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Figure I11-148

Schéma de purification des parties aériennes de S. semipapposa.

Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Sp28.

Spectre RMN 'H du composé Sp28.

Spectre RMN *C du composé Sp28.

Spectre HSQC [5.3-8.2, 90.0-150.0 ppm] du composé Sp28.
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Schéma de purification de I’extrait éthanolique de 7. guttata.
Spectre RMN 'H du composé Thb1.

Spectre RMN 1H du composé Th2.

Spectre HMBC du composé Th2.

Spectre RMN 'H du composé Th3.

Spectre HMBC du composé Th3.

Teneurs en composés phénoliques des parties aériennes (A)

et des racines (B) de Scabiosa semipapposa .Les lettres (a-f) indiquent une

différence significative entre les extraits (p<0,05).

Figure 111-160 :

Teneurs en flavonoides totaux des parties aériennes (A)

et des racines (B) de Scabiosa semipapposa .Les lettres (a-e)indique une

différence significative entre les extraits (p<0,05).

Figure I1I-161 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH’

des extraits des parties aériennes de Sacabiosa semipapposa.

Figure I1I-162 :

Courbes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH’

des extraits des racines de Sacabiosa semipapposa.

Figure I11I-163 :

Valeurs des Clso des différentes parties testé pour DPPH’

(aérienne A et Racine B) de S.semipapposa. Les lettres (a-f) indiquent une

différence significative entre les extraits (p<0,05).

Figure I11-164 :

Courbes de pourcentage d’inhibition du radical ABTS™

des extraits des parties aériennes de Sacabiosa semipapposa.

Vii

p250
p250
p251
p252
p252
p253
p254
p255
p257
p257
p258
p259
p259
p261
D263
p264
p265
p266
p268
p268
p277

p278

p280

p281

p281

p283



Figure I1I-165 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical ABTS™" p283
des extraits des racines de Sacabiosa semipapposa.

Figure I1I-166 : Valeurs des Clso des différentes parties testé pour ABTS™ p284
(aérienne A et Racine B) de S.semipapposa. Les lettres (a-f) indiquent

une différence significative entre les extraits (p<0,05).

Figure I11-167 : Capacité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC) des extraits p286
des parties aériennes de S.semipapposa

Figure I1I-168 : Capacité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC) des extraits p286
des racines de S.semipapposa.

Figure I1I-169 : Valeurs des Clso des différentes parties testé pour CUPRAC p287
(aérienne A et Racine B) de S.semipapposa. Les lettres (a-f) indiquent une différence
significative entre les extraits (p<0,05).

Figure I11I-170 : Teneurs en composés phénoliques et flavonoides de Tuberaria guttata.  p288
Figure III-171: Teneurs en composés flavonoides de I’extrait brut et des fractions p289
de Tuberaria guttata.

Figure I1I-172 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH" p290
par les extraits de Tuberaria guttata

Figure I1I-173 : Valeurs des Clso des différents extraits de 7.guttata testés p290
pour le DPPH. Les lettres (a-e) indiquent une différence significative entre

les extraits (p<0,05).

Figure III-174 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical ABTS"" p291
par les extraits de Tuberaria guttata.

Figure III-175: Valeurs des Clso des différents extraits de 7.guttata testés pour p292
I’ABTS. Les lettres (a-g) indiquent une différence significative entre les extraits (p<0,05).
Figure I1I-176 : Capacité réductrice de I’ion cuprique(CUPRAC) des p293
différents extraits de T.guttata.

Figure I1I-177 : Valeurs des Clso des différents extraits de 7" guttata testés pour p293
le test CUPRAC. Les lettres (a-g) indiquent une différence significative entre

les extraits (p<0,05).

Figure III-178 : Courbes de pourcentage d’inhibition de I’a-glucosidase des p295
différents extraits et les standards ; quercetine et acarbose.

Figure I1I-179 : Valeurs des Clso des différents extraits de 7. guttata testés p295

pour I’activité antiglucosidase. Les lettres (a-d) indiquent une différence

significative entre les extraits (p<0,05).
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CI50:
CMI :
COX :
DH 100 :
DH 50 :
HelLa:
HT-1080:
KB :
MMP-2 :
MMP-9 :
TIMP-2 :
TNF o :

Solvants et réactifs

ABTS :
ACN :
AcOEt :

AI(NO3)s :

BHA :
BHT :
CDs;OD :
CH;Cly :

CH;COz2K :

CHCL :

CUPRAC :

DMSO-d6
DPPH :
H>SOq4 :
MeOH:
NaxCOa:
PR-C-18:
SiO2 :
TFA :

Liste des abréviations

American type culture collection.
Concentration Inhibitrice a 50%.
Concentration Minimale Inhibitrice.
Cyclo-Oxygénase

Hemolytic Dose 100%

Hemolytic Dose 50%

Uterine cervix cancer.

Human fibrosarcoma.

Human oral epidermoid carcinoma
Protéine métalloprotéase matricielle 2
Protéine métalloprotéase matricielle 9
Inhibiteurs tissulaires métallo protéases-2
Tumor Necrosis Factor-alpha, Facteur de nécrose tumorale alpha

I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
Acetonitrile

Acetate d’ethyle

Nitrate d’aluminium

Hydroxyanisole butylé

Hydroxytoluéne butylé (2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol)
Methanol deutere

Dichlorométhane

Acétate de potassium

Chloroforme

Pouvoir réducteur du cuivre

Diméthylsulfoxyde deutéré
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl

Acide sulfurique

Methanol

Carbonate de sodium

Silice greffee

Gel de silice normale

Acide trifluoroacetique

Technique chromatographique

CCM :
CLHP :
CLV :
CLP :

Chromatographie sur Couche Mince
Chromatographie Liquide Haute Performance
Chromatographie liquide sous vide
Chromatographie liquide préparative
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Détermination structurale

[a]D :
uM :
Ara:
COSY:
Gal :
Glc A :
Glc:
Rha :
d:

dd:
ddd :
dl:
dm:

dt :
HMBC:

HR-ESI-MS:

HSQC :
J(Hz) :
m:

m/z :
NOE
RMN :
RMN 3C :
RMN 'H :
rOe:
ROESY:
S:

t:

td :
TOCSY :
tr:

Xyl:

oc :

OH

Pouvoir rotatoire

Micromolaire

a-L-arabinose

COrrelated SpectroscopY

[-galactose

[S-glucuronique acide

[-glucose

f-rhamnose

doublet

doublet de doublet

doublet de doublet de doublet

doublet large

doublet de multiplet

doublt de triplet

Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity
Hieght Resolution ElectroSpray Ionization Mass Spectrometry
Heteronuclear Single Quantum Connectivity
Constante de couplage en Hertz

multiplet

masse/charge d’un ion

Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
Résonance Magnétique Nucléaire
Résonance Magnétique Nucléaire du carbone
Résonance Magnétique Nucléaire du proton
Rotation Overhauser effect

ROtating Overhauser Effect SpectroscopY
Singulet

triplet

triplet de doublet

TOal Correlation SpectroscopY

temps de rétention

S-xylose

Déplacement chimique du carbone en ppm
Déplacement chimique du proton en ppm

Activités biologiques

Clso :
pg/ml :

TFC :
TPC :

Concentration Inhibitrice a 50%
Concentration en Microgramme par millilitre

Teneur totale en flavonoides
Teneur totale en phénols
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Unités des grandeurs physiques et chimiques

°C: Degré Celsius

EAG: Equivalent de I’acide gallique

EQ: Equivalent de la quercétine

Hz : Hertz

J(Hz) : Constante de couplage exprimée en Hertz
min : minute

ppm : Parties par million

uma : Unité de masse atomique

Xiv



Table des matieres

LSEE dES fIZUIES ..veeviieeeiiiie ettt ettt ettt e e e ettt e e e e atbeeeeeatbeeesansbeeeeensbaaeeennsseaeeennnseas i
| B e [ 721 o) (<710 b PRSP PPRURRUPPRRN ix
LiSte des aDIEVIAtIONS ..eeeuvviiieeiiiiiee ettt e eeii e e e ettt e e e et eeeeeataeeeeeaareeeeesnsseeeeennsseeeeesnssaaeeannes xii
INtrodUCtiON GENETALC..........eeiiiiiiiiiieiiiiee et ettt e e e ettt e e e et eeeesntaeeeeeesbeeeeeennnes 1
RETEIEIICES ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e st aaeeeeeeeeannnsnanaeeas 3

PARTIE I : Synthése bibliographique
CHAPITRE 1 : Présentation du genre Scabiosa

L1.1 L ordre des DIPSACALES ......cccceiieeiiiiiiiiieiee e ettt e e e et ee e e e e e e e et eeeeeeeeessaeeeeas 4
[.1.2 Famille des CaprifoliaCae .........ccccuvviiiiiieiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e eraeeee s 4
L1201 GENETAILES ...eeiiniiiiiieiice et 4
[.1.2.2 Description BOtanIQUE ........cccuuviiiiiieeeeeeiiiiiiieee e e e ee et ee e e e e e e e e seaarereeeeeeeeennnnens 4
[.1.2.3 POSItion SYStEMALIQUE ...eeeeeereeiiiiiiiieeeeeeeeiiiiieeieeeeeeeeeintrreeeaeeeeesssnnnsnrereeaeeseansnnnnns 6
[.1.3 Présentation du genre Scabiosa.L (SCADICUSES) ......eevreeeeeeiiiuiiiiieeeeeeeeeciiiiieee e e e e e e 7
[.1.3.1 Description BOtanIQUE .........cccuvvviiiiieeeeeiiciiiiieee e e e ee et e ee e e e e e e seearereeeeeeeeennnnens 7
[.1.3.2 Utilisation en médecine traditionnelle ...............cccoiiiiiiiiiiiiiiie, 10
1.1.3.3 Quelques Activités biologiques du genre ScabioSa .............oeeeeeeeecciuveeieeeeeeeenenns 11
1.1.3.4 Les Métabolites is0lés du genre ScabioSa ............oooeeeevvveiiiieeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeens 12
I-1.4 L’espece Scabiosa semipapposa SAlZM ...............cccceeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeccciieeee e 32
[.1.4.1 PoSItion SYStEMAIQUE ....ccceeeeviiiiiieeeeeeeeiiiiitreeeeeeeeeseiirrreeeeeeeeessnsnnaeeeeeeeeeasnnnnnns 32
[.1.4.2 Distribution gE0ZraphiqUe ...........cceeeeeeeiiiiiiriiiieeeeeeeeeiiriieeeeeeeeessiennareeeeeeeeesnnnnns 33
[.1.4.3 Description BOtanIQUE ........cccuuviiiiiieeeeeeiiciiiiiee e e e e e eeeireeee e e e e e e eeaareaeeeeeeeeeennnnns 33
I1.1.4.4 Utilisation en médecine traditionnelle ............cccceoveeiiiiiiiiiiiieiiieee e, 33

CHAPITRE 2 : Présentation du genre Tuberaria

L.2.1 L’ordre des MalVales ..........ooiiiiiiiiiiiiiiie et e e 34
[.2.2 Famille des CIStACEAC .......uvviiiiiiiiiieiiiiiie ettt e e ettt e e ettt e e e et eeeeesnebeeeeeaes 34
L2. 2. TGENETANIEES ...eeeeiieeeiiiee et et e e et e e ettt e e e et e e e e ennaeeeeas 34
[.2.2.2 DesScription DOTANIQUE .....ccuvvereeriiiieeeeiiieeeeeieeeeeeietee e et eeeeeaebeeeeeeibeeeeennnreeeeas 36
[.2.2.3 POSItiION SYStEMALIQUE ..eeeeiueviireeiiiiieeeeiiiteeeeieeee e et eee e et eeeeeitbeeeeenebeeeeesnnneeeeas 37
1.2.3 Présentation du genre Tuberaria (Dunal) Spach ..........cccccoviiiiiiiiiiiiiiieeeeee 38
[.2.3.1 DesScription DOTANIQUE ......cuvveeeeriiiireeiiiieeeeeieeeeee it tee e et eee e et e e e eeebeeeeeennreeeeas 39
1.2.3.2 Répartition GEOZIaphiqUE ........eeeeiruiiireiiiiiieeeeiiiee et e et e et e e e e e e e 40

[.2.3.3 POSItiON SYSEMALIQUE ....eeeeeiiiiieeiiiiiieeeiiiiie e et ee e et ee e e et e e e et eeeeeeneeeeeeneneas 41



1.2.3.4 Etudes chimiques antérieures du genre Tuberaria ..............cccceeeecveeeeeecveeeeenennen. 42

1.2.3.5 Utilisation en médecine traditionnelle .............ccoooiiiriiiiniiiiniiiieeee 46
1-2.3.6 Quelques activités biologiques du genre Tuberaria ...........c.cccceeeeveveeeeencneneennns. 46
1.2.3.7 Importance écologique du genre TUDErariQl ..............ccccueeeeeecveeeeesiriieeeneieeeeeans 46
1.2.3 L’espece Tuberaria guttata (L.) FOUITE@AU ...........cooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeieee e 48
1.2.3.1 POSItION SYSEEMALIQUE ....vvvvreeiiiiireeiiiiieeeeiiiieeeeiireeeeeitreeeeesnareeeeessseeeeessseeeeessssaeeeannns 48
1.2.3.2 Description DOtANIQUE .........ccccveieeeriuiiieeeiiiiieeeeiiteeeeenreeeeeisreeeeessreeeeessneeeeannns 48
1.2.3.3 Distribution E0ZIaphiqUe ..........cceeviuviireiriuiiieeeeiiiieeeeiieeeeeeireeeeesrreeeeessneeeeanns 49
1.2.3.4 Utilisation en médecine traditionnelle ...........ccocoeeiiiiiiiiiiiiiiiiineeeee 50
RETEIENCES ...ttt et e e et e e e e naeaeee e e 51

IL1T Materiel VEZELAl .....cooeieieiiieee et e e e e e e et e e e e e e e e nnraeeeas 61
I1.2 Méthodes chromatographiqUeS ...........eeeiiieeeiiiiiiiiiiieeee e et e e e e e e eee e e e e e eeaaeeeeas 61
I1.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM).........cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 61
I1.2.2 La chromatographie liquide sous vide (CLV)........ccccoviiiiiiiiiiiiiiieieeee e, 62
I1.2.3 La chromatographie sur colonne ouverte (CC)........cccvvvvveeeeeiiiiiiiiiiieee e 62
I1.2.4 La chromatographie flash (CF) ........cccccoiiiiiiiiiiiiieee e 63
I1.2.5 Chromatographie liquide a haute performance (CLHP) ............ccccccovvveiiiiiinnnnnnnn. 64
I1.2.5.1 CLHP analytiqQUe .......cceooouiiiiiiiieee et e e e et ee e e e e e e e et eeee e e e e e snnnsaneeeas 64
I1.2.5.2 CLHP SEMI-PIEPATALIVE .....vvviririeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiireeeeeeeeeessnsssseeeeeeeesesssnnssaneees 64
I1.2.5.3 CLHP PIéParatiVe .......cccccuvuiiiieeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeiitreeeeeeeeeessnnsnssseeeeeeesessnnnnssssees 65
I1.2.5.4 CLHP préparative (Gilson PLC 2050) ......coiiiiiieiiiiiiiiieee e 66

I1.3 Méthodes phySiCO-ChIMIGQUE ..........uvviiiiieiiiiiiiiiiieie e e e e e e e e e e e e e e aaneeeeeas 67
I1.3.1 POUVOIL TOLALOII® ..eeeeiuiviiieeiiiiiie ettt e e ettt e et ee e ettt e e ettt e e e ettt e e e e naebeeeeennnaeeeeas 67
I1.3.2 SpectromEtrie de MASSE .....ccvviieeiiiiiieeeiiiieeeeeieee et ee e ettt e e et e e e et e e e e eeaeeeeas 67
I1.3.3 Spectrométrie de résonnance magnétique (RMN).........ccooviiiiiiiiiiiiiiinniiieeeeieeen 68

1.4 Chimie extractive des racines de Scabiosa SemipappOSa .............ccoeeecueeeeeeeeeiieeniieeaanns 68
I1.4.1 Extraction et fractionnement de I’extrait brut ............ccccoeviiiiiiiiiiiiiiie e, 68
I1.4.2 PUTTFICATION ...eiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt et e e e 69
[1.4.2.1 Purification de la fraction E ..........cccoooiiiiiiiiiiii e, 70

I1.4.2.2 Hydrolyse acide de la fraction E ............cccooiiiiiiiiiiiiiiee, 73

[1.4.2.3 Purification de 1a fraction A ..........cccoooiiiiiiiiiiiie e 74

11.4.2.4 Purification de 1a fraction B ........cooommriiiiiee e 75



11.4.2.5 Purification de 18 fraction € .......coeeeeneeeeeeeee e 75

11.4.2.6 Purification de la fraction D .........ccoccuiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 76
I1.5 Chimie extractive des parties aériennes de Scabiosa semipappoSa .............cccceeeeeveveeanns. 76
IL.5.1 Extraction et fractionnement de I’extrait Brut ...........ccccceeviiiiiieiiiiieiiniiiieeeeiee, 76
TL5.2 PULTICALION .etiiiiiiiiiiiie ettt ettt st e st e et e e e e enaee s 77
I1.5.2.1 Purification de la fraction A ........ccccoeiiiiiiiiiie e 77
11.5.2.2 Purification de la fraction B ........cccccoiiiiiiiiiiiiieeee e 78
I1.6 Chimie extractive de I’espece Tuberaria guttata (L.) Fourreau ...........ccccceeevvveeencnneneennns 79
I1.6.1 Extraction et fractionnement de I’extrait brut .............ccccoviiiiiiiiiiiee, 79
TL.6.2 PUITFICALION ..eeiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e et e e e eaiaeeeeas 80
[1.6.2.1 Purification de 1a fraction A ...........ccooiiiiiiiiiiiic e 81
[1.6.2.2 Purification de 1a fraction B ..o, 81
I1.7 Dosage et évaluation des activités bioloZIQUES ..........ceeverreiiiiiiiieeeeeeriiiiieeee e e 81
I1.7.1 Dosage des polyphénols et flavonoides ............cooeeeeciiiiiiiieiieeiiiiieeeee e, 81
I1.7.2 Evaluation de 1’activité antioXydante ...........ccccceeereeciiiiiieeeeeeeniiiiieeeee e e e e 82
I1.7.2.1 Test de piégeage du radical DPPH" ............ccccoiiiiiiieeeee e 82
I1.7.2.2 Test de piégeageduradicale ABTS ™ .......ccooiiiiiiiioeeeeeeeeeeeee e 83

I1.7.2.3 Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique
[(O18 272X ) TSRS 84
I1.7.3 Inhibition de I’activité enzymatique de I’alpha-glucosidase ............ccccceevernnnnnennn. 84
RETETENICES ...ttt et e ettt e e s et e e e et eeeeesnnaeeeaanes 86

PARTIE III- Résultats et discussion

CHAPITRE 1 : Détermination structurale des composés isolés de Scabiosa semipapposa

III.1.1 Elucidation structurale des SAPONINES .........cccuvvviiireeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeireeeeeeeeeeeeaenreeeeas 91
[I1.1.1.1 Détermination structurale du compos€ SP1 ........cooociiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e, 95
[I1.1.1.2 Détermination structurale du cOmpoSE€ SP2 .......cccoviiiiiiiiiiiiiieeiiiiieeeeiiiee e 119
[I1.1.1.3 Détermination structurale du compos€ SP3 ........ccooiiiiiiiiiiiiieiiiiiee e 128
[I1.1.1.4 Détermination structurale des composés Sp4 et SPS ...........ccooiiiiiiiiiiiinnnns 136
I11.1.1.5 Détermination structurale des composés Sp6 et SP7 ...........ccccooviiiviiinninenns 150
I11.1.1.6 Détermination structurale du compos€ Sp8 ..........cooceiiiiiiiiiiiiniiiiiieeieeee 165
I11.1.1.7 Détermination structurale du mélange Sp13(en mélange) ..............cc.ccoeeeeenne 171
[11.1.1.8 Détermination structurale des composés Sp9, SP12.........ccooviviviiviniieinnincnnns 181

II1.1.1.9 Détermination structurale des composés Sp10, Sp11.........cccoeevviiiiiiniiiiieennns 188



II1.1.1.10 Détermination structurale des composés Sp14-Sp16 ...........ccccvvveeevciieeennns 194

I11.1.2 Elucidation structurale des iriddoides ...........ccovoueiiriiiiriieiiiiieiieeeeeeeee e 199
II1.1.2.1 Détermination structurale des composées SP17.......cvvvveeviiiieeeriiiieeeniiieeeens 199
II1.1.2.2 Détermination structurale du composé Sp18 et Sp19 ........ccoovvviiiiiiiiiiiieenns 204
[I1.1.2.3 Détermination structurale du compos€ SP20 .........cccoveiiviiiiieeeeeiiiiiiiiiieeeeeenn, 212

II1.1.3 Elucidation structurale des composés phénoliques ...........ccccecvveeeviciiieeeeniiieeeeineenen. 217
II1.1.3.1 Détermination structurale des composés Sp21-Sp23 ........cccevvveviiiieeeriiieeeenns 217
II1.1.3.2 Détermination structurale des composés Sp24 et Sp25..........cccecvvvveeeriiieeennns 235
[I1.1.3.3 Détermination structurale du compos€ SP26 .........ccooveiiviriiieeeeeeiiiiiiiieeeeeen, 242
II1.1.3.4 Détermination structurale du compos€ SP27 .......coevvvviiiiiiieeeeeeiiiieeeee e 245

[II.1.4 Elucidation structurale des flavonoides ...........occcoeeiiiiiiiiiiiiiiiiinccceeeen 250
II1.1.4.1 Détermination structurale du compos€ Sp28 ........ccooviiiiiiieiiieeiieeeee e, 250
I11.1.4.2 Détermination structurale des composés Sp29 et Sp30..........ccccovvvvveieeeeeninnnns 257
I11.1.4.3 Détermination structurale du composé SP31 .........cccviviiieeiieiiiiiiiieeeee e 261

CHAPITRE 2 : Détermination structurale des composés isolés de Tuberaria guttata

II1.2.1 Détermination structurale du composé Th1...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 264
I11.2.2 Détermination structurale du composé Th2...........ccccoiiiiiiieiiiiiiiiiiieeeee e, 264
I11.2.3 Détermination structurale du composé Th3...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 267
RETEIENCES ... ettt e ettt e e et e e aeaeee s 270

CHAPITRE 3 : Dosages et évaluation des activités biologiques

I11.3.1 Résultats du dosage et des activités biologIqUESs ........cccevvviieeeeeeeiiciiiiiieeeee e, 277
II1.3.1.1 Teneur en phénols totaux de Scabiosa semipapposa .............cccceeeevvevveeannnnn. 277
I11.3.1.2 Teneur en flavonoides totaux de Scabiosa semipapposa ...................euue...... 278
I11.3.1.3 Potentiel antioxydant de Sacabiosa semipapposa  ..............ccccccceceeeevecueeeennns. 279

II1.3.1.3.1 Capacité scavenger du radical DPPH"..............cccccoiiiiiiinis 279

I11.3.1.3.2 Capacité scavenger du radical ABTS ™ ........cccvviviivieieiniieieenas 283

I11.3.1.3.3 Capacité de réduction de I’ion cuprique (CUPRAC) .........cceeee... 285

[11.3.1.4 Teneur en phénols totaux de Tuberaria gUItAtA ..............ccceeeeveceeeieiniiniaann. 288
I11.3.1.5 Teneurs en flavonoides totaux de Tuberaria guttata ..............ccccccoeuveeeunecne. 289
I11.3.1.6 Pouvoir antioxydant de Tuberaria QUHALQ ..............cccoccueeeveiinniieiiniiienieenn, 289
I11.3.1.6.1 Capacité scavenger du radical DPPH" ...........ccocceiiiiiniiinic, 289

I11.3.1.6.2 Capacité scavenger du radical ABTS™ .......cccoevvvivirieieieeeeree 291

II1.3.1.6.3 Capacité de réduction de I’ion cuprique (CUPRAC).......cccvviieviiiiiiiiiiiiieeeeene. 292

II1.3.1.7 Inhibition de ’alpha glucosidase ...........ccccueeeiriiiiiiiiiiiiieece e 294



RETETEICES ..o e e e e e e e e tee e e e eae e e evaaeaaen 297

ConCIUSION GENCTALE ......evviiiiiiiiiie ittt e e et e e e et e e e e e tbaeeeenssaaeeenes 301
Annexe 1 : Caractéristiques des COMPOSES 1SOIES .......cevuviiiiiriiiiieeiiiieeeerieeeeereee e 303
ATINEXE 2.ttt e ettt e e ettt e e e et e e e nabrnee s 316

Publication SCIENEITIQUE .......eeiieiiiiieeeiiiiie ettt ettt e e et e e e eitbeeeeenneaeeeeenssaaeens 318



INTRODUCTION
GENERALE



Introduction générale

La Nature représente en effet une source inépuisable de nouvelles structures, grace a une
précieuse biodiversité végétale, animale et microbienne. Les produits naturels d’origine végétale
ont toujours été utilisés par ’Homme et représentaient la majorité de la pharmacopée jusqu’a
I’avénement de la synthése organique, au début du XXe si¢cle. Mais I’apparition de la robotique,
de la chimie combinatoire et du criblage haut-débit a largement réduit 1’utilisation des produits
naturels.

Cependant, selon 1’organisation mondiale de la santé (O.M.S), malgré la prédominance de
la synthese organique, 80 % de la population mondiale a encore recours a des traitements a base
de plantes, faisant partie de ce qu’on appelle "médecine traditionnelle" [Pousset., 1989 ;
Hotettmann., 1997]. Les connaissances associées a cette derniere ont encouragé d’autres
recherches sur les plantes médicinales comme source de médicaments potentiels. Elles ont
conduit a I’isolement de nombreux produits naturels qui sont devenus des produits
pharmaceutiques bien connus.

Nous citerons a titre d’exemples, le taxol (du genre Taxus), médicament reconnu
mondialement pour son action anticancéreuse hautement efficace. La morphine, substance
naturelle isolée du latex d’une papaveraceae appelée Papaver somniferum constitue également
un parfait exemple, la quinine (dérivé du genre Cinchona) employée contre la malaria, la
digitoxine (du genre Digitalis) utilisée contre les maladies cardiovasculaires, 1’éphédrine (du
genre Ephedra) que ’on retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes, Les
produits naturels représentent une source extrémement précieuse pour la production de nouvelles
entités chimiques.

Par sa situation géographique, de son climat diversifi¢ (méditerranéen, semi-aride et
saharien) et la nature de ses sols, I’ Algérie possede une flore particulicrement riche et variée. La
région méditerranéenne est caractérise par une diversité biologique exceptionnelle ainsi qu’une
richesse floristique estimée a 25000 especes des plantes vasculaires, avec plus de 300 taxons
d’especes endémiques nationales pour le nord de I’ Algérie (a ’exclusion du Sahara) [Miara et
al.,, 2018] ;ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable. Mais
plusieurs sont encore méconnues et exploitées de fagcon artisanale [Gelfand et al., 1985].

La conception et la réalisation de ce travail de thése de doctorat en Biochimie s’inscrit dans
le cadre du programme de recherche de Laboratoire d’Obtention de Substances Thérapeutiques
(LOST), destiné a la valorisation de la flore du Nord algérien, par la recherche de nouveaux

composés ou principes actifs a débouchés thérapeutiques.




Pour cela, deux especes végétales Scabiosa semipapposa Salzm Ex D.C (Caprifoliaceae) et
Tuberaria guttata (L.) Fourreau (Cistaceae) m’ont été confiées en vue d’une investigation
chimique et biologique.

Les diverses investigations phytochimiques menées sur la famille des Caprifoliaceae et
plus particuliérement sur le genre Sacabiosa, ont montré une richesse remarquable en métabolites
secondaires d’un grand intérét biologique. En effet et comme il sera rapporté ultérieurement, les
¢tudes chimiques réalisées sur le genre ont mis en évidence la présence de saponosides [Lehbili
etal, 2018 a |, iridoides [Wang et al., 2015 | , et flavonoides [Al-Qudah et al., 2017].

Les plantes appartenant a la famille Cistaceae qui, a I'instar de la flore méditerranéenne
constituent une ressource végétale qui n’a cessé, depuis des siecles, d’étre utilisée par les
populations autochtones pour leurs propri¢tés médicinales.les especes de cette famille sont tres
riches en métabolites secondaires a savoir les flavonoides [Barros et al., 2013] , les composés
polyphénoliques, les diterpénes [Kalpoutzakis et al., 2003 | et les huiles essentielles | Javidnia
et al., 2007 |
La recherche bibliographique exhaustive effectuée sur les deux espéces Scabiosa semipapposa
et Tuberaria guttata et qui a donné une motivation supplémentaire pour la concrétisation de ce
travail, a montré qu’elles n’ont pas fait ’objet d’aucune étude phytochimique ni biologique.
Notre travail de thése se divise en trois grandes parties :

-La premicre partie est consacrée a un rappel sur les caractéristiques botaniques des deux
plantes étudiées, leurs répartition géographique, usages traditionnels et a une étude
bibliographique sur les genres auxquels elles appartiennent avec une synthése des principaux
résultats phytochimiques antérieurs relatifs aux genres.

-La deuxieéme partie évoquera les détails expérimentaux des études phytochimique et
biologique des deux plantes S.semipapposa et T.guttata ensuite une description des appareils et
méthodes utilis¢ ainsi que les protocoles suivis pour I’évaluation de I’activité antioxydante et anti
a glucosidase des extraits obtenus.

-La troisiéme partie sera dédiée a la détermination structurale des produits isolés a partir
des deux espéces a I'aide des différentes méthodes spectroscopiques RMN 1D et 2D, la
spectrométrie de masse a haute résolution (HR-ESI-MS), la mesure des pouvoirs rotatoires [a] p
et par la comparaison avec les données de la littérature. Ainsi au résultat obtenus des activités

antioxydantes, et anti o glucosidase.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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PARTIE 1
Synthese Bibliographique



CHAPITRE 1

Présentation du genre

Scabiosa



I.1.1 L’ordre des Dipsacales
L’ordre des Dipsacales (du latin Dipsacus, nom des Cardéres) réunit 1 125 espéces en 2
familles : les Adoxaceae et les Caprifoliaceae. Nous traiterons ici la famille des Caprifoliaceae

qui renferme 1’espéce végétale que nous avons travaillée [Dupont et Guignard., 2015].

I.1.2 Famille des Caprifoliaceae

1.1.2.1 Généralités

La famille des Caprifoliaceae est une famille cosmopolite répartic en générale dans les
régions tempérées de I’hémisphere Nord (Europe, Asie, Amérique du Nord et Afrique du Nord)
et sont absents de I'hémisphére sud, sauf dans quelques petits écaillage Indonésie (Figure I-1)

[Spichiger et al.,2004].

-
> -
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Figure I-1. Distribution mondiale de la famille des Caprifoliaceae [1].

Son nom provenant du latin Caprifolium, qui signifie «feuille de chévre/de bouc », car les tiges

volubiles de certains chevrefeuilles rappellent la forme des cornes de bouc.

1.1.2.2 Description botanique

Les Caprifoliacées sont des herbes, annuelles comme le Mache, bisannuelles comme la
Cardere (dont on s'est servi pour peigner les draps), vivaces comme la Valériane officinale
(Figure I-2) ou des arbustes (Chevrefeuille), parfois lianescents [Dupont et Guignard 2015].
Les caractéristiques générales permettant de reconnaitre une plante appartenant a cette famille

sont:
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¢ L'inflorescence
L'inflorescence, du type cyme, marque une nette tendance a la condensation : chez certains
Chevrefeuilles, les ovaires, puis les fruits, des fleurs voisines peuvent étre concrescents ; chez la
Knautie (Figure 1-2), Scabieuse et la Cardére le groupement des cymes forment des capitules,
comme chez les Asteraceae, mais, ici, chaque fleur reste entourée par 2 bractées qui se soudent
pour former un involucelle.

% La fleur
La fleur comprend un calice a 4 ou 5 sépales et une corolle zygomorphe. Encore presque réguli¢re
chez la Symphorine, la Scabieuse, la corolle est bossue chez la Valériane officinale, longuement
éperonnée chez le Centranthe rouge, bilabiée chez la Mache et plus encore chez les
Chévrefeuilles, elle devient tétramere chez la Cardere et la Knautie (Figure [-2).

% L'androcée
La zygomorphie, comme chez les Lamiaceae, entraine 1'avortement de 1'é¢tamine postérieure :
l'androcée est tétramere. De plus, chez les Valérianes et alliées, on observe une réduction des
¢tamines latérales : 'androcée devient trimére (Valériane, Mache), dimére (Fedia) et ne comporte
plus qu'une seule étamine chez le Centranthe rouge. Cette réduction se fait, curieusement,
généralement en fonction du plan de symétrie des carpelles (différent de celui de la corolle) et la
fleur n'a plus aucun plan de symétrie (Figure [-2).

% L'ovaire et le fruit
L'ovaire comprend de 2 a 3 carpelles (4 chez la Symphorine, mais seuls 2 sont fertiles). Les loges
généralement uniovulées sont encore pluriovulées chez les Chevrefeuilles et la Symphorine ou
les fruits sont des baies. Le style est allongé. Chez les Valérianes et les Maches les 3 loges sont
uniovulées et une seule fertile.
Toutes les plantes de la sous-famille des Dipsacaceae ont comme caractéres constants la direction
descendante de 1’ovule, qui les séparent des Asteraceae, et la présence d’un albumen dans la
graine, qui les distinguent des Asteraceae et des Valerianaceae [Baillon., 1880].
Le fruit est un akeéne, souvent surmonté chez les Valérianes d'un pappus, calice transformé ici en
aigrettes (comme celui des Asteraceae) ; chez les Scabieuses, les Carderes les 2 carpelles, «

ouverts », ne comprennent qu'un ovule et le fruit est é¢galement un akeéne.
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Figure I-2. Dessin explicatif de I’appareil reproducteur de la famille des Caprifoliaceae
A a D : Valériane officinale : A : sommité fleurie ; B : diagramme floral ; ca, calice ; en pointillés, le plan
de symétrie antéropostérieur de la corolle ; C : fleur ; D : akéne surmonté du pappus. E : Knautie : ici, les
capitules présentent des fleurs a 4 pétales et des étamines libres (contrairement aux Astéracées) [Dupont

et Guignard 2015].
1.1.2.3 Position systématique

D’apres la classification APG III (2009) et APG IV(2016) (Tableau I-1) cette famille
englobe toutes les especes des familles Valerianaceae, Dipsacaceae, et Caprifoliaceae excepte
les deux genres Sambucus et Viburnum (appartenant au Adoxaceae) [Birgitta et al., 2009; Byng
et al., 2016]. Elle comprend entre 810 et 900 [Spichiger et al., 2004] espéces reparties en 36
genres dont quatre sont les plus majeurs ; Valeriana (200 especes), Lonicera (150),Valerianella

(50) et Scabiosa (100) [Judd et al., 2007 ;Carlson et al., 2012].




Tableau I- 1 : Position systématique de la famille des Caprifoliaceae d’aprés APG III [Chase et
al., 2009].

Classification (APG III)

Royaume Plantes

Clade Angiosperme

Clade Eudicotilydone (dicotilydones)
Clade Astérides

Clade Capanulides

Ordre Dipsacale

Famille Caprifoliaceae

Sous famille Dipsacaceae

I.1.3 Présentation du genre Scabiosa.L (scabieuses)

Le genre Scabiosa est ungenre de plantes herbacées vivaces de la famille
des Dipsacaceae selon la classification classique de Cronquist.(1981) et de la famille
des Caprifoliaceae selon la classification phylogénétique (APG III) , comprend environ (80-
100) [Carlson et al., 2012 ; Byng et al., 2016] especes dont 12 en Algérie [Quezel et santa .,
1963]. Il est originaire de I’ancien monde (au cours du miocene), c’est avec la diversification et
un mouvement indépendant que les scabieuse sont localis¢ en Europe, le bassin méditerranéen,
I’Asie et I’ Afrique [Carlson et al., 2012].

Etymologie
Le nom scabiosa vient du mot latin scabies signifiant gale, fait référence aux vertus de cette

plante contre cette affection cutanée [Addisonia., 1954-1959].

1.1.3.1 Description botanique

Les plantes de ce genre sont des herbes pérennes, annuelles, biennales ou vivaces qui se
dressent plus ou moins haut, leur taille variant, selon les espéces et les variétés, entre 30 et 80 cm
avec des feuilles opposées, simples ou pinnatisides, des fleurs trés-ordinairement terminales et
des tiges presque ligneuses dans quelques especes.

Le genre Scabiosa possede les caractéristiques morphologiques suivantes (Figure [-3,1-4) :

7

¢ Un involucre dont les bractées sont foliacées, rigides plus ou moins séches, protégeant

les fleurs.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dipsacaceae
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Caprifoliaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_APG_III
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¢ Les bractées plus haut sur le réceptacle, situées au-dessous de chaque fleur, présentent
des caractéres analogues, ordinairement étroites, Courtes, ou méme elles disparaissent
completement.

Chacune des fleurs est entourée par un involucelle sacciforme persistant autour du fruit

% L’involucelle trés-variable dans la diverse section du genre, quant a sa forme, les cotes
ou les sillons qu'il porte, le nombre et la configuration des lobes ou des dents dont son

orifice est découpé.

Seabiast atrapuenren.

Scabiosa alropurpuren.

Tig. 416. Corolle et étamines.

Fig. 415, Ramean flocifire el Feactifeng

Secabiosa s I 5
(Asterocephalus) Scabiosit (Succisa) uralensis.
columbaria.

Scabiosa inteqrifolia.

..
) x X Fig. 421. Fruit Fig. 422 i
Fig. 420. Fruit, “entouré f?illvnl\icglllglt‘

Fig. 419. Fruit,

entouré da Iinvul ; Sialé iny % als
Tt ulucelle éfald. involucelle é1ale.

Figure I-3 : Diversité morphologique au sein du genre Scabiosa |Baillon., 1880].

Les fleurs sont agrégées, réunies sur un réceptacle commun, convexe, charge de paillettes ou de
filaments roides, ou nu ; muni d'un calice commun ouvert, compose de folioles disposées sur un
ou plusieurs rangs

Chaque fleur séparée offre :




% Un calice propre double, I'extérieur souvent plus court, membraneux, plissee, persistant,
I’intérieur termine par cinq de coupures subulées, presque capillaires.

% Une corolle monopétale, tubulée, a quatre ou cinq divisions réguliéres on irrégulicres,
insérée sur le calice interne.

% Quatre étamines, quelquefois cing, dont les filaments sont tubules, capillaires, attaches
au bas du tube de la corolle, termines par des anthéres oblongues, horizontales.

% Un ovaire environne par une gaine propre en forme de petit calice, termine par un
stigmate échancre.

Les semences sont enveloppées par les deux calices propres, solitaires, ovales -oblongues,

diversement couronnées par les calices [Lamarck et poiret., 1804 ; Baillon., 1880].

Figure I-4 : Les différentes parties de Scabiosa arvensis L (Scabieuse des champs) [Masclef.,

1891].




1.1.3.2 Utilisation en médecine traditionnelle

Plusieurs especes du genre Scabiosa sont utilisées en médecine traditionnelle populaire

pour guérir un bon nombre de maladies, Nous citons par exemple :

e Scabiosa stellata est utilisée en médecine traditionnelle marocaine comme cataplasme,
associée a la graisse de poulet et a I’huile d'olive contre les fissures au talon [ Kahouadji.,
1995 ; Bammi et Douira., 2002]. Elle est utilisée aussi pour le traitement de nombreuses
maladies respiratoires a savoir : bronchite, pneumonie bronchique, grippe et asthme. Elle
est utilisée comme : expectorant, purifiant, diaphorétique, gastrique, apéritif et digestif
[Aidi Wannes et Marzouk., 2016].

e Scabiosa Succisa (appelé aussi L’herbe de Saint Joseph) est connue comme plante
tinctoriale donnant une couleur verte et astringente utile pour préparer les peaux,
[Lebreton., 2014] elle est particuliecrement réputée comme fébrifuge, dépuratives,
expectorantes et vulnéraires. Cette espece est employée aussi contre la grippe et pour
soigner les problemes des voies respiratoires, principalement la bronchite. [Bussman et
al, 2010].

o S sylvatica et S. Columbaria sont employées contre les maladies pulmonaires et la gale
.S. centauroides est utilis¢ en Europe comme antisyphilitique et tidartreux. [Baillon.,
1880].

e S. arvensis : Cette plante est utilisée dans la médecine populaire Algérienne contre les
diarrhées, les inflammations et comme antiseptique pour les voies urinaires. Elle permet
de resserrer les tissus et purifie le sang. Elle serait aussi employée dans les cas d’infections
de la peau (démangeaisons, contusions et gercures). C’est également une plante
ornementale [Chorfi et al., 2012].

o S Columbaria: La drogue préparée a partir des racines séchées et torréfices de cette
plante mélangée avec une graisse animale est préconisées pour son action cicatrisante
chez les populations du Sud d’Afrique [Grierson et Afolayan., 1999]. Des infusions de
feuilles et de racines sont aussi utilisées pour traiter les coliques chez la femme enceinte,
pendant les accouchements difficiles et pour I’infertilit¢ [Watt et Breyer-Brandwijk .,
1962], ainsi cette plante est employée comme anticatarrhal [Agelet et Valles., 2001]
contre la diphtérie, et pour le traitement de hypertension artérielle [Rigat et al., 2007 ;

Kose et al., 2015].




S .atropurpurea L : En catalogne les parties aériennes de cette plante sont utilisées pour
leurs propriétés diurétiques [Bonet et Valles., 2007]. L’ infusion des fleurs est également
employée pour traiter la rougeole, le furoncle [Bonet et al., 1999], la Coqueluche, le
rhume, la bronchite, et la toux Compulsif [Bussmann et Sharon., 2015].

Scabiosa comosa Fisch et et S. tschilliensis Grunning (ST) : les inflorescences de ces
deux especes sont utilisés contre les maladies du foie [Chinese pharmacopoiea comittee

1998].

1.1.3.3 Quelques Activités biologiques du genre Scabiosa

Les plantes du genre Scabiosa sont connues pour leur richesse en saponosides et

iridoides, possédant diverses et intéressantes activités biologiques, notamment I’activité :

antidiabétique [Hlila et al.,2015 b], anti-VHC (Virus de 1'Hépatite C) [Ma et al., 2015]

,antibactérienne et antioxydante [Christopoulou et al., 2008 ; Bussmanna et al., 2010 ;Van

Vuuren et Naidoo., 2010 ; Hlila et al., 2013 |].

e Les extraits AcOEt, BuOH et aqueux des fleurs, fruits, feuilles et tiges de I’espece

Scabiosa arenaria ont été évalués pour leur pouvoir antioxydant en utilisant les méthodes
de piégeage du radical ABTS et DPPH, le test de blanchiment de la beta caroténe et le
pouvoir réducteur. L’extrait acétate d’éthyle des fleurs a montré une forte activité vis-a-
vis tous les tests avec des plus faible valeurs de Clso et CEso pour le test de DPPH et le
pouvoir réducteur (Cls0-0.017 mg/mL et CEs0-0.02 mg/mL) respectivement [Hlila et al.,
2013].

L’investigation de la fraction butanolique des racines de la méme espece a montré une
activité antioxydante intéressante pour le test de blanchissement de la B caroténe (Clso=
0.018 £ 0.009 mg/ml). Par ailleurs cette fraction ainsi que les fractions acétate d’éthyle
et butanolique des feuilles plus tiges ont montrés une meilleurs activité anti-
acétylcholinestérase avec des Cls50=0.02 +0.003, 0.016+ 0.01, 0.029 +0.02mg/ml
respectivement [Hlila et al., 2013 ; Hlila et al., 2015 a].

Les mémes fractions ont été testées pour leur pouvoir inhibiteur de a glucosidase, il a été
démontré que la fraction acétate et butanolique des fruits ainsi que la fraction acétate des
fleurs exercent une inhibition non compétitive pour cette enzyme avec des Clsode 0.11 £

0.09, 0.28 £ 0.04 et 0.221 £ 0.01 mg/ml, respectivement [Hlila et al., 2015 b].




e [’extrait éthanolique de Scabiosa atropurpurea a subi une investigation biologique en
vue de mettre en évidence d’éventuelles propriétés antibactériennes. Les résultats ont
révélé que Iextrait a manifesté une activité intéressante vis-a-vis la souche
Staphylococcus aureus avec une concentration inhibitrice minimum de CIM=32 pg/ml

[Bussmanna et al., 2010].

e ['effet antibactérien de extrait chloroformique et méthanolique de Scabiosa hymettia a
été évalué contre deux bactéries gramme positive (staphylococus aureus et épidermitis)
et quatre bactéries gramme négative (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli). 11 a été prouvé que ces extraits bruts exhibent
une activité antimicrobienne modérée avec des zones d’inhibition qui varient entre 9 et

12 mm [Christopoulou et al., 2008].

e Une autre étude menée sur 1’espece Scabiosa columbaria a montré que les extraits
dichlométhane : méthanol et aqueux des racines et feuilles présentent une activité
antimicrobienne contre Candida albicans ATCC 10231 avec une (CIM=4 mg/ml
,8mg/ml) et (CIM =3mg/ml, 2mg/ml) respectivement. D’une autre part [’extrait
dichlométhane :méthanol des feuilles posseédent une meilleur activité contre 7richomonas
vaginalis (souche clinique), Oligella ureolytica ATCC 43534, Ureaplasma urealyticum
(souche clinique) avec une CIM=3mg/ml [Van Vuuren et Naidoo., 2010].

1.1.3.4 Les Métabolites isolés du genre Scabiosa

Une recherche bibliographique réalisée sur les especes du genre Scabiosa montre qu'elles
ont fait l'objet de nombreuses investigations phytochimiques depuis 1968. Celles-ci ont permis
d'isoler un grand nombre de métabolites secondaires. Les substances dominantes sont les
saponines, les flavonoides avec les iridoides qui présentent de multiples propriétés biologiques
et pharmacologiques.

Ces ¢études chimiques ont montré aussi la présence de : tritrpenes, coumarines et autres composés
phénoliques, ainsi que les huiles essentielles. Les pages qui suivent tracent un aper¢u non
exhaustif, pour ne pas tomber dans le fastidieux, des différents composés rencontrés dans le genre

Scabiosa.




+¢ Les triterpenes et les stérols

A partir de cinq especes du genre Scabiosa trois triterpenes sont mis en évidence.

L’investigation phytochimique de S. caucasica et S. tschiliensis [Garaev et al., 2008 ; Wang et

al., 2015] a conduit a I’isolement de 1’acide oléalonique (1) alors que I’acide ursolique (2) est

caractérisé a partir de S. stellata, S. prolifera L et S. sicula [Rahmouni et al 2017; Al-Qudah et
al., 2017 ; Lehbili et al., 2018 ; Kiling¢ et al., 2020] et 1’acide corosolique (3) a partir de S.
prolifera. L [Al-Qudah et al., 2017 |.

le p-sitosterol (4) et le daucosterol (5) (Tableau 1-2).

Deux phytostérols ont été isolés et identifiés dans plusieurs espéces du genre Scabiosa:

Tableau I-2 : Triterpénes et stérols isolés du genre Scabiosa.

N° Nom Structure Espéce Référence
1 | Acide S. caucasica [Garaev et al., 2008]
oléanolique S. tschiliensis
[Wang et al., 2015]
2 | Acide S. stellata [Lehbili et al., 2018]
ursolique S. prolifera [Rahmouni et al., 2017]
[Al-Qudah et al., 2017]
[Kiling et al., 2020]
3 Acide S. prolifera [Al-Qudah et al., 2017]
corosolique
4 B-sitosterol S. tschiliensis | [Wang et al., 2015]
S. prolifera [Al-Qudah et al., 2017]
S daucosterol S. songorica | [Akimaliev et al., 1988]
S. prolifera L
RO
R=H
R=Glc




< Les saponines
Trente- trois saponosides ont ét¢ isolés a partir de cing espéces du genre Scabiosa. Ce sont
des glycosides de I’acide oléanolique, I’acide pomolique, I’acide siaresinolique, 1’acide ursolique
et I’héderagenine, dont la partie osidique est constituée de un a sept sucres constituée du f-D-
xylose (Xyl), a-L-rhamnose (Rha), f-D-glucose (Glc), p-D-allose (Als) et a-L-arabinose (Ara).
Les différentes structures des saponosides isolés a partir de ces especes sont élucidées dans le
Tableau I-3.

L’investigation chimique de I’extrait éthanolique des racines de de S. soongorica
[Akimaliev et al., 1976 a, Akimaliev et al., 1976 b] a abouti a la caractérisation de sept
glycosides de I’acide oléanolique (6-12) nommés Songoroside A, C, E, G, I, M et O.

Alors que I’investigation chimique réalisé sur les racines de S.rotata [Baykal et al., 1998] a
permis I’isolement et I’identification de quatre saponosides bidesmosides de 1’acide pomolique
qui sont les Scabiosides A,B,C,D (13-16).

Une ¢étude phytochimique réalisée par Zheng et collaborateurs [Zheng et al., 2004] sur
I’espece S. tchilliensis, a mis en évidence onze saponines triterpéniques (17-23,26-29) de
structures nouvelles appelés Scabiosaponines A-K. , également 1’Hookeroside A (24) et
Hookeroside B (25), ont été trouvés dans cette plante. . La partie osidique est constituée des
mémes sucres retrouves dans les saponines de S. rotata excepte de I’allopyranose, cette partie
porte de quatre a sept unités.

L’acide ursolique-3-O-B-L-arabinopyranoside (30) est un glycoside de I’acide ursolique
a été isolé a partir de ’espéce S.prolifera [Al-Qudah et al., 2017].

Neuf saponines ont été isolées a partir de 1’extrait ethanolique de Scabiosa stellata dont
huit de structures nouvelles (31-38) portant le nom de Scabiostallatosides A-H. Ce sont des
bidesmosides (31-35,37-39) et un seul monodesmoside (36) de I’acide oléanolique et
I’hederagenine [Lehbili et al., 2018 a].

A T’issue d’une investigation phytochimique récente réalisée sur ’espece S. sicula Kiling
et collaborateurs ont pu identifier dix-huit saponines dont huit ont été de structures nouvelles,
nommeées Scabioside A-H (40-45, 47, 49) et neuf connus (46,48, 50-57) [Kiling et al., 2020]. Ce

sont des mono et bidesmosides dérivés de I’acide : ursolique, pomolique et oléanolique.




Tableau I-3 : Structure des saponosides isolés du genre Scabiosa.

N° Nom R R: Espéce Référence
6 Songoroside | H Xyl [Akimaliev et al.,

A
7 Songoroside Rha (1-3) Xyl 1976 ]

C S.songorica
8 Songoroside | H Xyl (1—-3) Rha (1-3)Xyl

E
9 Songoroside | H | Xyl(1—3)Xyl(1—3)Rha-(1—-3)Xyl

G
10 | Songorosidel | H | Xyl (1-3)Xyl (1—-3)Xyl (1-3) Rha

(1-3)Xyl

11 songoroside | H | Xyl(1—3) Xyl(1—3)Rha(1—3)Xyl | S.songorica [Akimaliev et al.,

© 1976 b]
12 | Songoroside H | Xyl(1-3)

M Xyl(1—-3)Xyl(1—3)Rha(1—3)Xyl

o o 0(; ° Als on
! Tz@

N° Nom R Espece Référence
13 | Scabioside A Xyl [Baykal et al.,
14 | Scabioside B Rha (1-2) Xyl S rotata 1998]
15 | Scabioside C Rha (1—-2) Ara
16 | Scabioside D Glc (1—3) Rha (1-2) Xyl




Ry

Ara ou Xyl
0 o
Ry
HO

o

HW HO Gle
HO Rha
N° Nom R R: R3 Espece Référence
17 | Scabiosaponine A Glc(1—4)Xyl H OH S.tschiliensis | [Zheng et al., 2004]
18 | Scabiosaponine B Xyl(1—4)Glc H OH
(1-4)Xyl
19 | Scabiosaponine C Glc(1—4)Xyl H 0-Glc
20 | Scabiosaponine D H H 0-Glc
21 | Scabiosaponine E Xyl OH H
22 | Scabiosaponine F Gle OH H
23 Scabiosaponin G Gle(1—-4)Glc OH H
24 Hookeroside A Gle(1—-4)Xyl OH H
25 Hookeroside B Xyl(1—-4)Glc OH H
(1-4)Xyl

HJCWO HO Gle
N°e Nom Ry R: R3 Espéce Référence
26 | Scabiosaponine H | CHj H Gle(1—-4)Glc | S.tschiliensis | [Zheng et al., 2004]
27 | Scabiosaponinel | CH; H Gle
28 Scabiosaponine J H CH3 Glc
29 | Scabiosaponine K H CH3 Glc(1—-4)Xyl
N° Nom Espéce Référence
30 | l’acide ursolique- S.prolifera.L | [Al-Qudah et al.,

3-0-5-L- 2017]
arabinopyranoside




Ry

Ara ou Xyl
0
Ry J
HO

0

N° Nom Ry R: R3 R4 Espéce Référence
31 | Scabiostellatoside H H OH | Glc (1—06) S. stellata [Lehbili et

A Glc al.,2018 a]
32 | Scabiostellatoside H OH H Glc (1—6)

B Gle
33 | Scabiostellatoside Glc H OH | Glc (1—06)

C Gle
34 | Scabiostellatoside Glc OH H Glc (1—6)

D Gle
35 | Scabiostellatoside H H | O-Glc | Glc (1—06)

E Glc
36 | Scabiostellatoside | Glc (1—4) OH H H

F Glc(1-4)Glc
37 | Scabiostellatoside

G

\/Z
HOOC A Gle
n:oﬂwo ’ cmon Gle
H(:m — X HO//%(/)HHO HO

38 | Scabiostellatoside :

H
39 Palustroside III

HOOC A Gle




N° Nom R; R: Espéce Référence
40 Scabioside A Glc Glc (1— 6) Glc S. sicula [Kiling et al., 2020]
41 Scabioside B Glc Als (1— 6) Glc
42 Scabioside D H Glc (1— 6) Gle
43 Scabiside E H Als (1— 6) Glc
44 Scabioside G H Glc
45 Scabioside H H H

N° Nom Ry R:

46 Ilexoside VIII Glc Glc (1— 6) Glc [Kiling et al., 2020]
47 Scabioside C Gle Als (1— 6) Glc S. sicula

48 Mazusaponin I1 H Glc (1— 6) Glc

49 Scabioside F H Als (1— 6) Glc

50 Gouguside 7 H Gle

51 Gouguside 1 H H

52 Acide 3B-[B-D-

glucopyranosyl-(1
— 2)-0-L-
arabinopyranosyl]
-urs-12-¢ne-28-
oique




N° Nom R; R4 Espéce Référence
53 Mazusaponin I CH; Glc (1— 6) | S.sicula [Kiling et al.,
Glc 2020]
54 Araliasaponin II CH; H | Glc(1-3) Glc (1—- 6)
Ara Gle

55 | Hederagenin 3-O-f-D- | CH,OH | H Ac GLc¢ H

glucuronopyranoside
56 Acide 3B-a-L- CHs OH Ara H

arabinopyranosyl-19a-

hydroxyoléan-12-éne-

28-oique

57 llexoside A CH; OH Xyl H




+* Iridoides

Les iridoides, composés largement répandus dans la nature, sont présents particuliérement
au sein de nombreuses plantes médicinales. Leur importance biologique a été largement

démontrée.

e Les mono- Iridoides

L’investigation phytochimique de S. variifolia, S. hymattia, S. columbaria, S.
atropurpurea SSP maritima S. tchilliensis et S. stellatta a permis I’isolement et I’identification
de six mono-iridoides (Tableau [-4). Il s’agit de : Swertiamarine (58), I’acide loganique (59),
Sweroside (60), Loganine (61), I’Eustomorusside (62) et Eustomoside (63) [Horn et al.,
2001 ;Papalexandrou et al., 2003 ; Christopoulou et al., 2008 ; Polat et al., 2010 ;Wang et
al., 2015 ; Lehbili et al., 2018 b].

e Les Bis-iridoides

L’investigation phytochimique de I’espéce S variifolia a conduit a I’isolement d’un seul
Bis-iridoide nommé Cantléyoside (64) [Papalexandrou et al., 2003]. Ce composé est trouvé
aussi dans les racines de S. atropurpurea SSP maritima |[Polat et al., 2010]. alors que le
Sylvestroside I (65) et II (66) ont été caractérises de S. tchilliensis [Wang et al., 2015].
Quatre Bis-iridoides dont deux de structures nouvelles ont été¢ également isolés a partir de
I’extrait éthanolique de S. stellata. 11 S’agit de: Sylvestrosidel (65), Septemfidoside (67) -O-(E-
caffeoyl)-Sylvestroside 1 (68) et le 7-O-(E-p-coumaryol)-Sylvestroside I (69) [Lehbili et al.,
2018 b].

E



Tableau I-4 : Structure des iridoides isolés du genre Scabiosa.

N° | Nom Structure du composé Espece Référence
58 Swertiamarine 0.0 S.variifolia [Papalexandrou et al., 2003]
OH
= S.hymettia [Christopoulou et al., 2008]
59 Acide loganique S.variifolia [Papalexandrou et al., 2003]
S.hymettia Christopoulou et al., 2008]
S.atropurpurea. [Polat et al., 2010]
L SSP maritima
60 Sweroside S.variifolia [Papalexandrou et al., 2003]
S.hymettia
S.atropurpurea [Christopoulou et al., 2008]
SSP maritime [Polat et al., 2010]
S. tchilliensis [Wang et al ., 2015 ]
[Horn et al., 2001]
61 Loganine




62

Eustomorusside

63

Eustomoside

S .stellata

[Lehbili et al., 2018 b].

64

Cantleyoside

S. variifolia

S. atropurpurea
SSP maritima

[Papalexandrou et al., 2003]

[Polat et al., 2010]

65

Sylvestroside I

S. stellata

S .tchiliensis

[Lehbili et al., 2018 b]

[Wang et al .,2015 ]




66 Sylvestroside 11 - S .tchiliensis [Wang et al .,2015 ]
oo N
H;C\C/O \ e ©
ﬂ “ ! 0Gle
67 gH o [Lehbili et al., 2018 b].
Septemfidoside N
HO. (0}
CH,O0H
COO OMOH
X
HO lo)
o CH,0H S. stellata
HO S OH
68 | 7-O-(E-caffeoyl)-
sylvestroside I
PR
OH
o OH
69 | 7-O-(E-p-
coumaryol)-

sylvestroside I

C

H,0H




¢ Les flavonoides
Les flavonoides décrits a ce jour pour le genre Scabiosa sont quasiment toujours des

flavonols et des flavones glycosylés dérives de I’apigénine, lutéoline, quercetine et kaémpferol

(70-95) (Tableau I-5).

