4), 161,7 (CB,8 (C-6), 164,8 (C-7), 93,6
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(C-8), 158,0 (C-9), 104,3 (C-10), 121,5 (C-1Y, 131,0 (GF'), 115,5 (C-3/C-5) et 160,3
(C-4") comme le montre le spectre RMIC.

Pr anJ osidiquep-

Carbones osidiques

HIHS |
H2H

TR LT L5 PR P o P . 5 WA 1 R O ) R
! ! ! I ! ! J J 170 160 150 140 130 120 110 100 % |80 ep S0 40 3

Figure I. 1. 3. 7. 2. Spectres RMNH et **C du composé HS7

La densité remarquée des signaux sortant dansiéadss protons et carbones osidiques
témoigne de la présence de plus d’'une unité osediGeci est supporté par les deux signaux
des protons anomériques résonady 8,26 d, J = 7,4 Hz, H-1") et 4,59 J = 1,3 Hz, H-1™)
(figure 1. 1. 3. 7. 3), lies aux carbones C-&¢ 101,1) et C-1"gdc 100,5), par I'analyse du
spectre HSQC. Ces données attestent de la prédemiaix osides.

/

S N |

| .

Ll T T T

=] 4 3 2

Figure I. 1. 3. 7. 3. Spectre RMNH des protons anomériques du composé HS7

Partant du proton anomérique H-1", le spectre COEN (figure I. 1. 3. 7. 4) permet
de localiser les protons de la premiere unité qaelipar les couplages suivants: H-1"
(01 5,26,d, J = 7,4 Hz)/H-2" §4 3,50,dd, J = 8,5-7,4 Hz)/H-3" &, 3,44,t, J = 8,5 Hz)/H-4"
(0w 3,25,t, J = 8,5 Hz)/H-5" §y 3,41, m)/H-6"a ©n 3,83,dd, J = 11,4-5,1 Hz) et H-6"b
(04 3,43,dd, J = 11,4-4,9 Hz). Les valeurs des constantes delagepentre ces protons

conduisent a identifier cet hexose comme étarfi-DAglucose.
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H-4"/H-5" 3.4
H-3"/H-41

3

3.6

H-1"/H-2" 5.4

—— T T T t
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 34 3.2 ppir

Figure I. 1. 3. 7. 4. Spectre COSY H-H df-glucose du composé HS7

Ce spectre (figure I. 1. 3. 7. 5) montre aussicaaplage entre le deuxieme proton
anomérique H-1"344,59,d, J = 1,3 Hz) et le proton H-2"5( 3,60,m). Ce dernier corréle de
son coté avec le proton H-3'64 3,52, dd, J = 9,5-1,6 Hz) indiquant une orientation
eéquatoriale du proton H-2". La grande constanteaiplage de H-3™ est due a sa corrélation
avec le proton H-4"%(; 3,30,t, J = 9,5 Hz) qui couple par cette méme constanteodplage
avec le proton H-5"8( 3,43, m), ce qui permet d’attribuer a ces trois protons arientation
axiale. Toutes ces données, en plus du couplagpraton H-5" avec des protons d'un
groupement méthyle4b6" (64 0,99,d, J = 6,2 Hz) indiquent la présence d’un rhamnoseaou |

valeur de la constante de coupldge;- -2~ = 1,3 Hz lui donne une configuratian

; & -
a C A BEgarman
. / = [
3 -4.0

] 42
[ 4.4

4 & =
) i 46

H-1""/H-2"
| ,

) -4.8
5.0
o o 52
| "
54 52 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 38 3.6 34 3.2 ppr

Figurel. 1. 3. 7. 5. Spectre COSY H-H de-rhamnose du composé HS7
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Les données obtenues de I'analyse du spectre HSQ€e ccomposé permettent de
localiser les carbones de I'unigéD-glucose &¢ 74,1 (C-2"), 75,7 (C-3"), 70,4 (C-4"), 76,2
(C-5") et 67,1 (C-6"). Les carbones de I'unitéhamnose sont repérés&70,0 (C-2"), 70,1
(C-3"), 71,6 (C-4"), 68,1 (C-5") et 18,2 (C-6™)

Le B-D-glucose qui montre deux sites de substituticggute 1. 1. 3. 7. 6), le premier en
position C-1" §c 101,1) et le deuxieme localisé en position 6"esaiti déblindage de son
carbone C-6" ¢ 67,1), indique une position intermédiaire pour fd-glucose entre
l'aglycone Kaempférol et l'autre oside-L-rhamnose dont l'analyse des déplacements
chimiques de ses carbones confirme la présences#uhsite de substitution au niveau du

carbone anomérique C-134100,5).

OH 9] 133,9

Figure I. 1. 3. 7. 6. Sites de substitutions desndituants du composé HS7

Partant du proton anomérique H-1" derhamnose, le spectre HMBC permet de
d’établir le point de branchement ave@®-glucose par la tache de corrélation entre HtL™

le carbone C-6" réalisant une liaison intergluciogid (1-6) (figure I. 1. 3. 7. 7).

i |

ppm

LT =
20
]
F2s5
E 30
35
el
[y Q - 40
= H
45
-50
i 55
- 60
H-1"'/C-6""
i i - 65
C-6"_§ .
3 & = 8 o ¥ o 70
< -
(=] 75
R
] o
T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure I. 1. 3. 7. 7. Spectre HMBC montrant le poitde jonction des osides
du composé HS7
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Le disaccharide résultant de cet enchainementm@mtinoside, est lié a I'aglycone
Kaempférol en position C-3 en raison de la cori@aHMBC détectée entre le proton H-1"

du glucose et le carbone C-3 (figure I. 1. 3. 7. 8)

ppm

120
- 130
: 140
-150
160
-170

- 180

T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 1. 1. 3. 7. 8. Spectre HMBC montrant I'attathement du rutinoside a I'aglycone

L'ensemble de ces données spectroscopiques, laurvale pouvoir rotatoire
([a]p=-54,1, c = 1, MeOH) et la comparaison avec tarktture 38, permettent d’attribuer
pour ce composé la structukaempférol-3-O-rutinoside appelée égalememicotiflorine
(figure 1. 1. 3. 7. 9).

Ce composé qui est détecté pour la premiere fais da genre a été antérieurement

isolé de I'espéc€istus ladanifeCistaceae)q].

Figure I. 1. 3. 7. 9. Structure du composé HS7 (Natiflorine)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposéHS7 sont regroupés

dans le tableau I. 1. 3. 7.
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Tableau I. 1. 3. 7Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN *°C
(150 MHz) du composé HS7 enregistrés dans GDD

HS7
Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 - 157,2
3 - 133,9
4 - 178,0
5 - 161,7
6 6,18 (1Hd,J=1,6) 98,8
7 - 164,8
8 6,35 (1Hd, J=1,6) 93,6
9 - 158,0
10 - 104,3
1 - 121,5
2 8,10 (1H4d,J=8,8) 131,0
3 6,86 (1Hd, J=8,8) 115,5
4 - 160,3
5' 6,86 (1Hd, J=8,8) 115,5
6' 8,10 (1Hd,J=8,8) 131,0
1" 5,26 (1Hd,J=7,4) 101,1
2" 3,50 (1H,dd, J= 8,5-7,4) 74,1
3" 3,44 (1Ht, J=8,5) 75,7
4" 3,25 (1Ht,J=8,5) 70,4
5" 3,41 (1Hm) 76,2
6"a 3,83 (1H,dd, J=11,4-5,1) 67,1
6"b 3,43 (1H,dd, J= 11,4 -4,9)
1 4,59 (1Hd,J=1,3) 100,5
2" 3,60 (1H,mM) 70,0
3" 3,52 (1Hdd, J=9,5-1,6) 70,1
4™ 3,30 (1Ht,J=19,5) 71,6
5" 3,43 (1Hm) 68,1
6" 0,99 (1Hd,J=6,2) 18,2

I. 1. 3. 8. Identification structurale du composé 138

Kaempférol 3-O-vicianoside

ce composé a été aussi isolé sous forme d’'une @gadne qui présente une tache
visible a l'umiére UV = 254 et 366 nm). Il se colore en jaune apres afieél par une

solution acide et chauffage a 100 °C.
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Figure I. 1. 3. 8. 1. Spectre de masse ESI-MS duroposé HS8

Le spectre de masse ESI-MS (Figure I. 1. 3. 8erirpgistré en mode négatif de ce
composé montre un pic d’ion pseudomoléculairen/a = 579,1 [M-H], soit une masse

moléculaireegale a 580 uma correspondant a une formule bnu@eel250;s.

L’identification structurale de ce composé est Btapar comparaison de ses spectres
RMN 'H et ®C avec les données spectrales des dérivés du Kémhpélucidés
précédemmentiS5, HS6 et HS7, conduisant a conclure I'existence d’'un flavonkycgsylé

avec un aglycone de type Kaempférol et deux urigddiques dont I'une a l'allure d’'un

B-D-glucose.
H-3'/H-5'
H-2'/H-6' i
f H-8H-6
U T L :
BIS ‘ EI.O 715 7{0 6?5 GI.O I 5?5 ' s ?;gm‘

Figure I. 1. 3. 8. 2. Spectre RMNH du composé HS8

Les résultats obtenus par analyse du spectre RNINFigure I. 1. 3. 8. 2) de ce
composé confirme bien ces constatations par leepoésdes protons des cycles A et B du
Kaempférol &y 6,22 @, J = 2,1 Hz, H-6), 6,43d, J = 2,1 Hz, H-8), 8,12d, J = 8,8 Hz,
H-2'/H-6") et 6,914, J = 8,8 Hz, H-3'/H-5).

L’existence d'un hexose de tygeD-glucose est prouvée par analyse des spectres
COSY et TOCSY de ce composé, ou a partir du pra@oomérique H-1" 4§y 5,19, d,
J=17,7 Hz), I'expérience TOCSY (Figure I. 1. 3.33.permet de repérer un systeme de spins

a sept protons.
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Figure I. 1. 3. 8. 3. Spectre TOCSY de l'unité osidue p-D-glucosedu composé HS8

L’attribution de ces protons est réalisée a tralescouplages scalaires observes sur le
spectre COSY (Figure I. 1. 3. 8. 4) entre les prstoésonant a4 5,19 @, J = 7,7 Hz,
H-1")/3,52 ¢, J = 7,7 Hz, H-2")/3,431( J = 7,7 Hz, H-3")/3,33t( J = 7,8 Hz, H-4")/3,42
(m, H-5")/3,92 @id, J = 12,1-2,3 Hz, H-6"a) et 3,68d, J = 12,1-5,4 Hz, H-6"b).

| AL,
|

Ha2" =
H-1" (| H1™ ‘ ] 12
[

-4
| I
LJ' _/"‘ \&« . . " V____A,J\‘L,m,,‘ldw\-’h\w h W\LMHJ‘JIl"I\M"U‘\'M

| H—l"/H—l" |

Figure I. 1. 3. 8. 4. Spectre COSY de l'unité osidue p-D-glucosedu composé HS8

Les taches de corrélations visualisées sur le mpétEQC permet de localiser les
carbones de I'aglycone (Kaempférol) ainsi que dsidle 3-D-glucose).
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Figure I. 1. 3. 8. 5. Spectre RMN*C du composé HS8

Le nombre de signaux non attribués sur le speditsl ®C (Figure I. 1. 3. 8. 5) conduit
a classer la deuxiéme unité osidiqgue de ce comgané la série des pentoses. Ceci, est
supporté par les données obtenues a partir durepedCSY (Figure I. 1. 3. 8. 6), qui montre
un enchainement de six protons, partant du pratomarique H-1"qy 4,06,d, J = 6,9 Hz).
Cet enchainement correspond au fragment struct@d(OH)—-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)—-
CH,0 deduit suite aux couplages visualisés sur letsp&OSY (Figure I. 1. 3. 8. 6) entre les
protons H-1"/H-2" §y4 3,40,dd, J = 8,2-6,9 Hz)/H-3" &4 3,22,dd, J = 8,2-3,3 Hz)/H-4"
(6n 3,63, m/H-5"a ©n 3,65, m) et H-5"b 64 3,25,dd, J = 12,0-3,2). Ces protons sont

accordés sur le spectre HSQC aux carbones C-13,5)0C-2" (72,3), C-3" (74,5), C-4"
(69,7) et C-5" (67,3).

‘ || H.5"y _4m
H-1™ ||\f‘. | .l H*Z"HH’S'”
N M M “H\JJ.M'“JUM"\’\.JM \ H1M M l | [ s
J g L Il sy
i;’ : N : . b3z _ __d{__,«‘l wv‘u‘u \N‘; \"“'NJ " ,..I"HH \\"‘V |LU l\-i'n#‘uh»‘lk\%
= ;
— ==
_= =
e T =
ik T =
= ;‘_J = ° &
] &
1§ - P fﬁ 1 8 *
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Figure I. 1. 3. 8. 6. Spectres TOCSY et COSY de theuxieme unité osidique
du composé HS8

Les valeurs des constantes de coupladge .~ = 6,9 Hz, Jyovp-3~ = 8,2 Hz et

Jn-3mm-4 = 3,3 Hz permettent d’attribuer aux protonx H-H-2™ et H-3" une orientation
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axiale, et pour le proton H-4" une orientation &guiale. Ces constatations conduisent a
identifier ce pentose comme étant un arabinoseu(€ig 1. 3. 8. 7). Par ailleurs, la constante
de couplage entre les protons H-1" et H{2'= 6,9 Hz) qui est supérieure a 2,3 1289

témoigne d’'une configuratiomde cet arabinose.

Figure I. 1. 3. 8. 7. Corrélations TOCSY et COSY déunité a-L-arabinose
du composé HS8

Les points de connectivité de ces deux osides giravec I'aglycone sont déterminés
par I'analyse du spectre HMBC (Figure I. 1. 3. Bg8i montre le couplage entre le proton
anomeérique H-1" dy3-D-glucose et le carbone C-3 du Kaempférol. Il évaussi un
couplage entre le proton anomérique H-1" de l&né@rminalea-L-arabinose et le carbone

exocycliqgue C-6" de 'unité intermédiaifeD-glucose.

I
s 7511:"“u.]jiwu'kw‘mlmw Y L |

&
s % b,

H.1"/C-6"

©
H-1/C-3

Figure I. 1. 3. 8. 8. Corrélations HMBC montrant les points de connectivité
au niveau du composé HS8

Les résultats spectraux du compek®B et la mesure du pouvoir rotatoirel]d = -11,5,
¢ = 0,1, MeOH) sont en parfait accord avec cewontég dans la littérature24Q pour
le flavonol Kaempférol-3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1" —6")- O-g-D-glucopyranoside]

connu sous le notdaempférol 3-O-vicianoside(Figure I. 1. 3. 8. 9).
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Ce composé est isolé pour la premiere fois de faill@a Cistaceae. Il a été obtenu
antérieurement des espécé®tentilla recta (Rosaceae) 241 et Asplenium nidus

(Aspleniaceae)Z42.

Figure I. 1. 3. 8. 9. Structure du composé HS8 (Kagpférol 3-O-vicianoside)

Les déplacements chimiques des protons et carlthne®mposéHS8 sont présentés
dans le tableau I. 1. 3. 8.

Tableau I. 1. 3. 8Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN *°C
(150 MHz) du composé HS8 enregistrés dans GDD

HS8
Position &y (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 - 157,1
3 - 133,8
4 - 178,0
5 - 161,5
6 6,22 (1Hd,J=2,1) 98,5
7 - 164,3
8 6,43 (1Hd,J=2,1) 93,2
9 - 157,5
10 - 104,2
1 - 121,4
2' 8,12 (1Hd,J=8,8) 130,9
3 6,91 (1Hd, J=8,8) 114,3
4 - 160,3
5' 6,91 (1Hd, J=8,8) 114,3
6' 8,12 (1Hd, J=8,8) 130,9
1" 519 (1Hd,J=7,7) 103,2
2" 3,52 (1Ht,J=7,7) 75,0
3" 3,43 (1Ht,J=17,8) 77,3
4" 3,33 (1Ht,J=17,8) 70,9
5" 3,42 (1HmM) 77,7
6"a 3,92 (1H,dd, J=12,1-2,3) 67,8
6"b 3,63 (1H,dd, J=12,1-5,4)
A 4,06 (1Hd,J=6,9) 103,5
2" 3,40 (1Hdd, J=8,2 -6,9) 72,3
3™ 3,22 (1Hdd, J = 8,2-3,3) 74,5
4™ 3,63 (1HmM) 69,7
5"a 3,65 (1H,m) 67,3
5"b 3,25 (1H,dd, J=12,0 -3,2)
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I. 1. 3. 9. Identification structurale du composé 159

Isoquercétrine

Ce composé est obtenu sous forme d’'une poudre.jduest visible a la lumiere UV
(254 et 366 nm) et se colore en jaune par pulviisale sa CCM par une solution acide et
chauffage a 100 °C.

SBREES 30 (0.557) Cm (26:35) 7: ToE Ms £S5
| oo =871 7.00e

[M~+Na] ™

=
[ . R
P ez o=
ol et ol bl by .
2is pry prry =5 Py Z5 I3 Iio pYae) pvey fmery
X o o0 20 2o oo

Figure I. 1. 3. 9. 1. Spectre de masse ESI-MS duroposé HS9

Le pic de I'ion pseudomoléculaire/z= 487,1 [M+Na] observé sur le spectre de masse
ESI-MS enregistré en mode positif (figure 1. 1931) témoigne d’une masse moléculaire de

464 uma pour ce composeé corespondant a une fobrutie en GH20012.

D ari ati o . s
Protons aromatiques Protons osidiques

T T A T ] [ | e T s

7.5 7.0 6.5 6.0 5.9 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm
T

Figure I. 1. 3. 9. 2. Spectre RMNH du composé HS9

Les données RMN du proton et carbone de ce compuggerent son appartenance a la
classe des flavonoides ou il est observé sur letrep®MN *H (figure I. 1. 3. 9. 2) quatre

signaux doublets et un autre sous forme de dodblebublets, d’intégration 1H chacun, dans
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la zone des protons aromatiques. Aussi, un nombp®ritant de signaux dans la zone des

protons osidiques est détecté.

L’assignement des protons aromatiques a leurs oasbsur le spectre HSQC conduit a
la distinction entre les protons des cycles A etERB. effet, les deux doublets résonant a
oy 6,236c 98,4 etdy 6,426 93,2, qui possedent une constante de couplage2,1 Hz
traduisant un couplag®tho, sont attribués aux protons du cycle A.

Les positions de ces deux protons sont établiebgrealyse du spectre HMBC (figure I.
1. 3. 9. 3) qui montre des corrélations entre letqr H-6 6y 6,23,d, J = 2,1 Hz) et les
carbones C-56¢ 161,6), C-7 §c 164,6), C-8 §c 93,2) et C-104¢ 108,1) ; et le proton H-8
(64 6,42,d,J= 2,1 Hz) et les carbones Cd 08,4), C-7, C-93c157,0) et C-10.

y 5 H-8 H-6 B
N \ || |
| |
AN I ) J i
63 |
N5 -3 =
C-6 H8/C6e H-6/C8
10 }
1 H8/C-10e @ H6/C-10
— =
R B o a
R
— - B
- - o
L6 H-8/C-9 =
5 o H-6/C-5
o H$(Te  =H-6/CT
C-7
e L T = ; THSNTREEE 8 . — ; : ; fpap s ——
7B 7.7 76 7.5 74 73 7.2 71 7.0 69 68 6.7 66 65 6.4 63 6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 ppm

Figure I. 1. 3. 9. 3. Spectre HMBC du cycle A du ecoposé HS9

Les signaux restant (figure I. 1. 3. 9. 4) indiquknprésence d'un cycle B de type
1,3,4-trisubstitué suite aux multiplicités et vakdes constantes de couplage dont le signal
sortant ady 7,73,d, J = 2,1 Hz) est attribué au proton H-2'. Le sigislonant &y 6,97 @dd,

J = 8,4-2,1 Hz) correspond au proton H-6" et en égusnce le proton H-5' résonné6,90
(d,J=8,4 Hz).

1 -
H-2' H-5 H-6
w | H-8
[ | )
I
H-6' )
1]
“ | i
__JL__M‘.'-"\ ) m."“ DS N S, o _h_;“\ -
I T Rt T T T T T T T T T T T T i | T T
78 7.7 76 75 74 73 72 71 70 69 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0

Figure I. 1. 3. 9. 4. Spectre RMNH des protons aromatiques du composé HS9
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Les corrélations observées pour les protons dgstérse de spins de type ABX sur le

spectre HMBC (figure I. 1. 3. 9. 5) permettent deannaitre tous les carbones du cycle B par
les taches visualisées entre :
» Les protongara H-2' et H-5' et les carbones C-d¢;(21,6) et C-6'dc 121,7),
et les carbones oxygénés C&g 144,5) et C-4'4c 148,4).
= Le proton H-6' et les carbones C-1' et C321(16,1), C-4' et C-55¢ 114,5).

H-2' H-5'

‘ B8 H6
‘ H-6' | | ’
\
I
N 1 o=
— a»
i "We 1 - -
cs | e
T | S 11602 HSCLY
CLee| | =Hec-r e
H-2'(C-6' H-5'/C-6
4 o
2C- H-6/C-3'
g3 B i
- o oHgC4 -
H2/C4 H-6'/C-4'
| =& o= -
>
- o -
78 77 ?Glls ”73 7"2" ;" ?‘u 6'9‘5:5. ‘51; 66 65 64 63 62 64 60 59 58 57 56 55 54 53 ‘pum

Figure 1. 1. 3. 9. 5. Spectre HMBC du cycle B du coposé HS9

Les carbones du cycle C sont localisés a :
= $c157,6 pour le carbone C-2 suite & sa corrélatiofdaur le spectre HMBC
(figure I. 1. 3. 9. 6) avec les protons du cycléB2' et H-6").
* 3¢ 134,2 pour le carbone oxygéné C-3etl78,1 pour le carbone C-4 du fait
de I'absence de corrélations de ces carbones snétee spectre au niveau de

la partie aglycone.

H-2' ]l‘—ﬁ'
‘ H-6' “
Ll
. L) = = M
—— =
- o =
C-3—]
- S
- —
H-6'/C-2
C2—3 =
i 23
78 7.7 7.6 7.5 74 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5

Figure I. 1. 3. 9. 6. Spectre HMBC montrant les cggélations au niveau
du cycle C du composé HS9
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A ce stade d’analyse, I'aglycone du compdd489 est identifié a la Quercétine
(figure 1. 1. 3.9. 7).

Figure I. 1. 3. 9. 7. Aglycone du composé HS9 (Quetine)

L’'unité osidique présente dans ce composé eseonhaint identifiee a-D-glucose en
raison, d’'une part, de la constante de couplagerdton anomérique qui est localisé a
oy 5,28 @, J = 7,6 Hz, H-1") et d’autre part, des grandes uvaleles constantes de couplage
(J > 7 Hz) des protons constituant ce sucre. Cesuraliediquent des orientations axiales
pour tous les protons. Ces derniéers sont identHid® aux couplages qu’ils présentent sur le
spectre COSY (figure I. 1. 3. 9. 8) entre H-4%%,28,d, J = 7,6 Hz)/H-2" §4 3,45,t,J=7,6
Hz)/H-3" (64 3,51,dd, J = 9-7,6 Hz)/H-4" {4 3,37,t, J = 9 Hz)/H-5" 6y 3,25,ddd J = 9-5,
2-2,3 Hz)/ H-6"a§x 3,73,dd, J = 11,8-2,3 Hz) et H-6"b3(; 3,60,dd, J = 11,8-5,2 Hz).

H-1 H H-3"H_2
| ‘ H_()"I) I_l_4"
| H-6"a N"_SH
|
JLLI S e ..JI“‘« 33, L el A
g OH
"
H-4"/H-5" - ! 4 " H/O
: o H-3"/H-4" /[ HO
—_— ® H-6"a/H-6"b— =~ H-5"/H-6"b H

| = = = ‘Ha2v/H-3"

H-1"/H-2"

e

T T AT TR T T
5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Figure I. 1. 3. 9. 8. Spectre COSY du glucose duroposé HS9

Les carbones dy-D-glucose sont établis par lI'analyse du spectréQ8Sa C-1"
(8¢ 102,8), C-2" §c 74,3), C-3" bc 77,0), C-4" §c 69,8), C-5" ¢ 76,7) et C-6" §c 61,1)
comme le montre le spectre RMRIC (figure I. 1. 3. 9. 9).
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c-11'c-6$7® T4 e
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Figure I. 1. 3. 9. 9. Spectre RMN*C du composé HS9

Le point de branchement de 'unité osidique avaglycone Quercétine est localisé au
carbone C-3 suite a la valeur du déplacement chienduy carbone C-24£ 157,6) qui est
déblindé deA+ 9 ppm comparativement au méme carbone dans letcks carbone C-3 est
porteur d’un OH libre232.

Cette jonction se trouve une autre fois confirméelg tache de corrélation observée sur
le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 9. 10) entre leton anomérique H-1" et le carbone C-3 de
I'aglycone.

H-2' H-5'
’ H-6'

J

H8  H-6 H-1"

H-1"/C-3

——

T { i i s T T T T e T T b e iy u T T T prrevereo
78 7.7 76 75 74 73 7.2 71 7.0 69 6.8 6.7 6.6 85 64 63 62 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 Ppm

Figure I. 1. 3. 9. 10. Spectre HMBC montrant le pait de branchement au niveau
du composé HS9
Toutes ces données spectrales, la valeur du powaitoire (p]p = -19,7, ¢ = 0,5,
MeOH) et la comparaison avec celles de la littéeaj243 nous permettent de proposer pour
le composéHS9 la structureQuercétine-3-O-#-D-glucopyranoside connue sous le nom
Isoquercétrine (figure 1. 1. 3. 9. 11).
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Ce composé a été antérieurement isolé de I'esgetianthemum glomeraturfl06g,
ainsi qu’a partir des espéces suivartestus ladanife8], Cistus incanu$234] et Tuberaria
lignosa[10]] de la famille Cistaceae

Figure I. 1. 3. 9. 11. Structure du composé HS9 figuercétrine)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposdiS9 sont rassemblés

dans le tableau I. 1. 3. 9.

Tableau I. 1. 3. 9Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN *°C
(150 MHz) du composé HS9 enregistrés dans GDD

HS9
Position &y (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 - 157,6
3 - 134,2
4 - 178,1
5 - 161,6
6 6,23 (1Hd,J=2,1) 98,4
7 - 164,6
8 6,42 (1Hd,J=2,1) 93,2
9 - 157,0
10 - 108,1
1 - 121,6
2' 7,73 (1Hd,J=2,1) 116,1
3 - 1445
4 - 148,4
5' 6,90 (1Hd, J=8,4) 1145
6' 6,97 (1Hdd, J=8,4-2,1) 121,7
1" 5,28 (1Hd,J=7,6) 102,8
2" 3,45 (1Ht,J=17,6) 74,3
3" 3,51 (1H,dd, J=9,0-7,6) 77,0
4" 3,37 (1Ht, J=19,0) 69,8
5" 3,41 (1Hddd J=9,0-5,2-2,3) 76,7
6"a 3,73 (1H,dd, J=11,8 -2,3) 61,1
6"b 3,60 (1H,dd, J=11,8-5,2)
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Chapitre 111

I. 1. 3. 10. Identification structurale du composéiS10

Quercétrine

Le composéHS10 purifié sous forme d’'une poudre jaune est visébla lumiére UV a

254 et 366 nm. Il se révéle en jaune sur CCM parsatution acide et chauffage a 100 °C.

Intens. = R
X104
4 [MNa] ™ 6185
] 714 l v
]
J | L m0s o2
| 5535 '
oj il L { B4 | 1094 3
’ ) ! T ! 3 L t ety A T .
1 40 600 800 1000 1200 1400 miz

Figure I. 1. 3. 10. 1. Spectre de masse ESI-MS (negdositif) du composé HS10

Les spectres de masse ESI-MS de ce composé ergsgish modes positif
(figure I. 1. 3. 10. 1et négatif (figure 1. 1. 3. 10. 2) indiquent la geéce des pics d’'ions
pseudomoléculaires &n/z = 471,1 [M+Na], 919,2 [2M+Na], 447,0 [M-H] et 895,0
[2M-H]". Ceci correspond a une masse moléculaire égalBaurha et une formule brute

s’établissant en £H50011.

Infens.{
X109

&0, MCH]
159 4470
107

057 2MH]

00L ;
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Figure I. 1. 3. 10. 2. Spectre de masse ESI-MS (nedégatif) du composé HS10
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L’élucidation structurale de ce composé a été séalipar comparaison entre ses
spectres RMNH et™*C et ceux d¢1S9 déja identifié.

Cette comparaison montre une grande similitudectsirale au niveau de l'aglycone,

néanmoins quelques différences mineures au nivediurdté osidique ont été constatées.

La similitude observée pour I'aglycone de ce compamnduit a lui attribuer également
un squelette de type Quercétine ol le spectre RNIfigure 1. 1. 3. 10. 3) révéle clairement
la présence des protons du cycle A [H3g ,21,d, J = 2,0 Hz) et H-84d4 6,38,d,J= 2,0
Hz)] et les protons du cycle B [H-36,32,d, J = 2,1 Hz), H-5' §4 6,91,d, J = 8,2 Hz) et
H-6' 0n6,31,dd, J = 8,2-2,1 HZz)].

H2' oa H-8H-6

l H.6' l
J‘_LM_._J_;___ b N

TEE R e B H oWy

Figure I. 1. 3. 10. 3. Spectre RMNH du composé HS10

L’analyse combinée des spectres RMI8 J-modulé (figure I. 1. 3. 10. 4), HMBC et
HSQC de ce composé permet d’identifier les carbdedsa partie aglycone comme suit : C-2
(6c 159,4), C-3 &c 136,3), C-4 §: 179,9), C-5 §c 163,3), C-6 §c 99,9), C-7 §c 166,0), C-8
(6c 95,0), C-9 §c 158,6), C-104c 106,0), C-1' §c 123,0), C-2' §¢ 117,0), C-3' §c 146,5),
C-4' 0c149,9), C-5'§c 116,5) et C-6'4c 122,9).

C4 c7 c-s\lc_g c4' €3 3 1 Cc-10
|
! L II Ll N | I L. i
LA s
C-6' c1"
C-2'C-5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
215 210 205 200 195 190 4185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 ppm

mETo o Tor e ® s

Carbones osidigques

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
85 a0 B85 BO 75 7o Lt 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Figure I. 1. 3. 10. 4. Spectre RMN®C J-modulé du composé HS10
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Les différences remarquées au niveau de l'unitdieqpse de ce composé par rapport au
composéHS9 résident dans I'apparition sur les spectres RMNet °C deHS10des signaux
résonant ady 0,93/ 6¢c 17,8) attribués a un groupement méthylique et fpatition des
signaux du groupement oxymeéthylene 6" Qbtalisés ady 3,73-3,608c 61,1) dans le cas du
composeHS9 (figure I. 1. 3. 10. 4 et 5).

HY o H-8H-6
T
I A e N T

|| Protons osidique
H CH,
|

) A
L_JL—AM/ L L i, ""»-._..._
4 -!\‘0 3‘.0 2?5 2!0 1‘.5 1?0 D!S

WooW W

Figure I. 1. 3. 10. 5. Spectre RMN°C DEPT du composé HS10

En plus, les spectres RMM et *C J-modulé (figure 1. 1. 3. 10. 4 et 5) montrent dans
la zone osidique la présence de cing groupemenmékines indiquant I'existence d’un

6-déoxyhexose.

Le proton anomérique de ce 6-déoxyhexose qui ré&sarti-1" 6y 5,35) sous forme de
doublet avecdd = 1,5 Hz montre sur le spectre COSY (figure 1.31.10. 5) une tache de
corrélation avec le proton adjacent H-2" résonafé,a8,21,dd, J = 3,3-1,5 Hz). Le suivi de
cet enchainement sur ce spectre permet de repeigysteme de spins global a huit protons,
selon le fragment structural -CH(O-)-CH(OH)-CH(OEBH(OH)-CH(O-)-CH, par les
couplages scalaires entre les protons H-1"/H-2"/He&p, 3,75, dd, J = 9,4-3,3 Hz)/H-4"
(01 3,32,m)/H-5" (64 3,40,m)/H3-6" (64 0,93,d, J = 6,1 Hz).

Ces données, en plus de I'analyse des constantesugéage de ces protons, indiquent
un arrangement équatorial pour les protons H-1M-@' et une orientation axiale pour les

protons H-3" et H-4", ce qui conduit a l'identiftcan de cette unité osidiquend.-rhamnose.
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Figure I. 1. 3. 10. 6. Spectre COSY H-H du compo$€510

Les carbones de ce sucre sont repérés grace #$amdu spectre HSQC & 103,6
(C-1"), 68,5 (C-2"), 72,1 (C-3"), 72,2 (C-4"), 740-5") et 17,8 (C-6").

Comme tous les flavonoides glycosylés identifieec@demment, le déplacement
chimique du carbone C-34159,4) et la tache de corrélation visualisée sgpkrtre HMBC
(figure I. 1. 3. 10. 7) entre le proton anomérigdel” et le carbone C-3 de l'aglycone

confirment I'attachement de I'unité osidiqud_-rhamnose a la Quercétine.

100 F1[ppm]

120

.3 « H-1"/C-3

140

=
-
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-
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Figure I. 1. 3. 10. 7. Spectre HMBC montrant le pait de branchement
au niveau du composé HS10

Ces données spectrales comparées a celles dédatlite P44 et en plus de la mesure
de la valeur du pouvoir rotatoirea{p = -157,3, ¢ = 0,6, MeOH) permettent d’attribuer

pour le composéHS10 la structure suivante Quercétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside
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(figure I. 1. 3. 10. 8) appelé égaleméniercétrine. Il a été antérieurement isolé des especes
Helianthemum glomeraturfilOf, Cistus incanuq234] et Cistus laurifoliusde la famille
Cistaceaed45.

Figure I. 1. 3. 10. 8. Structure du composé HS10 (@rcétrine)

Les déplacements chimiques des protons et carlohnesmposéiS10sont réunis dans
le tableau I. 1. 3. 10.

Tableau I. 1. 3. 10Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS10 enregistrés dans @DD

HS10

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

2 - 159,4
3 - 136,3
4 - 179,9
5 - 163,3
6 6,21 (1Hd, J=2,0) 99,9
7 - 166,0
8 6,38 (1Hd, J=2,0) 95,0
9 - 158,6
10 - 106,0
1 - 123,0
2 6,32 (1Hd,J=2,1) 117,0
3 - 146,5
4 - 149,9
5' 6,91 (1Hd, J=8,2) 116,5
6' 6,31 (1Hdd, J = 8,2-2,1) 1229
1" 5,35 (1Hd,J=1,5) 103,6
2" 3,21 (1Hdd, J = 3,3-1,6) 68,5
3" 3,75 (1H,dd, J=9,4-3,3) 72,1
4" 3,32 (1HmM) 72,2
5" 3,40 (1H,mM) 72,0
6" 0,93 (1Hd,J=6,1) 17,8
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I. 1. 3. 11. Identification structurale du composéiS11

o
OH 7>~ OH
OH

0)

OH
OH

Rutine

Ce composé est isolé également sous forme d’'undr@qgaune et montre une tache
visible sur CCM aux longueurs d’'onde (254 et 366.rtrse colore en jaune aprés révélation

par une solution acide et chauffage a 100 °C.

Intens. = E =  —
%108

24 [M-H]"

153 609.0

10

059 [2M-H]"

gt il 12190

200 400 600 800 1000 200 1400 i

Figure I. 1. 3. 11. 1. Spectre de masse ESI-MS (n®dégatif) du composé HS11

Le spectre de masse ESI-MS de ce composé enregistréode négatif (figure 1. 1. 3.
10. 1) révele deux pics dions pseudomoléculairesn/a = 609,0 [M-H] et 1219,0

[2M-H] indiquant une masse moléculaire de 610 uma comesd a une formule brute en

C21H20011.

Protons osidiques

Figure I. 1. 3. 11. 2. Spectre RMNH du composé HS11

La présence d’'un aglycone de type Quercétine pmgpmposé est clairement déduite a
partir des spectres RMM et °C (figures I. 1. 3. 10. 2 et 3). En effet, le sped®MN H

montre la présence des protons caractéristiques dguelette Quercétine a savoir
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H-6 (6n 6,22,d, J = 2,1 Hz), H-8 §4 6,41,d, J = 2,1 Hz), H-2' §4 7,67,d, J = 2,1 HZz),
H-5' (64 6,88,d, J= 8,4 Hz) et H-6'q4 7,64,dd, J = 8,4-2,1 Hz).

Carbones osidiques |
C-5' CH3

— 1T T ——T1 T 1T 1 °rr " 151 *—

i — T
170 l(ljll 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30

Figure I. 1. 3. 11. 3. Spectre RMN°C du composé HS11

La zone osidique des spectres RNMNet™*C (figures I. 1. 3. 10. 2 et 3) de ce composé
regroupe les signaux observés pour les deux comsppegcédentHS9 et HS10 par
'exhibition de dix groupements oxyméthines, un ugement oxymeéthylene et un
groupement méthylique, suggérant ainsi la présafecedeux unités osidiques ayant les
protons et carbones anomeéres suivants [H&'5(11,d, J = 7,7 Hz)/6c 104,4)] et [H-1"
(6n4,42,d,J=1,6 Hz)/6c 102,1)], comme dans le cas du compdss.

L'existence d’'un hexose de type glucose est démdentar les corrélations observées
sur le spectre COSY H-H (figure I. 1. 3. 10. 4)rerle proton anomérique H-185,11,d,
J = 7,7 Hz) et le proton H-2"5( 3,45, dd, J = 8,4-7,7 Hz), ainsi qu'entre les protons
H-2"/  H-3" ©n 3,32, m)/H-4" (64 3,27,t, J = 8,4 Hz)/H-5" 4 3,41, m)/H-6"a (O 3,82,dd,
J = 11,5-5,2 Hz) et H-6"bd( 3,64,dd, J = 11,4-5,1 Hz) faisant partie tous d'un méme
systeme de spins. Les grandes valeurs des corstimteouplage de ces protons confirment
nos suggestions quant a la présence d’'un gluceseoliplage des protons H-1" et H-2" avec

J=7,7 Hz attribue pour ce glucose une configurgfidl s’agit donc d’'ur3-D-glucose.

I
A T T 4
tppm)

H-1"/H-2"

2B

Figure . 1. 3. 11. 4. Spectre COSY H-H du glucoski composé HS11
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Ainsi, la présence d’'un rhamnose est mise en ég@lsuite a I'analyse des corrélations

observées sur le spectre COSY H-H (figure I. 11(B.5) des protons osidiques restant en
partant du deuxiéme proton anomérique H-& 4,42,d, J = 1,6 Hz). Ces corrélations
permettent de repérer I'enchainement H-1"/H-&'3,63,dd, J = 3,2-1,6 Hz)/H-3" &4 3,53,

dd, J = 9,0-3,2 Hz)/H-4" &4 3,28,t, J= 9,0 Hz)/H-5" {4 3,45,m)/H-6" (64 1,12,d, J = 6,2
Hz). Les valeurs de constantes de couplage indiquea orientation équatoriale pour les
protons H-1" et H-2"™ et un arrangement axial pées protons H-3", H-4" et H-5"

confirmant alors I'existence de I'unité osidigud.-rhamnose.

=

w

(=

Y HS3T/HAY

\
T T
1 1 i
W N B
1 (epen)

©
H-1"""/H-2""

2 (pprm)

Figure I. 1. 3. 11. 5. Spectre COSY H-H du rhamnosdu composé HS11

L’enchainement osidique est déterminé comme étantrutinoside impliquant une
jonction (1-6) glucose-rhamnose (figure I. 1. 3. 10. 6), esarid’'une part, du déblindage
du carbone C-6"8¢ 68,2) du glucose par rapport a un glucose termiiél' (6¢c 61,1) et
d’autre part, de la valeur du déplacement chimajearbone anomeérique C-15¢(02,1) du

rhamnose.

Figure I. 1. 3. 11. 6. Points de branchement au r@au du composé HS11
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La liaison interglycosidique est confirmée par dahe de corrélation observée sur le
spectre HMBC (figure I. 1. 3. 10. 7) entre le pro@mnomérique H-1" et le carbones C-6"
constituant l'unité rutinoside. La corrélation durofwn anomériqgue H-1" avec le
carbone C3 de l'aglycone révele le point de fixation de [iénrutinoside a l'aglycone
Quercétine (figure I. 1. 3. 10. 8).

0 B B e Ny A

[
0

H-1'""/C-6"

I-K1 "/C-3

Figure I. 1. 3. 11. 7. Spectre HMBC du composé HS11

L’ensemble de ces données spectroscopiques, laurvale pouvoir rotatoire
([a]p= +13,8, ¢ = 0,2, MeOH) et la comparaison aveesdlle la littérature2ig permettent
d’attribuer pour le composéiS11 la structure suivante Quercétine-3O-rutinoside
(Rutine) (figure I. 1. 3. 10. 8). Ce composé a été antéeiment isolé des especes du genre
Cistustelles queC. ladanifer[8] et C. incanug234], ainsi qu’a partir d’'une espece du genre
Tuberaria (T. lignosg [10]]. Cependant, il est identifié pour la premiéresfdans le genre

Helianthemum.

Figure I. 1. 3. 11. 8. Structure du composé HS11 (fne)

Les déplacements chimiques des protons et carlshnesmposdiS11 sont regroupés
dans le tableau I. 1. 3. 11.
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Tableau I. 1. 3. 11Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS11 enregistrés dans @DD

HS11
Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 - 158,9
3 - 135,3
4 - 178,2
5 - 162,5
6 6,22 (1Hd,J=2,1) 99,6
7 - 165,6
8 6,41 (1Hd,J=2,1) 94,5
9 - 158,1
10 - 105,2
1 - 1227
2 7,67 (1HM,J=2,1) 117,3
3 - 145,5
4 - 149,4
5' 6,88 (1Hd, J=8,4) 115,7
6' 7,60 (1Hd,J=8,4-2,1) 123,2
1" 511 (1Hd,J=7,7) 104,4
2" 3,45 (1Hdd, J= 8,4-7,7) 75,3
3" 3,44 (1H,m) 76,9
4" 3,27 (1Ht,J=8,4) 71,1
5" 3,41 (1Hm) 77,8
6"a 3,82 (1H,dd, J=11,5-5,2) 68,2
6"b 3,64 (1H,dd, J=11,4-5,1)
1 4,52 (1Hd,J=1,6) 102,1
2" 3,63 (1Hdd, J = 3,2-1,6) 71,8
3" 3,53 (1Hdd, J=9,0-3,2) 71,9
4™ 3,28 (1Ht,J=19,0) 73,6
5™ 3,45 (1Hm) 69,3
6" 1,12 (1Hd,J=6,2) 17,5

I. 1. 3. 12. Identification structurale du composéiS12

Néoisorutine

Le composéHS12 est isolé sous forme d’'une poudre jaune solubhs taméthanol. Il
montre une tache visible a la lumiére UV (254 e6 36n) se colorant en jaune apres

révélation par une solution acide et chauffageG°T)
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Figure I. 1. 3. 12. 1. Spectre de masse ESI-MS daraposé HS12 (mode négatif)

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en modein@gatre I. 1. 3. 12. 1) pour ce
composé révele l'existence d'un pic dion pseudarolaire am/z = 595,1 [M-HJ
correspondant a une masse moléculaire de 596 uume dormule brute enjgH,7016.

Les spectres RMNH et **C de ce composé montrent la présence de deux tges
signaux aromatiques et aliphatiques. La comparaiemspectres ddS12 avec ceux des
composeés identifies précédemment témoigne d’unadgraimilitude structurale avec les
composésiS9, HS10 et HS11 au niveau de la zone aromatique et avec le conpg88éau
niveau de la zone osidigue suggérant la préseoge gg@ composé d’'un aglycone de type
Quercétine et deux unités osidiques de nature®gert hexose.

L’analyse des signaux visualisés sur le spectre RMIfigure 1. 1. 3. 12. 2) indique la
présence de la Quercétine par I'observation de®msadu cycle A @4 6,21 @, J = 2,1 Hz,
H-6) et 6,42 ¢, J = 2,1 Hz, H-8), ainsi que les protons du cycle &a,71 d, J = 2,1 Hz,
H-2", 6,88 ¢, J= 8,3 Hz, H-5) et 7,69d¢, J = 8,3-2,1 Hz, H-6").

L'attribution des pics observés sur le spectre RM® (figure I. 1. 3. 12. 2) dans la

zone aromatigue sont aussi en accord avec I'existdiun aglycone de type Quercétine.

Carbones osidiques

"5
WS ’
(‘-l"(_‘_()( 8 I |

T
'
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Figure I. 1. 3. 12. 2. Spectres RMNH et *C du composé HS12
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L’identification des unités pentose et hexose deaaposé est basée essentiellement
sur I'analyse des spectres TOCSY et COSY (figure%.13. 12. 3 et 4), ainsi que par
comparaison avec les données RMN du compi&et de la littératureZ41].

-

Figure I. 1. 3. 12. 3. Spectre TOCSY du composé H31

Les protons de l'unité hexose,

localisés suite taches observées sur le spectre

TOCSY (figure I. 1. 3. 12. 3) a partir du protonoarérique H-1" §4 5,18,d, J = 7,8 Hz),

montrent sur le spectre COSY (figure |

. 1. 3. 12.l1e6 couplages scalaires H-1"/H-2"

(34 3,50,d, J = 7,8 Hz)/H-3" 6y 3,41,t, J = 7,8 Hz)/H-4" 6 3,31, 1, J = 7,7 Hz)/H-5"
(311 3,42,nd)/H-6"a B 3,91,dd, J = 11,9-2,0 Hz) et H-6"bd(; 3,61,dd, J = 11,9-5,1 Hz). Par

conséquent, cet hexose est identifi@ddrglucose.

La méme procédure est employée pour l'identificatde I'unité pentose dont les
corrélations observées sur le spectre TOCSY (figute3. 12. 3) a partir du deuxieme proton

anomeérique H-1"d&y 4,05,d, J = 6,8 Hz) ménent a localiser les protons de cedeodie

spectre COSY (figure I. 1. 3. 12. 4) montre biendeuplages entre ces protons conduisant a
identifier 'enchainement H-1"/H-2"5( 3,38,dd, J = 9,3-7,0 Hz)/H-3" ¢4 3,32,dd, J = 9,0-
5,0 Hz)/H-4™ 64 3,65,m)/H-5"a @Oy 3,67,m) et H-5"b ¢4 3,30,dd, J = 12,3-1,3 Hz).

! ‘ U 'l-‘l‘ ‘|\
A,,.lL—A,L.JLJI__H_M,\L/L H,iJDM '\ Mﬂulfﬁﬁ_/v _ /J\J 'l\“‘l\j L‘M =
= e |
U :
%i ;
)
3
—| . . 5
1| Sn
Figure . 1. 3. 12. 4. Spectre COSY du composé HS12
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A partir de ces données, I'unité pentose de ce osgpst caractérisée comme étant un
a-L-arabinose en raison, d’'une part des valeursdestantes de couplage des protons (H-1",
H-2" et H-3") axiallement orientés, et du protdm™ ayant une orientation équatoriale, et
d’autre part de la valeuly.;wn2~ = 6,8 Hz> 2,3 Hz suggérant une configuratiande cet

arabinoseZ39.

L’analyse du spectre HSQC permet d’assigner lesopsoidentifies préecédemment a

leurs carbones respectifs (tableau I. 1. 3. 12).

L’enchainement de ces unités osidiques est élgmmrdéa corrélation visualisée sur le
spectre HMBC (figure I. 1. 3. 12. 5) entre le promnomérique H-1" de l'arabinose et le
carbone C-6" du glucose. Alors que, I'attachementette chaine di-osidique a I'aglycone est
effectuée suite au couplage ¥k du proton anomérique H-1" du glucose avec le awbo

C-3 de la Quercétine.

JU
JM o -W | I

g
R

Figure I. 1. 3. 12. 5. Spectre HMBC du composé HS12

L’ensemble de ces données spectroscopiques, la renedw pouvoir rotatoire
([a]p= +12,2, ¢ = 0,1, MeOH) et la comparaison avecesdile la littérature2d7] conduisent
a identifier le composéHS12 comme étantQuercétine-3O-[a-L-arabinopyranosyl-

(1" —6")- p-D-glucopyranoside]appelé égalememtéoisorutine(figure I. 1. 3. 12. 6).

Ce flavonoide glycosylé a été isolé antérieurendeptirtir des especdzhysochlaina
physaloidegSolanaceae)2g et Phaseolus vulgarigFabaceae)249, mais il est identifié

pour la premiere fois dans la famille Cistaceae.
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Figure I. 1. 3. 12. 6. Structure du composé HS12 @disorutine)
Les déplacements chimiques des protons et carlobnesmposéiS12 sont réunis dans

le tableau I. 1. 3. 12.

Tableau I. 1. 3. 12Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS12 enregistrés dans @DD

HS12
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 - 158,5
3 - 135,6
4 - 178,2
5 - 162,8
6 6,21 (1Hd,J=2,1) 99,9
7 - 166,0
8 6,42 (1Hd,J=2,1) 94,8
9 - 158,3
10 - 105,6
1 - 123,4
2 7,71 (1Hd,J=2,1) 117,4
3 - 145,8
4 - 149,8
5' 6,88 (1Hd, J=8,3) 116,1
6' 7,69 (1HAd, J=8,3-2,1) 123,5
1" 5,18 (1Hd,J=7,8) 104,1
2" 3,50 (1Ht,J=17,8) 75,1
3" 3,41 (1Ht, J=17,8) 78,1
4" 3,31 (1H,nd) 71,4
5" 3,41 (1Hm) 78,1
6"a 3,91 (1H,dd, J= 11,9 -2,0) 69,1
6"b 3,61 (1H,dd, J=11,9-5,1)
i 4,05 (1Hd,J=6,8) 104,7
2" 3,38 (1Hdd, J=9,3 -7,0) 72,4
3" 3,22 (1Hdd, J=9,0-3,5) 74,0
4" 3,65 (1Hm) 69,5
5"a 3,67 (1H,m) 66,6
5"b 3,30 (1H,dd, J=12,3 -1,3)
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I. 1. 3. 13. Identification structurale du composéiS13

HO
OH

Myricitrine

Le composéHS13est purifié sous forme d’une poudre jaune solublesde methanol.
Il montre une tache visible sur CCM a 254 et 366 garévélant en jaune par une solution

acide puis chauffage a 100 °C.