E



Tableau I-5: Structure des flavonoides isolés a partir du genre Scabiosa.

OR
N° Nom R espéces référence
70 | Apigénine H S. caucasica ,S. tchilliensis [Garaev et al., 2008]
S. tenuis, S. argentea [Wang et al., 2015]
S. prolifera [Al-Qudah et al., 2017]
[Perdetzoglou et al., 1994]
[Ma et al., 2015]
71 | Cosmosine H 0-Glc H H | S. arenarea, S. tchilliensis [Wang et al., 2015]
, S.comosa [Ma et al., 2015]
[Hlila et al., 2016]
72 | Apigénine-7-O-B-D-rutinoside H | O-Rha (1—6)Glc | H H | S. tchilliensis , S. comosa [Wang et al., 2015]
73 | Apigénine-4'-O-B-D-glucoside Gle OH H | H [Ma et al., 2015]
74 | Isovitexine H OH Glc | H | S. tenuis [Perdetzoglou et al.,1994]
75 | Vitexine H OH H | Glc
76 | Swerticine H O-CH; Glc | H | S. atrpurpuria, S. algea [Zemtsova et al.,1977]




N°e Nom espéces référence
77 Lutéoline H H S. tchilliensis, S. tenuis, | [Wang et al., 2015]
S.comosa, [Perdetzoglou et al., 1994]
S. arenarea [Ma et al., 2015]
[Hlila et all., 2016]
78 Cynaroside H Glc H S. caucasica, S.tchilliensis | [Garaev et al., 2008]
S.columbaria, [Wang et al., 2015]
S.georgica,S.prolifera [Al-Qudah et al., 2017]
S.tenuis, S.argentea, | [Perdetzoglou et al., 1994]
S.arenarea [Ma et al., 2015]
[Hlila et al., 2016]
79 Lutéoline-4’-O-f-D-glucoside Glc H H S. tchilliensis, S.comosa [Wang et al., 2015]
[Ma et al., 2015]
80 Lutéoline-7-O-f-D-gentiobioside H Gle(1—6)Glc H S. tenuis, S. argentea [Perdetzoglou et al.,1994]
81 Isoorientine H H Glc | S.tchilliensis,S. prolifera [Wang et al., 2015]
S.argentea , [Al-Qudah et al., 2017]
S. comosa [Perdetzoglou et al., 1994]
[Ma et al.,2015]
82 Palustroside CH3 | Ara(1—6)Glc H S. caucasia [Garaev et al., 2008]
83 Diosmetine-7-O-f—glucoside CH3 Gle H S. argentea [Perdetzoglou et al., 1994]
84 | Lutéoline-7-O-(2 ” O-éthyl-f-D-glucoside) H | 2"0-¢éthyl-Gle H S. prolifera [Al-Qudah et al., 2017]




N° Nom R2 espéces référence
85 | Quercetine H S.caucasica , S. argentea

- . [Perdetzoglou et al., 1994]
86 | Hyperoside Gal H S.caucasica , S. argentea [Garaev et al., 2008]
87 | Quercetin-3-f#-D-arabinoside Ara H S. argentea [Perdetzoglou et al., 1994]
88 | Quercetin-3-glucoside Glc H S.comosa [Ma et al., 2015]
89 | Quercetine-3-rutinoside Rha (1—6) Glc H
90 | Quercimeritrine OH Glc S. caucasia. [Garaev et al., 2008]




Nom R: R4 espéces référence
Astragalline H OH H H S. hymettia [Christopoulou et
al.,2008]
Kaempferol-3-0-f-D-(3"-O-Acétyl-6"- COCH; OH H p-(E)coumaroyl S. hymettia [Christopoulou et
O -E-p-coumaryol)-glucoside S.stellata al.,2008]
[Lehbili et al.,2018]
Kaempferol-3-0O-$-D-6-O-(p- H OH H p-(E)- S. tchilliensis [Wang et al.,2015]
hydroxycinnamoyl)-glucoside hydroxycinamoyl
Kaempferol-3-0-$-D-(3",6"-di-O-p- p-(E) H H p-(E)-
(hydroxycinnamoyl)-glucoside hydroxycinamoyl hydroxycinamoyl
Kaempferol-3-0-$-D-(4",6"-di-E-p- H H p-(E)coumaroyl | p-(E)coumaroyl S. prolifera | [Al-Qudah et al.,
coumaryol)-galactopyranoside 2017]




+* Les coumarines

.hymettia (Tableau 1-6).

Tableau I-6: Structure de coumarines isolées a partir du genre Scabiosa.

Trois coumarines (96-98) ont été caractérisées apres 1’étude effectuée sur ’espéce S

N° Nom Structure espéce référence
96 Erythrocentaurine S. hymettia [Christopoulou et
R al., 2008]
97 5(hydroxyméthyl)-
isochroman-1-one
(0)
(0]
96 R=CHO
97 R=CH.OH
S leti
98 copoletine ft@iOMe
0~ O OH

¢ Les acides phénoliques et acides gras

phytochimiques effectuées sur trois scabieuses.

conduit a I’isolement de la vanilline (99) et I’acide vanillique (100).

Dix composés phénoliques (Tableau [-7) ont été caractérisés apres des études

L’investigation chimique réalisée sur ’espeéce S.hymettia [Christopoulou et al., 2008] a

Une étude quantitative de S.comosa et S.tschiliensis |[Ma et al., 2015] a permis

d’identifier huit acides phénoliques dont trois sont de dérivés de I’acide caféoyl-quinique (DCQ):
3,5-DCQ (101), 4,5-DCQ (102), 4-DCQ (103), I’acide chlorogénique (104), ’acide quinique
(105) l’acide caféique (106), I’acide protocatéchique (107) et I’acide p-coumarique (108). De

méme a partir de la derniére espéce [Wang et al., 2015] deux acide gras ont été purifiés

(109,110).

3



N°e Nom espéce référence
99 La vanilline S. [Christopoulou et al.,
100 | Acide vanillique hymettia 2008]
OH OR;
N°e Nom espéce référence
101 3,5-DCQ S.comosa [Ma et al.,2015]
\OJ%Oi \OJV\Q
102 4,5-DCQ
103 3,4-DCQ




104 Acide 0 H
chlorogénique ~o /\/\@
105 Acide quinique H H
H O @7 R1
R2
N°e Nom R1 R2 espéce référence
106 Acide caféique OH /\/COOH S. comosa [Ma et al., 2015]
107 | Acide protocatéchique OH COOH
108 | Acide p-coumarique H /\/COO H
N°e Nom Structure espece référence
109 Acide stéarique 1% S.tschilliensis [Wang et al., 2015]
HO)J\/\/\/\/\/\/\/\/\CH:;
110 Acide octacosanole (\/i\/\//\/\\/i\/i/\\/\OH
CHj

Tableau I-7: Structure des acides phénoliques et des acides gras isolés du genre Scabiosa.
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+* Les huiles essentielles

L’analyse par GC-FID and GC/MS des huiles essentiels isolés de fruits, tiges plus
feuilles, et fleurs issue de I’espéce endémique du nord d’Afrique Scabiosa arenarea Forrsk a
permis de mettre en évidence dans les trois extraits respectivement: 61 (99.26% de la composition
totale de I’huile), 79 (98.43%),et 51 composés (99.9 %), dont les composés majeurs constituant
I’huile des fruits sont 'a-thujone (34.39%), le camphre (17.48%) et le B-thujone (15.29%) . Alors
que le chrysanthénone (23.43%, 38.52%), avec le camphre (12.98%,11.75%) et 1' a-thujone
(10.7% ,9.5%) constituant les principaux composés des huiles des (tiges plus feuilles) et fleurs

respectivement [Besbes et al., 2012].

Les composés prédominants dans les huiles essentielles de I’extrait par CO; de S.
ochroleuca sont la santonine (21.8%), le 1,8- cineole (14.9%), 1'acide n-hexadecanoique (5.6%),
campesterol (5.0%), a-thujone (4.8%), et un constituant qui était probablement un stéroide. Alors
que les huiles essentielles de I'extrait de CO> de S. isetensis sont caractérisées par de fortes teneurs
en 1,8-cineole (29.1%), a-santonin (10.6%), a-thujone (9.8%), f-thujone (5.0%) et un constituant

non identifie qui était probablement un stéroide (16.4%) [Zhunusova et al., 2017].

I-1.4 L’espéce Scabiosa semipapposa Salzm

1.1.4.1 Position systématique

Royaume Plantes

Clade Angiosperme

Clade Eudicotilydone (dicotilydones)
Clade Astérides

Clade Capanulides

Ordre Dipsacale

Famille Caprifoliaceae

Sous famille Dipsacaceae

Espece Scabiosa semipapposa
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1.1.4.2 Distribution géographique

L’éspece Scabiosa semipapposa (Figure 1-5) est une plante endémique d’Algérie et du Maroc

[Devesal et al ., 2004].

1.1.4.3 Description botanique

L’espéce S. semipapposa Salzm est une plante annuelle (Figure I-5), rarement vivace
mais jamais sous-frutescente avec des tiges floriferes, feuillées, ramifiées.

Les feuilles sont pinnatilobées ou pinnatisectées, a lobes latéraux peu nombreux, le terminal bien
plus grand.

L’achaine est quadrangulaire, étroits, a cotes épaisses, peu ou pas ciliées, séparées par des sillons
profond et étroits .L’involucelles est peu évasés, peu distincts du reste de 1’achaine, plus courts
que les fruits.

Les fruits sont souvent dimorphes, les supérieurs a calice développé en 5 soies et les
inferieurs privés de soies, I’involucelle est tres réduit , le nombre des achaines de chacune de ces
deux formes étant treés variables, I’une ou I’autre, des formes peut méme disparaitre totalement.
Les capitules sont fructiféres et les pédoncules sont tres gréles et tres longs.

Le calicule est linéaire, non ou a peine dilaté a son sommet, quadrangulaire, a 8 nervures
trés saillantes dont 4 angulaires non ou a peine ciliées, séparées par des sillons étroits et

anastomosées 2 a 2 sous la cupule. [Battendier, J.A., 1888-1890 ; Quezel et santa .,1963].

Figure I-5 : Scabiosa semipapposa A : inflorescence (Photo prise pendant la récolte), B:

morphologie générale [ Devesal et al ., 2004].
1.1.4.4 Utilisation en médecine traditionnelle

On ne connait pas d’usage en médecine traditionnelle de 1’espéce Scabiosa semipapposa Salzm
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CHAPITRE 2

Présentation du genre
Tuberaria



1.2.1 L’ordre des Malvales

L’ordre des Malvales renferme 11 familles et environ 6700 espéces des pays chauds. Les
familles principales sont les Malvacées suivis par les Thymeleaceae, les Bixaceae, les
Dipterocarpaceae et les Cistaceac [Dupont et Guignard., 2015]. Cette derniére renferme

I’espéce Tuberaria guttata (L.) Fourr que nous avons travaillée.

1.2.2 Famille des Cistaceae

1.2.2.1 Généralités

La famille des Cistaceae est une petite famille connue par ces beaux arbustes couverts de
fleurs (Figure 1-6), représentée par environ 170 a 200 espéces réparties entre huit genres : Cistus,
Crocanthemum, Fumana, Halimium, Helianthemum, Hudsonia, Lechea et Tuberaria (Xolantha),
dont les principaux sont Helianthemum et Cistus [Bedoya et al., 2009; Guzman et al., 2009 a].
Le nom Cistaceae a été attribué a cette famille par Joseph Pitton de Tournefort, il provient de
celui des cistes (famille des Cistes), un mot grec « Kisthos » signifiant capsule [Baillon., 1872].
C’est une famille de plantes dicotilydons halophiles, largement représentées dans la zone
méditerranéen [Arrington et Kubitzki., 2003 ; Allen., 2009]. Elles se caractérisent par une
adaptation aussi facile aux feux des foréts qui détruisent des vastes zones foresti¢res, car leurs
graines résistent aux incendies et se repeuplent rapidement au cours de la saison suivante
|Ferrandis et al., 1999]. La plus part des Cistaceae sont trés parfumé et ont une odeur douce
faisant de cette flore un ¢lément bien appréciable en industrie des parfums et dans les usages

ornementaux [Paton et al., 1998].

Figure I-6 : Quelques especes appartenant a la famille des Cistaceae A: Cistus albidus L.

B: Helianthemum apenninum Mill, C: Fumana arabica Spach [5].
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Les Cistaceae sont principalement localisés dans les régions tempérées de l'ouest de
I'Eurasie, de 1'Afrique du Nord, de I'Amérique du Nord et du Sud, avec une plus forte
concentration dans la région méditerranéenne (Figure [-7) [Brizicky., 1964]. Elles sont annuels
ou vivaces [Saenz de Rivas., 1979] et se produisent dans les zones ouvertes sur les sols pauvres.

C’est des plantes qui sont caractéristique des habitats secs et ensoleillés [Proctor., 1978]
ou les précipitations sont trés variables, les sécheresses sont fréquentes et les incendies sont
périodiques [Luna et Chamorro., 2016]. La famille des Cistaceae caractérise souvent la
végétation qui se développe aprés perturbation (généralement par le feu) de foréts sclérophylles
sempervirentes [Rivas-Martinez., 1979]. Cinq parmis les huit genres (Cistus, Fumana,
Halimium, Helianthemum, Tuberaria) sont distribués principalement dans la région
méditerranéenne et largement dispersés en Espagne formant de vastes arbustes et prairies. Quant
aux trois autres (Crocanthemum, Hudsonia, Lechea) habitent les régions tempérées en Amérique

[Guzman et Vargas., 2009b].

Figure I-7 : Distribution géographique des Cistaceae [Rivas-Martinez., 1979].
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1.2.2.2 Description botanique

Les plantes de la famille des Cistaceae sont des arbustes, arbrisseaux, sous-arbrisseaux
ou plantes herbacées pérennes ou annuelles, poilues ou velues, avec un réceptacle en forme de
cone surbaissé, portant de bas en haut périanthe, I'androcée et le gynécée. Ces plantes referment
les caractéristiques morphologiques suivantes [Baillon., 1872 ; Herrera., 1992] :

% Les feuilles

Les feuilles sont opposées ou alternes, toujours simples et entiéres, stipulées ou non.

< Inflorescence

L’inflorescence est axillaires ou terminales, parfois uniflores, en général cymes diverses, isolées
ou groupées par 2-3 ou en panicules ou grappes.

% Les fleurs
Les fleurs sont hermaphrodites, régulieres, parfois cléistogames Avec un périanthe double, leur
calice (enveloppe extérieure de la fleur) est a trois ou cinq divisions trés profondes, leur corolle
(enveloppe intérieure de la fleur) a cinq pétales libres trés caduques et tres délicates, étalées en
rose et sessiles, ¢galement contournées, mais généralement en sens inverse du calice de trois ou
cing sépales (Figure [-8). Les étamines sont hypogynes, plus ou moins nombreuses, toutes fertiles
ou les extérieurs sont stériles et réduites a un filament moniliforme ou non [Brizicky, 1964 ;
Raynaud., 1987 Giiemes., 1999 ; Arrington et Kubitzki., 2003].

s L’Ovaire

L’ovaire est supere glanduleux, rarement uniloculaire, il est constitu¢ de trois a cinq ou dix
carpelles soudés. Chaque loge renferme deux ou plusieurs ovules orthotropes, le style est simple
a stigmate globuleux ou ramifié.

% Le fruit

Le fruit est une capsule globuleuse coriace ou ligneuse enveloppée dans un calice persistant
offrant une, trois, cinq a douze loges et s’ouvrant en trois comme chez les hélianthémes avec cinq
ou dix valves. Il renferme de nombreuses graines munies d'un albumen poudreux ou
cartilagineux, et d'un embryon courbé ou circiné, avec des cotylédons étroits. Leur nombre est
de 500 a 1000 graines par capsule (Figure I-8) [Quezel et santa ., 1963 ; Delgado et al., 2008 ;
Guzman et al., 2009 a].
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Figure I-8 : Représentation schématique des différents organes de plantes Cistaceae [Le Maout

et Decaisne., 1873].1. Partie aérienne (Tuberaria guttata). 2-9. [Par ordre] Fleur (2), fleur sans
corolle (3), coupe verticale de la fleur (4), graine (5), pistil (6), diagramme florale (7), étamine

(8), fruit (9) (Helianthemum). 10. Coupe verticale d’une graine (Cistus ladanum).

1.2.2.3 Position systématique

La famille des Cistaceae a souvent été considérée comme voisine des Vioalaceae. De
nombreux reclassements au niveau de l'ordre ont été réalisés (Tableau [-8) : Bixales
[Takhtajan., 1987], Violales [Cronquist .,1988], Malvales [Dahlgren., 1989], Violales
[Thorne., 1992], Cistales [Takhtajan., 1997],et Malvales [Guignard., 2001] (Tableau I-8),
suite & des modifications basées sur des criteéres morphologiques et anatomiques qui se sont
avérés complexes. Cependant, des analyses moléculaires récentes basées sur des séquences

d’ADN ont permis de classer la famille Cistaceae dans 1’ordre des Malvales [Guzman et al.,

2009b ; Byng., 2016].
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Tableau I-8 : Position de la famille Cistaceae dans la classification systématique évolutive.

Takhtajan Cronquist Dahlgren Thorne Takhtajan
(1987) (1988) (1989) (1992) (1997)
Classe Magnoliopsida = Magnoliopsida = Magnoliopsida Magnoliopsida
(Dicotylédones)
Sous-Classe Dilleniidae Dilleniidae Magnoliidae | Dicotyledoneae Dilleniidae
(Annonidae)
Super-Ordre Malvanae Malvanae Violanae Malvanae
Ordre Bixales Violales Malvales Violales Cistales
Sous-Ordre Cistineae
Famille Cistaceae

En 2001, Guignard a positionné les Cistaceae selon cette hiérarchie (Tableau [-9) :

Tableaul-9 : Position de la famille Cistaceae selon [Guignard., 2001].

Embranchement Spermaphytes
Sous- embranchement Aangiospermes
Classe Eeudicotylidones
Sous-classe Rosidées
Ordre Malvales
Famille Cistaceae

1.2.3 Présentation du genre Tuberaria (Dunal) Spach

Ethymologie

Le mot Tuberaria vient du mot latin « tuberosus » qui dérive de tuber « tubercule »
allusion a la souche épaisse tuber ayant également donné « truffe ». A noter que le terme «

tubéreux » a d’abord désigné un membre gonflé avant d’étre rapidement limité a la botanique

dés 1611]2].
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1.2.3.1 Description botanique
Le genre Tuberaria compte environ une douzaine d’espéces. Ces plantes sont des

herbacées vivaces a cycle court et des plantes annuelles, ce genre se caractérise par :

% Le calice

Le calice constitué de cinq sépales persistants dont les deux extérieurs (épicalice) sont
souvent plus petits que les intérieurs et sans nervures proéminentes.

% Les feuilles

Les feuilles basilaires sont opposées, parfois lignifiées, en rosette, non stipulées,
fréquemment tri-nerviées ou quintupli-nervées et parfois marcescentes ou caduques a I’anthése.

% Les fleurs

Les fleurs sont chasmogames, parfois réduites et cleistogames. Les pétales sont de couleur
jaune (Figure [-9), au nombre de cing (trés rarement absents), entiers ou irrégulicrement dentelés.
Les étamines sont généralement nombreuses et bien érigées, inégales et fertiles. Les anthéres ont
une forme allongée, globuleuse ou apiculée.

% L’ovaire

L’ovaire est constitué¢ de 3 loges incompleétes avec un style redress€, court ou presque nul.
Les funicules sont incurvés, robustes et gonflés au centre .Les capsules sont plus courtes que le
calice, ovoide, déhiscente en trois coquilles. Les semences sont ovoides, brunes, généralement
avec des papilles blanchatres disposées en rangées ; ’embryon, en général sous-périphérique,
doublé par I’hypocotyle ; les cotylédons sont a peine courbés a genouillés [Quezel et santa.,

1963 ; Kubitzki., 2003; Castroviejo et al., 2005 |].
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Figure I-9 : Les différentes parties de Tuberaria lignosa Samp.

1.2.3.2 Répartition géographique

Le genre Tuberaria genre est constitué d’environ 12 especes de la famille des Cistaceae,
originaires de I'Europe occidentale et méridionale (Figure 1-10). C’est des plantes qui se
produisent sur des sites secs et caillouteux, souvent preés de la mer. Neuf espéces ont été
reconnues par Gallego (1993) dans la péninsule ibérique, dont I’espéce annuelle Tuberaria
guttata (L.) Fourr, qui est la plus largement distribué [Bedoya et al., 2009; Trindade., 2012].

Dans le Sud-Est de I’Espagne, ce genre est représenté par 7. lignosa et six taxon annuels
de section Scorpions: 7. inconspicua et T. guttata, sont distribués dans tout le bassin
méditerranéen, avec une derniére extension au Macaronesie et la Grande-Bretagne, tandis que
les quatre autres especes (7. commutata, T. brevipes, T. macrosepala, et T. eehioides) sont
endémiques au centre-Ouest et Sud de la péninsule ibérique et 1'Afrique du Nord [Gallego et

Aparicio., 1993].
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Figure I-10 : Carte géographique de la répartition du genre Tuberaria (Dunal) Spach [3].

1.2.3.3 Position systématique :

Le genre Tuberaria est classé de la maniére suivante (Tableau I-10) selon I’inventaire
national du patrimoine naturel (INPN) [4] et la classification de I’APGIII et IV [Birgitta., 2009
; James et Mark., 2011 ; Byng., 2016].

Tableau I-10 :Position systématique du genre Tuberaria.

Domaine Biota

Sous-Régne Viridaeplantae

Classe Equisetopsida (C. Agardh, 1825)

Cladus Spermatophyta

Super-Ordre Rosanae (Takht., 1967)

Famille Cistaceae (Juss., 1789)
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1.2.3.4 Etudes chimiques antérieures du genre Tuberaria

Les investigations phytochimiques réalisés sur le genre Tuberaria sont vraiment limitées,
ciblant exclusivement 1’espéce Tuberaria lignosa. [Pinela et al., 2012 ; Pinela et al., 2015 ;
Pinela et al., 2017]. Les travaux effectués sur cette espéce ont permis d’isoler et identifier 17
composés phénoliques (dérivés des : ellagitannins, acide phenoliques et falvonoides) et acides

organiques (1-17) (Tableau [-11).
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Tableau I-11 : Métabolites isolées a partir de I’éspeéce Tuberaria.lignosa.

N°e Nom Composé Espéce Référence
1 Punicaline T. lignosa [Pinela et al., 2012]
[Pinela et al., 2015]
[Pinela et al., 2017]

2 Punicalagine
3 Acide ellagique [Pinela et al., 2012]
[Pinela et al., 2015]
[Pinela et al., 2017]
4
Monogalloylglucose




5 Acide 5- O-p-
Coumaroylquinique
6 Acide quinique

7 Acide shikimique

[Pinela et al., 2017]

HO" ™ “OH
OH
8 Acide oxalique (o)
HO
OH
0)
9 Acide succinique 0

[Pinela et al., 2017]




N°e Nom Ry R: R3 R4 Rs Espéce référence
10 | Apigénine-6- C-glucoside (Isovitexine) H Glc H H OH | T. lignosa [Pinela et al., 2012 |
11 | Apigénine-8- C-glucoside (Vitexine) H H Glc H OH [Pinela et al., 2015 ]
12 | Apigénine-6-C-glucose-8-C-glucose H Gle Gle H OH [Pinela et al., 2017]
13 | Lutéoline-6- C-glucoside H Gle H OH | OH
14 | Lutéoline-8- C-glucoside (Orientine) H H Glc OH | OH [Pinela et al., 2012]
15 | Lutéoline-6- C-glucose-8- C-glucose H Gle Glc | OH | OH [Pinela et al., 2015]
16 | Kaempférol-3- O-rutinoside O- H H H OH [Pinela et al., 2017]
Rha (1—6)Glc
17 | Quercétine-3- O-rutinoside (Rutine) O- H H OH | OH
Rha(1—6)Glc




1.2.3.5 Utilisation en médecine traditionnelle

L’espéce Tuberaria lignosa (Sweet) Samp est I'une des plantes médicinales les plus
citées dans la région du Nord-Est du Portugal ou elle est populairement connue sous le nom de
"alcaria" ou "erva-loba" [Carvalho., 2010].

En médecine populaire traditionnelle, les différentes parties (racines et parties
aériennes) de cette espeéce sont utilisées pour le traitement de diverses maladies et affections,
telles que les troubles gastro-intestinaux, les briilures d'estomac, les blessures, la grippe, les
infections cutanées et les verrues, grace aux propriétés vulnéraires, anti-inflammatoires, anti-
infectieux, antiseptiques et cicatrisantes qu’elle renferme. [Martin-Aragon et al, 1994 ;
Novais et al., 2004 ; Carvalho., 2010 ; Bedoya et al., 2010].

En médecine vétérinaire les espéces de Tuberaria sont utilisées comme des plantes
alimentaires pour nourrir les larves de certaines especes de 1épidopteres [Bedoya et al., 2009].
L’espece Tuberaria lignosa est connu aussi pour son utilisation comme traitement des
traumatismes et des affections du tractus gastro-intestinales chez les équidés (cheval, ane et
mule) ainsi comme traitement des blessures et entorses, en particulier dans les sous-régions

centrales et le littoral de Alentejo (Portugal) [Farinha et al., 2012].

1-2.3.6 Quelques activités biologiques du genre Tuberaria

Tres peu d’investigations biologiques ont été réalisées sur les espéces du genre
Tuberaria. Ces d’études ont ciblé encore [’espece T./ignosa et qui ont permis de mettre en
¢vidence différentes activités pharmacologiques li¢ a cette espece, citons par exemple :
I’activité antivirale (anti-VIH) [Bedoya et al., 2001,2010] et (anti VHS-1) [Abad et al., 1997] ,
anti-inflammatoire et anti-ulcérogeéne [Alvarez et al., 1990 ;Martin-Aragon et al., 1994 | ,

antioxydante [Pinela et al., 2015] , antitumorale (antiapoptotique) [Pereira et al., 2016].
1.2.3.7 Importance écologique du genre Tuberaria

Certains espece du genre Tuberaria peuvent présenter des associations symbiotiques
mycorhiziennes avec les truffes (7erfez et Tuber) tandis que beaucoup de ces especes jouent un
role important en tant que plantes pionni¢res dans les zones perturbées et la stabilisation des
sols contre 1’érosion [Trappe., 1979; Trappe et al., 2008 ; Loizides et al., 2012 ;Kovacs et
Trappe., 2014].
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En Maroc dans les terrains sablonneux de la Maamora, sont rencontrées les
truffes Terfezia leonis Tul. qui forment une association mycorhyzienne avec I’espeéce Tuberaria
guttata (L.) Fourr., « oum-tterfas, dial tterfas, gerga’ejjemel » |Bellakhdar., 1997].

Bien que I’étude menée par Herrera en 2004 a nier I’existence d’une association
fongique avec cette espece, les investigations récentes [Loizides., 2016], notamment celle
réalisé au nord- est de I’Algérie en 2017 [Dafri et Beddiar., 2017], ont prouvé que I’espéce 7.
guttata, est une hote pour les truffes de désert ; Terfezia arenaria (Moris) Trappe (Figure I-11).
vivent dans un sol sablo-limoneux acide caractérisé par une forte distribution de Tuberaria

guttata, d’ou elle est nommé « oum E terfess » [Quezel et santa., 1963].

Figure I-11 : Association symbiotique entre Tuberaria et Terfezia arenaria [Bordallo., 2018].
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1.2.3 L’espeéce Tuberaria guttata (L..) Fourreau
1.2.3.1 Position systématique

Selon la classification de I’APG III [Birgitta., 2009] L’espece T. guttata (L.) Fourr, est

classé de la maniére suivante :

Clade Plantae

Clade Spermatophytes

Clade Angiospermes

Clade Eudicotylidones

Clade Dicotylidones vraies superieures
Clade Rodidees

Ordre Malvales

Famille Cistaceae

Genre Tuberaria

Espéce Tuberaria guttata

1.2.3.2 Description botanique

Tuberaria guttata appelée aussi Héliantheme taché est aussi charmant que discret et
facile a reconnaitre méme si ses taches de taille trés variable sont parfois absentes. Comme déja
décrit le mot Tuberaria est du latin «tuberosus, tubercule = truffe» et 1’épithéte guttata signifie
« marqué d’une goutte taché». L’espece Tuberaria guttata appartient a la section
SCORPIOIDES Willk. C’est une herbe annuelle en érection ou diffuse (2 a 30 cm de haut),

avec des tiges pileuses simples ou ramifiées (Figure [-12).

¢ Les feuilles
Les feuilles sont opposées (basiques) elliptiques, exstipulé, sessile, elliptiques a
lancéolées ou alternent (supérieure), plus courts et plus étroits, lancéolées a linéaire avec des
stipules linéaires remarquables, ou absents .Les feuilles sont pileux, et avec des poils stellaires
dispersés en particulier en dessous (Figure [-12).
+ Inflorescences
Inflorescences est en cymes laxistes, avec bractées allongé ou lancéolées, ou carrément
absents. La corolle est formé de 5 pétales .Les fleurs sont jaune pale, généralement avec une
tache rouge foncé & la base avec environ 20 Etamines, plus court que légérement dépasse le
stigmate. Les stigmates sont sessiles, capitulaires, avec de longues papilles. Le calice est formé
de 5 sépales dont trois intérieurs ovales, pileux, accrescents et persistant pour enfermer la

capsule mire(Figure [-12).
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% Fruit
Le fruit est une capsule ovoide, carrément trigone dans la section, sous- glabre, ou peu poilue,
plus courte que les sépales avec beaucoup de Graines(Figure [-12) [Proctor., 1960 ; Quezel et

santa., 1963].

Tuberaria guttata

Figure 1-12 : Tuberaria guttata (L.) Fourreau ; A (différents organes), B. [3], [6].
1.2.3.3 Distribution géographique

L’espece Tuberaria guttata est abondante dans la région méditerranéenne, s'étendant du
Portugal et de 'Espagne aux Balkans, a L’ Asie Mineure, a la Syrie et a Palestine et en Afrique
du Nord de la Tunisie au Maroc et aux iles Canaries. Atteint aussi le nord de la France, les iles
britanniques, la cte de la Hollande de Bakkum a Helder, Texel, Vlieland, Terschelling , dans
Juist elle est introduite, Norderney et des localités isolées dans le centre et l'ouest de
I'Allemagne. Elle est abondante dans les contreforts de la Sierra Nevada dans le comté
d'Amador, et la californie .Cette espece est trés rare en Grande-Bretagne, mais parfois abondant dans
des zones restreintes. Au niveau proche de la mére a Anglesey, c’est une plante de la plaine en France
et en Allemagne, est plaine et sous-montagnard en région méditerranéenne : atteint environ 1000 m au
Portugal, et 1300 m aux Canaries. Elle est localisé aussi dans quelque ils en Irlande et sur la cote sud

d’ Aurigny (ile anglo-normande) (Figure I-13) [Proctor., 1960].
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Figure I-13 : Limites approximatives de la distribution mondiale Tuberaria guttata
(L.) Fourr. , (Van Steenis (1925) montre l'aire de répartition nord-africaine s'étendant vers
l'est jusqu'a la Tripolitaine.) [Proctor., 1960].

1.2.3.4 Utilisation en médecine traditionnelle

On ne connait pas d’usage en médecine traditionnelle de Tuberaria guttata (L.)
Fourreau.
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I1.1 Matériel végétal

L’identification botanique des plantes étudi€es a été réalisée par Mr Kamel Kabouche. Un
¢chantillon de chaque plante a été déposé au laboratoire d’obtention de substances thérapeutiques
pour I’espéce Scabiosa semipapposa (LOST Ss.05/17) et (LOST T.g.06/17) pour I’espéce pour
I’espéce Tuberaria guttata .

Scabiosa semipapposa Salzm Ex D.C

La plante entiére Scabiosa semipapposa Salzm Ex D.C. a été récoltée au mois de Mai 2017
(stade de la floraison) dans la région de El gammas (Constantine). Aprés séchage dans un endroit
sec et a I’ abri des rayons solaires, 1k g des racines et 700 g des parties aériennes pulvérise ont
été obtenus.

Tuberaria guttata (L.) Fourreau

Les parties aériennes de la plante Tuberaria guttata (L.) Four ont été récoltées le mois de
Juin 2017 (stade de la floraison) dans la région de Djebel EI Ouahch (Constantine) séchées et

broyées de la méme maniere que la premicre plante pour donner 1 Kg de la poudre fine.

I1.2 Méthodes chromatographiques
I1.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

C’est une méthode analytique utilisée dans chaque étape de fractionnement, permet le suivi
et le controle des profils de fractionnement et de purification, la présence et la pureté des produits
isolés. Deux types de plaques prétes a I’emploi ont été utilisés comme phase stationnaire :

-Plaques de silice normale (silice 60 F254, Merck, phase normale) avec un support en
aluminium.

-Plaques de silice greffée Cs (Silicagel 60 RP-18 F254S, Merck, phase inverse) avec un
support en aluminium.

Le dépdt des échantillons a été réalisé avec un capillaire et le développement a été effectué
dans des cuves en verre saturés avec des systemes solvants (éluant) adaptés constitu¢ d’un
mélange de solvant binaire ou tertiaire choisi selon la fraction a étudié et le type de plaque utilisé.
Plusieurs systemes ont été utilisés dans notre étude :

CHCI3:/MeOH/H>0 :70/30/5, 68/32/7. (v/Vv)

CHCI:/MeOH: 70/20,75/25, 80/20, 85/15. (v/v) Phase normale
AcOEt/ MeOH/H,0: 100/10/10, 100/10/5. (v/v)
CHClL:/Me2CO:8/2.

MeOH/H,0: 70/30, 80/20. (v/v) ]- Phase inverse




Apres développement, I’observation des CCM est effectué sous la lumiere UV (lampe Vilber
Lourmat VL-6.MC) a 254 et 366 nm, avant la révélation avec un révélateur préparé au laboratoire
constitué de : H2S04-96%/H20 50/50 ou une solution de la vanilline sulfurique a 5g/l dans
I’éthanol dans une chambre de dérivatisationCamag® TLC spray suivi par un séchage avec un
décapeur thermique. Cela permet de rassembler judicieusement les fractions récoltées suite aux

différentes séparations chromatographiques.

I1.2.2 La chromatographie liquide sous vide (CLV)

C’est une technique chromatographique utilisée pour un fractionnement grossier et rapide
des extraits a I’avantage d’étre rapide et consomme moins de solvants comparativement aux
méthodes chromatographiques classiques. La silice greffée Lichroprep RP-18 Merck (40-63 pm),
est mise dans un entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté N° 3. Ce dernier est fixe sur une
fiole a vide dans laquelle les fractions sont rassemblées par application du vide a I’aide d’une
pompe (Figure I1-1).

L’échantillon est déposé¢ a la surface de la phase stationnaire puis une élution est effectuée par

un gradient de (70 :30-0 :100) H.O/MeOH.

Figure II-1 : Un montage de CLV.

I1.2.3 La chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertes, deux types de phases ont été mises en ceuvre
- une silice Kieselgel Merck (70-230 mesh).
- Sur polyamide SC6.

La quantité de silice utilisée est généralement 30 a 40 fois supérieure a la quantité d’échantillon

déposée. Les fractions recueillies sont regroupées selon les résultats de I’analyse par CCM.
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I1.2.4 La chromatographie Flash (CF)

La Flash chromatographie est une méthode chromatographique préparative rapide a
moyenne pression exercée sur des colonnes utilisant un systéme solvant avec un débit élevé
accélérant la séparation. L’appareil utilisé est un GRACE Reveleris ® 5 (Figure 11-2) muni d’un
détecteur DEDL (Détecteur évaporatif a diffusion de Lumiére), d’une vanne de purge pour la
ligne DEDL (isopropanol) et d’une vanne de purge pour les 4 lignes de solvant.

Le déroulement de la manipulation est suivi grace a I’écran associé, le tout est piloté par le
logiciel Reveleris® Flash System. La collecte des fractions est faite grice a un collecteur

automatique intégré.

Figure II-2 : Systeme Grace® Reveleris® flash chromatographie.
La phase stationnaire est contenue dans des cartouches en plastiques de différents diametres
contenant de la silice normale ou greffée Cis choisies selon la masse des fractions étudiées
comme indiqués dans le Tableau II-1 :

Tableau II-1 Tableau des différents cartouches avec les parameétres adaptés.

4 4-800 18
12 12-2400 36
40 40-8000 40
80 80-16000 60
120 120-24000 80

320 330- 66000 120
4 5-200 18
12 19-600 30
40 45-1350 40
80 93-2800 60

120 150-600 80
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I1.2.5 Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)
I1.2.5.1CLHP analytique

Les analyses par CLHP des fractions étudiées ont été effectuées sur une chaine CLPU
(chromatographie liquide ultra-performante) Dionex U3000 pilotée par le logiciel Chromeleon®,
menu d’une pompe LPG-3000 SD, d’un détecteur a barrettes de diodes DAD-3000, d’un
¢chantillonneur automatique WPS-3000 et d’un four TTC-3000 (réglé a 30°C) (Figure I1-3).

Les conditions suivantes ont été utilisées :

Une colonne Interchim de stratégie C-18-HQ Uptisphere 250 x 4,6 mm

- Température : 30 °C

- Débit : 1 mL/min.

-volume injecté: xx mL.

- Un systeme d’¢élution CH3CN: H>O (CH3CN qualit¢ CLHP, H>O filtrée a 0,22 pm et 0,025%
acidifiée avec le TFA).

-Détection : L =205, 254 et 366 nm.

Les analyses sont effectuées avec des gradients larges d° CH3CN /H,O pour avoir un
chromatogramme de tous les produits suivis par des ajustements permettant le fractionnement est la

purification.

Figure II-3 : CHPL Analytique Ultimate 3000.
I1.2.5.2 CLHP semi-préparative

La chaine CHPL (Dionex) semi-préparative employée pour la purification des produits est
constituée d’une pompe LPG 3400AB avec un dégazeur intégre, un injecteur automatique ASI-

100, un détecteur UVD 340S, un collecteur AFC 3000 et un four STH 585 (réglé a 30°)

E



I’ensemble est pilotés par le logiciel Chromeleon® avec une pression maximale de 250 bars, et
un débit de 1 a 5 mL/min selon la colonne utilisée (Figure 11-4).

La colonne utilisée pour la purification est une colonne phase inverse (Phenomenex 250 x 10
mm, Luna 5 ), la phase mobile est la méme utilisé en CLHP analytique (CH3CN et I’eau distillée
additionnée de 0,025 % TFA). Les conditions chromatographiques (gradient, débit et détection)

sont précisées selon la composition et la séparation souhaitée.

Figure I1-4 : CLHP semipréparative.
I1.2.5.3 CLHP préparative

Une chaine CLHP préparative (Armen Instrument) a été utilisée pour le fractionnement

sur silice RP-18. La chaine est constituée d’une pompe Armen® AP250/500 avec un injecteur
ACC 250/500, un détecteur UV Merck® K-2501 Knauer et une colonne Merck® Cis
(Lichrospher, 20 x 5 cm, 12 p). Le suivi de la purification est effectué avec un enregistreur
Kipp&Zonen BP111 (UV) et les fractions obtenues sont récoltées par un collecteur BUCHI C-
660 (Figure II-5).
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Figure II-5 : Chaine de chromatographie préparative.

Le systéme de solvant utilisé est le : CH3CN: H O (CH3CN qualité CLHP et H>O filtrée a 0,45
pum et 0,025% acidifiée avec le TFA) élué avec un débit entre 75 et 100 mL/min (changement

selon la quantité et la simplicité des fractions).

I1.2.5.4 CLHP préparative (Gilson PLC 2050)

La GILSON 2050 (Figure II-6) est une chaine utilisée pour le fractionnement ou pour la
purification des mélanges relativement séparables. Cette chaine est dotée d’une détection
UV/VIS permet le suivi du chromatogramme sur quatre longueur d’ondes, une pompe intégrée
qui peux atteindre 50 mL/mn, un collecteur de fraction, une colonne Interchim Uptispherstratégy
C-18-HQ SUM (250 x 21,2 mm) et un injecteur manuel de capacité de 1 ml.

Les parameétres : débit, pression, voies de solvants et leurs proportions, longueurs d’ondes UV
choisies et collecteur sont controlés par le logiciel « Gilson GliderPrep ; GGP» (version
V5.1e.02).

Le systéme de solvants employé¢ est le méme que celui de la CLHP semi-préparative (CH3CN et

I’eau distillée additionnée de 0,025 % TFA).
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Figure I1-6 : Systéme de purification CLP GILSON 2050.

I1.3 Méthodes physico-chimique

I1.3.1 Pouvoir rotatoire
Les pouvoirs rotatoires spécifiques des nouveaux produits sont mesurés par un polarimetre

¢lectronique Perkin-Elmer, Model 341 a 20°C équipe d’une lampe a sodium (A=589 nm) comme
source lumineuse. Les produits sont déposés dans une cuve spécifique de 10cm de longueur et
Iml de volume, aprés calibrage a zéro avec le solvant de solubilisation, le [a] p de chaque produit
est exprimé en degré est calculé selon la formule suivante :

[a]p=(100 X o) / (1% ¢)

a : angle de rotation en degré lu sur le polarimetre

1 : longueur en dm de la cuve de mesure

c : concentration de la molécule en solution en g/100 ml.

I1.3.2 Spectrométrie de masse

Les spectres de masse en haute résolution des nouveaux produits ont été enregistrés en

électro-spray sur un appareil micromasse ESI-Q-TOF® (Manchester, UK). (Manchester, UK).
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I1.3.3 Spectrométrie de résonnance magnétique (RMN)

L’¢lucidation structurale des composés isolés au cours de notre travail s’appuie largement
sur les données RMN obtenues a 1’aide de deux appareils, a 500 MHz pour la RMN 'H et a 125
MHz pour la RMN '3C Briiker Avance DRX-500 soit un appareil 8 600 MHz pour la RMN 'H
et a 150 pour la RMN '*C Briiker Avance DRX-600 équipé d’une cryosonde. Deux versions du
logiciel TopSpin 3.2 ou 4.0.6 (fournis par Briiuker) ont été exploitées pour le traitement des
spectres enregistrés. Les échantillons sont solubilisés avec des solvants deutérés CD3OD ou
DMSO-d6 dans des tubes de 5 mm de diametre.

Les déplacements chimiques (d) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane
(TMS); les constantes de couplage sont exprimées en Hz.

Les programmes de séquences impulsionnelles standard fournies par Briiker ont permis
de réaliser les expériences bidimensionnelles : COSY 'H-'H courte distance (2, *J), HSQC-J
modulé 'H-13C direct ('), HMBC 'H-'3C (longue distance (3, *J,) TOCXY 'H-'H (corrélations
entre tous les protons d’un méme systéme de spin, NOESY 'H-'H ou ROESY 'H-'H (couplage

a travers 1’espace).

I1.4 Chimie extractive des racines de Scabiosa semipapposa
I1.4.1 Extraction et fractionnement de I’extrait brut

La maticre végétale séchée et broyée (1 Kg) a été¢ macérée a une température ambiante
pendant 72 h avec du Méthanol/Eau (80/20 V/V, 10 L), Cette macération est répétée trois fois
avec renouvellement du solvant pour obtenir un extrait hydrométhanolique de 100 g.

55 g de I’extrait hydrométhanolique ont été fractionnés par CLV en phase inverse Cis avec
I’¢luant H>O-MeOH (70/30, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100 : v/v). Des fractions de 200 ml ont été

recueillies (Figure 11-7).

[ Extrait brut (55 g) ]

$ CLYV RP-C;5 H;O-MeOH (70/30 a 0/100)
/l\ v v l l
70/30%3 60/40%3 20/80*3 100 %
F1, F2, F3 F1, F2,F3 F1, F2, F3 MeOH

Figuré I1I-7: Schéma de fractionnement de I’extrait brut des racines de S.semipapposa par

CLV.




Les fractions obtenues sont regroupé dans le Tableau II-2 avec leurs masses.

Tableau II-2 : Progression de la CLV sur silice greffée C-15 des racines de S. semipapposa.

Fractions

70/30 (1)
70/30 (2)
70/30 (3)
60/40 (1)
60/40 (2)
60/40 (3)

11.4.2 Purification

Masse (g)

25.8003
15.2393
1.5284
0.4343
0.5408
0.7144

Fractions

40/60 (1)
40/60 (2)
40/60 (3)
20/80 (1)
20/80 (2)
20/80 (3)

Masse (g)

0.2606
1.6275
0.7943
0,198
1.7236
3.0546

Fractions  Masse (g)

MeOH 100%  3.2546

Avant d’entamer la séparation chromatographique des fractions résultantes de cette CLV,

nous avons procédé a des tests CCM, en parallele avec des analyses sur CHLP analytique, afin

d’avoir une idée sur la richesse de chaque fraction, déterminer les conditions optimales de

séparation et choisir la technique convenable pour une meilleure séparation. Le choix des

fractions a purifiées a été déterminé comme il est indiqué sur la (Figure I1-8).

Figure II-8 : Chromatographie sur couche mince en Phase normale des fractions de CLV de la

partie racine de S.semipapposa.

E



11.4.2.1 Purification de la fraction E
Une masse de 4,6 g (Figure [1-9) a fait I’objet d’une séparation sur une CF sur gel de silice
(Reveleris® 120 g) ¢luée avec un gradient de CH2Cl,/MeOH/H20 (100 :0 :0 - 60 :40 :7) pendant

68 mn pour donner 12 sous fractions. Les sous fractions recueillies ont été regroupées selon leurs

profil CHPL et CCM (Tableau I1-3).

g0p_analyse faction SS R #1682 f20-80) R 2+3 UV VIS 2
Al g WNL205 nm
%5 00% 1
o
®

2200 %

625

Figure I1-9 : Chromatogramme CLHP analytique de la fraction E.
Tableau II-3 : Chromatographie Flash sur colonne (CF) de silice normale de la fraction E.

N° | Sous -fraction =Masse (mg) N° Sous -fraction Masse (mg)

E-1 1-31 5.1 E-7 117-132 51
E-2 32 3.4 E-8  133-140 85.7
E-3 33-38 8.1 E-9 141-148 192.6
E-4 39-88 73.3 E-10 | 149-176 482.6
E-5 89-102 28.1 E-11 177-186 329.1
E-6 103-116 23.7 E-12 | 187-221 2438

Nous nous sommes intéressés par les fractions E-19, E-11 et E-12 (Figure I1-10).

) — — - - - - —
T — -_ — - - - —_—
i —
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Miesiarnib o

E-10 E-11

28458
E-12 o

Figure II-10: Chromatographie sur couche mince en Phase normale des sous fractions

E-10, E-11, E-12.
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La sous fraction E-10 (482.6 mg) a été purifi¢e par CLHP préprative éluée avec un gradient
de 30-35% de CH3CN pendant 45mn, pour donner le composé SpS (9,4 mg). Les sous
fractions E10-35.36 (39.3mg) et E10-4244 (59.4mg) issues de ce dernier fractionnement ont été
combinées pour étre purifiées par CLHP semi-préparative en utilisant CH3CN : H>O (32-34% de
CH3CN) pendant 18 mn. Ceci a mené a I’isolement de : Sp4 (3,0 mg, fr 11,5 min), Sp14 (2,2
mg, r 12,4 min), Sp3 (3, 2 mg, fr 13,1 min), Sp2 (7,8 mg, fr 14.4 min), et Sp16 (3,7 mg, r 15.4
min), Sp1 (10.4 mg, tr 15,5 min), Sp15 (2.5 mg, fr 17,1 min) respectivement (Figure II-11).

73 55R-16-11-2018 #180 5f35-36/149-176 /20-80/R 2+3(50,0u uv_wis_1
AU WVL:205 nm)|

(RS E10-35.36
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500
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T T T T T T T T T T
6,3 7,5 8.8 10,0 11,3 12,5 13,8 15,0 16,3 18,

= T T T T T T T T T T T T T
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Figure II-11 : Chromatogrammes CLHP de purification des sous -fractions E10-35.36, E10-42-44.

La sous fraction E11 (329 mg) a été purifiée par CF sur RP-18 en utilisant un gradient de
MeOH/H>0 (20-80% de CH30OH) pendant 34 min pour donner39 sous- fractions. Le composé
Sp7 (9.3 mg) a été obtenu a I’état pur a partir de la sous —fraction E11-26.27. Cependant, la sous
fraction E11-28.39 a été ¢ ultérieurement fractionnée par CF sur gel de silice, SiO2 éluée avec un
systeme CH2Cl, /MeOH/H:0 : 68/32/3 pour donner 7 sous fractions. La sous fraction E1128.39-
(2-20) (53,7 mg) a subi une purification par CLHP semi-préparative avec un gradient de CH3CN
: H20O (32-34% de CH3CN) pendant 18 mn pour mener aux composés: Sp4 (2 mg, #r 11.3 min),
Sp7 (10.8 mg, #r 12.4 min), Sp 6 (21.4 mg, fr 13.7 min) et Sp1 (2.7 mg, fr 14.8 min) (Figure II-
12).
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Figure II-12 : Chromatogramme CLHP de purification de la sous fraction E11-23-39.

La sous fraction E12 (1.4g) a été purifiée avec une CLPH préparative en utilisant un
systeme d’¢lution de gradient de 30-35% de CH3CN pendant 45mn pour offrir 51 sous fractions
ainsi que les composés Sp6 (70 mg) et Sp10 (7.9 mg). La purification de la sous fraction E12-12.
13(16.3 mg) et E12-15 par CLHP semi-préparative en utilisant un gradient de 30-32% de CH3CN
pendant 15 mn a permis d’avoir le composés Sp9 (2.8 mg, r 6.9 min) , Sp10 (3.3 mg, tr 7.7
min), les composés Sp 12 (2.6 mg,#r 8.2 min) et Sp11 (1.9 mg, fr 8.9 min) respectivement . Alors
que les deux sous fractions E12-25.27 (29.3) et E12-31.34 (77mg) ont été purifiées par CLHP
semi —préparative en utilisant un systeme d’¢élution de gradient de 32-34% pendant 18 mn pour
donner les composés Sp8 (17.5 mg,fr 10.6 min), Sp 7 (8.4 mg,fr 11.1 min) et le Sp13+4 ( 15.3
mg,7z 11.3 mn) en mélange et Sp6 (5.5 mg, fr 11.8 min). Finalement les composés Sp 6 (4.4
mg,7r 11.0 min), Sp1 (9.7 mg,fr 12.1 min) et Sp16 (1 mg, fr 12.4 min), ont été obtenus a partir
de la sous fraction E12-46.48 (60 mg) purifiée par CLHP semi-préparative avec un gradient de 33-

35% de CH3CN en 15 min (Figure I1-13).
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Figure II-13 : Chromatogrammes CLHP de purification des sous fractionsE12-12.13, E12-1set
E12-35.27.

11.4.2.2 Hydrolyse acide de la fraction E

100 mg de la fraction CLV E est dissout dans 15 mL d’une solution aqueuse de TFA 2N.
La solution est mise a reflux en maintenant I’ébullition pendant 4 heures.
Apres refroidissement, le mélange réactionnel est soumis a une extraction liquide-liquide contre
CH2Cl; (3x 7ml) afin d’extraire les génines et la phase aqueuse obtenue offre un résidu
monosacharidique (56,7mg).

Le mélange de sucres est analys¢ par CCM avec des témoins de monosaccharides
commerciaux dans le systéme: Butanol-Isopropanol-Acetone-Eau (20:10:7:6), (Figure 11-14).
Apres purification de ces sucres par CCM préparative avec le méme éluant, leur pouvoir rotatoire

est mesureé.
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Butanol-Isopropanol-Acetone-Eau (20 :10:7:6)

e

Extrait D-Glc D-Gal L-Rha L-Ara D-Xyl

Figure II-14 : Chromatographie sur couche mince en Phase normale des sucres isolés.

11.4.2.3 Purification de la fraction A

La flash chromatographie a été utilisée pour le fractionnement de 1,3 g de la fraction A en
utilisant une cartouche de 40 g de gel de silice en phase normale éluée avec un mélange de
CH>ClL-MeOH-H>0 (100 :0 :0 a 70 :30 :5) pendant 39 mn. Ensuite la sous fraction A-29-34 27,5
mg) a été purifiée par CLHP semi-préparative avec un gradient de 10-30% de CH3CN pendant
20 mn pour donner les composés Sp24 (1.4mg, 5.9 mn) et Sp17 (3.5mg, 7z 11.1mn). La
purification de la sous fraction A-36-37 (23mg) par CLHP semi-préparative ¢luée avec le systéme
isocratique de 10% d' CH3;CN pendant 6 mn puis de 10-30% pendant 20 mn a conduit a
I’isolement des composés : Sp25 (4 mg, tz4.5mn), Sp27 (1.9 mg, ¢z 13.7mn ) et Sp19 (3.4 mg ,
tr18.4mn) (Figure 11-15).
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Figure II-15 :Chromatogrammes CLHP de purification de la sous fractionsAz9.3set A-36.37.
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11.4.2.4 Purification de la fraction B

La fraction B (1.25g) est chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase
normale éluée avec un gradient de Acétate/MeOH [100:0 a 0:100 pour conduire au composé
Sp18 (31.3 mg) a I’état pur ainsi que 324 sous fractions. La purification des sous fractions B-so.
63(38.3mg) et B-70.80 (58.2 mg) par CLHP semi-préparative ¢luées avec 15 % de CH3CN en
isocratique pendant 25 mn a permis d’obtenir les produits Sp18 (8.2 mg, #z8.3 mn), Sp 17 (25.8
mg, /9.9 mn), Sp22 (11.8 mg, 7z 19.4 mn) et Sp 23 (2.9mg, #222.1mn) (Figure [1-16).

S5R-16-11-2018 #10 sf(60-40)R2+3 70-80(100,0pl UV_VIS_2
WVL:215 nm|

1679 ]
Enon

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

1

Figure I1-16: Chromatogramme CLHP de purification de la sous fraction B-7o-so.

11.4.2.5 Purification de la fraction C

Une purification par chromatographie flash a été réalisée sur une quantité¢ de 1,2 g de la
fraction C en utilisant un gradient de CH>CL,/MeOH/H>0 (100:0:0 a 60:40:5) pendant 48,5 min.
a permis d’avoir 104 sous fraction. La sous fraction C-1¢-14 (24.8mg) est purifiée avec une CHPL
semi-préparative ¢luée avec un systeme solvant en isocratique a 25% de CH3CN pendant 20 mn
conduisant au composé Sp21 (4,7mg, tz 8.1mn) et le composé Sp 26 (6,9 mg, ¢z 11.1mn) (Figure
I1-17).

SSR-16-11-2018 #338 sf10-14/40-60 R2+3(20,0pl uvMs_3
—maAl VWAL 254 nm|
20:00

- =
= i

1500

1250 26

1000 \

Figure II-17: Chromatogramme CLHP de purification de la sous fraction C-1¢-14.
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11.4.2.6 Purification de la fraction D

La fraction D (198 mg) a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase
normale avec comme ¢éluant un gradient de CHCl;/MeOH/H>O (100 :0 :0 ; 70 :30-5 ; 0-100-0)
pour donner 173 sous fractions, ainsi que le produit Sp20 (11,3mg).

IL.5 Chimie extractive des parties aériennes de Scabiosasemipapposa

I1.5.1 Extraction et fractionnement de I’extrait Brut

Les parties aériennes de la plante S.semipapposa (700 g) , préalablement séchés puis broyés
sont mis en macération a température ambiante dans un mélange Méthanol/Eau (80/20 V/V; 7
L) pendant 72h, cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant. La filtration

et I’évaporation du solvant ont permis d’obtenir 50 g d’extrait hydrométhanolique.

Un traitement analogue a celui de la partie racine a ¢ét¢ adopté. En effet, I’extrait
hydrométhanolique brut obtenu (50g) a été aussi soumis a une chromatographie liquide sous vide
(CLV) en phase inverse RP-Cis avec un mélange Eau/Méthanol (70/30,60/40,40/60,20/80,

0/100) selon le schéma suivant :

[ Extrait brut (50 g) ]

CLV RP-Cis H0-MeOH (70/30 a 0/100)

y

¥ J Il I} ¥
70/30%3 60/40*3
F1, F2, F3 F1, F2,F3

Figure I1-18: Schéma de fractionnement par CLV de I’extrait brut des parties aériennes de

S.semipapposa.

Les fractions obtenues avec leurs masses sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau II-4 : Progression de la CLV sur silice greffée RP-Cg des parties aériennes de s.

semipapposa.
Fractions Masse Fractions Masse Fractions Masse
(8) (8) (8)
70/30 (1) 9.1323 40/60 (1) 1.1505 MeOH 100% 1.7923
70/30 (2) 16.8756 40/60 (2) 5.4106
70/30 (3) 2.805 40/60 (3) 5.3642
60/40 (1) 1.4149 20/80 (1) 1.8337
60/40 (2) 1.3076 20/80 (2) 1.2964
60/40 (3) 1.4272 20/80 (3) 0.7339
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I1.5.2 Purification
Suite & leur profil CCM (gel de silice en phase normale) (Figure 11-19) et profil CLHP les

fractions A et B ont été choisis pour la purification et I’isolement des métabolites secondaires.

70/30 60/40 40/60

20/80 0/100

: ||

i,

.%

-

1903

F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2_F3 F1
A B

Figure I1-19 : Chromatographie sur couche mince en Phase normale des fractions de CLV des

parties aériennes de S.semipapposa.

11.5.2.1 Purification de la fraction A

La fraction (4 g) subit un premier fractionnement par CF (Figure 1I-20) sur gel de silice
normale éluée avec un gradient binaire CH>Cl, /MeOH (100 :0 a 60 :40) pendant 55 mn

permettant ainsi d’obtenir le produit Sp29 (3 mg) sous forme d’un précipité et 146 sous fractions.

8.5/1.5 CH:CL

T B
9/1 CH:CLy/MeOH

€s.h.... 1 V1000 r,
T _ "l" .
TR T T

57-60 61-68

Figure II-20: Chromatographie sur couche mince en Phase normale des sous fractions de la

Flash chromatographie de la fraction A.
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La sous fraction résultante A-s7.60 (38.4mg) est ensuite purifiée par CLP en utilisant un gradient
de (10-45% de CH3CN) pendant 30 mn pour conduire au compos¢ Sp17 (8.5mg), alors que le
produit Sp18 (5.2mg) est obtenu a partir de la purification de la sous fraction A-¢1-68 avec un

gradient de (10-50% de CH3CN) pendant 45 mn (Figure [1-21).

fay Fas
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Figure I1-21 : Chromatogramme CLP de purification de la sous fraction A-s7.60etA-61-6s.

11.5.2.2 Purification de la fraction B

Une masse de 1.86 g de la fraction B a été soumise a une Flashe chromatographie sur une
colonne de silice normale éluée avec le gradient CH.Cl,/MeOH (100 :0 a 60 :40) pendant 46 mn
pour obtenir le composé Sp30 (1mg) sous forme d’un précipité a partir de la sous fraction Bos.

La purification de la sous fraction B-; par CLP éluée avec un gradient de (20-55% de
CH3CN) pendant 18 mn a permis d’avoir le composé Sp31( 3.4mg, z17.4 mn), cependant le
composé Sp28 (6 mg, £zk16.5mn) a été obtenu a partir de la fraction B32-35 en utilisant un systéme

solvant de (30-60% de CH3;CN) pendant 18 mn (Figure 11-22,11-23).
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22 25 32-35

Figure I1-22 : Chromatographie sur couche mince en Phase normale des sous fractions de la
Flash chromatographie de la fraction B.
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Figure II-23 : Chromatogramme CHPL de purification de la sous fraction B-2; et B-32.3s.

I1.6 Chimie extractive de ’espece Tuberaria guttata (L.) Fourreau

I1.6.1 Extraction et fractionnement de I’extrait brut
Les parties aériennes de la plante Tuberaria guttata sont séchées puis finement broyées.
La poudre obtenue (1K g) est mise a macération dans le mélange Méthanol/Eau (80/20 V/V ,10

L) pendant 48 heures a une température ambiante (cette opération est répétée trois fois avec un
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renouvellement du solvant). La solution extractive obtenue est concentrée par évaporation pour

donner 135,623 g d’extrait brut.

50 g ont été fractionnés par CLV en phase inverse RP-Cigavec un mélange Eau /Méthanol
(70/30,60/40,40/60,20/80, 0/100) selon le schéma suivant :

[ Extrait brut (50 g) ]

lCLV RP-Cy3 HO-MeOH (70/30 a 0/100)

v !

] y v
70/30%3 60/40%3 40/60*3
F1, F2, F3 F1, F2 ,F3 F1, F2, F3

Figure I1-24: Schéma de fractionnement de 1’extrait brut des de 7.guttata par CLV.

Les fractions obtenues sont représenté dans le tableau suivant avec leurs masses.

Tableau II-5 : Progression de la CLV sur silice greffée RP-Cis des parties aériennes de
T.guttata.

Fractions Quantité Fractions Quantité Fractions Quantité

(9] (g (9]
70/30 (1) 14.3392 40/60 (1) 1.1954 MeOH 100 % @ 1.2671
70/30 (2) 18.8804 40/60 (2) 3.3976

70/30 (3) 3.2269 40/60 (3) 0.8872

60/40 (1) 1.4692 20/80 (1) 0.2637

60/40 (2) 2.9461 20/80 (2) 0.3286

60/40 (3) 2.3435 20/80 (3) 0.1964
11.6.2 Purification

Les CCM réalisées sur les fractions issues de la CLV dans différents systémes de solvants,
mettent en relief la richesse relative de la fraction A et B en métabolites secondaires et plus
particulierement les flavonoides, d’ou notre intérét a les soumettre a des investigations chimiques

en vue de déterminer leur composition chimique (Figure 11-25).
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Figure I1-25: Profil CCM en Phase normale des fractions de CLV de T.guttata.
I1.6.2.1 Purification de la fraction A

La purification de la fraction A (787 mg) menée successivement par une chromatographie
sur colonne de polyamide ¢éluée par un gradient de toluéne/méthanol (100:0 — 70:30), suivie dune
CC de silice en phase normale de la sous fraction A-ss.sg €luée par un mélange isocratique AcOEt

/MeOH/H20 (100:10 :5) a abouti a I’isolement du composé Tb3 (11.5 mg).

11.6.2.2 Purification de la fraction B

La fraction B révele sur CCM deux taches majoritaires. La chromatographie sur une
colonne de gel de silice avec un gradient de CHCl3/AcOEt (100:0- 50:50) a permis d’obtenir les
composés Th1 (5.6 mg) et Th2 (1.4 mg) a I’état pur.

I1.7 Dosage et évaluation des activités biologiques

La réalisation de cette partie a été effectuée au niveau du Centre National de Recherche en
Biotechnologie (CRBt, Constantine). Les dosages phytochimiques ainsi que les tests
antioxydants et antienzymatique ont été effectués dans des microplaques de 96 puits et la lecture
des absorbances a été réalisée au moyen d’un lecteur de microplaque (Perkin Elmer, Enspire).

Tous les tests sont réalisés en triplicata.
I1.7.1 Dosage des polyphénols et des flavonoides

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits bruts et des extraits de CLV des
deux especes Scabiosa semipapposa et Tuberaria guttata est déterminé selon la méthode de

dosage en microplaque décrite par Muller et al. (2010) utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.
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Les échantillons sont préparés a une concentration delmg /ml (MeOH /Eau). Un volume
de 20ul des échantillons a différentes concentrations est transféré dans des puits de microplaques
puis additionné de 100ul du réactif de Folin-Ciocalteu a 10% et 75ul de Na>xCOs a 7,5% . Les
absorbances sont mesurés a 765nm apres une incubation de 2 heures a ’abri de la lumiére. Afin
de mettre en évidences la teneur en polyphénols totaux, une courbe d’étalonnage a été établie
avec des solutions a différentes concentration d’acide gallique et les résultats sont exprimés en
équivalent d’acide gallique (ug EAG/mg d’extrait).

La méthode de Topcu et al. (2007) a été utilisé pour déterminer la teneur des flavonoides
totaux des mémes extraits. Un volume de 50ul d’échantillon de chaque dilution (préalablement
préparés a 1mg /ml) est transféré dans un puits de microplaque suivi par 1’ajout de 130ul de
MeOH, 10 pL d’une solution de CH3CO:K, et 10 pL d’une solution d’Al(NO3)s. Aprés une
incubation de 40 min, les absorbances sont enregistrées a 415nm. Les résultats sont exprimés en
ng EQ/mg d’extrait en se basant sur une courbe d’étalonnage tracé en utilisant une gamme de

dilution de la quercétine.
I1.7.2 Evaluation de I’activité antioxydante

Cette étude a pour but d’évaluer I’activité antioxydante in vitro en utilisant des méthodes
qui témoignent de I’aptitude d’un extrait naturel a piéger les radicaux libres, et compte tenu de
la complexité des mécanismes d’oxydation [Huang et al., 2005 ; Prior et al., 2005], il est admis
qu’une seul méthode n’est pas suffisante pour évaluer le potentiel antioxydant. Ainsi, nous avons
choisi trois méthodes complémentaires avec deux mécanismes d’action ; un effet scavenger
(DPPH, ABTYS) et une activité réductrice du cuivre (CUPRAC).

Les échantillons étudiés sont des extraits bruts et des fractions de CLV des parties aériennes

et racinaires de S. semipapposa ainsi que les paries aériennes de 7T .guttata.

I1.7.2.1 Test de piégeage du radical DPPH"

L’activité antioxydante par piégeage du radical libre DPPH' (2,2diphényl-1-
pycrylhydrasyl) est réalisée selon la méthode décrite par Oztiirk et al.(2011).
Principe du test

La réduction du DPPH par des antioxydants, capables de céder un atome d’hydrogeéne,
s’accompagne par le passage de la solution d’une couleur violette a une couleur jaune mesurable
par spectrophotométrie a 517 nm. Une faible absorbance indique une meilleure activité anti-

radicalaire.
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Procédure

Une solution de DPPH a 01.mM est préparée dans du méthanol et conservée a 4°C a I’abri
de la lumiere. Les solutions d’échantillons sont préparés en série de dilution de 1/2 a partir d’une
solution mere de 4 mg /ml pour S.semipapposa et de 0.5 mg/ml pour T.guttata dans le méthanol
ou dans de I’eau selon la solubilité de I’extrait.

Des antioxydants de référence (BHA et BHT) ont également été analysés en utilisant la
méme procédure.

Dans les puits des microplaques, 40ul de chaque échantillon a différentes concentrations
ainsi que des standards sont déposés puis un volume de 160ul de la solution méthanolique de
DPPH est ajouté. Le contrdle négatif est préparé en remplagant les 40 pul d’échantillon par du
méthanol ou d’eau distillée

La lecture des plaques se fait a 517 nm apres une incubation a une température ambiante
pendant 30 mn a I’obscurité.

L’absorbance lue est ensuite convertie en pourcentage d’inhibition par rapport a I’absorbance de

la solution témoin :

[ % AA = [(Abs témoin-Abs échantillon)/Abs témoin] x 100 ]

I1.7.2.2 Test de piégeage du radical ABTS™"

Le protocole utilisé est celui décrit par Re et al.(1999) avec des volumes ajustés pour une

manipulation dans des microplaques.

Principe du test

La génération du radical ABTS™ est basée sur la réaction entre I’ABTS et le persulfate de
potassium (K>S,0sg) donnant naissance a une solution bleu vert (chromophore ABTS™). Pour
cela, un volume de 5ml de la solution d’ABTS (7nM) est mélangé avec 5 ml persulfate de
potassium (2,45nM). Le mélange est conservé a 4 °C pendant 16h avant I’utilisation. La solution
ABTS+e est diluée avec du méthanol ou de I’eau distillée a une absorbance de 0,70 + 0,02 a 734
nm.

Procédure

Les échantillons sont préparés de la méme maniére que dans le test de piégeage du radical
DPPH sauf pour Tuberaria, une série de dilution de 1/2 est effectuée pour les échantillons a partir

d’une solution mere de 0.25 mg /ml.
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Un volume de 160ul de la solution ABTS™ est ajouté a 40ul de chaque échantillon déposé
au préalable dans les puits des microplaques. Le controle négatif est préparé en mélangeant le
méme volume de la solution réactionnelle en remplacent les 40ul de I’échantillon par du
méthanol. Aprés une incubation de 10 mn, la réduction du radical est estimée par les absorbances
mesurées apres la lecture de microplaque a 734 nm.

Les standards utilisés sont le BHA et le BHT a 0.5 mg /ml dans le méthanol.

Le pourcentage de I’activité anti radicalaire est calculé suivant cette formule :

[ % AA = [(Abs témoin-Abs échantillon)/Abs témoin] x 100 ]

I1.7.2.3 Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique

(CUPRAC)

Le principe du test est basé¢ sur la capacité d’un antioxydant a réduire le complexe
néocuproine - cuivre (Nca-Cu?*) qui se traduit par la diminution de I’absorbance de ce complexe
avec virement de couleur. La méthode suivit pour la détermination de cette capacité antioxydante

est celle décrite par Apak et al. (2004).

Procédure

Dans les puits des microplaques sont déposés 60ul du tampon d’acétate d’ammonium (Ac-
NHs4 ,1 M, pH = 7), 50ul de la solution aqueuse de chlorure de cuivre (Cu Clz, 2H>0,10 mM),
50ul de la solution éthanolique néocuproine (7.5 mM), et 40ul de chaque échantillon a différents
concentrations. Aprés 1 heure d’incubation, les absorbances sont lues a 450nm.

Les standards utilisés sont le BHA et le BHT a 1 mg /ml.

I1.7.3 Inhibition de P’activité enzymatique de ’alpha-glucosidase

Les échantillons étudiés concernent les extraits bruts et les fractions de CLV des parties
aérienne de 7. guttata. Le pouvoir inhibiteur des extraits étudiés a ’égard de I’enzyme alpha-

glucosidase est déterminé par la méthode décrite par Lordan et al. (2013).
Procédure

Un volume de 50ul d’extrait et ajouté a 50ul de substrat 4- nitrophényl alpha D
glucopyranoside (p-NPG est préparé a SmM dans du tampon phosphate & 100mM), apres

incubation a 37 °C pendant 10 mn, 100ul de la solution d’enzyme (0.1U/ ml dans un tampon
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phosphate a pH 6.9) sont additionnés au mélange suivi d’une deuxiéme incubation de 30mn a
37°C.L’absorbance est mesurée a 405nm. L’acarbose et la quercétine sont utilisés comme
standards.

Témoin négatif : Substrat + Extrait + Tampon de 1’enzyme

Témoin positif : Enzyme + Substrat + Solvant de I’extrait.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante

% d’inhibition = (ADbS gxtrait-ADbS T négatif)/ AbS T positir X100

Analyse des données

Les données sont analysées a I’aide du logiciel statistique Graphpad prism7.exe, et le test
ANOVA a été réalisé pour déterminer la signification des différences entre les moyennes des
teneurs en polyphénols, flavonoides, et les activités antioxydantes ainsi que 1’activité inhibitrice
de I’alpha glucosidase des extraits des deux plantes. Le niveau de signification est considéré a p

<0,05.
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PARTIE 111

Reésultats et discussion



CHAPITRE 1

Détermination structurale
des composés isolés de
Scabiosa semipapposa



Etude phytochimique de I’espéce Scabiosa semipapposa

La partie racine de Scabiosa semipapposa séchée et broyée a été macérée a température
ambiante par un mélange hydroalcoolique (Méthanol/Eau : 80 : 20 V/V), Apres filtration et
concentration, 55 g de I’extrait brut ont fait I’objet d’une chromatographie liquide sous vide
(CLV) sur silice grefféee Cis, avec le mélange H.0/MeOH (70/30, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100),
pour donner cing fractions A, B, C, D, E.

La purification de ces fractions a été effectuée par 1’utilisation de différentes méthodes
chromatographiques en phase normale sur gel de silice ou en phase inverse sur silice greffée
C1s (CCF, CLHP semi-préparative et CLHP préparative). Ainsi, 27 composés (Spl-Sp27) été
isolés, dont 16 saponines (Figure 111-1), 4 iridoides, 3 lignanes et 4 phénols (Figure I11-2).

Les structures de composes isolés ont été établies sur les molécules natives purifiées
utilisant une méthode qui repose essentiellement sur I’analyse combinée des spectres de
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) monodimensionnels *H et 3C et a séquences multi
impulsionnellesd deux dimensions homo et hétéro-nucléaires (COSY, ROESY, NOESY,
TOCSY, HSQC J- modulé, HSQC-TOCSY et HMBC) ainsi que sur I’analyse des spectres de
masse et la mesure du pouvoir rotatoire. Ces techniques permettent de déterminer une structure

complexe sans avoir recours aux hydrolyses partielles et/ou aux dérivatisations.
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CLV RP-C18 H20-MeOH (70/30 & 0/100)
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Figure 111-1 : Schéma de purification des saponines isolées a partir des racines de S.semipapposa.
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Figure 111-2 : Schéma de purification des phénols, iridoides et lignanes isolés a partir des racines de S.semipapposa.




I11.1.1 Elucidation structurale des saponines

Seize saponines Sp (1-16) ont été isolées a partir de la fraction E, dont treize sont de
nouvelles structures. Selon la génine, ces saponines sont divisées en deux groupes; des
glycosides de I’acide oléanolique (A) (Spl-Sp8,Spl3-Spl6) et de I’hédéragénine (B) (Sp9-
Sp12) (Figure 111-3).

Acide oléanolique (A) Hédeéragénine (B)

Ce sont des bidesmosides substitués en position 3 par trois, six ou sept unités osidiques et par
deux unités B-D-glucose en position 28.

Et selon la nature du sucre directement lié en position 3 de la génine, les saponines peuvent étre
classées en deux séries.

- Un g-D-Xylose pour la série 1 (Figure 111-4).

- Un a-L-Arabinose pour la série 2 (Figure 111-5).
L’hydrolyse acide de la fraction E a permis d’identifier cinq types d’unité osidique, il s’agit de
’arabinose, xylose, glucose, galactose et rhamnose. Les configurations absolues des sucres ont
été déterminées a D pour le glucose, xylose, galactose et a L pour 1’arabinose et le rhamnose
grace a la mesure des pouvoirs rotatoires qui sont en accord avec la littérature [Budaravi .,
1989].
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Figure 111-4 : Structure de saponines isolées de Scabiosa semipapposa série 1(Spl, Sp3, Sp6, Sp11-Sp13 nouvelles structures).
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Figure 111-5 : Structure des saponines isolées de Scabiosa semipapposa série 2(Sp2, Sp5, Sp7, Sp8, Sp9, Sp10) nouvelles structures.
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Pour faciliter 1’analyse structurale nous présenterons I’identification et I’attribution des
protons et carbones des saponosides avec 1’acide oléanolique comme génine (Sp1-Sp8, Sp13) en
suite celles de 1’hédéragénine (Sp9-Spl2) et on terminera avec celles possédants une structure

connus (Sp14-Sp16).

111.1.1.1 Détermination structurale du composé Spl

» Analyse du spectre de masse

L’analyse du spectre de masse a haute résolution obtenu en HR-ESI-MS mode positif du
composé Spl (Figure I11-6) montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z1667,7667 [M+Na]"
(calculé 1645,7849) soit une masse moléculaire égale a 1645 correspondant a une formule brute

en C7eH12503s.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

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

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monisotopic Mass, Even Electron lons
138 formulale) evaluated with 1 results within limits (up 1o 50 closes! results for each mass) +
Elomonts Usel: [M+Na]*1667,7667
C:75-77 H:0-200 0:0-50 Na:0-1

P4 (12-13)_28-39_177-186 (20-80) R2+3

19HRE33 15 (0.268) 1: TOF MS ES+

1.56e+005
1.8466

163 2810510 1057.3817 11894268 1321.6707 148373331521.7084
00 0 40 500 600 70 800 900 1000 100 1200 1300 w00 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Mindmum: -1,
Maximum: 5.0 5.0 50.0

Calc. Mass mDa PEM  DBE i-FIT Norm Conf(¥) Formula /

C76H125038

Mass

1645.7848 1645.7849 -0.1 -0.1 14.5 4B6.3 nfa n/a

Figure 111-6 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Sp1.

> Analyse du spectre RMN H

Le spectre RMN *H du composé Sp1 (Figure I11-7) montre des signaux caractéristique

suivants:

= Sept signaux singulets d’intégration 3H chacun a champ fort entre 0,80-1,20 ppm
correspondant a sept méthyles tertiaires angulaires d’un squelette triterpénique
pentacyclique et résonant a 61 1,07(H-23), 0,88(H-24), 0,97(H-25), 0,82 (H-26), 1,17 (H-
27), 0,93 (H-29), 0,96 (H-30).
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= Un massif de protons résonants entre 0,80 et 2,10 ppm correspondant au groupements
aliphatiques CH et CH2 des cinq cycles.

= Un proton résonne a on 3,14 ppm sous la forme de doublet de doublets (dd, J =11,8 - 4,3

Hz) correspond au H-3.

= Unsignal déblindé sous forme d’un triplet a 5,27 ppm (t, J= 3,7Hz) attribuable a un proton
éthylénique H-12 signe de la présence d’une instauration A>3 caractéristique d’un
squelette oléanane.

= Un signal déblindé a 6n 2,88 ppm attribuable au proton aliphatique H-18 sous forme d’un
doublet de doublets (dd, J= 13,7-4,2 Hz) indiquant aussi la présence d’une génine de type
oléanane.

= Plusieurs signaux dans la zone compris entre 3,0 et 4,20 ppm caractéristiques des
groupements méthines hydroxylés des unités osidiques. Leur forte densité suggere la
présence de plus de trois unités osidiques.

= La présence de huit protons anomériques résonants sous forme de doublets entre 4,3 et

5,4 ppm.

R e e e - T e R R R e e e R e e

WH.?"H %W s Y

Protons anomériques Protons osidiques 7 méthyles
A A —A—
( \ \
H-12
| H-3 | H-18
' [/
o, :
Il
. 5.0 H as 40 as 30 2's 20 15 10 ppm
Glc 111
Rhw i) Xy)llll'rL'l-'L
5\_4 5_ = 5_ =2 5 -1-_ = -1-_I = [=1=lngl

Figure 111-7 : Spectre RMN *H du composé Sp1.
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> Analyse du spectre RMN 13C et DEPT

L’analyse du spectre de RMN *C et du DEPT du composé Sp1 (Figure 111-8) montre la
présence de 76 carbones dont 30 sont attribués a I’aglycone et 46 au sucres On distingue quelques
carbones caractéristiques :

= Sept carbones méthylénique caractéristiques du squelette triterpénique de type oléanane
résonants entre 16,4 et 32,1ppm. La présence seulement de sept méthyles suppose
I’oxydation de I’'un des huit méthyles constituant habituellement le squelette oléanane.
L’observation d’un signal au de 1a de 170 ppm sur le spectre RMN 3C, laisse supposer
que ce carbone est probablement oxydé en carbonyle.

= Un ensemble de carbones résonants entre18,0 et 55,9 ppm correspond au carbones
aliphatiques CH, CH: et C quaternaires.

= Le carbone C-3 oxygéné est détecté a dc 88,8 ppm. Le déblindage de ce dernier comparé

a celui du méme carbone porteur d’un groupement hydroxyle (=75), explique la substitution

a ce niveau par des unités osidiques.

= Deux carbones éthyléniques C-12 et C-13 de la double liaison résonnants a 6c 122,4 et
143,5 ppm respectivement.

» Un signal blindé a 6c 176,7 ppm correspond au carbonyle C-28. Le blindage de ce dernier
comparé a celui du méme carbone porteur d’un groupement acide libre (=180 ppm)
indique qu’il est engagé dans une liaison ester.

= Un ensemble de carbones résonants entre 60 et 84 ppm attribuables aux carbones
osidiques.

= Un ensemble de carbones dont les déplacements chimiques se situent entre 94 et 105 ppm

attribuables aux carbones anomériques

L’ensemble de ces données spectrales indiquent qu’on est en présence d’une saponine

triterpénique a squelette oléanane substitué par huit sucres.
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» Analyse des spectres RMN 2D
% Détermination de la partie aglycone

L’attribution des protons et carbones de la génine est réalisée grace a 1’analyse conjointe des
spectres RMN de corrélations COSY, ROESY, HSQC J-module, et HMBC
= Analyse du spectre COSY
A partir des protons caractéristiques identifiés précédemment, 1’expérience COSY
(Figure 111-9 et I11-10) permet de localiser la plupart des protons non analysables directement
sur le spectre de RMN *H apparaissant entre 0.93 et 1.91 ppm. En effet :

» Le proton H-3 déja identifié corréle avec deux protons a o 1,70 et 1,82 attribuables
aux protons Hap-2, ces derniers corrélent & leur tour avec les deux protons Hap-1
résonant a 6n 1,00 et 1,63ppm .

= A partir de leur corrélation avec le proton vicinale H-12 les deux protons géminés

H.11, v sont localisé a 61 1,91 ppm.

= Le proton H-9 vicinale est localisé a 6+11,59 ppm par son corrélation avec les protons
H-11.

= Le proton H-18 montre des corrélations avec les deux protons géminés H-19apa 61 1,17
et 1,73 ppm. Le proton H-19 présente une autre corrélation avec le méthyle situe a dn
0.96 ppm attribuable a celui en position 30 qui est a son tour corréle avec le méthyle en

position 29 résonant a én 0.93 ppm.

Figure 111-9 : Corrélations 3Ju.1 observés sur le spectre COSY du composé.
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Figure 111-10 : Spectres COSY de la partie génine du composé Sp1l.
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=  Analyse du spectre HSQC
A partir des protons déja identifiés, I’analyse des corrélations hétéronucléaires directes
1Jy.c observées sur le spectre HSQC J-modulé (Figure 111-11) conduit a assigner les
déplacements chimiques des carbones 6¢c qui les portent (Tableau I11-1):
- Le carbone C-1 (8¢ 38,7 ppm), C-2 (8¢ 25,9 ppm), C-3 (6¢ 88,8 ppm), C-9 (¢ 47,8 ppm), C-
11(3c 23,2 ppm), C-12 (8¢ 122,4 ppm), C-18(5c 41,1 ppm), et C-19 (3¢ 45,8 ppm), C-30 (Sc
22,7 ppm) et C-29 (6c 32.1 ppm).

I MWUQMM [==lp
C-25/H-25
— - 15
—— - C2a/-24™ ==
L | C-26/H-26
C-6/H-6b+H-6a o
—_ C-16/H-16b — == C-16/H-16a &= C-30/H-30
_ C-11/H-11 CogIH-27 [ os
- C-2/H-2h == === C.2/H-2a
- e ™ C-23/H-23
C-15/H-15b C-15/H-15a
= ]
C-22/H-22b+ H-22a
- ~a=( am Cy/H-Tp+H-Ta @& C-29/H-29
C-21/H-21b+H-21a a5
L C-1/H-1b = = C-lH-la
40
—— E 3
C-18/H-18
45
- C-19/H-195™ ™ C-19/H-19a
_ﬁ A=
C-9/H-9 Lo
C-5/H-5 Is5
—— —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
28 28 27 28 25 24 23 22 21 20 182 18 1.7 16 15 14 13 12 11 10 0% 08 0OF PP

Figure 111-11 : Spectre HSQC de la partie génine du composé Sp1.

= Analyse du spectre HMBC

L’expérience HMBC (Figure [11-12) qui visualise les couplages hétéronucléaires a
distance de deux ou trois liaisons (2Ju-c,3Jn-c), permet I’attribution des méthyles et les autres
carbones de la génine. Dans cette expérience, les protons méthyléniques correlent au maximum
avec quatre carbones constituant le squelette de la base carbonée qui les porte. On reconnait
ainsi les correélations suivantes :
Les méthyles 23 et 24 sont repérés a én 1,07, et 0,88 ppm par leur corrélation avec le carbone

C-3 connu, la distinction entre ces derniers s’effectue grace a la différence des valeurs de leurs
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déplacements chimiques. En effet, sur le spectre HSQC le carbone a-équatoriale CH3-23 (6¢
27,1) est plus déblindé que le carbone p-axial CHs-24 (6¢ 15,9).
En plus de leurs corrélations mutuelles les méthyles 23 et 24 couplent également avec le
carbone quaternaire C-4 (38,9 ppm), et le carbone C-5 (55,9 ppm). L’attribution de ces deux
carbone est facile vue que le carbone C-4 est quaternaire et ne présente aucune corrélation sur
le spectre HSQC (Figure I11-11) alors que le C-5 est un CH.
= Le carbone C-5 correle avec les protons méthyliques en 25. Ceux-ci couplent avec les
carbones C-1 (38,7 ppm), C-10 (36,5 ppm) et C-9 (47,8 ppm).

Correlations 2Ju-c et *Ju.c des protons 23, 24 et 25 observés sur le spectre HMBC.

= Aprés I’attribution du proton H-5(3n 0,80 ppm) & son carbone sur le spectre HSQC, les
deux protons géminés H-64p et H-7a» sont localises grace aux corrélations observées sur
le spectre COSY entre le H-5 et H-64 et entre H-6ap et H-7ap (Figure 111-10).

= Le carbone C-9 couple avec les protons H-26 situés a 61 0,82 ppm qui présentent a son
tour des corrélations avec le carbone C-7 (8¢ 32,5 ppm) et les carbones quaternaires C-
14(6c 41,5 ppm) et C-8 (6¢c 39,3 ppm), eux méme couplant avec les protons
méthyliques en 27. Ces derniers corrélent également avec le deuxiéme carbone
éthylénique quaternaire C-13 résonant a 143,5 ppm et le carbone situé a ¢ 27,5 ppm
attribuable au carbone C-15.

» Apreés I’attribution des protons H-15,p a leur carbone sur le spectre HSQCJ-modulé
I’expérience COSY et a partir du H-15 a permet de localiser les deux protons géminés
H-16ap situés a onl,73 et 2,07 ppm, le carbone respective C-16 est attribué aprés
I’analyse de I’expérience HSQCJ-modulé a éc 22,6 ppm.

» L’expérience HMBC montre des corrélations du carbone C-19 déja identifié avec les
protons H-29 a 81 0,93 ppm et H-30 a dn 0,96 ppm, ces deux protons présentent des
corrélations entre eux méme, avec le carbone quaternaire C-20 (dc 30,2 ppm) et le
carbone C-21(6¢ 33,5 ppm).
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= A partir du carbone C-21 I’analyse de I’expérience HSQC J-modulé permet d’attribuer
ses protons (Figure 111-11) .Ceci permet de localiser d’aprés le spectre COSY, les
protons H-22apa 61 1,62 et 1,73 ppm (Figure 111-10) . Le carbone C-22 (¢ 31,8ppm)
est attribué par I’analyse de son corrélation sur 1’expérience HSQC J-modulé.

= L’analyse du spectre HMBC (Figure I11-13) montre également une tache de corrélation
entre le proton H-18 déja identifié et un carbone quaternaire résonant a éc 46,6 attribué

au carbone C-17.
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- ——— i —
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Figure 111-12 : Spectre HMBC du composé Sp1l (zone des méthyles).
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Figure 111-13 : Spectre HMBC[15.0-50.0, 2.7-5.5ppm] du composé Sp1.

Importantes corrélations 2Ju.c et *Ju-c observées pour le composé Sp1l.
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. Analyse du spectre ROESY

La stéréochimie des carbones asymétriques de la génine est déterminée par analyse des
valeurs des constantes de couplage mesurée sur le spectre RMN ! H et des effets rOe observés
sur le spectre ROESY obtenus avec I'expérience de RMN bidimensionnelle homonucléaire
ROESY (Figure I11-14)

= La stéréochimie a-axiale du proton H-3 confirmée par I’effet rOe observé entre protons
H-3/H-5 et H-3/H-23 et la grande constante de couplage 3Jsax-2ax= 11,8 Hz.
= Une orientation S-axiale du proton H-18 est confirmée par I’effet rOe qu’il présente avec
le proton H-12 et les protons du méthyle S-axial CHs-30, et par la grande constante de
couplage *Jigax-19ax=13,7 Hz

= Les effets rOe observés entre les protons H-24, H-25 et H-26 confirme leur orientation

p-axial.
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Figure 111-14 : Spectre ROESY de la partie génine du composé Spl.
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Corrélation ROESY de la partie génine du composé Spl1.
L’ensemble des données RMN 1D et 2D analysées permet d’attribuer sans ambiguité

une structure triterpenique de type oléanane [Mahato et Kundu., 1994 ;Boutaghane et al.,

2013] a la génine du composeé Sp1.

R

Structure de la partie génine du compose Spl (Acide oléanolique).

“,
%,
K

Détermination de la partie osidique

L’étude du spectre RMN *H montre I’existence de huit signaux sous forme de doublet
appartenant aux protons anomériques , résonnants a on 4,36 ppm (d, J=7,6 Hz), 6+ 4,39 ppm
(d, J=7,2 Hz), 6w 4,62 ppm (d, J=7,9 Hz), on 4,47 ppm (d, J= 7,7 Hz), 615,16 (d, J=1,7 Hz),
OH5,21ppm (d, J=1,1Hz), 6x5,37ppm (d, J=8,3 Hz) et 61 5,38 ppm (d, J=1,5 Hz). Ces protons
donnent sur le spectre HSQC J-modulé (Figure 111-15) des corrélations *Ju.c avec les carbones
anomériques a 6¢103,2 ,105,0, 104,1, 105,0, 101,3, 100,7 , 94,3 , et 99,9 ppm.
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Figure 111-15 : Spectre HSQC de la zone des anomeres du composé Sp1.

L’ensemble des expériences RMNID et 2 D (COSY, TOCSY, HSQC J-modulé, HMBC, et
ROESY) contribuent a la caractérisation de :

-Deux S-D Xylose (Xyl I, Xyl 11).

-Trois a L-Rhamnose (Rha I, Rha Il et Rha 1l1).

-Trois -D Glucose (GLc I, Glc Il et Glc 111).
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» Séquencage osidiques en C-3
= Analyse des spectres COSY, HSQC et ROESY
= |dentification du Xylose I
L’analyse des spectres COSY et TOCSY (Figure 111-17 et Figure I11-16) montre six
protons osidiques couplés appartenant a un pentose dont I’anomére résonne a 4,53 ppm couple
avec H-2' (6w 3,41, dd, J=8,5-7,2 Hz) lui-méme couplé avec le proton H-3' (6n 3,45, t, J=8,5 Hz)
qui présente de son c6té une corrélation avec H-4' résonant sous forme d’un multiplet a 6n 3,47
ppm. Ce dernier quant & lui corréle avec les deux protons géminés H-5a' (613,19, dd, J=11,6-9,8
Hz) et H-5b' (613,84, dd, J=11,6-5,0 Hz). Les constantes de couplage vicinales mesurés Ju-i-H-2/,
JH-2-H-3', JH-3-H-4-JH-4-Ha-5, SONt toutes supérieures ou égales & 7Hz indiquant ainsi une position

transdiaxiale de ces portons caractéristique un S-D-Xylose.
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Figure 111-16 : Spectre TOCSY de la zone des anomeéres du composé Spl.




"
reee

H_l reeeeeee

" H-1

H_IVVV” r
H_I reee
H_l rnreeee

H-1
H-1'""
H-1'
Qe

ppm
=X 32
[ ]
‘ L
| | - - 3.4
H-4'fH-5" g
™ - -
< 5‘ = 15
o 3 ‘a'.
| 38
‘ # | n rr -r;‘i"
. - - N -3 ’/H-4 L ao
a = =) s ™ n i
H=q e S
H-2'"/H-3"" , q
H-1{/H-2
e 3 - 4.4
-
a H_lru/Hénv | s
H-l""’/H-Z'""_ﬂ__E
-
5.0
H-1"""rH-21r
- 3 L5z
« _lurr/H_7urr H_IHNHI/Her! "
= =) 5.4
H-177/H-2""
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 53 52 51 50 4% 48 47 46 45 44 43 42 41 40 38 3 37 36 35 34 33 1z ppm
ppm
H_37'7'7'7'/H_47'7'7'7' t#
H-5rrireer H-gal e ‘ﬁ‘ : . E a0
H-5rrrrrrrjH-ghrreeeee % Al i .
' H-3[/H-4' Earo. E H-greeeeney_Erargrere
H 5 -6 = vnn/H_vann H . .. : 2””””/H_3NNNN
155 X 3.4
H-4'/H-Sb’ g o BRI H-ar 77151
H-4'"""""/H- 5 “-l 3 /H4 g e il —an H-4'/H-5a’
i L 3.5
u! H-4'"/H-5"" fj m H- 3vrv/H 4"
H-4"""IH-5a""k 35

H-3!" 11 =411 H-2"rH-31""

b
y -

il
H_4nn/H_5HH m a

u izt .. - - " H_4rm;;m
a ) . 9 g

H-6a""""/H-6b" - 5H H-5a'/H-5b

8 H-zww-gﬂw '"a,,ﬂ "¢

H-271/H-3"""

3.7

3.8

38

4.0
H_2NN/H_3NN H_SHH/H_-‘ H‘5a'”/H‘5b'”
. H-4"""[H-5b"}’ »n
o N ™ =
H_6aVIVIV'V/H6b”VIVIV H_S'VVV'VV/H6bV!VVV!I _42
ﬂ-.IE 1!1 ﬂ-!lZI 3!9 E.IE 3?? EEE- 3!5 E.Iﬂ- 3!3 3!2 I pRm

Figure 111-17 : Spectre COSY de la zone osidique du composé Spl.
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L’expérience ROESY (Figure 111-18) montre un effet rOe entre les protons, H-1"/H-3’,

H-1'/H-5'c

onfirmant la configuration B de ce Xylose.

Corrélations ROESY du p-D-xylose.
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Figure 111-18 : Spectre ROESY de la zone osidique du composé Sp1.
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Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de ce xylose (6¢105,0, 76,7, 77,5, 70,1 et
65,2 ppm respectivement) déterminées a partir de I’analyse du spectre HSQC J-modulé (Figure
I11-19, Tableau I11-1) sont en accord avec celles d’un f-D-Xylose substitué en C-2'[Lehbili et
al., 2018a].
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Figure 111-19 : Spectre HSQC de la zone osidique du composé Sp1.

= |dentification du Rhamnose |

En partant du deuxiéme proton anomérique H-1" a 6+ 5,38 (d, J=1,5 Hz) un systéeme de
huit spins appartenant a un 6-désoxy-hexose est identifié .L’analyse des spectres TOCSY et
COSY ( Figure I11-16,111-17) permet de repérer les signaux de tous les protons. En effet, elle met

en évidence les couplages entre :

Le proton H-1" et le proton H-2" (dd, J = 3,1 - 1,5 Hz), lui-mé&me corréle avec le proton
H-3" (61 3,90, dd, J=9,5-3,1Hz), ce dernier couple avec le proton H-4"'résonant sous forme d’un
triplet a on 3,57ppm (J= 9,5 Hz) et qui présente une corrélation avec le proton H-5" localisé a 6n
4.00 ppm. Les protons Hz-6" intégrant pour trois protons sous la forme d’un doubleta 6H 1,25
ppm (J= 6,2 Hz) couplés avec le proton H-5".Les grandes constantes de couplage JH-37-H-4" €t JH-
4H-5» = 9,5 Hz attestent une position axial de ces protons ,alors que les faibles constantes de
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couplage Jn-17-n-27 =1,5 Hz et Ju2-H37=3,1 Hz révélent une position équatoriale du proton H-
2",

Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de ce 6- désoxy-hexose indiquent qu’il
s’agit d’un thamnose. L’absence des effets rOe sur le spectre ROESY, entre le proton H-1" et les
protons H-3" et H-5" et la présence d’un effet rOe entre le proton H-1" et H-2", indiquent une

configuration o pour 1’anomére. Il s’agit donc d’un a-L-rhamnose.

Corrélations ROESY du a-L-rhamnose

L’attribution des valeurs des déplacements chimiques des carbones aprés I’analyse du
spectre HSQC J-modulé (Tableau I11-2, Figure 111-19) indique que le carbone C-3'’ est déblindé

a 80,7 ppm est en faveur avec une substitution en cette position [Rezgui et al., 2016].

= Identification du Xylose 11

Le deuxieme B-D Xylose est identifier par analyse du spectre COSY (Figure 111-17) a partir
de son proton anomérique résonant a 4,47 ppm (d, J=7,7 Hz), le proton H-2"" localisé a 61 3.40
ppm (dd, J=8.8-7.7 Hz) donne une corrélation avec le proton H-3"" a én 3,49 ppm (t, J=8,8Hz)
le proton H-4""" résonne a dn 3.53 ppm sous la forme d’un multiplet couplé avec les protons
géminés H-5a,b”" a 61 3,23 ppm (dd, J=11,6-9,3Hz) et a on 3,87 ppm (dd, J=11,6-5,5Hz). Les
constantes de couplage Ju-17-H-2 , Jn-27-H-3", In-3-H-47 Jn-4-Ha-s €tant toutes supérieures a 7 Hz,
attestent que ces protons sont tous axiaux. Ce qui permet d’identifier ce pentose a un f-D-xylose.
La configuration £ de ce pentose est confirmé par 1’observation de 1’effet rOe entres les protons,
H-1""/H-3"", H-1""/H-5"" sur I’expérience ROESY (Figure 111-18).Les valeurs des déplacements
chimiques des carbones attribuées aux protons sur le spectre HSQC J-modulé (Tableau I11-1,
Figure [11-19) montrent un B-D-Xylose dont le carbone C-3'*" est déblindé a 81.7 ppm indiquant
une substitution en cette position [Top et al., 2017 ; Rezgui et al., 2016 ].
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= |dentification du Rhamnose Il

L’analyse combiné des spectres TOCSY et COSY (Figure I11-16, I11-17) a permet
d’identifier huit protons d’un deuxiéme rhamnose caractérisé a partir de son proton anomérique
H-1""" résonant a on 5,21 ppm (d, J=1,1Hz) couplé avec le proton H-2"" (dn 3,97, dd, J=3,3-
1,1Hz) qui corréle a son tour avec le proton H-3""" a én 3,96 ppm (dd, J=9,6-3,3Hz). Le proton
H-3""quant a lui présente une corrélation avec le proton H-4"" localisé a 13,63 sous la forme
d’un triplet, ce dernier corréle avec H-5"" a 6w 4,12ppm (t, J=9,6 Hz). Les protons Hz-6""
résonnent sous forme d’un doublet a dn 1,34 couplent avec le proton H-5" au regard d’une
constante de couplage J = 6,2 Hz. La faible constante de couplage entre H-2""""/H-3""" indique
une position équatoriale du proton H-2"" bien que la grande constante de couplage entre H-
3"""/H-4"" et H4"""/ H5"" atteste une position transdiaxiale des protons H-3"""", H4"" et H-5""".

Sur le spectre ROESY (Figure 111-18), I’absence des effets rOe entre le proton H-1" et
les protons H-3"""et H-5"""et la présence d’un effet rOe entre le proton H-1"""" et H-2"", indiquent
une configuration o pour 1’anomeére. Ceci est vérifi¢ par les déplacements chimiques en RMN
13C des carbones, déterminés a partir du spectre HSQC, qui sont en accord avec un a-L-rhamnose.

Les déplacements chimique des carbones de ce sucre sur le spectre HSQC (Figure I11-
19) correspond a un a-L rhamnose substitué en C-4"""" [Ma et al., 1992].

= |dentification du Glucose |

L’analyse des spectres COSY (Figure I11-17) et TOCSY (Figure 111-16) permet
d’identifier un troisiéme systéme de spins a sept protons d’un hexose a partir du proton
anomerique H-1"""" situé a on 4,62 ppm (d, J=7,9Hz) ce proton couple avec le proton H-2"""" & dn
3,32 ppm sou la forme d’un multiplet, lui-méme présente une corrélation avec le proton H-3"""
résonant sous la forme d’un triplet a o1 3,53 ppm (J=8,9 Hz). Ce dernier permet de repérer le
proton H-4"""(6n 3,39,t, J=8,9 Hz) qui corréle lui-méme avec un proton a oy 3,31 ppm (m)
attribuable au proton H-5"""" qui donne deux corrélations avec les deux protons géminés H-6a"""
adn 3.73 ppm (dd, J=11,9-5,2 Hz) et H-6b""""a 61 3,86 (m). Les constantes de couplage vicinales
83ua1mmoip, SInzrpgze, 3duzenpgre, Sparpse, 3Juspey SONt toutes supérieur a 7Hz indiquent
des positions trasdiaxiales de ces protons et nous orientent vers un p-D-glucose. Les
déplacements chimiques des carbones assignés par I’expérience HSQCJ-modulé ainsi que les
effets rOe observeés sur le spectre ROESY (Tableau I1I-1, Figure 111-18) entre les protons H-1""""

et H-3"""" et entre les protons H-1"""" et H-5""""" confirme cette configuration. Le déblindage du
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carbone C-3""""" de ce glucose vers 83.3 ppm indique une substitution a cet endroit [Bock et al.,
1984].

Corrélations ROESY du S-D-glucose.

= |dentification du Rhamnose 111

A partir du doublet anomérique H-1"""" résonant a 61 5,16 ppm (1,7 Hz) I’analyse du
spectre COSY (Figure 111-17) permet de relier les protons constituant un troisieme désoxy-6-
hexose. Par son corrélation avec le proton H-1""" le proton H-2""" situé a én 3,97 ppm (dd,
J=3,3-1,7 Hz) présente une tache de corrélation avec le proton H-3""""" (6w 3,71, dd,J=9,0-3,3 Hz)
lui-méme couplé avec le proton H-4""""sous la forme d’un trilpet a 61 3,42 ppm (J=9,0 Hz). Le
proton H-5""" repéré a on 4,01 ppm (m) corréle avec le proton H-4""""et avec les protons du
méthyle Hs-6 localisé a on 1,27 ppm (J=6,2 Hz). Les valeurs de constante de couplage révélent
une configuration transdiaxiale des protons H-3""""", H-4"""""et H-5""""" et une position équatoriale
des protons H-1""""et H-2"""""", attestent ainsi qu’il s’agit d’un a-L-rhamnnose. La configuration a
du proton anomérique est confirmé par un effet rOe observe sur le spectre ROESY (Figure 1l1-
18) entre les protons H-1"""""/H-2""""" et I’absence des effets rOe entre les protons H-1"""""/H-3"""
et H-1""""" /H-5""". Les déplacements chimiques des carbones (Tableau I11-1) constituant ce sucre
assignés par analyse du spectre HSQC J-modulé sont en accord avec un a- L-rhamnose terminale
[Bock et al., 1984 ;Bock et Pedersen.,1983].

» Séquencage osidiques en C-28
= Identification du Glucose 11
A partir du second proton anomérique résonant a 5,37 ppm (d, J=8,3 Hz) on relie sept
protons correspondant a un deuxieme hexose (Figure 111-16,111-17). Les grandes valeurs de
constante de couplages montrent que tous ces protons sont transdiaxiaux. On identifie ainsi un
glucopyranose de configuration p-D comme l'indique la constante de couplage (JH-1"-H-2 = 8,3
Hz).Cette configuration est confirmée par les leffets rOe observés sur le spectre ROESY ( Figure
I11-18) entre les proton H-1"""""et H-3"""""et entre H-1"""""et H-5""""""". Le déblindage du carbone
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C-6 est en faveur d’une substitution a cet endroit, alors que la valeur blindée du C-1"""" et
déblindée du H-1"""" (Tableau I11-1) sont caractéristiques d’un glucose impliqué dans une liaison

ester donc ce sucre est lié au carbonyle C-28 [Tan et al., 1999].

= Identification du Glucose Il

A partir du dernier proton anomérique H-1"""""situé a én 4,36 ppm (d, J=7,6 Hz),
I’analyse des corrélations sur les spectres COSY et TOCSY (Figure 111-17,111-16) nous a permet
d’identifier un systéme de sept spins caractéristiques d’un hexose dont H-2""""""" résonne sous la
forme d’un triplet a 61 3,23 ppm (J=7,8 Hz) couple avec le proton H-3""""""" (6n 3,36 , m). Le
proton H-4""""""" résonnant sous la forme d’un triplet a on 3,31 ppm (J=8,9Hz) corréle avec le
proton H-5""""""" (8x3,27 ppm, m) qui correle avec les deux protons géminés H-6a,b”"""""" a én 3,66
ppm (dd, J=11,9-5,6Hz) et a 61 3,86 ppm (m). Les positions axiales des protons sont attestées
par les valeurs des constantes de couplage qui sont toutes supérieure a 7 Hz ainsi que les effets
rOe présent sur le spectre ROESY (Figure I11-18) entre H-1"""""""/H-3""""""" et H-1"""""""/H-5""""
indiquant ainsi la présence d’un f-D-glucose. La comparaison des déplacements chimiques
(Tableau 111-1) des carbones constituant ce glucose sont en accord avec ceux d’un S-D-glucose
terminale [Top et al., 2017].

Séquencage des chaines osidiques

Le séquencage de la partie osidique est réalisé par analyse du spectre HMBC (Figure [11-20) sur
lequel les corrélations 3Ju.c suivantes sont observées indiquant que cette saponine est de nature

bidesmosidique :

H-1"""""" Rha Il terminale et C-3""""" Glc I,
H-1""""" Glc | et C-4"""" Rha Il,
H-1"""" Rha Il e tC-3""" Xyl II,
H-1""" Xyl Il et C-3"" Rha I,
H-1"" Rha | et C-2' Xyl I,
H-1" Xyl I et C-3 de I’acide oléanolique
Et d’autres corrélations>J-c.4 entre :
H-1""""""* Glc lll et C-6""""""" Glc II,
H-1""""""" Glc 1l et C-28 de I’acide oléanolique .
Ces corrélations montrent que la séquence;[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-glucopyranosyl-

(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-
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S-D-xylopyranoside] constitue la chaine <«éther>> liee en C-3 de la génine et que la chaine
disaccharide et une autre chaine ester lié en C-28 constitu¢é d’un gentibioside ;[f5-D-
glucopyranosyl -(1—6)- S-D-glucopyranosyl].

Ce séquencage osidique est confirmé par I’existence des effets rOe sur le spectre ROESY
(Figure 111-18) entre :

H-1"""""" Rha Il terminale et H-3'"""" Glc I,

H-1"""" Glc | et H-4"""" Rha Il,

H-1"""" Rha Il et H-3""" Xyl Il,

H-1""" Xyl Il et H-3"" Rha I,

H-1"" Rha | etH-2" Xyl I,

H-1'" Xyl | et H-3 de I’acide olénolique .

H-1"""""""" Glc 1l et H-6a"""""""Glc II.
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Figure 111-20 : Spectre HMBC de la zone osidique du composé Spl.
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L’ensemble des données interprétés nous permet d’identifier le composé Spl en: acide3-O-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—3)-$-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-
xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-28-O-[5-D-
glucopyranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranosyl]-oléanolique. Une  structure nouvelle nommée
Semipapposide A[Bendamene et al.,2020].

@)
HO o
HsC (0] HO .
HOSW Rha I % ”‘
HO 0 0 OH OH

HO 0l
. : ,
Rg# Glelon 0 4, Spl: Semipapposide A
HiC 0
HO
HO
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Tableau 111-1: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN C (150 MHz) du

composéSpl dans CDsOD.
Partie génine Partie osidique
Position [ dc | v m(J en Hz) position [ oc [ dn m@@enHz) [ position | dc | v m(J en Hz)
1 38,7 1,00, td(135-3,1) | C-3 Xyl | Rha Ill
1,63, m 1 1050  4,39,d (7,2) 1 101,3 5,16, d (1,7)
2 259 1,70, m 2! 76,7 3,41,dd (85-7,2) 2 70,9 3,97, dd (3,3-1,7)
1,82, m 3 77,5 3,45,1(8,5) 3o 70,8 3,71, dd (9,0-3,3)
3 88,8  3,14,dd (11,8-43) | 4' 70,1 3,47, m e 72,5 3,42,1(9,0)
4 389 - 5! 65,2 3,19, dd (11,6-9.8) 5 68,7 4,01, m
5 55,9  0.80,d (12,3) 3,84,dd (11.6-5.0) 6" 16,5 1,27,d (6,2)
6 180 1.42,m Rha | C-28 Glc Il
1,55, m 1 99,9 5,38, d (1,5) 1 94,3 5,37, d (8,3)
7 325 1,33, m 2 702 4,13,dd (3,1-15) 20 72,4 3,35, m
1,51,td (13,7-4,3) | 3" 80,7 3,90, dd (9,5-3,1) 3o 76,7 3,42,1(8,7)
8 393 - 4" 714 3,57,t(9,5) g 69,5 3,44,1(8,7)
9 478 1,59, m 5 68,6 4,00, m srrrn 76,4 3,52, m
10 365 - 6" 16,6 1,25, d (6,2) 6" 68,0 3,78, dd (11,6-4,9)
11 232  1,91,m Xyl 11 4,14, dd (11,6-1,4)
12 1224 527,t(3,7) 1" 1050  4,47,d (7,7) Glc 1
13 1435 - 20 74,5 3,40, dd (8,8-7,7) 1 103,2 4,36, d (7,6)
14 415 - 3 81,7 3,49, t(8,8) 21 737 3,23,1(7,8)
15 275  1,10,dm (13,7) 4 68,3 3,53, m 3 76,6 3,36, m
1,80, m 5 65,7 3,23,dd (11.6,9.3) 41 70,1 3,31,1(8,9)
16 226 1,73, m 3,87,dd (11.6,5.5) s 76,6 3,27, m
2,07, td (13,2-3,6) 6 61,3 3,66, dd (11,9-5,6)
17 466 - 1 100,7  5,21,d(1,1) 3.86,m
18 41,1  2,88,dd (13.7-4,2) | 2" 70,8 3,97, dd (3,3-1,1)
19 458 1,17, m 3 70,9 3,96, dd (9,6-3,3)
1,73,t (13,7) 4 3,63,1(9,6)
20 302 - 5 67,1  4,12,m
21 335 1,24,m 6" 16,5 1,34,d (6,2)
1,42, td (13,2- 2,8) Glcl
22 31,8  1,62,m 1 1041  4,62,d(7,9)
1,73, m 20 75,1 3,32,m
23 271 1,07,s 3 83,3 3,53,1(8,9)
24 159 0,88,s 4 68,5 3,39, t(8,9)
25 148 0,97,s s 76,5 3,31, m
26 164 0,82, s 6" 61,2 3,73, dd (11,9-5,2)
27 249  1,17,s 3,86, m
28 176,7 -
29 321 0935
30 22,7 0,96,s

Les composes Sp1-Sp8. sont des bidesmosides de I’acide oléanolique dont la partie osidique est

constituée de six a sept sucres en position C-3 de la génine et le gentibioside ; [5-D-

glucopyranosyl -(1—6)- p-D-glucopyranosyl] en position C-28. Par conséquent, 1’analyse

structurale sera effectuée uniquement sur la partie osidique liée en position C-3 de I’aglycone.

Les tableaux des déplacements chimiques de la partie osidique sont ajoutés aprés chaque

élucidation et ceux des génines sont regroupés dans des tableaux insérés a la fin de chaque groupe

élucidé.
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111.1.1.2 Détermination structurale du composé Sp2

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS du composé Sp2 (Figure 111-21), en
mode positif présente un pic d’ion pseudo-moléculaire m/z:1645,7848 [M+H]" (calculé
1645,7884) correspondant a la formule brute C76H12503g identique a celle du composé Spl

suggere la présence des isomeres.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

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

Number of isotope peaks used fori-FIT =3

Monoisotopic Mass, Even Electron lons [|V|+H]+1645.7848

165 formulae) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
Elements Used:
C:66-70 H:0-200 0:0-50 Na:0-1

P4 (35-36)_149-176 (20-80) R2+3
1: TOF MSES+

16HRB35 30 (0.568) Cm (30:35)

1.01e+006

| L1797 290125 4303572 10 4045542028 gaasea B2393 qasaery  psrasdo  Mesdret 1216786 1483.7318 isasracarry ong WOGET
I T T T

LLARAM b MMM ML T LAY AR | LAl b L) vl A R A AN LAY AR R AR
300 400 500 600 700 800 900 1000 100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1800

Minimum: -1.5
Maximum: 5.0 5.0 50.0

Mass Calc. Mass mDa PEM DEE i-FIT Norm Conf(%) Formula
1645.7859 1645.7884 2 1.5 2.5 1279.8 0.407 66.36
1 5.5 1280.5 1.095 33,44

C76H125038

Figure 111-21 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Sp2.

L’analyse des spectres RMN-1D et -2D de Spl et Sp2 montre que ces composés sont
possedent une structure tres voisine. La comparaison des valeurs de déplacements chimiques on
et oc attribuées a I’aide des spectres de RMN-1D et -2D respectifs permet d’affirmer que la seule
différence entre ces deux composés réside dans le fait que le sucre lié en C-3 de la génine de
Spl est un Xyl alors qu’il s’agit d’un autre sucre dans le cas de Sp2. Ce résultat est soutenu
grace a I’observation des signaux anomériques suivants : dans le cas des Sp2, un nouveau signal
anomeérique résonne a o1 4,50 ppm (d, J = 5.9 Hz) / 6¢ 103.9 remplagant un signal a 6+ 4,39 (d,
J=7.2Hz) / 5c 105.0 dans le cas des Sp1(Figures I11-22).
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Figure 111-22 : Spectre RMN H et 3C du composé Sp2.

L’analyse du spectre RMN-1H de Sp2 nous permet de distinguer dans la zone des sucres
huit signaux anomériques résonnant sous forme de doublets ou brin singulier a 6+ 4,36 ppm (d,
J=7,8Hz), dn 4,48 ppm (d, J=7.8 Hz), dn 4,50 ppm (d, J=5,9 Hz), dn 4,62 ppm (d, J= 7.9 Hz),
on5,15 (d, J=1,4 Hz), 615,21 ppm brs , 615,22 ppm et o1 5,37 ppm (d, J=8.2 Hz) qui donnent des
corrélations sur le spectre HSQC J-modulé (Figure 111-23) avec huit carbones anomériques a
6c103,2 ,105,1, 103,9, 104,1, 101,3, 100,8, 100,1 , et 94,3 ppm respectivement.
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Figure 111-23 : Spectre HSQC de la zone des anomeres du composé Sp2.

La nature des huit sucres a été déterminée a partir de I’expérience COSY et confirmée par
I’expérience TOCSY. Les déplacements chimiques des protons et carbones attribués a 1’aide des
expériences HSQC, HSQC-TOCSY, ROYSY et HMBC ont permis de caractériser les huit sucres
dont sept sont commun avec le composé précédent:

-Un S-D Xylose (Xyl I).

-Trois a L-Rhamnose (Rha I, Rha Il et Rha 111).

-Trois S-D Glucose (GLc I, Glc 11 et Glc 111).

-Le huitieme sucre est identifié par analyse des spectres COSY, TOCSY et TOCSY-HSQC
(Figure 111-24, 111-25, 111-26) qui montre six spins couplés appartenant & un pentose dont
I’anomére H-1" résonne a 61 4,50 ppm (d, J=5,9 Hz). Le proton H-2' localisé a 6w 3,77 (dd, J =
8,6 - 5,9 Hz) e correle avec le au proton H-3 [6n 3,72 (dd, J= 8,6-3,7Hz)], lui-méme couplé au
proton H-4 résonant sous forme d’un forme d’un double (J=3,7 Hz). Ce dernier correle avec deux
protons géminés H-5a [6n 3,86(dd, J=9,5-2,2 Hz).] et H-5'b [6n 3,52 ppm (m)].
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L’expérience TOCSY confirme les positions des différents protons de ce sucre par la
visualisation des taches de corrélation entre les protons H-1'/H-2', H-1'/H-3', H-1'/H-4’, H-1'/H-

5'a (Figure 111-24).

Les constantes de couplages J»-1=5,9 Hz etJ»>.3=8,6 Hz indiquent la position transdiaxiale
des protons H-1’, H-2' ,H-3’ et la petite constante de couplage J3-4=3,7 Hz révéle une position

équatorial du proton H-4' .L’expérience ROESY montre des effets rOe entre les protons H-1"/

H-3', H-1'/ H-4"et H-1'/ H-5a’ confirment la présence d’un a-L-arabinose.

Corrélations ROESY du a-L-arabinose.

ppm
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Figure 111-24 : Spectre TOCSY de la zone des anomeéres du composé Sp2.
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Figure 111-25 : Spectre COSY de la zone osidique du composé Sp2.

Les valeurs de déplacement chimique des carbones obtenus d’apres 1’analyse du spectre HSQC

J-modulé (Figure 111-27), sont caractéristiques d’un a-L-arabinose substitué en C-2' [Bock et al.,

1984].
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Figure 111-27 :

Spectre HSQCJ-modulé de la zone osidique du composé Sp2.




Les corrélations Ju.c observés sur le spectre HMBC (Figure 111-28) ont permis de déduire

le séquencage des chaines osidiques et les points de branchements sur I’aglycone comme suit :

H-1"""""" Rha 1l terminal et C-3""""" Glc I,
H-1""""" Glc 1 et C-4"""" Rha Il,

H-1""" Rha Il et C-3'"" Xyl I,

H-1""" Xyl I et C-3"" Rha |,

H-1"" Rha l et C-2'" Ara,

H-1" Ara et C-3 de la génine

H-1"""""" Glc Il et C-6""""""" Glc II,
H-1""""""" Glc 1l et C-28 de la génine.
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Figure 111-28 : Spectre HMBC de la zone osidique du composé Sp2.