3BRSE6 30 (0.557) Cm (26:35) 1: TOF MS ES -+
- 487, 7.00e:

M+ Na]

A

IR TR TR Y N -

oo Lt b i g i
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== == == — — — ===

Figure I. 1. 3. 13. 1. Spectre de masse ESI-MS darmposé HS13 (mode positif)

miz]

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en modefpiesice composé (figure I. 1. 3.
13. 1) montre un pic d’ion pseudomoléculairenfz = 487,1 [M+Na] correspondant a une

masse moléculaire égale a 464 uma et une formute bn G;H2¢O12.

|\
Protons aromatiques \! Protons osidiques

h}L b Mumw —

“wiHm | BNy ¥ Y e | o+ i

Figure I. 1. 3. 13. 2. Spectre RMNH du composé HS13
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La présence d’'un squelette flavonoidique est ctardg remarquée sur le spectre RMN
'H (figure I. 1. 3. 13. 2) de ce composé par lesaig qui aparaissent dans la zone allant de
6,00 a 7,00 ppm. Parmis ces signaux, deux doutdetsnent a, 6,22 et 6,39 d’integration
1H chacun et posédant une constante de couplag2,1 Hz. Cette valeur deindique une
positionortho pour ces protons. Leurs attachements avec lesmasha &y 6,226¢ 97,3) et
(614 6,396 93,0) sur le spectre HSQC permet de les attribesyeactivement aux protons H-6
et H-8 du cycle A.

Les carbones quaternaires de ce cycle sont losgtiaé 'analyse du spectre HMBC
(figure I. 1. 3. 13. 3) en suivant la méme procédappliquée aux composes flavonoidiques
décrits précédementiS5—HS12) (figure I. 1. 3. 13. 3).

Par ailleurs, il est remarqué sur le spectre R#N(figure I. 1. 3. 13. 2) un signal
singulet sortant &, 6,97 d’integration 2H conduisant a suggérer lagnés d’'une opération
de symétrie au niveau du cycle B menant a deuopsoéquivalents. Cette suggestion est
confirmée par le pic du carbone accordé au sigaatas protons sur le spectre HSQC, qui

montre une intensité notable due a I'existancealx @arbones supperposables 404,3 .

H-8

H-2'/H-6' } H-6
s _ pPpm

: o H-6/C-8
-6 s H-6/C-8 ;
21 /c-6" s e
C-10 — H-8/C-108 & H-6/C-10 F
c1' —41 W H-2",H-6"/C-1'
3 e -2 H-6VC-4"
GRS | » H-2".H-6'/C-3",C-5' 3
o || =2 H-6"/C-2H-8/C-9
Fancty | !:;l" » ) L] .
.5 » H-6/C-5 -
Co ﬂ H-8/C-7¢ ® H-6/C-7
== T — ——
7.0 6.5 6.0 5.5 PPpmMm

Figure I. 1. 3. 13. 3. Spectre HMBC de la partie dgcone du composé HS13

Ces signaux sont attribués aux protons H-2'/H-@hmte tenu de leurs corrélations
visualisées sur le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 3B3avec le pic ac 157,6 qui est clairement
attribué au carbone C-2 du cycle C. lls corrélamgsa sur ce spectre avec quatre autres
carbones quaternaires facilement identifiableseopit adc 145,4 est assigné aux carbones

C-3'/C-5' en raison de son intensité. Le carboraegnaire C-1' est localisé&ag 120,4, alors
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gue le pic a&c134,9 correspond au carbone C-4. Le blindage akeigger est expliqué par sa

positionortho dioxygénée.

Les pics restant dans la zone déblindée du spBéte *°C (figure I. 1. 3. 13. 4) ne
peuvent étre attribués qu’aux carbones 6:384,2) et C-43:178,2) du cycle C.

C-2'/C-6’

C-3'/C-§'

¢ !
C4 csCS C3  C1' cao

T 11 e O

il T T B R T TS T T | s Bbas i i T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 ppm

Figure I. 1. 3. 13. 4. Spectre RMN°C du composé HS13

Les données obtenues suite a cette analyse spdaottajuent I'existence d’'un aglycone

de type Myricétine.

L'unité osidique attachée a cet aglycone est ifiéntipar I'analyse du spectre COSY
H-H (figure I. 1. 3. 13. 5) en partant du signalpgtaton anomérique H-1" qui est localiséa
5,34 @, J = 1,2 Hz). Ce proton correle avec le proton H-@i' gsonne ay 3,90 sous forme
de doublet de doublets avée 3,3-1,2 Hz indiquant une orientation équatoradeces deux
protons. Le proton H-2" correle de son coté aveardeon H-3" 64 3,79,dd, J = 9,5-3,3 Hz)
qui couple par une constante de couplage égal® &i8,avec le proton H-4"5( 3,43,t,
J = 9,5 Hz) permettant de leur attribuer une orientatrans diaxiale. Ce spectre montre
aussi (figure 1. 1. 3. 13. 5) le reste de I'enckaient de cette unité osidique par les couplages
entre H-4"/H-5" {4 3,41,m)/H3-6" (64 0,94,d, J = 6,3 Hz).

H-1" I H-4
| H;2" 1'1‘73" H-5"||
B . O L -
e H-4"/H-5". |3
3 H-2"/H-3" e o -
. A H-3"HA4"S ||
 H-1/H-2" ?

45

50

50 45 40 35 F2 [ppm]

Figure I. 1. 3. 13. 5. Spectre COSY H-H de la pasiosidique du composé HS13
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Ces attributions indiquent, sans aucun doute, &sgmce d’una-L-rhamnose. Les
carbones de ce sucre sont localisés par I'expériet®8QC (tableau I. 1. 3. 13). Le carbone

anomérique résonnedg 102,2 traduisant un attachement de t§pglycosylation.

Le point de IO-glycosylation avec l'aglycone Myricétine est ciairent localisé en
position C-3 du cycle C au vu de la corrélationestée sur le spectre HMBC (figure I. 1. 3.

13. 6) entre ce carbone et le proton anomeériqué. H-1

H-8 "
Illz'm(.' ui B
e — <- -t e J'.—‘. = — e Ppm
e B .
cuan C6 3 ")
1T oF m—
c-10 —] »
C-1 [ »
1 H-1"/C-3 E
c-3. |
car | . *
C-3'C-s | -
cr =2 » o
Cc-5 »
h—i . 0
|
T T o - T - L
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 ppm

Figure I. 1. 3. 13. 6. Spectre HMBC montrant le pait de branchement
du sucre a I'aglycone

Toutes ces constantes spectrales, la valeur duopawiatoire (fi]p = -138,6, ¢ = 0,5,
MeOH) et la comparaison avec les données de daditire P50 permettent de proposer pour
ce composé la structurévyricétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside appelée également
Myricitrine (figure I. 1. 3. 13. 7). Ce composeé est signalé pmpremiere fois dans le genre
Helianthemumll a été isolé antérieurement d’'une espece duedeistus(C. incanu} de la
famille CistaceaeZ34.

HO
OH

Figure I. 1. 3. 13. 7. Structure du composé HS13 {vcitrine)
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Les déplacements chimiques des protons et carlobnesmposéiS13 sont rassemblés
dans le tableau I. 1. 3. 13.

Tableau I. 1. 3. 13Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS13 enregistrés dans @DD

HS13

Position &y (ppm), m, J (H2) dc (ppm)
1 - -

2 - 157,6
3 - 134,2
4 - 178,2
5 - 161,8
6 6,22 (1Hd,J=2,1) 97,3
7 - 164,4
8 6,39 (1Hd,J=2,1) 93,0
9 - 157,0
10 - 108,1
1 - 120,4
2' 6,97 (1Hys) 104,3
3 - 145,4
4 - 134,9
5' - 145,4
6' 6,97 (1Hyg) 104,3
1" 534 (1Hd,J=1,2) 102,2
2" 3,23 (1Hdd, J=3,3-1,2) 71,9
3" 3,79 (1H,dd, J=9,5-3,3) 70,6
4" 3,43 (1Ht,J=9,5) 70,7
5" 3,41 (1HmM) 70,4
6" 0,94 (1Hd, J=6,3) 16,2

I. 1. 3. 14. Identification structurale du composéiS14

Vicénine 2

Le composéHS14 a été isolé sous forme d'une poudre jaune. Il leéume tache

fluorescente a la lumiere UV a 366 nm et se codorgaune apres révelation par une solution
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acide et chauffage a 100 °C, indiquant la présehae squelette d’une nature flavonoidique

pour ce composé.

503.1520

o, M-H]
U

594 1561

£05 1566
- o G732 {04125
oLk % 473 07 140 ot M Wgnam)  agees| 1241'25;%2
R Ay Ry WAy AN Ay Ay LS ks A RSN ARR) Ry AR ks s bty ket s s e L
0 M W A0 S0 60 70 &0 0 00 10 0 10

Figure I. 1. 3. 14. 1. Spectre de masse ESI-MS darmmposé HS14 (mode négatif)

Le spectre de masse ESI-MS (figure I. 1. 3. 14dd)composéHS14 indique la
présence d’'un pic d'ion pseudomoléculainm/z = 593,1 [M-H], soit une masse moléculaire

égale a 594 uma correspondant a la formule brptesgD;s.

Le nombre de signaux observés sur les spectres BM*C de ce composé ainsi que
leurs déplacements chimiques sont en accord aya@$ence d’'un hétéroside flavonoidique.
En effet, le spectre RMNH (figure I. 1. 3. 14. 2) montre trois signaux ddaszone des
protons aromatiques (6.50 a 8.00 ppm) et un nonmbp®rtant de signaux sortant dans la
zone des protons osidiques (3.00 a 5.50 ppm) iadigla substitution de ce flavonoide par

plus d’'une unité osidique.

Protons aromatigues Protons osidigues |

|

. |

J | l f‘l\ -|!" |I||!'4#}-J'II”- ll'- |
\ § L A e T UL

huy = E T AL

h <ss-I

7.5
1 iSpeny

Figure I. 1. 3. 14. 2. Spectre RMNH du composé HS14

Ce spectre (figure I. 1. 3. 14. 2) exhibe deux a&ignrésonant ay 7,97 et 6,91
d’intégration 2H chacun, accordés sur le spectr@E 3 deux pics, sortant& 128,1 et
115,4 respectivement, d’intensité remarquable unalig la présence d’'un cycle aromatique B
symétrique. Ces signaux qui forment un systerpi®, Asont attribués aux protons H-3'/H-5'

(6n 6,91,d, J = 8,3 Hz) corrélant sur le spectre HMBC (figurell. 3. 14. 3) avec deux
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carbones détectés & 121,4 (C-1") et 160,4 (C-4'). Les protons plus ihélds H-2'/H-6'
(61 7,97,d, J = 8,5 Hz) présentent des corrélations sur le spétVBC (figure I. 1. 3. 14. 3)
avec deux carbones oxygénés résonaptl®0,4 (C-4') et 161,6 assigné au carbone C-2.

Ce spectre (figure I. 1. 3. 14. 3) montre aussctasélations des protons H-3'/H-5' avec
les carbones C-2'/C-6' et H-2'/H-6" avec les cagbd+3'/C-5'.

H-2H-6 H-3VH-5" M,

H 2" H-6/C-2".C-6"
e,

Fiso

H-2' H-6"/C-4"

TH2 H-6C-2

Figure I. 1. 3. 14. 3. Spectre HMBC des protons deycle B du composé HS14

Le proton restant dans la zone aromatique résonhe6:b7 sous forme de singulet
attribué au proton H-3 du cycle C suite a ses tatrols HMBC (figure I. 1. 3. 14. 4) avec le
carbone C-2§c 161,6) déja identifié et un carbone quaternairenmast asc 181,3 qui est
clairement le carbone du carbonyle C-4. Comme,ohtme aussi des corrélations avec deux
carbones quaternaires résonanical21,4 (C-1') et 103,7. Ce dernier ne peut étre lgue

carbone C-10 se trouvant au pied du carbonyle C-4.

noororou
] )

H-3/C-2

H-3/C-4

L S S AL L L A L AL L RO
M T R U

Figure I. 1. 3. 14. 4. Spectre HMBC montrant les a¢oélations au niveau

du cycle C du composé HS14

( )
L196J




Chapitre 1l Etudes phytochimiques
Partie |

Les carbones quaternaires du cycle A de la pagtiza@ane de ce composé sont attribués
sur le spectre RMN®C (figure 1. 1. 3. 14. 5) par comparaison avecdesposés similaires

décrits dans la littératur@$1.

A ce stade d’analyse, la partie aglycone du compta¥4 est identifiée comme étant
Apigénine 6,8-disubstitué en raison de I'absence gignaux des protons H-6 et H-8 sur le
spectre RMN'H, ainsi que la disparition des pics caractérigtides groupements 6-CH et
8-CH sur le spectre RMNC dans leur zone habituelle allant de 90 jusqu@dm pR57.

C-3'/C-S'
C-2'/C-¢'
C-1
T T T T T I T T T | i T T T T . T T T ) R e
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90

Figure I. 1. 3. 14. 5. Spectre RMN®C de la partie aglycone du composé HS14

Toutefois, le spectre RMNH (figure I. 1. 3. 14. 6) montre aussi deux signaiex
protons anomériques résonan$b,12 d, J = 9,7 Hz, H-1") et 4,69d( J = 9,9 Hz, H-1")
accordés sur le spectre HSQC aux carbones repésesra4 (C-1") et 73,1 (C-1™). Le
blindage remarqué de ces carbones anomériques,ompacaison avec les composés
précédents commeiS12 et HS13 indique des liaison-glycosylées avec l'aglycone

Apigeénine.
H-3"/H-5' | |
H 2'/H-6' |
- Ik
H-1" H-1" |
i
VA
li | I
!||, |"J | ,I ill"'l, l '4 II."'. || '
M e I\ eS| ] \..-LI 'WMM‘J\B_,.

Figure I. 1. 3. 14. 6. Spectre RMNH du composé HS14
L’identification de chaque unité osidique est basdel’analyse du spectre COSY H-H

(figure 1. 1. 3. 14. 7) qui révéle la présence diystéme de spins a sept protons par les
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couplages H-1"/H-2"d 3,38, nd)/H-3" (64 3,32,t, J = 9,7 Hz)/H-4" {4 3,35, nd)/H-5"
(64 3,20,m)/H-6"a 0y 3,75,dd, J = 11,7-2,4 Hz) et H-6"®( 3,50,dd, J = 11,7-5,3 Hz).

Un enchainement similaire a été observé sur cergp@igure I. 1. 3. 14. 7) partant du
deuxieme proton anomérique H-1". En effet, le 5pe€0OSY H-H montre les couplages
entre les protons H-1"/H-2"84 3,89,t, J = 9,9 Hz)/H-3" {4 3,26, nd)/H-4" (o 3,41,t,

J = 8,2 Hz)/H-5" §1 3,29,nd)/H-6"" (6 3,65,m).

ﬁfly.yl,ﬂiz...

@H71um72u [

Figure I. 1. 3. 14. 7. Spectre COSY H-H de la pasiosidique du composé HS14

Les grandes valeurs des constantes de couplagegrdamns de ces deux unités
osidigues permettent d’identifier ces hexoses cométant deux glucoses ou les
valeursdy.ivp-2r = 9,7 Hz etly.1wn-2» = 9,9 Hz précisent leur configurati@rD-glucose (G" et
G™). Les carbones de ces deppD-glucopyranosides sont détectés a travers 'aeabju
spectre HSQC (tableau I. 1. 3. 14).

H-1" H-1'""
D S — Mo
H-1"'/C-8
H-1"/C-6 a
e
H-1"/C-5 H-1""/C-9
b
H-1"/C-7% v HL1MYCT

Figure I. 1. 3. 14. 8. Spectre HMBC des protons an@riques du composé HS14

Afin de localiser les points de branchement de a@esx glucoses avec l'aglycone
Apigénine, le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 14.68) apporte la solution par les corrélations

qu'il met en evidence € et®J entre :
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= Le proton anomeérique H-1" du glucose (G") et leboae quaternaire C-6
(6c 107,3), les carbones oxygénés Css 158,2) et C-7 &c 161,0) indiquant
I'attachement du glucose G" au carbone C-6.

= Le proton anomérique H-1" et le carbone quateen@i8 6 105,3) ainsi que
les carbones oxygénés Co¢ (61,0) et C-9d¢ 154,2) conduisant a accorder le
glucose G"™ au carbone C-8 du cycle A.
Ces attachements se trouvent renforcés par lesdtittns dipolaires observées sur le
spectre NOESY (figure 1. 1. 3. 14. 9) entre le proH-2" du glucose G" et le proton
aromatique H-2' du cycle B, ainsi gu’entre les pnstH-4"/H-3'.

[ 1
oo +
— o S & H2'"/H2's é

Figure I. 1. 3. 14. 9. Spectre NOESY du composé H&1

L’ensemble de ces données spectrales et cellea térature 253, en plus de la
valeur du pouvoir rotatoired]p = +71, ¢ = 0,3, BD), permettent d’assigner pour le composé
HS14 la structureApigénine-6,8-di-C-B-D-glucopyranosideconnue sous le noiicénine 2
(figure 1. 1. 3. 14. 10). C€&-diglucosylé flavonoide a été isolé antérieurentad especes
Urtica circularis (Urticaceae) 254, Lychnophora salicifolia (Asteraceae) 755 et
Glycyrrhiza echinata(Fabaceae)256. Sa présence dans la famille Cistaceae est gignal

pour la premiére fois.
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Les déplacements chimiques des protons et carlobnesmposéiS14 sont réunis dans
le tableau I. 1. 3. 14.

Tableau I. 1. 3. 14Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS14 enregistrés dans @DD

HS14
Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
1 - -
2 - 161,6
3 6,57 (1Hys) 103,2
4 - 181,3
5 - 158,2
6 - 107,3
7 - 161,0
8 - 105,3
9 - 154,2
10 - 103,7
1 - 121,4
2' 7,97 (1Hd,J=8,5) 128,1
3 6,91 (1Hd,J=8,3) 1154
4 - 160,4
5' 6,91 (1Hd, J=8,3) 115,4
6' 7,97 (1Hd, J=8,5) 128,1
1" 512 (1Hd,J=19,7) 75,4
2" 3,32 (1H,nd) 70,2
3" 3,44 (1Ht,J=9,7) 78,5
4" 3,35 (1H,nd) 68,3
5" 3,20 (1H,mM) 81,4
6"a 3,75 (1H,dd, J= 11,7 -2,4) 61,1
6"b 3,50 (1H,dd, J=11,7 -5,3)
A 4,69 (1Hd,J=9,9) 73,1
2" 3,89 (1Ht,J=19,9) 70,4
3™ 3,26 (1H,nd) 78,7
4™ 3,41 (1Ht,J=18,2) 74,6
5" 3,29 (1H,nd) 80,7
6" 3,65 (2Hm) 59,3

I. 1. 3. 15. Identification structurale du composéiS15

OH
OH

HO O ) \\\\\\\\

“on
OH

(-)-Epicatéchine
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Ce composeé est isolé sous forme d’'une poudre bdasoluble dans le méthanol. i

montre une tache visible a 254 nm sur CCM et serant en marron apres révélation par une

solution acide et chauffage a 100 °C.

0 31350329 [M+Na]
_ 6035044 [2M+Na] ¥
N .
254068 5071059
Izaeom FDW&
BRI R g0 gy 761,178
AN b L L AR LN L) DR RN AR LN L RN L) AR LA ,,,,lﬂ'le
0 M W M 0 0 0 80 W0 1000

Figure I. 1. 3. 15. 1. Spectre de masse ESI-MS darsposé HS15 (mode positif)

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en modefgmmsit ce composé (figure I. 1. 3.
15. 1) montre des pics d’ions pseudomoléculaineézE 313,5 [M+Na] et 603,5 [2M+Nal,

soit une masse moléculaire de 290 uma correspoadamd formule brute en£H;40e.

J ‘ - — [ Tl

[ J [ ) g s i ( P |

Protons aromatiques Protons aliphatiques

Ui T T T T SR ] R T T T = = T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 1.5 1.0 ppm
(I J L ) { i lo- Jled O K hia. ek B/
g G 2 s g 15 5[] 12 RE
2] £ o‘ | 1= P -

B T
s &
=

Figure I. 1. 3. 15. 2. Spectre RMNH du composé HS15

Le spectre RMN'H (figure I. 1. 3. 15. 2) de ce composé révélerésence de deux
types de protons aromatiques et aliphatiques. pestes RMNC et DEPT (figure I. 1. 3.
15. 3) indiquent I'existence de 15 atomes de cagtsmnrépartissant en sept groupements CH,
sept carbones quaternaires et un groupementsGgyérant ainsi la présence d’'un squelette

flavanol.
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Groupements CH

{"arhones quaternaires Groupements CH CH:

L= e vt ot iy =y

CH:

A

T preerrreTE T T T i 1 adisdabt
160 150 140 130{[120 110 100 9 80 70 60] S0 40[ 30 120 ppm

J20 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65| 60 55 50 45 40 (35 30 ppm

Figure I. 1. 3. 15. 3. Spectres RMNC et DEPT du composé HS15

Les signaux observés sur le spectre RMINfigure I. 1. 3. 15. 4) dans la zone s’étallant
de 5,7 a 7,0 ppm, d’intégration 1H chacun sonibatfis aux protons H-&¢5,93,d, J = 2,3
Hz) et H-8 f4 5,96,d, J = 2,3 Hz) du cycle A, ainsi qu’aux protons H-&; (7,00), H-5'
(64 6,78) et H-6'§4 6,82) du cycle B. Le spectre COSY H-H (figure 1.31.15. 5) permet de
visualiser les couplages entre les protons H-6-8tddi résonnent sous forme de doublet avec

une constante de couplage 2,3 Hz indiquant une positiartho pour ces protons.

'
H-5* H-8| I1-6
‘

0,88

Figure I. 1. 3. 15. 4. Spectre RMNH des protons aromatiques du composé HS15

De méme pour le cycle B, les couplages COSY (figute 3. 15. 5) enregistrés entre le
proton H-6' @d, J = 8,3-1,9 Hz) et les protons H-2l,J = 1,9 Hz) et H-5'd, J = 8,3 Hz)

révelent la présence d’'un cycle aromatique de 1ypgl-trisubstitué.

H-5'

[

2.5

S H-6/H-8 6.0

o H-5"/H-6" I

== H-2"/H-6" I
1 —_— 7.0
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 ppm

Figure I. 1. 3. 15. 5. Spectre COSY H-H des protoreromatiques du composé HS15
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Ces protons sont accordés aux carbones réson&ni9d,9 (C-6), 94,4 (C-8), 113,8
(C-2", 114,4 (C-5") et 117,9 (C-6') par I'analykespectre HSQC.

L’expérience HMBC (figures I. 1. 3. 15. 6 et 7) d& composé permet d’assigner tous
les carbones de ces deux cycles aromatiques Aat s corrélations visualisées entre :

= Le proton H-6 et les carbones C& (156,6), C-7 §c 156,2), C-8 §c 94,4) et
C-10 ©c 98,6). Le déplacement chimique relativement blim#e ce dernier
suggere I'absence du carbonyle en C-4.

= Le proton H-8 et les carbones Cég 04,9), C-7, C-9d¢ 155,9) et C-10.

= Les protons H-2' et H-5' et les carbones C84'130,8), C-3' §c 144,9), C-4'
(8¢ 144,3) et C-6'q¢ 117,9).

= Le proton H-6' et les carbones C-1', C&&'113,8), C-5'¢c 114,4) et C-4'.

H-3

H-2" FH-S5° H-6
J\,&{)—G' J,‘
__ PPmM

-8 ¥ 1
Cog — H-8/C-Ge = H-6/C-8
C-10 —— H-8/C-10e = IHH-6/C-10 I 100
. -2 H-6"/C-2" Ll
C-5 —/————— "JI-6'/C-5"
C-G'— ] - H-5"/C-6" E
H-2"/C-6" .~ 120
-1 l]w‘l S*/C 1 V
= e S /C-1" - 130
H-6"/C-1"
140
C-4 H-2' -5 H-6"/C-4 :
Pl H-2"HI-5"/C-3
150
- H-8/C-9 -G/
-7 H-8/C-7% ® H_g/C -5
T - ¥ - - T - ’ . - T aé - - - T
7.0 6.5 6.0 5.5 PPMm

Figure I. 1. 3. 15. 6. Spectre HMBC des protons amnsatiques du composé HS15

Les valeurs de déplacement chimique des carbore$£156,6) et C-7dc 156,2) du
cycle A et C-3'§c 144,9) et C-4'qc 144,3) du cycle B indiquent leurs substitutions ghas
groupements hydroxyles libres (figures I. 1. 3.4.8t 7).

Figure I. 1. 3. 15. 7. Corrélations HMBC des protos aromatiques du composé HS15
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Pour la zone aliphatique, le spectre RMN(figure I. 1. 3. 15. 8) de ce composé montre
guatre signaux constituant un systeme de spingpe+CHO—-CH(OH)-CH- déterminé par
les couplages visualisés sur le spectre COSY Hgdrg I. 1. 3. 15. 8) entre les protons H-2
(61 4,94,d, J = 1,4 Hz)/H-3 §4 4,20,ddd, J = 4,6-3,0-1,4 Hz)/H-4as5(, 2,88,dd, J = 16,6-
4,6 Hz) et H-4bd4 2,76,dd, J = 16,7-3,0 Hz).

Chapitre 111

H-4a H-4b

H-4a

H-4b

ol 1T ]

ppm

H-3/H-4bw=
H-3/H-42 @

H-2/H-3
-

H-4a/H-4bms

25

3.0

3.5

—4.0

—4.5

- -

M ey
33032 31 30 29 28 27 ppm Lz 5.0

g T T
50 ppm 42 41 40 ppm

H——T——— e

o o ~—or— ~— o i e
(NI 18 L 8
Lt |e o . R -
7.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

Figure I. 1. 3. 15. 8. Spectres RMNH et COSY H-H des protons aliphatiques
du composé HS15

Le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 15. 9) relatifaapartie des protons aliphatiques de ce
composé montre que cette chaif€HO-CH(OH)-*CH,— constitue une partie du cycle
pyrane C localisé par les corrélations observége en

= Le proton H-2 et le carbone C-9 du cycle A, ledoaes C-1', C-2' et C-6' du
cycle B et les carbones aliphatiques G366,0) et C-4§c27,8).
= Le proton H-3 et le carbone quaternaire du cycléCALO), le carbone C-1' du
cycle B et les carbones C-&:(78,4) et C-4 du cycle pyrane C.
= Les protons K4 et les carbones C-5, C-9 et C-10 du cycle &Athrbones C-2
et C-3 du cycle C.
Toutes ces caractéristiques spectrales attestelat miture flavanol de ce composé. I

s’agit donc de I'épicatéchine.

H-2
J H-3 ‘J H-4a H-4b
= L 777“7 ) u PPmM OH
C-4 H-2/C-4+ - H-3/C-4
- a0
—_
. H-4/C-3 80
c-3 H-2/C-3 = - -
H-4/C-2
Cc-2 H-3/C-2 - "= [~ 80
C -f(,'g H-4/C-10
C-10 H-3/C-10 - .- e [ 400
-5 c-2 H-2/C-2"_ )
Cl6 - H-2/C-6 o0
C-1" 0, g - -
H-2/C-1 H-37C-1°
C-4' 140
c-3' H-4/C-9
e H-2/C-9'- = - -
Lo QFEET" S = rr‘“T"’,”(.’?_._._.__'_.f1so
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Figure I. 1. 3. 15. 9. Spectre HMBC des protons alhatiques du composé HS15
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A ce stade d’analyse, il reste a déterminer laéstdrimie de ce flavanol au niveau des
carbones asymétriques C-2 et C-3. Il est a sigrpler I'hétérocycle C des flavanols peut
adopter deux conformations : le conformere E atytde catéchol B attaché au carbone chiral
C-2 est en position équatoriale et le conformerguand le cycle B est en position axiale
(figure 1. 1. 3. 15. 10). L’orientation des subgitts du carbone chiral C-3 est déterminée par
la valeur de la constante de coupldgentre les protons H-2 et H-3 égale a 1,4 Hz iraliqu
un couplagecis conduisant a identifier ce flavanol comme étantépicatéchine qui peut
adopter deux formes stério-isomériqueR, (&) ou (&S 39 (figure I. 1. 3. 15. 10).

H H
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Figure I. 1. 3. 15. 10. Conformeéres du cycle pyran€ du composé HS15

La configuration absolue des carbones chiraux Q-Z8 de ce composé a été
déterminée en mesurant le pouvoir rotatoire danMdé®©H ; sa valeur qui est négative
([o]o=- 68,1, c =0,1) indigue une configuratioR(ABR) (figure I. 1. 3. 15. 10)757).

L’ensemble des données spectrales accumuléescetriparaison avec celles trouvées
dans la littérature2bg confirme bien que le présent composé est totaienuentique au
(-)-Epicatéchine (figure I. 1. 3. 15. 11). Ce composé est tres rdpadans la famille
Cistaceae en général et le gefdistusen particulier ou il a été isolé a partir de plusse
especes de ce genre telles Qudadanifer[10], C. salvifolius[78] et C. incanus[234]. Par

ailleurs, il est identifié pour la premiere foisndde genrddelianthemum
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Figure I. 1. 3. 15. 11. Structure du composé HS16 )-Epicatéchine)

Les déplacements chimiques des protons et carlshnesmposdiS15 sont regroupés

dans le tableau I. 1. 3. 15.

Tableau I. 1. 3. 15Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS15 enregistrés dans @DD

HS15
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 4,94 (1Hd,J=1,4) 78,4
3 4,20 (1Hddd J=4,6-3,0-1,4) 66,0
4a 2,88 (1H,dd, J = 16,6-4,6) 27,8
4b 2,76 (1H,dd, J= 16,7-3,0)
5 - 156,6
6 5,93 (1Hd,J=2,3) 94,9
7 - 156,2
8 5,96 (1Hd, J=2,3) 94,4
9 - 155,9
10 - 98,6
1 - 130,8
2 7,00 (1Hd,J=1,9) 113,8
3 - 1449
4 - 144,3
5' 6,78 (1Hd,J=8,3) 114,4
6' 6,82 (1Hd,J=8,3-1,9) 117,9

I. 1. 3. 16. Identification structurale du composéiS16
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Ce composé est isolé aussi sous forme d’'une pduanehe soluble dans le méthanol.

Il est visible sur CCM a la lumiere UV (254 nm)set révéle en marron apres pulvérisation

par une solution acide et chauffage a 100 °C.

100— 3137344 [M+Na]*
] 603.2520 [2M+Na] *
] .
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1 252,286 269807
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Figure I. 1. 3. 16. 1. Spectre de masse ESI-MS daroposé HS16

Le spectre de masse ESI-MS de ce composé enregistméode positif (figure I. 1. 3.
16. 1) est totalement identique a celui du comptS&5ou il indique I'existence de deux pics
d’ions pseudomoléculairesré/z = 313,7 [M+Na] et 603,2 [2M+Na] donnant une masse
moléculaire de 290 uma correspondant a une fortwlee en @H1406. Il sS'agit donc de
deux isomeéres.

Les donnés obtenues & partir de I'analyse combitesespectres RMNH, et °C,
COSY H-H, HSQC et HMBC de ce composé sont presdartiques a celles du composé
HS15par la présence de (figure I. 1. 3. 16. 2) :

= Cing protons aromatiques : H-64(5,89,d, J = 2,3 Hz) et H-8 &4 5,95, d,
J=2,3 Hz) du cycle A et H-25(6,87,d, J = 1,9 Hz), H-5'§46,80,d, J= 8,1
Hz) et H-6' 61 6,75,dd, J = 8,0-1,9 Hz) du cycle B.

= Quatre protons aliphatiques : H-&:@,59,d, J = 7,5 Hz), H-3 ¢4 4,00, ddd
J = 8,2-7,4-5,5 Hz), H-4&5(; 2,89,dd, J = 16,0-5,4 Hz) et H-4bd( 2,52,dd,
J=16,0-8,2 Hz) du cycle C.

Toutes ces données sont en faveur d’'une strudavanil.

J H-5' J'Jri J! J J j J
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} H-3 H-4a  H-4b
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Figure I. 1. 3. 16. 2. Spectre RMNH du composé HS16
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Il en est de méme pour les 15 atomes de carboneligés sur le spectre RMNC
(figure 1. 1. 3. 16. 3) :
= Sept carbones quaternaires : G5156,4), C-7 §c 156,1), C-9 §c 155,5), C-10
(6c99,3), C-1'§c 130,8), C-3'§c 144,8) et C-4'3c 144,8).
= Sept groupements CH : C-&81,4), C-3 §c67,4), C-6 §c 94,8), C-8 §c 94,0),
C-2' 0c113,8), C-5'§c 114,6) et C-6'4c 118,6).
= Un groupement CH: C-4 0c27,1).

C-5) . . C-4

T v il | LA B2 T T

T T T L ol
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm

Figure I. 1. 3. 16. 3. Spectre RMN°C du composé HS16
La différence majeure remarquée pour le comptSE6 par rapport au compo$€s15
a trait a la grande valeur de la constante de egeplion3 = 7,5 Hz qui traduit une
configurationtrans des protons H-2 et H-3. Ces orientations permetienpositionner les
autres substituants sur les conformeres E et Ahd&tocycle C comme le montre la figure |.

1. 3. 16. 4, conduisant a identifier la structueecd composé au flavanol de type catéchine.
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Figure I. 1. 3. 16. 4. Conformeéres du cycle pyran€ du composé HS16
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De la méme facon que dans le cas du comptiSE5 la distinction entre les deux

formes stéréo-isomériquesR239) et (&S, 3R) de la catéchine est établie par la mesure du
pouvoir rotatoire qui est égale a@ =-7,9, ¢ = 0,4, MeOH) traduisant une configuration
absolue (3 3R) du composéiS16 [259]

Sur la base de cette analyse et par comparais@nles/éonnées de la littératu@ef],

le composdS16est identifie comme étant uf®-Catéchine(figure I. 1. 3. 16. 5).

Figure I. 1. 3. 16. 5. Structure du composé HS16-{Catéchine)

La catéchine identifiee pour la premiéere fois dd@sgenre Helianthemuma été
antérieurement isolée a partir des especes du gestresde la famille Cistacea€( ladanifer
[10], C. salvifolius[78] et C. incanu$ [81].

Les déplacements chimiques des protons et carlohnesmposéiS16 sont réunis dans
le tableau I. 1. 3. 16.

Tableau I. 1. 3. 16 Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS16 enregistrés dans @DD

HS16
Position dy (ppm), m, J (H2) dc (ppm)
1 - -
2 4,59 (1Hd,J=7,5) 81,4
3 4,00 (1Hddd, J = 8,2-7,5-5,4) 67,4
da 2,89 (1H,dd, J= 16,0-5,4) 27,1
4b 2,52 (1H,dd, J= 16,0-8,2)
5 - 156,4
6 5,89 (1Hd, J=2,3) 94,8
7 - 156,1
8 5,95 (1Hd, J=2,3) 94,0
9 - 155,5
10 - 99,3
1 - 130,8
2' 6,87 (1Hd,J=1,9) 113,8
3 - 144,8
4 - 144,8
5' 6,80 (1Hd,J=8,1) 114,6
6' 6,75 (1Hd, J=8,0-1,9) 118,6
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I. 1. 3. 17. Identification structurale du composéiS17
OH

OH
HO O o
Ol
“OH
OH

(-)-Epigallocatéchine
Comme les deux composes precédeBi5 et HS16 ce composé est isolé sous forme
d’'une poudre blanche soluble dans le méthanol. dhtre une tache visible sur CCM a

254 nm se colorant en marron apres révélation pasalution acide et chauffage a 100 °C.

TSBmSeT 55 (1.727) Cm (o558 n T
= =072 |NVI-+HL] R

D+ Na) '

[2NvE+TNa] ™

1esa Goa.1- o2 473 S00.2 Anm Tigs a7
AT : 7| ) S A R T [ i i -
150 200 250 300 350 400 AS0 S00 =) S00 T es0 70O 7S50 200 ™

Figure I. 1. 3. 17. 1. Spectre de masse ESI-MS daroposé HS17

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en modefpusir le compos@éiS17 (figure
l. 1. 3. 17. 1) montre trois pics d’'ions pseudornoléires am/z = 307,2 [M+HT, 329,1
[M+Na]* et 635,2 [2M+Na] suggérant une masse moléculaire de 306 uma coneapt a
une formule brute en;gH140;.

L’analyse du spectre RMRH (figure I. 1. 3. 17. 2) de ce composé révélerésence de
trois signaux dans la zone des protons aromatigugsatre signaux sortant dans la zone des
protons aliphatiques, presque indentiqgues a cesxcdeposés précédertsS15 et HS16

conduisant a suggérer la présence d’'un squelattarfol.

Protons aromatiques| Protons aliphatiques

J' lx' R 71,‘ b

B e B e T e ol SERFE r————f—r———
6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
I .9 L ) t | (! | |
| . N
EE & 5[l )2
- — o = -

Figure I. 1. 3. 17. 2. Spectre RMNH du composé HS17
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Les spectres RMNFC (figure 1. 1. 3. 17. 3) et DEPT confirment cedtepposition par le

nombre et la nature des carbones qu’ils présentesatvoir : huit carbones quaternaires, Six
groupements CH et un groupement,CH

La comparaison des spectres RMiNet *C du compos&S17 (figures I. 1. 3. 17. 3 et
5) avec ceux des composés précedet®45 et HS16 permet de localiser facilement les

protons et les carbones du cycle aromatique Aj girssceux de I'hétérocycle C.

| R s T

i S e ey i R T T T 5 i i T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm

Figure I. 1. 3. 17. 3. Spectre RMN®C montrant les carbones des cycles A et C du
composé HS17

Les protons des deux cycles A et C (figure I. 113. 4 et 5) sont identifies a H-6
(61 5,93,d, J = 2,2 Hz), H-8 &4 5,95,d, J = 2,2 Hz), H-2 § 4,77,d, J = 1,5 Hz), H-3
(6n 4,19,ddd, J = 4,5-3,1-1,5 Hz), H-4&(, 3,87,dd, J = 16,5-4,5 Hz) et H-4bd(; 3,75, dd,
J=16,5-3,1 Hz).

Figure I. 1. 3. 17. 4. Cycles A et C du composé HB1
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Figure I. 1. 3. 17. 5. Spectre RMNH des protons des cycles A et C du composé HS17

Pour le cycle B, le spectre RMM montre un signal sortant& 6,54 sous forme de

singulet et d’integration 2H. Ce signal est accosdé le spectre HSQC a un pic intense
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résonant &c 105,5 qui indique la présence de deux carbonesesppsables. Ces données

révélent I'existence d’'une opération de symétrimigaau du cycle B de ce flavanol.

Ces signauxdly 6,54/ 8¢ 105,5) sont attribués aux protons H-2' et H-6' @ison des
corrélations observées &hentre ces protons et le carbone C-2 de I'hététedyc

De méme, les corrélations observees sur le speidiBC (figure I. 1. 3. 17. 6) des
protons H-2' et H-6' permettent de localiser lesesucarbones du cycle Bdg 130,1 (C-1"),
145,2 (C-3'/C-5") et 132,1 (C-4"). Les carbones/C-8' et C-4' sont porteurs de OH.

H-2'"/H-6"
J HR/U H-6 Jt
- S - _ppm

F
-2 = H-2".H-6"/C-2 L
8o
20
o
C-6 =
C-10 - 100
= H-2',H-6'/C-2",C-6' !
C-2'/C-6' 13
110
120
C-1' - H-2' H-6"/C-1" 130
C-4'— = H-2',H-6'/C-4'
140
C-3'/C-5" . 2
e H-2'H-6"/C-3",C-5"

— —

—r— ————
7.0 6.5 6.0 55 5.0 Ppm

Figure I. 1. 3. 17. 6. Spectre HMBC des protons deycle B du composé HS17

Ces attributions conduisent a conférer pour ce os@pune structure de type
épigallocatéchine au vu de la constante de couplages= 1,5 Hz. La petite valeur de cette
constante de couplage indique une orientatisnpour les protons H-2 et H-3 comme le
montre la figure I. 1. 3. 17. 7. La valeur négatthe pouvoir rotatoire de ce composé
([a]p = -71,3, ¢ = 0,9, MeOH) indique une configuration @bs (R, 3R) des carbones
chiraux C-2 et C-3761].

H H

RJ2 H R13
v

O - ~ O ~

3iR R:2
OH Ar
Conformere E Comhere A

Figure . 1. 3. 17. 7. Conformeres du cycle pyran€ du composé HS17

L'’ensemble de ces données spectroscopiques etnigpacaison avec celles de la
littérature P50 permettent d'attribuer pour le composéS17 la structure

(-)-Epigallocatéchine(figure I. 1. 3. 17. 8). Ce composé a été antéeirment isolé a partir de
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'espece Helianthemum glomeratumll présente diverses activités biologiques a savoi

antiprotozoole, anti-amobique et antigiardial@04. Par ailleurs, il a été détecté
dans plusieurs especes du gef@istus & savoirC. ladanifer [10], C. salvifolius[78] et
C. incanug234.

Figure I. 1. 3. 17. 8. Structure du composé HS17-){Epigallocatéchine)

Les déplacements chimiques des protons et carlshnesmpos#iS17 sont rassemblés
dans le tableau I. 1. 3. 17.

Tableau I. 1. 3. 17Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS17 enregistrés dans @DD

HS17
Position &y (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 4,77 (1Hd, J=1,5) 78,4
3 4,19 (1Hddd, J= 4,5-3,1-1,5) 66,1
4a 3,87 (1H,dd, J = 16,5-4,5) 27,7
4b 3,75 (1H,dd, J=16,5-3,1)
5 - 156,5
6 5,93 (1Hd,J=2,2) 94,9
7 - 156,2
8 5,95 (1Hd, J=2,2) 94,4
9 - 155,9
10 - 98,6
1 - 130,1
2' 6,54 (1Hys) 105,5
3 - 145,2
4 - 132,1
5' - 145,2
6' 6,54 (1Hg) 105,5
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I. 1. 3. 18. Identification structurale du composéiS18

OH

HO

”/////OH

OH
(-)-Gallocatéchine

Le composéHS18 a été obtenu sous forme d’'une poudre blanche soldahs le
méthanol. Il est visible sur CCM a la lumiére U2%4 nm et donne une couleur marron apres

révélation par une solution acide et chauffageG°T)

100+
z07.9 [IWVI+TH] =+

[M+Na]*

320.0

150 200 250 200 350 400 450 SO0 S50 600 B850

Figure I. 1. 3. 18. 1. Spectre de masse ESI-MS daroposé HS18
Le spectre de masse ESI-MS du compd§4.8 (figure I. 1. 3. 18. 1) est identique a
celui du composé precéddns17 par la présence de deux pics d’ions pseudomoléeslai
m/z= 307,9 [M+HJ et 329,0 [M+Na], soit une masse moléculaire de 306 uma correspbnda

a une formule brute em€H,40-. Il s’agit donc de deux isomeéres.

L’élucidation structurale du compoddS18 a été réalisée par comparaison de ses

spectres RMNH et**C avec ceux des compod¢S16 etHS17déja identifiés.

|H-2'/H-6"

H-2

“ H-3 H-4a H-4b

| |
I 1 _/“ |

\ P o L LS PRy
[P TR s ISR

3 4 =

Figure I. 1. 3. 18. 2. Spectre RMNH du composé HS18
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Son spectre RMNH (figure I. 1. 3. 18. 2) révéle les protons ardmats des cycles A

et B: H-6 f45,87,d, J = 2,2 Hz), H-8 &, 5,94,d, J = 2,2 Hz) et H-2'/H-6', 6,47,9). Il

montre aussi les protons du cycle 64,53 @, J = 7,3 Hz, H-2), 4,00ddd, J = 8,0-7,3-
5,3 Hz, H-3), 2,72dd, J = 16,0-5,3 Hz, H-4a) et 2,50q, J = 16,0-8,0 Hz, H-4b),

Ces données en plus de la grande valeur de laacdesie couplagé ons= 7,3 Hz
supportent la présence d'un squelette gallocatécHies carbones de ce composé sont

assignés sur le spectre RMIC comme le montre la figure I. 1. 3. 18. 3.

C-2'/C-6'
C-2 .
i c3 “
C-3/C-5' -, C-4
1 I C-10
C-5 “(:-9 C-4' [
| [
T e T T T T - T T aaa e
160 150 140 130 120 1“10 100 90 EKO 70 60 5r0 4b ‘ ppm
Figure I. 1. 3. 18. 3. Spectre RMN°C du composé HS18

Afin de préciser la stéréo-isomérisation de ce amsgpune mesure du pouvoir rotatoire

a été réalisée dans le MeOH avec une concentrdiéon = 0,1 résultant une valeur de
[a]p=-15,1, ce qui indique une configuration absolk& BR) [267 (figure I. 1. 3. 18. 4).

H
H ey

3| R
HHO% O - \"4 )
o

ani[l
:Elllll:)
:
2/
D
>

Conformeére E
Figure I. 1. 3. 18. 4. Conforméres du cycle pyran€ du composé HS18

Toutes ces données spectroscopiques, ainsi quenfgaraison avec celles de la
littérature P63 nous permettent de proposer sans équivoque mwomposeHS18 la

structure (-)-Gallocatéchine(figure I. 1. 3. 18. 5).
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Figure I. 1. 3. 18. 5. Structure du composé HS18 Y{Gallocatéchine)

Ce composé montre une abondance dans le @isingsou il a été isolé antérieurement
d'un nombre important de ses especes conneladanifer [10], C. salvisolius [7§],
C. incanus[81, 234....etc. A notre connaissance, cette étude constéuaremier rapport

evoquant l'isolement de (-)-Gallocatéchine a pdds especddelianthemum

Les déplacements chimiques des protons et carlobnesmposéiS18 sont rassemblés
dans le tableau I. 1. 3. 18.

Tableau I. 1. 3. 18Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS18 enregistrés dans @DD

HS18
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - -
2 4,53 (1Hd, J=17,3) 81,2
3 4,00 (1Hddd J= 8,0-7,3-5,3) 67,0
4a 2,72 (1H,dd, J = 16,0-5,3) 27,5
4b 2,50 (1H,dd, J = 16,0-8,0)
5 - 156,3
6 5,87 (1HA,J=2,2) 94,4
7 - 156,2
8 5,94 (1Hd,J=2,2) 93,9
9 - 155,3
10 - 99,2
1 - 130,2
2 6,47 (1Hs) 105,4
3 - 145,0
4 - 132,0
5' - 145,0
6' 6,47 (1Hg) 105,4
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I. 1. 3. 19. Identification structurale des composeHS19 et HS20

OH
HO
0O O O
HO
HO
OH

Hovetrichoside C

Ce composé est constitué de deux diastéréoisomiérest isolé sous forme d’une
poudre amorphe, présentant une tache visible sit @@ longueurs d’onde 254 et 366 nm.

Ce mélange se réveéle en orange par une solutide atichauffage a 100 °C.

4491082
100 )
V]
Ui
2870575
260 04 A1
263 06072 AT1.0007503.145 e o11.2143
qgg_PW (o 6611669 7751674 \976_2759 1044 4218 v
G IH\|HI\|\HI‘\H\‘IH\‘HH“HI IHI‘HH|HH‘HH‘\\I\‘I\H|\IH‘\HI‘IH\‘HI\|\HI‘\H\‘HI\‘\IH|HH‘HH‘HH|m!l
00 0 M0 40 W0 60 700 80 0 000 100 100 13m0

Figure I. 1. 3. 19. 1. Spectre de masse ESI-MS desnposés HS19 et HS20

Le spectre de masse ESI-MS (figure I. 1. 3. 19dele mélange enregistré en mode
négatif montre un pic d’ion pseudomoléculairen&z = 449,1 [M-H] correspondant a une

masse moléculaire de 450 uma et une formule bru #1,,0,1.

Protons aromatiques Protons osidiques

Proton
aliphatique

ﬂ L
—»M%J‘.J., w_.w»m.z"l lll'wxw ﬁ‘f’l‘*fw | JU, LJ.-LLLM"*W'*M

8.5 B 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0

Figure I. 1. 3. 19. 2. Spectre RMNH des composés HS19 et HS20
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Le spectre RMN'H (figure I. 1. 3. 19. 2) de ce composé indiqueptésence d'un
nombre important de signaux dans les zones aronestig@t osidiques dont les valeurs
d’intégrations indiguent un nombre de protons pjtnd que celui déduit de la formule brute,

confirmant la présence d’un mélange de deux congposé

L'interprétation du spectre RMRH (figure I. 1. 3. 19. 3) a débuté par les signaux
nombre de huit sortant dans la zone allant de 5,2 @pm. Les quatre premiers résonnent a
on 5,93, 5,94, 6,04 et 6,05 sous forme de doublet anecvaleur de constante de couplage
J = 2,1 Hz. Cette valeur indique la présence deopsométacouplés, ce qui conduit a

distribuer ces protons sur les deux cycles des oeggiS19etHS20(cycle A).

Quatre signaux Quatre signaux

r | |
It .'\J,LL | |

Figure I. 1. 3. 19. 3. Spectre RMNH des protons aromatiques
des composés HS19 et HS20

Le spectre HSQC exhibe les corrélations des pratsmnant &, 6,04 et 6,05 avec un
pic intense sortant & 97,4. Les protons détectéséa 5,93 et 5,94 sont accordés aux
carbones localisés @& 93,2 et 93,1 respectivement. La comparaison aaedbnnées de la
litérature p64-266 et les valeurs de déplacement chimique de cesipgroents CH
aromatiques indiquent une substitutiortho di-oxygéné de ces deux cycles conduisant a
attribuer ces signaux a :

= H-5©046,04,d,J =21 Hzbc 97,4) et H-7 4 5,93,d, J = 2,1 Hzbc 93,2) du
cycle A pour le composdS19.

» H-5 (64 6,05,d,J =2,1 Hzbc 97,4) et H-7 4 5,94,d, J = 2,1 Hzbc 93,1) du
cycle A pour le composédS20.