125



Cet enchainement est confirmé par les effets rOe qui ont été visualisés sur le spectre ROESY

(Figure 111-29) entre :

H-1"""""" Rha Il terminal et H-3'"""" Glc |,
H-1""""" Glc | et H-4"""" Rha Il,

H-1'""" Rha Il et H-3""" Xyl |,

H-1""" Xyl | et H-3'"" Rha I,

H-1"" Rha l et H-2'" Ara,

H-1" Ara et H-3 de la génine.
H-1""""""""Glc Il et H-6a"""""""Glc Il.
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Figure 111-29 : Spectre ROESY de la zone osidique du composé Sp2.

126



L’ensemble des données précédentes nous permet ainsi d’établir la structure de Sp2 comme étant:
I’acide3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—-3)-p-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-arabinopyranosyl]-28-O-
[8-D-glucopyranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranosyl]-oléanolique.Nouveau =~ composé  naturel
Semipapposide B [Bendamene et al.,2020]. 1l s’agie bien d’un isomére de Sp1.

N/
HO Xyl T OH
Ho o He o
Rhalll © e Rha Il
Glel OH . -
gsi/g\o? " Sp2: Semipapposide B
H
HO

OH

Tableau 111-2 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN *3C (150 MHz) de la
partie osidique du composéSp2 dans CDsOD.

Partie osidigue
Position [ Jc | 6w en (Jen Hz) | Position [ dc | 6uen (Jen Hz)
C-3 Ara Glc 1
1’ 103,9 4,50,d (5,9) 1 104,1 4,62,d (7,9)
2 749  3,77,dd (8,6-5,9) 20 751  332,m
3 724 3,72,dd (8,6-3,7) 3 833 353, m
4’ 678  3,78,d(3,7) 4rr 68,6  3,39,dd (9,2-52)
5’ 63,4 3,52, m 5 76,6 3,31, m
3,86, dd (9,5-2,2) 6" 61,3 3,73, dd (12,0-4,7)
3,88, dd (12,0-2,4)
Rhal
1" 100,1 5,22, brs Rhalll
2" 704  4,08,dd (2,8-1,7) 1 101,3  5,15,d (1,4)
3" 80,6 3,85, dd (9,7-2,8) 21 70,9 3,97,dd (3,5-1,4)
4" 71,4 3,57,t(9,7) 3 70,8 3,72, dd (9,5-3,5)
5 686 391, m 4rrrm 725  3,42,t(9,5)
6" 166  1,25,d(6,2) §rrrne 68,7 4,00, m
Xyl 1 6 16,5 1,27,d (6,2)
1 105,1 4,48,d (7,8) C-28 Glc 11
21 745 3,40, dd (9,0-7,8) 943  537,d(82)
3 81,6  3,48,t(9,0) y UL 72,4 3,35, t(8,5)
4" 68,3 3,53, m R 76,7 3,43,1(8,6)
5 657  3,24,dd (11,9-9,2) grrrmm 69,5 3,45, 1(8,8)
3,88, dd (11,9-4,8) srrreeet 76,4 3,52, m
6 68,0 3,78,dd (11,5-5,1)
4,14, dd (11,5-1,8)
Rha Il
1" 100,8 5,21, brs Glc 1l
20 70,9 3,97, m 1t 103,2 4,36,d (7,8)
3 70,8 3,95,dd (9,2-3,3) e 73,7 3,23,dd (9,2-7,8)
4" 82,3 3,63,1(9,2) 3reeeerre 76,6 3,37,1(9,2)
5 67,1 4,13, m qrere 70,1 3,30,1(9,2)
6" 16,6 1,34,d (6,2) srrreeeet 76,6 3,26, m
6 61,3 3,68, dd (12,0-5,6)
3,87, dm (12,0)
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111.1.1.3 Détermination structurale du composé Sp3

La formule moléculaire brute C77H127039 du composé a été déduite a partir du spectre de
masse haute résolution HR-ESI-MS enregistré en mode positif (Figure 111-30). Il montre en effet
un pic de I’ion pseudo-moléculaire a m/z: 1675,7977 [M+H]" (calculé, 1675,7954), soit un gain
de 30 uma par rapport a Sp1.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

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

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

+
Monoisotopic Mass, Even Electron lons [ M+H ] 1675.7977
140 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Elements Used

C:75-77 H:0-200 0:0-50 Na:0-1

P3 (35-36)_149-176 (20-80) R2+3

19HRE34 12 (0.237) 1: TOF M§ ES+

B.42e+004

439.3574 610852 T63 2855

283.1233 857.3753.805.3280925.3305 1087.3923 12194368 13516814 1514.7476

Minimum: -1.5
Maximum: 5.0 5.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa EEM DEE i-FIT Norm Conf(%) Formula

1675.7977 1675.7854 2.3 1.4
1675.7830 4.7 2.8 11.5

Figure 111-30 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Sp3.

La comparaison des spectres RMN-1D et -2D de Sp1 et Sp3 permettent de noter que ces
composés posseédent des structures treés proches a une différence pres qui est la disparition d’un
signal correspondant au Xyl-11 lié au C-3 du Rha-1 dans Sp1 et I’apparition d’un nouveau signal
d’un hexose a 614,50 ppm (d, J=7,9 Hz) dans Sp1.

Nous observons sur le spectre RMN-1H (Figure 111-31) la présence de huit protons
anomeriques résonnant a 61 4,36 ppm (d, J=7,8Hz), 6+ 4,38 ppm (d, J=7,3 Hz), 6+ 4,50 ppm (d,
J=7,9 Hz), 61 4,62 ppm (d, J= 7,9 Hz), 815,15 (d, J=1,4 Hz), dK5,22 ppm (d, J=2,1Hz) , 615,30
ppm (d, J=1,3 Hz) et 61 5,36 ppm (d, J=8,2 Hz) qui donnent des corrélations sur le spectre HSQC
(Figure 111-32) avec huit carbones anomériques a 6¢103,2 ,105,2, 104,2, 104,1, 101,3, 100,9,
100,3, et 94,3 respectivement.
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Figure 111-31 : Spectre RMN H et $3C du composé Sp3.

L’analyse des spectres COSY 1H-1H, conjointement avec les spectres de corrélation TOCSY,

HSQC et HMBC (Figure 111-33,34, 35) de Sp3 permet de caractériser huit sucres dont sept sont
commun avec le composé Sp1 :

- Un B-D Xylose (Xyl 1),
-Trois a -LRhamnose (Rha I, Rha Il, Rha I11),
- Trois f-D Glucose (Glc I, Glc Il, Glc 111, Glc VI).
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Figure 111-32 : Spectre HSQC de la partie anomére du composé Sp3.

L’analyse du spectre COSY et a I’aide du spectre TOCSY (Figure 111-33) a permet de
repérer les sept protons d’un hexose. A partir de son proton anomérique H-1"" a 644,50 ppm (d,
J=7,9 Hz). Les constantes de couplage vicinales entre les protons vicinaux toutes supérieurs a

7Hz, réveélent qu’ils sont tous axiaux, caractéristiques d’un S-D-glucopyranose.

L’analyse des effets rOe observés sur le spectre ROESY (Figure 111-36) entre le proton
H-1"" et les protons H-3""et H-5"" confirment cette constatation. Les déplacements chimiques des
carbones (Tableau I11-3) attribués a I’aide du spectre HSQC-TOCSY et confirmés par le spectre
HSQC-J-modulé (Figure 111-34) sont en accord avec un B-D-glucose substitué en C-3"""[Bock et
al., 1984].
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Figure 111-33: Spectre TOCSY et COSY du composé Sp3.
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Figure 111-34 : Spectre HSQC-TOCSY et HSQC de la partie osidique du composé Sp3.

Le séquengage de la partie osidique est réalisé par 1’analyse du spectre HMBC sur lequel, les

corrélations 3Jy.c suivantes sont observées :
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H-1"""""" Rha Il terminal et C-3""""" Glc II,
H-1"""" Glc Il et C-4"""" Rha ll,
H-1""""Rhall et C-3"" Glc |,

H-1"""Glc | et C-3"" Rha l,

H-1"" Rha | et C-2' Xyl I,

H-1" Xyl | et C-3 de la génine.

H-1"""""""" Glc IV et C-6""""""" Glc IlI,
H-1""""""* Glc 111 et C-28 de la génine.
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Figure 111-35 : Spectre HMBC de la zone osidique du composé Sp3.
Les effets rOe sur le spectre ROESY nous permet de confirmer cette séquence :
H-1'"""""" Rha Ill terminal et H-3'"""" Glc I,
H-1'"""" Glc llet H-4"""" Rha ll,
H-1"""" Rha Il et H-3""" Glc |,
H-1"" Glcl et H-3"" Rha ,
H-1'"" Rha letH-2'" Xyl I,
H-1' Xyl let H-3 de la génine. Et entre H-1""""""""Glc IV et H-6a""""""'Glc III.
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Figure 111-36 : Spectre ROESY de la partie osidique du composé Sp3.

Sur la base des résultats précédents, la structure de Sp3 est déterminée comme étant la suivante

I’acide3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—-3)-p-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-arabinopyranosyl]-28-O-
[8-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl]-oléanolique. Nouveau  composé  naturel

dénommé Semipapposide C [Bendamene et al., 2020].
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Tableau 111-3 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN *3C (150 MHz) de la
partie osidique du composéSp3 dans CD3OD.

Partie osidique
Position | dc on m(JenHz) Position | dc on m(Jen Hz)
C-3 Xyl Glc Il
1 105,2 4,38,d (7,3) 1" 104,1 4,62,d(7,9)
2 77,4 3,33,m 20 75,1 3,32,m
3 77,1 3,40,t(9.,4) 3 83,3 3,53, (9,0)
4 70,2 3,48, m 41 68,6 3,39, m
5 65,2 3,18, (10,6) 5 76,6 331, m
3,85, dd (10,6-5,5) 6" 61,0 3,72, dd (12,8-4,8)
3,86, dd (12,8)
Rha |
1” 100,3 5,30, d (1,3) Rha Il
2" 69,5 4,27, dd (3,1-1,3) 1 101,3 5,15, d (1,4)
3" 81,5 3,92, dd (9,6-3,1) p XL 70,9 3,97, m
4" 71,2 3,57, (9,6) 3o 70,8 3,72, dd (9,6-3,1)
5" 68,7 3,98, m 4rmm 72,5 3,42,1(9,6)
6" 16,8 1,25, d (6,2) s 68,7 4,00, m
Glc 6" 16,5 1,27,d (6,3)
| 104,2 4,50, d (7,9) C-28 Glc 111
20 74,7 341, m 17 9.3 5,36, d (8,2)
3 82,1 3,55, t(9,0) y XUl 724 3,35, m
4 68,3 3,39, (9,5) 3o 76.7 3,43, m
5 76,3 3,32,m 4 69.5 3,46, (8,6)
6" 60,9 3,72, dd (12,8-5,7) s 76.4 3,52,m
3,86,d (12.8) 6" 680 3,78, dd (11,5-4,7)
4,13,m
Rha Il
1" 100,9 5,22, d (2,1) Glc IV
20 70,8 3,98, dd (3,3-2,1) 17 103,2 4,36,d (7,8)
3 70,9 3,96, dd (9,4-3,3) 2 737 3,23, dd (8,9-7,8)
4 82,3 3,64, 1(9,4) 3 766 3,37, m
5 67,2 4,11, m g 70,1 3,31,1(8,6)
6" 16,6 1,35,d (6,2) s 76,6 3,26, m
6" 61,3 3,68, dd (11,9-5,6)
3,86, m




111.1.1.4 Détermination structurale des composés Sp4 et Sp5

La détermination structurale des composés suivants (Sp4 et Sp5) a permis d’attribuer les signaux

caractéristiques de la méme génine que précédemment, d’apres 1’analyse des spectres de masse

et de RMN-1D et -2D. Par conséquent, dans les déterminations structurales des composés

suivants, nous nous limiterons aussi a 1’étude des chaines osidiques en positions 3 et 28 de la

génine

Les composés Sp4 et Sp5 sont des isoméres d’apres leurs spectres de masse HR-ESI-MS

en mode positif (Figure 111-37) qui révéelent respectivement des ions pseudo-moléculaire [M+H]
*a m/z 1631,7701 et 1631,7699 (calculé, 1631,7692) correspondant a une formule brute
C75H1230zs.

Elemental Composition Report Page 1

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

Sp4

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3 [M+H]+163 1 7701
Monoisotopic Mass, Even Electron lons
271 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up 1o 50 closest results for each mass)
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Figure 111-37 : Spectres de masse HR-ESI-MS des composé Sp4et Sp5.

» Elucidation du composé Sp4

Le spectre RMN H (Figure 111-38) montre les signaux de huit protons anomériques a &

4,35 ppm (d, J=7,8 Hz), 61 4,36 ppm (d, J=7.8 Hz), 6n 4,38 ppm (d, J=7,1 Hz), 61 4,41ppm (d,
J=7,8 Hz), 614,49 (d, J=7,6 Hz), 615,18 ppm (d, J=1,5Hz) , 615,37 ppm (d, J=8.2 Hz) et 6 5,39
ppm (d, J=1.3 Hz) .
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Figure 111-38 : Spectre RMN H et 13C du composé Sp4.

L’expérience HSQC J-modulé (Figure I11-39) permet de déterminer leurs huit carbones
anomériques a 6c103,8 ,103,2, 105,0 ,101,7, 104,9, 101,2, 94,3, 99,9 ppm attestent la présence
de huit sucres.

Les systemes de spins de ces oses ont été caractérisés a partir de 1’analyse des spectres
COSY, TOCSY, et ROESY. Les déplacements chimiques des carbones attribués a I’aide des
spectres HSQCJ-modulé, HSQC-TOCSY ont permet de les identifiés comme suit :

-Trois B-D-xylose dont les protons anomeres du Xyl I, Xyl 11 et Xyl 111 résonants a 6n
4,38 ppm (d, J=7,1 Hz), 61 4,49 ppm (d, J=7,6 Hz) et 6n 4,35 ppm (d, J=7,8 Hz) respectivement.

- Deux a-L-rhamnose dont les protons anomeéres du Rha I et Rha Il résonants a on 5,39
ppm (d, J=1,3 Hz) et 615,18 ppm (d, J=1,5 Hz) respectivement.
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-Trois B-D-glucose dont les protons anomeres du Glcl, Glcll et Glc 11l résonants a
on4,41 ppm (d, J=7,8 Hz),0H 5,37 ppm (d, J=8,2 Hz) et én 4,36 ppm (d, J=7,8 Hz)

respectivement.
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Figure 111-39 : Spectre HSQC de la zone des anomeéres du composé Sp4.

L’analyse des spectres HMBC et ROESY (Figure 111-43, 111-44) révele une chaine tri-
sasaccharidique en C-3 en grande partie similaire a celles de Sp1 et. En effet, le motif structural
Xyl 11-(1—3)-Rha I-(1—2)- Xyl | est retrouvé chez les deux composés. La particularité du Sp4
réside dans le fait que les déplacements chimiques du proton et carbone 4'"" du Xyl Il sont
déblindés par rapport a ceux du Spl [Sarikahya et al., 2014](Tableau I11-4). Cette constatation
suggére le motif suivant Glc I1-(1—4)- Xyl 11-(1—3)-Rha I-(1—2)- Xyl.

Les corrélations HMBC et ROESY, respectivement a d1/6c Glc I- H-1"""" (614.41)/ Xyl 11- C-4'""
(6c76.9) et 61/0H Glc 1- H-1"""" (614.41)/ Xyl 11- H"' (613.71) prouvant la liaison entre Xyl 11-4'"
Glc I-H-1"""".
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Figure 111-40 : Spectre TOCSY de la zone des anomeres du composé Sp4.
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Figure 111-41 Spectre COSY de la zone osidique du composé Sp4.
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Figure 111-42: Spectre HSQC de la zone osidique du composé Sp4.

Le séquengage de ce bidesmoside est réalisé a partir de I’analyse des spectres HMBC (Figure I11-
43) sur lesquels sont visualisées les corrélations 3Ju.c suivantes :

H-1"""""" Rha Il terminal et C-3""""" Xyl III,

H-1""" Xyl 1l et C-4"""" Glc |,

H-1""" Glc | et C-4""" Xyl II,

H-1""" Xyl Il et C-3"" Rha I,

H-1"" Rha l et C-2' Xyl I,

H-1" Xyl | et C-3 de la génine.

Etentre H-1"""""""" Glc Il et C-6""""""" Glc II,

H-1""""""" Glc 1l et C-28 de la génine.
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Figure 111-43 : Spectre HMBC de la zone osidique du composé Sp4.

Ces corrélations montrent que la séquence de la chaine « éther » liée en C-3 de la génine est -
[Rha 111 -(153)-Xyl 11l - (14)- Glc | - (1—>4)- Xyl Il - (1—3)- Rha | -(1— 2) Xyl I] et que la

chaine « ester » en C-28 est [-D-Glc I11 -(1—6)-5-D-Glc 11]. Ces enchainements osidiques sont

justifies également par les effets rOe observes sur le spectre ROESY (Figure 111-44) entre:

H-1'""" Rha Il terminal et H-3""""" Xyl 1ll,

H-1"""" Xyl Il et H-4"""" Glc I,

H-1""" Glc | et H-4""" Xyl 11,

H-1""" Xyl Il et H-3"" Rha I,

H-1"" Rha | et H-2" Xyl I, et H-1" Xyl let H-3 de la génine.
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Figure 111-44 : Spectre ROESY de la zone osidique du composé Sp4.

L’ensemble de ces données spectrales nous permet d’attribuer la structure finale du
composé Sp4 a I’acide 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)--D-Xylopyranosyl-(1—4)-3-D-
glucopyranosyl-(1—4)-f-D-Xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-
Xylopyranosyl]-28-O-[5-D-glucopyranosyl-(1—6)-5-D-glucopyranosyl]-oléanolique.Une
nouvelle saponine désignée par Semipapposide D. [Bendamene et al., 2020].
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» Elucidation du composé Sp5

L’étude conjointe des spectres RMN*H et $3C (Figure 111-45) du composé Sp5 confirme
la présence aussi de huit unités osidiques dont leurs protons anomériques résonnent a én 4,35
ppm (d, J=7,7 Hz), dn 4,36 ppm (d, J=7,8 Hz), 61 4.41ppm (d, J=7,8 Hz), 6n4,50 (d, J=4,5 Hz),0H
4,51 ppm (d, J=7,3 Hz), 615,18 ppm (d, J=1,2 Hz) , 615,21 ppm (brs) et 61 5,37 ppm (d, J=8,2
Hz) qui correlent sur le spectre HSQC avec huit carbones anomeriques respectivement a 103,9
,103,2,,101,7,103,9, 104,9, 101,2, 100,0, 94,3 ppm (Figure I11-46,Tableau I11-4).

Protons anomériques Protons osidi ues 7 methyles

mwwm

5.::: 45 1. a 25 20 15 10 ppm

Xyll Aral Glc 111

Glc, 1 Rha1 Rha
28 13
- x
E‘D ppn

11 lmv//
L

Figure 111-45: Spectre RMN *Het 3C du composé Sp5.
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Les huit sucres ont pu étre caractérisés directement d’aprés I’analyse des spectres COSY,
TOCSY, HSQC et HMBC de Sp5. A partir de chaque proton anomérique, nous avons donc
identifié :

-Trois S-D-glucose :

v" Deux formants la chaine de gentibioside lié au C-28 de I’aglycone ;un fS-D-

glucose terminale et un S-D-glucose substitué en C-6"""" (dc-¢ 68,0 ppm).

v" Un B-D-glucose substitué en C-4""" (8¢c-3 79,0 ppm).

-Deux S-D-xylose ; I’un substitué¢ en C3"""" (5c-382,1 ppm) et I’autre en C-4"" (6¢c-¢76,9 ppm).
-Deux a-L-rhamnose :

v" Un a-L-rhamnose substitué en C3" (8¢c-3» 80,7 ppm) dont son proton anomérique
est blindé par rapport a celui du composé Sp4 laisse supposer un changement dans
son attachement.

v Un a-L-rhamnose terminal.

v Un a-L-arabinose lié au C3 de la génine C2.
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Figure 111-46 : Spectre HSQC de la zone des anomeéres du composé Sp5.
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Figure 111-47 : Spectre TOCSY de la zone des anoméres du compose Sp5.
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Figure 111-48 : Spectre HSQC de la zone osidique du composé Sp5.
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L’analyse détaillée des spectres HMBC et ROESY (Figure 111-49, 111-50) révelent I’existence
d’un motif pentasaccharide Rha I11-(1—3)-Xyl I11- (1—4)-Glc I- (1— 4)-Xyl 11-(1-3)- Rha
conservé entre Sp5 et le Sp4. La particularité du Sp5 réside dans le fait qu’un Ara, vient
substituer un Xyl | en sa position C-3 de la génine comme attesté par les corrélations HMBC et
ROESY a 6n/dc (4,50) Ara-H-1"/ (8¢ 89,2) C-3 et 61/6H (dH 4,50) Ara-H-1'/ (81 3,13dd, J=11,7,
4,3Hz H-3), respectivement.

Le spectre HMBC (Figure 111-49) permet d’établir les points de branchement entre ces sucres
et la génine et cela par I’observation des couplages 3J n-c suivants entre :

H-1"""""" Rha Il terminal et C-3""""" Xyl I,

H-1"""" Xyl Il et C-4"""" Glc |,

H-1"""" Glc 1 et C-4""" Xyl I,

H-1""" Xyl I et C-3"" Rha I,

H-1""Rha |l C-2' Ara,

H-1" Ara | et C-3 de la génine.

Indique un enchainement Rha I1-(1—3)-Xyl 11- (1—4)-Glc I- (1— 4)-Xyl I-(1-3)- Rha I-

(1—2) Ara accroché en position 3 de 1’acide oléanolique.
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Figure 111-49 : Spectre HMBC de la zone osidique du composé Sp5.
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L’analyse du spectre ROESY (Figure I11-50) permet de confirmer cet enchainement par la

visualisation d’effets rOe entre:

H-1"""""" Rha Il terminal et H-3""""" Xyl II,
H-1""""" Xyl Il et H-4"""" Glc I,
H-1""""Glc | et H-4"" Xyl I,

H-1""" Xyl let H-3"" Rha | ,

H-1"" Rha l et H-2' Xyl I,

H-3 de la génine et H-1" Ara.
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Figure 111-50 : Spectre ROESY de la zone osidique du composé Sp5.
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L’ensemble des informations obtenues par les analyses conjointe des spectres du
composé Sp5 confirment qu’il s’agit d’un composé de structure nouvelle identifié a I’acide 3-O-
[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-Xylopyranosyl-(1—4)-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-4-D-
Xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-Arabinopyranosyl]-28-O-[5-D-
glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-oléanolique. Semipapposide E [Bendamene et
al., 2020].

c—

\
0

o Gle ll

HO
oH HsC o HO Ho
HO Rhal Gle 111
o Lo}
o o AR OHOH
HO

Rha II Xyl I OH
Gle I OH
HyC o OH ¢
HO. Xyl II
HO

o Sp5 : Semipapposide E

148



Tableau I11-4:Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) de la partie osidique des composésSp4 et Sp5 dans CD3O.

Partie osidique
Composé Sp4 Composé Sp5
Position | dc | du(J en Hz) | Position ‘ dc ‘ ou(J en Hz) Position \ Sc y Su(J en Hz) \ Position \ dc | Su(J en Hz)
C-3 Xyl Ara
1 1050  4,38,d(7,1) 1 103,8  4,35,d(7,8) 1 1039 4,50, d (4,5) 1" 1039 4,35,d(7,7)
2 76,6 3,41, dd (8,3-7,1) 20 73,9 3,33, m 2! 749  377,m y XL 739 333 m
3’ 775  3,44,1(83) 3 3,48,1(8,6) 3 724 3,73,dd (7,3-3,3) 3 3,48,1(9,2)
4 70,3 3,48, m 4 68,3  357m 4' 67,7 378 m 4 68,3 3,57,m
5’ 65,2 3,19, dd (12,5-9,9) 5ern 65,7 3,30, t (11,1) 5! 63,3 352,m 5ern 65,7  3,30,t(10,6)
3,85, dd (12,5-2,4) 3,94, dd (11,1-3,8) 3,86, dd (9.9- 2,1) 3,93, dd (10,6-4,1)
Rha Rha Il Rha l Rha 1l
1" 99,9 5,39,d (1,3) 1 101,2  5,18,d (1,5) 1" 100,0 5,21, brs 1 101,2  5,18,d (1,2)
2" 702 413, m 21 70,9 3,95, dd (3,3-1,5) 2" 704  4,08,dd (3,1-1,9) a0 70,9 3,95, dd (3,3-1,2)
3" 80,8 3,88, dd (7,1-3,1) 3 708  3,72,dd (9,5-3,3) 3" 80,7 3,85 m 3 70,8 3,72, dd (9,4-3,3)
4" 713 3,58, 1(9,5) g 72,6 341,t(95) 4" 714 3,59,t(9,6) grrm 72,6 3,41,t(9,4)
5" 686  4,02,m srrene 685  4,04,m 5" 68,6 3,92, m srrme 68,6 4,03, m
6" 16,7 1,25, d (6,2) 6 16,5 1,26, d (6,2) 6" 16,6  1,25,d (6,4) 6 16,5 1,26, d (6,3)
Xyl 1l C-28 Glc 1l Xyl C-28 Glc 11
1" 1049  4,49,d (7,6) G 943  537,d(8,2) 1" 1049 451,d(7,3) 94,3 5,37,d (8,2)
2 737 3,36, m arre0ee 724  335m 20 73,7  336,m e 724 3,35 m
3 745  3,51,t(8,7) 3rererer 76,7 3,43, m 3 744  351,t(8,7) 3o 76,7 3,43,1(8,7)
4 76,9 3,71, m e 69,5  3.44,t(87) 4" 76,9 37L,m grrrne 69,5 3,45,1(8,7)
5 63,1 3,31,1(11,8) grreneer 764  3,52,m 5 63,1  3,32,t(11,8) groerene 764  352,m
4,04, dd (11,8-5,4) 4,04, dd (11,8-5,6)
Glc 1 6 68.0 3,77, dd (11,6-4,9) Glc 1 6" 68.0 3,78, dd (11,3-5,2)
4,14, dd (11,6-1,7) 4,14, dd (11,3-1,9)
1" 1017  4,41,d(7.8) Glc 111 | 101,7 4,41,d(7.8) Glc 111
20 730  3,28,dd (9,1-7,8) 1rrrnee 103,2 4,36, d (7,8) 20 730 328 m 1 1032  4,36,d(7.8)
3 744 350,t(9,1) a1 73,7 3,23,dd (9,1-7,8) 3 745  3,50,t(8,2) 2reeerer 73,7 3,23, dd (9,0-7,9)
4 790  3,53,t(9,5) 3rernen 76,6 3,37, m 4 790  3,54,t(8,2) 3 76,6 3,37,1(9,0)
5 751 3,46, m e 70,1 3,31, m 50 751  346,m g 70,1 3,31, m
6" 60,1 3,83, dd (12,4-4,5) 5 e 76,6 3,26, m 6" 60,1  3,83,dd(12,0-45) 5" 76,6 3,26, m
3,92, dd (12,4-3,3) g 1 61,3 3,68, dd (12,0-5,5) 3,92, d (12,0) 6 61,3 3,68, dd (12,0-5,4)
3,85, dd (12,0-2,4) 3,87,dd (12,0-2,1)
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111.1.1.5 Détermination structurale des composés Sp6 et Sp7

Sur les spectres ESI-MS a haute résolution en mode positif (Figure 111-50) des
bidesmosides de 1’acide oléanolique Sp6 et Sp7 sont observés les ions pseudo-moléculaire
[M+H]"am/z 1807,8400 et 1807,8390 respectivement (calculé 1807,8377) correspondants a une
formule brute CgoH135043, laissant supposé un sucre supplémentaire par rapport a Spl et
Sp2(m/z ;1645,7848, 1645,7884 ). La différence de masse de 162 uma suggere la présence d’un
hexose supplémentaire, indiquant un nombre de neuf unités osidiques composants la partie

osidique des saponosides Sp6 et Sp7.
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Figure 111-51: Spectres de masseHR-ESI-MS des composés Sp6 et Sp7.
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» Elucidation du composé Sp6

Similairement a Sp1, Sp6 est un bidesmoside de I’acide oléanolique substitué en position
C-3 et C-28. Sur le spectre Dans la région des anoméres le spectre RMN *H (Figure 111-52) du
Sp6 présente des signaux de neuf protons anomériques correlent avec neuf carbones anomériques
sur le spectre HSQC J-modulé (Figure I11-52). Cela indique la présence de neuf sucres, identifiés
par I’exploitation des spectres COSY, TOCSY et HSQC comme étant ; deux xyloses (Xyl I, Xyl
I1), trois rhamnoses (Rha I, Rha Il, Rha IlI) trois glucoses (Glc I, Glc Il, Glc Il1) et un (Gal)
(Figure 111-53, 111-54, 111-55, Tableau I11-5).

Aprés analyse détaillée des spectres HMBC et ROESY (Figure I11-56, 111-57), Sp6 montre
de fortes similitudes structurales avec Spl. Ces derniers partagent en effet un motif structural
commun en C-3 et en C-28 avec la présence des oligosaccharides ;[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-
S-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-f-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-xylopyranoside] et [#-D-glucopyranosyl -(1—6)-  f-D-
glucopyranosyl], respectivement. La particularité structurale de Sp6 concerne la partie terminale

de la chaine osidique en C-3, cette derniére comporte un hexose surnumeraire.

Protons anomériques 7 méthyles

Protons osidiques

Rha I Rha Il Xyl 11 GIC 1

Icl
Rha 111 Glc 11 Glc Gal
57’7!7!
5 5.3 5| ppm ppm

Figure 111-52: Spectre RMN *H du composé Sp6.
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Figure 111-53 : Spectre HSQC de la zone des anomeéres du composé Spé.

L’identification de I’hexose supplémentaire est possible en partant de son proton
anomérique H-1"""""" a2 4,46 ppm (d, J= 7,6 Hz) permettant de relier les corrélations 3J-p.x sur le
spectre COSY. La difficulté de cette analyse réside dans le recouvrement trés fort des signaux
des protons H-2"""""""" (3,45 ppm), H-3""""""" (3,45 ppm) et H-5""""""" (3,51ppm) qui résonnent tous
sous la forme de multiplets. L’analyse du spectre TOCSY et COSY (Figure I11-54) permet de
localiser les protons superposables H-2"""""""" et H-3"""""""" et le proton H-4""""""" a 3,85 ppm (m)
indique qu’il est en position équatoriale, de ce dernier sur les spectres TOCSY et NOESY (Figure
I11-54, 111-57) est repéré le proton H-5""""""""" qui donne a son tour des corrélations avec les protons
H-6a,b”""""""" sur le spectre COSY. Les effets nOe (Figure 111-57) observés entre les protons H-
e H-31 et H-1""""" [H-5"""""" et les déplacements chimiques des carbones positionnés
sur le spectre HSQC J-modulé (Figure I111-55) et a I’aide du spectre HSQC-TOCSY et la
comparaison avec les données de la littérature [Agrawal., 1992] cet hexose est identifié a un -
D-galactose terminal.
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Figure 111-54 : Spectre COSY et TOCSY de la zone osidique du composé Spé.
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Corrélations ROESY du g-D-galactose
Sur le spectre HSQC J-modulé (Figure I11-54) et a 1’aide du spectre TOCSY-HSQC les

déplacements chimiques des carbones de tous les unités osidiques sont attribués.
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Figure 111-55 : Spectre HSQC de la zone osidique du composé Sp6é.
Ce galactose est 1ié au Glc I par un pont (1—4) O-glycosidique. Ce résultat est appuyé par les
corrélations HMBC et NOESY, respectivement dn/dc (4,46) Gal —H-1""""" / (¢ 72,9) C-4""" et
8n/dn (4,46) Gal-H-1""""""" [ (3,83m, H-4""") (Figure 111-56, 111-57).
En plus, des corrélations entre H-1"""" Rha III et C-3"""Glc I sur le spectre HMBC
confirmant 1’attachement aussi du Rha IIT au C-3'"""" du glucose | (Glc I) et les corrélations qui
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sont identiques a celles décrites pour le sequencage des chaines osidiques de Sp1, I’enchainement

osidique est comme suit :

H-1"""""" Rha Il terminal et C-3'"""" Glc I,

H-1"""""""""Gal terminal et C-4""""'Glc I,
H-1"""" Glc | et C-4"""" Rha Il,

H-1"""" Rha Il et C-3""" Xyl II,

H-1""" Xyl Il et C-3"" Rha I,

H-1"" Rha l et C-2' Xyl I,

H-1" Xyl I et C-3 de la génine.
H-1"""""""" Glc lll et C-6""""""" Glc I,
H-1""""""" Glc 1l et C-28 de la génine.

11
-1

H-
H-1"
H

_1 reeeeeee

reeeee
‘l”””!

1'””
e

A

H-5'rrrr

pRm

H-1'
H
T

H-11/C-5'
e ]
o

H-1'"""""/C-5*rrer - H-1"""/C-5'"" |66
Bilics . N
H-1'"rrtrC-grrrrere
- ”””/C-S”H”H'%:'/C_Z”-H‘I””/C_Z””+3”” H-5'rrrre =377 e o
H-1"11100[C-2111rr ) -
* H-1rrry H'4'H_lnnnnlc_znv_nn
H_Snnrr/H_4nnnm = l7a
H-1"77717] C-3111
H-171111111 G345 158"
%_32':”' m H-1""17171/C-5111101r H-1'7f C-311ed - ] |
- A = L
H-17/C-2r H-17/C-3' "
H-11/C-3" H-11/C-3"" o
~ £ o ez
C_47u " m H']”’/C'?)"'
] H-1" '/C-3_'" H-1' /C—4”” b
=
]
&5
C3 s C3 génine/H-1" @
T E T T T T T T T T T T T T 20
5.5 :_I1 5.4 5.3 5.2 51 5.0 4.8 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 PRM
M_J \\—‘E__—Mq___)"“M\L,JNUL_‘;
. pPm
=—150
160
- 170
c28_| H-1""""""/C-28 génine
5.4 sa sa 51 so 18 18 ar 16 1s 1a 13 PRPm

Figure 111-56 : Spectre HMBC de la zone osidique du composé Sp6.
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Figure 111-57 : Spectre NOESY de la zone osidique du composé Sp6.

L’ensemble de ces données spectroscopiques permettent 1’attribution a la nouvelle

saponine bidesmosidique Sp6 la structure suivante: 3-O-[5-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-

rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-$-D-

xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-28-O-[5-D-

glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-oleanolique.Semipapposide F[Bendamene et al.,

2020].
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» Elucidation du composé Sp7

En plus des informations apportées par le spectre de masse indiquant 1’addition d’un
hexose dans ce composé par rapport au Sp2, I’analyse des spectres *H et 13C (Figure 111-58,111-
59) par comparaison avec ceux du Sp2 révéle la présence d’une unité osidique supplémentaire
dont les anoméres résonnent a on 4,46 ppm (d, J=7,7Hz) et dc 102,9 ppm en plus d’un Ara, Xyl

I, Rhal, Rhall, Rha lll , Glc I, Glc II, Glc Il identiques a ceux rencontrés dans le composé

Protons anomériques 7 méthyles

—
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Figure 111-58 : Spectres RMN *H du composé Sp7.
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Figure 111-59 : Spectres RMN *3C de la zone des anoméres du composé Sp7.

Les taches de correlations observées sur le spectre HSQC J-modulé en face des protons

anomeriques permettent de localiser leurs carbones anomeriques respectifs (Figure 111-60).
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Figure 111-60 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du composé Sp7.
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L’analyse des expériences TOCSY et COSY et en se basant sur les spectres RMN 2D du
composé Sp2 qui serre comme une structure de base nous a permet de caractériser 1’hexose
supplémentaire comme un S-D-galactose. Le déplacement chimique de son proton H-4"""""""" (3.84
ppm, m) révéle qu’il est en position équatoriale ainsi que la présence des taches de corrélation
entre H-1""""" / H-3"" et H-1"""" / H-5"""" sur les spectres NOESY (Figure I11-64)
confirment la structure de cet hexose. Les déplacements chimiques des carbones (Tableau I11-5)

constituants ce galactose indiquent qu’il s’agit d’un -D-galactose terminal.
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Figure 111-61 : Spectre TOCSY de la zone des sucres du composé Sp7.

Un effet nOe (Figure I11-64) repéré entre H-1""""""" Gal et H-4"""" Glc I et une corrélation
HMBC (Figure I11-63) entre H-1""""""" Gal et C-4"""Glc I prouvent le point d’ancrage du f-D-
galactose en C-4""""'du Glc I.

Les attributions des carbones et des protons (Tableau I11-5, Figure I11-62) des sucres de
la partie osidique du composé Sp7 sont possibles apres 1’étude des expériences RMN 2D de la

méme maniére décrite pour la détermination structurale des saponosides précédents.
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Figure 111-62 : Spectre HSQC de la zone osidique du composé Sp7.

L’enchainement osidique sur le composé Sp7 déduit a partir des corrélations observées
sur le spectre HMBC et confirmé par les effets nOe sur le spectre NOESY (Figure I11-63,111-64)
apparait identique a celui du composé Sp6 avec le remplacement du xylose avec un arabinose
qui préside le séquencage lié au C-3 de I’acide oléanolique informe sur une isomérie entre ces

deux saponosides.
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Figure 111-63 : Spectre HMBC de la zone osidique du composé Sp7.
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Figure 111-64 : Spectre NOESY de la zone osidique du composé Sp7.

A T’issu des données déja exposées la structure du composé Sp 7 est élucidé a I’acide 3-
O-[p-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-
a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)--D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-
arabinopyranosyl]-28-O-[5-D-glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-oléanolique.Un
nouveau composé nommé Semipapposide G [Bendamene et al., 2020].
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Tableau I11-5:Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN C (150 MHz) de la partie osidique des composésSp6 et Sp7 dans CDsOD.

Partie osidique
Composé Sp6 Composé Sp7
Position [ oc | ou (Jen H2) | Position [dc | du (JenH2) Position | dc [ 64 (Jen H2) | Position [dc | o (JenHz)
c-3 Xyl 1 Rha 11l Ara Rha I11
r 1051 4,39,d (7,1) 17 995 539,d(2.1) 1 1039  4,50,d(6,2) 995 539,d(L,7)
2! 76,7 341, t(17) y M 710 3.91,dd (34,2.1) 2 749  378,m 20 71,0  3,90,dd (3,1-1,7)
3 775  345t(87) 3rm 703  3.95,dd (9.3,3.4) 3 72,4 373,dd (7,7-3,6) 3rmm 70,3 3,94,dd (9,2-3,1)
4 702 348 m 4rmm 733  332,m 4 67,8  379,m 4rrm 734 333 m
5 652  3.18,dd (11,4-9,9) grrre 67,7 450, m 5 634 3,52, dd (10,8-4,7) srrm 67,7 4,46, m
3.85,m 6" 16,6  1.26,d (6,3) 3,85, d (10,8) 6" 16,5 1,26,d (6,2)
Rha | Gal Rha | Gal
1" 999 5,38,d(1,7) 1 102,9 4,46, d (7.6) 1" 100,1  5,22,d (1,6) 1 102,9  4,46,d (7,7)
2 702 4,13,dd (3,2-1,7) y UL 718 345m 2" 70,4 4,08,dd (2,9-1,6) y R 71,7  345m
3" 80,7 3,90, dd (9,4-3,2) 3rrrnenn 736  345m 3" 80,6  3,85,dd (9,6-2,9) 3rerereney 736  346,m
4" 714  358,1(9,6) grermees 688 3,85m 4" 714  357,1(9,6) grrrrem 688 3,84,m
5" 686 399, m srermrene 753 351, m 5" 686  391,m s 753  351,m
6" 16,7 1,25,d (6,2) 6! 60,7 3,79, m 6" 16,7  1,25,d(6,2) 6" 60,7 3,80, m
Xyl 11 381, m Xyl'l
1 1051 4,47,d (7,7) C-28 Gle Il 1" 105.1  4.48,d(7.9) C-28 Glc Il
2 745  3,40,dd (8,7-7,7) 243 537,d(8.2) 2 746  3.40,m 1 943 537,d(8.2)
3 816  3,49,1(87) y S 724  335m 3 816  3.48,t(8.9) y JLUG 724 335m
4 683 353, m e 76,7  343,t(8,6) 4 683  353,m e 76,7  343,1(9,0)
5" 657  3,22,dd (11,1-9,2) U 695  3,45,1(8.6) 51 65.7  3.23,1(10.6) 4rrrmm 695  3,46,1(9,0)
3,87, m 5oy 764 352,m 3.89, dd (10.6, 2.9) Srerevee 76,4 353, m
Rha Il 6" 68,0  3,77,dd (11,2-4,5) Rha Il 6 680 3,78,m
1 100.7  5.21, brs 4,13, dd (11,2-1,8) 1 100.7  5.21, brs 4,13, dd (11,7-1,8)
2m 708 3.97,m Glc 111 20 70.8 3.97,dd (2.8,1.2) Glc 111
3 708  3.95,dd (9.4,3.3) 11032 4,36,d (7,8) 3 709 3.95,dd(9.3,28) 171032 4,36,d (7,8)
4 826 3.61,t(9.4) y JUL 737  3,23,t(7,8) 4 826 3.61,1(9.3) y R 737 3,23,dd (9,2-7,8)
5 67.1 413 m 3rrmnen 766  335m 50 67.1  413,m 3rmren 766  337,m
6" 16.7  1.34,d(6.1) grrrm 701 3,31,t(8,7) 6" 16.6  1.34,d(6.2) grmm 701 3,31,t(8,7)
GlC | grreeeeee 76’5 3’25’ m GlC I srereerer 76’6 3,26, m
1 1044  4,62,d (7.8) 6" 61,3 3,68, dd (12,0-5,6) e 1044  4.62,d(7.9) 6" 61,3 3,68, dd (12,0-5,4)
21 763 341, m 3,86, dm (12,0) 21 763  3.40,m 3,87, dd (12,0-2,1)
3 76,1  3,80,1(9.2) 3 761  3.80,t(9.2)
4 729 383, m 4 729  3.83,1(9.3)
51 758  341,m 5 758  3.40,m
6" 59,7 3,87, m 6" 59.6  3.87,dd (12.2,2.9)
3,95, dd (12,9-2,2) 3.95,m
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111.1.1.6 Détermination structurale du composé Sp8

Le spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif du composé Sp8 (Figure 111-64) donne
un ion pseudo-moléculaire [M+H] * am/z 1837,8485 calculé 1837,8483 indique une formule
brute CgsH137044, la présence de 30 uma de plus que le saponoside Sp7 suggére un remplacement

d’un pentose par une unité d’hexose.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

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

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monoisotopic Mass, Even Electron lons [ M + H ] * 1837 . 8485

169 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Elements Used:
C:80-84 H:0-200 0:0-50 Na:0-1 \

P2 (25-27)_187-221 (20-80) R2+3

18HRB44 10 (0.203) 1: TOF MS ES+

4.64e+004

4363571

§17.2075 7792830 9384004 890.7581 22600701 23497659

miz

Maximum 5.0 5.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT Norm Conf(%) Formula
<« Cg3H137044
1837.8517 1837.8483 3.4 1.8 15.5 361.6 0.231 79,40 C83 H137 044
1837.8459 5.8 3.2 12.5 382.% 1.580 20.40 CEBtTe I Na

Figure 111-65 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Sp8.

L’identification structurale de ce composé est établie par comparaison de ses spectres
RMN avec ceux du composé Sp7qui a conduit & repérer sur les spectres RMN H et 3C (Figures
[11-66,111-67) un doublet résonant a dn 4,51ppm et son carbone anomérique correspondant a dc

104,3 ppm remplacent le signal de celui du Xylose I (6n 4,48 ppm, 6c105,1) du composé Sp7.

7 méthyles
Protons anomériques Protons osidiques \

5.40 5.35 5.30 5.25 5.20 PRmM 4,60 4.55 4.50 4.435 4.40 PRmM

Figure 111-66 : Spectres RMN *H du composé Sp8.
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Figure 111-67 : Spectres RMN 3C de la zone des anomeéres du composé Sp8.

Sur le spectre HSQCJ-modulé sont attribués les carbones anomeriqures de tous les unités
osidiques a partir de leurs protons anomeriques (Figure 111-68) .L’analyse conjointe des spectres
RMN 2D partant de ces protons indique la présence de huit unités osidiques semblables a ceux
élucides pour le compose sp7 (Tableau I11-6):

- Un o-L Arabinose (Ara, dn-1- 4,47 ppm).

- Trois a-L Rhamnose (Rha I ,0n-17 5,17 ppm, Rha II , 8n-15,22 ppm, Rha III, éH.1 5,39
ppm).

- Trois $-D Glucose (Gle 11 ,6nH-1 4,62 ppm ,Glc I SH-17 5,36 ppm ,Glc IV dn-17 4,36 ppm).

- Un p-D Galactose (Gal &n.17 4,46 ppm).

H_l"""H-l"”"” H_l!”' H_l” H_l!! H-’l””””
f g Hi1’
— ppm
C-l"”J i 94
Glc Il
%
9%
Rha 11
c-1 * a
C3 5 100
C-1"f e Rhall
-
Rha lfll
102
q7rrreanerer Gal
- i L -
| Ara l
106
5.4 5.3 5.2 5.1 5.‘:} a9 a8 a7 4.6 4.5 a4 pPpm

Figure 111-68 : Spectre HSQC de la zone des anomeéres du composé Sp8.
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A partir du nouveau proton anomeérique H-1""" (4,51 ppm, d, J=7,7Hz) I’analyse des
spectres TOCSY et COSY (Figure 111-69) montre qu’il fait partic d’un systéme de spin a sept
protons couplés appartenant a un hexose résonnant a H-2"" (3,42 ppm , m) , H-3""(3,55 ppm, t,
J=9 Hz),H-4"" (3,39 ppm, m)H-5""(3,33 ppm, m) et les deux protons H-6a"'(3,72 ppm ,dd,
J=11,6-4,4) et H-6b"" (3,86 ppm, m). Les grandes valeurs des constantes de couplage mesurées
et les déplacements chimiques de ces carbones (Tableau 111-6) accordés sur le spectre HSQC J-
modulé (Figure I11-70) sont caractéristiques d’un S-D-glucose, le déblindage de son carbone C-
3''" permet de supposer une substitution en cette position.

=34 hij |
MMWMM opm
T3 B I I g
E4.2
> :
H=-5p™"" " u H-Sa™"""""T H \5_'_4,’:,, ,H S;i rree ;v 4.3
ol 'r’u b al E
iy Srerereed - L] E 4.4
H-grrrreetey gy 43 H=-273 a E
N |8 o »
¢ i_‘ rre - WW”” R N!'H ' i N rerer =L greeer E
H-6b H-6a H-3 H-2+ e E
e T g; 4.6
H-4+3p"" H-5+prrrrr ™.
@ a7
i -4
= g E4.9
= =5.0
e E
" ; 31
H_ln ,u. EN H‘SH |;|;3 ) -k H_4H "g ;
H-122 = _ 1 s £ 5.2
® Hﬂ'3 " _hnn * ;
£5.3
[ ] s H-4+377prr 3
H-6b{’"’'"'® a asn H_6a'§'%” Hisrrrrremd t!..%’ .& 20
H-1'777 H-377rme YL 2 4 E 5.4
T
4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 39 3.8 37 3.6 35 34 33 3.2 ppm

Figure 111-69 :Spectre TOCSY de la zone osidique du composé Sp8.
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Figure 111-70: Spectre HSQC de la zone osidique du composé Sp8.

Ce glucose est positionné entre le Rha | et Rha Il d’apres les corrélations ci-dessous
observées sur le spectre HMBC (Figure 111-71) entre C-3'" Rha I /H-1'""" Glc | et entre C-3'""" Glc
I/H-1"""Rha ll :

H-1"""""" Rha Il terminal et C-3'""""" Glc Il,

H-1"""""""""Gal terminal et C-4"""""Glc I,

H-1""""" Glc Il et C-4"""" Rha ll,

H-1"""" Rha Il et C-3"""Glc I,

H-1""" Glc I et C-3'" Rha I,

H-1""Rha | et C-2' Ara,

H-1'" Ara et C-3 de la génine.

H-1""""""" Glc IV et C-6""""""" Glc IlI,

H-1""""""" Glc 111 et C-28 de la génine.

Confirmé par les effets rOe repérés sur le spectre ROESY (Figure 111-71) entre H-3""

Rha I /H-1""" Glc | et entre H-3""" Glc | /H-1"""" Rha Il.
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Figure 111-71 : Spectres HMBC et ROESY de la zone osidique du composé Sp8.
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A ce stade ’ensemble des données spectrales permet d’¢lucider le composé Sp8 comme
étant : I’acide 3-O-[p-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-5-D-
glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-f-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-$-D-arabinopyranosyl]-28-O-[-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-
glucopyranosyl]-oléanolique. Semipapposide H reconnu comme une structure nouvelle
[Bendamene et al., 2020].

H;C ¢}
HO HO Rhal
(o]

oH O HO Gle IoH
0} o o HsiC o
HO o 0 Rha II
Gal OH Gl I1OH Ho L.
w0 L phat Sp8: Semipapposide H
HO

OH

170




111.1.1.7 Détermination structurale du mélange Sp13 (en mélange)

Les deux composés Spl13 et Sp4 ont été obtenus comme un mélange inséparable 40 :60
basé sur l’intensité d’intégrale des signaux correspondant sur les spectres H et HRMS.
Malheureusement tous efforts employer utilisant plusieurs méthode chromatographiques sur
phase normale ou inverse n’a pas abouti a séparé ce mélange. Donc I’¢lucidation structurale des
deux composes a été établie a partir des spectres RMN 1Det 2D du mélange. Ce sont des
bidesmosides de 1’acide oléanolique.

D’aprés I’analyse détaillée de spectre de masse HR-ESI-MS et des spectres RMN 1D et
2D, le semipapposide Sp4 est identifié comme le composé majoritaire dans ce mélange.

Le spectre de masse HR-ESI-MS en mode positif (Figure 111-72) du mélange montre deux
ions pseudo-moléculaires. Le premier ion pseudo-moléculaire [M+Na]™ a m/z 1653,7538,
correspond au semipapposide Sp4 .Le deuxieme ion pseudo-moléculaire[M+Na]* a
m/z1859,8329 correspond au semipapposide Sp13 en accord avec une formule brut Cg3sH137044.
Par comparaison avec celui du saponoside Sp3 (m/z 1675,7977) indique qu’il posséde un hexose

supplémentaire soit (+162 uma).

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis [M+Na]+ 1653.7538 [M+Na]+ 1859.8329

Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

174 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Elements Used:

C:78-83 H:0-200 0:0-50 Na:0-1

P3 (25.-27)_187-221 (20-80) R2+3

18HRB45 17 (0.323) Cm (14:17) 1: TOF MS ES+
241e+005

5411212 835.3610 1653.7538 A 1ss0.8320
100 103 o730 245 071 430 38752 7 6311138 N 9384017 4000 55gs  1249.4450 1513748\ oo

6.80602206.0100, 2266.0232 25731782
VAR ARAY WA RAAAT LARN RAA) LARES Rk AARE Rk LARKY MAAA Wikl LARMY A AN T
100 200 300 400 500 600 700  BOD 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1800 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600

2336.0466

miz

Minirmum: -1.5
Maximum: 5.0 5.0 50.0

Mass Calc. Mass mba  PPM  DBE  i-FIT Nerm Conf(%) Formula CasH12-0
8313744

1837.8508 1837.8483 2.5 1.4 15.5 1078.9 0.079 92.43

1837.845% 4.9 2.7 12.5 1081.4 2.582 7.57 34 Na

Figure 111-72 : Spectre de masse HR ESIMS du composé Sp13 (en mélange).

En partant des protons anomeériques (Figure 111-73) résonnants a 644.38ppm (d, J=7,1Hz)
,4.49 (d, J=7,6 Hz2),4,35 (d, J=7,8), 5,39 ppm brs, 5,18 ppm (d, J=1,5Hz), 4,41 ppm (d, J=7,8
Hz), 5,37 ppm (d, J=8,2 Hz) et 4,36 ppm (d, J=7,8Hz) I’analyse conjointe des spectres RMN 2D
(Figure I11-74) nous a conduit a caractérisé les huit sucres constitutifs du composé Sp4 comme
il a été décrit précédemment (Tableau I11-4,Sp4) .
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Protons anomériques  Protons osidiques 7 méthyles

A A —A—
[ \( \
H-12 H-3 H-18
T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 a.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 PRM
Glc 111
m
Rha I+ ||
Rha 1l Glc 11 Glc |
Rha Il
Rhal Rha 1l Glc 11
5.40 5.3 530 5.25 i@ p 2.60 455 a5 a.45 2.40 |':-prn
zr 13 12 3
] |
Ty w0 1 140 ;0 1= 1o |10 e s m e s a0 m '

T T
105 104 103 102 101 1m0 ga =) a7 == &5

Figure 111-73 : Spectre RMN H et 13C du composé sp13 (en mélange).

» Elucidation du composé Sp13

L’examen du spectre de RMN *H (Figure 111-73) de Sp13 révéle la présence de neuf protons
anomériques a ox 4,39 ppm (d,J=7,1Hz) ,5,30 ppm (d,J=1,3 Hz) ,5,22 ppm (d, J=1,2Hz) , 5,40
ppm brs, 4,51 ppm (d,J=7,7 Hz) ,4,62 ppm (d, J=7,8 Hz), 5,36 ppm (d, J=8,2 Hz), 4,36 ppm (d,
J=7,8Hz) et 4,46 ppm (d, J=7,6 Hz) qui corrélent sur le spectre HSQC (Figure 111-74) avec neuf
carbones anomériques a 6c¢ 105,2, 100,3 ,100,9, 99,5, 104,2,104,4 ,94,3, 103,2 et 102,9 ppm,
dont huit oses sont communs avec le saponoside Sp3 (Tableau 111-6).
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L’analyse des spectres COSY, conjointement avec les spectres TOCSY, HSQC et HMBC de

Sp13 permet de caracteériser les huit sucres communs :

- Un g-D-xylose (Xyl , 6H-1 4,39 ppm).

- Trois a-L-Rhamnose (Rha 1,64-15,30 ppm),(Rha II, én-1 5,22 ppm), (Rha III, 6H.15,40
ppm).

- Quatre S-D-glucose :(Glc 1,0n-14,51 ppm),(Glc 11,6n-17 4,62 ppm) et les deux glucose

ester (Glc 11,0n-1 5,36 ppm),(Glc IV,dH-174,36 ppm).

Inni> : 3 s ::f .o
o L It =T
T ppm
E o
[oR R __ B
Glc Lif+111 E o
E o6
E a7
E o5&
C-1""""% E e
c-1" By rhall ]
C-1" 3 £ 100
e Fﬁaul#
L Rha 1l 10
C 1 .y —
C-1d Glc 1 E
E 1o
C-1"""""H" Gal E
-1 4B Gicinp’
C-1'" ib - E—ma
C-d:'l',':, Glc 1 GLc |
C-1+C-1' S - 105
Xyl 2Xyl |
E 106
T T T T T T T T T T T T
5.4 5.3 52 5.1 50 48 4.8 4.7 46 45 4.4 4.3 pRm

Figure 111-74 : Spectre HSQC de la zone des anomeéres du composé Sp13 (en mélange).

L’hexose supplémentaire est identifié sur les spectres COSY, TOCSY et ROESY a partir
de son anomere situé a 614,46 ppm (d, J=7,6 Hz) et 5c102,9 ppm comme étant un S-D-galactose
terminale de la méme maniére élucidé précédemment. Les déplacements chimiques des carbones
(Figure I11-75,Tableau I11-6) constituants cet hexose ainsi que les autres unités osidiques sont

assignés sur le spectre HSQC J-modulé.
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Figure 1111-75 : Spectre HSQC de la zone osidique du composé Sp13 (en mélange).

Ce galactose est attaché au Glc Il par un pont (1—4) O-glycosidique. Ce résultat est appuyé par
les corrélations HMBC et ROESY (Figures I11-76, 111-77), respectivement 61/6¢ (4.46) Gal —H-
17 ] (3¢ 73.0) C-4""" et du/dn (4.46) Gal-H-1"""""""" ] (3.83 t, J= 9.2 Hz H-4"""). En plus, le

spectre HMBC montre aussi des corrélations qui sont identiques a celles décrites pour le

séquencage des chaines osidiques de Sp3.
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Figure 111-76 : Spectre HMBC de la zone osidique du composé Sp13 (en mélange).
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Figure 111-77 : Spectre ROESY de la zone osidique du composé Sp13 (en mélange).

Au vu de tout ce qui précede, on conclut que la structure de composé Sp13 est : ’acide3-
O-[p-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-
a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-f-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-
xylopyranosyl]-28-O-[5-D-glucopyranosyl-(1—6)-5-D-glucopyranosyl]-oléanolique. Une
nouvelle structure dénommée Semipapposide M [Bendamene et al., 2020].
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Tableau I11-6 :Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN *3C (150 MHz) de la partie osidique des composésSp08 et Sp13 dans CDsOD.

Partie osidique
Composé Sp8 Composeé Sp13
Position | dc [ 64 (Jen Hz) | Position [ dc [ 61 (Jen Hz) Position | 6c | 0u (J en Hz) | Position | dc | ou (Jen Hz)
C-3 Ara Rha 111 C-3 Xyl Rha 111
1 104,2 4,47,d (6,0) 1 101,3 5.15,d (1,4) 1 1052  4,39,d(7,1) 1 995 5,40, brs
2/ 75,5 3,71, m b 70,9 3,97, dd (3,5-1,4) 2/ 77,0 3,41, m 20 71,1 3,91,dd (3,2-1,3)
3 72,2 3,72, dd (6,3-4,6) 3 70,8 3,72, dd (9,5-3,5) 3 77,5 3,45,m 3703 3,95,dd (9.3,3.2)
4’ 67,9 3,79, m 4 72,5 3,42,1(9,5) 4’ 70,3 3,48, m 4 739 333, m
5’ 63,7 3,52, dd (12,0-1,3) s 68,7 4,00, m 5’ 65,2 3,19,1(10,7) srrreee 67,6 4,50, m
3,85, m [ 16,5 1,27,d (6,2) 3,84, m 6" 16,5 1,27,d(6.2)
Rha | Gal Rha | Gal
1 100,4 5,17, d (1,3) 1 102,9 4,46,d (8,2) 1 100,3 5,30, d (1,3) 11029 4,46d (7,6)
2" 69,8 4,23, dd (3,2-1,3) 717 3,46, m 2" 69,5 4,27,dd (2,4-1,3) e 717 346, m
3" 81,4 3,88, dd (9,5-3,2) 3rrrreeerr 73,6 3,46, m 3" 81,5 3,93, dd (9,6-2,4) R 736 3,45 m
4" 71,2 3,58, (9,5) 4rrmm 68,9 3:85,d(2,3) 4" 71,2 3,58, (9,6) 4 688 3,84, m
5" 68,7 3,91, m Srrerererr 75,3 3.52,m 5" 68,5 4,01, m Srrrereeee 753 351, m
6" 16,5 1,25,d (6,2) 6" 60,7 3.80,m 6" 16,7 1,25,d (6,2) 6" 60,7 3,80, m
Glc | C-28 Glc 11 Glc 1 C-28 Glc Il
1 104,3 451,d (7,7) 1 943 5,37,d (8,2) 1 1042  451,d(7,7) 11 943 5,36,d(8,2)
2 74,7 3,42, m 2 72,4 3,35, t(8,5) 2 74,7 3,40, dd (9,0-7,7) 2 724 3,35 m
3 82,0 3,55, 1(9.0) 3 76,7 3,43,1(8,6) 3 82,0 3,53,1(9,0) 3767 3,41,t(8,7)
ug 68,3 3,39, m 4 695 3,45, (8,8) ug 68,3 3,39, 1(8,8) 4695 3,43,1(8,7)
5 76,3 3,33, m srrreeet 76,4 3,52, m 5 76,3 3,33, m srrreeet 76,4 3,52, m
6" 60,9 3,72, dd (11,6-4,4) 6" 68,0 3,78, dd (11,5-5,1) 6" 60,9 3,72, dd (11,6-3,3) 6" 68,0 3,78,dd (11,7-4,7)
3,86, m 4,14, dd (11,5-1,8) 3,85, dd (11,6-2,0) 4,14, dd (11,7-1,9)
Rha Il Glc I Rha Il Glc 111
1" 100,9 5,22, d (1,6) 17 103,2 4,36,d (7,8) 1" 1009  5,22,d(1,2) 171032 4,36,d(7,8)
21 70,8 3,98, dd (3,1-1,6) 21t 73,7 3,23, dd (9,2-7,8) 20 70,8 3,98, m b 73,7  3,23,dd (9,0-7,8)
R 70,8 3,96, m 3reeeene 76,6 3,37,1(9,2) R 70,9 3,96, dd (9,5-3,0) R 1 765  3,37,m
4 82,6 3,61,t(9,5) 4701 3,30, (9,2) 4 82,6 3,61,t(9,5) g 701 331,1(8,7)
5 67,2 4,12, m srrreeeet 76,6 3,26, m 5 67,2 4,12, m srrrreeet 766 325 m
6" 16,7 1,35,d (6,1) 6" 613 3,68, dd (12,0-5,6) 6" 16,7 1,35,d (6,1) 6" 613 3,67,dd (11,9-5,5)
Glc 1 3,87, dm (12,0) Glcl 3,86, dd (11,9-2,0)
1 104,4 4,62, d (7,8) 1 1044  4,62,d(7,8)
21 75,8 3,41, m 21 76,2 3,41, m
3 76,1 3,80, t(9,1) 3 76,1 3,80,1(9,2)
4 72,9 3,81, t (9,1) 4t 73,0 3,83, t (9,2)
5 76,2 3,41, m 5 75,8 3,41, m
6" 59,7 3,88, m 6" 596  3,88,dd (12,9-4,1)
3,96, dd (12,8-2,9) 3,95, m
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Tableau I11-7: Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) de la
partie genine des composés (Sp2 —Sp5) dans CDsOD.

Position Composé Sp 2 Composé Sp 3 Composé Sp 4 Composé Sp 5
Sc seen(JenHz)  bc su(J en Hz) bc 54(J en Hz) bc s4(J en Hz)
1 38,6 1,00, td (13,6-3,3) 38,6 1,00, td (13,5-4,4) 38,6 1,00, td (13,7-3,9) 38,5 1,00, m
1,64, m 1,62, m 1,63, m 1,64, m
2 25,7 1,73, m 25,9 1,70, m 25,9 1,70, m 25,7 1,73, m
1,86, m 1,82, m 1,82, m 1,86, td (13,3-3,4)
3 89,2  314,dd(11,8-45) 889  314,dd(115-42) 889 314 dd(11,7-43) 89,2 3,13, dd (11,7-4,3)
4 38,9 - 38,9 - 38,9 - 38,9 -
5 55,7 0,80, d (12,3) 55,8 0.80, d (11,9) 55,9 0,80, d (12,0) 55,7 0,80, m
6 18 1,43, m 18,0 1,42, td (13,2-3,2) 18,0 1,43, m 18,0 1,43, m
1,56, m 1,56, m 1,56, m 1,55, m
7 32,5 1,34, m 32,5 1,33, m 32,5 1,34, m 32,5 1,34, m
1,51, td (12,2-3,3) 1,50, td (13,0-3,5) 1,50, td (12,4-35) 1,50, td (12,2-35)
8 39,3 - 39,3 - 39,3 - 39,3 -
9 47,6 1,60, m 47,9 1,60, m 47,6 1,60, m 47,7 1,60, m
10 36,5 - 36,5 - 36,5 - 36,5 -
11 23,1 191, m 23,1 1,90, m 23,1 1.90, m 23,1 191, m
12 1224  527,t(3,7) 1224 5,27,t(3,6) 1224 5.27,t(3.6) 122,4 5,27,1(3,4)
13 1435 - 1435 - 1435 - 143,5 -
14 415 - 41,5 - 415 - 41,5 -
15 275 1,10, dm (13,7) 275 1,10, dm (13,9) 275 1,10, dm (13,6) 27,5 1,10, dm (13,9)
1,80, td (13,7-3,0) 1,80, m 1,80, m 1,80, m
16 22,6 1,73, m 22,6 1,73, m 22,4 1,73, m 22,6 1,73, m
2,07, td (13,3-3,7) 2,07, td (13,6-3,6) 2,07, td (13,2-3,4) 2,07, td (13,2-3,3)
17 46,6 - 46,6 - 46,6 - 45,8 -
18 41,1  2,88,dd (13.7,4.0) 41,1  2,88,dd (136-4,1) 41,1  2,88,dd (135-4,0) 411 2,88, dd (13,4-4,1)
19 45,9 1,16, m 45,3 1,16, m 45,8 1,16, m 46,6 1,16, m
1,73,t(13,7) 1,73,t(13,6) 1,73,t (13,5) 1,73,t(13,4)
20 30,2 - 30,1 - 30,1 - 30,1 -
21 33,5 1,24, m 33,5 1,24, m 335 1,24, m 335 1,24, m
1,42, td (13,0-2,6) 1,42, td (13,6-4,1) 1,42, m 1,42, td (13,2-3,5)
22 31,8 1,62, m 31,8 1,62, m 31,7 1,62, m 31,8 1,62, m
1,74, m 1,74, m 1,74, m 1,74, m
23 27,3 1,05, s 27,1 1,07, s 27,1 1,07,s 27,2 1,05,s
24 15,8 0,88, s 15,8 0,87,s 15,85 0,88,s 15,8 0,87, s
25 14,7 0,98, s 14,8 0,96, s 14,8 0,97, s 14,8 0,98, s
26 16,4 0,82, s 16,4 0,82, s 16,4 0,82, s 16,4 0,82, s
27 24.9 1.18,s 24,9 1,17,s 24,9 1,17, s 24,9 1,17,s
28 176.7 - 176,7 - 176,7 - 176,7 -
29 32.1 0.93,s 32,1 0,93, s 32,1 0,93,s 32,1 0,93, s
30 22.6 0.96, s 22,6 0,96, s 22,6 0,96, s 22,6 0,96, s
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Tableau I11-8:Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie
génine des composeés (Sp6-Sp8 et Sp13) dans CDsOD.

position ~ Composé Sp 6 Composé Sp 7 Composé Sp 8 Composé Sp 13
8¢ su(J en Hz) dc 3u(J en Hz) 8¢ 3u(J en Hz) dc su(J en Hz)
1 38,7 1,00, td (13,9-3,3) 38,6 1,00, m 38,5 1,00, m 38,6 1,00, td (13,9-3,3)
1,63, m 1,63, m 1,64, m 1,63, m
2 25,9 1,70, m 25,7 1,86, m 25,7 1,73, m 25,9 1,70, m
1,83, m 1,76, m 1,86, m 1,83, m
3 88,8 3,14,dd (11,5-4,3) 89,2 3,14,dd (115-42) 89,2  314,dd(116-42) 889 3,14, dd (11,5-4,1)
4 38,9 - 38,9 - 38,9 - 38,9 -
5 55,9 0,80, d (12,1) 55,7 0,80, m 55,7 0,80, m 55,8 0,80, m
6 18,0 1,43, m 18,0 142, m 18,0 1,42, td (13,8-3,0) 18,0 1,43, m
1,56, m 1,56, m 1,55, m 1,56, m
7 32,5 1,34, m 325 1,32, m 32,5 1,34, m 32,5 1,34, m
1,50, td (12,6-3,3) 1,50, td (11,6-4,5) 1,50, td (12,0-3,1) 1,50, m
8 39,3 - 39,3 - 39,3 - 39,3 -
9 47,8 1,60, m 47,8 1,60, m 479 1,60, m 47,8 1,60, m
10 36,5 - 36,5 - 36,5 - 36,5 -
11 23,1 1,90, m 23,2 1,92, m 23,2 1,92, m 23,2 1,90, m
12 1224  527,t(3,6) 1224  527,t(3.5) 1224 527,(3,6) 1224 527,t(3,5)
13 1435 - 1435 - 1435 - 143,5 -
14 41,5 - 41,5 - 41,5 - 41,5 -
15 273 1,10, dm (14,2) 275 1,11, dm (13,9) 275  1,10,dm (14,1) 275 1,10, dm (14.0)
1,80, m 1,80, td (13,9-3,2) 1,80, td (14,1-3,3) 1,80, m
16 22,6 1,73, m 22,6 1,73, m 22,6 1,73, m 22,6 1,73, m
2,07, td (13,4-3,7) 2,07, td (13,2-3,4) 2,07, td (13,2-3,3) 2,07, td (13,4-3,7)
17 46,6 - 46,6 - 46,6 - 46,6 -
18 41,1 2,88,dd (13,6-4,1) 41,2 2,88,dd (135-3,7) 41,1  2,88,dd (136-43) 41,1 2,88, dd (13,7-4,1)
19 45,9 1,17, m 45,8 1,17, m 46,6 1,16, m 45,8 1,17, m
1,73, t(13,6) 1,73, (13,5) 1,73, (13,6) 1,73,t(13,7)
20 30,2 - 30,2 - 30,1 - 30,2 -
21 335 1,24, m 335 1,24, m 335 1,24, m 33,5 1,24, m
1.42,td (12.9, 3.3) 1,42, td (13,4-3,4) 1,42, td (13,4-3,0) 1,42, td (13,2-4,2)
22 31,8 1,62, m 31,8 1,62, m 31,8 1,62, m 31,8 1,62, m
1,74, td (13,6-3,5) 1,74, m 1,74, td (13.7, 4.6) 1,74, td (13.6, 3.5)
23 27,2 1,07, s 27,2 1,05, s 27,2 1,06, s 27,1 1,07,s
24 15,9 0,88, s 15,8 0,88, s 15,7 0,87, s 15,8 0,87, s
25 14,8 0,97, s 14,8 0,98, s 14,8 0,98, s 14,8 0,97, s
26 16,4 0,82, s 16,4 0,82, s 16,4 0,82, s 16,4 0,82, s
27 25,0 1,17, s 24,9 1,19, s 24,9 1,17,s 24,9 1,17,s
28 176,7 - 176,7 - 176,7 - 176,7 -
29 32,1 0,93, s 32,1 0,93, s 32,1 0,93, s 32,1 0,93, s
30 22,7 0,97, s 22,6 0,96, s 22,6 0,96, s 22,6 0,96, s

180



Les composés Sp9-Spl2sont des bidesmosides de 1’hédéragénines leurs structures sont
établies par comparaison avec ceux déja décrites précédemment (Sp6, Sp7, Sp8, Sp13). Dans un
premier temps nous allons élucider la structure de la génine comparé avec celle déja établie pour
le premier groupe de saponine aprés nous indiquons seulement les différences qui résides dans
la partie osidique de chaque composé.
111.1.1.8 Détermination structurale des composés Sp9, Sp12

La formule brute des composés Sp9 et Sp12 a été déterminée a Cg3H137045 grace I’analyse
des spectres de masse HR-ESI-MS (Figure [11-78) qui montre des ions pseudo-moléculaire
[M+H]*a m /z 1853,8469 et 1853,8445 respectivement, (calculé 1853,8432) soit un gain de 16
uma par rapport a celles des saponosides Sp8 et Sp13, laisse suggérer la présence d’un oxygéne
de plus dans la structure du Sp9et Sp12, soit une oxydation au niveau des génine.
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Figure 111-78 : Spectres de masse HR-ESIMS des composés Sp9et Sp12.
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Les spectres RMN *H et **C J-modulé du composé Sp9 (Figure 111-79, 111-81) sont trés voisin de
celui du composé Sp8. En effet, on reconnait pratiqguement tous les signaux de la génine et des 9
unités osidiques. La seule différence notable entre ces deux composé se situe au niveau de la
génine et cela par la disparition du signal d’un méthyle et I’apparition du signal de deux protons
géminés a don 3,35 et 3,60 ppm (Figure I11-79) portés par un carbone oxydé vers ¢ 63,1(Figure
111-80).
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Figure 111-79 : Spectre RMN *H du composé Sp9 par comparaison avec le composé Sp8.
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Figure 111-80 : Spectre HSQC du composé Sp9 (partie génine).

182



3“'23 ‘L i'
W e @ 2™ 8@ =™ 4 B W™ ppm

28 13 12
e ppm
Figure 111-81 : Spectre RMN **C du composé Sp9.

Les deux protons géminés Ha-23 (8n3,35 ppm, m), Hp-23 (3,60 ppm, d, J=9,4Hz) corrélent sur
le spectre HMBC (Figure 111-82) avec les carbones C-3(81,0 ppm), C-4(6c42,6 ppm) , C-5(6c46,7
ppm) et C-24(5c12,4 ppm), confirmant ainsi la localisation de la fonction CH2OH en C-23.

HMBC

Corrélations HMBC du groupement CH>OH de la génine du composé Sp9

Ces corrélations sont confirmés par les effets rOe observés entre H-p23, H-5 et H-3 et entre les
méthyles CHz-24 et CHs-25.

miH

effet rOe

Corrélations ROESY groupement CH,OH de la génine du composé Sp9
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Figure 111-82 : Spectre HMBC de la partie génine du composé Sp9.

L’analyse conjointe des spectres COSY, HSQCJ-modulé et HMBC nous a permet
d’attribuer tous les déplacements chimiques des protons et carbones de la génine du composé
Sp9 (Tableau 111-9) qui est identifié comme étant 1’hédéragénine et par comparaison avec les
données de la littérature [Alabdul Magid et al., 2006; Mahato et Kundu., 1994].

Hédéragénine
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D’apres 1’analyse combinée des spectres COSY, ROESY, HSQC -TOCSY, HSQC J-
modulé et HMBC, la partie osidique est constituée de deux chaines liée en C-3 et C-28 est

identifié identique point par point a la partie osidique du Sp8 (Tableau 111-9, 111-7).

Concernant le séquencage les corrélations osidiques observées sur le spectre HMBC du
composé Sp9 sont identiques a celles déja décrites pour le composé Sp8.

H-1"""""" Rha Il terminal et C-3'"""" Glc Il,

H-1""""""""* Gal terminal et C-4""""" Glc I,

H-1"""" Glc Il et C-4"""" Rha ll,

H-1""" Rha Il et C-3'""Glc I,

H-1""" Glc 1 et C-3"" Rha I,

H-1"" Rha | et C-2' Ara,

H-1" Ara et C-3 de la génine.

H-1""""""" Glc IV et C-6""""""" Glc IlI,

H-1""""" Glc 111 et C-28 de la génine.

A la fin de cette analyse nous attribuons au saponoside Sp9 la structure : 3-O-[f-D-
galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-s-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—3)-$-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranosyl]-28-O-[5-D-glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-hédéragenine. Une
nouvelle structure dénommée Semipapposide I. [Bendamene et al., 2020].
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o
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L’analyse détaillée des spectres de RMN 1D et 2D montre que le composé Spl2 présente la
méme génine et les mémes enchainements osidiques que ceux rencontrés dans Sp9 mais avec
le p-D-Xylose comme premier sucre de la chaine -[#-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-
glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-axylopyranosyl]- liée en C-3 de la
génine. Ce résultat est appuyé par les corrélations HMBC et ROESY observés entre C-3 de la
génine et H-1" du Xyl | a 81/8¢c (4.47) Xyl —H-1'/ (¢ 80.9) C-3 et dn/dH (4.47) Xyl-H-1'/ (3n
3.63,dd, J=10.0-5.4 Hz ,H-3) respectivement.

L’ensemble des données spectrales accumulées (Tableau I11-9) nous a permis d’attribuer a la
nouvelle saponine Spl2 la structure suivante : 3-O-[5-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-
glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-axylopyranosyl]-28-O-[$-D-
glucopyranosyl-(1—6)--D-glucopyranosyl]-hédéragenine, dénommée Semipapposide L
[Bendamene et al., 2020].
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Tableau 111-9: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) de la partie osidique des composésSp9et Sp12dans CDsOD.

Partie osidique
Composé Sp9 Composé Sp12
Position [ oc [ 6n (JenHz) | Position | dc [ o1 (JenHz) Position | dc | 61 (JenHz) | Position | dc [ o0 (JenHz)
C-3 Ara Rha 111 C-3 Xyl | Rha 111
1 103,8 4,50, d (6,0) """ 995 5,39, d (1,5) 1 1044  447,d(7,3) 1 995  5,39,d(1,3)
2’ 75,4 3,66, m 21 71,0 3,90, dd (3,4-1,5) 2! 77,2 3,30, dd (8,8-7,3) 21 71,1 3,91, dd (3,2-1,3)
3 72,8 3,66,m 3 70,4 3,95, dd (9,2-3,4) 3 773 341, m e 703 3,95,dd (9,3-3.2)
4’ 68,5 3,77, m 4 73,4 3,32, m 4’ 70,3 3,46, m 4 73,3 3,32, m
5’ 64,5  3,53,d(9,9) s 677 4551, m 5’ 653  3,19,t(10.5) s 67,7  4,50,m
3,85,d(9,9) 6" 16,5 1,26,d (6,1) 3,84, m 6" 16,5 1,27,d (6,2)
Rha | Gal Rhal Gal
1”7 100,3 5,21, d (1,4) 17 102,9 4,46, d (7,5) 1”7 1002 5,30, d (1,3) 1 102,9 4,46 d (7,6)
2" 69,6 4,25, dd (3,4-1,4) 2717 3,46, m 2" 69,4 4,28, dd (2,5-1,3) e 71,7 3,46,m
3" 81,4 3,90, dd (9,4-3,4) 3 736 3,46, m 3" 81,5  3,93,dd (9,6-2,5) 3rermne 736 3,45 m
4" 71,2 357,t(9,4) 4 688 3,85, m 4" 714 3,57,1(9,6) Oy 688 3,84, m
5" 68,7 3,95, m s 75,3 3,51, m 5" 68,7 3,98, m Srrrereeee 75,3 3,51, m
6" 16,7  1,27,d(5,9) 6" 60,7 3,80, m 6" 167  1,27,d(6,2) 6" 60,7 3,80, m
Glcl C-28 Glc Il Glcl C-28 Glc
1" 104,3 4,53,d (7.,8) 1 943 5,37,d (8,2) 1" 1043  4,52,d(7,7) Yy 943  5,36,d(8,2)
20 74,7 3,41,1(8,8) 20 72,4 3,34, m 2 74,7 3,42, m 20 72,4 3,35, m
3 81,9  3,54,t(8,8) 3 76,7 3,42,1(8,7) 3 81,9  3,55,1(9,2) 3rmn 76,7 3,41,t(9,1)
4 683  3,39,1(8,8) 4 695 3,45, 1(9,4) 4 683  3,39,t(8,8) g 695  3,41,t(9,1)
5 76,3 3,35, m srrreert 76,4 3,53, m 5 76,3 3,36, m st 76,4 3,53, m
6" 61,0 3,72,dd (11,8-4,9) 6" 68,0 3,78, dd (11,8-3,4) 6" 61,0 3,72, dd (12,0-5,3) 6"’ 68.0 3,78, dd (11,7-4,9)
3,89, dd (11,8-2,0) 4,14, dd (11,8-1,9) 3,88, m 4,14, dd (11,7-1,9)
Rha ll Glc 111 Rha ll Glc 111
1 100,9 5,22, brs 11032 4,36, d (7,8) 1 1009  522,d(1,2) e 1032 4,36,d(7,8)
2 70,8 3,98, dd (3,2-1,7) 2 737 3,22, dd (9,2-7,8) 2 70,8 3,98, dd (3,0-1,2) 2 73,7 3,2,dd (9,1-7,8)
R 70,8 3,96, m 3reeeerne 76,6 3,37,1(9,0) 3 70,8 3,96, dd (9,6-3,0) 3rrreeeer 76,6 3,37, m
4 82.6  3,61,t(9,5) g 701 3,30, t (8,6) 4 82,6  3,60,1(9,6) grrmm 701  3,31,t(88)
5 67.2 4,12, m srrreeeet 76,6 3,25, ddd (8,6-5,6-2,3) 5 67.2 4,12, m srrrreeet 76,6 3,25, m
6" 167  1,35,d(6,2) 6" 613 3,68, dd (12,0-5,6) 6" 167  1,35,d (6,1) 6" 61,3 3,67, dd (12,0-5,6)
Glc 11 3,86, dd (12,0-2,3) Glc 1 3,86, dd (12,0-2,0)
1" 1044 4,62, d (7,8) 1" 1044  4,62,d(7.8)
0 76,2 3,40, m 20 76,2 341, m
3rmm 76,1  3.80,t(9,2) 3rmm 76,1  3,80,1(9,2)
4 729  383,t(9.2) 4 729 383,t(92)
50 758 3,40, m 5 758  341,m
6"’ 59,6 3,88, dd (11,8-5,3) 6" 59,6 3,88, m
3,95, dm (11,8) 3,95, dd (12,9-3,2)




111.1.1.9 Détermination structurale des composés Sp10, Sp1l

Sur les spectres de masse a haute résolution ESI-MS (Figure 111-83) ESI-MS mode positif
des saponosides Spl0 et Spll, sont observé des ions pseudo-moléculaires [M+H]" a
m/z1823,8333 et 1823,8347 (calculé 1823.8326), respectivement. Comparativement aux
saponosides précédents Sp7 et Sp6 ,les saponosides Spl0 et Spll comprennent un oxygene

supplémentaire +16 uma.

Elemental Composition Report Sp10 Page 1
Single Mass Analysis p
Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3 +
Monoisotopic Mass, Even Electron lons [M + H] 1823 ' 8333

175 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Elements Used:

C:80-84 H:0-200 0:0-50 Na:0-1

Pic2 (12-13)_187-221 (20-80) R2+3

18HRE43 11 (0.220) 1: TOF MS ES+
4.4Te+004

2284.1941

610.1843 7492692 939.3810 2388.4355 2599.3638

miz

Minimum: -1.5
Maximum: 5.0 5.0 50.0
Mass Cale. Mass mDa PFM DEE i-FIT Norm Conf (%) Formula

1823.8344 1823.8326 1.8 .0 15.5  369.8  0.091 951.30 (C82 H135 044 4/ C82H135O44
3 CEU HITE 024 Na

1
1823.8302 4.2 2. 12.5 3721 2,442 8.0

Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis S p 1 1
Tolerance =5.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0

Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3 [M + H]+ 1823 . 8333

Monaisotopic Mass, Even Electron lons

175 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Elements Used

C:80-84 H:0-200 0:0-50 Na:0-1

P3 [15)_187-221 (20-80) R243

18HRB41 14 (0.271) 1: TOF MS ES+
1.35e+005

245.0789

365.0703 429.0893 g5 44p3 BBRISH0 g agun 10372712

miz

Minimum 5
Maximum 5.0 5.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PEM DBE i-FIT HNorm Conf(%} Formula

1823.8350 1823.8326 2.4 .3 15.5 488.0 0.478 61.99 (C82 H135 044 / C82H135044
& cg0 HAI3E

1
1823.8302 4.8 2, 12.5 488.5 0.967 38&.01 044 Na

Figure 111-83 : Spectres des masses HR-ESI-MS des composés Sp10et Sp11.

L’analyse combinée des spectres de RMN H, 3C J-modulé, COSY, HSQC J-modulé, HMBC
et TOCSY du composé Sp10 permet de retrouver les mémes signaux de la partie osidique décrits

pour le saponoside Sp7 (Tableau 111-10,111-5) avec I’hédéragenine comme partie aglycone.
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Protons anomériques Protons osidiques
30
\ 7 %
26| 25 24
3| Ho23 H-18
M / LJLSplO
P
H.3 H-18 JU
Sp7
/ W, sp
3| T T T T 2| T T T T 1| I[ppm]I
Aral oy Gle 11
Gal
[
5.40 5.35 530 5.25 p-plrn a.50 a5s .50 a.as 2.0 I ppm

Figure 111-84 : Spectre RMN *H du composé Sp10 par comparaison avec le composé Sp7.

Ainsi, la saponine Sp10 est identifiee comme la 3-O-[f-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-
xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl]-28-O-[5-D-
glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-hédéragenine.une nouvelle structure déenommée

Semipapposide J [Bendamene et al., 2020].
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De maniére similaire I’analyse combinée des spectres de RMN H, 1*C J-modulé, COSY, HSQC
J-modulé, HMBC et TOCSY du composé Spll permet de retrouver les mémes signaux de la
partie osidique décrits pour le saponoside Sp6 (Figure I111-85 Tableau 111-10,111-5) avec

1I’hédéragenine comme partie aglycone.

Protons anomériqu Protons osidiques

A

Sp1l

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 1 [ppm]

Glc 1l xy||| Xyl | Glc 111

Rha l
ppm 4.65 P'F"""

Figure 111-85 : Spectre RMN 1H du composé Spl1 par comparaison avec le composé Sp6.

Ainsi, la structure de Sp11 est donc déterminée comme la suivante: 3-O-[f-D-galactopyranosyl-
(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—-3)-p-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-28-O-[5-
D-glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-hédéragenineétablis pour la nouvelle saponine

dénommée Semipapposide K [Bendamene et al., 2020].
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Tableau 111-10 :Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN *3C (150 MHz) de la partie osidique des composésSp10 et Sp11ldans CDsOD.

Partie osidique
ComposéSpl0 Composé Sp1l
Position [ dc | ou (Jen H2) | Position [dc | ou (JenH2) Position | dc | 6 (JenHz) | Position [ dc [ dn (JenHz)
c-3 Ara Rha Il1 Xyl | Rha 11
1 103,5 4,52,d (6,6) 1 995  5,39,d(1,3) 1’ 104,2 4,48, d (7,9) 1 995 539.d (1,6)
2 747 3,72, dd (8,5-6,6) 20 71,0 3,90, dd (3,4-1,3) 2’ 76,4 6,36, dd (8,5-7,9) 2mrr 710 3,90, dd (3,3-1,6)
3 729  3,71,dd (8,5-3,4) 3 703 3,94, dd (9,6-3,4) 3 77,6 3,45,1(8,5) 3rrm 703 3,95, dd (9,6-3,3)
4’ 685  3,77,m grrm 734  332,m 4’ 70,3 3,48, m grrrm 734 332,m
5 643  352,dd(11,2-53) 5" 67,7  450,m 5’ 65,3 3,20, t (10,5) srrre 67,7 4,50, m
3,88, m 6 165  1,26,d(6,2) 3,84, dd (10,5-1,9) 6" 16,5 127,d (1.6)
Rha l Gal Rha l Gal
1" 99,9 5,26, brs G 102,9  4,46,d (7.,8) 1" 99,9 5,38, d (1,4) e 1029 4,46,d (8,1)
2" 70,2 4,10,dd (3,2-1,5) y NG 717 346,m 2 70,0 4,14, dd (3,6-1,4) ariremer 717 3,46, m
3" 80,7  3,88,dd(9,7-3,2) e 736  3,46,m 3" 80,8 3,90, dd (9,5-3,6) 3 736 3,46, m
4" 714 357,t(9,7) grrrmn 68,9  3,84m 4" 713 3,57,1(9,5) grrerr 68,9 384, m
51 685  3,94,m grrrreren 753 351, m 51 68,5 3,98, m s 753 352,m
6" 16,7  1,26,d(6,2) 6 60,7  3,80,m 6" 16,7 1,25, d (6,3) 6 60,7 3,80,m
Xyll Xyl 11
1 105,1 4,50, d (7,5) C-28 Glc 11 1 105,1 4,49,d (7,9) C-28 Glc 11
20 746 3,40, dd (8,7-7,5) 1 94,3 5,37,d (8,2) 21 74,6 3,40, dd (8,6-7,9) 1 94,3 537,d (8,2)
3 8]”5 3’4g’ t (9,0) rrrrere 72’4 3’35’ m 3 81,5 3’50’ t (8,6) e 72’4 3,35’ m
4'" 68,3 3,52’ m 3rreerere 76’7 3’43’ t (8’9) 4" 68’3 3’53’ m e 76,7 3743, t (8,9)
5 65,7 3.24,t(9,7) 4 695 3,46,1(8,9) 5 65,7 3,25,1(9,8) 4695 3,46, 1(8,8)
3,87,dd (9,7-1,9) s 764 352,m 3,89, dd (9,8-1,9) s 76,4 353,m
Rha Il 6" 68,0 3,77,dd(11,2-4,5) Rha ll 68,0 3,78, m
1 100,7 5,21,d (1,3) 4,13, dd (11,2-1,8) 1" 100,7 5,22,d (1,2) 4,13, dd (11,7-1,8)
2 70,9 3,97, dd (2,9-1,3) Glc 111 21 70,8 3,97, dd (3,4-1,2) Glc 111
3 708  3,95,dd (9,7-2,9) e 1032 4,36,d (7,8) 3 70,8 3,96, dd (9,4-3,4) 11032 4,36,d (7,8)
4 826  3,61,t(9,7) 2 737 3,22,dd (9,1-7,8) 4 82,7 3,61,t(9,4) 2 737 3,23,dd (9,0-7,8)
5 671 413, m 3766 3,35,1(9,0) 5 67,1 4,13, m 3766 3,37,1(9,0)
6" 16,6  1,34,d(6,0) g 701 3,31,t(8,7) 6" 16,6 1,35,d (6,2) g 701 3,31, 1(8,6)
GlC | greeeeeer 76’5 3’25’ m GIC | grreereeer 76’6 3,26, m
1 1044  4,62,d(7,8) 6" 613 3,68 dd(11,9-55) 1 104.4 4,62, d (7,8) 6" 613  3,68,dd(11,8-5,6)
20 763  3,40,m 3.87,dd (11,9-2,5) 2117t 76,3 3.41,dd (9,3-7,8) 3,86, dd (11,8-1,9)
3 76,1  3,80,t(9,5) 3 76,1 3,81,1(9,3)
4 729  3,83,t(9,5) 4 72,7 3,83,1(9,3)
5rm 758  341,m grrrn 758 3,41, m
6 59,6  3,87,dd (11,7-5,2) 6" 59,6 3,89, dd (11,3-2,2)
3,95, m 3,95, dd (11,3-3,5)
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Tableau 111-11: Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et RMN 13C (150 MHz) de
la partie genine des composes (Sp09- Sp12) dans CD3OD.

Partie génine
position Composé Sp 9 Composé Sp 10 Composé Sp 11 Composé Sp 12
dc dum (J en Hz) dc 61 m (J en Hz) dc o1 m(JenHz) dc o1 m(JenHz)
1 383 0,99, m 383 0,98 m 384 098 m 384 0,98, m
1,63, m 1,63, m 1,62, m 1,62, m
2 25,3 1,76, m 25,2 1,76, m 254 1,74, m 254 1,74, m
1,88, m 1,88, m 1,84, m 1,84, m
3 81,0 3,63,dd(12,1-4,3) | 809 3,62,dd(12,6-39) |808 362,m 80,9  3,62,dd (10,0-5,4)
4 426 - 426 - 426 - 426 -
5 46,7 1,28, m 46,8 1,28, m 46,6 1,27, m 46,7 1,28, m
6 174 1,39, m 17,4 1,38, m 17,4 1,39, m 17,4 1,39, m
1,50, m 1,50, m 1,50, m 1,50, m
7 31,8 1,30,m 31,8 1,30,m 31,8 1,30,m 31,8 1,30, m
1,42, m 1,42, m 1,40, td (13,2-2,7) 1,42, m
8 393 - 393 - 394 - 392 -
9 47,6 1,65, m 47,6 1,64, m 47,5 1,64, m 47,5 1,64, m
10 36,2 - 36,2 - 368 - 36,2 -
11 23,2 1,92, m 23,1 1,92, m 23,2 1,92, m 23,1 1,92, m
12 1224 527,t(35) 122,4 5,27, brs 1224 527,t(3.3) 122,3 527, brs
13 1436 - 1436 - 1436 - 1436 -
14 41,6 - 41,6 - 416 - 41,6 -
15 275  1,10,dm (13,9) 275 1,10,m 275 1,10, dm (13,9) 275 1,10,m
1,80, td (13,9-4,6) 1,80, m 1,80, td (13,9-4,2) 1,80, m
16 226 1,73,m 226 1,73,m 226 1,73,m 226 1,73, m
2,07, td (13,4-3,5) 2,07, td (13,5-3,1) 2,07, td (13,8-3,7) 2,07, td (13,3-3,3)
17 46,7 - 466 - 46,8 - 46,7 -
18 41,1 2,88,dd (13,6-4,0) | 41,1 297,dd (12,8-2,9) | 41,1 2,88,dd (13,5-4,0) | 41,1  2,88,dd (13,7-3,5)
19 45,6 1,16, m 45,8 1,17, m 45,8 1,17, m 458 1,16, m
1,73, 1 (13,6) 1,73, m 1,73, m 1,73,t(13,7)
20 301 - 301 - 301 - 301 -
21 335 1,24, m 335 1,24, m 33,5 1,24, m 335 1,24, m
1,43, td (13,3-3,6) 1,42, m 1,42,1d (13,2-3,2) 1,42,1d (13,8-3,7)
22 31,8 1,62, m 31,9 1,62, m 31,9 1,62, m 31,9 1,62, m
1,74, m 1,74, 1d (13,1-4,8) 1,74, m 1,74, m
23 63,1 3,35m 63,1 3,35 m 63,0 334,m 63,0 3,33,m
3,60,d (9.4) 3,56, m 3,62,d (11,6) 3,64,d (12,2)
24 124 0,72,s 125 0,72,s 125 0,72, s 124 0,72,s
25 152 1,00,s 152 1,00,s 152  1,00,s 152 1,00,s
26 16,3 0,82,s 1655 0,82,s 16,5 0,825 164 082,s
27 24,9 1,20, s 24,9 1,19,s 24,9 1,19,s 249 1,19,s
28 176,7 - 176,7 - 176,7 - 176,7 -
29 321 093s 321  093s 321 093 321 0925
30 226 0,96,s 226 0,96,s 226 0,96,s 226 0,96,s
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111.1.1.10 Détermination structurale des composées Sp14-Spl16

L’élucidation structurale des sponosides Spl4, Sp15 et Spl6 a été réalisé selon la
méthode déja décrite précédemment par analyse des spectres de masse ainsi que les spectres
RMN 1D (*H et 13C) et 2D (COSY, TOCSY, HSQC-TOCSY, HSQC J-modulé, HMBC et
ROESY) .La comparaison des déplacements chimiques (Tableau 111-12, 111-13) de leurs protons

et carbones a ceux de la littérature révele que ces saponosides sont de structures connues.

Le saponoside Sp14 est : I’acide 3-O-[5-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-p-D-xylopyranosyl]-28-O-[#-D-glucopyranosyl-(1—6)-5-D-glucopyranosyl]-
oléanolique, Scabiosaponine E déja isolé a partir de Scabiosa tschiliensis (Caprifoliaceae)
[Zheng et al., 2004].

Le saponoside Sp15 est : I’acide 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-
(1—-3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-5-D-xylopyranosyl]-28-O-[5-D-glucopyranosyl-(1—6)-5-

D-glucopyranosyl]-oléanolique, Scabiostellatoside B.

Le saponoside Spl16 est : acide3-O-[5-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—-3)-p-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-28-O-[ -
D-glucopyranosyl-(1—6)-$-D-glucopyranosyl]-oléanolique, Scabiostellatoside D.

Les saponoside Sp15 et Sp16 ont été isolés pour la premiere fois a partir de Scabiosa
stellata (Caprifoliaceae) [Lehbili et al., 2018a].

Xyl I
HO
o
e o o HO 1o'Glel/Gle IT
Ho—= Rhal Gle II/Gle 111
Xyl I1 OH
R=H Spl4: Scabiosaponine E

R=Rha Il  Spl5: Scabiostellatoside B
R=Rhall (4 —1)Glc | Sp1l6: Scabistellatoside D
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Tableau I11-12: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN *3C (150 MHz) de

la partie génine des composeés (Sp14-Spl6) dans CDsOD.

Partie génine
Composé Spl4 Composeé Sp15 Composé Spl6
Position [ 8c |8 m@JenHz) [&c [ 84 m(JenHz) 8¢ |8 m(@JenHz)
1 38,6 1.00,td (135-3,1) | 386 1,00, td (13,5-3,1) 386 1,00, m
1,63, m 1,63, m 1,63, m
2 25,9 1,70, m 25,9 1,70, m 25,9 1,70, m
1,82, m 1,82, m 1,82, m
3 88,8  3,14,dd(11,7-43) | 888  3,14,dd (11,7-4,3) 88,8 3,14, dd (11,6-4,3)
4 38,9 - 38,9 - 38,9 -
5 559 0,80, d (11,7) 559 0,80, d (12,1) 559 0,80, d (12,1)
6 18,0 1,42, m 18,0 1,42, m 18,0 1,42, m
1,55, m 1,55, m 1,55, m
7 325 1,33, m 325 1,33, m 325 1,33, m
1,51, td (13,7-4,3) 1,51, td (13,7-4,3) 1,51, td (13,7-4,3)
8 39,3 - 39,3 - 39,0 -
9 47,8 1,59, m 47,8 1,59, m 47,8 1,59, m
10 36,5 - 36,5 - 36,5 -
11 23,2 1,91, m 23,2 191, m 23,2 1,91, m
12 1224 527,t(3,7) 1224 527,t(3,6) 1224 527,t(3,6)
13 1435 - 1435 - 1435 -
14 41,5 - 415 - 41,1 -
15 275 1,10, dm (14,1) 275 1,10, dm (14,1) 275 1,10, dm (13,9)
1,80, m 1,80, m 1,80, m
16 22,6 1,73, m 22,6 1,73, m 22,6 1,73, m
2,07, td (13,3-3,8) 2,07, td (13,3-3,9) 2,07, td (13,6-3,5)
17 46,6 - 46,6 - 46,6 -
18 411 288,dd (13,7-4,2) | 41,1 2,88, dd (13,8-4,4) 415 2,88, dd (13,7-4,3)
19 45,8 1,17, m 45,8 1,17, m 45,8 1,17, m
1,73,t(13,7) 1,73,t(13,7) 1,73,t(13,7)
20 30,1 - 30,1 - 30,1 -
21 335 1,24, m 33,5 1,24, m 335 1,24, m
1,42, td (13,2-2,8) 1,42, td (13,3-2,5) 1,42, td (13,3-2,5)
22 31,8 1,62, m 31,8 1,62, m 31,8 1,62, m
1,73, m 1,73, m 1,73, m
23 27,1 1,07, s 27,1 1,07, s 27,1 1,07, s
24 15,9 0,88, s 15,9 0,88, s 15,8 0,88, s
25 14,8 0,97, s 14,8 0,98, s 14,8 0,98, s
26 16,4 0,82, s 16,4 0,82, s 16,4 0,82, s
27 24,9 1,17,s 24,9 1,17 ,s 249 1,17 ,s
28 176,7 - 176,7 - 176,7 -
29 32,1 0,93, s 32,1 0,93, s 32,1 0,93, s
30 22,7 0,96, s 22,7 0,96, s 22,6 0,96, s
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Tableau I11-13:Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN C (150 MHz) de la partie osidique des composés(Sp14- Sp16) dans CDsOD.

Partie osidique

Composé Spl4

Composé Spl5

Composé Sp16

Position | S | 54 m (JenHz) Position | 3¢ | 34 m (J en Hz) | Position | 3¢ | 34 m (JenHz) Position | 3¢ | 34 m (JenHz) | Position | 3¢ | 34 m (JenHz)
C-3 Xyl | C-3 Xyl 'l C-28 Glc | C-3 Xyl | C-28 Glc 11
1 1050 4,39, d (7,1) 1 1050 439, d (7,1) 1 943  537,d(8,2) 1 1050 4,39, d (7.1) 1 943  537,d(8,)
X 766 3,40,dd (8,7-7,8) 2 766 3,40,dd (857,2) 2 727 332,m X 766 3,40, dd (8,5-7,6) 2 724 335m
3’ 77,5 3,45,1(8,7) 3’ 77,5 3,45, t(8,5) 3 76,4 3,53,1(8,8) 3’ 775 3,45,1(8,6) 3 76,7 3,42,1(8,6)
4’ 70,1 347, m 4’ 70,1 347, m 4 69,5 3,39,1(8,8) 4’ 70,2 347, m 4 69,5 3,44,1(8,6)
5’ 65,2 3,19,dd (11,6-10,2) | 5’ 65,2 3,19,t (11,4) 5 76,4 5’ 65,2 3,19,dd (11,5-9,8) 5 76,4 3,52, m
3,84, dd (11,6-5,3) 3,84, dd (11,4-5,2) 6" 68,0 3.73,dd (11,7-5,0) 3,84, dd (11,6-5,2) 6" 68,0 3,78, dd (11,6-5,0)
Rhal Rha | 3.86, dd (11,7,1,6) Rha | 4.14,dd (11,6-1,7)
1 999  538d(15) 1 999  538d(L6) Gle i 1 999 538,d(L5) Gle 111
27 702 4,13m 27 702 413,dd(31-16) 17 1032 436,d(7,8) 27 701 413,dd (3,1-18) 1 1032 436,d(7.8)
3" 80,8  390,dd(97-34) | 3" 80,7 3,90, dd (9,6-3,1) 21 737 3,23,1(9,0-7,8) 3" 80,7 3,90, dd (9,2-3,1) 21 737 3,23,dd (9,0-7,8)
4" 71,3 3,57,1(9,3) 4" 71,3 3,57,1(9,6) 3 76,6 3,36, m 4" 71,4 3,58,t(9,5) 3 76,6 3,36, m
5" 68,5 4,00, m 5" 68,6 4,00, m 4 70,1 3,31,t(8,7) 5" 68,5 4,00,m 4 70,0 3,31,1(8,9)
6" 16,6 1,25,d (6,2) 6" 16,6 1,25,d (6,2) 5 76,6 3,27, m 6" 16,6 1,25,d(6,2) 5 76,6 3,27, m
Xyl 1 Xyl 11 6" 61,3  3,66,dd (12,0-56) | 6" Xyl 1l 6" 61,3 3,68, dd (11,8-5,5)
1 1049 4,49, d (7,6) 1 1051  447,d(7,7) 3,86,dd (12,0-21) | 1 1051 4.47,d(7,7) 3,87, dd (11,8-2,4)
2" 73,7 3,36, m 2" 74,4 3,40, m 2 74,5 3,40, dd (8,8-7,7)
3 746 349, 1(8,6) 3 820 348, t(9,0) 3 81,6 349, t(8,8)
4 68,6 353, m 4 68,4 3,53, m 4 68,3 3,53, m
5 631 33t (9,6) 5 657 3,23 dd (11,6-9,3) 5 657 3,23, dd (11,5-9,7)
3,87, m 3.87, m 3,87, m
C-28 Glc | Rha | Rha |
1 943  537,d(8.2) 1 10,1 521,d(16) e 1007 521, brs
20 72,4 3,35, m 20 70,9 3,97,dd (3,3-1,7) 20 70,8 3,97, m
3 76,7 3,42,t(8,7) 3t 70,8 3,96, dd (9,5-3,3) 3rrerer 70,9 3,96, dd (9,4-3,3)
4 69,5 3,44,1(8,7) 4 72,6 3,63,1(9,5) 4 82,3 3,63,t(9,4)
s 76,4 352, m st 68,5 4,12, m s 67,1 4,12,m
6" 68,0 3,78, dd (11,6-4,8) 6"’ 16,5 1,34,d (6,2) 6’ 16,5 1,34,d(6,2)
4,14, dd (11,6-1,8) Glc 1
Glc 11 1 104,3 4,62,d(7,8)
1 103,2 4,36,d (7,8) 20 747 3,22, m
20 73,7 3,23,dd (6,2-7,8) 3 76,7 3,38,1(8,6)
3 766  337,m grmmm 700 333,m
4 70,1 331, m sreeeeet 76,6 3,31, m
srrm 766  327,m 6 61,3 3,73 dd (11,9-52)
6" 61,3  3,66,dd (12,0-55) 3,86, dd (11,9-2,4)

3,86, dd (12,0-2,4)
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D’un point de vue chimiotaxonomique, les espéces du genre Scabiosa sont principalement riches
en saponines composées de geénines triterpéniques de type acide oléanolique, ursolique et
hédéragénine. Selon des études antérieures sur S. rotata [Baykal et al., 1998], S. tschilliensis
[Zheng et al., 2004; Pinto et al., 2018], S. stellata [Lehbili et al., 2018a], S. songarica [Pinto
etal.,2018] et S. sicula [Kiling et al., 2020], environ 52 ont été isolées . Il n’est donc pas étonnant
de trouver ces composés (Spl-16) dans I’espéce S.semipapposa.

Nos travaux personnels sur I’espéce Scabiosa semippaposa meénent a I’isolement et
I’identification de 12 nouvelles structures de saponines bidesmosides possédants un squelette
d’acide oléanolique (1-8) (Semipapposide A-H) et de I’hédéragenine (9-12) (Semipapposide I-
L) avec un bidesmoside de I’acide oléanolique (13) (Semipapposide M) obtenue sous forme de
mélange inséparable avec le composé (4) , ainsi que 3 glycosides d’acide oléanolique connus
(14-16).

Les saponines (1-16) isolées de S. semipapposa possedent tous le gentiobiose en position
C-28 et le motif partiel (-Rha-(1— 2)-Xyl-) ou (-Rha-(1—2)-Ara-) en position C-3 de
I’aglycone avec une glycosilation supplémentaire en C-3 du Rhamnose, ce motif commun est
fréquemment rencontré dans les plantes de la famille des Caprifoliaceae .

D’aprés les enchainements osidiques élucidés nous remarquons que les saponines
1,4,6,11,14,16 et 3,12,13 possédent en position C-3 de I’aglycone le motif osidique partiel [Xyl-
(1-3)-Rha-(1—2)-Xyl-] et [Glc-(1—3)-Rha-(1—2)-Xyl-] respectivement . Ces derniers ont
été déja rencontrés dans les saponines de S. tschilliensis [Zheng et al., 2004] et S. stellata
[Lehbili et al., 2018a].

Ma et al. (1992) a suggére que le motif [-Rha-(1—2)-Xyl-] en C-3 pourrait étre consideré
comme un marqueur chimotaxonomique des Dipsacaceae. Par exemple le motif partiel en C-3
de I’acide oléanolique [Rha-(1—3)-Xyl-(1—3)-Rha-(1—2)-Xyl-] et [Glc-(1—4)-Xyl-(1—3)-
Rha-(1—2)-Xyl-] ont été précédemment observés dans les saponines isolées a partir de
Pterocephalus bretschneidri [Tian et al., 1993b]et P. hookeri[ Tian et al., 1993a] (Dipsacaceae)
mais en remarque aussi la présence de ce Xylose chez Triplostegia grandiflora (Caprifoliaceae)
[Maet al., 1991].

De méme nous avons trouvés que le motif partiel [Xyl-(1—3)-Rha-(1—2)-Ara-]
identifié chez les saponines 2,5,7,10 et le motif partiel [Glc-(1—3)-Rha-(1—2)-Ara-] identifié
chez les saponines 8 et 9 ont été précédemment décrits dans les saponines de S. tschilliensis
[Zheng et al., 2004], and S. stellata [Lehbili et al., 2018a].
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D’une autre part le motif en C-3 [Xyl-(1—3)-Rha-(1—2)-Ara- ] a été déja observé chez
Triplostegia grandiflora (Caprifoliaceae) [Ma et al., 1991] ainsi que chez d’autres especes du
genre Cephalaria (Caprifoliaceae) comme C. aristate [Sarikahya et al., 2014], C. taurica[|Ozer
et al., 2018], C. balansae[Top et al., 2017], C pastricensis[Godevac et al., 2006].

Pareillement le motif partiel [Glc-(1—3)-Rha-(1—2)-Ara- Jen C-3 a été aussi décrit
chez des especes de la famille Caprifoliaceae comme Cephalaria davisiana [Kayce et al., 2014],
C. aytachii [Kayce and Kirmizigul, 2017], Lonicera macranthoides [Chen et al., 2012],

Tremastelma palaestinum [ Senel et al., 2014] and Weigela stelzneri [Rezgui et al., 2016].

L’ unité gentiobiose en C-28 trouvée dans les saponines isolées (1-16) a été observée aussi
chez les Caprifoliaceae [Tian et al., 1993] et chez des espéces de Scabiosa a I’exception dans
les sapoonines ;Scabiostellatoside H et palustroside 11l isolés a partir de Scabiosa stellata
[Lehbili et al., 2018a] ou songorosides A et C isolés a partir de S songarica [Pinto et al., 2018]
ou elle été absente .

Par contre nous avons remarqué que les saponines isolés a partir de S. songarica avait le
motif partiel [-Rha-(1—3)-Xyl-] et non pas le motif partiel [-Rha-(1— 2)-Xyl-] en position C-3
de I’acide oléanolique [Pinto et al., 2018]. Donc il apparait difficile d’établir une séquence

chimiotaxonomique pour ce genre.

En conclusion, nos travaux contribuent a la connaissance phytochimiques de 1’espéce S.
semipapposa associée a une signification chimiotaxonomique de Scabiosa spp. Par conséquent,
nos résultats sont conformes a ces découvertes et apportent une contribution supplémentaire a la
connaissance des saponines des especes de Scabiosa. Ainsi confirmant la richesse en
triterpénoides pentacycliques de ces especes qui est observés par Pinto et al. (2018) avec la
présence de ’acide oléanolique comme aglycone et du glucose, xylose, rhamnose et arabinose

comme des unités osidiques.
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I11.1.2 Elucidation structurale des iridoides

En plus des seize saponosides précédemment décrits, 1’étude phytochimique de 1’extrait
des racines a permis aussi d’isoler a partir des fractions A et D quatre iridoides avec des

structures connus dont trois mono-iridoides (Sp17-Sp19) et un bis-iridoide Sp20.

I11.1.2.1 Détermination structurale du composé Sp17

> Analyse du spectre RMN 1D 'H et *C

Le spectre RMN 'H du composé Spl17 (Figure III-86), montre d’emblée les signaux
caractéristiques d’un secoiridoide glycosyé. En effet, on observe :
= Un signal sous forme de doublet déblindé a ou 7,62(d, J= 2,5Hz) caractéristique du
proton oléfinique H-3 dont le carbone est oxygéné
= Un signal intégrant pour un proton résonant a ou 5,58 ppm sous forme d’un doublet
fin attribuable au H-1(d,J=1,7 Hz).
=  Trois signaux de trois protons qui résonnes a : ou 5,57 ppm (dt,J=17,1-9,9 Hz), 5,29
ppm (dd, J=10,3-1,7Hz) et 5,33 ppm (dd, J=17,1-1,8Hz) attestant la présence d’un
systeme ABX d’une double liaison terminale (CH=CH>).
= Un signal sous forme d’un doublet de doublet dédoublé de doublet de a 612,72 ppm
(ddd, J=9,6-5,5-1,4 Hz) caractéristique du proton H-9.
= Deux signaux qui résonnes a : oul,72 ppm (ddd , J=13,5-12,7-4,3 Hz) et a 011,80 m.
caractéristiques de deux protons géminés H-6a,b.
=  Undoublet a 4,70 ppm (J= 7,9 Hz) caractéristique du proton anomere H-1' du sucre,
en 'occurrence le glucose, dont les protons osidiques sont localisés dans la zone

entre 3,1 et 4,0 ppm (Tableau I11-14).

H-1 Protons osidique
H-10a,b
H-3
H-6a,b
TIE Tll:l 5‘5 EID 5‘5 5Il:l 4.‘5 -ﬂ-ll:l 3‘5 EID 2‘5 2‘0 |:||:|n'|I

Figure I11-86 : Spectre RMN 'H du composé Sp17.

L’analyse du spectre RMN 3C (Figure 111-87) indique la présence de seize carbones dont dix

sont attribués a la génine et six a ’unité osidique.
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Figure I11-87 : Spectre RMN *C du composé Sp17.
» Analyse des spectres RMN 2D
L’expérience de corrélation homonucléaire ou COSY H-H du composé Sp17 (Figure I11-88)
montre des corrélations entre :
- Les protons géminés H-6a,b corrélent eux et avec les protons géminés H-7a,b a dn 4.39 et 4.48
ppm et aussi avec le proton H-5(du 3,18) qui couple a son tour avec le proton H-9 (du 2,72), ce
qui situe le carbone C-5 entre les carbones C-6 et C-9.
-En plus de sa corrélation avec le proton H-5, Le proton H-9 corréle aussi avec les protons H-1
(0u 5,58) et H-8 (dn 5,57) et ce dernier correle avec les protons géminés H-10(dn 5,29, 5,33) ces
trois protons constituent le groupement vinylique accroché sur le carbone C-9.
- A partir du proton anomérique a 4,70 ppm (d, J = 7,9 Hz), I’expérience COSY (Figure [11-88)
permet de mettre en évidence la présence de sept protons d’un hexose: H-2'a 6 3.21ppm (dd,
J=9,0-7,9 Hz),H-3" a 813,39 ppm (¢, J= 9,0 Hz),H-4" a 3,29 ppm (dd ,J= 9,0 Hz), H-5" a 61 3,34
,H-6"a,b a on 3,68 ppm (dd ,J=12,0-6,0 Hz) et 3,91ppm (dd, J/=12,0-2,0Hz). Les constantes de
couplage vicinales, mesurées a partir du spectre de RMN 'H sont toutes supérieurs a 7 Hz, ce qui

indique qu’ils sont tous trans-diaxiaux. Ceci est caractéristique d’un S-D-glucopyranose.

Corrélations COSY et HMBC du composé Sp17
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Figure I11-88: Spectre COSY du composé Sp17.
L’expérience HSQC (Figure I11-89) a permis d’attribuer les carbones protonés de la génine C-
5,C-6,C-7, C-8,C-9 et C-10 a oc 27,0 ,24,5 ,68,3 , 131,9 ,42,4 et119,4 respectivement et les
carbones osidiques C-1',C-2',C-3', C-4',C-5" et C-6' (Tableau III-14).

La structure compléte du composé sp17 est établie apres I’analyse du spectre HMBC
(Figure I11-90) qui nous permet de localiser les carbones quaternaires et de relier toute les parties
identifiés :

-Le proton H-9 donne des corrélations avec les carbones C-5, C-1, C-4, C-8 et C-10. De méme
le proton H-8 correle en HMBC avec les carbones C-9, C-1 et C-10, confirmant ainsi la structure
vinylique.

-Le proton H-3 (dn 7,62) corréle en HMBC avec les carbones C-4, C-5, C-1 et le carbonyle d'ester
a167,1 ppm (C-11).

- Le proton H-1 corréle avec les carbones C-5, C-8 et C-3. La constante de couplage >Ji.c entre
H-3/C-1 ou H-1/C-3 se fait a travers un oxygeéne et confirme la structure hétérocylique du ce
compose€.

-Les protons géminés H-6a,b présentes des corrélations avec les carbones C-5, C-9, C-7, et C-4.
-Le proton H-1 corréle également avec le carbone C-1'du glucose ce qui nous permet de fixer le

sucre sur I'hydroxyle en position 1 de la génine.
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H-3 H-1 H-10a,b H-1' H-6'b | H-5
H-7a,b H-6a 9 H-6a,b
c6 . = pe
C-5 H'5/E'5 H'6a,b/C‘ 0
c-9 | - “
— . H9/co .
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€3 H-3'/c-3  :_H2/C2
C-5' &0
H-5'/C-5'
c1 H-1/C-1 .
] H-1'/C-1' '
110
C-10 H-10a,b/C-10
—— - 120
c-8
— ~ H8/C-8 e
140
c-3
H-3/C-3 1=
T T T T T T T T T T T T T
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Figure I11-89 : Spectre HSQC du composé Sp17.
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Figure III-90 : Spectre HMBC du composé Sp17.
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Toutes ces données spectrales en comparaison avec celles de la littérature [Jensen et al., 1979]
permet d’attribuer la structure du Sweroside au composé Sp17 précédemment isolé de Scabiosa
variifolia [Papalexandrou et al.,2003] et Scabiosa stellata |Lehbili et al.,2018] considéré
comme un marqueur chimiotaxonomique de la famille Dipsacaceae.|Jensen et al., 1979 ;

Perdetzoglou et al., 1994 ;Graikou ., 1999 ; Horn et al., 2001].

Sp17 :Sweroside

Tableau I11-14 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) du
compos¢ Sp17 dans CD3OD.

Position Composé¢ Sp17
e | ou m(J en Hz)

1 96,5 5,58d(1,7)

3 152,5 7,62d(2,5)

4 104,6 -

5 27,0 3,18m

6 24,5 1,72 ddd (13,5-12,7-4,3)
1,80 m

7 68,3  4,39td (11,3-2,4)
4,48 ddd (11,1-4,2-2,1)

8 131,9 5,57 dt (17,1-9,9)

9 424 2,72 ddd (9,6-5,5-1,4)

10 119,4 5,29 dd (10,3-1,7)
5,33 dd (17,1-1,8)

11 167,1 -

Glc

1’ 98,2 4,70d(7,9)

2! 73,3  3,21dd (9,0-7,9)
3 76,4  3,39t(9,0)

4’ 70,1 3,29 dd (9,6-8,9)
5 76,9 3,34m

6’ 61,2 3,68 dd (12,0-6,0)

3,91 dd (12,0-2,2)
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I11.1.2.2 Détermination structurale des composés Sp18 et Sp19
L’observation du spectre RMN 'H (Figure 111-91) du composé Sp18 permet de confirmer sa

nature iridoidique, par la présence de certains signaux caractéristiques. En effet, on observe:

= Un signal d’un proton résonant sous forme dun doublet a du 7,41 ppm attribuable au
proton oléfinique H-3

= Un signal d’un groupement méthyle a du 1,12 ppm (d, J = 6,9 Hz) attribuable au CH3-
10b.