Les autres carbones quaternaires de ces deux dy8lds5-tétrasubstitué sont localisés
a travers les corrélations observées sur le spedtaC (figure I. 1. 3. 19. 4) :
Pour le cycle A du compog€S19entre :
= Le proton H-5 ¢4 6,04) et les carbones oxygénés Ceé¢ 158,4) et C-6
(6c171,4) et les carbones quaternaires 6:P8,2) et C-3ad:103,5).
= Le proton H-7 §4 5,93) et les carbones oxygénés C-6 et Cé£d 14,5) et les
carbones quaternaires C-5 et C-3a.
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H-5/C-7

H
H S/C 3 - H-7/
P ot

H-S/C-4
-

>
H-5/C-6

ppppp

Figure I. 1. 3. 19. 4. Spectre HMBC des protons ansatiques du cycle A des composeés
HS19 et HS20

Pour le cycle A du compog€S20entre :
= Le proton H-5 §4 6,05) et les carbones oxygénés Cé¢ 158,4) et C-6
(6c171,4) et les carbones quaternaires 6:P8,1) et C-3ad:103,4).
= Le proton H-7 §4 5,94) et les carbones oxygenés C-6 et Cé£d.[4,5) et les

carbones quaternaires C-5 et C-3a.

L'équivalence des déplacements chimiques des casbates deux cycles A des

composé#iS19etHS20est significative de la ressemblance de leursueates chimiques.

Les autres signaux aromatiques visualisés sur éetsp RMN'H de ces composés
sortent &y 6,55, 6,57, 6,97 et 6,98 avec une constante ddaggelp= 8,5 Hz et d’intégration
2H chacun, accordés sur le spectre HSQC aux casl&ne32,56y 6,98), 6c 132,464 6,97),
(6c 115,864 6,55) et §c 115,864 6,57). Ces données indiquent la présence de delesci
de type 1,4-disubstitué.

La distinction entre les CH de chaque composé édisée par comparaison avec les
données de la littératur@g4-266 et par I'analyse du spectre HMBC qui permetteat d
repérer les CH du composts19 a H-2'/H-6' 4 6,98,d, J = 8,5 Hzbc 132,5) et H-3'/H-5'
(616,55,d, J = 8,5 Hzb: 115,8) (figure I. 1. 3. 19. 5).

H-2'/H-6" H-3'/H-5'

N ’ H-5 A
l‘||l M| |
Mwa—-'ul'/w j'f"J':_ i _.,h.__:vl’ L..___j|l:,_~_....

T T T T T T
7.1 7.0 5.9 a8 a.r &6 &.5 6.4 B3 B.2 6.1 &0 5.9
Fl mpmi

Figure I. 1. 3. 19. 5. Spectre RMNH des protons aromatiques des composés
HS19 et HS20
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Il en est de méme pour les CH du compb20 attribués a H-2'/H-6'3(; 6,97, d,

J = 8,5 Hzbc 132,4) et H-3'/H-5'8, 6,57,d, J = 8,5 Hzbc 115,8) (figure I. 1. 3. 19. 5). En
raison de leurs corrélations visualisées sur letepeHMBC (figure 1. 1. 3. 19. 6), les

carbones quaternaires des cycles B des deux compntété assignés comme suit :
= H-2'/H-6' 04 6,98) et le carbone oxygéené C-8¢ 157,2) et les protons H-3'/H-5'
(64 6,55) et le carbone quaternaire Cét'X25,5) HS19.
= H-2'/H-6' {1 6,97) et le carbone oxygéné C-3¢ 157,4) et les protons H-3'/H-5'
(61 6,57) et le carbone quaternaire Cét'125,4) HS20).

H-3"/H-5"

i 6,57, § 5

Tl g

Figure I. 1. 3. 19. 6. Spectre HMBC des protons amatiques du cycle B des composés
HS19 et HS20

Il est aussi observeé sur ce spectre un autre agelples protons aromatiques du cycle B
du composdHS19 H-2'/H-6' Py 6,98) avec un groupement 2a-£abc 42,0 qui est accordé
sur le spectre HSQC au signal singulet large régaind, 3,08. De méme pour les protons du
composéHS20 H-2'/H-6" Oy 6,98) qui corrélent avec un groupement 2a@Hoc 41,9/
on 3,09).

Le spectre NOESY (figure I. 1. 3. 19. 7) montre ¢esrélations dipolaires entre les
protons H-2'/H-6' et H2a de chaque composé.

3VH.6' H-3'/IL5' ~ T
H-2'/H-6¢' H-3'/H H-‘iH? ([

H 2 H 6'/H, 2a 19

Figure I. 1. 3. 19. 7. Spectre NOESY des protons@matiques du cycle B des composés
HS19 et HS20
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Les protons des groupements 2a,Qdy 3,08 HS19 et oy 3,09 HS20)] couplent de

leur coté sur le spectre HMBC avec deux carbonggénés résonantd& 107,5 etdc 107,6
respectivement. Ces carbones quaternaires déblismidsattribués aux carbones C-2 des
cycles oxolanes C de chaque composé. Les picstatdas la zone déblindées@l97,3 et

d¢c 196,4 sont clairement assignés aux carbones C-8yaéss C (figure I. 1. 3. 19. 8). Tous
ces élements structuraux donnent naissance a dealettes de type Auron@64.

A ce stade d’analyse, la structure de I'aglyconehiBgue composdS19 et HS20 est
identifiée comme étant Maesopsirg6f. La présence de ce mélange est due a la nature de
I'aglycone Maesopsine (figure I. 1. 3. 19. 8) qaiteuve sous forme de paire énantiomeérique

résultant de la nature réversible de la forme héétéh du carbone chiral C-266.

Figure I. 1. 3. 19. 8. Structures de I'aglycone deomposédiS19etHS20

Le spectre HSQC de ce mélange montre la présémae thche de corrélation entre un
pic intense résonnantdg 101,7 et un signal de protorda 4,85 ou sa multiplicité n’est pas
déterminée vu qu’il est superposable avec le signadolvant. Ceci suggére la présence de
deux protons anomériques H-3};@,856c101,7).
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Partant de ces protons, le spectre TOCSY (figule 8. 19. 9) permet de localiser les
autres protons osidiques appartenant a un systenspids a sept protons identifiés par les
corrélations observées sur le spectre COSY (figude 3. 19. 10) a savoir H-1'6 4,85,
nd/H-2" (64 3,51,t, J = 7,1 Hz)/H-3" 6y 3,45,t, J = 7,1 Hz)/H-4" 64 3,40, m)/H-5"
(8w 3,38,nd)/H-6"a Oy 3,87,dd, J =12,0-2,2 Hz) et H-6"bdy 3,67,dd, J =12,0-5,4 Hz).

|
! |1

——d N

Figure I. 1. 3. 19. 10. Spectre COSY des composéS19d et HS20

Les valeurs des constantes de couplage des prat@ist H-3" J > 7 Hz) indiquent
une orientation axiale de tous les protons de esb$e, ce qui permet de lidentifier a
B-D-glucose (figure I. 1. 3. 19. 11).
g OH

Figure I. 1. 3. 19. 11. Corrélations COSY et TOCSYdu B-D-glucose des composés HS19
et HS20

Les protons osidiques sont accordés sur le spe&fRC aux carbones C-28474,0),
C-3"(0c77,4), C-4" c71,2), C-5" §c 78,4) et C-6"§c62,4).
Le point de branchement de ces glucoses avec ligsoags Maesopsines des composés

HS19etHS20est localisé en position C-4 de chaque composéison de la présence d’'une

tache de corrélation sur le spectre HMBC (figuré&.13. 19. 12) entre le carbone C-4 et le

proton anomérique H-1".
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£ H1"/C 4

Figure I. 1. 3. 19. 12. Spectre HMBC montrant le pat de branchement du glucose des
composeés HS19 et HS20

Le spectre NOESY (figure I. 1. 3. 19. 13) confironee fois de plus la position de ces

glucoses par la corrélation dipolaire qu’il préseantre le proton H-5 et le proton osidique
H-2" pour chaque composé.

2VH-6' H3/H.5' ] T
H-2'/H-6' H-3'/H H_5r7 I

MIM‘L_WJM_________MJI \“-M -

X F
&

el
5 % ' | HSH2"
J

T T T T T T T T T T
| 72 70 68 66 64 62 60 5§ 56 S4 53 50 48 48

Figure I. 1. 3. 19. 13. Spectre NOESY des compo3¢S19 et HS20

Ce type de connectivité @-glucoside est rare dans la nature car le Maesepsin

glucosylé posséde généralement une glucosylatioypee6O-glucoside 64).

En raison de la présence de ces unités osidigeses;dmposésiS19 et HS20 sont
identifiés comme étant une paire diastéréoisomérifful), confirmée par la valeur du

pouvoir rotatoire (¢]p = -54,3, ¢ = 1,8, MeOH) en comparaison avec lesnédes de la
littérature p64.

La comparaison de ces données spectroscopiquesaietrouvées dans la littérature
permet d’identifier les composétS19etHS20comme étant un 2-épimere Baesopsine-4-
O-B-glucopyranosideconnu sous le notdovetrichoside C[267. Ce composé qui est connu

pour son activité antiplateleR¢g est isolé pour la premiere fois de la famillet@teae. Il a
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éte trouvé antérieurement dans les esp€begnomeles sinengRosaceae)6g, Medicago

truncala(Fabaceae@p9 et Hypericum perforatunfHypericaceae)Z7(Q.

Figure I. 1. 3. 19. 14. Structures des composés HBdt HS20 (Hovetrichoside C)

Les déplacements chimiques des protons et carla@msesomposedS19 et HS20 sont

réunis dans le tableau I. 1. 3. 19.

Tableau I. 1. 3. 19Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) des composés HS19 et HS20 enregistrés s&D;0D

HS19 HS20
Position 8y (ppm), m, J (HZ) dc (ppm) on (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
1 - - - -
2 ; 107,5 ; 107,6
3 - 197,3 - 197,4
3a ; 103,5 - 103,4
4 ; 158,4 ; 158,4
5 6,04 (1Hd, J=2,1) 97.4 6,05 (1HJ, J=2,1) 97.4
6 - 171,4 - 171,4
7 5,93 (1Hd, J=2,1) 93,2 5,94 (1H, J=2,1) 93,1
7a - 174,5 - 174,5
2a 3,08 (2Hsl) 42,0 3,09 (2Hsl) 41,9
1 ] 125,5 - 125,4
2 6,98 (LHd, J=8,5) 132,5 6,97 (1Hl, J = 8,5) 132,4
3 6,55 (1Hd, J=8,5) 115,8 6,57 (1Hl, J = 8,5) 115,8
4 ] 157,2 ] 157,4
5 6,55 (LHd, J=8,5) 115,8 6,55 (1Hl, J = 8,5) 115,8
6' 6,98 (1Hd, J=8,5) 132,5 6,98 (1Hl, J = 8,5) 132,4
1" 4,85 (1H,nd) 101,7 4,85 (1Hpd) 101,7
2" 3,51 (1Ht, J=7,1) 74,0 3,51 (1H, J=7,1) 74.0
3" 3,45 (1Ht, J=7,1) 77.4 3,45 (1H, J=7,1) 77.4
4" 3,40 (1Hm) 71,2 3,40 (1Hm) 71,2
5" 3,40 (1Hm) 78.4 3,40 (1Hm) 78,4
6"a 3,87 (1Hdd, J=12,0-2,2) 62,4 3,87 (1Hdd, J= 12,0 -2,2) 62,4
6"b 3,67 (1H,dd, J = 12,0 -5,4) 3,67 (1H,dd, J = 12,0 -5,4)
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I. 1. 3. 20. Identification structurale du composéiS21

O OH

Acide benzoique

Ce composé qui a été isolé sous forme d’'une pobldreche est visible sur CCM a
A = 254 et 366 nm. Il ne donne aucune coloratiogsapulvérisation par une solution acide,

mais il se colore en jaune péle en révélation gmrapeurs d’iode.

Le spectre RMNH (figure I. 1. 3. 20. 1) de ce composé indiquesisaplicité par le
nombre des signaux qu'il présente dans la zoneatique. Ceci est clairement confirmé par
I'observation du spectre RMNC (figure 1. 1. 3. 20. 1). Ce dernier exhibe I'égisce de cing
groupements CH et deux carbones quaternaires oudlantre eux est attribué a un carbone

d’une fonction acide en raison de son déplacententique déblindé - 173,0.

2CH 2CH

CH ‘

ca I

c-0 ; | w
!

ol | | A J
JJ PT | SUBSSHOR | S L SGRT ) ¥ s
AR jrmemstiasam

T Sl i) (i s T T T T T T T 4
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 B 6

Figure I. 1. 3. 20. 1. Spectres RMNH et **C du composé HS21

Ces données en plus de la multiplicité remarquéar pes signaux des protons,
permettent de conclure la présence d'un acide hgneo L'attribution des protons de ce
cycle mono-substitué est facilement réalisée stlomnnu que les protons situés en position
para et ortho d’'une fonction acide d'un cycle aromatique sorg lg@us déblindés et
apparaissent a champ plus bas, ce qui indiqueegsigrial le moins déblindé sortani;£6,43
(t, J = 8,0 Hz) est attribué aux protons H-3 et H-5.

Parmi les signaux restant (figure 1. 1. 3. 20.€2)ldublet de doublet ayant le plus grand
déplacement chimique est attribué aux protmtiso H-2/H-6 @y 7,50,dd, J = 8,2-1,3 Hz) en

raison du fait qu’ils sont les plus proches deolaction acide et donc statistiguement les plus
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enclins a avoir une charge partielle positive paiport a la positiopara qui est attribuée au
signal ¢4 6,71,tl, J=8,1 Hz H-4).

H-3/H-5
H-2/H-6

Figure I. 1. 3. 20. 2. Spectre RMNH du composé HS21

Pour les carbones, les pics sortant a 128,5 et im montrent une grande intensité
par rapport aux autres pics (figure I. 1. 3. 20in8)quant la présence de deux carbones pour
chaque signal. Le picd& 130,4 est attribué aux carbor@tho C-2/C-6 en raison des mémes
conditions citées précédemment. Par conséquesigrial a5c 128,5 correspond aux carbones
C-3/C-5, et le groupement CH restanf133,8 est accordé au carbone C-4. Le carbone

guaternaire C-1 est localis®@129,5.

C-2/C-6 C-3/C-5

A
1

1l

175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115

Figure 1. 1. 3. 20. 3. Spectre RMN°C du composé HS21

La comparaison de ces attributions avec celles addittérature 271] confirme
l'identification du composéiS21 a I'Acide benzoique (figure I. 1. 3. 20. 4). Il a été isolé

antérieurement de I'espéEkelianthemum ordosicuf272.

Os7 OH
1

6 2

5 3

Figure I. 1. 3. 20. 4. Structure du composé HS21 ¢kle benzoique)
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Les déplacements chimiques des protons et carlshnesmposdS21 sont regroupés
dans le tableau I. 1. 3. 20.

Tableau I. 1. 3. 20Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS21 enregistrés dans @DD

HS21
Position &y (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 129,5
2 7,50 (1Hdd, J = 8,2-1,3) 130,4
3 6,43 (1Ht, J=8,0) 1285
4 6,71 (1H{,J=18,1) 133,8
5 6,43 (1Ht, J=8,0) 128,5
6 7,50 (1Hdd, J = 8,2-1,3) 130,4
7 - 173,0

I. 1. 3. 21. Identification structurale du composéiS22

O OH

OH
Acide p-hydroxybenzoique

Le composéHS22 a été aussi purifié sous forme d’'une poudre blargii donne une

tache visible sur CCM se révélant en jaune paldgsavapeurs d’iode.

Le spectre de masse ESI-MS de ce composé monfpe whion pseudomoléculaire a
m/z = 161,5 [M+Na] correspondant a une masse moléculaire de 138 tmaeeformule
brute en GHgOs.

H-3/H-5 \“ CUCE C3/05
H-2/H-6

e — = - — - T B RS AN REmas | T T T T R e T e —

6 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110

Figure I. 1. 3. 21. 1. Spectres RMNH et *C du composé HS21
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La comparaison des spectres RN et *°C (figure I. 1. 3. 21. 1) de ce composé avec

ceux du composé précédeiE20indique la présence d’un cycle aromatique 1,4ktistué
dont les protonsrtho sont identifiés a H-2/H-6( 7,40,d, J = 8,7 Hz), ainsi que les protons
meétaa H-3/H-5 6 6,53,d, J = 8,7 Hz). Les carbones de ces protons sont vs&saddc 132,0
(C-2/C-6) etdc 122,0 (C-3/C-5). Les carbones quaternaires de ogose sont localisés a
8¢ 115,0 (C-1)5c 162,4 (C-4) ebc178,2 (C-7).

Les valeurs de déplacements chimiques de ces amlairprotons, comparés avec les
données de Ila littérature 273, permettent d'identifier le composéHS22 a
I'Acide p-hydroxybenzoique(figure I. 1. 3. 21. 2).

Os7 OH
1

6 2

5 3
4
OH

Figure I. 1. 3. 21. 2. Structure du composé HS22 ¢ikle p-hydroxybenzoique)

Ce composé est identifié pour la premiére fois damgenreHelianthemummais il a été

isolé antérieurement de I'espeCistus ladanifede la famille Cistacea@74].

Les déplacements chimiques des protons et carlohnesmposéiS22 sont réunis dans
le tableau I. 1. 3. 21.

Tableau I. 1. 3. 21Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS22 enregistrés dans @DD

HS22
Position oy (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 115,0
2 7,40 (1Hd,J=8,7) 132,0
3 6,53 (1Hd,J=8,7) 122,0
4 - 162,4
5 6,53 (1Hd, J=8,7) 122,0
6 7,40 (1Hd,J=8,7) 132,0
7 - 178,2
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I. 1. 3. 22. Identification structurale du composéiS23

O OH

OH
OH

Acide protocatechuique

Ce composé, qui est isolé sous forme de cristauxomdoncés, montre une tache

visible sur CCM a 254 et 366 nm et se révele égatran jaune pale par les vapeurs d’iode.
Le spectre de masse ESI-MS (figure I. 1. 3. 22eriregistré en mode négatif de ce
composé indique la présence d’un pic d’ion pseudéoataire am/z = 153,0 [M-HJ

correspondant a une masse moléculaire de 154 uume éormule brute en#8g0..

1: TOF MsES
T anes|

1530
1004 MVI_ER] -

sro
1010
=g e i 210
\ .; ey e

Figure I. 1. 3. 22 1. Spectre de masse ESI-MS dunosposé HS23

Ce qui est remarquable sur le spectre RMiINfigure I. 1. 3. 22. 2) de ce composé, est

'absence de la symétrie au niveau du noyau argomatrencontrée pour les deux autres
dérivés d’acides benzéniqueSHLetHS22 Drailleurs, il révéle la présence d’'un systeme de
spins de type ABX ou les protons sont localisés; d@,46 d, J = 1,8 Hz, H-2), 6,81d
J=8,1 Hz, H-5) et 7,44d¢, J = 8,2-1,9 Hz, H-6).

H-2 Cc-2
" C-5
. C-6
|
I H-6
I, -
f“' . LS -1
’ i fﬁ I C-4
}I U‘l | ;l (:—7 [
s / ! B - o /‘ N K L= _J
7.50 745 7.40 7.3 690 685 680 Pt 70 180 150 140 180 4zo 410

Figure I. 1. 3. 22. 2. Spectres RMRH et **C du composé HS23
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Les déplacements chimiques des carbones de ce a@ddtrisubstitué (figure I. 1. 3.

22. 2) sont déterminés par comparaison avec lesédsde la littératur@73. Ceci conduit a
identifier le compos&S23 comme étanfAcide protocatechuique (figure I. 1. 3. 22. 3). Ce
composeé qui a été isolé antérieurement de I'esféstes incanug83], est identifié pour la

premiere fois dans le genfelianthemum

Os7 OH
1
6 2
5
f OH
OH

Figure I. 1. 3. 22. 3. Structure du composé HS23 ¢ide protocatechuique)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposdiS23 sont présentés
dans le tableau I. 1. 3. 22.

Tableau I. 1. 3. 22Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS23 enregistrés dans @DD

HS23
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 124,3
2 7,46 (1Hd,J=1,8) 116,3
3 - 144,6
4 - 149,9
5 6,81 (1Hd,J=8,1) 114,3
6 7,44 (1Hdd, J = 8,2-1,9) 122,4
7 - 169,2

I. 1. 3. 23. Identification structurale du composéiS24

@) OH

OCH;
OH
Acide vanillique
Le composéHS24 a été purifié sous forme d’'une poudre blanche hsibla lumiére

UV (254 et 366 nm). Il donne une coloration jauaepen contact avec les vapeurs d’iode.

La différence entre le spectre RMIM (figure 1. 1. 3. 23. 1) de ce composé et le

composé précedertiS23 est la présence d'un signal singulet d’intégratBhh sortant a
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dn 3,80 correspondant a un groupement méthoxyle. & papparition d'un nouveau signal

blindé sur le spectre RMN®C résonant &c 56,7 confirme la présence du groupement

méthoxyle. Les autres protons de ce composé soalidés a4 7,57 @, J = 1,9 Hz, H-2),
6,75 @d, J = 8,5 Hz, H-5) et 7,50d¢, J = 8,6-1,8 Hz, H-6). L’assignement des carbones du
composéHS24est effectué par I'analyse des spectres HSQ@Cetont les groupements CH
apparaissent ac 115,6 (C-2), 114,1 (C-5) et 122,0 (C-6) et les oads quaternaires a
0c123,9 (C-1), 153,1 (C-3), 149,6 (C-4) et 170,0 (Gfigure I. 1. 3. 23. 1).

H-2

|

‘

| |
1 /\ /\ \

W CE0 1, Y o (T A I Y \——L—A*—““L“‘J\—*

H-6

[

\ |
OCH:

C-6

Cc3 C-1

C-7 ‘

L

C4

C-2

C-5

OCHs

7 | T
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NS Saans e a—
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Figure I. 1. 3. 23. 1. Spectres RMRH et **C du composé HS24

La localisation du carbone porteur du groupemerthaxle est réalisée a partir des
corrélations observées sur le spectre HMBC qui reamt couplage entre le proton H-5 et les
protons du groupement OGEt le carbone C-3 indiquant la substitution en gpmsiC-3 par
le groupement méthoxyle. Le proton H-6 corréle eMB& avec le carbonyle acide C-7 a
dc 170.0 et un carbone aromatique oxygéné résonaptld9.6 indiquant la présence d’'un
hydroxyle libre en position C-4. Ceci conduit &ntifier ce composé comme étditcide
vanillique (figure I. 1. 3. 23. 2). Cette identification esnéirmée par la comparaison avec les
données de la littératur@q3]. Ce composé a été détecté dans les parties aéridaiiespece
Cistus ladanifeff10]. A notre connaissance, il est isolé pour la pegmifois dans le genre

Helianthemum.

O+7 OH
1
6 2
5
1 OCH;
OH

Figure I. 1. 3. 23. 2. Structure du composé HS24 ¢ide vanillique)

Les déplacements chimiques des protons et carlohnesmposéiS24 sont réunis dans
le tableau I. 1. 3. 23.
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Tableau I. 1. 3. 23Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS24 enregistrés dans @DD

HS24

Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 123,9
2 7,57 (1Hd,J=1,9) 115,6
3 - 153,1
4 - 149,6
5 6,75 (1Hd, J = 8,5) 1141
6 7,50 (1Hdd, J = 8,6-1,8) 122,0
7 - 170,0
3-OCH; 3,80 (3H,9) 56,7

I. 1. 3. 24. Identification structurale du composéiS25
@) OH

HO OH
OH
Acide gallique

Le composeHS25 a été obtenu lui aussi sous forme d’'une poudrechia Il montre
une tache visible sur CCM a 254 et 366 nm et sere@n jaune pale aprés exposition de sa
CCM aux vapeurs d’iode.

Il est observé sur le spectre RMM de ce composé la présence d’un seul signal
singulet &y 7,00. Son carbone est détecté a 107 ppm par erpéri¢SQC.

Le spectre RMN®C (figure I. 1. 3. 24. 1) permet de compter cingnaix
correspondant a C-2/C-64109,0), C-3/C-5d¢c 145,7), le carbone oxygéeneé C-463 138,3,
le carbone quaternaire C-B@121,1 et le carbone de la fonction acide a 6:7168,0). Ces

attributions ont été confirmées par comparaisor éegdonnées de la littératugs[).

C-2/C-6
C-3/C-5 [

T T T ST e e e i i
170 160 150 140 130 120 110 100

Figure I. 1. 3. 24. 1. Spectre RMN°C du composé HS25
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Ces données montrent clairement la présence dide Aenzenique trihydroxylé connu
sous le nomAcide gallique (figure 1. 1. 3. 24. 2). Ce composé qui est urivééde l'acide
benzoique est le plus répandu dans le geletf@nthemumll a été isolé antérieurement des
especesH. alypoides H. cinereum subsp. rotundifolium H. hirtum, H. asperum et
H. marifolium subsp.marifolium [107. Comme, il a été trouvé dans quelques espéeces du
genreCistus: C. ladanifer[10], C. incanug234] et C. villosus[275.

Figure . 1. 3. 24. 2. Structure du composé HS25 ¢ide gallique)

Les déplacements chimiques des protons et carlshnesmposdiS25 sont regroupés
dans le tableau I. 1. 3. 24.

Tableau I. 1. 3. 24Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS25 enregistrés dans @DD

HS25
Position 8y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
1 - 1211
2 7,00 (1Hs) 109,0
3 - 145,7
4 - 138,3
5 - 145,7
6 7,00 (1Hys) 109,0
7 - 168,0
I. 1. 3. 25. Identification structurale du composéS26
o OH 0O
H \
OH
OH

Acide (-)-pinéllique
Ce composeé a été isolé sous forme d’'une poudreldanl est invisible a la lumiére
UV aux longeurs d’onde 254 et 366 nm et se colarenauve claire apres révélation par une
solution acide et chauffage a 100 °C.
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Le spectre de masse ESI-MS du compgdSe6 (figure 1. 1. 3. 25. 1) enregistré en mode

positif montre la présence d’'un pic d’ion pseudaogealaire am/z= 353,3 [M+Na], soit une

masse moléculaire égale a 330 uma et une formule len GgH340s correspondant a un

nombre d’insaturations égal a 2. Ce nombre d’'inasitbns exclue la nature aromatique pour
ce compose.

535
[M+Na]™

2290
1430
53
Se73
T ssre l e sas
s J L . by bt e L

s
B0 3Ps ifn avs obn PSSR 7S ahn  Gba  asn ars 400 405 asn avs  Shn Soa  S&n 575 Ghn ebs

Figure I. 1. 3. 25. 1. Spectre de masse ESI-MS daraposé HS26

Le spectre RMNH (figure I. 1. 3. 25. 2) de ce composé indiquédence des signaux
des protons aromatiques rencontrés dans tous tegases élucidés précédemment et révele
seulement deux signaux sous forme de doublet delelswa 5,75dd, J = 15,6-6,0 Hz, 1H) et
5,69 @dd, J = 15,6-5,8 Hz, 1H) correspondant a deux protohnglétiques.

De méme, il est observé sur ce spectre trois psotoyméthines résonantdéa 3,43,
3,93 et 4,06, un méthyléneda 2,30, un nombre important de signaux sortant darmohe

s’étallant de 1,30 a 1,70 ppm et un signal trimlgbhtégration 3H ady 0,94 indiquant
I'existence d’'un groupement méthylique terminal.

Protpns /1 Profons J Grfoupemj:n],[kyL Grpupement
oléfimques | oxyméthines ~ CH2 | ~|CH:
! I
| |
| | || ‘
rll\ & % | || i :\J\ J’f “ ‘
-Ju ‘\_ » / \\_ i ‘L‘ _ JJL‘\‘ - i 74)‘|\7 | Jo N | )\7
GTD 5‘,5 5‘0 4I5 4!0 3.‘5 3.‘0 2.r5 2!] 1:5 1.‘0 PpPmM
| || Fes ~ \ | i J i
o e | | o o [ = Nal~
W g s gy |E | 0le
- 2 o O‘ - n o~ w 'w_i ©

Figure I. 1. 3. 25. 2. Spectre RMNH du composé HS26

Les spectres RMNC et DEPT (figure I. 1. 3. 25. 3) confirment lagéce de :
= Deux groupements oléfiniques CH par les pics sbetép129,6 et 135,1.
= Trois groupements oxyméthines CHO qui sont rep&teg1,6, 74,3 et 75,1.

= 11 pics des groupements gédrtant dans la zone allant de 20 a 40 ppm.
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= Un groupement méthylique qui résonn&-a3,0.

Toutefois, le spectre RMKC permet de visualier un picsa 177,0 caractéristique d’un
carbone d’une fonction acide. L'attachement decagbones avec leurs protons associés est
réalisé par I'analyse du spectre HSQC.

(0  HC=CH CHO CH_CH;

| ‘ ‘ CH;

} ‘ HC=CH CHO ’ I
J

170| 160 150 |140 130|120 110 100 90 (80 70 60 50 (40 30 20 |ppm e

130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 0 20

Figure I. 1. 3. 25. 3. Spectres RMNC et DEPT du composé HS26

Ces données permettent de suggérer I'appartenancendposéHS26 a la classe des
acides gras mono-insaturés.

L’identification de I'enchainement des carbonesceé¢ acide gras mono-insaturé est
débutée a partir des protons oléfiniques résonaht 75 @dd, J = 15,6-6,0 Hz) et 5,69
(dd, J = 15,6-5,8 Hz) dont le spectre COSY H-H (figurd.l3. 25. 7) montre les couplages
de ces protons entre eux avec une constante ddageup = 15,6 Hz indiquant une
configurationtrans Comme, il montre aussi un couplage entre le protéfinique a5y 5,75
et un proton oxyméthine localis&a4,06 @dd, J = 12,0-6,0 Hz). De méme pour le deuxieme
proton éthylénigque résonanta 5,69, il couple avec un autre proton oxyméthini, 8,93
(t, J = 5,8 Hz). Ce dernier couple a son tour sur lectspeCOSY H-H avec un troisieme
proton oxymeéthine résonana3,43 ¢, J = 5,8 Hz). Ce qui permet de construire le fragment
structural suivant (figure I. 1. 3. 25. 4) :

(5,69, dd, J = 15,6-5,8Hz) /0—§
H T—C—H 4.06, dd. J = 12,0-6,0 Hz)
N / sp?

C=C
N
(3.93,1,J = 5,8 Hz) H—C/ sP* "H

/ N\ (5,75,dd., J = 15,6-6,0 Hz)
o e

C —_—
AN
o o—
(3.43, ¢, J = 5,8 Hz)

Figure I. 1. 3. 25. 4. Corrélations COSY H-H des pmtons oléfiniques du composé HS26
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100 3553

[VI+DNa] "

M+ a)101] 3543
I+ a) 210] 2[;9.3 =3 1
143.5

IES_ =
38T

1281 2513

1690 4T 4 —
o . ' |l 'l T I L ,_._,l B l. el =

100 125 150  4¥S 200 2225 250 295 300 2 325 350 3¥S 400 a=s

Figure I. 1. 3. 25. 5. Spectre MS/MS du composé H&2

Le spectre de masse MS/MS (figure I. 1. 3. 25n8)que la présence de deux pics de
fragmentation am/z = 143 [(M+Na)-210] et 229 [(M+Na)-101] correspondant aux
groupements (CgyCOOH et (G1H200,)COOH respectivement (figure I. 1. 3. 25. 6).

m/'z =229

P > ’

Pl S
OH / OH O
17 7 5 3
15 14 13,5 12 INO 9 I,’MOH
18 16 / Y 6 4 2
/" OH ..
"y m/z=143

Figure I. 1. 3. 25. 6. Fragmentation du composé H82

Il en résulte que la double liaison est localisée pesition *°C="C. Ceci permet
d’identifier les protons oléfiniques résonana5,75 et 5,69 comme étant H-10 et H-11
respectivement. Le proton H-11 couple en COSY Hfigufe I. 1. 3. 25. 7) avec H-12
(6n 3,93) corrélant a son tour avec H-18; 3,43). Ce dernier couple également avec les
protons H-14 0y 1,56,m, H-14aby 1,33, m, H-14b).

H-8
H-12 143
||-12’n‘||711 Jt H-9 H-13 j\ H IJ{UI\II-H)*
— z % e — T— &l PPmM
- 1.0
H-13/H-14a
- B L] 5
] EY -
H-13/H-14b . s -
w5 2.0
- -
2.5
3.0
H-12/H-13 2

- //-ﬁ - - a5
S H-11/H-12 / - L R/EE-O o

®H-9/H-10 o al
—4.5
- 5.0
—5.5

o H-10/H-11 <l
T vt T T T T T T T T T
55 50 a.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Figure I. 1. 3. 25. 7. Spectre COSY H-H du compo$€526
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Le spectre COSY H-H (figure I. 1. 3. 25. 7) permi@ibserver aussi le couplage entre le

proton oxymeéthine résonantdg 4,06, attribuable au proton H-9, et les protonslisés a
(64 1,55, m) identifiés clairement comme étant 8-Ckes couplages permettent d’'identifier
les protons du fragment structural**GH,~*CHOH-"*CHOH-"CH=""CH-"CHOH-®CH,—
(figure 1. 1. 3. 25. 8).

OH ¥ H H

Figure I. 1. 3. 25. 8. Corrélations COSY H-H du frgment interne du composé HS26
Cet enchainement est confirmé une fois de pluslgmrcorrélations H/C efJ et 3]
observées sur le spectre HMBC (figure I. 1. 3.9%ntre :
= Le proton oléfinique H-10 et les carbones C-dd129,6), C-12 ¢ 75,1), C-9
(6c71,6) et C-84:36,9).
= Le proton oléfinique H-11 et les carbones C-9, C&H135,1), C-12 et C-13
(6c74,3).
= Le proton oxyméthine H-9 et les carbones C-8, CQ4,1 et un carbone a
(6¢ 25,261 1,54) qui ne peut étre que le carbone du groupeim&i,.
= Les protons K8 et les carbones C-10, C-9, C-7 et un carbaie?28,1 attribué
au groupement 6-CHoy 1,33).
= Les protons b7 (64 1,54, m) et les carbones C-9, C-8, C-6 et le carbone a
8¢ 29,0 qui est clairement celui du groupement 5-(@H1,33).
= Le proton H-12 et les carbones C-10, C-11, C-1G-&4 ©c32,1).
= Le proton H-13 et les carbones C-11, C-12, C-l4iretcarbone asé¢ 25,0/
dn 1,33) qui est attribué au groupement 15,CH

L _— H-145 1-14b
-2 H-
H-10, H-11 oo 112 13 } H-3
J o A ppm
C-15 i 455 2 - ol 5 =
| H )1‘( 7 _H-13/C-15 H-2/C-3 H 8/(,1 _ - 20
C-14 —|| H-12/C-14- - =~ —-_rT= -
- ~H-10/C- 2 = e H-2/C-4 -t =
R /C-8 Hooicg H-13/C-14 HACE reaies |-
H-10/C-9 ik
c-9 - o H-8/C-9
C-13 —— =H-11/C-9 - - . e 8/(")-
C-12 H-10/C-12 H-12/C-13 H-13/C-12 L 8o
|
| 100
< " ~ 120
C-11 H-10/C-11 Hoo/c-1 HAZC11,
C-10 | “H-11/C-10 H-9/C-107 "H-12/C-10 140
160
H-2/C-1 H-3/C-1
‘ o . = = 180
i v T T —r— T -
5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 ppm

Figure I. 1. 3. 25. 9. Spectre HMBC du composé HS26
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A cette étape d’élucidation structurale du compbkg26, les données obtenues a

travers ces analyses permettent de localiser t@sn® et carbones de la partie suivante de la
chaine de cet acide gras :

Figure I. 1. 3. 25. 10. Fragment structural du compsé HS26

Le spectre HMBC (figure I. 1. 3. 25. 11) de ce pose montre aussi des corrélations
entre les protons d’'un groupement £&l le carbone C-15¢ 177,0) de la fonction acide. Ces
protons qui sont attribués a4 (04 2,30,t, J = 7,3 Hz) correlent lui aussi avec d’autres
carbones résonantg 24,9 et 28,8 attribués aux carbones C-3 et C-4ondisigment en raison
de la corrélation des protons-8B (64 1,62,m) avec le carbone C-1 et le carbone C-5 identifiés
précédemment. Ces résultats permettent d’identifigpremiére extrémité de cette chaine
comme le montre la figure I. 1. 3. 25. 11, ce aien accord avec les données du spectre de
masse MS/MS.

Figure I. 1. 3. 25. 11. Partie de la chaine du coropé HS26

Les corrélations HMBC et COSY H-H (figure I. 1. 25. 12) observées pour l'autre
bout de la chaine de ce composé, qui est le groapeméthylique 18-Ck(5c 0,946 13,0),
conduisent a compléter la localisation des prot@irsarbones de cette chaine par le couplage
observé sur le spectre COSY H-H entre les protagpasdet les protons HL7 Oy 1,35).

H-17/H- IR" 1u

. - L H-18/C-171-20
L} a “. 1.5 C-17 - i

F25

2.0
H-18/C-16}
k30

]
s 8
&
¢ g
<98 9

F25

35
-3.0

.l

45 4.0 35 30 25 20 15 1.0 ppm

T T T T T T
24 2.2 20 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0

Figure . 1. 3. 25. 12. Spectres COSY H-H et HMBCeas protons méthyliques du
composé HS26
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Il en est de méme pour les corrélations visualiséese spectre HMBC de ces protons
méthyliques H18 et les carbones C-13c22,3) et C-168¢ 31,764 1,33) donnant naissance
a une chaine constituée de 18 atomes de carbapuee(fi. 1. 3. 25. 13) comme l'indique le

spectre de masse.

Figure I. 1. 3. 25. 13. Chaine carbonée du compoki&26

A ce stade d’'analyse, les déplacements chimiqudewdeles protons et carbones sont
assignés (figure I. 1. 3. 25. 14) et il reste @&éiner les configurations des carbones chiraux
en positions C-9, C-12 et C-13.

= — 7 77 =7 7
H-17
H-14a || H-16
H-2
H-7 [||H-15
‘ Ll H-14
H-12 H-3 ' “yr t
||-1mu-|1 -9 13 M | s |H-18
-4
Kﬁ,,_ et S — ]S = ,u_,J\J = L,_ _ ,/4 e .
T T T T T T 3 -3 T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 Ppm
L HA (S e 1 A e o
2 18 2|3 8 |3 5 g g |8
— 9 o|lo — s ol [7-] E o

Figure I. 1. 3. 25. 14. Spectres RMRH du composé HS26

c.14\ |[GAH-15
10 C- C-13 C-9 o\ v He=3
C-10 C-11 ¢ cs. 5ie
C-12 'H-18
(-2
C-1
_ )
T | i | g T i T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figure I. 1. 3. 25. 15. Spectres RMRKC du composé HS26

Ceci est realisé par la mesure du pouvoir rotatpirieest égale ad]p = -9,5, ¢ = 0,32,
MeOH) indiguant une configuration absolu&,(22S, 13S) en comparaison avec la littérature
([a]p=-10,0, c = 0,36, MeOHR[74].
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Sur la base de ces analyses et par comparaisonles/elonnées de la littérature, le
composé HS26 est identifié al'Acide (9S,12S,135)-(E)-9,12,13-trihydroxy-10-octa-
décanoiqueconnu sous le nom décide (-)-pinéllique (figure I. 1. 3. 25. 16)277.

Des études pharmacologiques effectuées sur ce s@npui est détecté pour la
premiere fois dans la famille Cistaceae, montranpssance comme un adjuvant oral pour
les vaccins nasaux de la grippe H&/§. Il a été isolé antérieurement des espdtieslla

ternata(Araceae) 278 et Chaenomeles sinengRosaceae@[79.

18 16 : 6 4 b
O
Figure I. 1. 3. 25. 16. Structure du composé HS28¢ide (-)-pinéllique)

Les déplacements chimiques des protons et carlobnesmposéiS26 sont rassemblés
dans le tableau I. 1. 3. 25.

Tableau I. 1. 3. 25Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS26 enregistrés dans @DD

HS26
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 177,0
2 2,30 (2Ht,3=17,7) 34,2
3 1,62 (2Hm) 24,9
4 1,33 (2Hm) 28,8
5 1,33 (2Hm) 29,0
6 1,33 (2HmM) 29,1
7 1,54 (2Hm) 25,2
8 1,55 (2Hm) 36,9
9 4,06 (1Hdd, J=12,0-6,0) 71,6
10 5,75 (1Hdd, J = 15,5-6,0) 135,1
11 5,69 (1Hdd, J = 15,6-5,8) 129,6
12 3,93 (1Hf,J=5,8) 75,1
13 3,43 (1Ht, J=5,8) 74,3
l4a 1,56 (1H,m) 32,1
14b 1,33 (1H,m)
15 1,33 (2Hm) 25,0
16 1,33 (2Hm) 31,7
17 1,35 (2Hm) 22,3
18 0,94 (3Ht,J=7,0) 13,0

[ 240 )




Chapitre 111 Etudes phytochimiques

Partie |

I. 1. 3. 26. Identification structurale des composeHS27 et HS28

B-sitostérol Daucostérol

Le composéHS27 est isolé sous forme d’'une poudre blanche, aloeslg composé
HS28 est purifié sous forme de cristaux blancs. Cex @emposés presentent sur CCM des
taches invisibles a la lumiére UV et se colorentr&uve aprés révélation par une solution
acide et chauffage a 100 °C. La comparaison de (&L avec des échantillons témoins

suggere qu’il s’agit de deux phytostérols nomfiiéstostérol HS27) et DaucostéroHS29).

La comparaison des données obtenues a traversybandes spectres RMN et °*C
de ces deux composés avec celles de la littératurrme I'identification du composdS27
aup-sitostérol [28( et du composélS28 auDaucostérol[281]] (Figure I. 1. 3. 26. 1).

Les composéBIS27 et HS28, qui sont des phytostérols les plus répandus ldaregne
végétal, ont été identifiés antérieurement dane$pece£istus symphtifoliug76] et Cistus

laurifolius [244] respectivement.

Figure I. 1. 3. 26. 1. Structures des composés HS@fsitostérol) et HS28 (Daucostérol)

Les déplacements chimiques des protons et carlumsesomposédS27 et HS28 sont
donnés dans le tableau I. 1. 3. 26.
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Tableau I. 1. 3. 26Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) des composés HS27 et HS28 enregistrés d&DCl; et CD;OD-CDCl3

respectivement
HS27 HS28
Position & (ppm), m, J (Hz) dc (ppm) _8u (ppm),m, J (Hz) dc (ppm)
la 1,87 (1H,m) 38,2 1,81 (1HmM) 38,5
1b 1,06 (1H,m) 1,04 (1H,m)
2a 1,90 (1H,m) 30,9 1,86 (1HM) 30,0
2b 1,63 (1H,m) 1,31 (1H,m)
3 3,60 (1Hm) 71,7 3,48 (1Hm) 80,3
4a 2,40 (1H,m) 40,1 2,32 (1Hm) 39,3
4b 2,25 (1H,m) 2,24 (1H,m)
5 - 141,2 - 141.,8
6 5,35 (1Hdl, J = 5,0) 122,3 5,25 (1Hl, J=5,0) 123,3
7a 1,98 (1H,m) 325 1,91 (1Hm) 33,1
7b 1,43 (1H,m) 1,51 (1H,m)
8 0,90 (1HM) 32,8 1,40 (1Hm) 33,1
9 0,91 (1Hm) 51,2 0,90 (1Hm) 51,4
10 - 37,4 - 37,9
1la 1,49 (1H,m) 21,4 1,48 (1Hm) 22,2
11b 1,50 (1H,m) 1,43 (1H,m)
12a 2,00 (1H,m) 40,6 2,05 (1Hm) 41,0
12b 1,15 (1H,m) 1,12 (1H,m)
13 - 43,2 - 43,5
14 0,90 (1HM) 57,4 0,96 (1Hm) 58,0
15a 1,63 (1H,m) 25,7 1,54 (1Hm) 25,5
15b 1,06 (1H,m) 1,05 (1H,m)
16 2,03 (2HM) 26,8 1,80 (2Hm) 29,4
17 1,09 (1Hm) 56,4 1,10 (1Hm) 57,3
18 0,67 (3Hs) 12,6 0,56 (3Hs) 13,0
19 1,00 (3H9) 19,9 0,90 (3Hs) 20,4
20 1,37 (1HM) 37,3 1,31 (1Hm) 37,3
21 0,91 (3Hd, J=6,0) 19,3 0,80 (3HJ, J=6,0) 19,9
22a 1,33 (1H,m) 34,6 1,30 (1HM) 35,1
22b 1,02 (1H,m) 0,99 (1H,m)
23 1,15 (2Hm) 25,7 1,07 (2Hm) 27,3
24 0,90 (1Hm) 46,7 0,93 (1Hm) 47,1
25 1,66 (1HM) 29,4 1,62 (1Hm) 30,3
26 0,79 (3Hd, J=6,7) 19,3 0,70 (3H),J=6,7) 20,1
27 0,83 (3H(d, J=6,7) 20,4 0,71 (3H),J=6,7) 20,9
28a 1,24 (1H,m) 23,5 1,23 (1HM) 24,2
28b 1,20 (1H,m) 1,18 (1H,m)
29 0,85 (3Ht, J=7,5) 12,8 0,75 (3H,J=7,5) 13,1
1 - - 4,30 (1Hd, J = 7,8) 101,5
2' - - 3,14 (1Ht, J=7,8) 73,9
3 - - 3,33 (1Ht,J=7,9) 76,5
4 - - 3,30 (1Ht,J=7,7) 70,3
5" - - 3,18 (1HM) 76,1
6'a - - 3,76 (1Hdd, J=11,9-2,9) 62,0
6'b - - 3,70 (1H,dd, J=11,9-4,9)
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I. 1. 3. 27. Identification structurale du composéiS29

p-D-fructofuranose

Ce composé est isolé sous forme de cristaux blsolckbles dans le méthanol. Il est
invisible a la lumiere UV et se révéle en noire pae solution acide et chauffage a 100 °C

suggérant la présence d’'un sucre.

Ces suggestions se trouvent renforcées par lersg@BtN *H (Figure I. 1. 3. 27. 1) qui
exhibe la présence de sept signaux, d’intégratieh chacun, résonant dans la zone
caractéristique des protons osidiques (3,50 a@phd). Aussi, le spectre RMNC (Figure 1.

1. 3. 27. 1) montrant un carbone quaternaire régoaac 107,8, trois groupements CH
sortant &¢ 83,2, 81,1 et 77,5 et deux groupements &bt 61,4 et 59,1, met en évidence la

présence d’'un hexose.

Cq CH CH:
|
- JJ(H”.’.JLL_\ o |

T T " T a T T I

45 4.0 3.5 3.0 2.5 il e
| J | | J
5852 KR 4 L SRR | R i
*:C;,_",_",_'N‘ d‘ Lgl 105/ 100 95 90 |85 8 75| 70 6 60 |55 50 45

Figure I. 1. 3. 27. 1. Spectres RMNH et **C du composé HS29

L’identification des protons de cet hexose est bas# I'analyse du spectre COSY H-H
(Figure I. 1. 3. 27. 2). En effet, il montre le ptage des deux protons accordeés sur le spectre
HSQC au carbone sortantog 59,1. Ces protons géminés qui apparaissent soow fde
doublet aved = 11,9 Hz sont attribués a un groupement hydroxgyé&ne. Ce dernier est lié
a un carbone quaternaire laissant présager I'appa@rte de ce composé osidique a la série
des cétohexoses. Ceci permet d’attribuer ces ppaidi-lady 3,73,d, J= 11,9 Hz) et H-1b
(6n 3,65,d, J = 11,9 Hz) tandis que le carbone quaternairel07,8) correspond a 'anomere
C-2.
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Ce spectre montre aussi un systeme de spins apeotgns constituant le fragment
—CH(OH)-CH(OH)-CHO(CHOH)- par les couplages observés entre les protofs H
(64 4,05,d, J= 4,2 Hz) et H-4&4 3,92,dd, J = 6,4-4,2 Hz) dont la valeur dig.314conduit a

attribuer une orientatiommans pour ces deux protons.

H-6b H-1b
o H-1:
— __—wwlkiv I opm
‘J H- l.ifﬂ—] b . @
—= = &1 a8 - -
J H-5/H-6b -
*%_3 o @ e
- m'b 3.75
=) eEsE @ Mool
N : ke Y l-3.80
; H-6a/H-6b |~
Q 8@@ &’ “ % B ;—aAss
H-5/H-6a -390
=@ R == |
H-4/H-5 .
.7 4.00
= €D 1-3/H-4 | o8
Wbs won | o 980 san abe - am | aw mes | o

Figure |. 1. 3. 27. 2. Spectre COSY H-H du composé HS29

Le proton H-4 révele aussi une autre corrélationlsispectre COSY avec un proton
résonant @&y 3,86 @dd J = 6,4-5,0-3,0 Hz) qui ne peut étre que le protoh bl la constante

de couplag@y.41-5= 6,4 Hz indique aussi une orientatimans pour les protons H-4 et H-5.

Le proton H-5 couple également sur le spectre COISY (Figure I. 1. 3. 27. 2) avec
deux protons géminés H-684(3,77,dd, J = 11,8-3,0 Hz) et H-6bs(; 3,66,dd, J = 11,9-
5,1 Hz) (Figure I. 1. 3. 27. 4) ; les valeurs deldéement chimique de ces protons indiquent
aussi leur position exocyclique28Z. Toutes ces données traduisent bien évidement la

présence d’'un cétohexose de type D-fructofuraneigeie I. 1. 3. 27. 3).

B-D-fructofuranose a-D-fructofuranose

Figure I. 1. 3. 27. 3. Corrélations COSY H-H des deux staiures proposées pour
le composé HS29
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Figure I. 1. 3. 27. 4. Spectre RMNH du composé HS29

La présence du cycle furane est confirmée parlyaeadu spectre HMBC (Figure I. 1.
3. 27. 5) qui montre une corrélation hentre le proton H-5 et 'anomére C-& (L07,8).
Cette corrélation est absente dans les osides e ftyictopyranose. Aussi, il indique
'absence du couplage des protons@+t le carbone C-2 présent pour le cycle pyranidye
spectre HSQC permet d’accorder les protons detobeéose a leurs carbones respectifs.