= Un singulet intense intégrant pour trois protons résonant a du 3,70 ppm caractéristique
d’un méthyle d’une fonction méthoxycarbonyle.

= Un signal d’un proton résonant sous forme d’un doublet a dn ou 5,29ppm attribuable au
proton H-1b.

= Les protons d’un hexose (entre 3,20 et 3,95 ppm) dont son proton anomérique résonne a

81 4,66 ppm (d, J= 8,0 Hz).

O-¢Hs-12

Hs-10

Protongosidjque
H-3 H-1'

Figure I11-91 : Spectre RMN 'H du composé Sp18.

Sur le spectre RMN *C du composé Sp18 (Figure 111-92) nous observons 17 carbones dont 6
sont assignés a la partie glucidique et 11 a la partie aglycone :

= Un signal blindé a 5c168,1 ppm correspond au carbonyle a la position 11.

= Un carbone éthylénique attribuable au C-3 résonne a dc 150,7 ppm.

*  Un signal situé a 8¢96,3 ppm attribuable au C-1.

= Un carbone anomérique localisé a ¢ 98,6 ppm.

= Un carbone du groupement méthyle CH3-10 localisé a c12,1 ppm.
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Figure I11-92: Spectre RMN *C du composé Sp18.
Au moyen des corrélations bidimensionnels COSY H-H (Figure I11-93) I’identification des autre
protons de I’aglycone a été effectué :
= A partir des protons H3-10 le proton H-8 est localisé a 1,89 ppm, qui est a son tour donne
des corrélations avec les protons situés a 6u2.04 ppm (td, J= 9,2-4,5 Hz) et a ou 4,05 ppm
(¢, J=4,3 Hz) attribuables au H-9 et H-7 respectivement.
= le proton H-9 corréle avec le proton H-1 a 61 5,29 ppm (d, J= 4,6 Hz) et H-5 a 61 3,12
ppm (dd,J=16,2-8,0 Hz).Ce dernier correle avec les deux protons géminés H-6 a,b situés
a du 1,64 et 2,24 ppm ,qui présentent eux méme une autre corrélation avec le proton H-7.
= Le spectre COSY permet ¢galement d’identifier les protons osidiques a partir du proton
anomérique H-1'situ¢ a 4,66 ppm (dd, J =8,0 Hz). Les grandes valeurs de constantes de
couplages, indiquent que ces protons sont axiaux. Il s’agit donc f-D-glucose (Tableau IlI-

15).

- -1’ H3 10
H| ' ‘ i H-7 )’U H-5 H-6b H-9, ¢ H-6a J
N\ J l'_JJL_,__,Jh L“LJU “\_h,_lj\_ﬁ;_—*_ _\__ ppn
_j : - 1.0
! 1.5
. - = = Hs3-10 /H-8
. “" - @
. " # (¢] H-8/H-9 20
L - - -
2.5
H-5/H-6b H-9/H-5
o H2/M3 R @ H-5/H-6a *°
= 9 H1m2 , = H-4'/H-5'
. H-3'/H-4’ F3.5
{ R (™ H-5'/H-62’ H-8/H-7
." - ’ - ’
] - (®) H-5'/H-6b 5 B 8 o
H-6b/H-7 H-6a/H-7
4.5
- -
—= -~ -
| _ H-9/H-1 .
—ZJI T T T T T T T T =5.5
5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 pPpm

Figure I1I-93 : Spectre COSY du composé Sp18.




Sur le spectre HSQC J-modulé (Figure I11-94) sont attribués tous les carbones des protons déja

identifiés.

i |

H-5/C-5 Ly

_— =) H Séc 8 C s

— Hs-12/C-12 H-6b/C-6(=) (3 (3 H-6a/C-6F 40

_ - = 50
H-9/C-9

— H-6'a,b/C-6' [- - H-a'/C-4 / 60

— H-7/C-7 (=) H-2'/C-2' F 7o

E 80

H 1/c 1 H_lllc_ll H'3’/C'3' H_5I/c_5I E o0

] - G G =100

— E110

E120

E130

H-3/C-3 F140

0 E 150

TI.5 T.IO 6{5 6.IO 5I.5 5I.CI 4{5 4I.D 3:5 3I.D 2]5 2I.D 1:5 1I.D ppm

Figure I11-94 : Spectre HSQC du composé Sp18.

Corrélation COSY et HMBC du composé Sp18

L’analyse de I’expérience HMBC (Figure II11-95) a permet de compléter et de confirmer la
structure du composé sp18 d’apres les corrélations observées :
= Entre les protons H3-10 et les carbones précédemment localisés sur le spectre HSQC ; C-
8 (0¢ 40,8),C-9(8¢ 45,0), et C-7(6c73,7 ).
= Entre le proton H-1 et les carbones C-5 (6¢ 30,8), et C-3 (dc150,7).
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= Entre le proton H-5 et les carbones C-9, C-6 (6c 41,3),le carbone quaternaire C-4
(6c113,6), C-1(8¢96,3), C-3 (8¢150,7) et C-7(5c73,7)
= Entre le proton éthylénique H-3 et le carbone C-5, C-1, le carbone quaternaire C-4
(0c113,6) et le carbonyle d’ester C-11a d¢c 168,1 ppm.
= Entre les protons H3-12 de la fonction méthoxycarbonyle et les carbones C-11 et C-4.
Une autre corrélation est observée entre le proton H-1 et le carbone C-1' qui permet de fixer le

glucose sur I’aglycone en position 1.

Hs-12 Hs-10
H-3 H-1 H-1 H-5
_ppm
P o e 10
E 20
— Hn3/cs H-1/C-5 (=) - H-5/C-6 " T H10/Cc8 |
— : 3 o e PR = T T
— .- : 50
H-5/C-9 H-10/C-9
— — = 60
= R O IR
H-10/c-7 | ¥
H-1/C-1’ H-1'/c1 P %0
— [(<JH-3/C-1 =) .- _ =H-5/C-1 - - F 00
—| =H-3/c-4 - Hs-12/C-4(=) - - - F 110
/ =12/ H-5/C-4 20
130
140
— H-1/C-3 () (=) H-5/C-3 150
Hs-12/C-11 ;160
— [JH-3/c-11 ———+——— [=]H-5/C-11 L 170
T.IS TTO 6?5 E.IO 5?5 5I.D 415 4?0 3I.5 3.IO 2?5 2.IO 1 .IS 1 TO ppm

Figure III-95 : Spectre HMBC du composé Sp18.
L’ensemble des corrélations et les déplacements chimiques comparés avec ceux de la littérature

nous ont permis d’établir que le composé Sp18 était le Loganine isol¢ précédemment a partir de

Lonicera periclymenumL. (Caprifoliaceae) [Calis et al., 1984a].
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Sp18 : Loganine

Le composé Sp19 présente des spectres RMN 'H et '3C (Figure 111-96, 111-97) presque

identiques a ceux du Sp18 a part la disparition du signal résonant pour le groupement méthyle

H3-10 et la présence de trois protons déblindés résonants a 6u5,65 ppm (dt, J=17,1-10,5 Hz, H-
8) et [5,25 ppm (dd, J=10,5-1,8 Hz), 5,28 ppm (dd , J=17,1-1,6 Hz) ,H>-10] (Tableau III-15) . Le

couplage du proton a ou 5,65 ppm avec les deux autres indiquant la présence d’une double liaison

terminale (CH=CH>) caractéristique d’un secoxyloganine .Ces trois protons sont assignés au H-

8 et H-10a,b dont les carbones éthylénique résonnent a 6c133,1 et 119,2 ppm respectivement.

Sur le spectre RMN *C nous observons en plus du carbonyle a §¢167,4 ppm (C-11) lié

au groupement ester carboxylique, un deuxiéme carbone déblindé a 6¢174,8 ppm révele la

présence d’une fonction acide carboxylique.

O-Ciis-12

Prot@ns osidique

H-10a,b
Hy1
-3
Hy8
T T T T T T T T T T T T
75 70 6.5 5.0 5.5 5.0 a5 4.0 2.5 2.0 2s ppin

Figure I11-96 : Spectre RMN 'H du composé Sp19.
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Figure I11-97 : Spectre RMN > C du composé Sp19.

L’analyse des spectres RMN 2D COSY, HSQC et HMBC permet de confirmer les
constatations déduites précédemment.
= Le proton H-9 sur le spectre COSY (Figure I11-98) correle en plus du proton H-5 avec
les protons H-1 (015,50) et H-8 (0u 5,65) et ce dernier donne des corrélations avec les
protons géminés H-10 a,b . Sur le spectre HMBC (Figure [11-99) le Proton H-9 présente
des corrélations avec les carbones C-5 (8c27,1) , C-1 (6¢96.1), C-4, C-10(6c119.2) et
C-8 (0c133.1) et les protons H-10 correlent en HMBC avec les carbones C-9, C-1 et C-
8.
= Les deux protons géminés H-6 a,b sont localisés a 2,28 et 2,96 ppm sur le spectre COSY
d’apres leurs corrélations avec le proton H-5. En HMBC les protons H-6 corrélent avec
le carbonyle a (dc 73.7) attribuable au C-7.
= Egalement nous observons d’autres corrélations entre le proton éthylénique H-3 et les
carbones C-4 et C-11 (6c 167.4), et entre le proton H-1 et C-1' du glucose qui permet de

déduire sa fixation sur le secoxyloganine en position 1.

Corrélations COSY et HMBC du composé Sp19.
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Figure ITI-98 : Spectre COSY du composé Sp19.
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Figure III-99 : Spectre HMBC du composé Sp19.
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Cette analyse spectrale a permis d’attribuer tous les protons et les carbones constituant cette
molécule. Leurs déplacements chimiques sont identiques a ceux de Secoxyloganine isolé
précédemment a partir des tiges de Lonicera perlclymenum (Caprifoliaceae) [Calis et sticher.

1984 b].

OCHj

Sp19 : Secoxyloganine

Tableau I11I-15 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) des
composés Sp18, Sp19 dans CD3OD.

Position Composé¢ Sp18 Composé Sp19
oc | ou m(J en Hz) oc | on m(J en Hz)
1 96,3 5,29 d (4,6 96,1  5,50d(3,8)
3 150,7 7,41d(1,0) 1522  7,49d(1,8)
4 113,6 - 108,7 -
5 30,8 3,12 dd (16,2-8,0) 27,1 3,33 m
6 41,3 1,64 ddd (14,0-8,0-4,9) 33,6 2,96 dd (16,6-5,0)
2,24 ddd (14,0-8,0-1,3) 2,28 dd (16,6-9,1)
7 73,7 4,05t (4,3) 1748 -
8 40,8 1,89 m 133,1 5.65dt(17.1-10.5)
9 45,0  2,04td (9,2-4,5) 43,9 2.83 ddd (9.5-5.4-4.0)
10 12,1 1,12d(6,9) 119,2  5.25dd (10.5-1.8)
5.28 dd (17.1-1.6)
11 168,1 - 167,4 -
COOCH; 50,2  3,70s 50,2 3.70 s
Glc
1 98,6 4,66 d (8,0) 98,5  4,67d(7,8)
2 73,3 3,21dd (9,2-8,0) 73,2 3,23dd(9,2-7,8)
3 76,6 3,38t(8,7) 76,5  3,37t(9,0)
4’ 70,2 3,29 dd (9,6-8,7) 70,1 3,30 dd (9,6-9,0)
5' 77,0 3,32 m 77,0 3,32 m
6’ 61,3  3,67dd(11,9-5,9) 61,3  3,68dd(11,9-5,4)

3,91d(11,9-1,8) 3,91 dd (11,9-1,9)
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I11.1.2.3 Détermination structurale du composé Sp20
L’analyse des spectres RMN 1D et 2D du composé Sp20 a montré I’existence des signaux
correspondants a un bis-iridoide, dimere formé de deux unités A et B (secoiridoide/ iridoide)
liées par une liaison ester.
% Identification de I’unité B
En comparaison avec les spectres (Figure I11-91, 111-92) de Sp18, I'unité¢ B (partie iridoide)
présente tous les signaux caractéristiques d’un loganine cités précédemment. (Tableau I1I-16).
% Identification de I’unité A
Le spectre de RMN 1H de Sp20 (Figure III-100) indique la présence des signaux de
secoxyloganine (Sp19) caractérisé par :
= La présence de trois protons d’une double liaison terminale (CH=CH>) résonnants a dou
5,77 (ddd, 17,3-10,2-9,1), 5,28 (dd, 10,2-1,2) et 5,33 (dd, 17,3-10,7), assigne aux protons H-
8a et Ho-10a. Caractéristique d’une double liaison terminale (CH=CH»).
= Un fin doublet a 6u 7,47 ppm (J=0,8 Hz) indiquant la présence d’un proton éthylénique
dont le carbone est oxygéné attribuable au H-3a.
= Undoublet de doublet dédoublé a 62,71 (d¢,8,8-5,5) intégrant pour un proton attribuable
au H-9a
= Un singulet intense intégrant pour trois protons a ou 3,31 ppm.
La différence notable entre le Sp19 et Sp20 et consiste en la présence de deux groupements
méthoxy (OCH3) résonnants a dn 3,31 ppm formants un diméthyle acétal remplacant la fonction
acide carboxylique en position 7 traduit par le signal du carbone C-7 qui apparaissant a 6c 103,8
au lieu 174,8 ppm.
Sur le spectre RMN 'H nous observant également deux protons anomériques H-1" a 614,68 et H-

1" a du 4,70 ppm.

UniteB 0-CH3;12 0:CH;-12+13
UnitéA
Proton$ osidjque CHs-10
H-3
H-3
T T - T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 &.0 5.5 5.0 4.5 4.0 2.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figure ITI-100 : Spectre RMN 'H du composé Sp20.
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Sur le spectre *C (Figure 111-101) nous distinguons :

= Deux signaux blindés a dc 167,9 et 166,8 ppm attribuables aux carbonyles situés aux
positions 11.

= Deux carbones éthyléniques en position 3 résonnants a 6c 151,1 et 151,8 ppm.

= Deux signaux situés a dc 96,0 et 96,4 ppm attribuables aux positions 1.

= Deux carbones anomériques C-1' et C-1" localisés a 6¢ 98,7 et 98,6 ppm.

=  Un carbone du groupement méthyle CHs-10 localisé a ¢ 12,2 ppm.

UnitéB 5'4+5"
UnitéA
1'+1"
3 1
1111 ]l 8I 10 4,
) 1 1 | L
160 180 140 120 120 110 100 a0 a0 70 [=w] = u] 40 a0 20 ppm

Figure I11-101 : Spectre RMN '3C du composé Sp20.

Les expériences COSY, HSQC et HMBS nous ont permis de confirmer les attributions
précédentes et de caractériser chaque unité d’aprés les corrélations appropriées observées.
En commencant par la partie iridoide (unité B), les expériences COSY et HMBC (Figure I11-102,
[I1-103) présentent les mémes corrélations observées pour le composé Sp18.
Concernant la deuxieéme partie (unité A) en plus des corrélations observés pour le
secoxyloganine (composé Sp19), le spectre HMBC montre un couplage *Jc. entre le carbone
C-7 et les protons des groupements méthoxy (OCH3) a 6u 3.31 ppm confirmant la localisation
d’un diméthyle acétal en cette position.
Le spectre HMBS montre également des corrélations entre les protons anomériques H-1" et H-
1" avec les carbones C-1g et C-14 des unités B et A.
Toutes ces données spectrales ainsi que les valeurs des déplacements chimiques ont permis de
proposer sans ambiguité, la structure de secoxyloganine diméthyle acétal pour la partie A de ce

bis-iridoide
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Corrélations COSY et HMBC du composé Sp20

H-10a.b 0-CH3-12 O-CH3-12+13 CH3-10
H-1 -1'+H-1" H-6a
H-1 -5 .
He I W J H.7 H-5 H-9 H-6b " £fiep ¥ H-6a
ppm
I - /-1-0
. . _ F15
L] i i L - H3'10/:|i%
‘ : i ' ’ '. - : F - - B
i L25
-— [ ] A - -
i . = Qis [H-o - 3.0
i - - - - =
i s L35
i . . - H-5/H-6a H-9/H-5
i - :-.- C4.0
- . -7/H-6a Fa5
: - aqn " EH'II/H'ZI B H 7/H 6a
+ H-1"/H-2"; H-8/H-7 50
- wo N H7/H-6bE) g EH-7/H-6a
-' i .H-9/H-1 8 H-1/H-9 F55
- ) : " H-9/H-8 @
H-10 /H-8 u ‘ 6.0
' 6.5
i
i
' . ; F7.0
i Y
: H-3/H5 ! (g [@ H-3/H-5 5
5|.5 5I.0 4I.5 4I.0 3.|5 GI.IJ 2|.5 2.|0 1|.5 ppm

Le déplacement chimique du carbone du C-7b a 8.76,9 ppm suggere qu’il est impliquée dans une

liaison ester qui relie les deux parties A et B de ce composé. Ceci est confirmé par la corrélation

Figure III-102 : Spectre COSY du composé Sp20.

observée entre C-11a et H-7b sur le spectre HMBC (Figure I11-103).
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Figure I11-103 : Spectre HMBC du composé Sp20.

Tous les déplacements chimiques des protons et carbones (Tableau III-16) déterminés
conjointement par les expériences COSY, HSQC et HMBC permettent d’identifier le composé
Sp20 au Cantleyoside diméthyle acétal (Triplotoside A). Isol¢ pour la premicre fois a partir du
genre Scabiosa et qui a précédemment ¢été identifié dans les parties aériennes des deux especes
Pterocephalus perennis subsp.perennis et de Pterocephalus pinardii(Dipsacaceae) [Graikou, et

al .,2002, Giilcemal et al.,2010].
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HO \HO
OH
Sp 20 Cantleyoside diméthyl acétal= Triplotoside

Tableau I11-16 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN !3C (150 MHz) du
composé Sp20 dans CD3OD.

Composé Sp20
Position Unité B (Loganine) Unité A (Secologanine)
oc ‘ ou m (J en Hz) oc | ou m (J en Hz)

1 96,0 5,33 d(4,4) 96,4  5,55d(5,5)

3 151,1 7,45d(1,0) 151,8 7,47 d(0,8)

4 111,8 - 110,6 -

5 31,1 3,14q(7.8) 28,0 2,94 dt (7,3-5,6)

6 38,9 1,77 ddd (14,6-7,8-5.,2) 31,8 1,66 ddd (14,1-8,1-4,5)
2,33 ddd (14,6-7,8-1,3) 2,10 dd (14,1-8,1)

7 76,9 5,22t (4,3) 103,8 4,54 dd (7,1-4,6)

8 39,6 2,15m 134,5 5,77 ddd (17,3-10,2-9,1)

9 45,7 2,13 m 43,9 2,71 dt (8,8-5,5)

10 12,2 1,10d(6,5) 118,4 5,28 dd (10,2-1,2)

5,33 dd (17,3-10,7)

11 1679 - 166,8 -

12 COOCH; | 50,3 3,71s 51,3 3,31s

13 COOCH; | - - 52,2 3,31s

Glc Glc

1’ 98,7 4,68d(7,9) 1" 98,6 4,70d(7,9)

2’ 73,2 3,21t(9,0-7,9) 2" 73,3  3,22dd (9,0-7,9)

3 76,6 3,381t (9,0) 3" 1766 3,39t(9,1)

4’ 70,2 3,29t(9,0) 4" 70,1 3,29t (9,5)

5’ 77,0  3,33m 5" 76,9 3,33m

6’ 61,3  3,68dd(11,8-5,9) 6" | 61,3 3,68dd(11,8-5,9)
3,92d(11,8-1,7) 3,91dd (11,8-1,7)
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I11.1.3 Elucidation structurale des composés phénoliques

L’étude phytochimique des racines de Scabiosa semipapposa a révéler aussi la présence
des composés phénoliques. En effet sept composés ont été isolés a partir des fractions A, B et C
avec des structures connus dont trois lignanes Sp21-Sp23 et quatre hétérosides phénoliques
Sp24-Sp27.
I11.1.3.1 Détermination structurale des composés Sp21-Sp23

Le spectre de masse HR-ESI-MS (Figure I1I-104) du composé Sp21 en mode positif
montre un ion pseudo-moléculaire [M+Na]" a m/z 397,1265 (calculé 397,1263)correspondant a

la formule brute CyoH2207Na.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

Tolerance =50 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

153 formula(e) evaluated with 1 results within limits {up to 50 closest results for each mass) +
Elements Used: [M+H] 397 1265

C:0-30 H:0-100 0O:0-30 Na:0-1 /
P1(10-14)(40-B0)R2+3

1: TOF MS ES+
19HR785 45 (0.347) 4 06e+005

771.2623
‘Q@% 1030551 163.0759 903574 2330811 331‘20953?3,125 ;29.%523 4842239 5811857 6151395705‘.1339 745 Izml L 801.2:729 850 sz -
T ERAIRERFEIAERT | (RER! EaRR" .5t R R A BRI 5 \RED R REALE B T | BARRE LR L E L R Y A SO ¥ TTrTE

964.2611
gREEIL T T | fror T
100 150 Z(IJD 250 300 350 400 450 500 550 600 850 700 750 800 850 800 950

miz

Minimum: G Ak
Max imum: 5.0 5.0 50.0
Mass Calc. Mass mba PEM DBE i-FIT MNorm Conf (%) Formula

«— CyHxNa
197.1265 397.1263 0.2 0.5 9.5  1670.8 n/a m’a

Figure III-104 : Spectres de masse HR-ESI-MS du composé Sp 21.

Les spectres RMN 'H et *C (Figure 111-105,111-106) du composé Sp21 montrent une vaste
gamme de signaux de carbones et protons engagés dans deux environnements chimiques
aromatiques et aliphatiques caractéristiques d’un squelette lignane.

A partir de la zone des protons aromatiques, le spectre RMN 'H (Figure 111-105) montre la
présence de six protons aromatiques localisés a ou 6,80, 6,81, 6,87, 6,89, 7,06, 7,07 ppm, avec
des différentes constantes de couplage indiquant la présence de plus d’un groupement aromatique

(Tableau III-17).

217




Protons aliphatiques

Protons aromatiques

J_JIJ
. > . : ; . ; —
7.0 B.5 B.0 5.5 2.5 PRmM
H-2'
jt
T T T T T T T
T.05 T.00 [=R- 1] B.80 5.85 pPpm
H-7 H-9a
H_7l H_glb H'gb
m Jl H-9'a H-8'
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.9 4.8 4.7 4.5 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.8 3.8 2T 2.8 3.5 3.4 .3 2.2 PRm

Figure ITI-105 : Spectre RMN 1H du composé¢ Sp21.

L’analyse des spectres HSQC et RMN "3C (Figure 111-106) révéle la présence de 12 carbones
aromatiques divisés en 6 groupements CH résonant a (6u 7,06/6c 113,3), (du 6,81/ 6c 114,2), (du
6,87/6c 120,1), (6u 7,07/6¢ 109,8), (6u 6,80/5c 114,6) et (ou 6,89/6c 119,1), et 6 carbones
quaternaires localisés a oc 127,6, 147,3, 146,0, 132,2, 147,7 et 146,1.

Carbones aromatiques Carbones aliphatiquetiques  3+3'0-CH;
g6 5522 7' 9 o 8
3 , 8
]
hERERE DL ELELELE DAL B BN B B LR DR LR B B LR BLELELL BLELELELAN DAL BLELELEL LR B B
145 140 138 130 1258 120 118 110 1085 100 a5 a0 =) a0 TS Ta 65 80  ppm

Figure I11-106 : Spectre RMN *C du composé Sp21.

Cette répartition des carbones et protons aromatiques confirme la présence de deux noyaux

aromatiques.
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L’analyse du spectre COSY (Figure I1I-107), la multiplicité ainsi que la constante de couplage
ont permis de distinguer les protons de chaque cycle. Pour le cycle aromatique A le proton H-2
a 0u7,06 ppm (dd, J= 2,0 Hz) donne une corrélation avec le proton H-6 localisé¢ a du6,87 ppm en
position méta (dd,J=8,1-2,0 Hz) lui-méme couplé avec le proton H-5 en position ortho situé a
6,81 ppm (d,J=8,1 Hz). De la méme fagon les protons du deuxiéme cycle aromatique B ont été
attribués : le proton H-6" adu6,89 ppm (dd, J= 8,1-2,0Hz) donne des corrélations avec les deux
protons H-2"a 7,07 ppm (d,J=2,0Hz) et H-5" a4 6,80 ppm (d,J=8,1 Hz). Les constantes de couplage
des trois protons de chaque cycle révelent qu’ils forment un systéme ABX et que les cycles
aromatiques A et B sont 1, 3,4 et 1',3",4' -trisubstitués respectivement [Silverstein et al 2005] et
confirme I’attribution précédente de ces protons au H-2,H-6 et H-5 pour le cycle A et H-2',H-
6'et H-5' pour le cycle B.

H-2/H-2 H3 H-5

H-5'/H-6

-—5.95

& L
~7.00
-—T.DE

- L
H'G’/H'Z’ -—7.10

T T T T T

7.0 B5.95 B.00 B85 5.20 PRm

Figure III-107 : Spectre COSY de la zone aromatique du composé Sp21.
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Sur le spectre HSQC ces protons sont assignés a leurs carbones respectifs (Figure I11-108).

DIATH H-5  _,
_H}\EC H-6, H-6 H-5
PRI
C_ZI—J < H-2'/C-2' E11c
C.2— - . 2/C2 -
F112
E112
C-5 H-5/C-5 E11a
: o ———

C-5' , , E11s

H-5'/C-5
E11e
E117
F11g

H-6'/C-6
c_61 @ 118
H-6/C-6

C-6 ~EEEEEE— s
7.05 7.00 535 580 585 .80 ppIr

Figure ITI-108 : Spectre HSQC de la zone aromatique du composé Sp21.

Les corrélations HMBC (Figure I11-109) a partir de ces protons aromatiques ont permis de
localiser les carbones quaternaires des deux cycles aromatiques :

4+ Lecycle A :
-Le proton H-2 présente des corrélations avec les carbones C-6 (d¢ 120,1), C-1 (6c 127.6) C-4
(5c 146,1) et C-3 (6c147,3).
-le proton H-6 présente des corrélations avec les carbones C-2 (6c 111,3), C-4 et le C-3.
-le proton H-5 présente des corrélations avec les carbones C-1, C-3 et C-4.

+ LecycleB:
-Le proton H-2' présente des corrélations avec le carbone C-6" (¢ 119,1) et les carbones
quaternaires C-1" (8¢ 132,2),C-4' (8¢146,0) et C-3' (6c147,7) .
-le proton H-6' présente des corrélations avec les carbones C-2' (¢ 109,8), C-4'et C-3'.

-le proton H-5'" présente des corrélations avec les carbones C-1', C-3" et le C-4".
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HMBC
VRN
H-Z' H-Z H-6' H_6 H-5 H_51

ppm
¢z H-6'/C2 e,

c-%s— -—-——H_s/c_z PR v} r
=: EE— :—115

C'S ) H'Z’/C'G’ :
el T ————H-2/C-6 120
H-5/C-1 s

C'J-_ _H-Z/C-l ——— :
c-1 | H-2/ct H-5'/C-1’ e
—:—1:!.5
140

ol H-5'/C-4'

a4 c-4'|[H-2'/c-4' H-6'/C-4'  H-6/C-4

C-3 O —m—m—H-2/C-4 H-5/C-4 [

|, e H-2/C3 . — = -5/C-3
3" | H-2/c3 H-6'/C-3'  H.6/C-3 H-5'/C3 [y
7.-|||:| 7.||:|5 7.||:-:| E.Ells E.éll:l s.tlas E.IBCI pRIM

Figure I1I-109 : Spectre HMBC de la zone aromatique du composé Sp21.

Le déblindage des carbones C-3, C-4 et C-3', C-4' des deux cycles indique la présence des
substitutions au niveau de ces carbones. Sur le spectre HMBC (Figure I11-110) nous observons
des taches de corrélations entre les groupements méthoxy localisés a du 3,89 et 3,88 ppm dont
leurs carbones résonnent a 54,9 ppm sur le spectre HSQC (Figure I1I-110) et les carbones C-3
(0c147,3) et C-3" C-3' (8c147,7).respectivement. Les effets nOe sur le spectre NOESY (Figure
I11-111) entre le proton H-2 et le méthoxy 3-CH3 (du 3,89) et entre le proton H-2' et le méthoxy

3’-CH3 (61 3,88) confirment ces substitutions
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CH3 33- CH3-3 CH3'3,
I Il Ppm UL
I pRm
L 145.5
’ —54.2
Cé E L1480 I
C-4 q 544
L 145.5
L 147.0 F5e
C-3 3-CHs/C-3 '
i i e
P [
[¢-3 L1420 5.0
3'-CHs3/C-3' s I
T T T T T T T T T
70 65 B0 65 50 4.5 40 3.5 ppm ppm
HMBC

b sl

i
31
N

H-2/ 3-CHs -

H-2 p - F7.05
‘ " ! E

IH'ZI N H-Z'/ 3,-CH;7.10

T.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 [=]=11a}

Figure III-111 : Spectre NOESY des protons méthoxyliques du composé Sp21.
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Pour les carbones C-4' (8c146,0) et C-4 (5c146,1), les valeurs déblindés de leurs déplacements
chimiques et ’absence des corrélations entre ces carbones et d’autres protons hors les protons
des cycles sur le spectre HMBC nous a permis d’attribuer aux substituants en position C-4 et C-
4’ des groupements hydroxyles.

A T’issu de tous ces données spectrales les deux cycles aromatiques A et B sont identifiés au 4-
hydroxy-3-méthoxyphényle et au 4'-hydroxy-3'-méthoxyphényle respectivement.

Sur le spectre RMN 'H (Figure I11-105) nous observons aussi en plus d’autres signaux intégrants
chacun pour un 1H ; trois doublets résonants a on 4,87, 4,05, 3,88, un singulet a 61 4,69, un triplet
a don 4,48, un doublet de doublet a 6u 3,78 et un doublet triplet a 6 3,07 ppm.

La corrélation de ces protons sur le spectre HSQC (Figure I11-112) a permis de distinguer trois
groupements méthine a (6u3,07, 6c 61,0), (6u4,69,6c 87,9) et (6u4,87, 0c86,3) et deux
groupements méthyléne (on 3,78, 4,48, 6c 70,6) et (6u3,88, 4,05 ,d6c 74,6 ). Les déplacements
chimiques des carbones des quatre derniers groupements indiquent que ces groupements sont

porteurs d’oxygene.

H.7
-9a
H-7' H-9'b H-9b 2 ,
J H-9'a H-8'
_/'L _JIL ~ " JL PPN
c-g | — e
H-8'/C-8’
&8
c-9 H-9'b/C-9 H-9'a/C-9’ -
C-9 :
— — — s
H-9b/C-9 H-9a/C-9 .
c-7' || H-7'/C-7 es
Ic-7__ T T ‘I_‘ H-I7/c-l7 T T T T T T T T T T T T T T -_Ql:l
4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 a8 =1 AT % = 3.5 3.4 33 az a1 pPpm

Figure III-112 : Spectre HSQC [3.0-5.0 ppm] du composé Sp21.

L’expérience HMBC (Figure III-113) montre des corrélations H-C conduisant a la formation
d’un squelette furofurane a travers les couplages entre :

= Le proton H-7(614,69) et les carbones C-8, C-8', C-9" et C-9.

= Le proton H-7' (du4,87) et les carbones C-8, C-8', C-9' et C-9.
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= D’autres corrélations sont observées entre les protons oxyméthylénes H-9'a (6u 3,78), H-

9'b (0n 4,48) et H-9a (du 3,88), H-9b (du 4,05) et les carbones C-8'(6c 61,0), C-7' (6c

86,3), C-7(dc 87,9) et C-8 (d¢c 91,4) confirment la structure de ce squelette.

H
o)
9
v /\\
38 & 2 HMBC
7 9
o)
H
H-7 H-9b H-9a
H-7' H-9'b ¥ v ar )

B T | I .
c-g'| H-7'/C-8 H-9'b/C-8' H-9b+a/C-8’ Leo

— - a on —m- ap--—~mr— H-9'3 /C-8’ ]

H-7/C-8' i
c.o' [[H-7/C-9' H-7/C-9' H-8'/C9'} .

c-9 [|H-7//C-9 H3/C9 [
JE— - el 75

H-9'b/C-7 | H-9b+a/C-7' e |
c_7l / a/ ‘_gla/c_7l H'84C'7 __65

L : * H-9'a/C-7 s |
C- H'glb/C'7 H-9b+a/C- H'8/c'7 Fao

el - - &1 i w H-9'a/C-8 o
H-7'/C-8 H-7/C:8  H-9'b/C-8 H-9b+a/C-8 H-8'/C-8

4.‘9 A.IE- 4!7 4!5 4.‘5 4.‘4 4!3 4!2 4.‘1 4.‘0 ‘.‘.!Q ‘.!.!E- E.Ii' 3.‘5 3!5 3!4 ﬂ.lﬂ ‘3..‘2 ﬂ!‘l ‘.‘.!D PRM

Figure I1I-113 : Spectre HMBC [3.0-4.9 ppm] du composé Sp21.

L’expérience COSY (Figure III-114) de sa part présente des corrélations entre les protons

géminés oxyméthylénes H-9a et H-9b et entre H-9'a et H-9'b. Ces derniers donnent a leurs tour

des corrélations avec un proton le proton H-8 qui correle de son c6té avec le proton oxymethine

H-7'.
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Figure I1I-114 : Spectre COSY [3.0-5.0 ppm] du composé Sp21.

Les connexions des différents fragments de ce composé sont réalisées par I’expérience HMBC
(Figure I11-115) qui montre les corrélations en 2/, *J entre :

= Le proton H-7 et les carbones du cycle aromatique A ; C-2, C-6 et C-1

= Le proton H-7' et les carbones du cycle aromatique B : C-2', C-6' et C-1’
Informent ainsi que ces deux noyaux aromatiques substituent chacun un noyau furane.
A ce stade, cette connectivité nous a permis de classer le Sp21a la classe des lignanes et plus
particulieres celle de type pinoresinol [Piccinelli et al., 2004].
Le déblindage du carbone C-8 du groupement furofuranique a 6c 91,4 ppm par rapport au carbone
C-8 situé a dc 61,0 ppm (Tableau III-17) révele la présence d’un groupement hydroxyle
alcoolique li¢ au carbone C-8 qui est confirmé par le blindage du carbone C-1 a 6c 127,6 ppm
par comparaison avec celui du C-1' situé¢ 6c 132,2 ppm due a Peffet I’effet y blindant du
groupement hydoxyle [Tsukamoto et al., 1984 b]|. Toutes ces données confirment que ce

composé est un lignane appartenant aux dérivés pinoresinol [Piccinelli et al., 2004].
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Figure I1I-115 : Spectre HMBC [4.65-4.89 ppm] du composé Sp21.

Les données de la littérature sur la stéréochimie des lignanes de type pinoresinol, montrent
que la jonction des deux cycles oxalane du furofurane est toujours en configuration cis avec une
conformation enveloppe pour chaque cycle, donnant I’ensemble d’un squelette furofuranique
d’une conformation chaise/bateau avec une position opposée des deux atomes d’oxygene.
(configuration endo/exo) dont les deux substituants en C-8 et C-8' sont situés dans la face a
[Hofer et al., 1988; Hofer et Wurz. , 1992 ;Lutz et al., 1997].

Les corrélations NOESY entre H9'a/H-7 et I’absence des corrélations entre H-7'/H-9b est

en accord avec une conformation chaise /bateau pour le noyau furofurane [Lutz et al., 1997].
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Corrélation NOESY du composé Sp 21.
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Figure III-116 : Spectre NOESY du composé Sp21.

A TDissu de cette analyse spectrale et la comparaison avec les données de la littérature
[Tsukamoto et al.,1984a ;Tsukamoto et al .,1984b ;Cowan et al.,2001]ce composé a été
identifier au 8-hydroxypinoresinole Isolé pour la premiere fois a partir du genre Scabiosa et
précédément a partir des racines de Valeriana prionophylla(valerianaceae) et qui présente un

excellent pouvoir antioxydant et une trés bonne activité vasorelaxante [Piccinelli et al.,2004].
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Sp21 : 8-hydroxypinoresinol

Les spectres de masse HR-ESI-MS (Figure I11-117) en mode positif du Sp22 et Sp23 montrent
des ions pseudo-moléculaires [M+Na]" a m/z 559,1790 et 559,1791 respectivement, compatibles
avec la formule brute C2sH32012Na. La différence de masse de 162 uma par rapport au composé

Sp21 suggére la présence d’un hexose supplémentaire dans les composés Sp22 et dans Sp23.
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Figure III-117 : Spectres de masse HR-ESI-MS des composés Sp22 et Sp23.
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Le spectre RMN 'H du composé Sp22 (Figure I11-118) présente une constitution quasi identique
a celui de composé Sp21, il permet I’identification de tous les protons d’'un méme squelette
lignane (du 8-hydroxypinoresinol) confirmé par ’analyse conjointe des spectres COSY H-H,
HSQC, HMBC.

De plus, le spectre RMN 'H de ce composé, montre un signal d’un proton anomérique résonant
sous la forme d’un doublet a grande constante de couplage a ou a 4,90 ppm (d, Jui"-n27,6 Hz),

Leur carbone résonne a d¢ 101.4 (C-1"), attribué a I’aide du spectre HSQC J-modulé.
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Figure I11-118 : Spectre RMN 'H et '*C du composé Sp22.
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L’analyse de spectre COSY (Figure III-119) réveéle que ce proton anomérique fait partie du
systéme de sept spins couplés d’un glucose. Les constantes vicinales entre les protons H sont -
toutes supérieures a 7 Hz, révelent des positions axiales pour ces protons, caractéristiques d’un
S-D-glucose. Les valeurs des déplacements chimiques des carbones sont en accord avec celles

d’un S-D-glucose terminal.

|1" H_4II+5II ||
1 -
H-7' H-9'b H-9b \ " " '
& \H-9'a] H:2 l H-8
/l l\__ _ _)I'L ol _ _ L._/ll l"k.f"x_i-\gﬂ"d k_AJ L\__ . ppm
H-8'< 0 » o o 3.0
| 3.2
I— __i . o
»
— . W - «i00 S H-4" H_5n 3.4
0 " % H-3"/H-4"
. * H'Z”/H'3" 3.6
, 6 o  E@H5"/H-6a"
H'g ‘e " o @™ s
- ' L £
“' . "H 6 , " ,, ,, H-8'/H-9'a
H-9 ) " -6a"/H-6b H-5"/H-6b 4.0
b ® ®
| H-9a/H-9b |40
|
_q’ | -9'a/H-9b 4.4
ol " @ o
H-z<| ® l [ H-8'/H-9'b[ *®
' : 4.8
—:r—:J & - =
. w H-1"/H-2" H-8'/H-7" 50
a9 48 47 46 45 4.4 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 ppm

Figure III-119 : Spectre COSY [3.0-4.9 ppm] du composé Sp22.

Sur le spectre HSQC nous avons attribués tous les déplacements chimiques de tous les carbones
et protons en suivant le méme résonnement que celui utilisé pour I’identification du composé
Sp21 (Tableau I11-17).

L’analyse du spectre HMBC (Figure III-120) montre une corrélation au niveau du proton
anomérique H1" avec le carbone C-4’ (146,0) du noyau aromatique B indique 1’attachement du
glucose en cette position. Le déblindage des carbones C-1’ et C-3" a 135,8 et 149,5 ppm
respectivement par rapport aux valeurs enregistrées pour le 8- hydroxypinoresinol C1’ (132,2),

C-3'(174,7) (Tableau II1-17) confirme cette substitution [Nishibe, et al., 1984].
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H-1" 3 OCH3 ,3' OCH3

PR

F145.0
H-1"/C-4'

1485
F147.0

3 OCHs/C-3 ‘
F147.5
F142.0
F142.5
F149.0
3 OCH3-/C-3" L1425
T T T T T T T T 180.0

B.5 5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 .5 ppm

Figure I11-120 : Spectre HMBC [3.0-7.Sppm, 140.0-150.0ppm] du compos¢ Sp22.

L’ensemble de ces données spectroscopiques et la comparaison avec les données de la
littérature [Deyama et al., 1986], permettent d’attribuer pour le composé¢ Sp22.la structure
suivante :

(+)-8hydroxypinorenisol -4'-0 -f-D- glucopyranoside. Isol¢ pour la premicre fois a partir

du genre Scabiosa.

H3CO

Sp22 : (+)-8 hydroxypinorenisol -4'-O -f-D- glucopyranoside
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Le spectre RMN 1H (figure I1I-121) du composé Sp23 est trés voisin de celui du composé sp22,
en effet, en reconnait tous les signaux caractéristiques des protons, a savoir :

Les signaux des 6 protons aromatiques de deux noyaux résonant a ou 7.07 (s, H-2") 6.80 (d, H-
5") 6.89 (dd, H-6") pour le noyau A. et a éu7.14 (s, H-2), 7.18 (d, H-5), 6.97 (dd, H-6) pour le
noyau B.

Les signaux des protons de groupement furanofurane résonant a du4,74(s, H-7) ,3.88 (d, H-9a),
4.08 (d,H-9b) ,4.87(d,H-7") ,3.06 (dd,H-8"),3.80 (dd,H-9'a) et 4.50 (dd, H-9'b).

Les signaux des groupements méthoxy a ou 3.88 et 3.91 ppm.

Le proton anomérique a 614.90 (d, j=7,6).

w0 s el

7.0 6.5 6.0 5.5 \ 5.0 4.5 4.0 2.5 ppi
H-5'
H

Protons osidiques
H-9a

T T T L B
145 140 135 130 125 120 1ME 110 105 100 a5 ao a5 a0 75 70 B5 = 8] ppm

Figure I11-121 : Spectre RMNRMN !Het *C du composé Sp23.
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La différence notable entre ces deux composés apres I’analyse des spectres RMN 2D réside
dans le point d’ancrage du glucose sur le composé Sp23. Le spectre HMBC (Figure 111-122)
indique que le point de branchement de ce glucose cette fois-ci est sur le cycle aromatique A
d’aprés la corrélation observée entre le proton H-1" du glucose et le carbone aromatique C-4
.Ceci est confirmé par le déblindage des carbones C-1 et C-3 a 131,3 et 149,0 ppm respectivement

par rapport aux valeurs enregistrées pour le composé Sp22 C-1 (127,6), C-3 (147,3) (Tableau

III-17).
3 OCHs 3' OCHs
1 ppm

145.5

5—145.::
H-1"/C-4 m 5—145.5
f-m:f.u:u
5—147.5

3' OCHs/C-3' r
H1ag0
5—145.5
1380

3 OCHs/C-3 , r

F149.5

B.5 5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Figure I1I-122 : Spectre HMBC [3.0-7.5ppm, 145.0-150.0ppm] du composé Sp23.

En se basant sur ces données spectroscopiques, et en comparaison avec les données de la
littérature [Tsukamoto et al., 1984a ; Tsukamoto et al., 1985], le composé Sp23 est identifié
comme étant : (+)-8hydroxypinorenisol -4-0 -#-D- glucopyranoside, isol¢ pour la premier fois

a partir du genre Scabiosa.
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.
HO o_ .
HO "\ S

> OH HsCO

HO

Sp23 : (+)- 8hydroxypinorenisol -4-O -f-D- glucopyranoside

Tableau I1I-17 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) des

composés Sp21-Sp 23 dans CD3OD.

Position

Composé Sp21

Composé Sp22

Composé Sp23

dc ‘ ou m(J en Hz)

oc | ou m(J en Hz)

oc ‘ ou m(J en Hz)

o 0 IS N AW -

3 OCH;

X
3’
4’
5
6’
7
8’
9’

3’ OCH;
Gle
1!'
2!'
3!'
4!!
5!!
6!'

1276 /

1133 7,06 d(2,0)
1473 /

146,0 /

1142 6,81d(8,1)
120,1 6,87 dd (8,1-2,0)

87,9 4,695

91,4 /

74,6 3,88 d(9,3)
4,05 d(9,3)

549 3,895

1322/

109,8 7,07 d (2,0)

147,7 /

146,1 /

114,6 6,804 (8,1)

119,1 6,89 dd (8,1-2,0)

86,3 4,87d(5,3)

61,0 3,07 dt(7,9-5,3)

70,6 3,78 dd (9,2-6,2)
4,48t (8,7)

549 3,88

1276 /

11,3 7,06d(1,9)
1473 /

146,1 /

1142 6,80d(8,2)
120,1 6,87 dd (8,2-1,9)

87,9 4,695

914 /

74,7 3,87d(9,3)
4,07d(9,3)

549 3,895

1358 /

110,4 7,15d(1,9)
149,5 /

146,0 /

116,5 7,18d(8,4)
118,8 6,98 dd (8,4-1,9)
86,3 4,89 d(5,6)
61,0 3,05 dt(7,1-6,0)
70,6 3,80 dd (9,0-6,3)

4,50t (8,8)
55,2 3,90s
Lié en 4’

101,4 4,9d(7,6)
73,5 3,52dd (9,2-7.6)
76,4  3,48t(9,2)

70,0  3,41m

76,8  3,42m

61,0 3,71dd (12,1-4,9)
3,89 m

1313 /

11,9 7,14d(2,0)
149,0 /

146,2

116,0 7,18d(8,4)
119,9 6,97 dd (8,4-2,0)

87,6 4,74

914 /

77,6 3,88d(9,2)
4,08d(9,2)

56,2 3,91

132,1 /

109,6 7,07d(1,7)

147,7

146,0 /

114,6 6,80d(8,1)
119,1 6,89 dd (8,1-1,7)
86,3 4,87d(5,3)

61,1  3,06dd (12,5 -6,1)
70,7 3,80 dd (9,2-6,2)

4,501 (8,6)
549 3,88s
Lié¢ en 4

101,4  4,90d (7,6)

73,5 3,52dd (9,2-7,6)

76,4 3,49d(9.2)

70,0 341m

76,8 341m

61,0 3,71 dd (12,0-4,5)
3,89 m
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I11.1.3.2 Détermination structurale des composés Sp24 et Sp25

Le spectre RMN'H du composé Sp24, (Figure 111-123), montre les signaux correspondant a trois
protons aromatiques résonants a ouna 7,07 (d, J/=1,7 Hz, H-2), 6,76 (d, J= 8,1Hz, H-5) et 6,84
(dd, J= 8,1-1,7, H-6), des protons osidiques sortant dans la zone 3,25-3,92ppm et un signal
caractéristique de proton anomere repéré a 4,33 ppm (d, J= 7,8Hz). La multiplicité des signaux
des 3 protons aromatiques suggere la présence d’un noyau aromatique trisubstitué.

Ceci est confirmé par expérience COSY H-H (Figure I11-124) qui montre clairement le systéme

de spins constituant les protons cités. Ce premier constat nous oriente vers un composé

ppm

phénolique non flavonoidique glycosylé.

. Protonspsidiques
Protons aromatique
1l

j T
TO6 700 B85 680 GBS GE0 ppn 460 485 4B0 476 AT0 465 ppm 43 42 41 40 38 3B AT A6 25 34 33 ppm

Figure I11-123 : Spectre RMN 'H du composé Sp24.

-2 H-6 H-5

PR

T T T T T T T T
7.0 7.05 7.00 6.85 680 B85 6.80 6.75 PPM

Figure III-124 : Spectre COSY de la partie aromatique du composé Sp24.
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Le spectre RMN'H montre également :
-Des signaux de deux protons formant un systeme AB a 4,61 (1H, d, J = 11,3 Hz) et 4,84 ppm
(1H, d, J= 11,3 Hz).
-Un signale apparu a dn 3,88 d’intégration 3H correspondant a un groupement méthoxyle.
-Un signal d’un hexose caractérisé par son proton anomérique a 4,33 ppm (d, J= 7,8Hz).

La présence d’une unité osidique, plus précisément d’un hexose, est confirmé par analyse
COSY H-H (Figure III-125). En effet, a partir du proton anomérique H-1' résonant a 4,33 on
identifie clairement un systéme a sept protons d’un hexose, Les grandes valeurs de constantes de
couplage impliquant que tous ces protons sont axiaux, permettent d’identifier un glucose de

configuration £ (Jui-n2'= 7,8 Hz).

H-2'/H-3' |

B9 H-5'/H-6a'}e

a8

®#H-5'/H-6b" | *°
H-6a!/H-6b’ e

=

Fao
H-1'/H-2'
20 Fa.3

d.4
T T T T T T T T T T T T
4.2 41 4.0 38 38 a7 36 3.5 3.4 33 32 R ppm

Figure III-125 :Spectre COSY de la zone osidique du composé Sp24.

La substitution du cycle aromatique est basée principalement sur I’analyse du spectre HMBC
(Figure I11-126). Le carbone aromatique C-3 montre une tache de corrélation avec les protons du
groupement méthoxy, ce qui nous permet de dire que ce méthoxy est porté par le carbone C-3.

Sur le méme spectre, le proton aromatique H-6 présente une corrélation avec le carbone
aliphatique C-7 a 8¢70,3 ppm et un carbone aromatique oxygéné a dc145,9 révele la présence

d’un hydroxyle libre en position C-4.
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L’observation sur le spectre HMBC de corrélation entre les protons H-7 et le carbone anomérique
C-1" etrésonant a 101,4 ppm, atteste que le noyau aromatique est branché en cette position du

glucose.

OCHj

HMBC
HO

HO o) Y
HO

Y 8-QCHz -4'5,
H-2 H-6H-5 'jh7b""7a T H-6b] H-6a'H-3"{| 17 o

6 - F 80

H-1'/C-7 :

H-2/C-7 H-6/C- _
7_42‘_4 / C-7 H-6/C-7 = . cun b7

3457 . - e |
H-1’/C-3 E &0
E— ao

1] F1o0
— H-7b/C-1' = ®H-7a/C-1’ -

) H-6/C-2 H-2'/C-1 ;m
= - H-7b/C-2 = #H-7a/C-2 :
_6]| H-2/C-6 H-7b/C-6 & & H-7a/C-6 ;—m

H-2/C-1 H-5/C-1

8 (L H-7b/C-1 % = H-7b/C-1 o

140

4 || H-2/c-4 H-6+H-5/C-4 OCHs/C-3
H-2/C-3 H-5/C-3 10
?.IU E!E E.II'.'I E!E E.ICI -I'I-!E -Il.ID 'E.IE ppm

Figure III-126 : Spectre HMBC du composé Sp24.

L’analyse combinée des spectres HSQC (Figure I1I-127) et HMBC (Figure III-126) permet

d’assigner tous les signaux des carbones de cette molécule.
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8-OCH; |
c-6'

R

C-7+C-4]

C-1'—

C-5 —

C-6

H3-8

H-2 H-5 7bH-7aH-1" | H-3] H-5'
C-OCH3/OCH; .
C-6'/H.-6' - @
’ ’ e
C-7/Hy-7 Ca/H-at
C2/H-2)~ | =

C-3'/H-3!

-]
C-5'/H-§'
F =
[ a5
_ 10
C-I'/H-1' s
C-2/H-2 o
- C-5/H-5 s
-C-6/ H-6 -
?:D E:ﬁ E:D 5:5 5:0 4!5 ﬁ!D i.lﬁ pRm

Figure I11-127 : Spectre HSQC du composé Sp24.

A I’issue de cette analyse, tous les protons et carbones de Sp24 sont attribués. L ensemble de ces

données permet d’assigner sans ambigiiité pour le composé Sp24 la structure suivante:

le vanillyl-f-D glucopyranoside confirmée par la comparaison avec les données de la littérature

[Kanho et al., 2005].

OCH,
OH

ANS
HOHO OH

Sp24 :vanillyl-f-D glucopyranoside
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Les spectres RMN 'H et 1*C (Figure 111-128) du composé Sp25 sont trés semblables a ceux du
composé précédent Sp24

L’analyse combinée des spectres RMN 'H (Figure I11-128) et HSQC J-modulé (Figure I11-129)
du composé Sp25 montre I’existence de:

-Trois protons aromatiques résonants a éona 7,05 (d, J=1,8 Hz, H-2), 7,16 (d, J= 8,2Hz, H-5) et
6,90(dd, J= 8,2-1,8, H-6) couplant sur le spectre HSQC avec les carbones a 111,1, 116,4 et
119,3 ppm respectives

-Un sigulet large repéré a ou4,57pp d’intégration 2H correspondant au proton H-7.

-Un signale apparu a dn 3,89 d’intégration 3H correspondant a un groupement méthoxyle.

-Un signal d’un glucose caractérisé par son proton anomérique a 4,90 ppm (d, J= 7,4Hz) et six
protons osidiques résonant entre 3,42 et 3,88 ppm.

La seule différence notable entre le Sp24 et Sp25 est le blindage du carbone aliphatique C-7 a
63,5 ppm par rapport a celui du composé Sp24 (70.3 ppm) suggérant la présence d’un CH,OH
libre.

Protonsosidiques

Protons aromatiques

| M
1] L |

T T
7. 6.5 5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 \ 3.5 ppm

T T
T 7.0 ppm 50 4.8 48 4.7 ppm 3.8 3.8 3T 3.6 3.5 24 ppm

[aaman
180 145 140 135 1230 125 120 115 110 105 100 85 a0 a5 a0 75 T 65 B0 55 ppm

Figure I11-128 : Spectre RMN'H et *C du composé Sp25.
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C-7— - C-6'/H,-6' L o&s
c-a—] C-7/Hx7 ca/p-al
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= 115
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Figure I11-129 : Spectre HSQC du composé Sp25.
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) N U WY |
PpITs
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5. 3
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Figure III-130 : Spectre HMBC du composé Sp25.
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La combinaison des données RMN 'H et 1*C ainsi que les corrélations HMBC permettent de
conclure que le groupement méthoxyle est situé en C-3, le glucose en position C-4 et le CH.OH
en positon C-1 du noyau aromatique.

Toute cette analyse spectrale permet ainsi d’assigner la structure suivante pour le composé Sp25:
I’alcool vanillique- 4-O-f-D-glucopyranoside précédemment isolé a partir de I’espeéce

Helichrysum conglobatum (Asteraceae) [El-Ghazooly et al., 2003].

OH

N~
HO OH OCH;
Sp25: ’alcool vanillique 4-O-f-D glucopyranoside

Tableau I1I-18 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) des
composés Sp24, Sp 25 dans CD3OD.

Position Composé¢ Sp24 Composé Sp25
oc | ou m(JenHz) |oc | on m(J en Hz)
1 128,9 - 136,3 -
2 11,9 7,07d(1,7) 11,1 7,05d(1,8)
3 147,5 - 1493 -
4 145,9 - 145,8 -
5 1143 6,76 d (8,1) 1164 7,16 d(8,2)
6 121,0 6,84 dd(8,1-1,7) | 119,3 6,90 dd (8,2-1,8)
7 70,3  4,61d(11,3) 63,5 4,57s
4,84 d(11,3)
8 OCH; 549 3,88s 55,2 3,89s
Glc
1 101,4  4,33d(7,8) 101,5 4,90 d (7,4)
2 733 3,25dd(8,6-7.8) | 73,5 3,51dd(9,1-7.,3)
3 76,7 3,35t (8,6) 76,4 3,47t(9,1)
4’ 70,3 3,30dd (9,6-8,6) | 69,9 3.42m
5' 76,6 3,28 m 76,8 3,42m
6 61,4 3,70dd(11,9-5,8) | 61.0 3,71 dd (12,0-4.,6)
3,92 dd (11,9-2,0) 3,88 d (12,0)
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I11.1.3.3 Détermination structurale du composé Sp26

Le spectre RMN 'H (Figure 111-131) du composé Sp26 indique qu’il s’agit bien aussi d’un

composé aromatique trisubstitué caractérisé par les signaux suivants :

- Trois signaux a 6u7,05 (J= 1,8 Hz, H-2),6.96 (J=8,1-1,8 Hz, H-6) et 6,79 (J= 1,8 Hz, H-5)
sont typiques d'un noyau aromatique trisubstitué aux positions 1,3 et 4.

-Des signaux des protons oléfiniques a on 6.28 (H-8) et on 7.46 (H-7) avec J= 16,0 Hz attribués
a deux protons oléfiniques de géométrie trans. Ces données attestent de la présence d’un
groupement p-E-caffeoyle.

-Un singulet résonant a 3,77 ppm attribuable a un groupement méthoxyle (OCH3).

Protons aromatiques

OCH-10

H-7 H-2 H-5 -
6 Ju_h‘
70 B3 BB BT

T T T T T T T
75 T4 T3 T2 OTA BE 6.5 6.4 ppm 278 376 ppm

Figure I11-131 : Spectre RMN 'H du composé Sp26.

7 6 538

180 150 140 130 120 110 100 =[n] [=n] T [=n] ppm

Figure IT1-132 : Spectre '*C du composé Sp26.
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L’analyse des spectres RMN '°C et HMBC (Figures I11-132 et 11I-133) conduit a I’identification

du reste des carbones et compléter la structure :

-Le proton H-2 présente des corrélations avec C3, C-4 et C-6.

- Le proton aromatique H-5 couple avec C-6, C-1, C-3 et C-4.

- Le proton H-6,

présente des corrélations avec C-2, C-5, C-7 et C-4.

-Les protons éthyléniques (H-7 et H-8) couplent avec le carbonyle a 6c 168,3 ppm et le carbone

quaternaire a dc

-Les protons Hj3

126,4 ppm attribuables aux C-9 et C-1, respectivement.

du groupement méthoxyle corréle avec le carbonyle C-9 indique la présence

d’un ester.
OCHs-10
H7 H2 HS5 H-8 ’

L S e o
g | H-7/C-2+8 H-6+5/C-2+8 e
2— Ll [ ’ F118

5 H-6/C-5 :
_6 | H-7/C-6m - 4 10

H-2/C-6
1 " . a H-8/C-1 1=
H-7/C-1 H-5/C-1

120
5—135
140

3 H-2+5+6/C-7 g
7 - B H-8/C-7 F1ee

4 - 1& £ r
H-2+5+6/C4 10
155
o
:—155

9 jH-7/C-9 i H-8/C-9 Hs-10/C-9 §

F170
F175
?IE ?Il:l EIE Ell:l EIE EIIZI 4|5 4|l:l ' Jx]x]n

Figure III-133 : Spectre HMBC du composé Sp26.
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Suite a cette analyse spectroscopique et la comparaison avec les données de la littérature [Rani
et Devanan.,2013], le composé Sp26 est identifi¢é comme étant I’ Acide caféique méthyle ester.
On note ici que I’Acide caféique méthyle ester est purifi¢ déja a partir du fruit de I’espéce de
Solanum torvum Swartz (Solanaceae) et il posséde un tres bon effet hypoglycémiant [Gandhi
et al.,2011] et anti cancereux [Balachandran et al., 2015].

HO 0

X

OCHj
HO

Sp26 : Acide caféique méthyle ester

Tableau I1I-19 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) des
composés Sp26 dans CD;OD.

Position Composé Sp26

oc ou m(J en Hz)
126,4 -

113,7  7,05d(1,8)
1454 -

148,2 -

1151 6,79d(8,1)
121,5 6,96 dd (8,1-1,8)
145,5 7,56 d (16,0)
113,4 6,28 d (16,0)
168,3 -

10 OCH; | 50,6 3,77s

o L N N N AW N -

244




I11.1.3.4 Détermination structurale du composé Sp27
L’analyse du spectre RMN 'H (Figure 111-134) du composé Sp27 indique I’existence
des signaux suivants :

- Un seul signal dans la zone aromatique a du 6,48 (2H, s), attestant la présence d’un noyau
aromatique symétrique tétrasubstitué.

- Deux singulets, I’un résonne a du 3,73 ppm intégrant pour trois protons d’un groupement
méthoxyle et 'autre a 3,84 ppm intégrant pour six protons de deux groupements
méthoxyles identique.

- Deux signaux correspondant a deux protons anomériques résonnants a ou 4,82 et 4,99
ppm.

- Plusieurs signaux de protons osidiques résonnants entre 3 et 4 ppm indiquent la présence

de plus d’une unité osidique.

Protonsar”omériques Protonsosidiques

Protons aromatiques

5.0 OCH3-7+49 4.5 4.0 2.5 ppm

\

n

H_1II

bll

8.5 ppm 48 ppm 4 a0 2.9 2.8 a7 2.6 2.5 2.4 ppm

Figure I11-134 : Spectre RMN'H du composé Sp27.

En plus des carbones aromatiques le spectre RMN !*C (Figure 111-135) montre également des
carbones osidiques dont les deux anoméres résonnent a 3¢ 101,7 et 109,4 ppm et trois carbones
assignés aux groupements méthoxyles a dc 55,2 (2 OCHs) et 59,8 ppm (1 OCH3).Ceci indique la

présence d’une partie aglycone triméthoxylé et une partie osidique constituée de deux sucres.
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345 1" 1’
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Figure I11-135 : Spectre RMN'">C du composé Sp27.

L’analyse combinée des spectres RMN COSY, HMBC et HSQC a permis de caractériser les
protons et carbones de 1’aglycone et de la partie osidique.

Les corrélations HMBC (Figure I11-136) observées sur le spectre entre les deux protons
aromatiques H-2 et H-6 a ou 6,48 ppm et les carbone C-1, C-3+5 et C-4 du noyau aromatique
ainsi qu’entre les protons des méthoxyles et les carbones aromatiques a dc 133,1 (C-4) et 153,4
ppm (C-3 et C-5) ont permis d’identifier ce noyau comme étant le 3,4,5-triméthoxyphénol.
L’attribution des méthoxyles en position 3,4 et 5.Cette attribution est confirmé d’un coté par le
déblindage du carbone C-1 a dc 154.6 ppm [Pamar et al., 1996] et d’autre part la valeur de
déplacement chimique du méthoxyle 1ié¢ au carbone C-4 égale a 59,8 ppm exigeant une ortho-

substitution du noyau aromatique [Kuroyanagi et al., 1987].

OCHs-7+9
ocC
H-2+H-6

H-1%, ppm
2+ - _ as

H-2+H-6/C-6+2 :
F1oo

1— - |- i
Hsbllc_ln H6a,/c_1,, 5—105
L — - - 110
H'4a"+2"+4b"/C'1 ;—115
120
5—125
120
4 — —t—- H-2+H-6/C-4 - s
OCHs-8/C-4 ;_MD
2—145
: 180

3+5 _] - 3
= =3 H-2+H-6/C-3+5 @ M1 /c1 -+ -

1 H-2+H-6/C-1 / OCH3-7+9/C-3+5 |
E-.IE E-!l:l 5!5 5.Il:l 4!5 -ﬂ-!l:l 'E.IE pPpm

Figure I1I-136 : Spectre HMBC [3.0-6.8, 90-160]du composé Sp27.
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La partie osidique du composé Sp27 est déterminé¢ d’apres les corrélations observées sur le
spectre COSY (Figure I11-137) a partir des protons anomériques a un S-D glucose et un f-D
apiose.

A partir du proton anomérique H-1" a du 4,82 ppm les six protons d’un hexose sont
localisés ;H-2" a 3,43 ppm (dd ,J=9,2 H), H-3" a 3,47 ppm (¢, J= 9,2Hz) ,H-4" a 3,33 ppm (m),H-
5"a 3,61 ppm (m) et Hap-6" a 3,61ppm (d, J=9,9Hz) et a 4,07 ppm (d, J=9,3). Les constantes de
couplage et les déplacements chimiques des carbones attestent la présence un f-D glucose. Les
valeurs des déplacements chimique des protons et carbones du groupement oxyméthyléne CH»-

6'adu4,07 et 3,61/5¢ 67,3 indiquent que ’hydroxyle OH-6' n’est pas libre (Tableau I11-20).

Un autre systéme de spin est identifié a partir du deuxiéme proton anomérique H-1" qui
résonne a ou 4,99 ppm (d, J = 2,6 Hz). Sur le spectre COSY est a partir du proton anomere on
attribue qu'un seul proton, le proton H-2" a 3,90 ppm (d, J=1.0 Hz), ce qui suggere un carbone
quaternaire en position 3. Nous observons aussi deux systémes AB a 3,76 (d,J=9,7 Hz) et 3,97
(d,J=9,7Hz)eta 3,55 (d,J=11,4 Hz) et 3,57 ppm (d, J =11,4 Hz) dont leurs carbones
correspondants sont localisés a partir du spectre HSQC a 73,5 et 63,9 ppm indiquent la présence
de deux oxyméthyleénes, le premier fait partie d’un cycle (73,5, C-4) [Barclay et al.,2012 | et le

deuxieéme hors du cycle (63,9, C-5) caractéristiques des pentafuranoses.

T - -
— A I
.| #®H-1/H2 H-2'/H-3" ol - |
- oﬁl-3'/H4'-g\ -8
’ - H-4'/H5" |1
. i
H-1"/H-2" RN Gt -V 5 B R B
4an/4bn , A , [
H-6a /H-6b a2
4.4
: Las
. ‘- 4.8
ﬁ\ & H-1”£H-2" H-1'/H2' |

] ]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 48 48 4.7 46 4.5 44 43 4.2 41 40 38 28 27T BB OBE B4 2D PpmM

Figure III-137 : Spectre COSY du composé Sp27.
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Sur le spectre HMBC (Figure I11-138) le proton H-4" présente des corrélations avec le carbone

C-5 du CH;OH et avec le carbone quaternaire C-3 situ¢ a 79,1 ppm. La comparaison des

déplacements chimiques dc des carbones correspondants a ces protons (a 1’aide du spectre

HSQC) avec ceux rapportes dans la littérature confirme la présence d’un f-D-apiose terminal

[Thao et al., 2016].

H-1" || H-1'
— pp
5"4
54
H-1"/ C-6' /e |
) -1"/ C- H-5'/ C-6' | H-4'/ C:6'
- v o
ez
' H-6b'/C+4’ H-3!/C-4'
4 m A m 1 aa —T0
, -T2
2, H'Z” /c_4ll H_5n/ c'4ll H'3 / C'Z_
L)
4" 7] ” T4
j|H-17/c4 H- 6a'/C 5 H- 4'/c 5
25"' 1II/C 2" a H-1 /C 5 H- 4bn/ c 2n H-4a" /C- 2" -
3 aH-1'/C-3'
"o -
' vaz%
3"— o #‘. 172 17
H-1"/C-3" H-4b" /C-3" H-4a"/ c-3" H-5"/C:3 eo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
51 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.% 4.2 41 4.0 2.8 a8 AT 2.6 2.5 2.4 B3 PR

Figure I11I-138 : Spectre HMBC [3.2-5.1, 63-81] du composé Sp27.

L’enchainement diosidique est établi aprés 1’analyse du spectre HMBC sur lequel sont

visualisées les corrélations 3Ji.c suivantes :

- H-1"Api/ C-6 Gle.

- H-1'"Gle / C-1 du noyau aromatique.

L’analyse des spectres de RMN'H, '3C, HSQC et HMBC de Sp27. montre que ce composé
est identique point par point au 3,4, 5S-Trimethoxyphenyl 1-O-f-D-apiofuranosyl (1''—6')-
f-glucopyranoside [Kanchanapoom et al., 2002 ; Qingwei et al., 2012].
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OCH,

OCH,
C)o——j;§§:£:>//o OCHj
oh S0 OH

OHOH

Sp27 : 3.4, 5-Trimethoxyphenyl 1-O-#-D-apiofuranosyl (1''—6')-f#-glucopyranoside.

Tableau I11I-20 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) du
composés Sp27 dans CD;OD.

Position Compos¢ Sp27
oc | ou m(J en Hz)
154,6 -

94,8 6,485
1534 -

133,1 -

153,4

6 94,8 6,485

7 OCH3 55,2 3.84s

8 OCH3 59,8 3,735

9 OCH3 55,2  3,84s

N AW N -

Glc

1’ 101,7 4,82 d(7,5)

2! 73,5 3,43 dd (9,2-7.,5)

3 76,6  3,47t(9,2)

4' 70,2 3,33 m

5' 75,6 3,61l m

6’ 67,3 3,61d(9,3)
4,07d(9,3)

Apio

1” 109,4 4,99d(2,6)

2" 76,5 3,90d(1,0)

3" 79,1 -

4" 73,5 3,76 d(9,7)
3,97d (9,7)

5" 63,9 3,55d(11,4)

3,57 d (11,4)
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La purification des sous -fractions de VLC A et B de les parties aériennes de Scabiosa
semipapposa a permis de séparer quatre flavonoides de structure connues (Sp28-Sp33) et deux
iridoides Sp17 (sweroside) et Sp18 (loganine) (Figure I11-139) rencontrés dans la partie racine

dont les structures sont ¢lucidées précédemment.

| VLC RP-C18 H,O-MeOH (70/30 a 0/100)

l v
A 4.0g Cc Flash B1.86g
CH:Cl/MeOH

v v ¥
A- 5760 A-61.68 B-32-35
(50.0 mg) (50mg) (30mg)
Sp29 Spl17 Sp18 Sp30 m

Figure I1I-139 :Schéma de purification des parties aériennes de S.semipapposa.

I11.1.4 Elucidation structurale des flavonoides

II1.2.1 Détermination structurale du composé Sp28.

L’analyse du spectre de masse HR-ESI-MS du composé Sp 28 (Figure I11-140) présente ’ion
pseudo-moléculaire [M+H"] a m/z 741,1823 (calculé 741,1819) correspond a une formule brute
de C39H32015.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

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

Nurber of isotope peaks used for I-FIT =3

Monwisotopic Mass, Even Electron lons

124 formula(e) evaluated with 3 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Elements Used: 4

C:040 H:0-200 0:0-20 Na: 0 [M+H"] 741.1823

P1 (32:35) (20-80) PAZ+3

1BP=RBZE)26 {0.487) Cm (26:40) 4/ 1: TOF MS ES+

@ 7.44e+006
1683 1180458147 07 18208% 257 055309,0075 4561363 5253181 598.1456617.1273 ediont 22298 59 y165 ’”5”293' 1083528 1212704 12422626

L i T T il T 0 50 | 1000 1050 | 1100 | 1150 1200 1250

TN A I ATE N B
a0 a0 zE a0 | 380 | 400 | 480 60 55 600 650 700 750 B0 80 900

Minimum: -1.5
Max imum: 5.0 5.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PR DBE i-FIT MNorm Cenf(%) Formula

741.1823  T741.181% 0.4 0.5 23.5 2428.5 0.280 75.60 (39 H33 015
741.1793 2.8 3.8 20,5 2430.¢ 2.142 11.74 €37 H34 Cl5 Na
741.1854 -3.1  -4,2 11.5 2430.3 2.067 12.65 C30 H38 020 Na

Figure III-140 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Sp28.
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Le spectre RMN 'H (Figure 111-141) du composé Sp28 montre la présence de quatre signaux
resonant pour six protons caractéristiques de la génine kaempférol :

-Deux signaux déblindés s’intégrant pour deux protons chacun sous forme de deux doublets
srésonant a ou 8,02 (2H, d, J = 8,8 Hz) et 6,86 (2H, d, J = 8,8 Hz), attribuables aux protons H-
2'/H-6' et H-3'/H-5' du cycle B para-substitué.

-Deux signaux a ou 6,16 (1H, d, J = 2,0 Hz) et du 6,32 (1H, d, J = 2,0 Hz) attribuables

respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A du flavonoide substitué en positions 5 et 7.

H-(3+5)a

) H-3'+H-5' | |H-(3+5)b
H-2'+H-6' H-(2+6)a H-(2+6)b

H-7a H-7b

g0 78 T& 77 TE TEHE T4 TR T2 TA1 TO BB BB BT 66 B5 B

H 1" H'3"
- " _4n
" Mﬁj" J HMM
el
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.4 5.3 52 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 a9 a8 aT a6 Ppm

Figure I11-141 : Spectre RMN 'H du composé Sp28.

La nature de ce composé est mise en évidence une fois de plus par ’analyse du spectre RMN *C
(Figure I1I-142) qui révele ’existence d’un nombre important de signaux entre 93 et 178 ppm

attribués aux carbones aromatiques de ce flavonoide.
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C 4a+C-4b

C-9aC- 9b
Cc-2C-9

177 176 175 174 173 172 17T 170 188 188 167 1856 165 1684 162 162 1861 180 158 15 ppm

C-(2+6)a -(2+6)b C-(3+5)by ¢3'4+C-5’
C-2'+C-6' | A C-(3+5)a
2 _ -1’ -8b
C-7a)C-7b . . ﬂf b c1 .
125 140 135 130 125 120 s ppm

100 a5 an a5 an T5 0 B5

Figure I11-142 : Spectre RMN 3C du composé Sp28.
L’analyse du spectre '*C et HSQC (Figure I111-143) a permis de localiser le carbonyle C-4
(0c177,8) et les carbones C-2'+C6' (6c 130,8), C-3'+C-5" (6c 114,7), C-6 (6c 98,9) et C-8 (6c

93,6) a partir de leurs protons cités précédemment.

@
6\ Q~ x x"
H-(2 6|) Z H-3'+H-5' ﬂt H- 8a H- 3 H-6 H-8b H[f"

- ppm

c8 | o
-6 H-8/C-8 - 85

T =
c-1” H-6/C-6 H-1”/_C1” oo
C-10 | Fos
110
c-858b; H-(345)/C(3457)  H-8a/Csa H-8b/C-8b
C3'+C-5' —=¢ | = His
C(3+5) b+a

H-(3+5)b+a/C-(3+5)b+a

J—

C(2+6) bra]|  H-(2+6)a/C-(2+6)a  H-(2+6)b/C-(2+6)b

C-2'+C-6' = 1 1
H-(2'+6')/C-(2+6)

135

140

ST Hab/cTa = = HeTb/CTD F1ss

T T T T T T T T T T T T T T T 18

B2 B.O T.B TE T4 T2 7.0 [=X-1 B.6 G4 6.2 E.0 =1 5.8 5.4 ppm

Figure I1I-143: Spectre HSQC [5.3-8.2, 90.0-150.0 ppm] du composé Sp28.
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Sur le spectre HMBC (Figure I11-144, 111-146) les protons H-6 et H-8 correlent avec les carbones
C-7(6c167,3) et C-10 (6c103,9). Le proton H-6 corréle avec le carbone C-5 (3¢161,5) et le proton
H-8 corréle avec le carbone C-9 (6c157,1). De méme pour le cycle B les corrélations des protons
H-2'/H-6' et H-3'/H-5" conduits a localisé les carbones C-2 (6c 157,7) et C-4' (6c160,2). Le
dernier carbone non identifier sur le spectre '*C est attribué au carbone quaternaire C-3 (8¢
133,6).

L’ensemble des données spectrales obtenues a partir des spectres 2D HSQC et HMBC et la
comparaison de nos données avec celles de la littérature nous ont permis d’identifier la génine

comme étant le kaempférol [Brasseur et al.,1986].

>
o° ¥
%’(l’ x1‘° xb\v Q‘Qx\o)xc,\
’ ’ - J X _ _EH.- "
H-2'+H-6 H-7a Wi\ H-3'+H-5' B H-8a _gH-6H-8b H-1
" H. PRpm
c8 H-6/C-8 i
] - - a5
C-6; H-8/C-6,
c-1” 100
C-1_0-| H'8/C'10 = - H'6/C'10 E—1|:|5
H-(3'+5")/C-(5+3") 110
C3'+(E-5§a ’ = Fi1s
C-3+C-5) b+ s
cr H-(3'+5')/C-1" _ H-(3+5)b/C-1b 120
H-2'/C-6' _ H-8a/C-la  H-8b/C-1b s
(C-2+C-6) b+ ‘[ 4 :
C-2'+C-6' AN H-(3+5)a/C-1a
H-6'/C-2'
H-(2+6)b/C-7b
cz ot
H-(2+6)a/C-7a ”
B.Ii E-.Il:l T!B '."TE- 7.‘7’ T.IE 7!5 7!-!1 T.I‘E. 7.‘2 7!1 7!0 E.IB E.IE- E!? 5!5 5!5 E.I-d S.IE 5!2 5!1 S.ID 5.‘9 5!3 5!7 5.‘5 5.‘5 5!-1 5!3 ppm

Figure I11I-144 : Spectre HMBC [5.2-8.2, 90.0-148.0 ppm] du composé Sp28.
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En dehors des signaux correspondants a la génine, ’analyse du spectre de RMN 'H permet de
repérer un proton anomérique résonant a 5,40 ppm (d, J=7.8Hz). Ces données suggerent la
présence d’une seule unité osidique.

A partir de ce proton anomérique 1I’expérience COSY (Figure I11-145) permet de mettre en
¢vidence la présence de sept protons d’un hexose. Les constantes de couplage vicinales, mesurées
a partir du spectre de RMN 'H, entre les protons H-1"et H-2", H-2" et H-3", H-3"et H-4" et H-
4" et H-5" (Tableau II1-21) sont toutes supérieurs a 7 Hz, ce qui indique qu’ils sont tous trans-

diaxiaux. Ceci est caractéristique d’un S-D-glucose.

H-1" H-3"

N VAN

. T P

H-6b" 4_6a"
M

H-6a”/H-5"
-
- -
H-6b"’/H-6a" H-6b"/H-5"

T

‘l’
)

I H-1"/H2"ves - o

I o
D H-2"/H-3" H-3"/H-4T"°
- F - S Y

T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.4 532 52 51 5.0 4.9 4.8 a7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 2.8 2.8 N 3.6 3.5 Ppm

Figure I1I-145 : Spectre COSY de la zone osidique du composé Sp28.

Le glucose est fixé sur la génine kaempférol en position 3 comme [’atteste la corrélation HMBC
(Figure I11-146) entre le carbone C-3 et le proton anomérique H-1" du glucose.

En plus des signaux de la génine et du sucre, le spectre de RMN 'H du composé Sp28 montre
d’autres signaux aromatiques :

-Quartes doublets a éu 7,50 (2H, d, J = 8,6Hz), ou 7,35 (2H, d.J = 8,6 Hz), 6u 6,84 (2H, d, J =
8,6 Hz) eton 6,82 (2H, d, J = 8,4 Hz) caractéristiques de deux noyaux aromatiques para-
substitués, correspondants aux protons H-2a/H-6a, H-2b/H-6b, H-3a/H-5a et H-3b/H-5b

respectivement.
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-Quatre doublets attribuables aux protons éthyléniques a ou 6,12 (H-8b, d,J=16,0Hz), du 6,45
(H-8a,d,J=16,0Hz) et 6u 7.45 (H-7b,d,J=16,0Hz) et 6u 7.72 (H-7a,d,J=16,0Hz). La valeur de la
constante de couplage (J=16,0 Hz) entre leurs doublets est caractéristique d’une double liaison
de configuration trans. Ces signaux indiquent la présence de deux groupements p-coumaroyl. Le
déblindage des protons H-3" (8u 5,17) et H2-6"[H- 6"a (du4,26), H-6"b (01 4,34)] du f-D-glucose

indique que les carbones C-3" et C-6" sont acylés par les groupements coumaroyl.

La corrélation en HMBC entre H»-6" et C-9b indique que le carbone C-6" est acylé par un
groupement coumaroyl. De méme, un carbonyle résonant a dc 167,5 ppm (C-9a) correle avec les
protons le proton H-3" du glucose confirme I’attachement du deuxiéme groupement coumaroyl

en C-3" du glucose (Figure I11-146).

\’b N\ ) "6,\‘,0
ng Q,xb\ \xe’}z(e, ,,,xo’\
H(2'+6’) H_7\;‘ 4 Q‘Q’

M~ ’ -
:-:Y\ Q‘,\ H-8a H
-7 II
2-7: re
H-(2+6)a/C-7a  H-(2+6)b/C-7b

H-8/C-9
H(2'+6')/c-2 H-(2+6)a/C-4a '/
4
. . Hy+6)b/c-4b H-(3+5)a/C4a _
» - f H-(-3+5)b/C-4b o
H(2'+6')/C-4' e I
H(3'+5')/C-4' 8H-6/C-5 e
164
H-8/C-7 H-6/C-7 |
* ' " -6"'/C- 165
H-73/C-9b H-8b/C-9b H-3"/C-9a H2-6"/C-9b |
+
H-7a/C-9a" H-8a/C-9a * (=) e
5!0 ?.Is 7.||:| 5!5 E-.Il:l 5.‘5 5!|:| 4!5 ppm

Figure I11-146 : Spectre HMBC [4.0-6.3, 14.0-167.0 ppm] du composé Sp28.

L’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison avec les données trouvées dans
la littérature, nous permettent de déterminer la structure du composé Sp28 comme étant le
kaempférol 3-0-(3",6"-di-O-E-p-coumaroyl)- f-D-glucopyranoside ou Ditilioside [Yang et
al., 2010].
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Sp28 : Kaempférol 3-0O-(3",6''-di-O-E-p-coumaroyl)- f-D-glucopyranoside (Ditilioside)

Tableaulll-21: Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) du

compos¢ Sp28 dans CD3OD.

Composé Sp28
Position
dc | oum(Jen Hz) | ¢ | oum(J en Hz) | oc | éum(Jen Hz) | o6c | oum(JenHz)
Kaempferol 3-0-4-D-Glc 3"-0-(E)-p-coumaroyl 6'"'-0-(E)-p-coumaroyl
2 157,7 - 1" 1023 540,d(7,8) la 1258 - 1b 1256 -
3 133,7 - 2" 72,7 3,72,dd(7,9-9,5) | 2a 1298  7,50,d(8,6) | 2b 1298 7.35,d(8,6)
4 177,8 - 3" 772 5,16,19,2) 3a 1154  6,84,d@8,6) | 3b 1154 6,82,d(84)
5 161,5 - 4" 68,7 3,59,t(9,0) 4b 1599 - 4 1598 -
6 98,9 6,16,d(2,0) | 5" 743 3,63m 5a 1154  6,84,d(8,6) | 5b 1154 6,82,d(84)
1673 o e 426dd(11,2-62) 6a 1298  750,d1(85 | 6b 1298 7.35,d(8,6)
’ T 434,dd(11,7-2,0) | 7a 1453 7,72,d(16,0) | b 1452 745 d(16,0)
93,6 6,32, d(2.0) 8a 1139 6,45d(16,0) | 8 1134 6,12,d(16,0)
9 157,1 - 9a 1675 - 9% 1673 -
10 103,9 -
1 121,2 -
2' 130,8  8,02,d(8,8)
3 1147  6,88,d(8,8)
4 160,2 -
5 114,7  6,88,d(8,8)
6' 130,8  8,02,d(8,8)
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I11.2.2 Détermination structurale des composés Sp29 et Sp30

Les données RMN 'H du et *C du composé Sp29 suggérent son appartenance a la classe des
flavonoides o il est observé sur le spectre RMN 'H (Figure 111-147) :

- Un doublet de doublets a ou 7,46 ppm (1H, dd, J=8,3 -2,2Hz), un doublet a dn7,42 ppm (1H,
d,J=2,2Hz) et un doublet a on 6,90 ppm (1H, d, J=8,3 Hz) assignés aux trois protons du cycle B
3°,4’-disubstitué d’un flavonoide. Ces protons sont attribués a H-2', H-6' et H-5' respectivement.
-Deux signaux apparaissent sous forme de doublet a éu 6,80 ppm (1H, d, J=2,1Hz) et 6,45 ppm
(1H,d, J=2,1Hz) attribuables aux protons H-8 et H-6 couplés en méta du cycle A.

- Un singulet a 6 6,77 ppm (1H) assigné a H-3 caractéristique d’un flavone.

Protons arorr‘atiques Protons osidique

i

T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 8.0 5.5 5.0 4.5 4.0 EN-] 2.0 ppm

H-2'

7.5 T4 T3 T2 T T.0 5.9 6.8 6.7 5.6 6.5 ppm

Figure I11-147 : Spectre RMN 'H du composé Sp29.

L’analyse conjointe des spectres HSQC et HMBC du composé Sp29 et la comparaison avec les
données de la littérature permettent d’attribuer sur le spectre RMN '*C (Figure 111-148) tous les

carbones correspondant a 5, 7,3°,4’-tétrahydroxyflavone ou Lutéoline.

ca C-3¢ pn
C-7 . c-6' C10 57 C-5" 4" en
c-4 C-2¢:5C9 C_T, c-3 C'll r-lyic-z c3lcel® | c6

iy I J

180 175 170 185 180 155 150 145 140 135 120 125 120 115 110 105 100 85 90 @85 a0 75 70 Ppm

Figure I11-148 : Spectre RMN !*C du composé Sp29.
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En plus des signaux caractéristiques de la lutéoline le spectre de RMN 'H montre la présence
des signaux caractéristiques d’une unité osidique dont le proton anomérique résonne a 5,10 ppm
(d,J=1,6 Hz).

L’analyse combinée des spectres RMN COSY, HSQC, HMBC permet de retrouver les signaux
osidiques caractéristiques d’un f-D-glucose.

La corrélation observée sur le spectre HMBC (Figure I1I-149) entre le proton anomérique H-1"

et le carbone C-7 de la génine confirme bien la substitution du carbone C-7 par le glucose.

.5 H-3
e H-3g H-6 H-1"
6. ol ) P
c-8 H-6/C-8
= H-8/C-6
E:G— = F1oo
— H-3+8/C-10 H-6/C-10
C100  hec2 H-5' ic&z) 1o
c-2] é d
C-6 H-2'/C-6' Hizo
T @H-Z'&C-l’
- H-5'/C-1'
1320
=140
| H-6+H-2'/C-3'  H-5'/C-3'
<y o2/
Ay = = e
c-9 H-6"+H-2'/C-4' H-5'/ C-% 8/C-9
= H-8/C- H-1"/C-7 |
= @ H-8/c-7 g H-6/CS [5/ -
= (=) - H-6/C-7
U ’ =170
H-6'+H-2'/C-2 H-3/c2
c-4 e
T.T T.IE 7!5 7!-!1 7?‘;‘. 7!2 T.II T.ICI S.IB E.IB 5!7 5!6 5?5 E!-ﬂ Eh.l‘.! 6.‘2 6.I1 E.ID 5!9 5!3 5?7 5!5 5.‘5 5.I-I1 5.“;‘. 5.‘2 5!1 S!D I ppm

Figure II1-149 : Spectre HMBC du composé Sp29.

Toutes ces données spectrales et la comparaison avec celles de la littérature , nous permettent de
proposer pour le composé Sp29 la structure: lutéoline-7-0-f#-D-glucopyranoside connue sous

le nom Cynaroside [Chiruvella et al., 2007].

OH
OH
HO
HO OH O |

OH O
Sp29: luteoline 7-O-f-D-glucopyranoside
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Le spectre de RMN 'H de composé Sp30 (Figure I11-150) est trés proche de celui du composé
Sp29. On retrouve tous les signaux caractéristiques du composé Sp29, les cinq protons
aromatiques :

-Deux doublets, intégrant chacun pour 1H avec une constante méta de couplage J= 2,1
Hz, situés a 6,45 et 6,22 ppm attribuables a H-8 et H-6 du cycle A.

-Trois signaux des protons d’un systéme ABX caractéristiques des protons du cycle B
attribuables aux H-2' (6u 7,38, d, J= 2,2 Hz), H-5' (61 6,92, d, J= 8,1 Hz) et H-6' (3 7,40, dd, J=
8,2-2,2 Hz).

-Un signal singulet a du 6,55 caractéristique d’un proton oléfinique H-3 d’une flavone.

H-2' H-3
H-5' H-8 4.6

T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Figure I11-150 : Spectre RMN 'H du composé Sp30.

L’analyse conjointe des spectres HSQC et HMBC du composé Sp30 et la comparaison avec les
données de la littérature permetted’attribuer sur le spectre RMN 'C tous les carbones
correspondant a la 5, 7, 3', 4'-tétra hydroxy flavone connu sous le nom de la lutéoline,

[Okamura et al., 1994].

C-5'
ce  C2 G3 G8
C6
C7. _C9 ,C:-3' cl
C-r c_1 C[S ‘ Cl C-10
L B I B IR L I NI L B L DL I I B IR I LRI I
1a80 175 170 165 160 155 180 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 ppm

Figure I1I-151 : Spectre RMN '*C du composé Sp30.
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OH O
Sp30 :Luteoline
Tableau III-22: Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) du
composé Sp29dans DMSO-d6 et Sp30 dans CD3OD.

Composé Sp29 Composé Sp30
e oc | oum(J en Hz) Position oc | onm(Jen Hz)
Position T T
Lutéoline Lutéoline
2 165,7 - 2 164,9 -
3 1044 6,77 s 3 102,4 6,55 s
4 183,1 - 4 182,4 -
5 162,3 - 5 161,8 -
6 100,7 6,45,d(2,1) 6 98,7 6,22,d (2,1)
7 1642 - 7 164,9 -
8 95,9 6,80, d (2,1) 8 93,6 6.45,d (2.1)
9 1582 - 9 158,9 -
10 106,6 - 10 103,8 -
1' 122,5 - 1' 122,2 -
2! 114,8  7,42,d(2,2) 2! 112,7 7,38,d(2,2)
3 147,1 - 3' 145,6 -
4' 151,1 - 4' 149,6 -
5 117,2  6,90,d(8,3) 5! 115,3 6,92, d (8,1)
6' 120,4 7,46, dd (8,3-2,2) 6' 118,8 7,40, dd (8,2-2,2)
7-0-f-D-Glc
1" 101,0  5,10,d(7,6)
2" 74,3 3,27,t(9,0)
3" 77,6 3,32,t(9,0)
4" 70,7 3,20, t(9,0)
5" 78,4 3,63 m
" 3,50,dd (11,5-6,1)
6" 6L8 3 d(103)
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I11.2.3 Détermination structurale du composé Sp31

L’analyse du spectre RMN 'H (Figure 111-152) permet de visualiser:

-Deux signaux doublets s’intégrant pour deux protons chacun résonant a 6u 7,88 (d, J = 8,7 Hz)
et du 6,95 (d, J = 8,7 Hz) correspondent aux protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' du noyau B d’un
flavonoide oxygéné en position 4'.

-Deux signaux singulets larges résonant a 6u 6,23 (d,J=2,0Hz) et 6,47(d, J/=2,0 Hz) sont attribués
respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A.

- Un signal singulet a o 6,61 caractéristique d’un proton oléfinique H-3 d’une flavone.

, , H-3
H'Z +H'6 H_3I+H_51

J IS I

TE TB T4 T2 T.0 =X-] 8.6 8.4 ppm

Figure I1I-152 : Spectre RMN 'H du composé Sp31.

Les déplacements chimiques des carbones et des protons attribués au compos¢ Sp31 sont en

accord avec celles rapportées dans la littérature pour ’apigénine [Wawer et al., 2001].

OH O
Sp31 : Apigenine
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Tableau I1I-23: Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) du
composé Sp31 dans CD3OD.

Composé Sp31

Position dc | dum(Jen Hz)
Apigénine

2 164,7 -
3 102,4 6,61s
4 182,4 -
5 161,8 -
6 98,7 6,23,d(2,0)
7 164,8 -
8 93,6 6,47,d (2,0)
9 158,0 -
10 103,8 -
1' 121,2 -
2! 128,1 7,88,d(8,7)
3 115,6 6,95,d (8,7)
4' 161,4 -
5 115,6 6,95,d (8,7)
6' 128,0 7,88, d (8,2-2,2)
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CHAPITRE 2

Détermination structurale
des composés isolées de

Tuberaria guttata



Etude phytochimique de I’espéce Tuberaria guttata

Le matériel végétal (1000 g) constitué des parties aériennes de la plante Tuberaria guttata

(Cistaceae), est mis a macérer pendant 48 heures dans un mélange méthanol/eau (80/20), cette

opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant .La solution extractive obtenue

est concentrée par évaporation pour donner 135,6 g d’extrait brut.

50 g de I’extrait éthanolique des parties aériennes de Tuberaria guttata ont été fractionnés
par VLC en phase inverse Cig avec 1’éluant H,O-MeOH (70/30, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100 : v/v).
13 fractions ont été collectées selon 1’analyse des CCM. Les fractions A et B (Figure I11-153)

sont soumises par la suite a des opérations de purification. Ainsi, 3 composés (Tb-1 a Tb-3) de

nature flavonoidique ont été isolés.

Extrait parties aériennes Tuberaria (50g) ‘

VLC RP-C18 H,O-MeOH (70/30 a 0/100)

l

B (300 mg)
CC Silice
CC Polyamide CHCl3/Acétone
Toluéne/MeOH (85/15)
[ A- 5753 ]. (88/12)] l l
(393mg)
CC Silice Tb1 Th2
AcOEt /MeOH/H20
(10/1/0,5)

Figure ITI-153: Schéma de purification de I’extrait éthanolique de 7.guttata.
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I11.3.1 Détermination structurale du composéTb1

L’analyse combinée des spectres de RMN 1D et 2D du composé Th1 montre que ce
composé est identique point par point au composé Sp28 qui a été identifié comme étant le
kaempférol 3-0-(3",6'"-di-O-E-p-coumaroyl)- f-D-glucopyranoside (Figurel-154) ce
composé a été isol¢ ultérieurement de I’espeéce Stenochlaena palustris (Burm.)(Pteridaceac)
[Chear et al., 2016] puis d’Halimium halimifolium (L.) Wilk (Cistaceae) [Kerbab., 2017] mais

il a été identifié¢ pour la premiére fois dans au le genre Tuberaria.

H-(3+5)a

H-(2+6)a H-(2+46)b  H-3'+H-5' H-(3+5)b

H-2'H-6’ " H-7b M H8a g H5H8b

ik . H)\Ml

T T T T T T T T T T T T T T
80 79 78 77 76 75 74 13 72 74 70 69 68 6.7

H'[]."
H-3" " "
H-6b"” H-6a n H-4"
| o H-27 H-5" -4

54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 ppm
Figure I11-154 : Spectres de RMN 'H du composé Thb1.

I11.3.2 Détermination structurale du composé Th2

Le spectre RMN 'H (Figure 111-155) présente pour le composé Tb2 les mémes signaux
déja identifiés sur le spectre du composé Sp28 (Tableau [11-24) :

-Les signaux d’un squelette de kaempférol.

-Les signaux d’un groupement p-E coumaroyl.

-Les signaux d’un S-D-glucose [H-1", 6n 5,26 (d,J=7,4Hz), 6c102,5 ppm] .
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H-3'+H-5' H-(3+5)b

H'ZIT"H'GI H'(2+6)b \l |I H_8b
} H-7b ' ' ‘ H-8 H-6 | ,
| 1 I
ki v A | L
M _ A
s:n ppm ?.4 ppm 69 B.B ppm 6|.3 plpm B!E B.I1 ppm
H-1" H- 6b" H- 6a" n"
| H-3" H-4
¥ H2 iy e !
|\(I HUL_J lJ ..U e ¥
R L VO e
I 5.I3l] 5.I25 5.|20 Ippm 4.1 IJPl'ﬂ 36 3.5 3I.4 3I.3 I ppm

Figure I11-155 : Spectre RMN 'H du composé Tb2.

Les corrélations HMBC (Figure I11-156) observées sur le spectre entre le carbone C-3 du

kaempférol et le proton anomérique H-1""" du glucose confirme son attachement en cette position.

La seule différence entre les deux composés c’est au niveau du glucose du composé Th2

qui est acylé par un seul groupement p-coumaroyl.

Le déblindage des protons H»-6" du f-D-glucose [ou 4,21 (dd, J= 11,8-6,6 Hz), H- 6a",
4,32 (dd, J=11,8 -2,1 Hz), H-6"b] indique que le carbone C-6" est acylé par le groupement p-
coumaroyl. Ceci est confirmé par les corrélations HMBC observées entre le carbonyle C-9b du

coumaroyl et les protons Hz-6" du glucose (Figure I1I-156, Tableau I11-24).
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Figure ITI-156 : Spectre HMBC du compos¢ Th2.

La structure finale du composé Th2 est identifiée comme ¢étant le kaempferol-3-0-[6"-0-E-p-

coumaroyl]-f-D-glucopyranoside appelé¢ Tiliroside [Rezende et al., 2019 ; Costa et al.,

2007].
OH

HO o

L)

o

Tb2 : kaempferol-3-0-[6"-0O-(E)-p-coumaroyl]-f-D-glucopyranoside.
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Tableau I11I-24: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN !3C (125 MHz) des
composésThb 2 dans CD3OD.

Composé Th2
Position | Jc | dum (Jen Hz) | dc_ [ oum (Jen Hz) | o Sum (J en Hz)
Kaempferol 3-0-4-D-Glc 6"-0-(E)-p-coumaroyl
2 157,9 - 1" 102,5 5,26,d(7,4) 1b 125,6 -
3 133,8 - 2" 74,3 3,50, m 2b 129,7 7,33,d(8,5)
4 178,0 - 3" 74,4 3,48, m 3b 115,4 6,81, d (7,8)
5 161,6 - 4" 70,3 3,35, m 4b 159,8 -
6 98,6 6,15,d(2,1) 5" 76,6 3,46, m 5b 115,4 6,81, d(7,8)
4,21, dd (11,8-6,6) 6b 129,7 7,33,d(8,5)
7 164,7 - 6" 62,8
4,32,dd (11,8-2,1) 7b 145,1 7,42, d (16,0)
8 93,4 6,33,d (2,1) 8b 113,3 6,10, d (16,0)
9 157,0 - 9b 167,3 -
10 104,1 -
1 121,3 -
2! 130,8 8,00, d (8,9)
3 114,5 6,84, d (8,9)
4' 160,1 -
5 114,5 6,84, d (8,9)
6’ 130,8 8,00, d (8,9)

I11.3.3 Détermination structurale du composé Tb3

Pour le composé Tb3 son spectre RMN 'H (Figure 111-157) montre cinq protons aromatiques
caractéristiques de la quercétine :

- Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6y 6,22 (J= 2,0Hz), le second a dn 6,42
(J= 2,0Hz) attribuables a H-6 et H-8, respectivement, pour le cycle A. En outre, le cycle B est
présenté par des signaux d’un systtme ABX a ou 6,88, 7,61 et 7,86, caractéristiques
respectivement des protons H-5' (d, J= 8,5 Hz), H-6' (dd, J= 38,5 - 2,1 Hz) et H-2'(d, J= 2,1 Hz.).

En plus des signaux de la quercétine, un signal d’un proton anomérique a 615,18 ppm (d, J = 7,8

Hz).

267



H|-|2' [ H-8 H'6

J’L ) "LM _M___ J‘L JVI

T T
7.9 7.8 T.7 7.6 ppm 6.9 ppm 6.4 6.3 6.2 ppm

[ H_4u R H_6bu | H_6an H'S"
P_‘ln ;‘lj:.l H|-2| | ﬁ 3 il 1
|| NI b poar

| LIy T RN

e

. | . | .
I [V | (Wil I
iy J UU UL  JUUUL JVIL N
_—— L B L L B B B R B L IR AL IR
520 ppm 335 390 38 38 375 370 365 360 355 350 ppm

Figure ITI-157 : Spectre RMN 'H du composé Th3.

L’analyse combinée des spectres de RMN COSY, HSQC et HMBCdu compos¢ Th3 permet de
retrouver les mémes signaux osidiques décrits pour la partie osidique du flavonoide Th2, il s’agit
donc d’un f-D-glucopyranose.

La corrélation observée sur le spectre HMBC (Figure I11-158) entre le proton anomérique et le

carbone C-3 confirme bien la substitution du carbone C-3 par le glucose.

L JL I
=Iﬁ Runil il MW . PP
] - = 5 sa
,i; ss
3 - - o= o
] -

—_— - -— s
a0
as
=0
as

100
e = 105
110
ERES
- 120
125

H-1"/C-3 - -
130

Cc-3 s
‘@ - 135
s > EX am ae & a az Ao a| a6 34 ppen

Figure III-158 : Spectre HMBC du composé Th3.
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L’ensemble des informations précédemment obtenues par les analyses des spectres de RMNet
par comparaison avec les données de la litératurecette structure s’est avérée identique a celle de
la quercétine-3-0-f-D-glucopyranoside. Ce composé appelé Isoquercitrine a ¢été isolé
antérieurement des espeéces appartenant a la famille Cistaceae comme Helianthemum
glomeratum [Calzada et Alanis., 2007], Helianthemumsessiliflorum |Benabdelaziz et al.,

2015],Cistusladanifer|Lorente et al., 1992],Cistus incanus|Riehle et al., 2013] et Tuberaria

lignosa|Pinela et al., 2012].

Th3 : Quercétine-3-0O-f-D-glucopyranoside

TableaullI-25 : Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN '*C (125 MHz) du

compos¢ Th3 dans CD3;OD.

Composé Tb3
Position | Jdc | Ou(m,J=Hz) | Position | dc | ou(m,J=Hz)
Quercétine 3-0-4-D-Gle
2 157,4 - 1" 104,0 5,18,d(7,8)
3 134,4 - 2" 71,7 3,84, dd (9,6-7,8)
4 178,1 - 3" 73,7 3,58, dd (9,5-2,8)
5 161,6 - 4" 68,6 3,88, dl(2,8)
6 98,5 6,22, d (2,0) 5" 75,8 3,50, dd(6,1)
7 164,8 - 6" 60,5 3,58, dd (11,4-6,3)
8 93,3 6,42, d (2,0) 3,67, dd (11,3-5,9)
9 157,1 -
10 104,2 -
1 121,5 -
2! 116,4 7,86, d (2,1)
3 144,4 -
4' 148,6 -
5 114,7 6,89, d (8,5)
6' 121,5 7,61, dd (8,5-2,1)
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CHAPITRE 3

Dosages et ¢valuation des
activités biologiques



I11.3.1 Résultats du dosage et des activités biologiques

I11.3.1.1 Teneurs en phénols totaux de Scabiosa semipapposa

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux des 14 extraits de la plante Sacbiosa
semipapposa (extrait brut, F 60/40 (1) et (3), F40/60 (1) et (2) et F 20/80 (1) et (3) des parties

aériennes et racinaires) sont représentés dans la Figure II1-159.
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Figure ITI-159 : Teneurs en composés phénoliques des parties aériennes (A) et des racines (B)
de Scabiosa semipapposa .Les lettres (a-f) indiquent une différence significative entre les
extraits (p<0,05).

Dans les parties aériennes les résultats du dosage des polyphénols indiquent que la F 60/40
(3) présente la teneur la plus ¢levée en polyphénols (243,94+0,80 ng EAG/mg d’extrait) suivi
par la F 20/80 (1) (201,23+2,26 ng EAG/mg d’extrait), F60/40 (1) (190,78 + 0,96 pg EAG/mg
d’extrait), F 20/80 (3) (183,87+£2,92 ng EAG/mg d’extrait), F 40/60 (1) (175,63+4,60 pg
EAG/mg d’extrait), et I’extrait brut (169,65 £2,26 ng EAG/mg d’extrait) alors que la quantité la
plus basse se trouve dans la F 40/60 (2) (146,74+0,77 ug EAG/mg d’extrait) (Figure I1I- 159 A).

Au niveau de la partie souterraine la quantité des polyphénols varie considérablement en
fonction des fractions et s’étend de 32,26+0,31 a 361,70+11,16 pg EAG/mg d’extrait. La teneur
la plus ¢levée se localise dans la F 60/40 (1), tandis que la F 20/80 (3) possede la quantité la plus
faible (presque 6fois moins que la F 20/80 (3) de la partie aérienne) (Figure I11-159 B). Toutefois,
nous pouvons voir que les F 60/40 (3), F 40/60 (1) et F 40/60 (2) des racines possedent des
quantités en polyphénols assez proches de celles enregistrées dans les mémes fractions aériennes,

respectivement.
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I11.3.1.2 Teneur en flavonoides totaux de Scabiosa semipapposa

Les teneurs en flavonoides totaux des extraits de S.semipapposa (parties aériennes et
souterraines) montrent que les parties aériennes sont les plus riches en flavonoides (Figure I1I-
160 A).

Dans les parties aériennes la quantité des flavonoides varie de 20,91+1,77 a 85,11+1,83 pg
EQ/mg d’extrait. La plus forte teneur en flavonoides est détectée dans la F40/60 (1), alors que la
plus faible concentration est observée dans la F 60/40 (1). Concernant les extraits des racines, les
teneurs en flavonoides varient entre 5,74+0,45 et 74,56+1,43 ng EQ/mg d’extrait. La plus forte
teneur est détectée dans la F 60/40 (1) alors que la F 20/80 (3) exprime une valeur presque
négligeable (5,74+0,45 ng EQ/mg d’extrait) (Figure III-160 B).
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Figure I1I-160 : Teneurs en flavonoides totaux des parties aériennes (A) et des racines (B) de
Scabiosa semipapposa .Les lettres (a-e)indique une différence significative entre les extraits
(p<0,05).

Il n’existe, a notre connaissance, aucune ¢étude sur la caractérisation phytochimique de
I’espece Scabiosa semipapposa, toutefois, plusieurs études ont rapporté les teneurs en phénols et
en flavonoides totaux d’autres especes de Scabiosa. Les résultats obtenus dans la présente étude
sont en accord avec ceux trouvés par Hlila et al. (2013) qui ont rapporté une teneur de 269,09
mg EAG/g avec I’extrait éthyle-acétate et I’extrait butanolique des fruits de ’espeéce Scabiosa
arenaria Forssk. Cette teneur est quasiment identique a celle enregistrée avec la F 60/40 (3) des
racines de Scabiosa semipapposa. Alors que nos résultats restent largement supérieurs a ceux
rapportés par Moufouk et al. (2018) et Rahmounia et al. (2018) qui ont obtenu des teneurs de
117,66 + 0,52 pg EAG/mg et 4,74+0,01 mg EAG/g, respectivement avec 1’extrait éthyl-acétate
et 77,12+0,29 ug EAG/mg et 11,86+0,05 EAG/g, respectivement avec I’extrait butanolique de
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I’espece Scabiosa stellata. Nos résultas sont également supérieurs aux teneurs en polyphénols
des extraits des parties souterraines de 1’espéce Scabiosa arenaria Forssk qui n’exceédent pas
82.36 mg EAG/g Hlila et al. (2015a). D’autre part, I’étude menée par Ali-rachdi et al. (2018)
sur Scabiosa Atropurpurea montre que cette espeéce n’est pas riche en polyphénols et ont obtenu
des quantités trés faibles avec I’extrait méthanolique (1,303 mg EAG/g), I’extrait hexanique

(0,924 mg EAG/g), et I’extrait chloroformique (0,475 mg EAG/g).

Les résultats du dosage des flavonoides des extraits bruts des parties aériennes et

souterraines étaient de 19,47+0,00 ng EAG/mg d’extrait et 12,76+1,66 ngEAG/mg d’extrait,
respectivement. Ces valeurs sont supérieures a celle rapportée par Wang et al. (2013a) qui ont
trouvé une teneur de 9,21 mg EQ/g en utilisant ’extrait éthanolique de la plante enti¢re chinoise
Scabiosa tchiliensis. De méme, nos résultats sont supérieurs a ceux de Hlila et al. (2013, 2015a)
qui ont trouvé des valeurs de I’ordre de 5,86 mg EQ/g dans les racines et 10,9 mg EQ/g dans les
parties aériennes. Ali-rachdi et al. (2018) ont rapporté des teneurs trés faibles avec I’extrait
méthanolique (0,613 mg EQ/g), I’extrait hexanique (0,148 mg EQ/g d’extrait), et I’extrait
chloroformique (0,058 mg EQ/g d’extrait).
Les teneurs en flavonoides de la F 60/40 (1) des racines (74,56+1,43 ng EQ/mg d’extrait) et les
fractions des parties aériennes F40/60(2) et F20/80(1) (57,21£1,36 ugEQ/mg et 51,94+2,77
ugEQ/mg d’extrait, respectivement) sont similaires a celles obtenues par Moufouk et al. (2018)
avec l’extrait éthyl-acétate (72,90« 0,76 png EQ/mg d’extrait) et I’extrait butanolique (57,83
0,25ug EQ/mg d’extrait).

Ces variations des teneurs en composés phénoliques et en flavonoides entre especes du
méme genre sont liées a plusieurs facteurs tels que les facteurs biogéniques, environnementaux,

stade de maturations ou période de stockage,... [Nicoletti et al., 2015].

I11.3.1.3 Potentiel antioxydant de Scabiosa semipapposa

L’activité antiradicalaire d’un extrait est généralement exprimée par la détermination de la
Clso, c’est une concentration dont le % d’inhibition est de 50%, déterminée a partir de la courbe
présentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de 1’échantillon. Dans

notre cas, la Clso est exprimée en pg d’extrait /ml de milieu réactionnel pour les deux tests DPPH

et ABTS tandis que pour le test de CUPRAC la Clso correspond a I’absorbance A=0,5.

I11.3.1.3.1 Capacité scavenger du radical DPPH"

Dans notre étude nous avons testé la capacité antiradicalaire des extraits bruts et des extraits

de CLV issus des parties aériennes et des racines. Les absorbances obtenues sont converties en
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pourcentage d’inhibition permettant de tracer la courbe du pourcentage d’inhibition de chaque
¢chantillon en fonction de sa concentration. La capacité antioxydante est comparée aux
antioxydants de référence le BHA et le BHT. D’aprés les courbes représentées, tous les
¢chantillons testés révelent une variation de la capacité anti-radicalaire d’'une maniére dose-
dépendante vis-a-vis du DPPH.

Les résultats de la Figure [1I-161 montrent que 'effet anti-radicalaire de toutes les fractions
(F 40/60 (1), F 40/60 (2), 20/80 (1), F 20/80 (3), F60/40 (1), F 60/40 (3)), a I’exception de
I’extrait brut, des parties aériennes de Scabiosa semipapposa a différentes concentrations,
augmentent jusqu’a atteindre les taux les plus haut a 100pug/ml, exprimant ainsi des Clso (P<0,05)
de 38,69 + 0,88, 42,15+0,16, 52,03 +0,27, 46,88 +£0,62, 45,08 +0,81, 46,01 + 1,82 pg/ml,
respectivement, qui sont supérieures aux Clso des standards (8,73+ 0,06 pg/ml pour le BHA et

15,92+0,10 pg/ml pour le BHT) (Figure I1I-163 A).
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Figure III-161 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH" des extraits des parties
aériennes de Scabiosa semipapposa.

Les résultats de la Figure I1I-162 montrent l'effet anti-radicalaire des extraits des racines de

Scabiosa semipapposa. 11 apparait clairement que la F60/40 (1) exprime la plus forte activité

anti-radicalaire avec une Clso de 4,92 +0,11 pg/ml comparable a celle des standards. Seule la F

20/80 (3) a montré une faible activité antiradicalaire (Clso = 315,85+10,68 pg/ml) (Figure III-

163 B).
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Figure I1I-162 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH" des extraits des racines
de Scabiosa semipapposa.

La Clso est inversement liée a la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre DPPH de 50 %.
Les valeurs les plus faibles de la Clso indiquent une meilleure efficacité d’un extrait et ainsi un
pouvoir antioxydant plus fort. Les valeurs des Clso obtenues permettent de classer la capacité de

piégeage du radicale DPPH entre les extraits testés et par rapport aux standards.
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Figure I1I-163 : Valeurs des Clso des différentes parties testé pour DPPH" (aériennes A et
Racine B) de S.semipapposa. Les lettres (a-f) indiquent une différence significative
entre les extraits (p<0,05).
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Dans les parties aériennes 1’activité anti-radicalaire la plus élevée a été mise en évidence dans la
fraction 40/60 (1) (38,69 = 0,88 ug/ml)., tandis que les F 40/60 (2), F 60/40 (1), F 60/40 (2) et F
20/80 (3) présentent des capacités antioxydantes assez proches avec des Clso qui varient entre
42,15+£0,16 et 46,88 £0,62ug/ml et la F20/80 (1) avec une Clso de 52,03 +£0,27pug/ml. L’extrait
brut a montré la plus faible activité antioxydante avec une Clso de 80,04+0,54pg/ml (Figure I11-
163 A).

Au niveau des racines, c’est plutot la F 60/40 (1) qui exhibe un meilleur effet scavenger
avec une Clso de ’ordre de 4,92 +0,11pug/ml qui est 3 fois moins que celle du BHT (15,92+0,10
pug/ml) et presque 2 fois moins que celle du BHA (8,73+0,06 pg/ml) (Figure I11-163 B).

L’analyse des coefficients de corrélations entre les teneurs en polyphénols et en flavonoides
totaux avec les valeurs des Clso obtenues par le test du DPPH montre des corrélations négatives
moyennes aussi bien pour les parties aériennes que pour les parties souterraines (r=-0,113, r=-
0,6425 et r=-0,7748, r=-0,587, respectivement). Les travaux de wang et al. (2017) ont montré
¢galement que les extraits brut de S. tschiliensis possedent des Clso qui varient entre
25,68+1,21ug/ml a 86,79+1,29 pg/ml et ont rapporté des corrélations faibles pour les taux des
polyphénols et des flavonoides ce qui suggere que la capacité antioxydante observée dans la
présente étude serait due a un notre type de molécules.

Nos résultats sont similaires a ceux de Lehbili et al. (2018) qui ont travaillé sur I’extrait
brut et les fractions de S.stellata et qui ont rapporté des valeurs de Clso qui varient de 25,0 + 0,8
a 133 + 2,6 pg/ml avec une Cls50=86,00+1,8 png/ml de I’extrait brut proche de celle de I’extrait
brut des parties aériennes de S.semipapposa. D’autres ont travaillé sur la méme espéce S.stellata
et ont obtenu d’importants effets scavenger [Moufouk est al., 2018; Rahmounia et al., 2018].

Les résultats de la présente étude sont légerement inférieurs a ceux obtenu par Hlila et al.
(2013 et 2015). En effet, ces auteurs ont étudi¢ les extraits brut et leurs fractions, acétate d’éthyle,
n-butanolique (fleur, fruit, tige et feuilles, racines) de 1’espéce S. arenaria et ont rapporté des
Clso qui varient de 17+ 0,01 a 36+0,01 ug /ml pour les parties aériennes et de 19+ 0,01 a 26+
0,01 pg /ml pour les parties souterraines. Ils ont également constaté une faible corrélation avec
les polyphénols et les flavonoides totaux dans les parties aériennes, alors que la corrélation était

significative dans les racines.
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I11.3.1.3.2 Capacité scavenger du radical ABTS™

Les résultats du test ABTS montrent que la majorité des extraits testés expriment des capacités

antioxydantes plus importantes a I’égard du radical ABTS, toutefois, ces résultats restent

inférieures a ceux des standards utilisés (BHA et BHT) (Figure I11-164 et Figure I11-165).
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Figure III-164 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical ABTS™" des extraits des
parties aériennes de Scabiosa semipapposa.
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Figure IT1-165 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical ABTS ™ des extraits des

racines de Scabiosa semipapposa.
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La Figure I1I- 166 montre que la fraction la plus active est la F60/40 (1) avec une Clso de
8,59 £0,29 pg/ml. Alors que la F 20/80 (3) exprime la plus faible activité antioxydante avec une
Clso de 124 +0,00 pg/ml) des racines de Scabiosa semipapposa.
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Figure III- 166 : Valeurs des Clso des différentes parties testées a I’égard du radical ABTS (A
aériennes et B racines) de S.semipapposa. Les lettres (a-f) indiquent une différence significative
entre les extraits (p<0,05).

Concernant les parties aériennes, nous remarquons que l’activité antioxydante varie
légerement entre les différents extraits. La plus forte activité antioxydante est observée dans les
fractions F 60/40 (1) et F40/60 (1) avec des Clso de 18,76+0,57 et de 19,21+1,01 pg/ml,
respectivement suivie par la F40/60 (2), F 60/40 (1) et I’extrait brut avec des Clso de I’ordre de
23,53+1,34, 27,26+0,74 et 31,12+0,74 pg/ml, respectivement. Pour ce qui est des fractions
F20/80 (1) et (3), elles expriment des Clso presque égales de I’ordre de 39,95+1.48 et 40,71+
0,94 ng/ml, respectivement (Figure I11-166 A).

Pour ce qui est des racines, on constate que la F 60/40 (1) est la fraction la plus active avec
une Clso de 8,95+0,29 pg/ml. Les fractions 60/40 (3) et 40/60 (1) présentent des Clso del2,71+
0,37 et de 16,40+ 0,17 pg/ml, respectivement. La fraction 40/60 (2) présente une Clso similaire
a celle de la méme fraction de la partie aérienne (Figure I11-166 B).

Les Clso obtenues pour I’ensemble des extraits fractions dans le test de I’ABTS semblent
inférieures a celles du DPPH ce qui indique une meilleure activité antiradicalaire, toutefois, ces
résultats montrent aussi des faibles corrélations avec les teneurs des polyphénols et des
flavonoides totaux pour les parties aériennes et moyennes pour les parties souterraines (r = -

0,1058, r=-0,1399, r =-0,7928, et r =-0,5485, respectivement).
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Les fractions aériennes F20/80 (1), F (3) et F 60/40 (1) expriment des valeurs de Clso de
39,95+ 1,48, 40,71+ 0,94, et 27,26 + 0,74, respectivement. Ces valeurs sont similaires a celles
obtenues par Rahmounia et al. (2018) avec I’extrait acétate (40,41+£0,02 pg/ml) et I’extrait n-
butanolique (27,87+0,01 pg/ml) de la plante S. stellata. Alors que les fractions souterraines
F60/40 (3) et F 40/60 (2) expriment des valeurs de 12,71+£0,37 pg/ml et 23,29+0,86 ng/ml qui
sont proches de celles obtenues par Moufouk est al. (2018) pour les mémes extraits de S. stellata
(14,00+ 0,8 pg/ml pour I’extrait acétate et 24,99+ 0,36 pg/ml pour I’extrait n-butanolique). La F
20/80 (1) souterraine, la F 20/80 (3) et ’extrait brut des parties aériennes présentent des valeurs
de 36,18+ 2,58 ug/ml, 40,71+ 0,94, ug/ml, et 31,12+ 0,74 pg/ml, respectivement. Ces résultats
sont équivalents a ceux de Hlila et al. (2013, 2015) obtenu avec I’extrait acétate (34+0,03 pg/ml)
et ’extrait n-butanolique (40+0,01png/ml) des racines de S.arenaria. D’autre part, nos résultats
expriment des capacités antioxydantes supérieures a celles de la fraction acétate des fleurs de S.
arenaria (54%0,05 pg/ml) et de la fraction acétate de S. tschilienses (58,76£1,78 pg/ml) [wang
et al., 2017].