H-6b H-1Dh
-1 5y
-4 H-5 -G A J A O

A A M AN ML ppm H H
» @
H-5/C-6 o
R T — =0 o> =
H-4/C-6 -1
H-4/C-3 H-5/C-3 . q y o
3] = -5 H-1a/C-3 H-1b/C-3 i
-4 == ] d =
s - gy_s5/C-4 S = H-6/C-4dma -
H-4/C-5 H-6a/C-5 H-6bL/C-5 =
=
H-4/C-2 H-5/C-2 H-1a/C-2 H-1b/C-2 b
. =1 Y = e Fe

3.90 a.8s5 3.80 3.75 3.70 3.65

FigureI. 1. 3. 27. 5. Spectre HMBC du composé HS29

A ce stade d’analyse, il reste a déterminer I'dagan du groupement hydroxyle lié au

carbone anomere C-2 pour distinguer entre les flmmxesa-D- ou B-D-fructofuranoses. A
cet effet, la comparaison sur CCM avec un échantiltémoin et la mesure du
pouvoir rotatoire (]p = - 94, ¢ = 0,1, MeOH), indiquent la présence 'dadmeref3 du

D-fructofuranose.

Toutes les données spectrales du comptS29 se sont avérées identiques a celles

citées dans la littératur@d3 pour le cétohexosg-D-fructofuranose (Figure 1. 1. 3. 27. 6).
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Ce cétohexose a été isolé antérieurement des espistes ladanife[63] et Tuberaria

lignose[10]] de la famille Cistaceae.

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposdiS29 sont présentés
dans le tableau I. 1. 3. 27.

Tableau I. 1. 3. 27Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS29 enregistrés dans @DD

HS29
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
la 3,73 (1H,d,J=11,9) 59,1
1b 3,65 (1H,d,J=11,9)
2 - 107,8
3 4,05 (1Hd,J=4,2) 77,5
4 3,92 (1Hdd, J=6,4-4,2) 81,1
5 3,86 (1Hddd J= 6,4-5,0-3,0) 83,2
6a 3,77 (1H,dd, J=11,8-3,0) 61,4
6b 3,66 (1H,dd, J=11,9-5,1)

I. 1. 3. 28. Identification structurale du composéiS30

OH

0
HO
HO 0)

OH W
1-O-éthyl-B-D-glucopyranoside
Ce composé est isolé aussi sous forme de cristamedsolubles dans le méthanol. Il

se colore en noire par une solution acide et chgaff 100 °C.

Les spectres RMNH et *C (Figure I. 1. 3. 28. 1) de ce composé montresitarhent
gu’il s’agit d’'un hexose dont la nature et les nplikités de ces signaux permettent de le
positionner dans la série des aldoses, alors quedestantes de couplage de ses protons

mettent en évidence la présence (eid-glucose (tableau I. 1. 3. 28).

‘ % " (-
H-1 7 - 0502
pa

|
L‘ ) / = H-3- [| iz
_— = ‘ i ;
| H- 6a H- ()h H>-1' I)]\“ u
| | IH-5§ b

i “% \

(A

43 PP"‘ 4o :3.9 "ppm 35 3.4 3.3 pm 1.20 115 ppm

ST ] ,.J T T T
e E\ | E H g } ] 00 95 9 8 80 75 7 65 60 55 50 45 4 B N % 2 pn

Figure I. 1. 3. 28. 1. Spectres RMNH et **C du composé HS30
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Cet hexose est rencontré dans la plupart des ca&m@bgcidés précédemment ou il est
toujours présent sous forme d’un conformére chdiseype®C, en raison de sa stabilité
comparativement avec le conformé, ayant des encombrements stériques importants de
type 1,3-diaxial défavorable284 (Figure I. 1. 3. 28. 2).

CH,OH
OH
O
4 OH 1
OH

/TN

Conformeére 'C, Conformére *C,

Figure I. 1. 3. 28. 2. Conforméres du composé HS30

Ces deux spectres montrent aussi la présence dlanpgment OCHCH;z par
I'apparition des signaux de GA a ¢4 3,36,q, J = 7,0)/0c 64,7) et du groupement Gt
(0n1,17,t,3=7,0)/6c 14,0).

La comparaison de ces données spectrales aves trellvées dans la littératur2gy
permet de placer le groupement OCH3; au carbone anomérique C-1 du glucose conduisant

a identifier le composES30 au 1-O-éthyl-g-D-glucopyranoside(Figure I. 1. 3. 28. 3).

Ce composé a été isolé antérieurement des espatmnis oppositifloraLamiaceae)
[286 et Ustilago maydigUstilaginaceae)Z87].

Figure I. 1. 3. 28. 3. Structure du composé HS30-Q-éthyl-B-D-glucopyranoside)

Les déplacements chimiques des protons et carlohnesmposéiS30sont réunis dans
le tableau I. 1. 3. 28.
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Tableau I. 1. 3. 28Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS30 enregistrés dans @DD

HS30

Position on (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 4,50 (1Hd,J=7,8) 102,7
2 3,18 (1Hdd, J=9,1-7,8) 76,5
3 3,30 (1Ht,J=9,1) 73,6
4 3,28 (1Ht,J=9,1) 70,4
5 3,27 (1Hm) 75,8
6a 3,98 (1H,dd, J = 11,7-5,0) 61,3
6b 3,88 (1H,dd, J=11,8-2,1)

1 3,36 (2HQ, J=7,0) 64,7
2 1,17 (1Ht,J=7,0) 14,0

I. 1. 3. 29. Identification structurale du composéiS31

OH
0
HO
HO
OH
HO OH

p-D-fructofuranosyl-(2—1)-a-D-glucopyranoside

Ce composé est isolé sous forme d’'une poudre bdascluble dans le méthanol. Il est
invisible a la lumiére UV et se révele en marronc® par pulvérisation d’'une solution acide
et chauffage a 100 °C.

L'analyse des spectres RMM et*°C (Figure I. 1. 3. 29. 1) de ce composé indique la
présence d'un oligosaccharide et plus précisémerdisaccharide. La comparaison de ces
spectres avec ceux des composes precéettsiz® et HS30 montre clairement la présence

d’'une unité glucose et une autre fructofuranose.

L Lk omttabmlegns

T T aas (RERAS RERES SRS BRAAN LEREE naREY BARRN RARRE RARES o

-
S pm S '-’-‘-‘ 7-7 1 m 100 9% 90 85 80 75 70 65 60 5 50 45

Figure I. 1. 3. 29. 1. Spectres RMNH et **C du composé HS31
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Le spectre COSY H-H (Figure I. 1. 3. 29. 2) de omposé permet d’attribuer les

protons de chaque unité osidique. En effet, il lel@s couplages impliquant 'enchainement
H-1 6w 5,42,d, J = 3,7 Hz)/H-2 §4 3,44,dd, J = 9,7-3,7 Hz)/H-3&,3,73,t, J = 9,7 Hz)/H-4
(61 3,38,t, 3= 9,7 Hz)/H-5 §4 3,78,m)/H-6a ©n 3,81,dd, J = 11,6-5,2 Hz)/H-6bdy 3,74,dd,
J = 11,6-2,2 Hz) de la premiere unité osidique. lgeandes valeurs des constantes de
couplagedy-om-3, Jn-am-4 €t Jn-am-s confirment qu’il s’agit bien d'un glucose. La vatede

Jh-1n-2= 3,7 Hzpermet de I'identifier comme étant urD-glucose.

H-1/H-2
- 5.4
T

= T — —

T T ¥ T v T T T T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 ppm

Figure I. 1. 3. 29. 2. Spectre COSY H-H du composé HS31

Les protons de l'unité fructofuranose de ce comsms# clairement localisés par les
couplages observés sur le spectre COSY entre ¢ésngrH-3' {4 4,11,d, J = 4,8 Hz)/H-4'
(01 4,05,dd, J = 6,9-4,8 Hz)/H-5'q4 3,83,ddd J = 6,9-5,4-3,3 Hz)/R6" (61 3,79, m), ainsi
gu’entre les protons géminés H-13a 8,67,d, J = 11,7 Hz) et H-1'bd 3,62,d, J = 11,7 Hz).
La comparaison de ces données avec celles detdeatitre £88 indique la présence de

'anomeref de cet oside.

Le blindage observé des carbones anomeériquesseoR 2) et C-2'qc 103,9) des deux
unités osidiques par rapport aux mémes sucresslguggére la présence d’'une jonction de
type (2-1) entre le carbone C-1 du glucose et le carbo@edb-fructofuranose2B9.

A lissue de ces résultats spectraux, la mesurgawoir rotatoire @¢]p = + 67,1,
¢ = 0,2, MeOH) et la comparaison avec les donnéda tttérature 289, le composéHS31
est identifié ap-D-fructofuranosyl-(2—1)-a-D-glucopyranoside(Figure I. 1. 3. 29. 3). Ce

disaccharide a été détecté dans les esjigisass ladanifel{63] et Tuberaria lignosg101].
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Figure I. 1. 3. 29. 3. Structure du composé HS3B-D-fructofuranosyl-(2' —1)-a-D-
glucopyranoside)
Les déplacements chimiques des protons et carlshnesmposdS31 sont regroupés
dans le tableau I. 1. 3. 29.
Tableau I. 1. 3. 29Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS31 enregistrés dans @DD

HS31
Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 5,42 (1Hd,J=3,7) 92,2
2 3,44 (1Hdd, J=9,7-3,7) 71,8
3 3,73 (1Ht,J=9,7) 73,2
4 3,38 (A1Ht, J=9,7) 69,9
5 3,78 (1HmM) 72,9
6a 3,81 (1H,dd, J= 11,6-5,2) 60.7
6b 3,74 (1H,dd, J = 11,6-2,2) '
l'a 3,67 (1H,d,J=117) 62,6
1'b 3,62 (1H,d,J=11,7)
2 - 103,9
3 4,11 (1Hd, J=4,8) 77,9
4 4,05 (1Hdd, J = 6,9-4,8) 74,2
5' 3,83 (1Hddd J = 6,9-5,4-3,3) 82,3
6 3,79 (2HmM) 61,9

I. 1. 3. 30. Identification structurale du composéiS32

OH

HO
HO

0. OH
By
OH

B-D-fructofuranosyl-(2" —1')-B-D-fructofuranosyl-(2' —1)-a-D-glucopyranoside
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De méme pour ce composé, la comparaison de cesesp&MN'H et **C avec ceux
des composés osidiques élucidés précédement fésdltence d’'un trisaccharide constitué

d’une unité glucose et de deux unités fructofuraaos

Le spectre COSY H-H de cet oligosaccharide permeelodaliser les protons de ces
unités partant de H-1 a¥ pour I'unité glucose dont la valeur dg1 2= 3,8 Hz atteste de

la présence de 'anomeéneD-glucose, comme il a été signalé pour le comptS8L

Pour les deux autres unit@sD-fructofuranoses, leurs protons son localisés Ipar
couplages COSY entre H-34,05,d, J = 5,0 Hz)/H-4' {4 3,77,m)/H-5" (64 3,72, m)/H,-6'
(64 3,78,nd), ainsi qu’entre H-3"84 4,05,d, J = 5,0 Hz)/H-4" §4 3,75,t, J = 6,0-4,1 Hz)/
H-5" ©n 3,72,m)/H»-6" (61 3,80, m).

Les jonctions de ces trois unités osidiques saalisées par comparaison des données
obtenues du spectre RMNC avec celles de la littératureqQ indiquant la présence des
connectivités entre le carbone Cdk 97,7) du glucose et le carbone C-& {01,7) de la
premiéere unité fructofuranose, ainsi qu’entredebone C-1'dc 63,7) de cette derniere et le
carbone C-2"dc104,1) du fructofuranose terminal.

L’ensemble de ces données, la mesure du pouvatoid (p]p = + 27,5, ¢ = 2,
MeOH), ainsi que la comparaison avec les résultisla littérature 383 permettent
d’identifier le composé HS32 au B-D-fructofuranosyl-(2" —1')-p-D-fructofuranosyl-

(2'—1)-a-D-glucopyranoside(Figure I. 1. 3. 30. 1).

Ce composé est isolé antérieurement des esp@sgaragus cochinchinensis

(Asparagaceaep]] et Jerusalem artichok@Asteraceae)Z92.

Figure I. 1. 3. 30. 1. Structure du composé HS3B-D-fructofuranosyl-(2" —1")-p-D-
fructofuranosyl-(2' —1)-a-D-glucopyranoside)

( )
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Les déplacements chimiques des protons et carlobnesmposéiS32 sont rassemblés
dans le tableau I. 1. 3. 30.

Tableau I. 1. 3. 30Déplacements chimiques en RMNH (600 MHz) et RMN **C
(150 MHz) du composé HS32 enregistrés dans @DD

HS32

Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
1 5,94 (1Hd, J=3,8) 97,7
2 3,33 (1Hdd, J=9,9-3,8) 72,0
3 3,54 (1Hnd) 72,3
4 3,32 (1Ht,J=9,9) 711
5 3,71 (1HmM) 72,9
6a 3,79 (1H,dd, J=11,4-5,0) 628
6b 3,69 (1H,dd, J= 11,4-3,4) '
1 3,61 (2HNd) 63,7
2' - 101,7
3 4,05 (1Hd, J=5,0) 75,3
4 3,77 (IHmM) 72,8
5' 3,72 (1HmM) 81,7
6' 3,78 (2Hnd) 63,7
1" 3,61 (2HmM) 63,0
2" - 104,1
3" 4,05 (1Hd, J=5,0) 76,0
4" 3,75 (1Ht, J=6,0-4,1) 73,9
5" 3,72 (1HmM) 83,5
6" 3,80 (2HmM) 64,5

|. 2. Conclusion

Ce travail présente une étude phytochimique réal@é les parties aériennes de la
planteHelianthemum sessiliflorurRers. Cette espéce saharienne, qui appartienfainide
Cistaceae et posséde plusieurs intéréts tels qulegigue, pharmacopée et pastoral, n'a
jamais été étudiée du point de vue chimique. Cettnte est utilisée en médecine

traditionnelle pour le traitement des lésions cééan
Au cours de cette étu@2 composés ont été isolés et identifiés ; ils sanézsent en :

» Quatre lignanes dont un est un nouveau dérive idsgpiol.
» 16 flavonoides :

= Quatre dérivé®-glycosylés du kaempférol.

= Quatre dérivé®-glycosylés de la quercétine.

= Un dérivéO-glycosylé de la myricétine.

= Un dérivéC-glucosylé de I'apigénine.

= Quatre dérivés de la catéchine.

= Deux aurones

( )
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» Cing dérivés d’acides benzoiques.
» Un acide gras insaturé.

» Deux phytostérols.
>

Quatre osides libres.

L’investigation phytochimique de I'extrait semi-pale AcOEt des parties aériennes de
cette espéce a permis d’obtenir un lignane quséubs une structure nouvelle Otacétyl

prinsépiol HS1) et 19 autres composés conn$2-HS20). Les structures de ces composés
se présentent comme suit :

OCH, OCH;
OH OH
o O O
H3C)I\O"""H""OH HO""H""H
e O W o
HO HO
OCH; OCH;
(HS1) 1-O-acétyl prinsépiol (HS2) lo-hydroxypinorésinol (HS3) (+)-Cycloolivil
Nouveau
OH OH 0 OH
HO o) O HO. 0] O o Y O OH
O | OH O | ) VE# HO o | oH
o 0 off o O ﬁ
O(I)-IH OH 0 HO o ot
OH O HO OH O HO
(HS5) Astragaline (HS6) Tiliroside (HS9) Isoquercétrine
OH
OH
HO O ,.~\‘\\\\
"oH
o OH
(HS10) Quercétrine (HS13)Myricitrine (HS15)(-)-Epicatéchine
OH
o6
HO. O. Wy
oH
OH
(HS16) (-)-Catéchine (HS17) (-)-Epigallocatéchine (HS18) (-)-Gallocatéchine
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O. OH
o ol o OH Os__-OH o oH
OH OCH, HO OH
OH OH OH OH
(HS21)Acide (HS22)Acide (HS23)Acide (HS24)Acide (HS25)Acide
benzoique p-hydroxybenzoique  protocatechuique vanillique gallique

HO.

Hﬁ@o

OH
(HS26)Acide (-)-pinéllique (HS27)B-sitostérol (HS28)Daucostérol

L’étude réalisée sur I'extrait polairebutanolique a fournl2 métabolites secondaires.

lls renferment dans leurs structures au moins umé wsidique. Leurs structures sont

données comme suit :

(HS4) Isolaricirésinol
9'-O-B-D-glucopyranoside

(HS11)Rutine (HS12)Néoisorutine
OH
HO. O 0 OH HO oH
0]
HO 0
“ﬁ&@vo ’ HO O
OH

(HS30) 1-0-éthyl--D-
glucopyranoside

(HS19)et (HS20)Hovetrichoside C (HS29) B-D-fructofuranose

[ 254 )




Chapitre 111 Etudes phytochimiques
Partie |

OH

Q

HO OH
(HS31) B-D-fructofuranosyl-(2-1) (HS32) B-D-fructofuranosyl-(2-1")--D-
-a-D-glucopyranoside fructofuranosyl-(2-1)-a-D-glucopyranoside.

La méthodologie de fractionnement et purificati@nété essentiellement basée sur la
combinaison des différentes méthodes chromatogyapki: VLC (SiQ), CC (SiQ, RP-18,
polyamide et Sephadex), CCE (2i€ RP-18) et HPLC (RP-18). L’élucidation des dtnoes
de ces composés-32 a été réalisée au moyen des méthodes d’analystragmopiques
particulierement la RMN 1D'( et **C) et 2D (COSY, HSQC, HMBC, TOCSY, NOESY et
ROESY), la spectrométrie de masse (ESI-MS), 'U\BVI'IR, la mesure du pouvoir

rotatoire p]p et par comparaison avec la littérature.

Cette investigation qui a nettement contribué &cdanaissance de la composition
chimique de la plantélelianthemum sessiliflorutmontre que les composés phénoliques,
notamment les flavonoides, demeurent les constgudominants du genrdelianthemum

dont cing sont identifiés pour la premiére fois slEnfamille Cistaceae a savoir :

= Kaempférol 30-vicianoside KS8).
= Neéoisorutine 1S12).

» Vicénine 2 HS14).

= Hovetrichoside CHS19etHS20).

Par ailleurs, il est a noter qu’aucun diterpeneét&atrouvé dans cette espece lors de ce
travail, contrairement a d’autres investigationgtpbhimiques réalisées antérieurement sur
certaines especes de cette famille, plus précisecedias des genres les plus étudi€sstus

et Halimiumrenfermant plusieurs composés diterpéniques.

Toutefois, il s’avére que cette espece possede aaractéristique remarquable
concernant l'isolement des lignanes ou il a étéeaétla présence de quatre composés
lignaniques pour la premiére fois aussi bien dangdnreHelianthemumque la famille
Cistaceae. Il serait donc intéressant d’entrepeeralautres études phytochimiques sur

plusieurs espéces de ce genre afin de détermingr d®mposition chimique et

( )
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particulierement les lignanes, évaluer le role diecclasse de métabolites secondaires, et

établir leur signification chimiotaxonomique power genre.

Il est a signaler que la majorité des composésssoht prouvé leur efficacité dans
plusieurs tests biologigues comme anti-oxydantgjbactériens, analgésiques et anti-
inflammatoires. Ceci participerait dans une cedaimesure a I'élucidation du lien entre la
composition chimiqgue de la plantel. sessiliflorum et son utilisation en médecine

traditionnelle.
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Il. 1. Etude phytochimique de I'especd=uphorbia pterococcarot.
Il. 1. 1. Extraction

L’extraction solide-liquide de cette espéce estiséa par macération de 1 Kg de la
plante entiéere finement broyée dans l'acétone fmiiséthanol pendant 48 h pour chaque
solvant. On obtient ainsi 91,5 g d'extrait acétoieiget 3 g d’extrait méthanolique. Les
résultats des tests chromatographiques sur coudheemdans des systemes d’élution
compatibles avec la nature de chaque extrait, molisconduit a explorer chimiquement

I'extrait acétonique.

Les difféerentes étapes d'extraction de I'esp&tgphorbia pterococcaBrot. sont

représentées dans la figure II. 1. 1. 1.

Matériel vegétal : 1 Kg ge—=> * Macération dans I'am#e (2 x 10 L) pendant 48 h
Fiitration
Evaporation a sec

Extrait acétonique (91,5 g) |(| Marcs |~  *Macération dansméthanol
(2 x 10pgndant 48 h

* Filtratio
* Evapomatia sec

' Extrait méthanolique (3 g)

Figure ll. 1. 1. 1. Schéma d’extraction de I'espedeuphorbia pterococcdrot.

Il. 1. 2. Séparation et purification

L’extrait acétonique a fait I'objet d’examen phytdmique approfondi en tenant compte
de la complexité de sa composition chimique, demasase et de I'intérét porté a son contenu
chimique. La séparation et purification des compab® cette espece font, elles aussi, appel a
de nombreuses technigues chromatographiques ntiliddférentes phases mobiles et

stationnaires.

€ Extrait acétonique
La chromatographie liquide sous vide sur gel deesin phase normale (VLC) a été la

méthode de choix pour fractionner 10 g de cet éxgé par le systtme de solvants
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hexane/AcOEt (100-8»(0-100) suivi du mélange AcOEt/MeOH (100-8(0-100). Le
rassemblement final des fractions obtenues suada d’analyse par CCM, a permis d’obtenir

6 fractions majoritaires. La séparation et purifma s’appuyant, principalement, sur les
techniques chromatographiques citées précédemmserspnt soldées par l'isolement de 1
meétabolites secondaires purs (figukel. 2. 1). Parmi ces derniers, quatre sont considérés

comme de composés nouvedR1, EP2, EP6 et EPO.

[ 10 g d’extrait acétonique ]

|—> VLC SiQ: hexane/AcOEt (100-80-100)— AcOEt/MeOH (100-6-0-100)

CC sig CCsSig CC SiG
hexane/CHCl, cyclohexane/CkLCl, CHCly/MeOH
(100-0)-(0-100) | (100-0)—(0-100) + (100-0)(50-50)

A

| T l \
(ra)(re) (Be) (=) e () ) (B

2xCC SiQ (CCSIG 2xCC SiQ 2xCC SiQ 3xCC SiQ CC SiQ CC SiQ
CCESIQ |CC Sephadex |CC Sephadex CC Sephadex Recristallisation| CC Sephadex
CC Sephadex

\ 4 y

Bl lcalics
[ﬂ]

EP11

EP9 EP12

,
m
0
(o)}

—
M
m
o
w
—
M
m
T
\‘
—

Figure Il. 1. 2. 1. Séparation et purification de lextrait acétonique
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Il. 1. 3. Identification structurale des composéssolés

II. 1. 3. 1. Identification structurale du composéeP1

",

Cycloartényl-2'(E),4'(E)-décadiénoate

Ce composé est purifié sous forme d’'une huile jasmlable dans le chloroforme. Il
montre sur CCM une tache visible a la lumiére U254 nm se colorant en marron apres
révélation par une solution acide et chauffage°T)

Le spectre de masse ESI-MS (figure 1l. 1. 3. 1dd)e composé révele un pic d’'ion
pseudomoléculaire [M+N&am/z= 599,4 correspondant & une masse moléculaire &gl 6

uma et une formule brute endHs40, traduisant la présence de 8 insaturations.

inte ns
x108

{ o= s 4

i [M+Na] ™
oTrs

0.5

025 Y = y
236.1 e 5230 o1

1710 oL

200 300 400 500 500 700 500 iz

Figure Il. 1. 3. 1. 1. Spectre ESI-MS du composé EP1
Cette formule brute est confirmée par le résultatiou a partir du spectre de masse
réalisé en haute résolution HR-ESI-MS (figure 1. 3 1. 2) indiquant un pic d’ion
pseudomoléculaire@/z= 599,3674, (cal. £Hs40,Na, m/z=599,3685).

" # [IM+Na]

5T

et s I 4t

]
e miz

) ean = = o 3 R R T
L S 57 2064 17 aa -3N§E i [‘m‘-r Py '~I

;R [ [N MR S FL ciid

o | SAD  s400 | S4E0 | &TMD | BTRG © SA10  fehD | t4n0 ':h'a-:é T ~5- PPN

Figure ll. 1. 3. 1. 2. Spectre HR-ESI-MS du composé EP1
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L’analyse du spectre UV (figure Il. 1. 3. 1. @ ce composé révele la présence de
deux bandes d’absorption sortant a 206 et 265 mmitdant de I'existence d’'un systéme de

doubles liaisons conjuguées.

5,515 ;— T

-—

4,000 - 1 1

-

\
2,000 |- 1 Ty '

0,000}

-0,663 L L 1 1
200,00 250,00 300,00

Figure Il. 1. 3. 1. 3. Spectre UV du composé EP1

L'observation du spectre RMM (figure II. 1. 3. 1. 4) d&€P1 permet de le positionner
dans la classe des triterpénes par la présencendinbre appréciable de signaux singulets
d’intégration 3H chacun dans la zone du champderte spectre. En plus, I'existence d’un

massif de signaux s’étallant de 0,2 jusqu’a 2,5 ppnforte cette attribution primaire.

FIE+08 |
] l-1E+08

Groupements méthyliques HiE+08
F1E+08
1E+08
FIE+07
FBE+07

F7E+07

F6E+07

N FSE+07

F4E+07

F3E+07

JI0
B U B ety ‘I.M,J«JJ" WL

T T
== F-1E+07

T T T T T T T T T T T T T T T
5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5

Figure II. 1. 3. 1. 4. Spectre RMN'H du composé EP1

Les données fournies par I'analyse des spectres B®INfigure 1. 1. 3. 1. 5) et DEPT
de EP1 sont en accord avec la classe proposée pour cpos@mEn effet, ces spectres
montrent six carbones quaternaires dont Ui Sig groupements CH incluant unspnze

CH; et sept groupements méthyliques.
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YT

]
Hw = [2EH07
iy

F2E+07

F2E+07

F2E+07

F1E+07

F1E+07

F1E+07

FBE+06

F6E+06

[F4E+06

F2E+06

mt

[F-2E+06

T T T T T T
100 - ’90 . 80 70 60 50

T T T T
40 30 20 10

Figure Il. 1. 3. 1. 5. Spectre RMN"*C du composé EP1

L'identification de ce squelette triterpénique e$tbutée par la localisation du
groupement oxyméthine 3-CHO3a 4,67 @d, J = 11,3-4,5 Hz, H-3)/5c 80,3 caractéristique
des composés de cette catégorie. Le déblindage deoopement indique la substitution de
I'hydroxyle en position C-3 par un substituant atteur. A partir du proton H-3, le spectre
COSY H-H (figure 1l. 1. 3. 1. 6) permet de localises groupements 2-Glet 1-CH par les
couplages scalaires remarqués entre : H-2/k4 1,80 et 1,65m)/H,-1 (04 1,64 et 1,27m).

Les carbones de ces groupements sont repai€&4 (C-2) et 31,6 (C-1) par I'expérience
HSQC (figure ll. 1. 3. 1. 7).

= kﬁf“ iﬂ

—_ H-1a/H-1b
=

]
\_‘; ~H-3/H-2b H-2a/H- ‘b\ fis
i
= A2k H-2a/H-1b |
— H- 7a /H-1a

Figure ll. 1. 3. 1. 6. Spectre COSY H-H montrant les couplges H-3/H-2/H,-1

Ce méme proton (H-3) montre sur le spectre HMB@ue 1. 1. 3. 1. 8) des
corrélations H/C avec un carbone quaternaite 89,6 et un signal sortantég 47,2 d'un
groupement CH, attribués respectivement aux casoB@e4 et C-5, ainsi qu’avec
deux signaux de groupements meéthyliques résonantc a25,4 et 15,3 assignées

conventionnellement aux méthyles angulaires 28-&H29-CH [293. Les protons de ces
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deux groupements sont localisés par I'expérienc®Ei & oy 0,88 €, Hsz-28) etdy 0,90 6,
Hs-29) (figure Il. 1. 3. 1. 7).

H-2
H-3 N
S — "H-29/C-
c2 H-2/C-2
C-1 {
C4 ==
C-5
N H-1/C-1 i
g H28/C28 [
60
H-5/C-5
70
C.3 i H-3/C-3 l-so
a0
T T T T T T T T T T 100
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 10 0.5

Figurell. 1. 3. 1. 7. Spectre HSQC du cycle A du compo&é1

Ces protons confirment les attributions réaliséescgrdemment par les corrélations
gu'’ils présentent a leur tour sur le spectre HMEQu¢e Il. 1. 3. 1. 8) avec les carbones C-3

(5c80,3), C-4 §c39,6) et C-54c47,2).

| \J |
H3 i !
Fon AL N, ﬂ\ H
1 | S| S 29/C-28 N .
E4 a 3.3 = & I
c2 bl HHCI TR Lo
C-28 i | H-3/C-28 izl R\ | ﬂ M
i ¢ () [
4 3 H-3/C-4 1l Lo
5 =] 1H-3/C-5 fy i ”
-3 1
i H-29/C-4 N TTebr I
ey : F0
7 NINTN \H—ZS/C—4 lo
Wi H28/C-5 [
H u H-28/C-3 [
& ¢ 55 i
— I |
5.‘0 4‘5 4‘0 3?5 3‘.\) ZTS ljD 1‘5 i‘!} 0‘.5 D‘D
2 (ppm)

Figure Il. 1. 3. 1. 8. Spectre HMBC du cycle A du compodeP1

La fermeture du cycle A de ce triterpéne est efi@etpar la corrélation visualisée sur le
spectre HMBC (figure II. 1. 3. 1. 9) du proton Hd&; 1,40, m), localisé par I'expérience
HSQC, avec le carbone C-8c(31,6) et un carbone quaternaire résonait 5,8. Ces
corrélations, ainsi que celles des protonslHoy 1,64 et 1,27) et H2 (64 1,80 et 1,65) avec
le méme signald¢ 25,8), permettent de l'attribuer au carbone quaiesrC-10.
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T T T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Figure Il. 1. 3. 1. 9. Spectre HMBC du cycle A du compogeP1

L’'analyse des corrélations visualisées sur le sp€e©SY H-H (figure II. 1. 3. 1. 10), a
partir du proton H-5 déja identifié, conduit a regréun systéme de spins a six protons
H-5/H,-6 (64 0,83,dd, J =12,6-2,3 HZy 1,60,m)/H»-7 (64 1,10 et 1,28m)/H-8 (64 1,54,dd,

J = 12,2-4,8 Hz) constituant I'enchainement carbeA€H-"CH~'CH,—°CH-. Leurs
carbones sont localisé®a20,1 (C-6),26,5 (C-7) et 47,8 (C-8) par I'expérience HSQC.

Ea o+ | |
6ﬂ H-7h) H-6b
‘ , /
q / H Ta
J
JJJJJ fm_,r m/ "J / e, " \n/ Hg
/i -
"] (= = Lo
— Hs,ﬂ/’ﬁb H-7a/H-Th = = s
i H-7h/H 8 / 5 [
== 1 o
= B / H-6b/H7 i
-_= > 1.2
3 T
—_— 7 iz 1.4
Tf{%\ -t o H-6b/H-6a 16
== = 18
J
2 2 20
= i
{ rz2
)
Kl 24
{
"\‘ F2.6
|
14 13 12 11 10 09 08 07 O 05 04 03
f2 (ppm)

Figure ll. 1. 3. 1. 10. Spectre COSY H-H du cycle B du cgmosé EP1

Le dernier carbone du cycle B est localisé pactesilations enregistrées sur le spectre
HMBC (figure Il. 1. 3. 1. 11) entre les protons HFb8 et le signal sortantd& 20,9, attribué
au carbone quaternaire C-9. Ces deux protons (HF6& montrent aussi des couplages de

I'ordre 3J, sur le méme spectre (figure II. 1. 3. 1. 11), aurccarbone du groupement €H
résonant a&c29,7.
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N

C-9-3
C-19 ]

o —

I

LU L

Figure Il. 1. 3. 1. 11. Spectre HMBC du cycle B du compog£P1

Ce carbone corréle sur le spectre HSQC avec denborm localisés a4 0,61 €,
J=4,1Hz) et 0,37d, J = 4,1 Hz) typiques de deux protons non équivaleihis noyau
cyclopropane tétrasubstitué 19-CHrouvé dans plusieurs triterpénes isolés du genre
Euphorbia[294 (figure 1. 1. 3. 1. 12).

H |H63J H||H7 W\” H-6b 1o
"w/"wx v\\) ‘L_J M"‘L.)'vﬁl

W u A U
Ed g

H4Y19/C-19

H-8/C-8 0

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
26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 09 OB 07 06 05 04 03 02
2 fonm

Figure ll. 1. 3. 1. 12. Spectre HSQC du composé EP1

Les protons K19 du noyau cyclopropane, orientésdo (64 0,61) etexo (6 0,37)
[295, montrent sur le spectre HMBC (figure Il. 1. 3.113) des corrélations avec un signal
sortant &¢ 25,9 attribuable au groupement 11-{2id cycle C. Aussi, les protonsH9 (endo
etexg présentent les corrélations attendues avec tbsmas C-1, C-5, C-8, C-9 et C-10 déja

identifiés.
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Figure Il. 1. 3. 1. 13. Spectre HMBC du cyclopropane du eoposé EP1

Le spectre HSQC permet de localiser les protopdHa 6y 1,18 et 2,03m). Ces

derniers correlent sur le spectre COSY H-H (figlrel. 3. 1. 14) avec les protons d'un

groupement Chlrésonant a4 1,60 et 1,13 correspondant aux protopslLPL
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Figure ll. 1. 3. 1. 14. Spectre COSY H-H du cycle C du comosé EP1

Les corrélations H/C des protons-E et H-8 visualisées sur le spectre HMBC (figure

Il. 1. 3. 1. 15) conduisent a finaliser la constiart du cycle C du compo$ePl. En effet, ces

protons couplent avec deux carbones quaternairesidés adc 45,2 et 48,8 attribués

respectivement aux carbones C-13 et C-14. Cesbwtrns sont confirmées par les
corrélations HMBC entre H11/C-13 et H-7/C-14.
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Figure Il. 1. 3. 1. 15. Spectre HMBC du cycle C du compodeP1

Les protons k12 et H-8 corrélent séparémentdraussi avec deux groupementssCH

résonant &c 17,6 et 19,2 (figure II. 1. 3. 1. 16) qui ne peuvétre que les groupements

18-CH; et 30-CH respectivement. Leurs protons sont localisés mpérience HSQC a
010,99 (H-18) et 0,89 (H30).

L’analyse des taches de corrélation observéesesspdctre HMBC (figure 1. 1. 3. 1.

16) confirme ces assignements par les couplagealigés entre :

Les protons K30 et les carbones C-14, C-13 et C-8, ainsi q@awecarbone
résonant ac 35,5 attribué clairement au groupement méthyler€Hh

Les protons K18 et les carbones C-13, C-14, C-12 et un carboéthine
résonant ac 52,2 ne pouvant étre que le groupement 17-CH.

C-18 —< &

€30
—

C-15~

C-8__C-13_
Ee=cEs
17—

o

_\UULLW’JWW ,J"J'J‘

H-123/C:18

=)

7

<
%,

m/|s b

Figure ll. 1. 3. 1. 16. Spectre HMBC au niveau du cycle @u composé EP1

Les protons de ces deux groupements 15€H7-CH sont identifiés par I'analyse du

spectre HSQC aux#L5 ©y 1,30 et 1,14m) et H-17 64 1,62,m).
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La construction du cycle D de ce triterpéne tétthgye est facilement finalisée par les

corrélations remarquées sur le spectre COSY Hgti@di 1. 1. 3. 1. 17) montrant un systeme

de spins partiel de type —GHCH,—CH- correspondant a I'enchainement-13/H,-16
(64 1,90 et 1,30m)/H-17 @Oy 1,62,m).

' H17 h‘
/ I\ H-15b
o q‘ / \A [ /
LN, I
e A AW m VAR IV N N | A
J &
E—— ’; S > By
= H-1Sa/H 150 [,
3
——— Hflﬁﬂ/ﬂfl'\ : H-17/H-16B
— - ==
-
*; ~ H-152/H-16a
2 ==
- —
3
2

16 15 14
72 (ppm)

Figurell. 1. 3. 1. 17. Spectre COSY H-H du cycle D du comosé EP1

Tous ces résultats indiquent la présence d’un stjaedle type 9,19-cyclotriterpenoide
[29€ pour le compos&P1

Le spectre COSY H-H (figure 1l. 1. 3. 1. 18) perndétlentifier le reste du squelette
triterpénique de ce composé par les taches delatioré qu’il présente entre les protons
H-17/H-20 6y 1,47, m)/H2-22 ©n 1,49 et 1,10m)/H,-23 ©4 2,00, m)/H-24 @y 5,13, t,
J=7,2 Hz). Comme, il montre aussi le couplage aiigm H-20 avec les protons méthyliques
qui résonnent &, 0,95 (d, J = 4,8 Hz) attribués au groupement 21sCH
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H-23b | / ﬁ |
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Figure ll. 1. 3. 1. 18. Spectre COSY H-H de la chaine latéle du composé EP1
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Les carbones de tous ces protons sont localisééegpérience HSQC (figure 1. 1. 3.
1. 19) a5¢ 35,9 (C-20), 18,2 (C-21), 36,3 (C-22), 24,9 (C-28125,2 (C-24).

c-21
C-23

I\ LM

H23c22 |50
L H-20/C-20 Feo
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] @
Cc24 —3 | - ) m24i0-24
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Figure 1l. 1. 3. 1. 19. Spectre HSQC de la chaine latératky composé EP1

L’extrémité de la chaine latérale liée au carbor&7Cest identifiée par les corrélations
H/C observées sur le spectre HMBC (figure II. 11.320) entre les signaux singulets sortant a
oy 1,71 et 1,63, attribués clairement aux groupemenéshyliques 26-Chl et 27-CH
respectivement, et les carbones oléfiniques deudld liaison C-24 et C-254£130,9).
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24— 27/C-24
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Figure 1l. 1. 3. 1. 20. Spectre HMBC de la chaine latéraldu composé EP1

L’orientation de ces deux groupements méthyligleslisés &¢ 25,7 (C-26) et 18,0
(C-27) par I'analyse du spectre HSQC, est confirpaid’analyse du spectre NOESY (figure
Il. 1. 3. 1. 21). Ce dernier montre, en effet, onplage entre le proton oléfinique H-24 et les
protons méthyliques #26 indiquant une orientatiomans du groupement déblindé 26-gH
(061 1,71/8¢ 25,7).
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Figure ll. 1. 3. 1. 21. Spectre NOESY de la chaine latémldu composé EP1

Toutes ces élucidations structurales mettent edeéee la présence d’'un squelette

triterpénique tétracyclique de type cycloarténgufe II. 1. 3. 1. 21)397.

O

X

O

[Vavavavyl

Figure Il. 1. 3. 1. 22. Squelette cycloarténol du compo&P1

Les données fournies par le spectre de masse E®! clamposeé réveélent la présence de
dix carbones supplémentaires par rapport a ceunesmondant a la génine. Ces carbones son
identifiés sur le spectre RMNC comme suit :
= Un carbone quaternaire résonanéz167,1 attribué au carbonyl C-1' par la
tache de corrélation visualisée sur le spectre HMBEC le proton H-3 de la
génine.
= Quatre groupements CH résonantda 119,8, 130,9, 144,5 et 144,7. Le
déblindage de ces groupements leur attribue uneenakéfinique.
= Quatre groupements GH 6c 22,4, 28,1, 31,3 et 32,9. Les valeurs de leur
déplacement chimique suggérent leur nature aligheti

= Un groupement Cktésonant ac 14,0.
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Ces constatations indiquent la présence d’'une eldiatide gras insaturée estérifiant le

composé&P1 en position C-3. Il s’agit donc d’un dérivé du lmarténol acylé en C-3.

H2
H-3 \ H24 H3
M JJ]M ok #\)ﬂ e
E4
115
€2 [ H3YC2 20
C-24__ | " 25
= T:I 130
(35 -
135
140
- i i
c-3
150
55
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c1'4 | {fiE3vC-U i m27c1 [RTEDTCETHN
¥ T ¥ 170
175
180
7:2 )j(] th E\IE 611 6'1 S‘D 5‘? 5'6 5?4 5‘2 E:L' —‘1‘8 ’-:h ‘1j—| —|12

Figure ll. 1. 3. 1. 23. Spectre HMBC de l'acide gras du coposé EP1

Le spectre HMBC (figure 1. 1. 3. 1. 23) de ce cas® montre les corrélations de deux
protons oléfiniques résonana 5,82 @, J = 15,4 Hz) et 7,26dd, J = 15,3-9,5 Hz) avec le
carbone C-1' déja identifié. Ces protons, qui das sur le spectre HSQC aux carbones
détectés ac 119,8 et 144,7 respectivement, sont identifiés cergétant H-2'qy 5,82) et H-3'
(61 7,26) et font partie d’un systéeme de spins détaatée spectre COSY H-H (figure Il. 1. 3.
1. 24) représentant I'enchainement H-2'/H-3'/H84'%,82,dd, J = 15,1-9,4 Hz)/H-5'dy 6,16,
dt, J=15,1-9,2 Hz).

H 4' H-5'
TR \ H-2'

SN, RN, O

-

H-3'/H A

= ~H 2'/H 3'
H-4'/H-5"

IR

T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

2 (ppmYy

Figure 1l. 1. 3. 1. 24. Spectre COSY H-H des protons old@ifiques de I'acide gras du
composeé EP1

Le couplage COSY de ces protons oléfiniques inditlea présence de deux doubles
liaisons conjuguées est en accord avec les domhéspectre UV (figure Il. 1. 3. 1. 3). Les
valeurs des constantes de couplage entre les préte2i/H-3' § = 15,4 Hz) et H-4'/H-5'

(J= 15,2 Hz) conduisent a attribuer pour ces doudesns une stéréochimie de tylpe
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Les corrélations H/C longue distance (HMBC) destqe oléfiniques H-4' et H-5'

permettent de continuer la construction de la @hdm cet acide gras (figure 1l. 1. 3. 1. 25).
En effet, le spectre HMBC révele les couplages ptesons H-4' et H-5' avec un carbone
résonant ac 32,9 attribuable au groupement 6'-CHe déplacement chimique de ce carbone
supérieur a 30 ppm confirme la stéréochimie & 4E [29§. Le proton H-5' corréle sur le
spectre HMBC avec un carbone résonarm 28,1 attribué au groupement 7'-€H.eurs
protons sont repérés par I'expérience HS@g 318 @, J= 7,2 Hz, H-6") et 1,501, Ho-7").

:
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i i Wi Tl e H O

-8YC-7% TR Lo
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H-5/C6 | BULLL (R
H-4'/C-n/' bt i .
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Figure ll. 1. 3. 1. 25. Spectre HMBC de l'acide gras du eoposé EP1

Les deux carbones des groupements @dtant sont identifiés comme étant 8';CH
(6c 31,3) et 9-CH (6¢c 22,4) vu la présence d’'une corrélation entre legoms H-6' et le
carbone C-8' sur le spectre HMBC (figures 1l. 11326 et 27). Les protons de ces deux
groupements CHsont localisés par I'expérience HSQCs@a 1,37 M, H,-8") et 6y 1,39
(m, Hx-9").
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Figure ll. 1. 3. 1. 26. Spectre HMBC de l'acide gras du eoposé EP1

En tenant compte des résultats obtenus a partisplestres de masse et RMRC,
I'extrémité de la chaine d’acide gras est clairen@entifiée au groupement GHSes protons
sont localisés ay 0,92 ¢, J = 6,4 Hz, H-10") par I'expérience HSQC. La position de ce
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groupement est confirmée par les corrélations deemps H-8' et H-9' avec le carbone C-10'

(6c14,7) sur le spectre HMBC (figure 1. 1. 3. 1. 2@8&).

Figure 1l. 1. 3. 1. 27. Identification de I'extrémité de lacide gras du composé EP1

A cette étape de la détermination structurale,ulesstuant acyle accordé au carbone
C-3 de la génine cycloarténol du compddel, est caractérisé comme étant I'acide gras
insaturé 2¥),4'(E)-décadiénoyled99 (figure II. 1. 3. 1. 27).

La stéréochimie de ce composé est établie par cmisbn d'analyse du spectre
NOESY (figure Il. 1. 3. 1. 28) et des valeurs destantes de couplage des différents protons

de ce squelette cycloarténol. Ce dernier résulten ahode de cyclisation de type chaise-
bateau-chaise-bateau-chaine latéraGd].

L’analyse des effets nOe du comp&dél est basée essentiellement sur I'orientation du
proton H-3 dont les valeurs des constantes de agaplly-sawn-e2ax = 11,3 Hz et
JH-3axH-2¢q= 4,5 Hz) lui offrent une orientatian

H-EH g5 ap T
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Figure Il. 1. 3. 1. 28. Spectre NOESY du composé EP1

Ce proton correle sur le spectre NOESY avec lesopsométhyliques §28 ainsi
gu'avec le proton H-5 traduisant leur orientation En conséquence, le groupement
meéthylique 29-CH est p-orienté (figures Il. 1. 3. 1. 28 et 29). Les prsode ce dernier

montrent des corrélations avec le proton Hek®du noyau cyclopropan@-orienté comme
l'indique les données de la littératuBOf].
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En outre, le proton H-18ndocorréle avec les protons;H8 et H-8. Les valeurs de la

constante de couplage du proton Bi-@n.sawH-7ax = 12,2 Hz etIy.gawr-7eq = 4,8 HZz)

confirment bien cette orientation.

Le dernier méthyle angulaire 30-g#e ce triterpene estorienté en tenant compte des
effets NOESY de ses protons avec le protoruHEes protons (5430) correlent aussi avec le

proton H-17 indiquant son orientatiar(figures Il. 1. 3. 1. 28 et 29).

Le déplacement chimique des protons2d et sa constante de couplage @,95,d,
J = 6,7 Hz) et les effets NOESY entre HelHs-21 et H-21/H-13 indiquent une
configuration 2® au niveau du carbone chiral C-ZDP]. En conséquence, la configuration
absolue des autres carbones asymétriques s’aabiine suit : S, 5R, 8R, 9S 10R, 135 14R
etl’s

Figure ll. 1. 3. 1. 29. Corrélations NOESY du composé EP1

Tous ces résultats spectraux accumulés, en pllasvddeur du pouvoir rotatoire mesuré
dans le chloroforme ¢]p =+ 46,1, ¢ = 1,9), permettent d’identifier la sturet du composé
EP1 au Cycloartényl-2'(E),4'(E)-décadiénoate(figure Il. 1. 3. 1. 30) ou les recherches
bibliographiques effectuées sur ce composé mongeitts’agit d’'un nouveau dérivé ester du
Cycloarténol.

21///,,[/
18

10 ¢ 4 2 0 2
H H 9 28
Figure 1l. 1. 3. 1. 30. Structure du composeé EP1 (Cycloaghyl-2'(E),4'(E)-décadiénoate)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposdP1 sont rassemblés

dans le tableau Il. 1. 3. 1.
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Tableau II. 1. 3. 1. Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *°C
(125 MHz) du composé EP1 enregistrés dans CDLI

EP1

Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
la 1,64 (1H,mM) 31,6
1b 1,27 (AH,m)
2a 1,80 (1H,mM) 28,4
2b 1,65 (1H,mM)
3 4,67 (1Hdd, J=11,3-4,5) 80,3
4 - 39,6
5 1,40 (1HmM) 47,2
6a 1,60 (1H,mM) 20,1
6b 0,83 (1H,dd, J=12,6-11,1-2,3)
7a 1,28 (1H,mM) 26,5
7b 1,10 (AH,mM)
8 1,54 (1Hdd, J= 12,2-4,8) 47,8
9 - 20,9
10 - 25,8
1lla 2,03 (1Hm) 25,9
11b 1,18 (AH,mM)
12a 1,60 (1H,mM) 32,8
12b 1,13 (AH,mM)
13 - 45,2
14 - 48,8
15a 1,30 (AH,mM) 35,5
15b 1,14 (AH,mM)
16a 1,90 (AH,m) 26,9
16b 1,30 (AH,m)
17 1,62 (1HmM) 52,2
18 0,99 (3Hy) 17,6
19endo 0,61 (1Hd,J=4,1) 29,7
19exo 0,37 (1Hd,J=4,1)
20 1,47 (1HmM) 35,9
21 0,95 (3Hd,J=16,7) 18,2
22a 1,49 (AH,mM) 36,3
22b 1,10 (AH,mM)
23 2,00 (2Hm) 24,9
24 513 (1Ht,J=7,1) 125,2
25 - 130,9
26 1,71 (3Hy) 25,7
27 1,63 (3Hy) 18,0
28 0,88 (3Hg) 25,4
29 0,90 (3Hy) 15,3
30 0,89 (3Hp) 19,2
1 - 167,1
2 5,82 (1Hd, J=15,4) 119,8
3 7,26 (1Hdd, J = 15,3-9,5) 1447
4' 6,19 (1Hdd, J = 15,2-9,4) 130,9
5' 6,16 (1Hdt, J=15,1-6,9) 144,5
6' 2,18 (2HQ,J=7,0) 32,9
7 1,50 (2HmM) 28,1
8' 1,37 (2HmM) 31,3
9 1,39 (2HmM) 22,4
10’ 0,92 (3Ht, J=6,4) 14,0
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II. 1. 3. 2. Identification structurale du composéEP2

//// ",
.,

7,
K

Cycloartényl-2'(E),4'(Z2)-décadiénoate

Le composé&P?2 est purifié également sous forme d’'une huile iomlsoluble dans le
chloroforme. Il montre une tache visible a la lumi®&V a 254 nm se colorant en marron
apres révélation par une solution acide et chaaféa$00 °C.

[TRtens
x108

e seas [M+Na] ™

1.00

3871

0.25 44532 5230
236.1

171.0

200 300 400 S00 600 700 800 miz

Figure ll. 1. 3. 2. 1. Spectre ESI-MS du composé EP2

Le spectre de masse ESI-MS (figure II. 1. 3. 2dd)compos€éEP2 est totalement
identiqgue a celui du compodePl. En effet, il exhibe un pic d’ion pseudomolécudas
m/z = 599,5[M+Na]*, soit une masse moléculaire égale a 576 uma gomdant & une
formule brute en @Hs4O,. Il s'agit donc de deux isomeéres.

La ressemblance entre les compoBk#xl et EP2 ne découle pas seulement de la
formule brute mais elle passe a I'entourage chimides différents carbones et protons. Ceci
est déduit par la comparaison entre les spectredl R et °C de ces deux composés,
témoignant de la présence d'un triterpéne de typelo@rténol substitué, comme pour le
composé&P], par une chaine d’acide gras insaturé.
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Groupements méthyligues

s
f d +
H 24 13 ) T
; P N R il )
____v__)L_,_J:lg_,\r___-qLJ ¥ "J'-\_)Il o
s e s el T L R ';I: i LB
g3 - g T R NI [-avo7
EIEI 5' ]I[I 0'5

Figure Il. 1. 3. 2. 3. Spectre RMN'H du composé EP2

Pour la génine de ce composé, le spectre RMIKfigure 11. 1. 3. 2. 3) montre bien tous
les protons caractéristiques de ce squelette Qyélua, allant du champ fort au champ
faible, a savoir :

= Les protons géminés non équivalents Hehélo(dy 0,61,d, J = 4,2 Hz) et H-19
exo(6y 0,36,d, J= 4,2 Hz) du noyau cyclopropane tétrasubstitué.

= Les protons méthyliques angulaires28 (©y 0,87,s), Hz-29 (4 0,90,s), Hs-18
(61 0,99,9) et H-30 (0 0,89, ), ainsi que les protons des méthyles de la chaine
latérale H-21 04 0,92,d, J= 6,3 Hz), H-26 64 0,71,s) et H;-27 04 0,63,9).

» Le proton oxyméthine H-3(4,68,dd, J=11,2-4,1 Hz).

= Le proton oléfinique H-245(;5,13,t, J= 7,0 Hz).

La comparaison du spectre RMRC de ce composé avec celui du comgeBé permet

de repérer tous les carbones de cette génine cdenmentre les figures Il. 1. 3. 2. 4 et II. 1.

3.2.6.

F2E+07
1 C-15 c2 |
C11)626 | 30 / 27
19/C-2 |-y ‘C(‘,zgq #C-18 F2E+07
1L ek ||| G20
il | |t
rt F1E+07
! [5E+06
MMW W‘W\M
Lo
5“1 5‘2 5‘0 ‘1IE 4‘5 '1“1 4‘2 ‘IID 3‘8 3‘6 3“1 3‘2 llﬂ EIB 2‘6 2‘4 ZIZ 2‘0 1I8 llﬁ ll"i ll?.
f1 (ppm)

Figure Il. 1. 3. 2. 4. Spectre RMN"*C du composé EP2
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Cette comparaison conduit a l'identification destpns des groupements 3-CHO et
19-CH, adc 80,4 et 29,7 respectivement. Pour les méthyles laings, ils sont localisés a
dc 25,4 (C-28), 15,2 (C-29), 17,6 (C-18) et 19,2 (G-3Doncernant la chaine latérale lié au
carbone C-17, les carbones des groupements métbylgpnt repérésdg 18,2 (C-21), 27,7
(C-26) et 18,0 (C-27), ainsi que les carbones ddol#ble liaison sont visualiséség 125,2
(C-24) et 130,9 (C-25) (figure II. 1. 3. 2. 6).

L’analyse des spectres HSQC, COSY H-H, HMBC et NOHES ce composé confirme
bien les attributions déja réalisées, comme eltepede repérer les protons et carbones des

autres groupements CH et gdt¢ la génine.

La méthodologie utilisée pour montrer la présenceel génine de type Cycloarténol
[297] (figure 1I. 1. 3. 2. 5) pour ce compose est bassentiellement sur la comparaison entre
les spectres RMNH et **C des composéEP1 et EP2, et elle est prouvée par I'élucidation
des spectres RMN 1D et 2D.

///, "
‘.

A
~
Z

Figure Il. 1. 3. 2. 5. Génine Cycloarténol du composé EP2
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Figure II. 1. 3. 2. 6. Spectre RMNC montrant les carbones déblindés du composé EP2

La méme procédure est appliquée pour mettre eremdstd I'existence d’'une chaine
d’acide gras insaturé dans la structure de ce ceé&en effet, la comparaison des spectres
RMN *C des composdsP1 etEP2 (figure II. 1. 3. 2. 6) montre la présence de :
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= Un carbone quaternaire C-1' résonabt 467,2.
= Quatre groupements CH localisé&-d21,7, 139,2, 126,4 et 141,4.
= Quatre groupements Giepérés ac 29,0, 28,1, 31,6 et 22,4.
= Un groupement méthyliquedg 14,0.

L’analyse des spectres RMIN, COSY et HSQC de ce composé permet de locabser |
protons oléfiniques H-2', H-3', H-4' et H-56a5,82, 7,63, 6,19 et 6,16 respectivement. Leurs
carbones sont détectéss@121,7 (C-2), 139,2 (C-3'), 126,4 (C-4") et 141C45) selon le
spectre HSQC (figure Il. 1. 3. 2. 7).
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Figure ll. 1. 3. 2. 7. Spectre HSQC des carbones déblindds composé EP2

L’analyse des spectres COSY, HSQC et HMBC condigeatifier les autres protons et
carbones de la chaine d’acide gras insaturé arsa@bh-6' (64 2,32,q9, J= 7,1 Hz)/6c 27,2),
CHx-7" (61 1,30, m)/(6¢c 31,6), CH-8' (64 1,41, m)/(5¢c 28,1), CH-9' (64 1,38, M)/(5¢c 22,4) et
CH3-10' 01 0,91,t, J = 6,4 Hz)/6c 14,0).

Le signal du proton H-2' qui sort sous forme deldetuavecly.oy-3= 15,4 Hz atteste
d'une géométrieE pour la double liaison”CH=>CH. Ceci est confirmé davantage
par le signal du proton voisin H-3' qui apparaitsdorme de doublet de doublets avec
Juamz = 15,3 Hz etdyams = 12,6 Hz. Pour la deuxiéme double liaisb@H="CH, le
spectre RMN'H (figure II. 1. 3. 2. 8) montre une multiplicigbus forme de triplet pour le
proton H-4' avec une constante de coupldg@@m.z = Jnam-s = 12,6 Hz. Cette valeur

témoigne d’'une géomeétrigpour cette double liaison.

[ 279 |




Chapitre 1l Etudes phytochimiques

Partie Il

F2E407

(7,63,dd, J = 15,6-12,6 Hz)

HM w3 H O
, || (61543=126H2)
a2 | H . 3 EL
| ) 4' '
i 5 { FSE+06
m et I o7
0 \ H (591,d,J=152Hz)
| T T 5
_ H™Sy
7.8 7.5 7.4 7.2 7ﬂ 68 h'h' 64 6.2 60 5‘8 5‘6 5‘.'\ 5‘2 S‘D 4‘6 -l‘.ﬁ (5’87Ym)

L {ppm)

Figure II. 1. 3. 2. 8. Spectre RMN'H des protons déblindés du composé EP2

La stéréochimie E et 4Z des doubles liaisons de la chaine d’'acide grascee
supportée par la valeur du déplacement chimiqugrdupement 6'-CH(5c 27,2) qui est
inférieure a 30 ppm, comme l'indique les donnéetaddtérature £9g. Il est a noter que le

carbone C-6' se trouverait dans la zone blindanteée d’anisotropie de la double liaison
ZCH=*CH (figure II. 1. 3. 2. 9).
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Figure Il. 1. 3. 2. 9. Blindage du carbone C-6' du compogeP2

Le spectre NOESY (figure Il. 1. 3. 2. 10) de ce pose confirme une fois de plus la
stéréochimie déja établie pour ces deux doublehia par la présence, d’'une part, d'un effet
nOe entre les protons H-3'/H-4' et d’autre pambsence de couplage entre les protons
H-2'/H-4' remarqué pour le composé précédet.
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Figure Il. 1. 3. 2. 10. Spectre NOESY du composé EP2
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Toutes ces élucidations permettent d’identifiecide gras insaturé de ce composé au
2'(E),4'(@0)-décadienoyledo] (figure II. 1. 3. 2. 11) lié, comme pour le congg&P1 selon le
spectre HMBC, au carbone C-3.

6' 8 10

Figure Il. 1. 3. 2. 11. Substitution par I'acide gras 2¥),4'(Z)-décadiénoyle
de la génine cycloarténol

A lissue de tous ces résultats spectraux et devdkur du pouvoir rotatoire
([a]p = + 44,8, ¢ = 2, CH@G), le composéEP2 est identifié comme étant une nouvelle
structure dérivé de Cycloarténol nom@ycloartényl-2'(E),4'(Z)-décadiénoatgfigure 11. 1.
3.2.12).

21
////, 1,
18 f

5"
H 6' 8' lOY

Figure Il. 1. 3. 2. 12. Structuredu composé EP2 (Cycloartényl-2E),4'(Z)-décadiénoate)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposé=P2 sont réunis dans
le tableau II. 1. 3. 2.

Tableau II. 1. 3. 2. Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *3C
(125 MHz) du composé EP2 enregistrés dans CDLCI

EP2

Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
la 1,62 (1HmM) 31,3
1b 1,29 (AH,mM)

2a 1,79 (AH,mM) 28,1
2b 1,63 (1H,mM)

3 4,68 (1Hdd, J=11,2-4,1) 80,4
4 - 39,6
5 1,41 (1Hm) 47,1
6a 1,62 (1H,mM) 20,1
6b 0,80 (1H,M)
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Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
7a 1,26 (1H,mM) 26,5
b 1,12 (1H,m)
8 1,52 (1HmM) 47,8
9 - 20,9
10 - 25,8
1lla 2,00 (1H,m) 25,9
11b 1,19 (1H,m)
12a 1,61 (1HmM) 32,8
12b 1,10 (1H,m)
13 - 45,2
14 - 48,8
15a 1,32 (1H,m) 35,5
15b 1,15 (1H,m)
16a 1,89 (1H,m) 26,8
16b 1,31 (1H,m)
17 1,61 (1HmM) 52,2
18 0,99 (3Hy9) 17,6
19endo 0,61 (1H,d,J=4,2) 29,7
19exo 0,36 (1H,d,J=4,2)
20 1,46 (AHmM) 35,8
21 0,92 (3Hd, J=6,3) 18,2
22a 1,50 (1H,m) 36,3
22b 1,12 (1H,m)
23 2,02 (2Hm) 24,9
24 5,13 (1Ht, J=7,0) 125,2
25 - 130,9
26 1,71 (3Hy) 25,7
27 1,63 (3Hy) 18,0
28 0,87 (3Hg) 25,4
29 0,90 (3Hp) 15,2
30 0,89 (3Hp) 19,2
1 - 167,2
2' 5,91 (1Hd, J=15,2) 121,7
3 7,63 (1Hdd, J = 15,2-12,6) 139,2
4 6,15 (1Ht, J=12,6) 126,4
5' 5,87 (1HmM) 141.4
6' 2,32 (2HQ,J=7,1) 27,2
7 1,30 (2HM) 31,6
8 1,41 (2HM) 28,1
9 1,38 (2HM) 22,4
10 0,91 (3Ht,J=6,4) 14,0

II. 1. 3. 3. Identification structurale du composéEP3
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Cycloartényl acétate
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Ce composeé est isolé sous forme d’une huile jaohéle dans le chloroforme. Il est

invisible a lumiére UV a 254 et 366 nm et se calbran marron aprés révélation par une
solution acide et chauffage a 100 °C.

gl

4917 NI+ a] b

s1a. 7 B85.8

T avs.
3853

oy J{ Lot

y
pran e | pe o ] e (] S0 &S00 E el SO0 OO

FS1.9 52328

=

Figure ll. 1. 3. 3. 1. Spectre ESI-MS du composé EP3

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en modeifp@gure 1. 1. 3. 3. 1) du
composéEP3 exhibe un pic d’ion pseudomoléculairendz = 491,7[M+Na]”, soit une masse

moléculaire égale a 468 uma correspondant a uneuferbrute en €Hs,0..

Les spectres RMNH (figure 11. 1. 3. 3. 2) et®C (figure II. 1. 3. 3. 5) de ce composé
montrent une grande ressemblance avec ceux desosémprécédentEPl et EP2
notamment au niveau des zones blindées. Ces cdtdsriconduisent a proposer pour le

composé&P3 un squelette triterpénique aussi de type cycloattgar la présence de :

H-27
Groupements méthyliques §Ri
S|

\—- 11111__29 |-26+08

H-30
H-26 \

H-18
H-19
i M endﬂ exo FSE+07
H-24 H-3 | k M! \ l‘A | w
_,JL; [ J'%JMMU '4'|||,.4"“l L Ju o ]

T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 25 2.0 1.5 1.0 0.5

3.0
1 {ppm)

Figure Il. 1. 3. 3. 2. Spectre RMN'H du composé EP3

=  Sept signaux d’intégration 3H chacun dont six sarsmus forme de singulets et
un signal avec une multiplicité doublet, accordésle spectre HSQC aux pics
de carbones de type @GHCes signaux sont attribués aux groupements
méthyliques 28-CHkl(dy 0,87,9)/(6¢ 25,4), 29-CH (64 0,91,5)/(6¢ 15,1), 18-CH
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(61 0,98, 9)/(6¢ 17,6), 30-CH (64 0,90, 9)/(5¢ 19,2), 21-CH (84 0,91,d, J = 6,8
Hz)/(6c 18,2), 26-CH (61 1,71,9)/(6¢c 25,8) et 27-CH(on 1,63,9)/(6c 17,9).

» Deux signaux apparaissent & 0,60 et 0,36 d'une multiplicité doublet
(J = 4,1 Hz) typiques des deux protons non équival@itl9endoet H-19ex0
du noyau cyclopropane d’'un squelette 9,19-cyckpi#noide. Ces protons sont
accordés sur le spectre HSQC au carbone localis@%7.

= Un signal doublet de doublets sortand24,59 (figure 1l. 1. 3. 3. 3) avec une
constante de couplage= 10,6-5,1 Hz, lié sur le spectre HSQC au carbéne
d¢c 80,7 conduisant a l'attribuer au groupement oxymeéti3-CHO. Les valeurs
des déplacements chimiques de proton et carbonguint aussi la présence
d’un substituant acyle lié au carbone C-3 (figurd.l3. 3. 5).

=TT
H-24 H-3 2evc
1
|“| ﬁ | |‘ ﬂ 77777
| | “ || FE+C
I |\ | |
L}
U\ M |
| t [FSE+C
[ [T
| | a | |
{ | [\ A N\
A R p L U R R M ke S S S| P
_-— —
T T T T T T T T T T T T T T T T T
.25 5.20 5.15 5.10 5.05 5.00 4.95 -1.9?' . '1.\85 .80 4.75 4.70 “.65 4.60 4.55 4.50 “.45

Figure II. 1. 3. 3. 3. Spectre RMN'H des protons déblindés du composé EP3

= Un proton (figure II. 1. 3. 3. 3) résonanda5,12 ¢, J = 7,1 Hz) lié au carbone
repéré a¢ 125,2 est assigné au groupement oléfinique 24-Calitle carbone
de la double liaison est détecté30,9 (C-25) (figure II. 1. 3. 3. 5).

|
W -

FaE+
&E-

‘ | H-19¢ndo  H-19¢x0|,.

f
| ANTR A
i RS TN O I (D : 5 I | I
Y| : i | H \ i e
ANT IV f LY ALY \ ;Mﬁ TANEAY, ‘

P (N T LT VAT L NPT AW VHuf’b\_ NI I

)T‘ 'T' T T )—r‘ T T & '_f'e_‘ 2E

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.1 20 19 18 17 16 L5 14 13 1.2 L1 L0 09 03 07 0.6 0.5 0.4 03
f1 (ppm)

Figure I1. 1. 3. 3. 4. Spectre RMN'H du composé EP3 (partie blindée)

Les autres groupements CH et QOigure 1. 1. 3. 3. 4) ainsi que les carbones du
composéEP3 (figure Il. 1. 3. 3. 5) sont identifiés par I'analy conjointe des spectres COSY
H-H, HSQC, HMBC et NOESY conduisant a assurer unie fle plus la présence d'un

squelette cycloarténol pour ce composeé (figuré.I8. 3. 6).
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Figure Il. 1. 3. 3. 5. Spectre RMN"*C du composé EP3
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Figure 1l. 1. 3. 3. 6. Génine Cycloarténol du composé EP3

L’identification du substituant attaché en positior8 du Cycloarténol est réalisée par
'analyse du spectre HMBC (figure 1. 1. 3. 3. 1ignontre une tache de corrélation entre le
proton oxyméthine H-3 et un carbone quaternairenagst asc 171,0 attribué sans aucun
doute & un carbonyle ester (C-1). En plus, letspétMBC réveéle une corrélation éhentre
les protons méthyliques résonanig2,08 (H-2', ) et le carbone C-1'. Ces protons sont liés
au carbone C-2'6( 21,3) par I'expérience HSQC, Ceci conduit a ideéstite substituant

comme étant un groupement acétate.

H-2' ‘
. |
- |
A A WY UWU\\'.\MJ_IL
— ¥ w Feo
F0
Foo
, F10
Fiz0
— QH 130
7 140
i F1s0
H-3/C-1' e
Cl1'H 6 GH-Z'/C-I' pi70
: 1180
Fs0
45 44 42 40 38 36 34 32 30 26 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04

Figure ll. 1. 3. 3. 7. Spectre HMBC montrant I'attachementdu groupement acétate a la
génine du composé EP3
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L’ensemble de ces données spectrales, en plus deldéar du pouvoir rotatoire
mesuré dans le chloroformeo]f = + 55, ¢ = 1,8) et la comparaison avec les résultats
trouvés dans la littérature permettent d’identifeercomposéEP3 au Cycloartényl acétate
(figure 11. 1. 3. 3. 8) 304.

2 l/// ",
18

2
Z
Z
Z
2

29

Figure ll. 1. 3. 1. 8. Structure du composé EP3 (Cycloartg/| acétate)

Ce composé connu pour ses propriétés antimicrob®&enB04 a été isolé
antérieurement de I'espeEeiphorbia broteri{302].

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposéEP3 sont regroupés

dans le tableau Il. 1. 3. 3.

Tableau II. 1. 3. 3. Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *3C
(125 MHz) du composé EP3 enregistrés dans CDLCI

EP3

Position &y (ppm),m, J (H2) dc (ppm)
la 1,62 (AH,mM) 31,6
1b 1,26 (AH,mM)
2a 1,79 (1HmM) 28,1
2b 1,66 (1H,mM)
3 4,59 (1Hdd, J=10,6-5,1) 80,7
4 - 39,4
5 1,42 (1Hdd, J=12,4-4,1) 47,1
6a 1,59 (AH,mM) 20,1
6b 0,82 (1H,tdd, J= 12,6-11,1-2,5)
7a 1,26 (1H,mM) 26,4
7b 1,09 (AH,mM)
8 1,54 (1Hdd, J= 12,2-4,8) 47,8
9 - 20,9
10 - 25,7
1lla 2,00 (1H,m) 25,9
11b 1,15 (AH,m)
12a 1,63 (1H,m) 32,8
12b 1,11 (AH,mM)
13 - 45,2
14 - 48,8
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Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
15a 1,27 (1H,m) 35,5
15b 1,16 (AH,mM)
16a 1,89 (1H,m) 26,8
16b 1,35 (AH,mM)
17 1,60 (1HmM) 52,2
18 0,98 (3Hy) 17,6
19endo 0,60 (1Hd,J=4,1) 29,7
19exo 0,36 (1Hd,J=4,1)
20 1,45 (AHmM) 35,8
21 0,91 (3Hd,J=16,8) 18,2
22a 1,47 (1H,mM) 36,3
22b 1,09 (AH,mM)
23 1,90 (2Hm) 24,9
24 5,12 (1Ht,J=7,1) 125,2
25 - 130,9
26 1,71 (3Hy) 25,8
27 1,63 (3Hy) 17,9
28 0,87 (3Hyp) 25,4
29 0,91 (3Hy9) 15,1
30 0,90 (3Hyg) 19,2
1 - 171,0
2 2,08 (3Hy) 21,3

II. 1. 3. 4. Identification structurale du composéEP4

///// ",
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HO

Cycloarténol

Ce composé est purifié sous forme d’'une huile mreokoluble dans le chloroforme. |l

est invisible a la lumiére UV a 254 et 366 nm etr® une couleur marron apres révélation

par une solution acide et chauffage a 100 °C.
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Figure ll. 1. 3. 4. 1. Spectre HR-EI-MS du composé EP4
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Le spectre de masse du compgs! obtenu en haute résolution HR-EI-MS (figure II.

1. 3. 4. I)montre un pic d’ion moléculaire @/z = 426,3909M] ™, d'une masse calculée
égale a 426,3862 correspondant a une formule bru@.HsO.

EP3 | B | |EP4
Groupements méthyliques ﬁh“—“*]‘]-’s Groupements méllll\liquus{_;’f_'i: —
-\-\-\_\\_‘ - ) - -
H29 2408 Sy
H-30 ) ‘ J
H-26 1E+08 ‘
H-18 [
HAY I ’
I on (10 [av/mlca i \:\ |
By B3 \ AR | ]
| u H-3 VA il |
g)‘, | . H__,J“WUV ‘HIL/MJ ‘U‘\"Mi IALJ_LD _ur\. = 1 _ﬁf’"&""\,ﬂj" W 'WR“"W‘” ANl A
1T owoT T HN W |
) R f } YM\ ‘ \H\H i
5.‘0 4‘5 «‘n 3‘5 3‘.0 2‘5 2‘0 1‘.5 1‘0 0‘5 =W R
1L (o) i

Figure Il. 1. 3. 4. 2. Spectres RMNH des composés EP3 et EP4

Le spectre RMNH (figure I1. 1. 3. 4. 2) de ce compoE®4 se différencie de celui du
composeé précederEP3 par la disparition du signal des protons méth@g2'-CH de
'acétate, ainsi que par le blindage remarqué diopr oxyméthine H-3 résonant pour ce
composé ady 3,31 @d, J = 11,1-4,3 Hz). Ceci indique la présence d'un pesuent
hydroxyle libre en C-3.

EP4 1

Ll
]

C3

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 160 150 M40 130 10 10 W 0 0 60 50 0 30 2 10

Figure II. 1. 3. 4. 3. Spectres RMN>C et J-modulé des composés EP3 et EP4

Cette constatation est confirmée par le specti@Mdl *C (J-modulé) (figure II. 1. 3.
4. 3) qui révele le signal du carbone C-8:&8,8 détecté pour les composés précédents aux
environ de 80 ppm. Comme, il indique aussi la diipa des signaux des carbones du
groupement acétate rencontrés dans le cas du cémBp8s1oc171,0 (C-1") et 21,3 (C-2").

L'analyse des spectres RMiN et **C (figures II. 1. 3. 4. 4 et 5), HMBC, COSY H-H,
HSQC et NOESY de ce composé, ainsi que la comparagec ceux des composeés élucidés
précédemment conduisent a I'assignement de touprtgens et carbones de ce squelette

cycloterpénique. Ses groupements caractéristiquredacalisés a :
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Figure Il. 1. 3. 4. 4. Spectre RMN'H du composé EP4

= 640,61 @ J=4,1Hz) et0,38d J= 4,1 Hz)bc 29,7 pour le groupement
19-CH: du noyau cyclopropane.

= 3y 1,01 §)/dc 25,4 pour le méthyle 28-GHéy 0,87 §)/6c 13,8 (29-CH) et
dn 1,02 §)/6c 18,0 (18-CH). Le dernier méthyle angulaire 30-gékt localisé a
oy 0,93 E)/6c 19,2. Concernant les méthyles de la chaine latérslesont
visualisés aoy 0,92 @, J = 6,5 Hz)bc 18,3 (21-CH), oy 1,73 €)/6c 25,7
(26-CH) eton 1,65 €)/6c 17,5 (27-CH) (figure 11. 1. 3. 4. 4).

= Le groupement CH oléfinique et le carbone quateernde la double liaison de la
chaine latérale sont localiséséa 5,15 ¢, J = 7,2 Hz)bc 125,2 (24-CH) et
8¢ 130,9 (C-25) (figure 1. 1. 3. 4. 5).

o L
]” ‘ Ciifi%fig”

o —_— A - ——
&0 50 q 30 20

Figure II. 1. 3. 4. 5. Spectre RMN*C J-modulé du composé EP4

Le groupement 3-CH est porteur d’'un hydroxyle libda fait de I'absence des
corrélations du proton H-3 avec d’autres carborggs Hu cycle A de la génine triterpénique
(H-3/C-1, H-3/C-2, H-3/C-4, H-3/C-5, H-3/C-28 et3#c-29) sur le spectre HMBC (figure Il
1.3.4.6).
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Figure 1l. 1. 3. 4. 6. Spectre HMBC du composé EP4

L’analyse des corrélations observées sur le spBEdESY (figure II. 1. 3. 4. 7) indique
une fois de plus que la structure du compéBéd est identique aux génines des composes
identifiés précédemment. En effet, ce spectre sedg#ientation des groupements : 29-H
19-CH,, 18-CH; et H-8sur la facep, tandis que les groupements H-3, H-5, 28;C30-CH;,
H-17 et 21-CH sonta-orientés.

s
1

Q
[«

— T T T = = =
P 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 L5 1.0 0.5

Figure ll. 1. 3. 4. 7. Spectre NOESY du composé EP4

L’ensemble de ces données spectroscopiques, la ataispn avec celles de la
littérature BOZ et la valeur du pouvoir rotatoire mesuré dansH®roforme (i]p =+ 47,
¢ = 0,5) permettent d’attribuer pour le comp&$#& la structure Cycloarténol (figure II. 1.
3. 4. 8). Ce compog#nssede une activité anti-oxydand®9. Il a été identifié dans plusieurs
especes du genkuphorbiatelles queE. guyoniana[23], E. bupleuroideq27], E. hirta
[138, E. heteraden§294], E. peplud297] etE. broterie[302.
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Figure Il. 1. 3. 4. 8. Structure du composé EP4 (Cycloartél)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposé-P4 sont réunis dans
le tableau II. 1. 3. 4.

Tableau II. 1. 3. 4. Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *°C
(125 MHz) du composé EP4 enregistrés dans CDLI

EP4

Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
la 1,62 (1H,mM) 31,9
1b 1,31 (AH,mM)
2a 1,82 (AH,mM) 30,3
2b 1,63 (AH,mM)
3 3,31 (1Hdd, J=11,1-4,3) 78,8
4 - 40,4
5 1,35 (1HmM) 47,0
6a 1,64 (1H,mM) 21,1
6b 0,84 (1H,td, J= 12,6-2,3)
7a 1,34 (AH,mM) 26,0
7b 1,12 (AH,mM)
8 1,55 (1Hdd, J=12,3-4,7) 47,9
9 - 19,9
10 - 26,0
1lla 2,03 (1HmM) 26,4
11b 1,17 (AH,m)
12 1,68 (2Hm) 32,8
13 - 45,2
14 - 48,7
15 1,34 (2Hm) 35,5
16a 1,95 (1H,mM) 28,1
16b 1,34 (AH,mM)
17 1,64 (1HmM) 52,2
18 1,02 (3Hy) 18,0
19endo 0,61 (1Hd,J=4,1) 29,7
19exo 0,38 (1H,d,J=4,1)
20 1,45 (AHm) 35,8
21 0,92 (3Hd,J=16,5) 18,3
22a 1,48 (1H,mM) 36,3
22b 1,08 (1H,mM)
23a 2,09 (1H,m) 24,9
23b 1,92 (1H,mM)
24 5,15 (1Ht,J=7,2) 125,2
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Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)

25 - 130,9

26 1,73 (3Hy) 25,7

27 1,65 (3Hy) 17,5

28 1,01 (3Hy) 25,4

29 0,87 (3Hy9) 13,8

30 0,93 (3Hy9) 19,2

II. 1. 3. 5. Identification structurale du composéP5

///// »
.

Cycloarténone

Le compos€EP5, qui est isolé sous forme d'une huile incoloreubtd dans le
chloroforme, n’absorbe pas en UVla= 254 et 366 nm. Il se colore en marron aprés

révélation de sa CCM par une solution acide et fthge a 100 °C.

Le spectre de masse ESI-MS obtenu en mode pdgjufré II. 1. 3. 5. 1)du composé
EP5 révele un pic d'ion pseudomoléculairendlz = 447,1[M+Na]” correspondant & une
masse moléculaire de 424 uma et une formule brugi,s0.

+ara [M-+Na] ™+

5356 56175697

165.1
1470 D

125 150 175 200 225 250 275 200 325 350 375 400 425 450 475 S00 525 550 575 B00 525

Figure Il. 1. 3. 5. 1. Spectre de masse ESI-MS du compdsE5

Comme pour les composés précédents, le spectre RMfigure 11. 1. 3. 5. 2) d&€P5
indique la présence d'un squelette triterpénique lfEpparition des sept groupements

meéthyliques dans la zone allant de 0,80 a 1,80 fyanprésence des protons caractéristiques
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du noyau cyclopropane tétrasubstituéya0,76 (H-19endqg et 0,60 (H-19x9 conduit a
attribuer pour ce composé un squelette 9,19-cygténoide. Ce spectre donne aussi plus
d’'informations sur la nature de ce composé parskobation du signal de proton oléfinique
résonant &y 5,12 attribué au groupement 24-CH de la chairegdbg comme pour les trois

composes élucidés précedemment.
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Figure Il. 1. 3. 5. 2. Spectre RMN'H du composé EP5

La difference remarquée pour ce composé reside msence du signal de proton
oxyméthine H-3. Ceci est constaté aussi sur letspd®MN °C (figure II. 1. 3. 5. 3)
indiquant la disparition du pic (C-3) sortant habitement aux alentours de 80 ppm pour les
composés déja identifiésP1, EP2 et EP3.
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Figure Il. 1. 3. 5. 3. Spectre RMN"*C du composé EP5

Cette différence conduit a débuter I'élucidatioructurale de ce composé a partir des
protons du groupement 19-GHont les corrélations H/C observées sur le spedid&C

(figures 1l. 1. 3. 5. 4 et 5) de ces protons petemetde repérer :
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= Deux carbones quaternaire820,7 et 25,8 (C-9 et/ou C- 10).
= Deux groupements CH& 48,4 et 47,9 (C-5 et/ou C-8).
= Deux groupements GHadc 33,4 et 26,5 (C-1 et/ou C-11).

Figure ll. 1. 3. 5. 4. Corrélations HMBC des protons du cgiopropane du composé EP5

La distinction entre ces groupements est réalisééamalyse du spectre HMBC (figure
II. 1. 3. 5. 5) qui montre des couplages entrertgm résonant ay 1,75, accordé sur le
spectre HSQC au carboneda 48,4, et deux groupements €l¢c 26,7 et 15,4nttribués
aisément aux méthyles angulaires 28;@H29-CH indiquant I'appartenance de ce proton
(61 1,75) au groupement 5-CH.

En conséquence, l'autre groupement G£H(7,9) est assigné au carbone C-8 du cycle B
de ce squelette triterpénique, son proton estikgphr 'expérience HSQCag 1,59. A partir
de ces attributions, les groupements,8béht identifies ac 33,4 (C-1) et 26,5 (C-11) par les
corrélations ertJ visualisées sur le spectre HMBC (figure Il. 1.53.5) entre H-5/C-1 et
H-8/C-11. Les protons de ces deux groupements SOHt localisés par I'expérience HSQC a
oy 1,97 @dd J = 12,4-4,0-2,6 Hz, H-1a), 1,57d(J = 12,4-4,2 Hz, H-1b) et 2,02-1,3f(
Ho-11).

I H-19

i
h M mmwﬁu,\;\fj "\JI’%-"‘W “”‘-._JM ”‘I‘U'Jl Jx.L lj_dﬂjw

s 30 T~ H-8/C-11 =
f : TH 19/CH1
; FEHE19/CLY
Vil [T H-19/CL5
i / “a-19/C18
/ Lo
H-5/C28
H-5/C-1

| — L\MU .mwum IUL
=

18 16
12 (ppm}

Figure ll. 1. 3. 5. 5. Spectre HMBC du composé EP5

Les corrélations des protons,-H sur le spectre COSY H-H (figure 1l. 1. 3. 5. 6)
permettent de repérer les protons du groupemet &by 2,74 (d, J = 13,8-4,5 Hz, H-2a) et
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2,3 ddd J = 13,1-4,-2,6 Hz, H-2b). Les couplages H/C longligtance de ces protons
conduisent & la distinction entre les carboneseyoaires du noyau cyclopropane dont le

carbone C-10 est localisé & 25,9 par sa corrélation eld avec H-2 indiquant alors

I'attribution du carbone C-9 au pic sortari20,7.

H2a H":'LZb 3\\“ n“n.J‘ﬂ_H\M lv‘umﬂl‘ k“‘ hh Hi

lll M mie Mottt

< = = H-1a/H-2b
% 5 H_1b/H 22

Figure ll. 1. 3. 5. 6. Spectre COSY H-H du composé EP5

Les protons K2 montrant un déblindage remarquable par rappottnaémes protons
des composés caractérisés précédemment, couptdatspectre HMBC (figure 1. 1. 3. 5. 7)
avec un carbone quaternaire fortement déblindénaédoadc 216,5 correspondant a un
carbonyle cétone. Ce carbone révéle aussi, supexrs, des taches de corrélation avec les

protons H-1 et H-5, ainsi qu'avec les protons méthyliques2B et H-29 conduisant a

positionner ce carbonyle en C-3. Le carbonyle exetes effets de déblindage sur le
groupement 2-Ck(64 2,74-2,31dc 37,5)et le carbone quaternaire Cak (60,2) localisé par
les corrélations H/C en HMBC (figure Il. 1. 3. §.akec les protons H-5,328 et H-29.

Wit

h L

] L.

H 2a/C'3 | H_1a/C- :,//H 1b/(‘3
C-3 —3 \;
Ir//c 3 H 79 ’8/(“ 3

Figure ll. 1. 3. 5. 7. Spectre HMBC du composé EP5

Toutefois, l'utilisation de la méme procédure dhtiécation des composdsP1—EP3
par I'exploitation des spectres HSQC, HMBC, COSHHt NOESY permet de caractériser
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tous les carbones et protons des autres cycl€s &,D ainsi que de la chaine latérale du

squelette triterpénique de ce composé (figure. IB. B. 8).

Figure ll. 1. 3. 5. 8. Squelette triterpénique du composEP5

De méme pour la stéréochimie de ce composé, lestations sur la facp et/oua
sont établies en tenant compte des corrélationsNOEgure 1. 1. 3. 5. 9) des protons H-19

endoet H-19exop-orientés selon les données de la littératBed][

A MMM;LtZ, }n‘ MUM

A
H- 19emm/H 20

el OOH—SOIH—17
o
i H.17/H-21

fzo

>
3 ls
Lo
[=s
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4
1 H-24/H 26 Il s
o s : 2o i's “o os oo

3.0 25
2 (pprmy

Figure ll. 1. 3. 5. 9. Spectre NOESY du composé EP5

En effet, les effets nOe observés (figure 1. 1.53.9) entre H-1%nddH-8, H-19
exdHsz-29 et H-19enddHs-18 permettent de les orienter sur la fdceles corrélations
NOESY entre B28/H-5, H-5/H-30 et H-30/H-17 conduisent a attribuer pour ces protons

une configuratiom (figure II. 1. 3. 5. 10).

Figure Il. 1. 3. 5. 10. Corrélations NOESY du composé EP5
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L’ensemble de ces données spectroscopiques, laurvale pouvoir rotatoire
([a]p =+ 23,9, ¢ = 4,1, CHGJ et la comparaison avec celles citées dans &ditire 306
permettent l'attribution aEP5 la structure :Cycloarténone (figure II. 1. 3. 5. 11). Ce
composeé a été isolé antérieurement de certainesestpuphorbiatelles queE. tithynaloides
[307], E. peplugd309 et E. balsamiferd309. Des études réalisées sur ce composeé montrent

gu’il posséde une forte activité antimicrobien8&(.

2 ]///, ",
18 i

2z H
-
29 28

Figure Il. 1. 3. 5. 11. Structure du composé EP5 (Cycloahone)
Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposdP5 sont rassemblés
dans le tableau II. 1. 3. 5.

Tableau II. 1. 3. 5. Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *3C
(125 MHz) du composé EP5 enregistrés dans CDLCI

EP5

Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
la 1,97 (1H,ddd, J= 12,4-4,0-2,6) 33,4
1b 1,57 (1Htd, J=12,4-5,2)
2a 2,74 (1Htd, J=13,8-5,3) 37,5
2b 2,31 (1H,ddd, J= 13,1-5,2-2,6)
3 - 216,5
4 - 50,2
5 1,75 (1Hdd, J= 10,5-4,7) 48,4
6a 1,50 (1H,m) 21,5
6b 0,90 (1H,m)
7a 1,85 (1H,mM) 25,8
7b 1,25 (1H,mM)
8 1,59 (1HmM) 47,9
9 - 20,7
10 - 25,9
1lla 2,02 (1H,m) 26,5
11b 1,30 (AH,mM)
12a 1,60 (1H,m) 32,7
12b 1,10 (AH,mM)
13 - 45,3
14 - 48,7
15a 1,35 (1H,mM) 35,5
15b 1,05 (AH,m)
16a 1,87 (1H,mM) 28,1
16b 1,28 (1H,mM)
17 1,59 (AHmM) 52,2
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Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
18 1,00 (3Hy) 18,1
19endo 0,76 (1H,d,J=4,3) 29,5
19exo 0,60 (1H,d,J=4,3)
20 1,34 (AHmM) 35,8
21 0,89 (3Hd, J=6,5) 18,2
22a 1,43 (1H,m) 36,3
22b 1,06 (1H,mM)
23 1,91 (2Hm) 24,9
24 5,12 (1Ht,3=17,2) 125,2
25 - 130,8
26 1,70 (3Hy) 25,7
27 1,63 (3Hy) 17,6
28 1,06 (3Hy) 26,7
29 1,12 (3Hy) 15,4
30 1,00 (3Hy) 19,3

II. 1. 3. 6. Identification structurale du composéEP6

////, 0,
,

24-méthylénecycloartanyl-2'E),4'(2)-tétradécadiénoate

Ce composé purifié sous forme d’une huile incolmantre sur CCM une tache visible
a la lumiére UV a 254 nm se révélant en marroruparsolution acide et chauffage a 100 °C.

w2 [M[+Na] -

4402
498 9

5663
a349 e
3EG 4 = o T432 7708 a3Em
TEE s533.0 sG55 4 | 5555
I I
300 400 500 [ 760 A00

Figure ll. 1. 3. 6. 1. Spectre de masse ESI-MS domposé EP6




Chapitre 1l Etudes phytochimiques
Partie Il

Le spectre de masse ESI-MS (figure II. 1. 3. &lel¥e composé obtenu en mode positif

indique un pic d’ion pseudomoléculairerd/z= 669,2 [M+Na] correspondant a une masse

moléculaire égale a 646 uma et une formule brut€,et;4O..

Ce qui est claire a partir de I'analyse du speRtv#N du proton (figure II. 1. 3. 6. 1) est
'appartenance de ce composé a la classe degérites et plus précisément a celle des
cycloartanes par la présence des signaux de dedangrnon équivalents du cyclopropane
H-19 endo(dy 0.60,d, J = 4,7 Hz) et H-1%®x0 (64 0.37,d, J = 4,3 Hz), de sept groupements
méthyliques HB18 Oy 1,04,s), Hz-26 04 1,10,d, J = 6,7 Hz), H-27 ©4 1,09,d, J = 6,6 Hz),
H3-28 ©n 0,91, 9), H3-29 @y 0,94, 9) et H-30 @Oy 0,93, s) et du proton oxyméthine
H-3 0y 4,61,dd, J = 10,5-4,3 Hz). Le déblidage de ce proton impligume acylation a ce

niveau.

Parmi les différences remarquées sur le spectre RMIfigure II. 1. 3. 6. 2) de ce
composé par rapport aux composés triterpéniquesidéll précédemment, on reléve
I'apparition de deux signaux d’intégration 1H chacésonant &, 4,68 et 4,74 sous forme de
singulet large et la disparition du signal tripdet proton oléfinique H-24 de la chaine latérale.

Ceci conduit & suggérer la présence d’une douditeohiA2*CL)

—7E+0|

Groupements méthyliques SE+0)

|

[~SE+0f

vl H4E+0)
‘“ 3E+0f

~2E+0f
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ke ST A ot |
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£ 2

Figure II. 1. 3. 6. 2. Spectre RMN'H du composé EP6

Cette suggestion est renforcée par la multiplidéé protons méthyliques H-26 et H-27
sous forme de doublet qui résulte d’'un couplagéaseaavec un proton adjacent ne pouvant
étre que le proton H-25. Ces élucidations son ookfes par le spectre COSY H-H (figure Il.
1. 3. 6. 3) qui montre le couplage des protons yhétres H-26 Oy 1,10) et H-27 @y 1,09)
avec un proton repérédy 2,30 résonant sous forme de septuplet 6,6 Hz) attribué sans
ambiguité au proton H-25.
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Figure ll. 1. 3. 6. 3. Spectre COSY H-H du compodeP6

Ce spectre montre aussi le couplage des protofisigiées H-31 entre eux seulement

indiquant I'absence d’autres protons dans leurirage immédiat, ce qui est en accord avec

la position exocyclique proposée pour la doublisdia ¢‘C=>'CH,).

Les protons H-31ad(; 4,74,sl) et H-31b §4 4,68,sl) montrent sur le spectre HMBC

(figure II. 1. 3. 6. 4) les corrélations attendae®c le carbone éthylénique quaternaire C-24

(6c 156,3), le carbone meéthine CH-2b¢(33.9) ainsi que le carbone du groupement

meéthyléene 23-CH(5c 30,4).

\
H-31b \'||
H-31a \ H3 i

‘ \

| /
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Figure ll. 1. 3. 6. 4. Spectre HMBC du composé EP6

L'utilisation de la méme procédure d’analyse, emtmbmant les spectres HSQC,
HMBC, COSY H-H et NOESY, appliquée dans le cas desnposés EP1—EP5)

caractérisés précédemment conduit a l'identificatie la génine d&P6 au 24-méthylene-

cycloartanol 817 (figure II. 1. 3. 6. 5).

[ 300 |




Chapitre 111 Etudes phytochimiques

Partie Il

Figure Il. 1. 3. 6. 5. Génine du composé EP6

Concernant le reste des signaux non encore attrifueles spectres RMN du proton et
carbone du compodeP6, la comparaison avec ceux du comp&$® indique la présence
d’'un acide gras insaturé d’une géométrie, 2Z dont ses groupements CH sont repérés sur
les spectres RMNH et **C (figure 1. 1. 3. 6. 6) & 5,90 @, J = 15,1 Hz)/6c 121,1) H-2',
7,62 @dd, J = 15,1-12,4 Hz)Rc 139,0) H-3', 6,15t(J = 12,4 Hz)/§c 126,5) H-4', et 5,85
(m)/(8c 141,3) H-5".

I4l5
¥il6
Y THit6
485 C-4'

5406 C-31

4E406

s | c
| { I
i R N

e e P [ PO R o e s T ) - e T
7 27 26 75 74 74 73 71 70 g & £l G663 64 @ EII 170 160 150 140 130 120 110 100 o0 30

Figure II. 1. 3. 6. 6. Spectres RMNH et *C des groupements oléfiniques de I'acide gras
du composé EP6

La multiplicité ainsi que le déplacement chimique des protons confirment la
géométrie E, 4Z des doubles liaisons (figure II. 1. 3. 6. 7). Coenpour le composgEP2,
cette géométrie est supportée une fois de pludapaaleur de déplacement chimique du
carbone C-6'§c 27,6) qui est inférieure a 30 ppm comme lindiges données de la
littérature R9§.

Figure ll. 1. 3. 6. 7. Partie insaturée de I'acidgras du composé EP6
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Le nombre de carbones restant du fragment de 8agids insaturé est déterminé a 8
par analyse du spectre RMRC et en tenant compte de la masse moléculaire odteour ce
composé M = 646 uma.

Les protons et carbones de cette chaine sont fidsntiar I'analyse conjointe des
spectres HMBC, HSQC et COSY H-H permettant de ¢tériger cette acide gras insaturé
comme étant le XH),4'(2)-tétradécadiénoyle (figure 1. 1. 3. 6. 311p.

6' | 8 | 10 Iz 14"
Figure Il. 1. 3. 6. 8. Acide gras insaturé du com=e EP6
L’'attachement de ce substituant a la génine 24ytethycloartanol est réalisé

facilement par I'analyse du spectre HMBC (figure 1l 3. 6. 9) qui montre une tache de

corrélation erfJ entre le proton H-3 et le carbonyle de I'acidesgEal’ résonant & 168 ppm.

3 " ]
77777 | U‘w] e P N *NLJ‘.V"\.4,-,_.- LAY

H-3/C-1'

Figure Il. 1. 3. 6. 9. Spectre HMBC montrant le pait d’attachement du substituant
a la génine du composé EP6

A l'instar des résultats obtenus suite a toutesetesidations spectrales ainsi que de la
mesure du pouvoir rotatoirea{p = + 41,1, ¢ = 1, CHG), la structure d€&P6 est identifiee
comme étant un nouveau dérivé ester du m2fhylénecycloartanol nommé
24-méthylenecycloartényl-2'E),4'(Z2)-tétradécadiénoate(figure 1. 1. 3. 6. 1Q)
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31

W )
3 (11T

Figure II. 1. 3. 6. 10. Structure du composé EP6 42méthylenecycloartanyl-
2'(E),4'(2)-tétradécadiénoate)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposdP6 sont rassemblés
dans le tableau Il. 1. 3. 6.

Tableau II. 1. 3. 6. Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *3C
(125 MHz) du composé EP6 enregistrés dans CDLCI

EP6

Position &y (ppm),m, J (H2) dc (ppm)
la 1,40 (AH,m) 314
1b 1,10 (AH,m)
2a 1,83 (1HmM) 26,5
2b 1,28 (1H,mM)
3 4,61 (1Hdd, J=10,5-4,3) 80,5
4 - 39,7
5 1,48 (1HmM) 47,3
6a 1,62 (1H,dd, J=12,6-11,1-2,3) 20,8
6b 0,87 (1H,m)
7a 1,34 (AH,mM) 25,7
7b 1,17 (AH,mM)
8 1,58 (1HmM) 47,9
9 - 20,3
10 - 25,9
1lla 2,04 (1H,m) 26,7
11b 1,19 (AH,mM)
12 1,69 (1HmM) 32,5
13 - 45,3
14 - 48,9
15 1,38 (AHmM) 35,4
16a 1,99 (A1H,mM) 28,2
16b 1,34 (AH,mM)
17 1,67 (AHmM) 52,2
18 1,04 (3Hy) 17,8
19endo 0,60 (1H,d,J=4,7) 29,5
19exo 0,37 (1Hd,J=4,3)
20 1,45 (AHmM) 36,2
21 0,96 (3Hd,J=16,7) 18,7
22a 1,65 (1H,mM) 34,9
22b 1,20 (1H,mM)
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Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
23a 2,15 (1Hm) 30,4
23b 1,93 (AH,mM)
24 - 156,3
25 2,30 (1HseptJ=6,6) 33,9
26 1,10 (3HA, J=6,7) 21,9
27 1,09 (3Hd, J=6,6) 21,7
28 0,91 (3Hy) 25,2
29 0,94 (3Hy9) 15,0
30 0,93 (3Hy9) 19,4
3la 4,74 (1H,sl) 105,8
31b 4,68 (1H,sl)
1 - 168,0
2 5,90 (1Hd, J=15,1) 121,5
3 7,62 (1Hdd, J=15,1-12,4) 139,0
4 6,15 (1Ht, J=12,4) 126,5
5' 5,85 (1HmM) 141,3
6' 2,34 (2Hm) 27,6
7 1,30 (2HmM) 28,3
8 1,30 (2HmM) 28,3
9 1,30 (2HmM) 28,0
10 1,30 (2Hm) 28,2
11 1,30 (2Hm) 28,2
12 1,30 (2Hm) 28,1
13 1,39 (2Hm) 23,5
14 0,87 (3Ht, J=6,6) 14,1

II. 1. 3. 7. Identification structurale du composéEP7

24-méthyléenecycloartanol

Ce composé est isolé sous forme d’'une poudre bdascluble dans le chloroforme. i
est invisible sous la lumiere UV a 254 et 366 nreestolore en marron par une solution acide
et chauffage a 100 °C.
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Figure ll. 1. 3. 7. 1. Spectre de masse ESI-MS du compdsB7

Le spectre de masse ESI-MS (figure II. 1. 3. 7[ddxomposd&P7 enregistré en mode
négatif indique la présence dun pic dlion pseud@maaire am/z = 339,3 [M-H]
correspondant a un squelette carboné d’une forbrutke en GiHs,0O avec masse moléculaire
de 440 uma.

Le spectre RMNH (figure II. 1. 3. 7. 2) de ce composé montre grande similitude
avec celui du compodeP6 par I'observation de sept signaux d’'intégration@tacun dans la
zone blindée se répartissant en quatre sous foarengdulets et trois sous forme doublets,

attribués clairement aux groupements méthyliques.

Comme, il révele aussi (figure Il. 1. 3. 7. 2) deignaux résonantdy 0,61 et 0,39 sous
forme de doublets d’'une constante de couplage &€gdld Hz identifiés sans aucun doute
comme étant les signaux des protons Hehéloet H-19exodu noyau cyclopropane. Ceci

confirme la présence d’'un squelette cyclotritepgaigour le compodeP?7.

Groupements méthyliques

H-19
endo exo

]
| |

|

H-3

Figure Il. 1. 3. 7. 2. Spectre RMN'H du composé EP7
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Ce cyclotriterpéne comporte un groupement méthyexweyclique 311] du fait de
I'apparition sur le spectre RMAH de deux signaux déblindés, sous forme de sirgldeges
et d'intégration 1H chacun, résonané.a4,77 et 4,72 attribués comme pour le composé
précédent, aux protons éthyléniques H-31a et Helkba chaine latérale du compdsB7
(figure ll. 1. 3. 7. 2).

La différence entr&P6 et EP7 réside dans la disparition des protons de I'agides lié
au carbone C-3 du compoE®6. Cette absence atteste de la présence d’un hydrhge a
la position C-3, ce qui est confirmé par le déplaert chimique du proton H-3 (figure II. 1.
3.7.2) &y 3,32 @@, J = 11,1-4,2 Hz) blindé da-1,29 par rapport au méme proton du
composé&P6 (64 4,61)

Le déplacement chimique du carbone C<& &8,8 (figure Il. 1. 3. 7. 3) en apporte la

confirmation de la déacétylation du comp&$er.

L'analyse des spectres RMM et **C, HSQC, COSY H-H, HMBC et NOESY du
compos€éEP7 permettent d’identifier tous ses protons et caelsoou les groupements

caractéristiques de ce squelette sont localiskguad 1. 1. 3. 7. 3 et 4) :

C-19 C-28

C-21 J(‘-18
C-29

C27 26 30
| I | ) il I i i

1 |
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

U I I | |

Figure Il. 1. 3. 7. 3. Spectre RMN"*C du composé EP7

= 8y 1,02 §)/dc 25,4 (28-CH), 0,87 €)/oc 13,9 (29-CH), 1,01 §)/6c 18,0
(18-CH), 0,96 €)/6¢ 19,3 (30-CH), 0,94 €, J = 6,3 Hz)b: 18,3 (21-CH), 1,09
(d, J=6,8 Hz)bc 21,8 (26-CH) et 1,08 ¢, J = 6,8 Hz)b: 21,9 (27-CH) pour
les groupements méthyliques.

= 3y2,27 6eptJ = 6,8 Hz) pour le proton H-25 de la chaine la&ral

" 35c29,9, 156,8 et 105,9 pour les carbones C-19, O-ZA43 respectivement.
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[ H-21

H-29

5 H-30

H-18

-19

Hlo exo

R
0.0

H-31a, H-31b

I i 5
T

Figure Il. 1. 3. 7. 4. Spectre RMN'H du composé EP7

La stéréochimie de ce composé est déterminée ygdishtion de la méme procédure
appliguée aux triterpénes élucidés précédemmeist.elffiets nOe visualisés sur le spectre
NOESY (figure Il. 1. 3. 7. 5) a partir du proton3t-orienté, déterminée par analyse de ses
constantes de coupladgsayr-2ax= 11,1 Hz eyzaxn-2eq= 4,2 Hz, permettent de positionner
les protons K28, H-5, K-30 et H-17 sur la face. Les corrélations observées sur la fAce
sont H-29/H-19/H-8/H-18.

H-28.- . H-30
o 2(‘\ /=21
I | Flr-29
l\\l: iﬂ“ | |‘|I | H-19
H-3 | :
R i B\l J
e = H-19%exp/ u ls wff_—r H-§Ye ...‘../-?-‘-2‘
iy
I ® | .. I?,
‘gi
i ;
1-3/H-28 = ] )
: 1-30/11-} 7
& H-3/H-5 o
G - [ | T 1 g
s 4 |o ni-s/mksof
' )
i
oo i
1 I
Fai v| ® '
W = 0 ¥ B
— &Q [ Lk

Figure Il. 1. 3. 7. 5. NOESY du composé EP7

Toutes ces données spectrales, la valeur du powtatoire (p]p=+ 41, c = 1, CHG),
en plus de la comparaison avec les résultats diddeture B13, permettent de proposer
pour ce composé la structlzé-meéthylenecycloartanol(figure Il. 1. 3. 7. 6). Ce composé a

été isolé antérieurement d’'un nombre important pEess du genré&uphorbia comme
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E. guyoniangd23], E. retusa[25], E. bupleuroideg27], E. heteraden4294], E. peplug297]
etE. broterie[302.

31

-
%
=~
2

29

Figure Il. 1. 3. 7. 6. Structure du composé EP7 (24-méthamhecycloartanol)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposéP7 sont réunis dans
le tableau Il. 1. 3. 7.

Tableau II. 1. 3. 7. Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *°C
(125 MHz) du composé EP7 enregistrés dans CDLI

EP7

Position &y (ppm),m, J (H2) dc (ppm)
la 1,61 (AH,mM) 31,8
1b 1,30 (AH,mM)
2a 1,81 (1H,mM) 30,2
2b 1,61 (AH,mM)
3 3,32 (1Hdd, J=11,1-4,2) 78,8
4 - 40,3
5 1,36 (1HmM) 47,1
6a 1,63 (AH,mM) 21,1
6b 0,83 (1H,td, J=12,6-2,3)
7a 1,37 (1HmM) 26,0
7b 1,11 (AH,mM)
8 1,55 (A1Hdd, J= 12,3-4,6) 47,9
9 - 19,8
10 - 26,1
1lla 2,04 (1H,m) 26,3
11b 1,17 (AH,m)
12 1,68 (2Hm) 32,7
13 - 45,3
14 - 48,7
15 1,34 (2HmM) 35,5
16a 1,95 (AH,mM) 28,2
16b 1,35 (AH,mM)
17 1,65 (1HmM) 52,1
18 1,02 (3Hy) 18,0
19endo 0,61 (1Hd,J=4,1) 29,7
19exo 0,38 (1Hd,J=4,1)
20 1,44 (AHmM) 35,7
21 0,94 (3Hd,J=6,2) 18,3
22a 1,64 (AH,mM) 36,4
22b 1,18 (1H,mM)
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Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
23a 2,15 (1Hm) 24,9
23b 1,96 (AH,mM)

24 - 156,7
25 2,27 (1Hsept J=6,8) 33,7
26 1,09 (3Hd, J=6,8) 21,8
27 1,08 (3Hd, J=6,8) 21,9
28 1,02 (3Hy) 25,4
29 0,87 (3Hp) 13,9
30 0,96 (3Hg) 19,3
3la 4,77 (1H,sl) 105,9

31b 4,72 (1Hsl)

II. 1. 3. 8. Identification structurale du composéEP8

24-méthylenecycloartanone

Le composé&P8 purifié également sous forme d’'une poudre blarestenvisible sur
CCM aux longueurs d’'onde 254 et 366 nm. Il se elem marron aprés révélation par une

solution acide et chauffage a 100 °C.

438.3862 iy
|

424.3690

|
|

439.3911
fi
4403932
7

425.3741

. ‘/ ‘ 430,3804 436.3716 ‘

| |
TTTTT

4203734
b

450.3304
e

459,2;”8}%
T T T T ! I Bl B TT ‘ TT T I T ] LI S
400 4250 430.0 4350 440.0 4450 4500 4550

Ow||

Figure ll. 1. 3. 8. 1. Spectre de masse HR-EI-MS du compd&P8

Les données obtenues a partir du spectre de maase iésolution HR-EI-MS (figure
Il. 1. 3. 8. 1) de ce composé laissent présagéedarmule brute en £Hs00 d’'une masse
moléculaire de 438 uma. En effet, ce spectre monine pic d’ion moléculaire a
m/z= 438,3864M] " (calc. 438,3850).
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L'observation des spectres RMN et *C J-modulé de ce composé permet de le

positionner dans la classe des dérivés du 24-ngétagycloartane3[L]] par la présence des
groupements caractéristiques des compbB&&set EP7 déja élucidés.

Ces groupements caractéristiques sont repérédgmaycles A, B, C et D a (figure IL.
1.3.8.2et3):
= oy 1,09 (H-28), 1,16 (H-29), 1,05 (H-18) et 0,97 (B30) sous forme de
singulets. Le spectre HSQC permet de localiseslearbones &c 22,2 (C-28),
20,7 (C-29), 18,1 (C-18) et 19,4 (C-30).
= Le groupement 19-CHlu noyau cyclopropane est détect&,®,83 d, J = 4,2
Hz, H-19endqg et 0,62 ¢, J = 4,2 Hz, H-1%x0/4¢ 29,5.

.

HI-29)

H-30

H-
H- 27

= |- /M ot

m W e

__-H-18

H-21

=

Figure Il. 1. 3. 8. 2. Spectre RMN'H du composé EP8

Concernant la chaine latérale, ses groupementstéastiques se présentent comme
suit (figure 1. 1. 3. 8. 2 et 3) :
= Ou4,77 6l, H-31a) et 4,729|, H-31b)bc 105,9 pour le groupement 31-¢He la
double liaison exocycliqué*C=*'CH, dont le carbone quaternaire C-24 est
repéré ac156,7.
= Le proton H-25 résonne sous forme de septupdgt2a30 avec une constante de
couplagel = 6,8 Hz. Son carbone est localisé par I'expéadd8QC &¢ 33,7.
»  Pour les groupements méthyliques de cette chatéeale, le spectre RMRH
montre leurs signauxdy 0,96 @, J=6,0 Hz, H-21), 1,09 ¢, J = 6,9 Hz, H-26)
et 1,08 ¢, J = 6,9 Hz, H-27). L'analyse du spectre HSQC conduit a localiser
leurs carbones & 18,3 (C-21), 21,9 (C-26) et 21,8 (C-27).
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C-24

C-3 | | l | o

Groupements
méthyliques
5 g

Figure Il. 1. 3. 8. 3. Spectre RMN"*C J-modulé du composé EP8

L'absence du signal du proton H-3 sur le spectreNRM et I'apparition d’un pic de
carbone fortement déblindés3 216,8 sur le spectre RMNC (figure II. 1. 3. 8. 3), attribué
au carbone C-3 par la méme procédure utilisée powomposeEP5 (Cycloarténone),

attestent de la présence d’un carbonyle cétone&aCniveau du cycle A du compdsEs.

H-2a
H-2b H-25

e

Figure Il. 1. 3. 8. 4. Spectre RMN'H des protons H-2 du composé EP8

Comme pour le compodeP5, ces attributions sont confirmées une fois de phsle
déblindage observé pour les protons du groupemé&m,Z6y 2,76,td, J = 13,8-6,3 Hz, H-2a)
et 0y 2,37,dt, J = 13,9-3,3 Hz, H-2bje 37,5 (figure 1l. 1. 3. 8. 4), ainsi que pour leluame
guaternaire C-4 qui apparaitdog 50,2. Ces résonances vers les champs faibles sestal

leurs positions en du groupement cétone en C-3 (figures Il. 1. 3 &t 4).

La stéréochimie de ce composé est déterminée paplditation des corrélations
visualisées sur le spectre NOESY a partir des psote-19 (B-orientés) qui permettent
d’attribuer une configuratiofs pour les protons 29, H-8 et H-18. L'orientationa est
assignée aux protonsz#28, H-5, H-30 et H-17 (figure 1. 1. 3. 8. 5). Ces orientasosont
supportées par la valeur du pouvoir rotatoisgy(fF + 16,4, c = 0,4, CHG) [314].
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Figure Il. 1. 3. 8. 5. Corrélations NOESY du composé EP8

Toutes les données spectrales du compd¥ese sont avérées identiques a celles d’'un
cyclotriterpéne connu sous le nom2ieméthylénecycloartanondfigure Il. 1. 3. 8. 6) 315.
Ce composé qui montre une bonne activité anti-axtgda305, a été isolé
antérieurement a partir de quelques espéces de Bephorbiatelles queE. retusa[25] et
E. ebracteolatd316.

31

[

(7]
(=]

Z

2
E2
2

29

Figure Il. 1. 3. 8. 6. Structure du composé EP8 (24-méthgmecycloartanone)

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposd&P8 sont regroupés

dans le tableau Il. 1. 3. 8.

Tableau II. 1. 3. 8. Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *3C
(125 MHz) du composé EP8 enregistrés dans CDLCI

EP8

Position &y (ppm),m, J (H2) dc (ppm)
la 1,90 (1Htd, J=13,5-4,3) 33,5
1b 1,60 (1H,m)
2a 1,76 (1Htd, J=13,8-6,3) 37,5
2b 1,37 (1H,dt, J=13,9-3,3)
3 - 216,8
4 - 50,2
5 1,77 (AHdd, J= 12,3-4,4) 48,4
6a 1,63 (AH,mM) 21,5
6b 1,02 (AH,mM)
7a 1,45 (AH,mM) 25,8
7b 1,18 (AH,mM)
8 1,65 (1Hdd, J=8,1-3,2) 47,9
9 - 21,1
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Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
10 - 25,9
1la 2,10 (1H,m) 26,7
11b 1,24 (1H,dt, J=14,0-8,5)
12 1,73 (2HmM) 32,7
13 - 45,3
14 - 48,7
15 1,35 (2Hm) 35,5
16a 1,97 (AH,mM) 28,1
16b 1,35 (1H,mM)
17 1,67 (AHmM) 52,2
18 1,05 (3Hy) 18,1
19endo 0,83 (1H,d,J=4,2) 29,5
19exo 0,62 (1Hd,J=4,2)
20 1,47 (AHmM) 36,1
21 0,96 (3Hd,J=16,2) 18,3
22a 1,63 (1H,mM) 34,9

22b 1,20 (1H,m)
23a 2,19 (1H,ddd J = 15,0-10,9-4,1) 31,3
23b 1,95 (1H,m)

24 - 156,7
25 2,30 (1Hsept J = 6,8) 33,7
26 1,09 (3Hd, J=6,9) 21,9
27 1,08 (3Hd, J = 6,9) 21,8
28 1,09 (3HS) 22,2
29 1,16 (3Hs) 20,7
30 0,97 (3Hs) 19,4
31a 4,77 (1H,s)) 105,9

31b 4,72 (1Hsl)

II. 1. 3. 9. Identification structurale du composéP9
O

oy, ",

24-0x0-29-norcycloartanyl-2'€),4'(Z2)-hexadécadiénoate

Ce composé qui est purifié sous forme d’'une huitwlore montre sur CCM une tache
visible a 254 nm donnant une couleur marron apégglation par une solution acide et
chauffage a 100 °C.
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La formule brute de ce composé est déterminée, g, 03 par I'analyse du spectre de
masse ESI-MS (figure II. 1. 3. 9. 1) obtenu en mpdsitif. En effet, ce spectre montre la
présence d’'un pic d’ion pseudomoléculaima/a= 685,4 [M+Na] correspondant & une masse

moléculaire égale a 662 uma.

¢ [M+Na]™

6995 725
95 1020

B80S 6584
PR ) 8 oSS O e (N 1N I 0L 0 T N N 18 1 OO Ssp TI0 CS
fi 760

[ ]

Figure II. 1. 3. 9. 1. Spectre de masse ESI-MS domposé EP9

L’'appartenance de ce composé a la classe depériies de type cycloartane est déduite
par I'analyse du spectre RMN du proton (figurelll.3. 9. 2). En effet, il montre six signaux
s’intégrant 3H chacun dans la zone allant de O®y'a 1,10 ppm correspondant aux
groupements méthyliques, deux signaux fortementdbs résonant &, 0,56 d, J = 4,0 Hz)
et 0,33 ¢, J = 4,1 Hz) des deux protons non équivalents (Hed@oet H-19exg du noyau
cyclopropane et le signal du proton oxyméthine aarsstique de cette catégorie de composés
H-3 0y 4,50, td, J = 11,2-5,2 Hz). Son déblindage atteste d’'une aoyladu niveau du
carbone C-3.

Ces groupements sont accordés sur le spectre H8QEaebones C-18&¢ 15,9), C-21
(3¢ 18,3), C-26 §c 22,1), C-27 & 22,0), C-28 §c 15,3), C-30 §c 24,3), C-19 §c 27,5) et
C-3 ©c 80,4). Le déplacement chimique du carbone du gnomgmt oxyméthine 3-CHO

confirme sa substitution par un groupement éleatn@cteur (acyle).

[BE+07
F7E+07
Groupements méthvliaques

ﬂ “ | ” . F6E+07

|||II
’W'N \"‘—\. FSE+07
[4E+07
T . F3E+07

a5
‘ [[2E+07
H-19 F1E+07
u ||}\-l J h\ endo-exo
_,*WJ:._LLU L.J __L__L_hlwﬁ*.)_._w,ﬂ\»w N b, | P

Figure II. 1. 3. 9. 2. Spectre RMN'H du composé EP9
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La multiplicité observée pour le proton de ce gerapnt H-3 {d) ainsi que les valeurs
de constantes de couplage=(11,2-5,2 Hz) indiquent I'existence dans son viage de deux
protons en position axiale et un autre en pos#iguatoriale. Ceci est confirmé par analyse du
spectre COSY H-H (figure 1l. 1. 3. 9. 3) qui monttes taches de corrélation de ce proton
avec trois protons détectéessial,35, 1,09 et 1,19 attribués aux protons H-2a, HLbl-4
respectivement en tenant compte des corrélatiorSYCd®s protons H2 avec deux protons
géminés résonant &y 1,45 et 1,13 attribuables sans équivoque aux psotdnl. La
corrélation du proton H-4 avec un proton repérgd2 ppm sur le spectre COSY H-H permet
de le caractériser au proton H-5. Les protons nligigs 28-CH résonant a4 0,98 (,
J = 6,5 Hz) présentent a leur tour une tache detlaiion COSY avec le proton H-4 (figure
II. 1. 3. 9. 3). On note bien I'absence du deuxiémé&thyle angulaire lié au carbone C-4

observé pour tous les triterpenes déja identHieé$-EPS.

H-3
_ K

H-3/H-2b

_3/H 4=
M3H AT 13/M 24

Figure ll. 1. 3. 9. 3. Spectre COSY H-H du compodeP9

L’analyse conjointe des spectres RMN et **C, HMBC, HSQC et COSY H-H de ce
composeé a permis de localiser tous les protonarbboes des cycles A, B, C et D constituant

la partie cyclique triterpénique comme suit :

Uy,

A

Figure Il. 1. 3. 9. 4. Partie cyclique du composéfo

En ce qui concerne la chaine latérale de ce compmese protons et carbones sont

assignés en utilisant les mémes procédures d’'anatyscturale appliquées pour les composés
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EP6, EP7 et EP8. La difféerence observée pour ce composé résidicpiagrement dans la
disparition des signaux du groupement 31;€@He déblindage du carbone guaternaire C-24
résonant adc 215,3. Cette valeur de déplacement chimique irdit présence d’'un
carbonyle cétonique a cette position. Ceci conduitlentifier la génine du compo&9
comme étant 3-hydroxy-29-norcycloart-24-one (figrd. 3. 9. 5) B17].
O

£

Figure Il. 1. 3. 9. 5. Génine du composé EP9

;8]
B I“'u i i3
l

h u,_Jp o
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B0 73 70 6.3 6.0 53 3.0 45 7 B VA [ A 1
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Figure II. 1. 3. 9. 6. Spectres RMNH et **C du composé EP9

Une simple comparaison des spectres RMN du prdtaarbone (figure Il. 1. 3. 9. 6)
du composé&P9 avec ceux des compodeB2 et EP6 permet de caractériser le substituant lié
a la génine comme étant un acide gras insaturémegg une géométrieE2'4Z. Le nombre
de carbones de la chaine de cet acide gras estnigtede la méme maniere que pour les
deux autres acides gras déja identifiés, par Kemeades spectres RMNC et de masse

ESI-MS indiquant une formule brute egs8740-.

L’analyse conjointe des spectres HSQC, HMBC et C®BM conduit a localiser tous
les protons et carbones de ce substituant. CeKatdssont totalement identiques a ceux de
I'acide gras insaturé Ej,4'(2)-hexadécadiénoyle (figure Il. 1. 3. 9. 3.
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. . . : 15
6' 8' 10 12 14' 16'

Figure Il. 1. 3. 9. 7. Acide gras insaturé du comme EP9

A cette étape d’'analyse structurale du comp&$®, il reste a déterminer la
configuration des carbones chiraux en utilisanthm@ pour tous les triterpenes élucidés
précédemment, les valeurs des constantes de ceuplagi que les corrélations visualisées

sur le spectre NOESY. Cette analyse mene aisémenerter les substituants des carbones

asymetriques comme sulit :

Figure Il. 1. 3. 9. 8. Orientations des substituastdes carbones chiraux du composé EP9

Tous ces résultats spectraux accumulés et en jglua @aleur du pouvoir rotatoire
mesuré dans le chloroformex]f =+ 43,2, ¢ = 0,2) permettent d’identifier la struetule ce
composé ark4-oxo-29-norcycloartanyl-2'€),4'(Z)-hexadécadiénoatdfigure Il. 1. 3. 9. 9).
Les recherches bibliographiques réalisées concecettie structure indiquent que le composé

EP9 est un nouveau dérivé du 24-oxo0-29-norcycloartd-

@)

@ [l

=]

28

8' 10’ 12' 14' 16’

Figure Il. 1. 3. 9. 9. Structure du composé EP9 (2dxo0-29-norcycloartanyl-2'E),4'(2)-
hexadécadiénoate)
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Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposé=P9 sont réunis dans
le tableau Il. 1. 3. 9.

Tableau II. 1. 3. 9. Déplacements chimiques en RMM (500 MHz) et RMN *3C
(125 MHz) du composé EP9 enregistrés dans CDLCI

EP9

Position &y (ppm),m, J (Hz) dc (ppm)
la 1,45 (AH,mM) 34,5
1b 1,13 (AH,mM)
2a 1,35 (AH,mM) 32,3
2b 1,09 (AH,mM)
3 4,50 (1Htd, J=11,2-5,2) 80,4
4 1,19 (1HmM) 45,5
5 1,02 (1Hm) 42,9
6a 1,53 (1HmM) 24,2
6b 0,39 (1H,m)
7a 1,80 (A1H,m) 28,5
7b 1,15 (AH,m)
8 1,45 (AHmM) 46,7
9 - 23,5
10 - 30,0
11 1,87 (2HmM) 25,7
12 1,13 (2Hm) 35,1
13 - 45,0
14 - 49,0
15 1,49 (2Hm) 33,0
16a 1,83 (AH,mM) 27,1
16b 1,07 (AH,mM)
17 1,43 (AHmM) 53,4
18 0,58 (3Hy9) 15,9
19endo 0,56 (1H,d,J=4,0) 27,5
19exo 0,33(1H,d,J=4,1)
20 1,28 (AHmM) 35,9
21 0,80 (3Hd,J=16,5) 18,3
22a 1,44 (AH,mM) 34,8
22b 1,03 (AH,mM)
23 2,30 (2Hm) 37,2
24 - 215,3
25 2,62 (1HseptJ=6,8) 41,3
26 1,10 (3Hd, J=6,8) 22,1
27 1,11 (3Hd, J=6,7) 22,0
28 0,98 (3Hd, J=6,5) 15,3
30 0,75 (3Hyg) 24,3
1 - 169,0
2' 5,90 (1Hd, J=15,2) 122,0
3 7,55 (1Hdd, J= 15,2-12,3) 139,1
4' 6,35 (1Ht, J=12,3) 126,3
5' 5,85 (1HmM) 141,6
6' 2,30 (2Hm) 27,8
7 1,33 (2HM) 31,3
8 1,33 (2HM) 28,1
9 1,33 (2HM) 28,1
10 1,33 (2Hm) 28,1
171 1,33 (2Hm) 28,5
12' 1,33 (2Hm) 28,3
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Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
13 1,33 (2Hm) 28,1
14 1,40 (2Hm) 28,1
15 1,40 (2Hm) 22,8
16' 0,94 (3Ht,J=6,5) 14,0

[I. 1. 3. 10. Identification structurale du composéP10

Cycloeucalénol

Le composé&P10isolé sous forme d’'une poudre blanche est invisiblamiere UV
(254 et 366 nm). Il se colore en marron aprés aé#l par une solution acide et chauffage a
100 °C.

Le spectre de masse ESI-MS de ce composeé (figufie 8. 10. 1) enregistré en mode
positif montre un pic d’ion pseudomoléculairemdz = 449,5[M+Na]*, soit une masse

moléculaire M = 426 uma correspondant a une forruée en GoHsO.

inlens
%
X102

e 4495 [MH+Na| ™

326 .4
.'l —. s . — . el . i i

?ﬂﬂ 400 600 800 1000 52'31} mz

Figure Il. 1. 3. 10. 1. Spectre de masse ESI-MS du compdsE10

Les spectres RMNH et *C de ce composé montrent une grande ressemblagece av
ceux du composé préceddaP9 notamment au niveau de la génine. En effet, letepe
RMN H révéle six signaux d'intégration 3H chacun, ddmszone du champ fort, se

répartissant en quatre sous forme de doubletsuat stmis forme de singulets, témoignant de
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la substitution du cycle A en position C-4 par wulsgroupement CiHcomme pour le

composé&P9.

Cette constatation est en parfait accord avecéssltats obtenus par le spectre RMN
13C J-modulé (figure II. 1. 3. 10. 2) qui exhibe six gpements méthyliques, 12 groupements

CH,, sept méthines et cing carbones quaternaires.

CH:2 et Cq

\ i

CH CH:

T T T T T d T
140 120 100 80 60 40 20

Figure II. 1. 3. 10. 2. Spectre RMN-*C J-modulé du composé EP10

Le spectre RMNH (figure 1I. 1. 3. 10. 3) indique aussi la présemte deux signaux
doublets fortement blindés typiques de deux protoms equivalents d'un noyau
cyclopropane résonantég 0,60 @, J = 4,1 Hz, H-1%nd9g et 0,31 ¢, J = 4,1 Hz, H-1%Xx0,
ainsi que deux d'autres signaux déblindés sousdatensingulets larges attribués aux protons
éthyléniques H-31a5 4,56) et H-31b gy 4,52) de la double liaison exocycligt€=>"CH,.

Le proton H-25 de la chaine latérale est repéig &,07 sous forme de septuplet d’'une

constante de couplage= 6,8 Hz.

Groupements méthyliques ___

H-30a ‘
H-30b s fM}’M w\ .
I T VLt ﬁ

;S . SO 74,#‘"\

KL H-19
endo exo

T

M

s ; ; . = s . , .
s a5 alo 3’5 ann 2's 2.0 1% 1o

Figure Il. 1. 3. 10. 3. Spectre RMN'H du composé EP10

Le spectre HSQC du compodeP10 permet de localiser les carbones de ces
groupements caractéristiqueds27,4 (C-19), 33,7 (C-25) et 105,8 (C-31).
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Le proton oxymeéthine de ce squelette cycloterpéniui apparait &, 3,05 sous forme
de triplet de doublets)(= 11,6-5,2 Hz) est accordé sur le spectre HSQQiawsortant a
dc 76,5 (C-3) (figure 1. 1. 3. 10. 4) témoignant deupart de sa substitution par un hydroxyle

libre et, d’autre part confirmant la présence dsenl méthyle en position C-4.

C-30
C-24 ‘

C-25

C-3 Groupements
méthyliques

160 140 120 180 80 80 £ 20

Figure II. 1. 3. 10. 4. Spectre RMN-*C J-modulé du composé EP10

Comme pour le composé décrit precédemntd?®, I'analyse conjointe des spectres
COSY H-H, HSQC, HMBC et NOESY permet de réalisertés les attributions des protons
et carbones du compo&P10 La comparaison de ces attributions avec les dmnaé la
littérature B19 et la valeur du pouvoir rotatoire mesuré dansheroforme (f]p =+ 44,8,
¢ = 0,5) indiquent la présence d’une structure gersous le nor€ycloeucalénol(figure 1.
1.3.10.5).

31

—
£

w
=]

i3
42 H
A
28

Figure Il. 1. 3. 10. 5. Structure du composé EP10 (Cycloealénol)

Ce composaui est connu par son activité spasmolytigB2(], est présent dans la
composition chimique d’'un nombre considérables mBess du genrdcuphorbia dont
E. guyoniang 23], E. retusa[25], E. bupleuroided27], E. heteradend234] et E. broterie
[302.

Les déplacements chimiques des protons et carbdme®mposéEP10 sont donnés
dans le tableau Il. 1. 3. 10.
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Tableau II. 1. 3. 10. Déplacements chimiques en RMM (500 MHz) et RMN *°C
(125 MHz) du composé EP10 enregistrés dans CRCI

EP10

Position &y (ppm),m, J (Hz) dc (ppm)
la 1,40 (1H,mM) 30,8
1b 1,11 (AH,mM)
2a 1,85 (1H,mM) 34,8
2b 1,27 (AH,mM)
3 3,05 (1H{d, J=11,6-5,2) 76,5
4 1,03 (1HmM) 44,6
5 1,05 (AHm) 43,3
6a 1,50 (AH,m) 24,4
6b 0,40 (1H,m)
7a 1,76 (AH,mM) 28,1
7b 1,15 (AH,m)
8 1,44 (1Hdd, J=8,1-3,2) 46,8
9 - 23,4
10 - 29,5
11 1,86 (2HmM) 25,5
12 1,16 (2HmM) 35,3
13 - 45,3
14 - 48,9
15 1,47 (2Hm) 32,9
16a 1,85 (1H,mM) 26,9
16b 1,04 (AH,mM)
17 1,46 (AHmM) 52,2
18 0,82 (3Hp) 17,8
19endo 0,60 (1H,d,J=4,1) 27,4
19exo 0,31(1Hd,J=4,1)
20 1,27 (AHmM) 36,1
21 0,75 (3Hd, J=6,6) 18,7
22a 1,42 (1HmM) 35,0
22b 1,01 (AH,mM)
23a 1,98 (1H,m) 31,3
23b 1,71 (AH,mM)
24 - 156,9
25 2,07 (1Hsept J=6,8) 33,7
26 0,88 (3Hd, J=16,8) 21,7
27 0,86 (3Hd, J=16,8) 22,0
28 0,84 (3Hd,J=6,5) 14,4
30 0,72 (3Hyg) 19,1
3la 4,56 (1H,sl) 105,8
31b 4,52 (1H,sl)
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[I. 1. 3. 11. Identification structurale du composé=P11

Obtusifoliol

Il présente les mémes caractéres que le composédertEP10. En effet, il est isolé
sous forme d’'une poudre blanche soluble dans teafdrme et donne une tache invisible a la

lumiére UV (254 et 366) qui se révele en marronyper solution acide et chauffage a 100 °C.

Intens. ]

x105-

5 4194 [M+Na]™*

207

1.5

1.0

05; 326.4

111 W——— el l‘,*-é-ﬂ--*JvLH-. I A MP—
200 400 600 800 1000 1200 Mz

Figure ll. 1. 3. 11. 1. Spectre de masse ESI-MS du compdsE11
Le spectre de masse ESI-MS (figure 1l. 1. 3. 11dd)ce composé obtenu en mode
positif indique la présence d'un pic d’ion pseudtécalaire am/z = 449,4 [M+Na]”
traduisant comme pour le compdsB10 une masse moléculaire de 426 uma et une formule

brute en GoHs500. Les deux composés10etEP11sont des isomeres.

Groupements méthyligues ,;__{__ ——

|
I £ Ex MMMJ j Mu

B

T
3.0

Figure Il. 1. 3. 11. 2. Spectre RMN'H du composé EP11
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Le spectre RMNH (figure II. 1. 3. 11. 2) de ce composé montréretaent 'absence
du noyau cyclopropane rencontré dans les structlge tous les composés décrits
préecédemment par la disparition des deux signaindésd des protons }19 observés

habituellement sous forme de doublets entre 0027ebpm.

L’élucidation structurale de ce composé est debhutgmme pour le compogeP9, par
les couplages scalaires observés sur le spectrer GO (figure 1l. 1. 3. 11. 3) du proton
oxyméthine H-3 localisé & 2,97. Ce proton fait partie du systéme de spi@H—>CH—
3CH-"CH-"CH-°CH,—'CH,—. Ces couplages permettent de déterminer les apknts
chimiques des protons de I'enchainement-1Hoy 1,40-1,14 m)/Hx>-2 (64 1,39-1,05m)/H-3
(01 2,97,td, J = 11,4-5,4 Hz)/H-4&, 1,14, m)/H-5 (04 0,81, m)/H2-6 (6n 1,61-1,09,m)/H,-7
(6u11,77-1,20m).

= H-3/H-21
H-2b g 4-< H-3/H-4
2a_——= H-3/H-24

geR

Figure ll. 1. 3. 11. 3. Spectre COSY H-H du composé EP11

A partir de ces corrélations, il est a conclurd$ence de I'un des deux groupements
méthyliques en position C-4, ainsi que la présatige carbone quaternaire a la position C-8

du fait de I'absence de couplage des protons Bvec d’autres protons.

Les carbones de ces groupements sont localisdexyaérience HSQC (figure 1l. 1. 3.
11. 4) asé¢ 35,5 (C-1), 31,0 (C-2), 76,5 (C-3), 39,2 (C-4),41C-5), 20,7 (C-6) et 28,2
(C-7). La valeur du déplacement chimique du carb@f&indique clairement sa substitution

par un hydroxyle libre comme dans le cas de sanéseEP10.
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H-3/C-3
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Figure ll. 1. 3. 11. 4. Spectre HSQC du composé EP11

Le méthyle attaché au carbone C-4 est localisg @,84 d, J = 6,3 Hz) suite aux

corrélations gu'il présente sur le spectre HMBCcales carbones C-3, C-4 et C-5 (figure II.

1.3.11.5).

Figure Il. 1. 3. 11. 5. Corrélations HMBC du groupement 28CH3; du composé EP11

Le carbone C-1 correle en HMBC (figure II. 1. 3.. ) avec les protons d'un

groupement méthylique résonantég 0,836¢ 18,7) attribué au méthyle 19-GH_es protons

de ce dernier présente des taches de corrélatignéodistance avec le carbone méthine CH-5

(6c 47,0) et deux autres carbones quaternaires C-9-Hd €@pérés &c 134,4 et 36,5

respectivement. Ceci conduit a la fermeture dekesyk et B de ce composé.

~H-19
| ‘
| }“ (R
U
) A
1 J \
Ll H-3 S M’”{\”“*”A‘"’ ‘""‘m‘ Nl
E Ry
= . Rt
Cc-3 H-19/C-5 H-19/C-10
C-9 7 TR e ‘
H-19/C-97 _
. rea
1 e = & "= - ="t P J 180
so L 40 as ip 25 20 1.5 _7‘I:‘ 4075 e

Figure Il. 1. 3. 11. 6. Spectre HMBC montrant la fermeturedes cycles A et B

du composé EP11
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Le déplacement chimique du carbone C-9 lui offre nature oléfinique témoignant de
I'existence d’'une double liaison endocycligue. losiion de cette double liaison est localisée
entre les carboné€="C par les corrélations visualisées sur le speck®€ (figure Il. 1. 3.
11. 7) d'une part, entre les protons meéthylenes’ Het les carbones quaternaires C-8
(6c 133,6), C-9 §c 134,4) et C-144¢ 48,9), et d'autre part, entre les protons méethgsju
résonant asy 0,73, ), qui ne peuvent étre que les protons du groupe®@CH;, et les
carbones C-8, C-14. Les protong-30 couplent aussi avec les carbones détecie<l4,6 et
30,8 attribuables clairement aux carbones C-13 €C)15 (CH).

H-29 ‘
H-7_| ,‘h Al
| ‘\{!\“,‘..;HJ s | \"lq;l L
_\ S s A Wi et LT
——— 15 S
%’7 -H-7/C-6 — A W
= # - H-7/C-517 1> G o
— > H-7/C-14=__ % b N
E - T gt e e "
j H-29/C-147 - H-39/C-13]
dal s T o
. ) H-29/C-8 |,
c-5 ] H7/C8__
i T a0
H-7/C-9"
180
E me o - i
50 a5 40 s 0 s 20 1.5 10 os (-0

Figure Il. 1. 3. 11. 7. Spectre HMBC indiquant la positiorde la double liaison
du composé EP11

La partie restante du squelette de ce composaestifiée de la méme maniere que

pour les composés décrits précédemment par I'amalysjointe des spectres HSQC, HMBC,
COSY H-H et NOESY. Ceci conduit a localiser tous peotons et carbones non attribués du
composéEP11 a savoir les autres groupements méthyliques,; 8,66, S)/6c 15,7 (18-CH),
(061 0,78,d,J = 6,5 Hz)6c 18,2 (21-CH), (614 0,88,d, J = 6,7 Hz)bc 21,9 (26-CH) et (0 0,86,
d, J = 6,7 Hz)b¢c 18,2 (21-CH). Les groupements caractéristiques de la chatgeala sont
localisés a &y 4,55-4,52,sl)/6¢c 105,9 (24-CH), d¢c 156,9 (C-24) etdy 2,08, sept J = 6,7
Hz)/5¢c 33,8 (25-CH).

De méme pour ce composé, la configuration desrdifté substituants est établie par
'analyse des corrélations observées sur le spe®ESY. En effet, ces corrélations
permettent d’orienter, a partir du proton Heldfienté), les protons 428, H-5, B-30, H-17
et Hz-21 sur la face: et les protons H-4, 19 et H-18 sur la fac@ (figure Il. 1. 3. 11. 8). La
valeur du pouvoir rotatoire mesuré dans le chlorof égale ad]p = + 71,2 (c = 0,80)
apporte la confirmation de ces orientations comhmglitiue les données de la littérature
([a]p=+ 73, c =1, CHG) [302.
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Figure Il. 1. 3. 11. 8. Corrélations NOESY du composé EP11

Les résultats spectraux du comp&$€L1 sont en parfait accord avec ceux cités dans la
littérature B0 pour le triterpen®btusifoliol (figure 1l. 1. 3. 11. 9).

31
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Figure Il. 1. 3. 11. 9. Structure du composé EP11 (Obtusifiol)

Ce composé est trés répandu dans le génphorbiaet a été identifié dans plusieurs
espéeces a savolt. guyoniang 23], E. retusa[25], E. bupleuroideq27], E. broterie[302,
E. peplugd308, E. obtusifolia[32]] et E. chamaesyci322.

Les déplacements chimiques des protons et carlsbnesmposé&P11 sont rassemblés
dans le tableau II. 1. 3. 11.

Tableau II. 1. 3. 11. Déplacements chimiques en RMM (500 MHz) et RMN *°C
(125 MHz) du composé EP11 enregistrés dans CDRCI

EP11

Position &y (ppm),m, J (Hz) dc (ppm)
la 1,40 (AH,m) 35,3
1b 1,14 (AH,mM)
2a 1,39 (AH,mM) 31,0
2b 1,05 (A1H,m)
3 2,97 (1H{d, J=11,4-5,4) 76,5
4 1,17 (AHm) 39,2
5 0,81 (1HmM) 47,0
6a 1,61 (1HmM) 20,7
6b 1,09 (1H,mM)

[ 327 |




Chapitre 1l Etudes phytochimiques

Partie Il
Position &y (ppm), m, J (Hz) dc (ppm)
7a 1,77 (AH,mM) 28,2
7b 1,10 (AH,mM)
8 - 133,6
9 - 134,4
10 - 36,5
1lla 1,91 (AH,mM) 21,7
11b 1,84 (1H,mM)
12 1,51 (2Hm) 24,7
13 - 44,6
14 - 48,9
15 1,52 (2Hm) 30,8
16a 1,98 (AH,mM) 31,1
16b 1,41 (AH,mM)
17 1,36 (AHmM) 50,4
18 0,56 (3Hy9) 15,7
19 0,83 (3H,9) 18,7
20 1,25 (1Hm) 36,1
21 0,78 (3Hd, J=6,5) 18,2
22a 1,42 (1H,m) 34,8
22b 0,98 (1H,m)
23a 1,98 (AH,mM) 31,3
23b 1,68 (1H,mM)
24 - 156,9
25 2,08 (1HseptJ=6,7) 33,8
26 0,88 (3Hd,J=16,7) 21,9
27 0,86 (3Hd,J=16,7) 22,0
28 0,84 (3Hd,J=6,3) 15,0
29 0,73 (3Hy) 24,4
30a 4,55 (1H,sl) 105,9

30b 4,52 (1H,sl)

II. 1. 3. 12. Identification structurale des compoés EP12 et EP13

B-sitostérol Daucostérol

Les CCM de ces composés, qui sont isolés sous fofome poudre blanche pour
EP12 et cristaux blancs pouEP13, montrent une ressemblance totale avec celles des
composes HS27 (B-sitostérol) et HS28 (Daucostérol) isolés de la premiere plante

(H. sessilifloruny.
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Cette similitude est remarquée aussi au niveausgestres RMN'H et **C de ces
composés confirmant qu'on est en présence des gibBydis p-sitostérol (EP12) et
Daucostérol (EP13) qui ont été isolés antérieurement d’'un nombreoirigmt d’espéces du
genreEuphorbiacommeE. guyoniangd 23], E. bupleuroide$27], E. broterie[307, E. peplus
[309, E. kansui323, E. quinquecostatf324]...etc.

[I. 1. 3. 13. Identification structurale du composé&P14
O OCHj;

HO OH

OH
Méthyl gallate

Ce composé qui est isolé sous forme de cristauxomanontre une tache visible a
lumiére UV a 254 nm et se révele en bleu par pidaton d’'une solution acide et chauffage
a 100 °C.

as0. v

200 300 T a0o 500 Tz

Figure ll. 1. 3. 13. 1. Spectre de masse E™MS du composé EP14

Le spectre de masse ESI-MS (Figure 11. 1. 3. 13lulgompos&P14 présente un pic
d’ion pseudomoléculaire a m/z = 207,1 [M+Najoit une masse moléculaire égale a 184 uma
correspondant a une formule brute ehl£Ds.

FE+08

F1E+08

[BE+07

[BE+07

F4E+07

[F2E+07

3 z -2E+07

Figure Il. 1. 3. 13. 2. Spectre RMN'H du composé EP14
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Le nombre et la nature des protons et carbones\@sseur les spectres RMM et
13C de ce composé traduisent clairement sa natuneophée. En effet, le spectre RMNH
(Figure 1. 1. 3. 13. 2) révele I'existence de deignaux singulets résonanta3,83 et 7,06

d’intégration 3H pour le signal blindé et 2H poersignal déblindé.

Ces données témoignent de la présence d’'un grouppenethoxyle et deux protons
aromatiques symétriques. Par ailleurs, le spedilel R°C (Figure 1. 1. 3. 13. 3) donne plus
d’'informations sur la structure de ce composé emtraat les signaux correspondant a un
groupement CkD a 8¢ 50,8,deux groupements CHd& 108,6 et cing carbones quaternaires ,
parmi eux : trois oxygénésdg 138,3 et 145,1 et un carbonylé£167,6.

Ces résultats montrent une grande ressemblance lasedonnées spectrales du
composéHS25isolé de la plantél. sessiliflorumindiquant 'appartenance du compds@l14

a la classe des dérivés de I'acide gallique.

-108.61

145,10

-16761
-120;

+138.35

S
-

T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 S0 80 70O 60 50 40

Figure Il. 1. 3. 13. 3. Spectre RMN-*C du composé EP14

Pour bien préciser de quel dérivé il s'agit, lecspe HMBC (Figure 1. 1. 3. 13. 4)
permet de localiser la position du groupement métleo5 3,836¢ 50,8) par les corrélations

H/C de ses protons avec le carbone C-7 porteun thnttion carbonyle ester.

7-OCH3
H-2/H-6 |

==" O s OCH;

7-OCH3|

C-2/C-6 | 6 H-2,H-6/C-2,C-6 Z Q'
0 H-2,H-6/C-1 EZ HO 3 OH

C-1—

Cc-4-] §H 2.H 6/C-4

1 0 H-2,H-6/C-3,C-5 L
C-3/C-5 » K 150

OH

8 7-0CH3/C-7

C-7— 6 H2H-6/C-7

Figure ll. 1. 3. 13. 4. Spectre HMBC du composé EP14
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Les autres corrélations observées sur ce specigar¢rll. 1. 3. 13. 4) suggérent

I'existence d'un dérivé méthylé de I'acide galligpar les couplages des protons H-2/H-6
(64 7,06,9)/(6c 108,5) avec les carbones Cét 120,0), C-3/C-5d:145,1), C-4 §c1 38,3) et
C-7 0c167,2). L’absence d’autres corrélations avec lesatees C-3, C-4 et C-5 confirme la

présence des groupements hydroxyles libres dansoségons.

Toutes ces données spectrales et la comparaisancalles de la littérature3pg
permettent d’identifier le compo$€P14 a un dérivé méthylé de I'acide gallique connu sous
le nom Méthyl gallate (Figure II. 1. 3. 13. 5). Ce composé phénoliqueitéa isolé
antérieurement de plusieurs especes du g&mghorbia telles queE. stracheyi[126],

E. helioscopid32€], E. teheranicd327], E. supina[328, E. fischeriangd 329, E. pekinensis

Os_; OCH;

OH
Figure Il. 1. 3. 13. 5. Structure du composé EP14 (Méthgallate)

Le méthyl gallate est connu essentiellement parastigités anti-oxydante3B1] et
antivirale B32, comme il posséde aussi d’'autres activités ist@antes telles que anti-HIV
[333 et antitumorale334].

Les déplacements chimiques des protons et carlsbnesmpos&P14 sont réunis dans
le tableau Il. 1. 3. 12.

Tableau II. 1. 3. 12.Déplacements chimiques en RMNH (500 MHz) et RMN *°C
(125 MHz) du composé EP14 enregistrés dans @DD

EP14
Position &y (ppm), m, J (H2) dc (ppm)
- 120,0
7,06 (1Hys) 108,5
- 145,1
- 138,3
- 145,1
7,06 (1HyS) 108,5
- 167,2
-OMe 3,83 (3H,9) 50,8

N~NooaabhwN ek

[ 331 |




Etudes phytochimiques

Chapitre 111
Partie Il

[I. 1. 3. 14. Identification structurale du composéP15

o CH,
HO OH
OH
oL P OH
OH
HO

Phloroacétophénone 49-g-D-glucopyranoside

Le composé&P15obtenu sous forme d’une poudre marron soluble amsthanol est
visible a la lumiére UV a 254 nm. Il se révele earran aprés pulvérisation de sa CCM par

une solution acide et chauffage a 100 °C.

100 3832785 [M+NaJ*

354 2278
1280820 a9 caa 2089878 2510151 2057058 aa.mpet 2012047 [BATET ag7 10ey
A L R L Uiy LA Lo Lt Bt p i B e B S L LR B Lo R L R AR L LD LA LR Ry ARty H11rd
140 180 180 200 20 M40 260 280 300 0 M0 30 MO 400
Minisum: i BS
Maximuom: a 50.
Mazs Calc. Mass mia EPM OEE 1-FIT ormala
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Figure Il. 1. 3. 14. 1. Spectre HR-ESI-MS du comp@sEP15

Le spectre de masse effectué en haute résoluticESIRVMS (Figure 1l. 1. 3. 14. 1) du
compos€EP15 permet d’obtenir une formule brute en d:509 par I'observation de I'ion
pseudomoléculaire m/z= 353,2765 [M+Na] (cal. 353,2684 ; GH1s0¢Na). Ceci correspond

a une masse moléculaire de 330 uma.
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Figure II. 1. 3. 14. 2. Spectre RMNH du composé EP15
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Les résonances qui apparaissent sur le spectre BM(Figure II. 1. 3. 14. 2) de ce
composé offrent a sa structure moléculaire un taraghénolique, avec la présence d'une

unité osidique.
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Figure II. 1. 3. 14. 3. Spectre RMNC du composé EP15
La nature phénoligue du compoB#15 est confirmée par les données tirées des
spectres RMN?C et HSQC (Figures Il. 1. 3. 14. 3 et 4) qui mdteem évidence I'existence

de cing carbones quaternaires se répartissant tartement déblindé attribué a un carbonyle
cétonique résonantd 203,9, trois oxygénés sortand@l63,7 et 164,1 et le dernier carbone
quaternaire de ce composé localisé 405,7, ainsi que deux groupements CH)(sfisonant
a6c94,8.
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Figure Il. 1. 3. 14. 4. Spectre HSQC du composé EP1
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La présence des carbones avec le méme déplacehiengue conduit a suggérer la
présence d'une opération de symétrie pour cettetane. Ceci est remarqué aussi sur le
spectre RMN'H (Figure 1. 1. 3. 14. 2) ou le signal singuletrtaat a8y 6,10 indique

I'existence de deux protons dans un environnentantique identique.
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La construction de ce squelette est réalisée ar pdes informations obtenues
précédemment et confirmée par les corrélations éti€ervées sur le spectre HMBC. La
valeur du déplacement chimique des carbones degp@ments CHd: 94,8) implique une
positionortho di-oxygéné pour ces groupements et laisse préegagerle noyau aromatique

du composé&P15Ia structure suivante (Figure Il. 1. 3. 14. 5) :

Figure Il. 1. 3. 14. 5. Position des protons aromajues du composé EP15

Cette proposition se trouve en parfait accord aescdonnées du spectre HMBC
(Figure II. 1. 3. 14. 6) qui montre les corrélagaes protons H-3/H-5 6,10,s) avec les
carbones oxygéneés C-2/Cd(164,1) et C-43c 163,7), ainsi qu'avec les carbones résonant a

0c 105,7 attribué au carbone C-1.

H-3/H-5
gl N

C3/CS5 | = # H 3H 5/C3,C5 e

[F100

romy ® H3,H5/C1 »

130

[1is0

C4 gH-3:H-5/C-4 . Fe0

C-2/C6 H 3,H 5/C2,C6 Lo
SI,S 6‘,4 6',3 EIZ 6'1 EIQ SIQ Slﬁ SI7 5'5 5'5 5"1 5‘3 5'2 5‘] 5'0 ’1‘9 'Ilﬂ 4.7

Figure Il. 1. 3. 14. 6. Spectre HMBC de la partie mmatique du composé EP15

L'autre extrémité du spectre RMNH révéle la présence d'un signal singulet
d’intégration 3H sortant a 2,63 ppm accordé suspectre HSQC a un carbone résonant a
31,6 ppm attribué a un groupement méthyle.

Le déblindage remarqué de ce groupement meéthyimgigue son attachement a un
groupement électro-attracteur. Ceci est démontréepacorrélations visualisées sur le spectre
HMBC (Figure 1. 1. 3. 14. 7) entre les protons hydiues et le carbonyle résonant a
d¢c 203,9 attribué au carbone C-7. Les protons de mepgment 8-Ckicorrélent aussi avec le

carbone aromatique quaternaire C-1 déja identifié.
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Ces attributions permettent de positionner le caBd’15 dans la classe des dérivés

d’acétophénone et plus précisément celles du pidétophénone3pg.

H3/HS5 H-8
_J _/ / N l.lk ‘ui)l‘hdh, Ji
c-8 [ed
Fa0
| oo O
| .. L . "2?7‘/
C3/CS - H-8/C-1
ci1—| @ .
Cc4 . [
c2ce| * ¢ “ O
Lis0 g(’?Z/
H-8/C7
pp R 200

Figure ll. 1. 3. 14. 7. Spectre HMBC des protons ntieyliques du composé EP15

Le nombre de signaux restant sur le spectre RMNlans la zone allant de 3,2 &4 5,0
ppm ainsi que sur les spectres RME et HSQC & partir de 60 jusqu'a 100 ppm indigleent
présence d’'un hexose dont 'anomere est locals&d05 d, J = 7,4 Hz, H-1"/§c 99,7).

Comme pour tous les composés glycosylés élucidéstdemment, I'exploitation du
spectre COSY H-H conduit a lidentification des fomms de cet hexose constituant
'enchainement H-1'/H-2'o( 3,45, t, J = 7,4 Hz)/H-3' {4 3,48, m)/H-4' (64 3,42, t,

J = 7,3 Hz)/H-5' &y 3,47, m)/H-6'a Oy 3,93,dd, J = 12,1-2,1 Hz) et H-6'bd( 3,74, dd,
J=12,1-5,3 Hz) (Figure II. 1. 3. 14. 8).
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Figure II. 1. 3. 14. 8. Spectre RMNH des protons osidiques du composé EP15

A partir de ces résultats et de la valeudgen.» = 7,4 Hz, I'hexose de ce composé est
identifié aup-D-glucose. Ses carbones sont repérés (Figure B. 14. 9) par I'analyse du
spectre HSQC (tableau Il. 1. 3. 13).
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Figure II. 1. 3. 14. 9. Spectre RMN*C du composé EP15

La symétrie attribuée précédemment pour le sqeektétophénone de ce composé
permet de lier le glucose au carbone oxygéné Cedpdnt de branchement est confirmé par
la corrélation observée sur le spectre HMBC (Fidurg. 3. 14. 10) entre H-1'/C-4. Alors que
'absence d'autres corrélations avec les carbonegémés C-2 et C-6 indique leur

substitution par des groupements hydroxyles libres.

II-3/1015 H

,-)ﬂ
| YJ \“'
.I

C-4] # e H 1/C4
Cc-6

Figure II. 1. 3. 14. 10. Spectre HMBC montrant I'atachement du glucose du
composé EP15

Toutes ces données spectrales du comRE5 la valeur du pouvoir rotatoire
([a]p=+ 23, c = 1,2, MeOH) et la comparaison avec sealela litérature336 indiquent que
EP15est identique a celles dthloroacétophénone 49-$-D-glucopyranoside(Figure II. 1.
3. 14. 11). Ce phénol glucosylé montrant une aétiantinépatotoxique3p7] a été isolé
antérieurement de I'espeEe aucherii[33§.
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Figure Il. 1. 3. 14. 11. Structure du composé EP1®hloroacétophénone 49-p-D-
glucopyranoside).

Les déplacements chimiques des protons et carboliescomposéEP15 sont
mentionnés dans le tableau Il 1. 3. 13.

Tableau II. 1. 3. 13.Déplacements chimiques en RMNH (500 MHz) et RMN *°C
(125 MHz) du composé EP15 enregistrés dans @DD

EP15

Position ou (ppm), m, J (Hz) oc (ppm)
1 - 105,7
2 - 164,1
3 6,10 (1Hy) 94,8
4 - 163,7
5 6,10 (1Hy) 94,8
6 - 164,1
7 - 203,9
8 2,63 (3Hy) 31,6
1 4,95 (1Hd,J=7,4) 99,7
2' 3,45 (1Ht,J=7,4) 73,2
3 3,48 (1HmM) 76,8
4 3,42 (1Ht,3=17,3) 69,7
5' 3,47 (1HmM) 76,7
6'a 3,93 (1H,dd, J=12,1-2,1) 60,9
6'b 3,74 (1H,dd, J=12,1-5,3)

Il. 2. Conclusion

Afin d’accéder a la composition chimique de I'esp@dgérienneEuphorbia pterococca
Brot. qui appartient a la famille Euphorbiaceaee étude phytochimique a été menée sur
I'extrait acétonique de la plante entiere. En effette derniére est connue pour son utilisation
en médecine traditionnelle au niveau de la régemAlures pour traiter les verrues et extirper
les épines.

Au cour de cette investigatiod5 métabolites secondaires dont quatre possedent de
structures nouvelles, ont été isolés et caractqsd la mise a contribution de différentes
techniques chromatographiques (VLC, CC et CCE)pettsoscopiques (RMNH et *°C,
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COSY H-H, HSQC, HMBC, NOESY, HR-ESI-MS, ESI-MS, HR-MS, UV et [o]p), ainsi
gue la comparaison avec les données de la littératu
Les composés issus de cette étude sont identdiéme étant :

» Quatre nouvelles structures triterpéniques : cyttogl-2'E),4'(E)-
décadiénoatecycloartényl-2'E),4'(Z)-décadiénoate24-methylenecycloartanyl-
2'(E),4'(@0)-tétradécadiénoate et 24-oxo0-29-norcycloartar(#)'(2)-hexadéca-
diénoate.

~
/\/\/\/\)J\O 9 |
(EP1) Cycloartényl-2¥),4'(E)-décadiénoate (EP2) Cycloartényl-2¥),4'(2)-décadiénoate

(@]

(EP6) 24-méthylénecycloartanyl-},4'(2)- (EP9) 24-ox0-29-norcycloartanyl<E),4'(2)-
tétradécadiénoate hexadécadiénoate

> Sept structures triterpéniques tétracycliques.

(EP3) (EP4) (EP5)
Cycloartényl acétate Cycloarténol Cycloarténone

‘n,

(EP7) (EP8) (EP10)
24-méthylénecycloartanol 24-méthylenecycloartanone Cycloeucalénol
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(EP11) Obtusifoliol

» Deux stérols.

OH
(EP12) B-sitostérol (EP13)Daucostérol
» Deux composés phénoliques.
Os__CHs
Os__OCH,
HO OH
OH
HO OH
Oo_ o
OH \@é&%}*
HO
(EP14) (EP15)
Méthyl gallate Phloroacétophénone@-3-D-glucopyranoside

Les résultats présentés dans ce travail complétenk déja réalisés dans notre
laboratoire sur certaines espéces du gé&ughorbiatelles queE. guyoniana, E. retusat
E. bupleuroidesCette étude a montré une fois de plus que lesgghes tétracycliques de
type cycloartane sont la classe de métabolitesnsed®@s la plus répandue dans le genre

Euphorbia Ces composés sont considérés comme des margueonistaxonomiques pour

ce genre.
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Conclusion générale

La flore Algérienne fait partie des flores les plushes au monde et renferme un
nombre important d’especes végétales utilisées édenine traditionnelle. Ces dernieres
appartiennent a plusieurs familles botaniques dwrt faible partie de leurs plantes a été

caractérisée d'un point de vue phytochimique.

Dans ce contexte, deux plantes médicinatedianthemum sessiliflorunPers. et
Euphorbia pterococcaBrot. appartenant aux familles Cistaceae et Euphoehe
respectivement ont fait I'objet, dans le cadre de travail de thése, d’investigation
phytochimique dans le but de rechercher des pmscipctifs nouveaux susceptibles de
posséder des activités biologiques intéressantxs.anettement contribué a la connaissance
et I'enrichissement des données bibliographiquedaseomposition phytochimique de ces

deux especes en particulier et de valoriser l& ffdgérienne, en général.

Pour cela, différents procédés ayant trait a lan@hides produits naturels a savoir la
macération, I'extraction, le fractionnement et laification, ont été largement utilisés pour
cerner le contenu moléculaire, de la maniére la pkhaustive possible, des différents extraits

de ces deux especHs sessiliflorumet E. pterococca

Au terme de ce travail de recherckd® métabolites secondaires ont été isolés a partir
des espéeced. sessiliflorumet E. pterococcal’identification structurale de ces composés a

permis de mettre en évidens@ouveaux meétabolites secondaires se répartissant e

» Un lignane isolé de l'extrait AcOEt des parties ie@mes de I'espece
H. sessiliflorumnommeé :
= 1-O-acétyl prinsépio(HS1).
> Quatre triterpenes tétracycliques obtenus a pddin’extrait acétonique de la
plante entier&. pterococcanommes :
= Cycloartényl-2'E),4'(E)-décadiénoatéEPL).
= Cycloartényl-2'E),4'(2)-décadiénoatéEP2).
= 24-méthylénecycloartanyl-Ej,4'(2)-tétradécadienoal&P6).
= 24-0x0-29-norcycloartanyl-E),4'(Z2)-hexadécadiénoa(&P9).
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Avec 40 autres composés connus possédant en majorité aliegéa biologiques

intéressantes. Ces métabolites secondaires s¢igépear en deux grandes classes chimiques a

savoir les composés phénoliques et triterpéniques.

» Composeés phénoliques :
= Trois lignanes.
= Seize flavonoides.
= Six dérivés d’acide benzoique.
= Un dérivé d’acétophénone.
» Composeés triterpéniques :
= Sept triterpénes tétracycliques.
= Deux phytostérols.
» Autres composés :
= Un acide gras.

= Quatre osides libres.

Cette variété structurale de la composition chimiqdes plantes étudiées
H. sessiliflorumet E. pterococcaémoigne de leur richesse en métabolites secaslasus
de diverses voix de biogéneses. Cette panopligatkijps naturels a pu étre mise en exergue

suite a I'investigation de différents extraits diesix especes a savoir :

€ L'extrait AcCOEt des parties aériennes de la pladtesessiliflorum a fourni 19
composeés : d-hydroxypinorésinol K1S2), (+)-cycloolivil (HS3), astragalineHS5),
tiliroside (HS6), isoquercétrine HS9), quercétrine KIS10), myricitrine HS13),
(-)-epicatéchine HS15, (-)-catéchine HKS16), (-)-gallocatéchine HS17),
(-)-epigallocatéchineHS18), acide benzoiqueHS21), acide p-hydroxybenzoique
(HS22), acide protocatechuiqued$23), acide vanillique KIS24), acide gallique
(HS25), acide (-)-pinélliqueHS26), B-sitostérol HS27) et daucostéroHS289).

€ L'extrait n-BuOH des parties aériennes de la pladtesessiliflorum a donnél2
composés isolaricirésinol 9'©-B-D-glucopyranoside HS4), nicotiflorine HS7),
kaempférol 30O-vicianoside KS8), rutine HS11), néoisorutine HKS12),
vicénine 2 KHS14), hovetrichoside C HS19 et HS20, B-D-fructofuranose
(HS29), 1-O-éthyl$-D-glucopyranosideHS30), B-D-fructofuranosyl-(2-1)-a-D-
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glucopyranoside HS31) et p-D-fructofuranosyl-(2*1")-B-D-fructofuranosyl-

(2—1)-a-D-glucopyranosideHS32).

€ L'extrait acétonique de la plane entieke pterococcaa permis d’obtenirll
métabolites secondaires nhommés cycloartényl acéE®8), cycloarténol EP4),
cycloarténone EP5), 24-méthylenecycloartanoEP7), 24-méthylenecycloartanone
(EP8), cycloeucalénolEP10), obtusifoliol EP11), B-sitostérol EP12), daucostérol
(EP13), méthyl gallate EP14) et phloroacétophénone @G3-D-glucopyranoside
(EP15).

En effet, plusieurs méthodes chromatographiquéamtale CCM, CCE a VLC, CC et
jusqu'a HPLC utilisant différents supports i®P-18, polyamide et Sephadex LH-20, et
diverses phases mobiles ont été mises a contnbytmur réaliser Iisolement de ces
différentes classes de produits naturels.

L’identification des structures des composés a ssitee I'utilisation d’'une variété de
techniques spectroscopiques telles que RMN 1D e(RmN 'H et *C, HSQC, HMBC,
COSY, TOCSY, NOESY et ROESY), spectrométrie de md&SI-MS, HR-ESI-MS, HR-
EI-MS), spectrophotométrie Ultraviolet-Visible, sp®scopie Infra-rouge et mesure du

pouvoir rotatoire ¢]p.

Tous ces résultats ont permis non seulement undleorei connaissance des
constituants phytochimiques des deux espéces éstdiéessiliflorumet E. pterococcamais
aussi montrent leurs intéréts comme sources petiastide produits naturels biologiquement

actifs.

La présence de ce nombre important de composésolphés dans l'espece
Helianthemum sessiliflorunmotamment les flavonoides, est trés probablenespbnsable de
la meilleure activité antibactérienne des extradkaires de cette plante. Ceci pourrait justifier
'emploi traditionnel H. sessiliflorum dans le traitement de certaines affections

dermatologiques d’origine bactérienne.

La composition chimique de [I'espécezuphorbia pterococca renfermant
particulierement les cycloartanes est en parfadot avec les études phytochimiques
antérieures effectuées sur les plantes du gé&ughorbia Cette classe de métabolites

secondaires est un marqueur chimiotaxonomique dere.
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l. 1. Matériel végétal

L’identification botanique des plantes étudiéestéaréalisée par le professeur Bachir
Oujehih, Département d’agronomie, Institut des Sms Vétérinaires et Agronomiques,
Université de Batna. Pour chaque récolte, le nmedtéégétal est séché a 'ombre, a I'abri de

’humidité et a la température ambiante.
l. 1. 1. Récolte de la plantéielianthemum sessiliflorumPers.

La planteHelianthemum sessilifloruers. a été récoltée au mois de mai 2011 dans la
région de Biskra. Apres séchage, les parties a@gede cette espece broyées ont donné 1 Kg

de poudre fine.
l. 1. 2. Récolte de la plant&uphorbia pterococcarot.

La récolte de la plantBuphorbia pterococcdrot. a été effectuée dans la région de
Ichemoul (alentours de Arris-Batna) au cours dusnaa juillet 2013. Les différents organes

de la plante (parties aériennes et racines) oriréies pour donner 1 Kg de poudre fine.
l. 2. Méthodes analytiques et préparatives
l. 2. 1. Chromatographie sur (CCM) et/ou (CCE)

Pour les analyses sur couche mince (CCM) ou leBigations sur couche épaisse
(CCE), nous utilisons dans notre laboratoire dagques de gel de silice soit en phase normale
[Kiselgel 60 Bss, Merck® 250um (20 x 20 cm)], soit en phase inverse [RP-184Merck®
200 um (20 x 20 cm)] prétes a I'emploi a support en atiom pour les CCM et en verre

pour les CCE.

Les plaques (CCM ou CCE) sont observées sous umgel&JV a 254 et 366 nm. Les
révélateurs utilisés lors des expériences sontdpsurs d’iode et/ou une solution acide (50%
eau, 25% acide acétique et 25% acide sulfurique).

l. 2. 2. Chromatographie liquide sur colonne (CC)

Les phases stationnaires utilisées dans cette @muaela CC sont le gel de silice en
phase normale (Kieselgel Meftk70-230 mesh), gel de silice greffée (Lichroprep-F8P
Merck® 40-63um), polyamide SC6 et Sephadeht-20.
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Le choix de la phase stationnaire, les dimensiens @olonne, les conditions d’élution,
le débit, la pression et le volume des sous-frasticecueillies ont été établis sur la base
d’analyse par CCM et la masse de I'échantillonuaiét.

l. 2. 3. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Pour cette technique de fractionnement, on a étdiss entonnoirs Blichner avec verre
fritté N°4 dont les diameétres sont choisis selomksse et la nature de la phase stationnaire
utilisées. Selon la nature des extraits a étutiisrfractionnements sous vide ont été effectués
sur plusieurs types de phase stationnaire a sgebide silice en phase normale (Kieselgel
Merck® 70-230 mesh), gel de silice greffée (Lichroprep-B8PMerck® 40-63 um) et
polyamide SC6.

l. 2. 4. Chromatographie liquide haute performancgHPLC)

La purification par chromatographie liquide hauezfprmance (CLHP) est effectuée a
I'aide d’'un appareillage du laboratoire de pharngaosie, Institut de Chimie Moléculaire de
Reims ICMR (France) constituée d’'une chaine chrographique Dionex, pilotée par le
logiciel Chromeleon version 6.01. La chaine estig#pi d’'une pompe P580 A quaternaire
avec dégazeur intégre, d’'un passeur d’échantill@i 200, d'un détecteur UV-visible a
barrette de diodes UVD 170S/340S et d’'une coloheentostatée par un four STH 585. La
colonne Interchrom employée est UP 5 ODB.25M 23@ xnm.

|. 3. Méthodes d’identification structurale
[. 3. 1. Pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires p) ont été mesurés sur un polarimetre Perkin-Elndr 2
eéquipée d’'une lampe a sodium. Les échantillonsbd@és dans des solvants convenables
sont introduits dans une cellule de 1 ml de volehd0 cm de long sont traversés par un
faisceau lumineux polarisé a la longueur d’onddadeaie D du sodiunmk = 589 mm a une
température de 20 °C.

l. 3. 2. Spectrophotométrie Ultraviolet-Visible

Les spectres UV-Vis réalisés dans cette étudeesuegistrés sur un spectrophotomeétre
UV KONTRON logiciel UVS900Lite. Les échantillonsrgcsolubilisés dans le méthanol.
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l. 3. 3. Spectrométrie Infra-rouge

Les spectres infrarouges ont été enregistrés @del'diun spectrophotometre Shimadzu

IR-470, utilisant des pastilles de KBr ou de file gblution.
l. 3. 4. Spectrométrie de masse (ESI-MS)

Les spectres de masse (ESI-MS et HR-ESI-MS) r&alisé les composeés isolés sont
obtenus a l'aide d’'une source d’ionisation doucé &8 des spectrometres thermofinnigan
MSQ et Micromasse Q-TOF respectivement de l'unitergde Reims (France), sur des
spectrometres Waters Micromass-LCT-Q-TOF, de lécdés sciences pharmaceutiques,
université de Genéve (Suisse) et sur des spectesnET-ICR-MS de l'institut de chimie
analytique de l'université de Leipzig (Allemagnkgs spectres de masse obtenus par impact
électronique (EI-MS et HR-EI-MS) ont été enregistigur un appareil Maldimicro MX,
Micromass Walter du laboratoire de pharmacognosistitut de chimie moléculaire de

I'université de Reims ICMR (France).
l. 3. 5. Spectrométrie de résonance magnétique neelire (RMN)

L’élucidation structurale des composeés isolés aursade notre travail s’appuie
largement sur les données RMN obtenues a l'aid&aie appareils. Un BRUKER avance
DRX-600 du laboratoire de pharmacognosie, Inst&iChimie Moléculaire de Reims ICMR
(France), les microprogrammes BRUKER, le logiciel tdaitement appliqué est (XWIN-
NMR 2,6). Le deuxieme RMN et un BRUKER avance DROG%lu laboratoire de recherche
COMET-NANO RESEARCH du Département de Chimie Inoigae et Analytique de
'Université Rey Juan Carlos Madrid (Espagne). Lmisteme apparail RMN est
Varian/Agilent Inova 500 MHz de I'école des sciemggharmaceutiques, université de

Geneéve (Suisse).
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
Il. 1. Etude phytochimique de I'especddelianthemum sessiliflorumPers.

[l. 1. 1. Obtention des extraits

Les parties aériennes de la pladelianthemum sessiliflorunPers. séchées puis
broyées ont donné une quantité de 1 Kg de poudee Gette derniere a été mise en contact
avec un mélange éthanol-eau (70-30), a raison de&ur 500 g de poudre, a température
ambiante. Apres 24 h, l'extrait est recueilli et riesidu est a nouveau macéré jusqu'a
épuisement pour une nouvelle période de 24 h.

Apres filtration et concentration, 600 ml d’extréiydro-éthanolique ont été soumis a
une extraction liquide-liquide utilisant des solisaa polarité croissante (cyclohexane, acétate
d’éthyle etn-butanol). Les extraits obtenus ont été évaporéec ce qui a conduit a la
récupération de 4,41 g d’extrait cyclohexaniqu@23j d’extrait acétate d’éthyle et 18,89 g
d’extrait n-butanolique.

Il. 1. 2. Fractionnement et purification de I'extrait acétate d’éthyle

L’extrait acétate d'éthyle a été I'un des premiétadiés. 3 g de cet extrait ont été
fractionnés par une chromatographie liquide soue (WLC) sur gel de silice en phase
normale en utilisant un gradient d’élution cyclohe&-acétate d'éthyle allant de (100-0) a
(0-100) puis acétate d’éthyle-méthanol (100-0) -4{0) (tableau II. 1. 2. 1). Cette étape de
fractionnement nous a permis de recuelllir 4 fatdimajoritaire$; aF,4 (figure 1. 1. 2. 1).

Tableau II. 1. 2. 1. Progression de la VLC de I'exait AcCOEt

Fractions

p Masse
regroupees

Eluant

Cyclohexane pur

Cyclohexane - AcCOEt (97-3
Cyclohexane - AcCOEt (95-5
Cyclohexane - AcCOEt (90-1(
Cyclohexane - AcOEt (80-2(
Cyclohexane - AcOEt (70-3(
Cyclohexane - AcOEt (60-4(
Cyclohexane - AcOEt (50-5(
Cyclohexane - AcOEt (40-6(
Cyclohexane - AcOEt (30-7(
Cyclohexane - AcCOEt (20-8(
Cyclohexane - AcCOEt (10-9(

Acétate d’éthyle 100%
AcOEt-MeOH (99-1) F, 450 mg
AcOEt-MeOH (97-3)
AcOEt-MeOH (95-5)
AcOEt-MeOH (90-10)
AcOEt-MeOH (80-20)
AcOEt-MeOH (60-40)
AcOEt-MeOH (40-60)
AcOEt-MeOH (20-80) Fa 198 mg
Méthanol 100%

( ]
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
5% (CHCI y/MeOH)

10% (CHCYMeOH)

- ":

_— . ) ‘ @j » -

/':7‘?\ ‘ G ¢ 1 1
Yo o ——

- o -
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4

Figure ll. 1. 2. 1.CCM en phase normale des fractions de la VLC de Berait ACOEt

€ Fraction F;

Le fractionnement d&; (500 mg) est réalisé par une chromatographie donge de
gel de silice en phase normale utilisant comme @hasbile le mélange de solvants éther de
pétrole/acétate d’éthyle (tableau II. 1. 2. 2)goea abouti a I'isolement de 15 sous fractions
qui vont de k1 a R.1s.

Fi2, Fis Fi17, F19 €t .14 sont les sous fractions qui font I'objet d’invegstiions

chimiques approfondies (figure Il. 1. 2. 2).

Tableau Il. 1. 2. 2. Progression de la colonne da fraction F;

Eluant Fractlor}s Masse
regroupees
E.P - ACOEt (99-1) E 9.11 mg
_ _ F1_2 30 mg
E.P - ACOE (97-3) 2 24
E.P - AcOEt (95-5) £ 7 mg
E.P - AcOEt (90-10 Fis 100 mg
) ) Fis 11,54 mg
E.P - AcOEt (80-20 Fu 55 mg
) ) Fis 19,1 mg
E.P - ACOEL (70-30)— =2 56 mg
E.P - AcOEt (60'40 Fi10 8,10 mg
E.P-ACOEt (5050) Fin 10 mg
E.P-ACOEt (30-70) Fii, | 17,04 mg
) ) Fi13 12,5 mg
E.P - AcOEt (20-80 Fris 120 mg
E.P - AcOEt (10'90 Fi15 10,3 mg
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Partie expérimentale

Chapitre IV
Partie Il

20% (CHCIls/MeOH)
Révélateur: Solution acide

L=
o AT -
\ '

ey Y
3

—
~

d Fi2 FIS FI7 FI9  Fl-14

Figure ll. 1. 2. 2.CCM en phase normale des sous fractions étudiée efraction F;

La sous fractiorF1., (30 mg) est soumise a une CC de gel de silicehasgnormale
éluée par E.P/AcOEt (90-10, 85-15, 80-20, 70-30:48020-80 et 5-95) conduisant a

l'isolement du composES27(18 mg) (figure II. 1. 2. 3).

5% (CHCIs/MeOH)
Révélateur: Solution acide

C o

Figure Il. 1. 2. 3. CCM en phase normale du compogd4S27

Pour la sous fractiofris (100 mg), elle a fait 'objet d’'une CCE de %i@®n phase
normale dans le systeme d’élution Ch¥leOH (90-10) donnant deux compod$¢S23 (15

mg) etHS24 (19 mg) (figure Il. 1. 2. 4).

20% (CHCly/MeOH) 5% (CHCly/MeOH)
Révélateur: lode Révélateur: lode
&= k]
HS23 HS24
Figure Il. 1. 2. 4. CCM en phase normale des compés HS23 et HS24
( 1
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
La sous fractior1.; d’'une masse de 55 mg a permis d’obtenir le compl&#5 (19,5

mg) (figure Il. 1. 2. 5) par une chromatographie &lonne de Sephadex LH-20 éluée par un
mélange isocratique MeOH$B (90-10).

(7-3-0,2) (CHCK/MeOH/H,0)
Révélateur: lode

Figure Il. 1. 2. 5. CCM en phase normale du compog44S25

Les composébiS17 (18 mg) etHS18 (10 mg) (figure II. 1. 2. 6) sont issus, aprés une
purification successive, de la sous fractiar (80 mg)par une CC de polyamide éluée par un
mélange a différents gradients de toluene/méth@dl-0, 99-1, 97-3, 95-5, 90-10 et 85-15),
suivie d'une CCE de gel de silice en phase inv&Bel8 dans le systeme de solvants
MeOH/H,O (30-70).

SiO,: 20% (CHCIl/MeOH) RP-18: (3-7) (MeOH/H,0)
Révélateur: Solution acide Révélateur: Solution acide
\ ]
()
- @@
L] ey
HS17 HS18 HS17 HS18

Figure Il. 1. 2. 6. CCM en phases normale et inveesdes composés HS17 et HS18

La sous fractior1.14 (120 mg) a été soumise a une chromatographie danre de
polyamide. L’élution menée par le mélange toluemfranol (100-0, 99-1, 97-3, 95-5, 90-10,
85-15 et 80-20) a abouti a I'isolement du compdSé (20 mg) (figure Il. 1. 2. 7).
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Chapitre IV

Partie expérimentale

20% (CHCIls/MeOH)
Révélateur: Solution acide

=

Figure ll. 1. 2. 7. CCM en phase normale du compod4S6

€ Fraction F;
La fractionF, d'une masse de 450 mg est séparée par une chraagahegsur colonne

Partie Il

de gel de silice en phase inverse RP-18. L'éluticté réalisée par un systéme eau/méthanol
a divers gradients (20-868)» (100-0) (tableau Il. 1. 2. 3). Ce fractionnememtoané 20 sous

fractions, mais avec de tres faibles masses, exdeptsous fractions,k et F.1> dont les

masses sont relativement plus importantes (figurke P. 8).

Tableau II. 1. 2. 3. Progression de la colonne da fraction F;

Eluant Fractlor}s Masse Eluant Fractlor}s Masse
regroupées regroupées
F2_1 8,22 mg F2_11 9,6 mg
- -20) _ A0\
H,O - MeOH (20-80 Foy 19.1 mg H,O - MeOH (60-40) Ey 25 mg
Fos 15,34 mg Fs.13 12, 22 mg
- _75) _ _20)\
H,0 - MeOH (25-75 e 1612 mg| H20 - MeOH (70-30) » 11 10 mg
F5 17,63 mg F>.15 10 mg
- -70) - _20)
H,0 - MeOH (30-70 e 30 mg | 20 - MeOH (80-20)—— 2 9.9 mg
Hzo - MeOH (40‘60\ F 10,66 mg F>.17 13,9 mg
Fas 11,41mg) |, 5 - MeOH (100-0)— 218 11 mg
H,0 - MeOH (50-50)—2° 11 mg 1 | 10,73 mg
z Fo10 17,19 mg Fo.0 9,83 mg

10% (CHCIs/MeOH)
Révélateur: Solution acide

I

F2-2 F2-4 F2-6 F2-10F2-12

Figure ll. 1. 2. 8. CCM en phase normale des sousattions de F,

.
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
La premiere sous fraction étudiééss (30 mg) a subi une purification par CLHP

semi-préparative sur colonne RP-18 utilisant pol@ution un systéme isocratique
MeCN/HO (20-80). Cette purification a conduit a l'isolemeles composédS1 (9 mg) et
HS2 (4 mg) (figure 11. 1. 2. 9).

10% (CHCIs/MeOH) 10% (CHCIs/MeOH)
Révélateur: Solution acide Révélateur: Solution acide
L3 —

ol =0
HS1 HS2

Figure Il. 1. 2. 9. CCM en phase normale des compés HS1 et HS2

Cependant, la deuxiéme sous fractien, (25 mg) a fait I'objet d’'une purification sur
colonne de Sephadex LH-20 ou I'élution est réaligaele chloroforme. Ainsi, 16 mg du

composéHS26ont été obtenus (figure Il. 1. 2. 10).

15% (CHCIly/MeOH)
Révélateur: Solution acide

Figure Il. 1. 2. 10.CCM en phase normale du composé HS26

€ Fraction F3
Le fractionnement d&; (250 mg) par chromatographie sur colonne de gdilade en
phase normale au moyen du mélangeCMeOH a différents gradients (100-8) (50-50)
(tableau II. 1. 2. 4) a permis de récupérer 10 fmasions k.1a F.1o (figure 1l. 1. 2. 11).
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
Tableau Il. 1. 2. 4. Progression de la colonne da fraction F;

Eluant Fractions Masse
regroupees

CHzclz'MeOH (100‘0) Fs1 12,5 mg
CH2C|2‘MeOH (97'3) k. 11 mg
CHZCIZ‘MeOH (95'5) k.3 9,65 mg
CHzclz'MeOH (90'10) Fsa 13,73 mg
CHzclz'MeOH (85'15) Fss 60 mg
CHzclz'MeOH (80'20) Fs6 80 mg
CH,Cl,MeOH (70-30)] _ Fas 50 mg
CH,Cl,MeOH (60-40)] _ Fss | 21,89 mg
CH,Cl,-MeOH (50-50) FF;; 11’:‘:’“ g‘g

20% (CHCIls/MeOH)
Révélateur: Solution acide

b | I

r—-_"c_'"_"c:::-.._d—?'
"'"3:'""5 ;:_sD
=)

" -

=< i v b

F35 F3-6 F3-7 F3-10)

Figure ll. 1. 2. 11.CCM en phase normale des sous fractions étudiée defraction F3

Une filtration de la sous fractidfs5(60 mg) sur colonne de Sephadex LH-20 éluée par
CHCI3/MeOH (80-20) suivie d'une CCE (RP-18) utilisantrooe éluant MeOH/LD (4-6) a
abouti a l'isolement des compod&15(10,5 mg) eHS16(11,8 mg) (figure 1l. 1. 2. 12).

(4-6) (MeOH/H0)
Révélateur: Solution acide

(b

HS15 HS16
Figure Il. 1. 2. 12.CCM en phase inverse des composés HS15 et HS16
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
La sous fractionFs;s (80 mg) est soumise a une chromatographie sur wcelate

polyamide éluée par le systeme de solvants tolMa@H (95-5, 93-7, 90-10 et 85-15), puis
une filtration sur colonne de Sephadex LH-20 éjpaeCHCEMeOH (95-5, 93-7, 90-10, 85-
15, 80-20, 75-25 et 70-30). 15 mg du compHS&S, 9 mg du composklS21 et 10 mg du
composéHS22ont été obtenus (figure Il. 1. 2. 13).

(7-3-0,2) (CHCEMeOH/H,0)  10% (CHCIJ/MeOH)  20% (CHCly/MeOH)

Révélateur: Solution acide Révélateur: lode Révélateur: lode
=
|:_ = P
HS3 HS21 HS22

Figure Il. 1. 2. 13.CCM en phase normale des composés HS3, HS21 et HS22

La sous fractiorF;.7d’'une masse de 50 mg a subi une chromatographieotumne de
polyamide éluée par toluéene/MeOH (95-5, 93-7, 90-86-15, 80-20, 75-25, 70-30,
65-35 et 60-40) pour donner les compo$&sS (10 mg) etHS10 (8 mg) a I'état pur
(figure II. 1. 2. 14).

20% (CHCIs/MeOH) (7-3-0,2) (CHCL/MeOH/H,0)
Révélateur: Solution acide Révélateur: Solution acide
HS5 HS10

Figure Il. 1. 2. 14.CCM en phase normale des composés HS5 et HS10

La purification des compos#$S9 (12 mg) etHS13 (18 mg) (figure II. 1. 2. 15) a été
réalisée par une CC de polyamide sur la sous éraEt.;o (45 mg) éluée par toluéne/MeOH
(95-5, 93-7, 90-10, 85-15 et 80-20), puis une clatmgraphie sur colonne de Sephadex LH-
20 dans CHGIMeOH (100-0, 97-3, 95-5, 93-7, 90-10 et 85-15ywud’'une CCE en gel de
silice en phase normale éluée dans le systeme fNMEDH/H,O (7-3-0,2).
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
(7-3-0,2) (CHCE/MeOH/H ,0) (7-3-0,2) (CHCE/MeOH/H ,0)
Révélateur: Solution acide Révélateur: Solution acide
&>
2
.;5l~;Tﬁ [‘Bﬂ’\’;ﬂ
HS9 HS13

Figure Il. 1. 2. 15.CCM en phase normale des composés HS9 et HS13

€ Fraction F,4
Cette fraction d'une masse de 198 mg présente wdupr majoritaire HS28
(figure 1. 1. 2. 16) dont 30 mg de ce composé &irtisolés par une recristallisation dans le
MeOH.

10% (CHCIs/MeOH)
Révélateur: Solution acide

ﬂ.

Figure Il. 1. 2. 16.CCM en phase normale du composé HS28

Il. 1. 3. Fractionnement et purification de I'extrait n-butanolique

L’extrait n-butanolique d’'une masse de 10 g est traité paralmematographie sur
colonne de polyamide éluée par le systeme de dsiu&i®©/MeOH (tableau Il. 1. 2. 5).
Aprés fractionnement et rassemblement, 11 fractiomgjoritaires ont été obtenues
(figure II. 1. 2. 17).

Tableau Il. 1. 2. 5. Progression de la CC de I'exait n-BuOH

Eluant de la colonne Fractlor}s Masse | Eluant de la colonn€ Fractlor}s Masse
regroupéees regroupées

F, 2g | H,O—-MeOH (50-50 F, 300 mg

H,O 100% F, 15¢9 ) Fs 450 mg

= 1,98 g H,O — MeOH (20-80 = 272 mg

_ i Fa 500 mg o Fio 550 mg

H,O — MeOH (80-20 F 100 mg MeOH 100% = 950 mg
H,O — MeOH (50-50 Fs 600 mg
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
(7-3-0,5) (CHCE/MeOH/H ,0)
Révélateur: Solution acide

(6-4-0,5) (CHCL/MeOH/H ,0)
Révélateur: Solution acide

b 'i‘m
Figure ll. 1. 2. 17.CCM en phase normale des fractions regroupées dexteait n-BuOH

F1 F: FS Fi4 515'5"5-1;-'5'-

€ Fraction F;

Le fractionnement d&; d’une masse de 2 g est réalisée par une chroragtugrsur
colonne de gel de silice en phase normale utilisambélange CHGIMeOH comme phase
mobile avec différents gradients (100-8) (0-100) (tableau Il. 1. 2. 6). Les fractions
collectées sont rassemblées selon leur profil el @Gur donner 10 sous fractiongfa k10
(figure 11. 1. 2. 18).

Tableau II. 1. 2. 6. Progression de la colonne da fraction F;

Eluant Fractlor}s Masse Eluant Fractlor}s Masse
regroupéees regroupees

CHCI;-MeOH (100-0) Fi1 40 mg CHC}-MeOH (70-30) F1-7 85,64 mg
CHCI;-MeOH (99-1) Fio 500 mg | CHCJ-MeOH (60-40) F 900 m
CHCl;-MeOH (97-3) Fis 200,5 mg| CHGHMeOH (50-50) 18 g
CHCI;-MeOH (95-5) Fi4 90 mg CHC4-MeOH (40-60) Fi9 53,7 mg
CHCI;-MeOH (90-10) Fue 30,64 mg CHCIl;-MeOH (30-70)
CHCl;-MeOH (85-15) ’ CHCl;-MeOH (20-80) Fi-10 83 mg
CHCI;-MeOH (80-20) Fie 200,53 mg| CHCI;-MeOH (0-100)

(8-2-0,2) (CHCK/MeOH/H,0)
Révélateur: Solution acide

eFe,
Ty
Rl L B

F= Y

e

1 1Fl 2 Fl-& F1-4 F1-5 F1-6F1-TF1-8F1-9

Figure Il. 1. 2. 18.CCM en phase normale des sous fractions de F
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
La sous fractior;-, (500 mg) a fait I'objet d’'une chromatographie saloone de Si@

éluée par le mélange GEI,/EtOH (100-0, 99-1, 97-3, 95-5, 90-10, 85-15, 80-20-30,
60-40 et 50-50) suivie d’'une autre CC de gel deesien phase normale, dans le méme
systeme de solvants mais cette fois par les péastivantes: (97-3, 95-5, 93-7, 90-10,
87-13, 85-15 et 83-17). Ceci a permis d’isolerdesposéd1S29 (10 mg) etHS30(8,5 mQ)
(figure ll. 1. 2. 19).

(8-2-0,2) (CHCK/MeOH/H ,0) (8-2-0,2) (CHCK/MeOH/H ,0)
Révélateur: Solution acide Révélateur: Solution acide
-
K2
HS29 HS30

Figure Il. 1. 2. 19.CCM en phase normale des composés HS29 et HS30

La sous fractior1.4 (300 mg) a subi une filtration sur colonne de SepkalLH-20
éluée par le méthanol, puis une chromatographieceltmne de gel de silice en phase
normale par le mélange GEI,/EtOH allant de (100-0) jusqu’a (0-100), conduisaimtsi a
l'isolement du composES31 (15 mg) (figure I1. 1. 2. 20).

(6-4-0,5) (CHCL/MeOH/H ,0)
Révélateur: Solution acide

L J

‘u
H

Figure Il. 1. 2. 20.CCM en phase normale du composé HS31

Le composéHS32 (19 mg) (figure 1. 1. 2. 21) est issu d’'une chaeiographie sur
colonne de Si@de la sous fractioR;.g (900 mg) éluée par G&Il,/EtOH (100-0, 99-1, 97-3,
95-5, 90-10, 85-15, 80-20, 70-30, 60-40, 50-506@030-70, 20-80 et 0-100), suivie d’'une
filtration sur colonne de Sephadex LH-20 en utilide méthanol comme éluant.
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
(6-4-0,5) (CHCE/MeOH/H ,0)
Révélateur: Solution acide

—

Figure Il. 1. 2. 21.CCM en phase normale du composé HS32

€ Fraction Fs
Cette fraction d’'une masse de 100 mg a fait I'odjahe chromatographie sur colonne
de polyamide (toluéne/MeOH) avec différents graidi€a7-3)— (50-50) (tableau Il. 1. 2. 7)
pour donner 5 sous fractions (figure Il. 1. 2. 22).

Tableau Il. 1. 2. 7. Progression de la colonne da fraction Fs

Eluant Fractlor}s Masse
regroupéees
Toluéne-MeOH (97-3) Fos 5 mg

Toluéne-MeOH (95-5)
Toluéne-MeOH (90-10 Fs. 3,2 mg
Toluéne-MeOH (85-15 E 50 m
Toluéne-MeOH (80-20 >3 9
Toluene-MeOH (75-25
Toluene-MeOH (70-30
Toluene-MeOH (60-40
Toluene-MeOH (50-50
(7-3-0,2) (CHCK/MeOH/H,0)
Révélateur: la solution acide

Fs4 10 mg

Fss 4,56 mg

\
Bhi-

_3
I
g

[E'S-—IFE-I F5-3F5-4F5-5

Figure Il. 1. 2. 22.CCM en phase normale des sous fractions de F

La sous fractionFs.3 (50 mg) a subi une CC de polyamide avec le mémersygs
d’élution (toluéne/MeOH) (97-3)> (50-50), suivie d’une filtration sur colonne depBadex
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
LH-20 avec le mélange de solvants CHREOH (70-30) conduisant a l'isolement du

composéHS4 (8 mg) (figure II. 1. 2. 23).

(8-2-0,2) (CHCL/MeOH/H0)
Révélateur: Solution acide

|
Bwx

Figure Il. 1. 2. 23.CCM en phase normale du composé HS4

€ Fraction Fg
Le fractionnement d&s (600 mg) a été réalisé par une chromatographiedanne de
polyamide éluée par un mélange de solvants tolive@H (100-0)— (0-100) (tableau II. 1.
2. 8), pour donner 7 sous fractions; @ Rz (figure 1I. 1. 2. 24).

Tableau II. 1. 2. 8. Progression de la colonne da fraction Fg

Eluant Fractions Masse

regroupées

Toluéne-MeOH (100-0
Toluéne -MeOH((99-1) Fe1 | 10,22mg
Toluéne -MeOH (97-3)
Toluéne -MeOH (95-5)
Toluéne -MeOH (90-10
Toluene -MeOH (85-15
Toluene -MeOH (80-20
Toluéne -MeOH (70-30
Toluéne -MeOH (60-40
Toluéne -MeOH (50-50
Toluéne -MeOH (40-60
Toluéne -MeOH (30-70
Toluéne -MeOH (20-80
Toluéne -MeOH (0-100
(8-2-0,2) (CHCE/MeOH/H ;,0)
Réveélateur: Solution acide

Fe-2 12,64 mg

F6_3 21 mg

Fe.4 17,49 mg

Fe-s5 50 mg

F6—6 22,23 mg

F6_7 80 mg

Py
:
o
—
L. _T18
v, b b 4
O?..
- '\.I
=1 L
e ¥ \t%l (%
080
Fo-1 F6-2 F6-3F6-4 FG6-5 Fﬁ--ﬁ Fa-7

Figure Il. 1. 2. 24.CCM en phase normale des sous fractions de F
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
Les composéBlS19 etHS20 (8 mg) (figure II. 1. 2. 25) sont issus d’un fiachement

de la sous fractionFgs (50 mg) sur une colonne de polyamide (toluene/MeOH)
(100-0)— (50-50), puis une filtration sur colonne de SemxaldH-20 éluée par le méthanol,
suivie d’'une purification sur CCE en phase inverddisant le systéeme de solvants
MeOH/H,O (4-6).

(4-6) (MeOH/H,0)
Révélateur: Solution acide

L

Figure Il. 1. 2. 25.CCM en phase inverse des composés HS19 et HS20

€ Fraction Fg
La fractionFg (272 mg) a fait I'objet d’un fractionnement par uctgomatographie sur
colonne de polyamide dans le systeme de solvasite(te/MeOH) (tableau Il. 1. 2. 9), ce qui
a permis de collecter 5 sous fractions & Fy.s (figure 1I. 1. 2. 26).

Tableau II. 1. 2. 9. Progression de la colonne da fraction Fgy

Eluant Fractlor]s Masse
regroupees
Toluéne-MeOH (100-0 = 30m
Toluéne -MeOH (99-1) - °
Toluéne -MeOH (97-3) Fo.o 55 mg

Toluéne -MeOH (95-5)
Toluéne -MeOH (90-10
Toluéene -MeOH (85-15 Fo-3 10 mg
Toluéne -MeOH (80-20
Toluéne -MeOH (70-30
Toluene -MeOH (60-40 Fo-4 15,5 mg
Toluéne -MeOH (50-50
Toluéne -MeOH (40-60
Toluéne -MeOH (30-70
Toluene -MeOH (20-80
Toluéne -MeOH (0-100

Fos 20 mg
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Chapitre IV Partie expérimentale
Partie Il

(7-3-0,5) (CHCK/MeOH/H,0)
Révélateur: Solution acide

L]

Cil.. |
T88a0
aNg

Fo-1 F9_2 F9.3 F9-4 F9.§

Figure Il. 1. 2. 26.CCM en phase normale des sous fractions de F

La sous fractiorg.; (30 mg) a donné le compoBs7 (10 mg) (figure II. 1. 2. 27) apres
une chromatographie sur colonne de polyamide gaédoluéne/MeOH (100-0, 99-1, 97-3,
95-5, 90-10, 85-15, 80-20, 70-30, 60-40, 50-500=64).

(7-3-0,5) (CHCL/MeOH/H0)
Révélateur: Solution acide

4 A

Figure Il. 1. 2. 27.CCM en phase normale du composé HS7

Ausi, la sous fractiorFg., (55 mg) a permis d’obtenir les compod4¢S8 (13 mg) et
HS11(9 mg) (figure II. 1. 2. 28) apres avoir subi UD€ de polyamide €luée par le mélange
toluene/MeOH (100-0, 99-1, 97-3, 95-5, 90-10, 85-88-20, 70-30, 60-40, 50-50, 40-60,
30-70, 20-80 et 0-100), puis une filtration surocwle de Sephadex LH-20 utilisant le
méthanol comme éluant.

(7-3-0,5) (CHCL/MeOH/H0)
Révélateur: Solution acide

— X

O

84 eg
HS8 HS11

Figure Il. 1. 2. 28.CCM en phase normale des composés HS8 et HS11
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
Le composéHS12 (5 mg) (figure II. 1. 2. 29) est purifié a pardie la sous fractiofg.s

(20 mg) suite a une chromatographie sur couchesgpale gel de silice en phase normale
dans le systéme d’élution CH@MeOH/H,O (7-3-0,5).
(7-3-0,5) (CHCL/MeOH/H ,0)

Révélateur: Solution acide

—]

e

Figure Il. 1. 2. 29.CCM en phase normale du composé HS12

€ Fraction Fyp
Les fractionnements successifs appliqués sur t@idra F1pd'une masse de 550 mg
par des chromatographies sur colonnes de polyantiisant le mélange toluéne/MeOH
comme éluant allant de (100-0) jusqu’a (0-100), pertmis d’isoler le composdS14 (12
mgq) a I'état pur (figure II. 1. 2. 30).

(6-4-0,5) (CHCL/MeOH/H ,0)
Révélateur: Solution acide

[

=

si.
Figure Il. 1. 2. 30.CCM en phase normale du composé HS14

Il. 1. 3. Composes isolés de I'espekkelianthemum sessiliflorunPers.

Les structures des composés isolés ont été étatadies ambiguité par les méthodes
spectroscopiques modernes citées précédemmentcetriparaison avec les données de la

littérature.

365

N
—



Chapitre IV

Partie expérimentale

II. 1. 3. 1. Composé HS1
= Nom : 1-O-acétyl prinsépiol

=  Formule brute : CyH240q

= Aspect : Huile incolore

[a]p =- 20,5, c = 0,275, AcOEt

MS : ESI-MS mode positif
m/z= 455,2 [M+Na]
m/z= 471,2 [2M+K]
m/z= 887,4 [2M+Na]

RMN 'H : 600 MHz, CDC}

RMN 3C : 150 MHz, CDC}

Partie Il

HO

Tableau des donnée: I. 1. 3. 1, pages 108-109

II. 1. 3. 2. Composé HS2
Nom : la-hydroxypinorésinol

=  Formule brute : CyoH2207

= Aspect : Huile incolore

[@]p =+ 20,5, ¢c = 0,64, MeOH

MS : ESI-MS mode positif
m/z=397,1 [M+Na]
m/z=771,3 [2M+Na]
m/z=787,3 [2M+K]

RMN 'H : 600 MHz, CDC}

RMN °C : 150 MHz, CDC}

Tableau des donnée: I. 1. 3. 2, pages 119-120

II. 1. 3. 3. Composé HS3
= Nom : (+)-Cycloolivil

= Formule brute : CyoH2407

= Aspect :Laque incolore

[a]p =+ 41,5, c=0,2, MeOH

MS : ESI-MS mode positif

m/z=399,1 [M+Na]
RMN *H : 600 MHz, CQXOD

RMN 3C : 150 MHz, CQOD

Tableau des donnée¢: I. 1. 3.
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
Il. 1. 3. 4. Composé HS4
= Nom : Isolaricirésinol 9©-B-D-glucopyranoside
=  Formule brute : CygH34011 OH
= Aspect : Poudre blanche OH
OH

[o]o =+ 41,5, ¢ =0,2, MeOH
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 545,3 [M+Na]
RMN *H : 600 MHz, CQXOD
RMN **C : 150 MHz, CROD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 4, page 144

II. 1. 3. 5. Composé HS5

Nom : Astragaline

Formule brute : C;1H2¢011

Aspect : Poudre verte

[@]p =+ 17,1, ¢ =0,8, MeOH

MS : ESI-MS mode positif
m/z= 471,5 [M+Na]
m/z= 487,5 [M+K]'
m/z=919,5 [2M+Na]

RMN *H : 600 MHz, CQXOD

RMN **C : 150 MHz, CROD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 5, page 151

Il. 1. 3. 6. Composé HS6

Nom : Tiliroside

Formule brute : C30H26013

Aspect :Poudre jaune

[a]p =- 60, c =0,2, MeOH

MS : ESI-MS mode négatif
m/z=593,0 [M-H]

RMN *H : 600 MHz, CQXOD

RMN **C : 150 MHz, CROD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 6, page 158

OH
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il

lI. 1. 3. 7. Composé HS7

Nom : Nicotiflorine

Formule brute : Cy7H30015

Aspect : Poudre jaune

[a]p =- 54,1, c =1, MeOH

MS : ESI-MS mode positif
m/z= 617,5 [M+Na]
m/z=633,5 [M+K]

RMN *H : 600 MHz, CQXOD

RMN **C : 150 MHz, CQOD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 7, page 164

ll. 1. 3. 8. Composé HS8

Nom : Kaempférol 30-

vicianoside

Formule brute : CyeH28015

Aspect : Poudre jaune

[a]p =- 11,5, ¢ =0,1, MeOH

MS : ESI-MS mode négatif
m/z=579,1 [M-H]

RMN *H : 600 MHz, CQXOD

RMN **C : 150 MHz, CROD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 8, page 169

II. 1. 3. 9. Composé HS9

Nom : Isoquercétrine
Formule brute : C31H2¢012
Aspect :Poudre jaune
[@]p =- 19,7, c =0,5, MeOH
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 487,1 [M+Na]
RMN 'H : 600 MHz, CQOD
RMN **C : 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 9, page 175
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il

II. 1. 3. 10. Composé HS10

Nom : Quercétrine
Formule brute : C31H20011
Aspect : Poudre jaune
[a]p =- 157,3, ¢ = 0,6, MeOH
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 471,1 [M+Na]
m/z=919,2 [2M+Na]
ESI-MS mode négatif
m/z= 447,0 [M-H]
m/z=895,0 [2M-H]
RMN *H : 600 MHz, CQXOD
RMN **C : 150 MHz, CROD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 10, page 180

II. 1. 3. 11. Composé HS11

Nom : Rutine

Formule brute : C31H2¢011

Aspect :Poudre jaune

[@]p =+ 13,8, ¢c=0,2, MeOH

MS : ESI-MS mode négatif
m/z= 609,0 [M-H]
m/z=1219,0 [2M-H]

RMN 'H : 600 MHz, CQXOD

RMN **C : 150 MHz, CROD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 11, page 185

II. 1. 3. 12. Composé HS12

Nom : Néoisorutine O
Formule brute : CygH27016
Aspect : Poudre jaune
[@]p =+ 12,2, ¢c=0,1, MeOH
MS : ESI-MS mode négatif
m/z=595,1 [M-H]
RMN *H : 600 MHz, CQXOD
RMN *°C : 150 MHz, CROD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 12, page 189
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Partie Il

II. 1. 3. 13. Composé HS13

Nom : Myricitrine

Formule brute : C31H20012

Aspect : Poudre jaune

[a]p =- 138,6, ¢ = 0,5, MeOH

MS : ESI-MS mode positif
m/z= 487,1 [M+Na]

RMN *H : 600 MHz, CQXOD

RMN *°C : 150 MHz, CROD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 13, page 194

Il. 1. 3. 14. Composé HS14

Nom : Vicénine 2 Ho QH
Formule brute : C7H3¢015
Aspect : Poudre jaune
[@]p =+ 71, ¢c=0,3, MeOH
MS : ESI-MS mode négatif
m/z=593,1 [M-H]
RMN 'H : 600 MHz, CQXOD
RMN **C : 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 14, page 200

II. 1. 3. 15. Composé HS15

Nom : (-)-Epicatéchine
Formule brute : C15H1406 OH
Aspect : Poudre blanche OH
[a]p =- 68,1, c =0,1, MeOH
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 313,5 [M+Na] “OH
m/z= 603,5 [2M+Na] OH
RMN *H : 600 MHz, CQXOD
RMN **C : 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 15, page 206

HO O .‘\\\\\\\
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Partie Il

II. 1. 3. 16. Composé HS16

Nom : (-)-Catéchine
Formule brute : C15H1406
Aspect : Poudre blanche
[a]p =- 7,9, ¢ = 0,4, MeOH
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 313,5 [M+Na]
m/z= 603,5 [2M+Na] OH
RMN *H : 600 MHz, CQXOD
RMN **C : 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 16, page 209

II. 1. 3. 17. Composé HS17

Nom : (-)-Epigallocatéchine

Formule brute : Ci5H1407

OH

Aspect : Poudre blanche

[@]p =- 71,3, ¢ = 0,9, MeOH

MS : ESI-MS mode positif HO O oH
m/z= 307,2 [M+H]
m/z= 329,1 [M+Na]
m/z= 635,2 [2M+Na]

RMN *H : 600 MHz, CROD

RMN **C : 150 MHz, CQOD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 17, page 213

OH

%’OH
OH

II. 1. 3. 18. Composé HS18

Nom : (-)-Gallocatéchine
Formule brute : Ci15H1407
Aspect : Poudre blanche
[a]p =- 15,1, ¢ = 0,1, MeOH
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 307,2 [M+H[
m/z= 635,2 [2M+Na] OH
RMN *H : 600 MHz, CQXOD
RMN **C : 150 MHz, CROD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 18, page 216
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Partie Il

II. 1. 3. 19. Composés HS19 et HS20

Nom : Hovetrichoside C

OH
Formule brute : Co1H2,011 HO 0 OH
Aspect : Poudre amorphe O

[a]o = -54,3, ¢ = 1,8MeOH HO
MS : ESI-MS mode négatif HO O O 0
m/z= 449,1 [M-H] HO

OH
RMN *H : 600 MHz, CQOD

RMN 3C : 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 19, page 224

II. 1. 3. 20. Composé HS21

Nom : Acide benzoique O OH
Formule brute : C;HgO,
Aspect : Poudre blanche
RMN 'H : 600 MHz, CQOD
RMN **C : 150 MHz, CROD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 20, page 227

II. 1. 3. 21. Composé HS22

II. 1. 3. 22. Composé HS23

. . O OH
Nom : Acide p-hydroxybenzoique

Formule brute : C;HgO3
Aspect : Poudre blanche
RMN 'H : 600 MHz, CQXOD
RMN **C : 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 21, page 228

OH

O OH
Nom : Acide protocatechuique

Formule brute : C;HgO4
Aspect : Cristaux marron foncés
RMN *H : 600 MHz, CQXOD
RMN **C : 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 22, page 230

OH
OH
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Partie Il
II. 1. 3. 23. Composé HS24

= Nom : Acide vanillique

@) OH

= Formule brute : CgHgO4
= Aspect : Poudre blanche
= RMN *H: 600 MHz, CROD
= RMN **C: 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 23, page 232
II. 1. 3. 24. Composé HS25 0 OH

= Nom : Acide gallique

OCH,;
OH

Formule brute : C;HgOs

Aspect : Poudre blanche

RMN H : 600 MHz, CQOD HO OH

RMN **C : 150 MHz, CROD OH
Tableau des donnée: I. 1. 3. 24, page 233

II. 1. 3. 25. Composé HS26

= Nom : Acide (-)-pinéllique

= Formule brute : C1gH3405
= Aspect :Poudre blanche
» [a]p =-10,0, c = 0,36, MeOH MOH
= MS : ESI-MS mode positif OH

m/z= 353,3 [M+Na]
= RMN 'H: 600 MHz, CROD
= RMN **C: 150 MHz, CQOD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 25, page 240

II. 1. 3. 26. Composé HS27
= Nom : B-sitostérol

////, »
.,

=  Formule brute : CygHs00
= Aspect : Poudre blanche
= RMN 'H: 600 MHz, CQCls
= RMN **C: 150 MHz, CRiCl;
HO
Tableau des donnée: I. 1. 3. 26, page 242
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II. 1. 3. 27. Composé HS28

Partie Il

Nom : Daucostérol

Formule brute : C3sHgoOs

Aspect : Cristaux blancs

RMN *'H : 600 MHz, CRCl, HO
RMN **C : 150 MHz, CRCl3

HO
HO

OH
Tableau des donnée: I. 1. 3. 26, page 242

II. 1. 3. 28. Composé HS29

Nom : B-D-fructofuranose HO
Formule brute : CgH120s 0
Aspect : Cristaux blancs
[a]o =- 94, ¢ = 0,1, MeOH
RMN *H : 600 MHz, CQOD HO
RMN **C : 150 MHz, CROD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 27, page 246

OH

OH

II. 1. 3. 29. Composé HS30

Nom : 1-O-éthyl-$-D-glucopyranoside OH
Formule brute : CgH1,0s
Aspect : Cristaux blancs HO
[a]p =+ 18,7, c = 0,8, MeOH OH W
RMN *H : 600 MHz, CQOD
RMN *C : 150 MHz, CROD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 28, page 248

II. 1. 3. 30. Composé HS31

Nom : B-D-fructofuranosyl- OH

(2—1)-0-D-glucopyranoside O
Formule brute : C12H2,01; HO o
Aspect : Poudre blanche 0
0.OH _~OH

[a]o =+ 67,1, c = 0,2, MeOH M
RMN *H : 600 MHz, CQXOD HO OH
RMN **C : 150 MHz, CROD

Tableau des donnée: I. 1. 3. 29, page 250
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Partie Il
II. 1. 3. 31. Composé HS32

= Nom : B-D-fructofuranosyl- OH
(2"—1")-B-D-fructofuranosyl- HO Q
(2-1)-a-D-glucopyranoside HO OH

= Formule brute : C1gH3:016

= Aspect : Poudre blanche

» [a]p =+ 27,5, ¢ = 2, MeOH

= RMN 'H: 600 MHz, CQ3OD

= RMN *¥C: 150 MHz, CQOD
Tableau des donnée: I. 1. 3. 30, page 252

Il. 2. Etude phytochimique de I'especd=uphorbia pterococcarot.
Il. 2. 1. Obtention des extraits

Toutes les parties de la plarfeiphorbia pterococca Broftiges, feuilles, graines et
racines) préalablement séchées et réduites en @d@ldfg) sont soumises a une extraction

solide-liquide par deux solvants de polarité défée : acétone et méthanol.

Une masse de 1 Kg de poudre de cette espece esemagitation dans 10 L d’acétone.
Apres 48 h d’agitation a température ambiante ageouvellement du solvant chaque 12 h,
le mélange filtré est évaporé a sec pour donnes §lg’extrait acétonique. Le résidu est
soumis a une deuxieme macération dans le méthansl lds mémes conditions, permettant

ainsi I'obtention de 3 g d’extrait méthanolique.

Il. 2. 2. Fractionnement et purification de I'extrait acétonique

Une masse de 10 g de I'extrait acétonique est smueniine chromatographie sous vide
(VLC) sur gel de silice en phase normale. L’élutganfait initialement au moyen de I'hexane;
la polarité est augmentée par l'addition graduele 'acétate d’éthyle puis du méthanol
(tableau 1. 2. 2. 1). Le suivi de ce fractionnetear CCM a fourni 6 fractions majoritaires
Fi-Fs (figure 11. 2. 2. 1).
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Partie expérimentale

Partie Il
Tableau Il. 2. 2. 1. Progression de la VLC de I'ex&it acétonique
Eluant Fractlorjs Masse Eluant Fractlorjs Masse
regroupées regroupées

Hexane AcOEt-MeOH (99-1)
Hexane - AcOEt (99-1) AcOEt-MeOH (97-3
Hexane - AcOEt (97-3) F. 989 mg AcOEt-MeOH (95-5 F, 878,5 mg
Hexane - AcOEt (95-5) AcOEt-MeOH (90-10)
Hexane - AcCOEt (90-10 AcOEt-MeOH (80-20)
Hexane - AcOEt (80-20 AcOEt-MeOH (70-30)
Hexane - AcOEt (70-30 AcOEt-MeOH (60-40) Fe 2,543 g
Hexane - AcOEt (60-40 F» 1,365¢ AcOEt-MeOH (50-50) '
Hexane - AcOEt (50-50 AcOEt-MeOH (40-60)
Hexane - AcCOEt (40-60 AcOEt-MeOH (30-70)
Hexane - AcOEt (30-70 AcOEt-MeOH (20-80)
Hexane - AcOEt (20-80 F, 987,8 mg AcOEt-MeOH (10-90) Fe 3,054 ¢
Hexane - AcCOEt (10-90 MeOH

AcOEt

10% (cyclohexane/AcOEt) 30% (cycloh

"

Mo 2

exane/AcOEt}8-2-0.2) (CHCL/MeOH/H ,0)

—— } - -
L-< 6-%8 ALY 23
Fi F1 Fo| Fs Fs|| Fa Fe Fo

Figure Il. 2. 2. 1. CCM en phase normale des fraains de la VLC de I'extrait

& Fraction F;

acétonique

La fractionF; (989 mg) a subi un fractionnement par chromatdgeapur colonne de

gel de silice en phase normale éluée par le méldaegeolvants hexane/GEl, (100-0)—

(0-100) (tableau 1. 2. 2. 2) pour aboutir a 6 sfrastions kr;a R (figure Il. 2. 2. 2).
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Partie Il
Tableau Il. 2. 2. 2. Progression de la colonne de fraction F;
Eluant Fractlor]s Masse Eluant Fractlor]s Masse
regroupées regroupées
Toluéne-MeOH (100-0 = 172.4'm Toluéne -MeOH (70-30
Toluéne -MeOH (99-1) 11 * M Toluéne -MeOH (60-40) i, 200 mg
Toluéne -MeOH (97-3) Toluéne -MeOH (50-50
N F]_-z 182 mg N

Toluéne -MeOH (95-5) Toluéne -MeOH (40-60) = 855 m
Toluéene -MeOH (90-10 Toluéne -MeOH (30-70 15 > MY
Toluéne -MeOH (85-15 Fi-3 218 mg | Toluéne -MeOH (20-80 = 100 m
Toluéne -MeOH (80-20 Toluéne -MeOH (0-100 1-6 9

30% (cyclohexane/toluéne)
Révélateur: Solution acide

-~

\ ¥y [
L \
\
—
L " * N N b =

F1-1 F1-2F1.3 F1-4 F1.5 F1.6

Figure Il. 2. 2. 2. CCM en phase normale des sousattions de

Les sous fraction$;.; et F1,, montrant un profil presque similaire sur CCM, tson

regroupées pour donner une masse de 354,4 mg. QGetteere est traitée par une

chromatographie sur colonne de gel
cyclohexane/toluene (100-0, 99-1, 97-3, 95-5, 90-8B-15, 80-20, 70-30 et 65-35)
fournissant le composeP2 (15 mg) (figure II. 2. 2. 3) a I'état pur avec gikeurs d’autres

sous fractions.

de silice élpge le systéme de solvants

40% (cyclohexane/toluene) 40% (cyclohexane/toluene) 40% (cyclohexane/toluéne)

EP2

=T

he_as 2

EP6
Figure Il. 2. 2. 3. CCM en phase normale des compés EP2, EP6 et EP9

N
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
Cette étape de purification est suivie d’'une a@ de SiQ dans le méme systeme

de solvants puis une chromatographie sur couchéss&pale gel de silice en phase
normale dans 40% cyclohexane/toluéne pour donnsr clemposésEP6 (9 mg) et
EP9 (7,4 mg) (figure Il. 2. 2. 3).

Pour la sous fractioR;.3(218 mg), elle a fait I'objet d’'une chromatographbig colonne
de SiQ parle mélange de solvants cyclohaxane/toluene (1@34,, 97-3, 95-5, 90-10, 85-
15, 80-20, 70-30 et 60-40), suivie d’'une filtratisar une colonne de Sephadex LH-20 éluée
par CHClI,. Ceci a conduit a l'isolement des compoS@4 (12 mg) etEP3 (8 mg) (figure II.
2.2.4).

40% (cyclohexane/toluéne) 1% (cyclohexane/AcOEt)

-
EP1 EP3

Figure Il. 2. 2. 4. CCM en phase normale des compés EP1 et EP3

€ Fraction F;
Cette fraction d’'une masse de 1,365 g est sépareehpomatographie sur colonne de
gel de silice en phase normale utilisant un systdtélution cyclohexane/AcOEt (Tableau II.
2. 2. 3)pour fournir 6 sous fractions de.Fjusqu'a ks (figure 1l. 2. 2. 5).
Tableau Il. 2. 2. 3. Progression de la colonne da fraction F,

Eluant Fractlor]s Masse Eluant Fractlor]s Masse
regroupées regroupées
Cyclohexane-AcOEt Cyclohexane-AcOEt
(100-0) (70-30)
Cyclohexane-AcOE} Fo1 400,5mg Cyclohexane-AcOE}
(99-1) (60-40)
Cyclohexane-AcOE} Cyclohexane-AcOE} Fa4 60,8 mg
(97-3) (50-50)
Cyclohexane-AcOEt Cyclohexane-AcOEt
(95-5) Foz | 380,3mg (40-60)
Cyclohexane-AcOEt Cyclohexane-AcOEt
(90-10) (30-70) Fos | 3726Mg
Cyclohexane-AcOEt Cyclohexane-AcOEt
(85-15) (20-80)
Cyclohexane-AcOE} Fas 95,4 mg Cyclohexane-AcOE} Fas 8 mg
(80-20) (0-100)
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Chapitre IV Partie expérimentale
Partie Il

15% (cyclohexane/AcOEt)
Révélateur: Solution acide

Wt‘*

2

ot

-— . = = &2
F2-1F2-2F2-3F2-4F2-5F2-0

Figure ll. 2. 2. 5. CCM en phase normale des sousattions de F,

La sous fractiori,.; (400,5 mg) a fait I'objet de deux chromatograptsescessives sur
colonne de gel de silice éluée par le systeme barss hexane/CyCl, (100-0, 99-1, 97-3,
95-5, 90-10, 85-15, 80-20, 70-30, 60-40, 50-50,680-30-70, 20-80 et 0-100) puis une
filtration sur colonne de Sephadex (§&Hp) pour aboutir aux composé&$4 (20 mg) etEP7

(45 mg) (figure Il. 2. 2. 6).

15% (cyclohexane/AcOEt) 15% (cyclohexane/AcOEt)

EP4 EP7
Figure Il. 2. 2. 6. CCM en phase normale des compés EP4 et EP7

La sous fractionF;.4 (380,3 mg) est soumise, elle aussi, a deux CC ssives de gel
de silice en phase normale utilisant le mélangéobgxane/AcOEt comme éluant a différents
gradients (100-0, 99-1, 97-3, 95-5, 90-10, 85-1%28, 70-30 et 60-40), ce qui a permis
d’isoler 10 mg du composEP12 et plusieurs fractions. Ces fractions ont fait jaibde
plusieurs filtrations sur colonne de Sephadex d3H,Cl, conduisant aux composg$10

(21 mg) etEP11 (19 mg) (figure Il. 2. 2. 7).
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il

15% (cyclohexane/AcOEt) 15% (cyclohexane/AcOEt)

=
-
e S T—
o
EP10 EP11

Figure Il. 2. 2. 7. CCM en phase normale des compés EP10 et EP11

L’avant derniere sous fractidfp.s d'une masse de 372,6 mg a été I'objet de plusieurs
purifications sur CC Sigéluées par le systeme cyclohaxane/AcOEt (100-4,, $9-3, 95-5,
90-10, 85-15, 80-20, 70-30, 60-40, 30-70, 20-80-200) donnant les compodeR5 (10 mg)
etEP8 (15 mg) (figure IlI. 2. 2. 8).

60% (cyclohexane/AcOEt)

60% (cyclohexane/AcOEt)

TP E

t:q,
EP5 EP8
Figure Il. 2. 2. 8.CCM en phase normale des composés EP5 et EP8

€ Fraction F4
Quatre sous fractions {l — F4.4) (figure 1. 2. 2. 9) ont été obtenues apres un
fractionnement dé-, (878,5 mg) par une chromatographie sur colonnedlalg silice en
phase normale éluée par le systeme de solvantgClgMeOH a différents gradients
(100-0)— (50-50) (Tableau II. 2. 2. 4).

Tableau Il. 2. 2. 4. Progression de la colonne da fraction F4

Fractions

Fractions

Eluant . Masse Eluant . Masse
regroupées regroupées
CH,Cl,-MeOH (100-0) - 9313 mg |_CHeClzMeOH (80-20)
CH,Cl,-MeOH (99-1) 41 ® M9 T CHCl,-MeOH (70-30) | Fus 124,2 mg
CH,Cl,-MeOH (95-5) - 56.3mg | CHeClzMeOH (60-40)
CH,Cl,-MeOH (90-10) 42 > M3 ™ CHCl,-MeOH (50-50) Fas 100,5 mg
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
15% (CHCIls/MeOH)
Révélateur: Solution acide

—
L{:’:—:‘H
i [ T

F4-1F4-2F4-3F4-4

Figure Il. 2. 2. 9. CCM en phase normale des sousattions de ki,

La premiére sous fraction,frd’'une masse de 231,3 mg a subi une purificationCsTir
gel de silice en phase normale éluée par le mélatd@l/MeOH (100-0)— (0-100). La
recristallisation dans le méthanol de I'une desdmctions récoltées conduit a I'isolement du
composé&P13 (16 mg). Aussi, la filtration d’une autre sousctian sur CC Sephadex éluée
par CHCka permis d’isoler 10 mg du compdsB14 (figure II. 2. 2. 10).

Alors que, la purification de la derniére sous tiat F,.4 (100,5 mgla été réalisée par
une CC de gel de silice en phase normale élué€Elg@is/MeOH a différents gradients (100-
0) — (0-100), suivie d'une filtration sur colonne depBadex (CHG) pour donner 9,3 mg du
composé&P15 (figure II. 2. 2. 10).

20% (CHCly/MeOH) (8-2-0,2) CHCIy/MeOH/H ,0)
S
-
EP14 EP15

Figure Il. 2. 2. 10.CCM en phase normale des composés EP14 et EP15
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il
II. 2. 3. Composés isolés de I'espeEeiphorbia pterococcarot.

Il. 2. 3. 1. Composé EP1

Nom : Cycloartényl-2'E),4'(E)-décadiénoate

Formule brute : C4oHesO2 ",

Aspect :Huile jaune

[a]p =+ 46,1, c = 1,9, CHGI

MS : ESI-MS mode positif NMO
m/z=599,3 [M+Na]

RMN *H : 500 MHz, CDC4

RMN **C : 125 MHz, CDC}

Tableau des donnée: II. 1. 3. 1, page 275

Il. 2. 3. 2. Composé EP2

Nom : Cycloartényl-2'E),4'(2)-décadiénoate
Formule brute : C4oHss02
Aspect :Huile incolore
[a]p =+ 44,8, c = 2, CHGI 9
MS : ESI-MS mode positif N
m/z=599,3 [M+Na]
RMN 'H : 500 MHz, CDC}
RMN **C : 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: Il. 1. 3. 2, pages 281-282

Il. 2. 3. 3. Composé EP3

Nom : Cycloartényl acétate
Formule brute : Cz;Hs,0,
Aspect :Huile jaune
[a]p =+ 55, c=1,8, CHGI
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 491,7 [M+Na]
RMN *H : 500 MHz, CDC4
RMN **C : 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: Il. 1. 3. 3, pages 286-287
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il

Il. 2. 3. 4. Composé EP4
= Nom : Cycloarténol
=  Formule brute : C3pHs00
= Aspect :Huile incolore
* [a]p =+47,¢c=0,5 CHGI
= MS:EI-MS
m/z= 426,4 [M]"
= RMN *H: 500 MHz, CDC}
= RMN *°C: 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: 1l. 1. 3. 4, pages 291-292

Il. 2. 3. 5. Composé EP5

= Nom : Cycloarténone

Formule brute : C3oH450

= Aspect :Huile incolore

» [a]p =+23,9,c=4,1, CHGI

= MS : ESI-MS mode positif
m/z= 447,1 [M+Na]

= RMN 'H: 500 MHz, CDC}

= RMN **C: 125 MHz, CDC}

Tableau des donnée: Il. 1. 3. 5, pages 297-298

Il. 2. 3. 6. Composé EP6
= Nom : 24-méthylénecycloartanyl-E},4'(2)-
tetradécadiénoate
= Formule brute : C4sH740,
= Aspect :Huile incolore
» [a]p =+41,1,c =1, CHGI
= MS : ESI-MS mode positif
m/z=669,2 [M+Na]
= RMN *H : 500 MHz, CDC}
= RMN **C: 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: Il. 1. 3. 6, pages 303-304
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il

Il. 2. 3. 7. Composé EP7
= Nom : 24-méthylénecycloartanol
=  Formule brute : C31Hs,0
= Aspect :Poudre blanche
» [a]p =+41,c=1, CHGI
» MS : ESI-MS mode négatif
m/z= 339,3 [M-H]
= RMN 'H: 500 MHz, CDC}
= RMN *¥C: 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: Il. 1. 3. 7, pages 308-309

Il. 2. 3. 8. Composé EP8

= Nom : 24-méthylenecycloartanone

Formule brute : C31H500
= Aspect :Poudre blanche
* [o]p =+ 16,4, c=0,4, CHGI
= MS:EI-MS

m/z= 438,4 [M["
= RMN 'H: 500 MHz, CDC}
= RMN **C: 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: II. 1. 3. 8, pages 312-313

II. 2. 3. 9. Composé EP9
=  Nom : 24-0x0-29-norcycloartanyl-
2'(E),4'(2)-hexadécadiénoate
= Formule brute : C45H7403
= Aspect :Huile incolore
* [a]p =+43,2,¢c=0,2, CHGI
= MS : ESI-MS mode positif
m/z= 685,4 [M+Na]
= RMN *H : 500 MHz, CDC}
= RMN **C: 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: Il. 1. 3. 9, pages 318-319
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il

Il. 2. 3. 10. Composé EP10

Nom : Cycloeucalénol
Formule brute : C3oHs500
Aspect :Poudre blanche
[a]p =+ 44,8, ¢ = 0,5, CHGI
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 449,5 [M+Na]
m/z= 472,5 [M+2Na]
RMN 'H : 500 MHz, CDC}
RMN *°C : 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: II. 1. 3. 10, page 322

Il. 2. 3. 11. Composé EP11

Il. 2. 3. 12. Composé EP12

Nom : Obtusifoliol
Formule brute : C3oHs500
Aspect :Poudre blanche
[@]p =+ 73, c =1, CHGI
MS : ESI-MS mode positif
m/z= 449,4 [M+Na]
RMN 'H : 500 MHz, CDC}
RMN **C : 125 MHz, CDC}
Tableau des donnée: II. 1. 3. 11, pages 327-328

Nom : B-sitostérol

Formule brute : CyqH500

Aspect : Poudre blanche

RMN 'H : 600 MHz, CDC}

RMN *°C : 150 MHz, CDC}
Tableau des donnée: I. 1. 3. 26, page 242

HO
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Chapitre IV Partie expérimentale

Partie Il

II. 2. 3. 13. Composé EP13

= Nom : Daucostérol

=  Formule brute : C3sHgiOs

= Aspect : Cristaux blancs

» Jo]p =+47,¢c=0,5 CHGI

= RMN 'H: 600 MHz, CDC}

= RMN **C: 150 MHz, CDC}
Tableau des donnée: I. 1. 3. 26, page 242

Il. 2. 3. 14. Composé EP14
* Nom : Méthyl gallate 0 OCH;
Formule brute : CgHgOs
= Aspect : Cristaux marron
= MS : ESI-MS mode positif HO OH
m/z= 207,5 [M+Na] OH
= RMN 'H: 500 MHz, MeOH
= RMN **C: 125 MHz, MeOH
Tableau des donnée: II. 1. 3. 12, page 331

Il. 2. 3. 15. Composé EP15
= Nom : Phloroacétophénone@-3-D-
glucopyranoside
»  Formule brute : Ci4H1809 HO OH

= Aspect :Poudre marron

OH
» [a]p =+23,c=1,2, MeOH
NS OH
= MS : ESI-MS mode positif OH
m/z= 353,2 [M+Na] HO

= RMN *H: 500 MHz, MeOH
= RMN *C : 125 MHz, MeOH
Tableau des donnée: II. 1. 3. 13, page 337
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Le travail présenté dans ce manuscrit s’inscritsdén continuité des recherches
phytochimiques effectuées par notre groupe de phytae affilié au laboratoire de chimie et
chimie de [I'environnement (LCCE) depuis une quineaid’années sur des plantes
meédicinales et aromatiques poussant dans les sedasAurés et du nord de Sahara.

Cette recherche vise, d’'une part a valoriser lesawrces biologiques liées a la
biodiversité végétale de la flore algérienne etdesnaissances empiriques associées a cette
flore en matiere d’utilisation en médecine traditielle, et d’autre part, ce travail se fixe
comme objectif la découverte de composés bioartifsreaux susceptibles de posséder des
activités biologiques intéressantes.

Le choix des plantes sélectionnées, dans le caereedtravail de these a savoir
Helianthemum sessiliflorurRers. etEuphorbia pterococcarot., repose principalement sur
'appartenance de ces deux especes aux familléac€ee et Euphorbiaceae respectivement,
connues pour leur richesse en divers métabolitesnsiaires d’'un grand intérét biologique,
ainsi que pour la bonne réputation de [I'utilisatide ces plantes dans la médecine
traditionnelle locale. Ces deux espéces n'ont pisl'bbjet d’investigation phytochimique
antérieure.

A cet effet, les extraits organiques des espécesessiliflorum(parties aériennest
E. pterococca(plante entiére) ont été étudiés chimiquement @isant les méthodes
chromatographiques (VLC, CC, CCE et HPLC) pour careda I'isolement dd5 substances
naturelles a I'état pur. Celles-ci ont fait I'objg¢ diverses analyses spectroscopiques RMN
1D et 2D {H, *°C, J-modulé, DEPT, COSY, HSQC, HMBC, TOCSY, NOESY etERY),
masse HR-ESI-MS et HR-EI-MS, UV-Vis, IR et la mesdiu pouvoir rotatoirea]p. Ceci a
permis la caractérisation &enouvelles structures avd@ autres déja connues et appartenant
principalement a deux grands groupes de composésigckes polyphénoliques et
triterpéniques dont la plupart sont réputés powrslevertus thérapeutiques et activités
biologiques intéressantes.

Le premier composé nouveau, appartenant a la aiesskignanes, a été isolé a partir de
I'extrait ACOELt de I'espécél. sessiliflorumavec20 autres composés connus se répartissant
en deux lignanes, neuf flavonoides, cing dérivexide benzoique, un acide gras et deux
phytostérols. Les travaux réalisés sur I'extraBuOH de cette espéce ont permis d’obtenir
12 composés : un lignane glucosylé, six flavonoidepiatre osides libres.

Les quatre autres composés nouveaux ont été idsndifpartir de I'extrait acétonique
de I'espécdt. pterococcat possedent des structures triterpéniques té&liqags acylées. Cet
extrait a également fournll composés connus incluant sept structures tritegpés
tétracycliques et deux phytostérols, ainsi que deumposes phénoliques.

Les métabolites secondaires isolés de la pldhtesesseliflorumrévelent que les
composeés phénoliques, notamment les flavonoideseulent les constituants dominants du
genre Helianthemum Les triterpenes tétracycliques identifiés damsgeceE. pterococca
sont de type cycloartane. Ces composés rappogédus répandus dans les espéces du genre
Euphorbiasont considérés comme des marqueurs chimiotaxop@sipour ce genre.

Mots clés : Cistaceae EuphorbiaceaeHelianthemum sessiliflorunEuphorbia pterococca
Lignanes, Flavonoides, Polyphénolgeipenes tétracycliques, RMN 1D et 2D.
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The work presented in this manuscript is a partoof ongoing program of the
phytochemical researches conducted on medicinabesrdatic plants growing in the regions
of Aures and north of Sahara of Algeria by our plisemistry group affiliated to the
laboratory of chemistry and environmental chemiéti@CE) since about fifteen years.

This research aims, on one hand, at valuing thiodial resources connected to the
vegetable biodiversity of the Algerian flora ane tbmpirical knowledge associated with the
use in traditional medicine of plants, and on thkep hand, this work has as goal the
discovery of new bioactive compounds which couldgess interesting biological activities.

The choice of selected plantdelianthemum sessiliflorunPers. andEuphorbia
pterococcaBrot., was based mainly on the fact that these species belong to families
Cistaceae and Euphorbiaceae respectively, knowrthf&r richness on various secondary
metabolites, with interesting biological activitiems well as, their good reputation in local
traditional medicine. These two species have berthe subject of any previous chemical
investigation.

The organic extracts of the specids sessiliflorum(aerial parts) ande. pterococca
(whole plant) were chemically studied by using chatographic methods (VLC, CC, TLC
and HPLC) to lead to the isolation 45 natural substances. The isolated compounds were
submitted to diverse spectroscopic analyses inotudiD and 2D NMR H, °C, J-
modulated, DEPT, COSY, HSQC, HMBC, TOCSY, NOESY aRDESY), mass
spectrometry HR-ESI-MS and HR-EI-MS, UV-Vis, IR amdeasurement of the optical
rotation p]p. This study allowed the characterization ®inew structures along witd0
known compounds belonging mainly to tow big groopghemical compounds polyphenols
and triterpenes, from which several products ameofzs for their therapeutic virtues and their
interesting biological activities.

The first new compound, belonging to the classgrfdns, was isolated from the EtOAc
extract of the specied. sessiliflorumwith 20 other known compounds consisting of tow
lignans, nine flavonoids, five benzoic acid derives, one fatty acid and tow phytosterols.
The work realized on the-BuOH extract of this species permitted to obthEhcompounds
including one lignan glucoside, six flavonoids dodr free sugars.

Four other new compounds were identified from tleet@ne extract of species
E. pterococcaand possessed acylated tetracyclic triterpenetates. This extract provided
also11 known compounds consisting of seven tetracyciierpenes and two phytosterols as
well as two phenolic compounds.

The isolated secondary metabolites from the plntsessiliflorumindicating that
phenolic compounds, in particular flavonoids, remi@ie dominant constituents of the genus
Helianthemum Tetracyclic triterpenes identified in the speckespterococcaare of type
cycloartane. These compounds which are widespreadn@ the species of the genus
Euphorbiaare considered as chemotaxonomic markers fog#nss.

Keywords: Cistaceae EuphorbiaceaeHelianthemum sessiliflorunEuphorbia pterococca
Lignans, Flavonoids, Polyphenols, Tetréicyititerpenes, 1D and 2D NMR.
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Abstract: One new lignan namedQ-acetyl prinsepio(1), in addition to nineteen known compounds including
two lignans; &-hydroxypinoresinolZ) and (+)}cycloolivil (3), one fatty acid;<)-pinellic acid @), five phenolic
acids; benzoic acidb), p-hydroxybenzoic acidf), protocatechuic acidr), vanillic acid 8) and gallic acid9),
nine flavonoids ; <) -epicatechin 10), (-)-catechin 11), (-)-epigallocatechin 12), (-)-gallocatechin 13),
astragalin 14), tiliroside (@5), quercetrin 16), isoquercetrin 17) and myricitrin (8), and two phytosterols;
p-sitosterol 19) and daucosterol() were isolated from the aerial parts of AcOEt astrof medicinal plant
Helianthemum sessiliflorurRers. of the family Cistaceae. The structures bfhal isolated compoundk20
were determined by spectral methods including D gnd**C NMR) and 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC
and NOESY), HR-ESI-MS, values of optical rotatiomdachemical correlations with known compounds that
have been described in the literature.

Keywords: Helianthemum sessiliflorunCistaceae; lignans; phenolics; NMR. © 2015 ACG Rialion. All
rights reserved

1. Introduction

Helianthemumis a genus of plants including around 110 speofesvergreen and semi-
evergreen shrubs and belongs to the Cistaceaeyfalsd known as rock rose, sun rose and rush rose.
This genus can be found in America, Europe andhdontAfrica. However, the Mediterranean region
is considered its center of diversity [Helianthemum sessilifloruiers. is a perennial plant usually
grows in arid and semi-arid areas in the Meditezaanregion [2,3]. A previous biological study
revealed thaH. sessiliflorumhad interesting biological activities as analgesid anti-inflammatory
[4]. H. sessiliflorumheld a place of importance from ancient times asyrspecies of this genus due
to their widely reported uses as folk medicinahsd5] where the aerial parts of this plant hdeen
frequently used for the treatment of cutaneousote$b]. H. sessiliflorumis known to possess an
important ecological interest. It is related to dgpous species commonly named desert truffles and
establishes mycrrohizal symbiosis with them [7Bjis plant and its associated fungi play a major
role in the maintenance of Mediterranean shrublamdisverophytic grasslands, in terms of preventing

*Corresponding author : E-Maihaba.hamada@yahoq.RPhone #213-33 86 89 86-ax:+213- 33 86 89 80

The article was published by Academy of Chemisfrglmbe Publications
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erosion and desertification [9,10]. The phytochethiovestigation of the AcOEt extract of the aerial
parts ofH. sessiliflorumresulted in the identification of one new ligndnQ-acetyl prinsepiol ¥),
together with nineteen known compoungs2().

OCHy

OH

HO

OCH;

1 R'=o0OCOCH R?=OH

2 R'=OH R?=H
OH
O.
OH OH (o]
R® R?
MWW\)‘\OH
R2
OH

5 R'=H R=H R=H

4 6 R'=H R=0OH R=H
7 R'=OH R=0OH R=H
8 R'=OCH, R°=OH R=H
9 R'=OH R=0OH R=OH

14 R'=H R=0OH R=H FR=0Gl

15 R'=H R=0H R=H R =Epcoum(1-6)Glu ro

16 R'=OH R=0H R=H FR=Rha

17 R'=OH R=0OH R=H FR=0Gl 19 R=H
18 R'=OH R=0H R=0H R=Rha 20 R=Glu

Figure 1. Structures of compounds20isolated fromHelianthemum sessiliflorufers.
2. Materials and Methods
2.1. General procedures

Column chromatography (CC) was carried out usifigasgel (SiQ; 320 — 400 mesh; Merck),
RP-18 reversed phase $(@0 — 63um, Merck), Polyamide (SC-6) and Sephaték20 (25 — 100
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uM). TLC and prep. TLC: Pre-coated silica gel (Kigst 60 ks4, Merck) and RP-18 reversed-phase
SiO, (Kieselgel 60 Es,5 Merck) plates, detection at 254 and 366 nm anggygying with sulfuric
acid reagent (50%), followed by heating. HPLC wasied out on @ionex(Luna ;uC 18 (2) 100 A
column (250 mm x 10 mm x pm); UVD detector). Optical rotations were measuoada Perkin-
Elmer241 polarimeter. UV Spectra were recorded on a BeckDU-600 spectrophotometek;ax in
nm. IR spectra were obtained on a Shimadzu IR-4#&&teometer; KBr pelletsy in cm'. NMR
experiments were performed on a Bruker-Avance-gc®ometerd in ppm rel. to MgSi as internal
standard,J in Hz. MS spectra were measured by a Bruker EsgM&Q-Trap (ESI) and Bruker
MicromassQ-TOF (HR-ESI) spectrometers; m/z

2.2. Plant material

Aerial parts ofH. sessiliflorumPers. were collected during the flowering peribthy 2011) in
southern Algeria (Biskra). A voucher specimen asioesnumber (664/LCCE) is identified by Prof.
Bachir Oudjehih of Agronomic Institute of Batna Maisity.

2.3. Extraction and isolation

Dried aerial parts (1Kg) of the plant material weracerated with 70% EtOH (3 x 10 L) at room
temperature. The EtOH extract was concentrated diteted with HO and partitioned successively
with cyclohexane (3 x 150 mL), AcOEt (3 x 150 mljdan-buthanol (3 x 150 mL). The AcOEt
extract (3.2 g) was fractionated on VLC (9i@ith the solvent system cyclohexane/AcOEt (1G0:0
0:100) then AcOEt/MeOH (100:0 to 0:100) to give rfatractions(1-4). Fraction2 (450 mg) was
subjected to reversed phase Silica gel column chtagnaphy employing MeOHA4® (20:80 to
100:0) yielded twenty fractions (Fr. 2-1 to Fr. @-2Fr. 2-6 (30 mg) was submitted to semi-prep.
HPLC using MeCN/HO (20:80) to providd (3.5 mg) and (4 mg). Further purification of Fr. 2-12
by CC (Sephadex LH-20, CHlgave4 (16 mg). Fraction 1 (500 mg) was fractionated by (S{®,,
PE/ACOELt, 100:0 to 10:90) to get fifteen fractiqks. 1-1 to Fr. 1-15). Fr. 1-5 (100 mg) was sulgdct
to prep. TLC (SiQ) using CHCYMeOH (9:1) to lead? (15 mg) and (19 mg). Fr. 1-7 (55 mg) was
separated by CC (Sephadex LH-20, CHI@b give 9 (19.5 mg). Fr. 1-9 (90 mg) was subjected to
Polyamide SC-6 CC eluting with toluene/MeOH (1060085:15), followed by prep. TLC (RP-18)
using MeOH/HO (3:7) to obtain compoundg? (18 mg) andl3 (10 mg). Purification of Fr. 14
(79 mg) over Polyamide SC-6 CC with the solventeystoluene/MeOH (100:0 to 80:20) allowed the
isolation of15 (20 mg). Fr. 1-2 (30 mg) was applied to CC (SIPE/AcOEt, 90:10 to 5:95) to yield
19 (18 mg). Fraction 3 (250 mg) of VLC was submittedl €C (SiQ) with solvent system
CH.CI,/MeOH (100:0 to 50:50) and afforded ten fractiofs @3-1 to Fr. 3-10). Fr. 3-5 (60 mg) gave,
after purification on Sephadex LH-20 CC elutinghw@HCK/MeOH (8:2) then on prep. TLC (RP-18)
developed with MeOH/FD (1:3), two compound$0 (10.5 mg) andl1 (11.8 mg). Fr. 3-6 (80 mgQ)
was further subjected to Polyamide SC-6 CC usimgetee/MeOH as eluent (95:5 to 85:15), then
Sephadex LH-20 CC eluting with CHfMeOH (95:5 to 70:30) to provide compoungl§15 mg),5
(9 mg) and6 (10 mg). Fr. 3-7 (50 mg) was chromatographed &ayamide SC-6 CC. Elution was
performed by toluene/MeOH (95:5 to 60:40) to previd (10 mg) andLl6 (8 mg). Fr. 3-10 (45 mg)
gavel7 (12 mg) andl8 (11 mg) after separation on Polyamide SC-6 CC reutvith toluene/MeOH
(95:5 to 80:20), then on Sephadex LH-20 using GHMHOH (100:0 to 85:15) and followed by prep.
TLC (SiO)) with CHCL/MeOH/H,O (35:15:1). Fraction 4 of VLC (198 mg) was pretpad in
MeOH to give 30 mg of compouri.

3. Results and Discussion

The 70% EtOH extract of the aerial partd-bfsessiliflorumwas partitioned into fractions soluble
in cyclohexane, AcOEt and-butanol. Repeated column chromatography overasifiel (SiQ),
reversed-phase (RP-18), Polyamide SC-6 and Sephat#ti@0, and semi-prep. HPLC (RP-18) of the
AcOEt extract afforded twenty compounds (Figureti@, new furofuran lignan; @-acetyl prinsepiol
(1), along with nineteen known ones namegdhydroxypinoresinol Z) [11], (+)-cycloolivil (3) [12],
(—)-pinellic acid @) [13], benzoic acidg) [14], p-hydroxybenzoic acidd], protocatechuic acid’y,
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vanillic acid @) [15], gallic acid 9)[ 16], (-) -epicatechin 10) [17], (-) -catechin {1)[ 18],
(-)-epigallocatechin12) [16], (—)-gallocatechin 13) [19], astragalin X4) [20], tiliroside (5) [21],
quercetrin 16), isoquercetrinX7) [22], myricitrin (18) [16], s-sitosterol 19) [23] and daucosteroR()
[24].

Compoundl was obtained as colorless oil with the negativéicap rotation fi]*% = —20.5
(c = 0.275, AcOEY). Its ESI-MSshowed pseudomolecular ion peaksnét 455 [M + NaJ and 887
[2M + NaJ'. The formula as GH,.0, with 11 degrees of unsaturation was confirmed ByESI-MS
(m/z 455.1322 [M+ NaJ’; calc. 455.1318). IR spectrum displayed absorpbands at 3475 cth
(hydroxyl), 1725 crd (carbonyl) and 1605, 1580, 1515 -¢nfaromatic ring). In the UV spectrum
maxima of absorption were observed at 232 and 278uggesting the presence of aromatic system.
'H NMR and COSY spectra df(Table 1) showed in the aromatic part signals ofgns resonating at
dy 7.00 (H-2), 6.93 (H-2), 6.87 (H-5), 6.98 (H-%), 6.95 (H-6) and 6.91 (H-6) due to the presence
of two 1,3,4-trisubstituted aromatic rings A andeBpectively. ThéH NMR spectrum displayed also
two large singlet signals & 5.64 and 5.68 that showed no correlations in ti&Q8 spectrum
ascribable to two hydroxyl groups. Moreover, twoget signals aéy 3.89 (3H) and 3.94 (3H) were
observed in théH NMR spectrum attributed to two methoxyl groupsishhwere located at C-&nd
C-3" positions according to HMBC cross-peaks from thethoxyl protons 30Me/3'-OMe, H-2/
H-2", H-5/H-5" and 4-OH (04 5.64)/4-OH (64 5.68) to the quaternary aromatic carbons’ 33
145.9)/C-3 (dc 146.6) respectively. So, both the aromatic masefleand B were identified as 4-
hydroxy-3-methoxyphenyl. ThéH and *C NMR and HSQC spectra (Table 1) exhibited the
characteristics of a pinoresinol-type lignan [23;28ith particularly the presence of two methylene
groups bearing an oxygen functiondgt4.17 (H-4a); 4.12 (H-4b) anit 74.9 (C-4), and 4.72 (H-8a);
4.28 (H-8b) and¢ 75.9 (C-8), and two oxymethine protonsdat5.33 (H-2) and¢ 86.6 (C-2), and
4.92 (H-6), 6c 87.1(C-6) of furofuran lignan. The only different®tweenl and k-hydroxy-
pinoresinol 2 isolated also in this study (Table 1), was the latk of signals of methine group
observed in the case Bfatdy 3.15 (H-5) andc 60.1 (C-5), and the appearance of resonancesodue t
one acetoxyl group &y 1.54 (CH-2"") andéc 20.9 (C-2") andéc 168.8 (C-1"), and one downfield
oxygenated quaternary carbon resonating at 88.2 @ipifarofuran ring. The HMBC experiment
(Figure 2) showedl and®J correlations from protonsHt and H-8 to carbons C-15¢ 91.4), C-2 §¢
86.6), C-5 §c 88.2) and C-6¢: 87.1). The two oxymethine protons H-2 and H-6 elated in the
HMBC spectrum with oxymethylene carbons Cé¢ 74.9) and C-8&: 75.9). These assignments
confirmed the presence of furofuran ring substdtteC-1 and C-5 positions as observed in prindepio
[25]. The?J cross-peak noted during the HMBC experiment betwé® and the aromatic quaternary
carbon C-1(3c 128.3) showed the link between C-2 and the fiy3t4ttrisubstituted aromatic ring A
while the correlation depicted from H-6 to C{Bc 127.5) providing evidence that C-6 was attached
to ring B (Figure 2). These spectral data wereldse agreement with those reported for prinsepiol
except for the chemical shift observed for G34 91.4) indicative of an acetoxyl group linked talC-
[26,29]. The location of this group at C-1 was atamfirmed on the basis of the comparison of
chemical shift of the aromatic quaternary carboh”®@f ring B ©c 127.5) upfield { 0.8 ppm) to the
corresponding signal of C-f ring A ©c 128.3). This upfield shift is due to thesubstituent effect of
the hydroxyl group at the C-5488.2) [29].

Figure 2. Pertinent HMBC (H— C) correlations of compourid
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Table 1.*H NMR and**C NMR data ofL. and2 in CDCk (8 in ppm,J in Hz, recorded at 600 MHz
and 150 MHz, respectively).

1 2
Position  §y,m, J S¢ Sy, m, J d¢
1 - 91.4 - 91.6
2 5.33 (1Hs,H-28) 86.6 4.87 (1Hbr. s, H-28) 87.8
4a 4.17 (1Hd, J= 9.8, H-4) 74.9 4.56 (1Ht, J= 8.7, H4«) 717
4b 4.12 (1H,d, J=9.7, H-9) 3.87 (1H,dd, J=9.1, 6.3, H-8)
5 - 88.2 3.15 (1Hd, J=7.9, 5.2, H-B) 60.1
6 4.92 (1Hs, H-68) 87.1 4.89 (1Hd, J= 4.8, H-&) 85.8
8a 4.72 (1H,d, J=11.2, H-8) 75.9 4.08 (1Hd, J= 9.3, H-8) 74.7
8b 4.28 (1Hd, J=11.2, H-8) 3.94 (1H,d, J= 9.2, H-&)
1 - 128.3 - 127.0
1" - 127.5 - 132.3
2 7.00 (1Hd, J=1.6) 111.9 7.01 (1H), J = 1.4) 109.3
2" 6.93 (1Hd, J=1.5) 109.3 7.03 (1Hyr. 9) 109.0
3 - 145.9 - 146.0
3" - 146.6 - 145.4
4 - 145.7 - 146.9
4" - 145.8 - 146.7
5 6.87 (1H,d, J=8.2) 113.9 6.98 (1H], J=8.1) 114.7
5" 6.98 (1H,d, J=8.1) 1145 6.93 (1Hyr. ) 114.2
6’ 6.95 (1H,dd, J=8.2, 1.6) 122.5 6.90 (1Hd,J=8.1, 1.4) 119.7
6" 6.91 (1H,dd, J=8.1, 1.5) 119.8 6.93 (14r. 5) 119.6
3-OMe  3.89 (3H,9 55.9 3.95 (3H,9 56.0
3-OMe  3.94 (3Hy) 56.0 3.93 (3Hs) 55.9
4-OH 5.64 (LHpr. s) -
4"-OH 5.68 (LHpr. s) -
1" - 168.8
2" 1.54 (3H,9) 20.9

From the above datd,was an acetylated derivative of prinsepioll{}, = —18.41) [26] and the
same stereochemistry was expected for the both @onas. It was established previously that the
junction between the two five-membered rings ofopésinol-type lignans was alwagis and both
fusion rings adopt an envelope conformation, wite two oxygen atoms pointing away (Figure 3)
[30-33]. This stereochemistry was confirmed by NCifrelations depicted in the NOESY spectrum
between protons H-4b/H-2 and H-4b/H-6, as well asvben H-8a/H-2 indicating that all these
protons were on the same face of the molecule addakd to befj-oriented. Thus, the aromatic
rings A and B had anoj-equatorial orientation (Figure 3). This){arrangement was further
confirmed by the upfield chemical shift of the atqtrotons aty 1.54 (CH-2"") due particularly to
the shielding cone of the aryl group (ring A) [28hd by the downfield chemical shifts of oxymethine
protons H-Z and H-& at oy 5.33 and 4.92 respectively in comparison with shene protons for
related structures having aryl moietigg-géxial oriented [33-35]. The NOESY cross-peak obseé
between H-4b/H2 and the absence of correlation from Bi-& H-8a supported a chair/boot
conformation for furofuan ring (Figure 3) [25,30hus,1 was found to be a new compound identified
as l-acetoxy-5-hydroxy-2,6-di(4-hydroxy-3-methoxgpil)-3,7-dioxabicyclo[3.3.0]octane named 1-
O-acetyl prinsepiol.

HsCc—O

Figure 3. Key NOESY (H« H) correlations of compourid

4. Conclusions

In this study we describe the isolation and idérgtfon of one new lignan; O-acetyl prinsepiol
(1), with nineteen known compoundg-Z0), from Algerian medicinal plantielianthemum
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sessiliflorum The phytochemistry of this species is dominatedbbyh flavonoids and phenao
compounds. These results are in good agreementotilr reports on the chemical compositio
Cistaceae family, to which the gendslianthemuntbelongs [3638]. To the best of our knowled:
this is the first report on the occurrence of ligm@mpounds in plants of Cistaceae family. The n
isolated compounds have been previously found teftaetive in many biological tests [3] anc
showed a relationship between the chemical coestituofH. sessiliflorumand its reported biologic
activities [4].
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