I11.3.1.3.3 Capacité de réduction de I’ion cuprique (CUPRAC)

L’activité réductrice a été étudiée par une méthode impliquant un réactif beaucoup plus
stable et facilement accessible (le complexe [Cu®*-Nc]) que les réactifs radicalaires chromogénes
ABTS et DPPH. L’absorbance du chélate Cu (I) -Nc de couleur orange-jaune formé a la suite de
la réduction du réactif néocuproine cuivrique avec des antioxydants agissant comme agents
réducteurs est mesurée a 450 nm [Apak et al. 2013].

nCu(Nc), ¥ + Ar(OH), — nCu(Nc), © + Ar(=0), + nH"

Les concentrations qui correspondent aux Ao s nécessaires pour réduire 50% du complexe
(néocuproine cuivrique) sont déterminées a partir des courbes tracées en fonctions des
absorbances. La forte sensibilité du réactif néocuproine cuivrique aux substances antioxydantes
dans certains échantillons, nous a contraints d’établir une gamme de dilution beaucoup plus
étendue.

D’apres les Figures [11-167 et I11-168, il ressort que tous les extraits possédent une capacité
réductrice mais moins importante que celles des standards. La variation entre les extraits est plus

significative dans les racines que dans les parties aériennes.
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Figure I1I-167 : Capacité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC) des extraits des parties
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Figure III-168 : Capacité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC) des extraits des racines de

La Figure III-169 reprend les valeurs des Clso des différentes parties aériennes et

souterraines de S.semipapposa. Nous pouvons voir que la F 60/40 (1) des racines est toujours la
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plus active et montre un pouvoir réducteur plus important (10,16 = 0,11 pg/ml) que celui des

autres extraits alors que la F 20/80 (3) souterraine montre encore le plus faible pouvoir réducteur.
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Figure I1I-169 : Valeurs des Clso des différentes parties testé pour CUPRAC (aérienne A et
Racine B) de S.semipapposa. Les lettres (a-f) indiquent une différence significative entre les
extraits (p<0.05).

Concernant les parties aériennes, le pouvoir réducteur le plus élevé est enregistré par les F
40/60 (1) et la F 60/40 (1) exprimant des valeurs d’ Ao s trés proches de 1’ordre de 30,65+1,48 et
32,93+1,06 pg/ml, suivi par celui des F 60/40 (3) et 40/60 (2) (35,50+ 0,50 et 37,11+ 0,76 pg/ml,
respectivement). La F 20/80 (3), F 20/80 (1) et ’extrait brut montrent les valeurs d’Ao.sde ’ordre
de 40,92 + 0,22, 50,13 £1,47, et 92,18+ 1,75 pg/ml, respectivement (Figure I11-169 A).

Pour ce qui est des parties souterraines, la F60/40 (1) exhibe le plus grand pouvoir
réducteur (30,65 + 1,48) suivi par celui de la F60/40 (3) (29,12 + 0,38 pg/ml), la F 40/60 (1)
(41,99+0,42) et la F 20/80 (1) (44,14+1,86) qui présentent un pouvoir réducteur qui avoisine
celui de la fraction aérienne F20/80 (3). La F 40/60 (2) montre un pouvoir proche de celui de la
F20/80 (1) aérienne. Le plus faible pouvoir réducteur est observé dans I’extrait brut et la F 20/80
(3) avec des valeurs d’Aos de ’ordre de 122,25 + 1,01 et 378,47 + 11,39 pg/ml respectivement
(Figure I1I-169 B).

Nos résultats pour les fractions souterraines F60/40 (3) (29,12 + 0,38 pg/ml), F40/60 (1)
(41,9940,42 ng/ml) et F20/80 (1) (44,14+1,86 pg/ml) et la F20/80 (3) aérienne (40,92 + 0,22
pg/ml) s’averent semblables a ceux obtenus avec la fraction acétate et I’extrait n-butanolique

(28,50+ 1,24, 42,16+ 3,06 pg/ml) de Scabiosa stellatta |[Moufouk est al., 2018]. Aucune
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corrélation significative entre polyphénols et flavonoides et 1’activité réductrice n’a pu étre
démontré (r =-0,2149, r =-0,5439, r = -0,7559, r = -0,5724).

De ces résultats, nous pouvons retenir que les teneurs les plus élevées en polyphénols et en
flavonoides dans les 14 extraits de S.semipapposa sont particulierement visibles dans la fraction
aérienne F40/60 (1) et la fraction souterraine F60/40 (1) alors que la fraction souterraine F20/80
(3) referme la plus faible quantité en phénols et en flavonoides (Annexe 2: Tableau II1-26).
D’autre part, il a été constaté que fraction souterraine F60/40 (1) est la plus active dans tous les
tests alors que la F 20/80 (3) est celle qui présente le plus faible pouvoir antioxydant. La fraction
aérienne F40/60 (1) et les fractions F60/40 (3), F40/60 (1) et F40/60 (2) aériennes et souterraines

possédent pouvoir antioxydant équivalents (Annexe 2: Tableau I11-27).

I11.3.1.4 Teneur en phénols totaux de Tuberaria guttata
Les teneurs en phénols totaux de I’extrait brut et des fractions de Tuberaria guttata sont

représentées dans la Figure I11-170.
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Figure III-170 : Teneurs en composés phénoliques de ’extrait brut et des fractions de
Tuberaria guttata.

La teneur en phénols totaux de I’extrait brut et des fractions de Tuberaria guttata varie
entre 358,11+ 6,51et 685,64 + 7,89 ng EAG/g d’extrait (Figure [11-170). Les résultats montrent
que tous les extraits étudiés sont riches en polyphénols. En effet les fractions 60/40 (2) et (3)
contiennent les proportions les plus élevées (657,82 + 0,92, 685,64 + 7,89 ng EAG/g,
respectivement). Les fractions 40/60 (2), 20/80 (1) et 40/60 (3) montrent des quantités de 1’ordre
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de 522,07+ 1, 69, 479,46 + 0,27 441,44 + 8,75 ng EAG/g, respectivement. Par ailleurs la F 20/80
(3) présente une teneur de 358,11+ 6,51 ug EAG/g qui est proche de celle de I’extrait brut.

II1.3.1.5 Teneurs en flavonoides totaux de Tuberaria guttata

Les teneurs en flavonoides totaux de I’extrait brut et des fractions de Tuberaria guttata

sont données dans la Figure I11-171.
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Figure I1I-171: Teneurs en composés flavonoides de I’extrait brut et des fractions de

Tuberaria guttata.

La teneur en flavonoides totaux varie d’un extrait a un autre. La fraction 40/60 (2) montre
la plus forte teneur en flavonoides avec une concentration moyenne de 269,34 + 2,26 pg EQ/mg
suivi de la F 60/40 (3) (177,59+0,60 pg EQ/mg), F 40/60 (3) (167,61 + 1,70 ng EQ/mg) et F20/80
(1) (151,49+4,91 ngEQ/mg). Les fractions 20/80 (3) et 60/40 (2) présentent des quantités presque
équivalentes soit 128,82 £ 5,89 pg EQ/mg et 119,54+0,15 pg EQ/mg, respectivement). L’extrait
brut est le moins riche en flavonoides avec une teneur moyenne de 39,93 + 2,68 ng EQ/mg

(Figure III-171).

I11.3.1.6 Pouvoir antioxydant de Tuberaria guttata

I11.3.1.6.1 Capacité scavenger du radical DPPH"
Les résultats de I’activité anti-radicalaire de I’extrait brut ainsi que des six fractions de

Tuberaria guttata exprimés en pourcentages d’inhibition sont représentés dans la Figure I11-172.
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Figure I1I-172 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH" par les extraits de

Tuberaria guttata.

Les résultats de la Figure I11-172 montrent que l'effet anti-radicalaire des fractions 60/40
(2) et F 60/40 (3) augmentent significativement pour atteindre les taux les plus €élevés a partir

de 12pug/ml. Cet effet est supérieur au reste des extraits et des standards utilisés.

157
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Figure I1I-173 : Valeurs des Clso des différents extraits de 7.guttata testés pour le DPPH. Les
lettres (a-e) indiquent une différence significative entre les extraits (p<0,05).

Les valeurs des Clso révelent que tous les extraits testés ont une trés bonne capacité
antioxydante , qui peut méme pour certaines fractions dépasser celles des standards, c’est le cas
de la F60/40 (3) qui a montré une Clso de I’ordre de 3,73+0,15 pg/ml. La F60/40 (2) a montré
une Clsode I’ordre de 4,07+0,23 ug/ml, semblable a celle du BHA (4,04+0,07pg/ml), et deux fois
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moins ¢levée que celle du BHT (7,76+0,26ug/ml). Les fractions 40/60 (2) et 20/80 (1) présentent
presque la méme activité avec des Clso de I'ordre de 5,94+0,21 pg/ml et 5,81+0,16 pg/ml,
respectivement.

La aussi, I’extrait brut et la F 20/80 (3) semblent les moins actifs et ont montré des Clso de
I’ordre de 9,64+0,45 pg/ml et de 11,07+0,38 pg/ml, respectivement (Figure I11-173).

De ces résultats, nous pouvons affirmer que I’espéce 7. guttata est doté d’un potentiel
antioxydant trés intéressent, lorsqu’on compare ces résultats notamment a ceux de Pinela et al.
(2012) qui ont travaillé sur I’espéce Tuberaria lignosa et ont obtenu des Clso>50 ug/ml des
extraits aqueux préparés par décoction ou infusion.

Les coefficients de corrélations établis entre les Clso et les teneurs totaux en polyphénols
et en flavonoides montrent d’une part 1’existence d’une forte corrélation avec les polyphénols (r
=-0,938) et d’autre part une faible corrélation avec les flavonoides (r = -0,4405). Selon Turkmen
et al. (2007), les polyphénols semblent étre des donneurs efficaces d'hydrogene au radical DPPH,
en raison de leur structure chimique.

I11.3.1.6.2 Capacité scavenger du radical ABTS™

En raison de la forte sensibilité du radical cationique ABTS'" aux extraits et fractions

étudiés, il a été nécessaire d’établir une gamme de dilution beaucoup plus étendue que celle du

test précédent afin de déterminer les Clso (Figure [11-174).
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Figure I11-174: Courbes de pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ par les extraits de
Tuberaria guttata.

Dans ce test, nous constatons que tous les extraits expriment un pouvoir antioxydant

important qui se traduit par des valeurs de Cls tres faibles. Nous pouvons voir que la F60/40 (2)
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exprime le pouvoir antioxydant le plus élevé avec une Clso de 1'ordre de 1,72+0,06 pg/ml.
Contrairement a la F20/80 (3) qui montre la plus faible capacité antioxydante (7,42+0,11pg/ml).
Les F40/60 (2), F20/80 (1), et F60/40 (3) exhibent un pouvoir antioxydant similaire au BHT
(2,2740,10 pg/ml) avec des Clso de 2,14+0,08 pg/ml, 2,26+0,07 pg/ml, et 2,67+0,05 pg/ml,
respectivement (Figure I11-175).

IC 50 pg/ml

Figure I1I-175 : Valeurs des Clso des différents extraits de 7.guttata testés pour I’ABTS. Les
lettres (a-g) indiquent une différence significative entre les extraits (p<0,05).

L’extrait brut et la F40/60 (3) montrent des pouvoirs antioxydants presque équivalents avec des
valeurs de Clso de 5,00+0,03 pg/ml et 4,31+0,18, respectivement. Ces valeurs sont inférieures a
celle obtenue avec I’extrait éthanolique des feuilles et des fleurs d’Halimium halimifolium
(Cistaceae) respectivement [Rebaya et al., 2014].

Tous les extraits testés, a I’exception de la F 20/80 (3), ont montré une activité
antiradicalaire nettement supérieure a celle obtenue avec les extraits aqueux et méthanolique de
11 espéces d’Helianthemum (Cistaceae) dont les Clso évoluent entre 6,15 et 108,65 pg/ml
[Rubio-Moraga et al., 2013].

Les extraits montrent que I’activité scavenger du radical ABTS présente une corrélation

moyenne avec les polyphénols totaux (r =-0,7753) et une corrélation faible avec flavonoides(r =
-0,4297).

I11.3.1.6.3 Capacité de réduction de I’ion cuprique (CUPRAC)

La Figure I1I-176 montre que tous les extraits renferment une bonne capacité réductrice.
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Figure I1I-176 : Capacité réductrice de 1’ion cuprique(CUPRAC) des différents extraits de
T.guttata

D’apres les Clso calculées (Figure I11-177) il ressort que la F 40/60 (2) et la F20/80 (1) renferme
le pouvoir réducteur le plus ¢élevé (1,64+0,04 ng/ml et 4,14+0,8 pg/ml, respectivement) qui est
supérieur a celui du BHA (4,2340,10 pg/ml) et du BHT (5,74+0,27 pg/ml).L’extrait brut et la
F 60/40 (3) possédent également un pouvoir réducteur équivalent a celui du BHT suivie de celui
de la F 60/40 (2) (7,51+0,11 pg/ml). La F 60/40(3) et la F 20/80 (3) expriment le plus faible

pouvoir réducteur.
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Figure III-177 : Valeurs des Clso des différents extraits de 7.guttata testés pour le test
CUPRAC. Les lettres (a-g) indiquent une différence significative entre les extraits (p<0,05).
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Dans le test CUPRAC, les coefficients de corrélations révelent la présence d’une
corrélation faible avec les teneurs en polyphénols et flavonoides (r= -0,4066, r =-0,3171).
Bien que les extraits étudiés referment une trés bonne activité anti-radicalaire et un bon pouvoir
réducteur, mais les faibles corrélations de ces derniers avec les teneurs en polyphénols et en
flavonoides, suggere que ce pouvoir antioxydant n’est pas limité uniquement aux polyphénols et
aux flavonoides mais plutot a d’autres types de molécules au sein des extraits tels que les tanins
condensés détectés par une coloration rouge sur la CCM (Figure 1I-25, page 81). D’autres études
ultérieures ont isolé les tanins hydrosolubles a partir d’une espéce appartenant au genre Tuberaria
(Tuberaria lignosa ) |Bedoya et al.,2010] [Pinela et al., 2017] et ont souligné leur forte capacité
scavenger des radicaux libres|Kulkarni et al., 2004 ; Wang et al.,2013 ;Mena et al.,2013 ;Vora
et al,, 2015 ].

I11.3.1.7 Inhibition de I’alpha glucosidase.

L’alpha-glucosidase est une enzyme localisée au niveau des intestins et est nécessaire pour
hydrolyser les oligosaccharides et les polysaccharides en monomeres. L’inhibition de cette
enzyme par des inhibiteurs commerciaux tel que I’acarbose, ralentit la vitesse d'absorption des
glucides alimentaires, réduisant ainsi I'élévation glycémique postprandiale et la réponse
insulinique. L’acarbose a ét¢ longtemps utilisé avec succes, non seulement dans le traitement des
diabétes de type I et de type II, mais également dans celui des hypoglycémies fonctionnelles
[Brogard et al., 1989], toutefois, en raison des effets secondaires gastro-intestinales liés a
’utilisation prolongée de ces inhibiteurs, les travaux de recherche s’intéressent au
développement de nouvelles molécules alternatives notamment des molécules d’origine
naturelle.

Dans la présente étude, seuls les extraits de T"guttata sont testés pour I’activité antiglucosidase.
D’apres les courbes ci-dessous (Figure [11-178), nous pouvons voir que tous les extraits possedent
une activité inhibitrice a 1’égard de 1’alpha glucosidase et qui est largement supérieure a celle de

I’acarbose et de la quercetine.
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Figure I1I-178 : Courbes de pourcentage d’inhibition de I’a-glucosidase des différents extraits

et les standards ; quercetine et acarbose.

Tous les extraits montrent une Clso inférieure a celle de la quercétine et de I’acarbose
(Figure I11- 179). La F 60/40 (2) montre la plus grande activité anti-glucosidase (0,88 pg/ml),
suivi de la F 60/40 (3), F40/60 (2), et de ’extrait brut avec des Clso de 1,04+0,04, 1,49 + 0,03,
et 2,74+0,04 pg/ml, respectivement. La F 40/60(3) et F 20/80 (3) montrent des activités
similaires (4,26 £+ 0,02 pg/ml et 4,26+0,17 pg/ml, respectivement).La F 20/80 (1) est celle qui

exprime le plus faible pouvoir inhibiteur avec une Clso égale a 4,54+ 0,10 ng/ml.
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Figure I1I-179 : Valeurs des Clso des différents extraits de 7.guttata testés pour I’activité
antiglucosidase. Les lettres (a-d) indiquent une différence significative entre les extraits

(p<0,05).
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Les coeftficients de corrélation établis entre les Clso et les quantités de polyphénols el flavonoides
montrent une corrélation moyenne avec les polyphénols (r=-0,7726) et une trés faible corrélation
avec les flavonoides (r =-0,2109).

Les résultats de 1’étude phytochimique de I’espece T.guttata montrent que les polyphénols
se localisent beaucoup plus dans la F 60/40 (2), F 60/40 (3), F 40/60 (2) et F 20/80 (1) par
comparaison avec la F 40/60 (3) et F 20/80 (3) tandis que les quantités les plus élevées en
flavonoides sont trouvées dans la F 40/60(2) ,F 40/60 (3) et la F 20/80 (3) (Annexe 2 :Tableau
111-28 ).

L’évaluation des propriétés antioxydantes des extraits de 7.guttata montrent que ces
derniers possédent des activités antioxydantes intéressantes. Dans les tests du DPPH et de
I’ABTS, les fractions 60/40 (2), 60/40 (3), 40/60 (2) et 20/80 (1) présentent des Cls trés proches
de celles du BHA et BHT. Par ailleurs le grand pouvoir réducteur est exhibé par la F 60/40 (3),
F 40/60 (2) et F 20/80 (1) avec des Clso de ’ordre de 5,91+0,04 1,64+0,04 et 4,14+0,08 pg/ml,
respectivement, supérieures a celle des standards BHA (4,23+0,10 pg/ml) et BHT (5,74+0,27
pg/ml). En ce qui concerne I’activité antiglucosidase, les fractions les plus actives sont les
fractions les plus polaires ; F 60/40 (2), F 60/40 (3) et F 40/60 (2) avec des Clso appréciables
(0,88+0,01, 1,04+0,04 et 1,49 = 0,03, respectivement) et qui sont largement supérieures a celles

de ’acarbose et de la quercetine.
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CONCLUSION
GENERALE



Conclusion générale

Au cours de cette thése nous avons réalis¢ une étude phytochimique sur deux espéces de
plantes appartenant a deux familles végétales différentes ; Scabiosa semipapposa (Caprifoliaceae)
et Tuberaria guttata (Cistaceae) qui a permis I’isolement par plusieurs méthodes
chromatographiques de trente-trois produits dont treize correspondent a des structures nouvelles.
La caractérisation de ces produits a été réalisée par une analyse spectrale basée essentiellement sur
les données RMN mono et bidimensionnelles (‘H ,'*C, COSY, ROESY ou NOESY, TOCSY,
HSQC J- modulé, HSQC-TOCSY et HMBC), I’analyse du spectre de masse (HR-ESI-MS), la

mesure du pouvoir rotatoire ainsi que la comparaison avec les données de la littérature.

L’étude phytochimique a été portée pour la premiére fois sur I’espece algérienne Scabiosa
semipappaosa et a mené a I’isolement et I'ulicidation de 12 nouvelles structures de saponines
bidesmosides possédant un squelette d’acide oléanolique (1-8) (Semipapposide A-H) et
hédéragenine (9-12) (Semipapposide I-L) avec une saponine bidesmoside d’acide oléanolique
(13) (Semipapposide M) obtenu sous forme de mélange inséparable avec le composé (4) , ainsi

que 3 glycosides d’acide oléanolique connus (14-16) .

En plus des saponines, plusieurs types de molécules ont été identifiés dans ’espece Scabiosa

semipappaosa, appartenants a plusieurs familles de métabolites secondaires :

» 4 mono et bis iridoides (17-20) :
v' Sweroside.
v' Loganine.
v' Secoxyloganine.
v' Cantleyoside et le diméthyle acétal (Triplotoside A).
> 3 lignanes (21-23) isolés pour la premicre fois du genre scabiosa :
v" Le 8 hydroxypinoresinole.
v' (+)-8 hydroxypinorenisol -4"-O -f-D- glucopyranoside.
v" (+)-8 hydroxypinorenisol -4'-O -f-D- glucopyranoside.
> 4 phénols (24-27)
v" Le vanillyl-4-D glucopyranoside.
v" I’alcool vanillique -4-O-f-D-glucopyranoside.
v" L’acide caféique méthyle ester.
v’ -3,4, 5-Trimethoxyphényl 1-O-pB-apiofuranosyl (1"—6')-S-glucopyranoside.
> 4 Flavonoides (28-31) : Ditilioside, Cynaroside, Lutéoline et Apigénine.
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L’investigation phytochimique de Tuberaria guttata a abouti a trois flavonoides glycosylés

(28,32-33) : Ditilioside , Tiliroside et I’isoquercitrine .

L’évaluation de la capacité antioxydante des fractions obtenues a partir des différentes
parties étudiées de Scabiosa semipapposa, a montré une activit¢ modérée avec des faibles
corrélations avec le contenu en polyphénols et en flavonoides. Seule la F 60/40 (1) souterraine a
montré une activité antioxydante intéressante dans tous les tests (DPPH ; 4.92 +0,11ug/ml, ABTS ;
8.954+0.29 ng/ml, CUPRAC ; 10.16£0.11pg/ml). Contrairement a la F (20/80) 3 souterraine qui a
montré la plus faible activité antioxydante avec des Clso de 315.85+£10.68 ,124.00+3.92,
378.47+11.39 pg/ml respectivement.

Pour 1’espéce Tuberaria guttata, les fractions montrent des activités antioxydantes

intéressantes dans les trois tests avec des Clso entre 2,1440,08 et 15.17+0.35 pg/ml.

L’¢évaluation de I’activité¢ antiglucosidase de ces mémes fractions de Tuberaria guttata a
révélé un pouvoir inhibiteur de 1’ a-glucosidase, meilleur que celui de la quercétine et de
I’inhibiteur commercial 1’acarbose, exprimant des Clso qui varient entre 0.88+0.01 et 4.54+ 0.10

pug/ml.

En conclusion, cette étude a permis de contribuer a la connaissance chimique de ces deux
especes mais demeurent toujours partiellement exploités et il est trés intéressant de poursuivre
I’investigation phytochimique et biologique. Pour cela plusieurs perspectives peuvent étre

envisagées :

v’ 1l serait trés intéressant d’évaluer la cytotoxicité, I’activité antimicrobienne et le pouvoir
hémolytique des nouvelles saponines isolées ainsi que pour les fractions étudiées.

v Afin aussi de compléter cette investigation, une étude phytochimique des fractions et sous
fractions qui n’ont pas été purifiés devrait €tre réalis¢.

v Au vue des résultats intéressants obtenu pour ’effet antioxydant et I’effet inhibiteur de I’a-
glucosidase par les extraits de Tuberaria guttata, il serait intéressant de continuer la
purification des extraits ainsi que la réalisation d’une étude phytochimique sur la partie

souterraine.
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Caractéristiques des composés isolés

I- Les composés isolés a partir de de Scabiosa semipapposa.
1-Composé Sp1l : Semipapposide A.
Acide3-0O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—3)-p-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-xylopyranosyl]-28-O-[ 5-
D-glucopyranosyl-(1—6)--D-glucopyranosyl]-oléanolique.

Formule brute : C76H25038

[0]*p - 40.7 (c 0.83, MeOH)

HR-ESI-SM : a m/z 1645.7848 [M+H]* ﬁ/ %
A ] aich

HO °

HO '
H,C o HO' .
Ho“@?mla 1 /\é/ﬁ m
HO o ° OH OH

o OH

HO Xyl 11 OH
Rha 111 o
Gle I oH Ho oy
e o Rha II
HO!
HO

OH

K

o

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I1I-1, page 118).

2-Composé Sp2 : Semipapposide B.

Acide3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1-3)-p-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-arabinopyranosyl]-28-O-
[f-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl]-oléanolique.

Formule brute : C76H 25038
[0]*° -35.4 (¢ 0.65, MeOH)
HR-ESI-SM : 4 m/z 1667.7676 [M+Na]", 1645.7859 [M+H]"

HO Xyl OH
HO o] Iélgc O
Rha o Rha
Gle I OH HO  on
HiC ]
HO
HO

OH

RMN !'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-2,
page 127).

RMN !'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-7, page
179).
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3-Composé Sp3 : Semipapposide C.

Acide3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—3)-p-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-arabinopyranosyl]-28-
O-[p-D-glucopyranosyl-(1—6)-5-D-glucopyranosyl]-oléanolique.

Formule brute : C77Hi127039

[0]*°5-24.8 (¢ 0.27, MeOH)

HR-ESI-SM : a m/z 1697.7797 [M+Na]*, 1675.7977 [M+H]"

HO
Ho 0 HeC o
o Rha
Rha GlelI OH HO  on
HsC o
HO
HO

OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-3,
page 135).

RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-7, page
179).

4-Composé Sp4 : Semipapposide D.
Acide3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-Xylopyranosyl-(1—4)-f-D-glucopyranosyl-
(1—-4)-p-D-Xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-Xylopyranosyl]-28-O-[ 5-
D-glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-oléanolique.
Formule brute : C75H123033g

[0]*°5-16.8 (c 0.25, MeOH)

HR-ESI-SM : a m/z 1653.7532 [M+Na]", 1631.7701 [M+H]"

5 o
9}
HN o7 7, 0 on
o ” 0 Gle 1T
HOKo'
H;C O HO ~
Ho ué\/g\?m‘a Gle I

o
HO~ 20

Rha Gle ToH Xyl ITOH
Hac o—7 Xyl 11 oH
HO
HO

OH

RMN !'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-4,
page 149).

RMN !'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) de la partie génine (CD30D). (Tableau I11-7, page
179).
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5-Composé Sp5 : Semipapposide E.
Acide3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-Xylopyranosyl-(1—4)-5-D-glucopyranosyl-
(1—4)-p-D-Xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-Arabinopyranosyl]-28-
O-[p-D-glucopyranosyl-(1—6)-5-D-glucopyranosyl]-oléanolique.

Formule brute : C75sH1230s3
[a]2%-33.3 (¢ 0.42, MeOH)
HR-ESI-SM : a m/z 1631.7699 [M+H]" O Ara

= o
Hom/o o OH
o v 0 GleII

OH “35@7 HO HOuo
HO Rha G
o o&/omo OHOH

HO
HO

o
Rha /W/ Xyl TOH
HyC o oH Gle TOH
HO Xyl II
HO

OH

sle 1T

RMN 'H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-4,
page 149).

RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-7, page
179).

6-Composé Sp6 : Semipapposide F.
Acide 3-O-[f-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-
(1—-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-
S-D-xylopyranosyl]-28-O-[f-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl]-oleanolique.

Formule brute : CsoHi35043

[0]*°5-37.1 (c 0.83, MeOH)
HR-ESI-SM : & m/z 1829.8225 [M+Na]", 1807.8400 [M+H]"

0
o "°$§/ oH
oH~OH
HO Xyl Lion
A, 0 e o
HO ° Rha I1
Gal OH GleT oH HO OH
HaC o
Ho Rha III
HO

OH

RMN !'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie osidique (CD30OD). (Tableau I11-5,
page 164).

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-8, page
180).
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7-Composé Sp7 : Semipapposide G.
Acide 3-O-[f-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-#-D-glucopyranosyl-
(1—-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-
[-D-arabinopyranosyl]-28-O-[f-D-glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-oléanolique.

Formule brute : Cg2Hi35043 \

[0]*°5-19.7 (c 0.37, MeOH)
HR-ESI-SM : & m/z 1807.8390 [M+H]"

[e]
H;C (o] HO
Hé@? Rha I %c i
HO QP OHOH

oH—OH /W/
o HO Xyl 1 OH
o o HiC o
HO o Rha I
Gal  OH GleI OH Ho L.
HaC )
HO Rha
HO

RMN 'H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I1I-5,
page 164).

RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-8, page
180).

8-Composé Sp8 : Semipapposide H.
Acide 3-O-[f-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-
(1—-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—-2)-p-D-arabinopyranosyl]-28-O-[ f-D-glucopyranosyl-(1—6)--D-glucopyranosyl]-
oléanolique.

Formule brute : Cs3H137044

[a]*5-27.2 (c 1.14, MeOH)
HR-ESI-SM : a m/z 1859.8307 [M+Na]", 1837.8517 [M+H]" k&

c=0

+ \
H o

=
- o
o OH
o Gle 111
I

HOY
Gle IV

OHOH

5 2
HsC o
HO HO Rha I HO
o O

OH

OH HO Gle ToH

o HyC
o o Hi o
HO o Rha 11
Gal OH Gle ITOH HO oy
HsC )

HO Rha

HO

OH

RMN !'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-6,
page 178).

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) de la partie génine (CD30D). (Tableau I11-8, page
180).
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9-Composé Sp9 : Semipapposide 1.
3-O-[p-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-
(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1->2)-a-L-arabinopyranosyl]-28-O-[ f-D-glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-

hédéragenine.

Formule brute : Cs3H 37045

[0]*°5-17.8 (¢ 0.23, MeOH)

HR-ESI-SM : a m/z 1875.8267 [M+Na]", 1853.8469 [M+H]" 9 s %//02
Hw Rhal Ho/#ﬁw“o

OH

OH HO Glel oH

o H;C
o Lo} 03 O
HO o Rhall
Gal ~~ oH Glenron MO oy
HsC o

HO Rhalll

HO

OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-9,
page 187).

RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) de la partie génine (CD30D). (Tableau I11-11, page
193).

10-Composé Sp10 : Semipapposide J.
3-O-[p-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-
(1—-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-
a-L-arabinopyranosyl]-28-O-[f-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl]-hédéragenine.
Formule brute : Cs;H135044 .
[0]%°5 -28.2 (¢ 0.66, MeOH)
HR-ESI-SM : a m/z 1845.8151 [M+Na]", 1823.8344 [M+H]"  ou ara o

o “otg %Tl

HO

H;C o HOK{g
HO. Rhal HO GlelV

o o

on HOM OH OHOH

OH HO e Xyl I'oH
o
o o 03 0
HO o Rha II
Gal OH Glc IoH HO  On
HiC o

HO Rha IIT

HO

RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-10,
page 192).

RMN 'H (600 MHz) et RMN !*C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-11, page
193).

307



11-Composé Sp11 : Semipapposide K.
3-O-[p-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-4-D-glucopyranosyl-
(1—-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-f-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-
[-D-xylopyranosyl]-28-O-[f-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl]-hédéragenine.
Formule brute : Cg2H135044

[0]*°5-28.6 (c 0.79, MeOH)

HR-ESI-SM : 3 m/- 1845.8151 [M+Na]", 1823.8350 [M+H]" X i

HsC o HO40
HO Rhal HO GlelV
Ho o o

° OH OHOH
oH_-OH

HO /TSEfiji/
S o HsC o ¥
HO o ° Rha Il
Gal o Gle I OH O on
HyC o
HO Rha 111
HO

OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-10,
page 192).

RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) de la partie génine (CD30D). (Tableau I11-11, page
193).

12-Composé Sp12 : Semipapposide L.
3-O-[p-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-#-D-glucopyranosyl-
(1—-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1-2)-a-L-axylopyranosyl]-28-O-[ f-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl]-
hédéragenine.

Formule brute : Cs3H 37045

[0]%°5-22.8(c 0.21, MeOH)

HR-ESI-SM : a m/z 1875.8276 [M+Na]", 1853.8445 [M+H]"

Xyl

m/o

/OH
0 Glelll
Rha I (,M\
&&°
Gle oy

OHOH
HO
Lo} o H;C
0o o
HO o Rha II
Gal OH Gle IloH HO OH
HsC o
HO Rha III
HO

OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) de la partie osidique (Tableau I11-9, page 187).
RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) de la partie génine (Tableau III-11, page 193).
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13-Composé Sp13 : Semipapposide M.

Acide 3-O-[f-D-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-#-D-glucopyranosyl-
(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1-2)-p-D-xylopyranosyl]-28-O-[ f-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl]-

oléanolique.

Formule brute : Cg3H 37044

HR-ESI-SM : a m/z 1837.8508 [M+H]"

Xyl

HO 2
o
HO

HiC o HO
HO HO Rhal HO GlelV

o o
"°&$/ OH
0

R

OH o
OH HO Gle 19y
o] o HsC
o o
HO o
Gal OH Gle 11 oH HO OHha
H,yC 0 I
HO Rha III
HO

OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-6,
page 178).

RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-8, page
180).

14-Composé Sp14 : Scabiosaponine E.
Acide 3-O-[f-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-28-
O-[f-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl]-oléanolique.
Formule brute : CsgHo4Os

HR-ESI-SM : a m/z 1191.6178 [M+H]"

il

o—

Xyl 1 o0
HO — [e}
o) ", OH
Hom/ o Gle 11
e}
HO HO
HsC O HO
ng Rha I Gle ITI
HO NP OH OH

RO. OH

Xyl I1 OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-13,
page 196).

RMN 'H (600 MHz) et RMN !*C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-12, page
195).
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15-Composé Sp15 : Scabiostellatoside B.
Acide3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1-2)-p-D-xylopyranosyl]-28-0-[ f-D-glucopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl]-
oléanolique.

Formule brute : Cs4H104029

HR-ESI-SM : & m/z 1359.6586 [M+Na]", 1337.6765 [M+H]"

H;C o HO
HO. Rha I HO Glell
Ho o o

o OH OHOH

e o) oition
Ho Rha II
HO

OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-13,
page 196).

RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) de la partie génine (CD30D). (Tableau I11-12, page
195).

16-Composé Sp16.
Acide3-O-[f-D-glucopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-
(1—-3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-xylopyranosyl]-28-O-[ f-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-
D-glucopyranosyl]-oléanolique. Scabiostellatoside D.
Formule brute : C70H114034

HR-ESI-SM : a m/z 1521.7100 [M+Na]*, 1499.7272 [M+H]"

HyC °
HO Rha I
Ho o o

N/ o oHon
HO o HiC o Xyl IToH
HO o]
HO Rha II
HO

Glc I OH OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) de la partie osidique (CD3OD). (Tableau I11-13,
page 196).

RMN 'H (600 MHz) et RMN !*C (150 MHz) de la partie génine (CD3OD). (Tableau I11-12, page
195).
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17-Composé Sp17 : Sweroside

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CD30D). (Tableau I1I-14, page 203).

18 -Composé Sp18 : Loganine.

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I11-15, page 211).

19-Composé Sp19 : Secoxyloganine.

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I11-15, page 211).

20-Composé Sp20 : Triplotoside

Cantleyoside dimethylacetal

O._OCH,
H
0 o o
0
H3CO q )
HaCO L ©
o ZOH
HO-\_ 0O /0 \
H
%o OH HO \HO
OH

RMN 'H (600 MHz) et RMN !*C (150 MHz) (CD30D). (Tableau I11-16, page 216).
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21-Composé Sp21 : 8-hydroxypinoresinol

Formule brute : C20H2207

HR-ESI-SM : a m/z 397.1265 [M+Na]*

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CD3OD). (Tableau I11-17, page 234).

22-Composé Sp22 : (+)-8 hydroxypinorenisol -4'-0 -#-D- glucopyranoside

Formule brute : C2H3:012 OCHj,
HR-ESI-SM : a m/z 559,1790 [M+Na]"

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I11-17, page 234).

23-Composé Sp23 : (+)-8 hydroxypinorenisol -4-0 -#-D- glucopyranoside

Formule brute : Co6H3,012

HR-ESI-SM : a m/z 559,1790 [M+Na]"

HQ OH HsCO

HO
RMN 'H (600 MHz) et RMN !*C (150 MHz) (CD3OD). (Tableau I11-17, page 234).

24-Composé Sp24 : vanillyl-f-D glucopyranoside

OCH;
OH

HOHO OH
RMN 'H (600 MHz) et RMN !*C (150 MHz) (CD3OD). (Tableau II1-18, page 241).
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25-Composé Sp25: ’alcool vanillique 4-0--D glucopyranoside

OH
AN
HO H OH

O OCH3

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I11-18, page 241).

26-Composé Sp26 : Acide caféique méthyle ester

HO Q
XN\
OCH,
HO
RMN 'H (600 MHz) et RMN '*C (150 MHz) (CD3OD). (Tableau III-19, page 244).
27-Composé Sp27 :
3,4, 5-Trimethoxyphényl 1-O-f-apiofuranosyl (1''—6')-f-glucopyranoside
OCH3
OCHj
o) O%Oé/o OCHj,

OHOH
RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I11-20, page 249).

28-Composé Sp28 : Ditilioside
Kaempférol 3-0-(3",6"-di-O-E-p-coumaroyl)- f-D-glucopyranoside.

OH
Formule brute : C390H3,015 o O

HO
HR-ESI-SM : a m/z 741,1823 [M+H']* O |
o

OH O o—/oH
)

o)
g
ol N e
RMN 'H (600 MHz) et RMN !3C (150 MHz) (CD3OD). (Tableau I11-21, page 256).
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29-Composé Sp29 : Cynaroside.
Luteoline 7-O-f-D-glucopyranoside

OH
OH
HO%//oé/O o O
HO
HO OH O |

OH O
RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (DMSO-d6). (Tableau IT1-22, page 260).

30-Composé Sp30 : Luteoline

OH O
RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I11-22, page 260).

31-Composé Sp31 : Apigenine

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I11-23, page 262).

II-Les composés isolés a partir de de Tuberaria guttata.
32-Composé Th2 : Tiliroside

kaempferol-3-O-[6"-O-(E)-p-coumaroyl]-f-D-glucopyranoside

HO
(L]
o

OH O 0o~70H

0
HO/O/\)LO o

RMN 'H (600 MHz) et RMN !*C (150 MHz) (CD3OD). (Tableau I11-24, page 267).
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33-Composé Tb3 : Isoquercétrine

Quercétine-3-0-f-D-glucopyranoside

RMN 'H (600 MHz) et RMN '3C (150 MHz) (CDsOD). (Tableau I11-25, page 269).
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Tableau III-26 : Teneurs en phénols et en flavonoides des extraits de Scabiosa semipapposa.

Teneurs en phénols totaux de Teneur en flavonoides totaux de
Scabiosa semipapposa Scabiosa semipapposa
Fractions

P.aériennes Racines P.aériénnes Racines

Extrait Brut 169,65+2.26 109,04+2,54 19,47+0,00 12,76+1,66
60/40 (1) 190,78+0,96 361,70£11,16 20,91+1,77 74,56+1,43
60/40 (3) 243,94+0,80 266,80+5,58 44,18+1,61 37,3844,13
40/60 (1) 175,63+4,60 177,09+0,13 85,11+1,83 18,21+0,98
40/60 (2) 146,74+0,77 150,77+1,46 57,2141,36 10,49+0,53
20/80 (1) 201,2342,26 158,88+1,59 51,942,777 42,9943,65
20/80 (3) 183,87+2,92 32,26+0,31 62,18+2,72 5,74+0,45

P : Parties

Tableau III-27 : Résultats du pouvoir antioxydant des extraits de Scabiosa semipapposa

Fractions DPPH DPPH ABTS ABTS CUPRAC CUPRAC
(PA) R) (PA) R) (PA) (R)
Extrait Brut | 80.04+0.54 79.97+0.59 31.12+0.74 | 49.55+1.19 | 92.18 +1.75 | 122.25+1.01
60/40 (1) 45.08 £0.81 4.92 +0,11 27.26 £0.74 8.95+0.29 32.93+£1.06 | 10.16+0.11
60/40 (3) 46.01 £1.82 34.2740.65 18.76 £0.57 | 12.71£0.37 | 35.50+0.50 | 29.12+0.38
40/60 (1) 38.69 £0.88 51.41+0.66 19.21 £1.01 16.40+0.17 | 30.65+1.48 | 41.99+0.42
40/60 (2) 42.15+0.16 64.5743.10 23.53+1.34 23.294+0.86 37.11+0.76 | 54.84+2.81
20/80 (1) 52.03 £0.27 62.07+0.81 39.95+1.48 | 36.18+2.58 50.13+1.47 | 44.14+1.86
20/80 (3) 46.88+0.62 | 315.85+10.68 | 40.71+0.94 | 124.00+3.92 | 40.92+0.22 | 378.47+11.39
BHT 15.92+0.10 2.69+0.25 5.40+0.33
BHA 8.73+0.06 1.80+0.08 3.09+0.08

PA : Parties aériennes

R : Racines
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Tableau III-28 : Teneurs en polyphénols (TPC) et flavonoides (TFC) et résultats des activités
antioxydantes de T.guttata.

Fraction TPC TFC DPPH ABTS CUPRAC Anti glucosidase
Extrait Brut | 366,39 +22,33 | 39,93+£2,68 | 9.64+0,45 | 5,00+0,03 | 5,78+0,28 2.744+0.04
60/40 2 657,82+0,92 | 119,54+ 0,15 | 4,07+0,23 | 1,72+0,06 | 7,51+0,11 0.88+0.01
60/40 3 685,64 +7,89 | 177,59+ 0,60 | 3,73+0,15 | 2.67+0,05 | 5.91+0,04 1.04+0.04
40/60 2 522,07+ 1,69 | 269,34 £2,26 | 5.94+0,21 | 2,14+0,08 | 1.64+0,04 1.49+0.03
40/60 3 441,44 £8,75 | 167,61 £1,70 | 7.19+0,03 | 4.31+0,18 | 12.71+0,09 4.26+0.02
20/80 1 479,46 +0,27 | 151,49£491 | 5,81+0,16 | 2,26+0,07 | 4,14+0,08 4.54+0.10
20/80 3 358,11+ 6,51 | 128,82 45,89 | 11.07+0.38 | 7.42+0,11 | 15.1740.35 4.26+0.17
Quercétine 5.98 +£0.00
Acarbose 397.2+£3.32
BHT 7,76+£0,26 | 2,27+0,10 | 5,74+0,27
BHA 4.04+0,07 | 0,90+0,01 | 4,23+0,10
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Triterpenoid saponins
Semipapposides A-M

Phytochemical investigations of the roots of Scabiosa semipapposa Salzem ex D.C. have led to the isolation of 12
undescribed triterpenoid saponins named semipapposides A-L, one undescribed saponin semipapposide M ob-
tained as an inseparable mixture, together with three known oleanolic acid glycosides. Their structures were
elucidated by analysis of 1D and 2D-NMR (*H-'H COSY, TOCSY, HSQC-TOCSY, HSQC, ROESY or NOESY, and
HMBC) spectroscopic data and mass spectrometry (HR-ESI-MS), and by comparison with those of related me-

tabolites. All saponins possess a partial sequence rhamnopyranosyl-(1 — 2)-xylopyranosyl or rhamnopyranosyl-
(1 — 2)-arabinopyranosyl- at C-3 of the aglycon and a gentiobiose unit at C-28. These results represent a
contribution to the knowledge of the saponins of Scabiosa species and their chemotaxonomy.

1. Introduction

The genus Scabiosa, belonging to the Caprifoliaceae family, is formed
by around 100 species (Carlson et al., 2012) which grow as annual or
perennial herbs, distributed in Europe and the Mediterranean Basin,
southern Africa and eastern Asia (Reveal and Chase, 2011). It is well
represented in Algeria by twelve species (Quezel and Santa, 1963).
Several Scabiosa species have been used in traditional medicine to treat
measles and furuncles (Bonet et al., 1999), diphtheria (Rigat et al.,
2007), respiratory infections including bronchitis, bronchial pneu-
monia, influenza and asthma, as well as high blood pressure, uterine
disorders (Rigat et al., 2007; Kose et al., 2015; Moteetee et al., 2016),
heel cracks (Bammi and Douira, 2002), dermatoses (herpes ringworm,
scabies), ulcers (Girre, 1980) and liver diseases (Zhang et al., 2015).
Many Scabiosa species are characterized by an extremely rich chemical
diversity (Pinto et al., 2018), in particular, pentacyclic triterpene sa-
ponins (Alimbaeva et al., 1977; Baykal et al., 1998; Zheng et al., 2004;
Lehbili et al., 2018a; Kilinc et al., 2020) in addition to the flavonoids,
coumarins (Garaev et al., 2008; Al-Qudah et al., 2017; Lehbili et al.,

* Corresponding author.

2018b), iridoid glycosides (Papalexandrou et al., 2003; Polat et al.,
20105 Lehbili et al., 2018b) and lignan glycosides (Pasi et al., 2002).

In a continuation of our phytochemical investigations of Scabiosa
species growing in Algeria (Lehbili et al., 2018a, 2018b), we are inter-
ested to S. semipapposa Salzem ex D.C. (S. semipapposa f. albiflora Faure &
Maire is the synonyme), an herbaceous, hairy annual plant, rather
canescent, with a lilac flowers and branched stems. The lower leaves are
oval coarsely toothed. The petiolate superior ones are pinnatifid with
oblong linear sub dentate lobes (Don, 1834; Quezel and Santa, 1963). As
far as we know, no previous research work has investigated the chemical
profile of S. semipapposa roots. In this study, the phytochemical
composition of S. semipapposa roots has been explored and resulted in
the isolation of 12 undescribed triterpene saponins, namely, semi-
papposides A-L (1-12), one undescribed saponin semipapposide M (13)
obtained as an inseparable mixture with compound 4 (Fig. 1), together
with three known triterpene saponins (14-16).
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S. Bendamene et al.

2. Results and discussion

The 80% methanol extract of the roots of S. semipapposa was frac-
tionated by vacuum-liquid chromatography (VLC) on RP-C;g and puri-
fied by successive chromatographic techniques, including flash
chromatography as well as semi-preparative and preparative high per-
formance liquid chromatography (HPLC) yielding 16 compounds
including 13 undescribed compounds (1-13) (Fig. 1) and three known
ones. Their structures were mainly elucidated by the use of 1D and 2D
NMR techniques (*H, J-modulated '3C, DEPT, 'H-'H-COSY, TOCSY, J-
modulated HSQC, HSQC-TOCSY, HMBC, ROESY, and NOESY) in com-
bination with HR-ESI-MS and by comparison of their physical and
spectral data with literature values. The known compounds were iden-
tified by comparison of their spectral data with literature values as
scabiosaponine E (14) previously isolated from S. tschilliensis (Zheng
et al., 2004), scabiostellatoside B (15) and D (16) previously isolated
from S. stellata (Lehbili et al., 2018a).

Compounds 1-16 were isolated as white amorphous powders. The
monosaccharides obtained by acid hydrolysis of an aliquot of the
saponin containing fraction were identified as r-arabinose (Ara), i-
rhamnose (Rha), p-glucose (Glc), p-xylose (Xyl), and p-galactose (Gal) by
comparison on TLC with authentic samples followed by measurement of
the optical rotation values of each purified sugar (see Experimental
Section).
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Compound 1 exhibited, in the positive ion-mode HR-ESI-MS, a quasi-
molecular ion peak at m/z 1645.7848 [M+H]" (caled for 1645.7849)
compatible with the molecular formula C;gH;2403g.

The 'H and '3C NMR spectra displayed resonances due to the tri-
terpene part characteristic of oleanolic acid aglycone (Boutaghane et al.,
2013; Mahato and Kundu, 1994) (Table 1) with seven angular methyl
groups at 8y 1.07, 0.88,0.97, 0.82, 1.17, 0.93 and 0.96 (s, each) showing
correlations in the HSQC spectrum with their corresponding carbon at §¢
27.1 (C-23), 15.9 (C-24), 14.8 (C-25), 16.4 (C-26), 24.9 (C-27), 32.1
(C-29) and 22.7 (C-30). Furthermore, other characteristic signals were
observed such as one olefinic proton at 8y 5.27 (1H, t, J = 3.7 Hz, H-12)
and one oxygen-bearing methine proton at 83 3.14 (dd, J=11.8, 4.3 Hz,
H-3) showing HSQC correlation with 8¢ 122.4 (C-12) and 88.8 (C-3),
respectively. The ROESY correlations between H-3/H-5 (8y 0.80, d, J =
12.3 Hz) and H-5/H-9 (6y 1.59, m) indicated their a-axial orientation
and thus the f-orientation of the oxygen at C-3. Extensive 2D NMR
analysis confirmed the structure of the aglycone to be oleanolic acid.
The chemical shift values at 8¢ 88.8 (C-3) and 176.7 (C-28), suggested
that the saponin was a bisdesmosidic glycoside with saccharide units
attached to these positions.

The presence of eight sugar moieties in 1 was evidenced by the 'H
NMR spectrum which displayed eight anomeric protons at 8y 5.38 (d, J
=1.5Hz),5.37 (d,J=8.3Hz),5.21 (d,J=1.1Hz),5.16 (d,J=1.7 Hz),
4.62(d,J=7.9Hz),4.47 (d,J=7.7Hz),4.39(d,J=7.2Hz),and 4.36 (d,
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Fig. 1. The structures of compounds 1-13 isolated from Scabiosa semipapposa.
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Table 1
13C NMR and 'H NMR spectroscopic data of oleanolic acid of compounds 1-5 in CD;0D.>"
Position 1 2 3 4 5
dc Su Sc Ou ¢ Su ¢ o ¢ Ou

1 38.7 1.00, td 38.6 1.00, td (13.6, 3.3)1.64, 38.6 1.00, td (13.5, 4.4) 38.6 1.00, td (13.7, 3.9) 38.5 1.00, m1.64, m
(13.5, 3.1)1.63 m 1.62 1.63, m

2 25.9 1.70, m1.82 25.7 1.731.86, m 25.9 1.70, m1.82, m 25.9 1.70, m1.82 25.7 1.731.86, td (13.3,

3.4)

3 88.8 3.14,dd 89.2 3.14,dd (11.8, 4.5) 88.9 3.14,dd (11.5, 4.2) 88.9 3.14,dd (11.7, 4.3) 89.2 3.13,dd (11.7, 4.3)
(11.8,4.3)

4 38.9 - 38.9 - 38.9 - 38.9 - 38.9 -

5 55.9 0.80, d (12.3) 55.7 0.80,d (12.3) 55.8 0.80,d (11.9) 55.9 0.80, d (12.0) 55.7 0.80, m

6 18.0 1.421.55, m 18 1.431.56, m 18.0 1.42,td (13.2,3.2) 18.0 1.431.56, m 18.0 1.431.55, m

1.56, m

7 32,5 1.331.51, td 32.5 1.341.51, td (12.2, 3.3) 32.5 1.331.50, td (13.0, 32,5 1.34, m1.50, td 32.5 1.34, m1.50, td
(13.7, 4.3) 3.5) (12.4, 3.5) (12.2,3.5)

8 39.3 - 39.3 - 39.3 - 39.3 - 39.3 -

9 47.8 1.59, m 47.6 1.60, m 47.9 1.60, m 47.6 1.60, m 47.7 1.60, m

10 36.5 - 36.5 - 36.5 - 36.5 - 36.5 -

11 23.2 1.91, m 23.1 191, m 23.1 1.90, m 23.1 1.90, m 23.1 1.91, m

12 122.4 5.27,t(3.7) 122.4 5.27,t(3.7) 122.4 5.27,t (3.6) 122.4 5.27,t (3.6) 122.4 5.27,t(3.4)

13 143.5 - 143.5 - 143.5 - 143.5 - 143.5 -

14 41.5 - 41.5 - 41.5 - 41.5 - 41.5 -

15 27.5 1.10, dm (13.7) 27.5 1.10, dm (13.7)1.80, td 27.5 1.10, dm (13.9) 27.5 1.10, dm (13.6)1.80 27.5 1.10, dm (13.9)
1.80, m (13.7,3.0) 1.80, m 1.80, m

16 22.6 1.732.07, td 22.6 1.732.07, td (13.3, 3.7) 22.6 1.732.07, td (13.6, 22.4 1.732.07, td (13.2, 22.6 1.732.07, td (13.2,
(13.2, 3.6) 3.6) 3.4) 3.3)

17 46.6 - 46.6 - 46.6 - 46.6 - 45.8 -

18 41.1 2.88,dd (13.7, 41.1 2.88,dd (13.7, 4.0) 41.1 2.88,dd (13.6, 4.1) 41.1 2.88,dd (13.5, 4.0) 41.1 2.88,dd (13.4, 4.1)
4.2)

19 45.8 1.171.73,t (13.7) 45.9 1.161.73, t (13.7) 45.3 1.161.73, t (13.6) 45.8 1.161.73, t (13.5) 46.6 1.161.73,t (13.4)

20 30.2 - 30.2 - 30.1 - 30.1 - 30.1 -

21 335 1.241.42, td 335 1.241.42, td (13.0, 2.6) 335 1.241.42, td (13.6, 335 1.241.42, m 335 1.241.42, td (13.2,
(13.2,2.8) 4.1) 3.5)

22 31.8 1.621.73 31.8 1.62, m1.74 31.8 1.621.74 31.7 1.621.74 31.8 1.62, m1.74

23 27.1 1.07, s 27.3 1.05, s 27.1 1.07, s 27.1 1.07, s 27.2 1.05, s

24 15.9 0.88, s 15.8 0.88, s 15.8 0.87,s 15.85 0.88, s 15.8 0.87,s

25 14.8 0.97, s 14.7 0.98, s 14.8 0.96, s 14.8 0.97,s 14.8 0.98, s

26 16.4 0.82, s 16.4 0.82, s 16.4 0.82, s 16.4 0.82, s 16.4 0.82, s

27 24.9 1.17,s 24.9 1.18,s 24.9 1.17,s 24.9 1.17,s 24.9 1.17,s

28 176.7 - 176.7 - 176.7 - 176.7 - 176.7 -

29 32.1 0.93, s 32.1 0.93, s 32.1 0.93, s 32.1 0.93, s 32.1 0.93, s

30 22.7 0.96, s 22.6 0.96, s 22.6 0.96, s 22.6 0.96, s 22.6 0.96, s

# in ppm, J in parentheses in Hz.
b Overlapped signals are reported without designated multiplicity.

J=7.6Hz) (Table 3) giving correlations with eight anomeric carbons at
8¢99.9,94.3,100.7,101.3,104.1,105.0, 105.0, and 103.2, respectively
in the HSQC spectrum. Complete assignments of each sugar were ach-
ieved by extensive 1D and 2D-NMR analyses (H-'H-COSY, TOCSY,
HSQC, HSQC-TOCSY, and ROESY) and by optical rotation (see experi-
mental), allowing the characterization of two $-p-xylopyranosyl (Xyl I,
8.1 4.39 and Xyl II, 8y.1 4.47), three a-L-rhamnopyranosyl (Rha I 8y.1
5.38; Rha II, 8.1 5.21; and Rha III 8y 5.16), and three $-p-glucopyr-
anosyl (Glc1, 8.1 5.37; Glc II, 8y.1 4.62; and Glc III 8y.1 4.36) (Table 3).
The large coupling constant (>7 Hz) for xylose and glucose coupled with
the ROE effect between H-1/H-3/H-5 axial, indicated their p-configu-
ration. The small J-value of the anomeric proton of rhamnose ant the
chemical shift of Rha-C-5 at 8¢ 67-68 indicated their a-configuration
(Kasai et al., 1979). The deshielding signals of Xyl I-C-2 (8¢ 76.7), Rha
I-C-3 (8¢ 80.7), Xyl I-C-3 (8¢ 81.7), Rha II-C-4 (5¢ 82.3), Glc I-C-3 (5¢
83.3), and Glc II-C-6 (8¢ 68.0), suggested that Xyl I, Xyl II, Rha I, Rha II,
GlcIand Glc Il were substituted. The linkages between these sugars were
established using mainly HMBC and ROESY spectra. The HMBC corre-
lation between Xyl I-H-1 (8 4.39) and C-3 (8¢ 88.8) of the aglycone and
the ROESY correlation between Xyl I-H-1 (84 4.39) and H-3 (84 3.14) of
the aglycone indicated the glycosidic linkage of the Xyl I at the C-3
position of the aglycone (Fig. 2). Moreover, the HMBC spectrum of
compound 1 displayed long-range correlations between Rha I-H-1 (8y4
5.38)/Xyl I-C-2 (8¢ 76.7), Xyl II-H-1 (8 4.47)/Rha I-C-3 (5 80.7), Rha
II-H-1 (8y 5.21)/Xyl II-C-3 (8¢ 81.7), Glc I-H-1 (8y 4.62)/Rha I1-C-4 (5¢

82.3), and Rha III-H-1 (8 5.16)/Glc I-C-3 (§¢ 83.3) indicating that the
saccharidic chain o-L-rhamnopyranosyl-(1 — 3)-p-p-glucopyranos
yl-(1 — 4)-o-i-rhamnopyranosyl-(1 — 3)-p-p-xylopyranosyl-(1 —
3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-B-p-xylopyranoside- was linked to C-3
of the aglycone. In a similar fashion the cross peak observed in the HMBC
spectrum between Glc III-H-1(8y 4.36)/Glc II-C-6 (5¢ 68.0) and Glc
II-H-1(8y 5.37)/aglycone-C-28 (8¢ 176.7) established that the disac-
charide gentiobiosyl [Glc III-(1 — 6)-Glc II] was linked to the C-28 of the
aglycone. The shielded value of the anomeric carbon of Glc II-C-1 (8¢
94.3) confirmed that this sugar was linked through an ester function to
C-28. The linkages were ensured by the ROESY cross-peaks at: Rha III
H-1 (84 5.16)/Glc I-H-3 (8y 3.53), Glc I-H-1 (5 4.62)/Rha II-H-4 (5y
3.63), Rha II-H-1 (8y 5.21)/Xyl II-H-3 (8y 3.49), Xyl II-H-1 (84
4.47)/Rhal-H-3 (8y 3.90), RhaI-H-1 (8y 5.38) /Xyl I-H-2 (8 3.41), Xyl
I-H-1 (84 4.39)/aglycone-H-3 (8y 3.14) and Glc III-H-1 (8y 4.36)/Glc
II-H3-6 (81 3.78, 4.14). Compared to scabiostellatoside D (16), the sugar
part at C-3 in 1 is composed of a supplementary rhamnopyranosyl unit
(Lehbili et al., 2018a), and the signals due to gentiobiosyl at C-28 were
superimposable. According to the above-described results,
the structure of compound 1 was elucidated as 3-O-o-L-rhamnopyr
anosyl-(1 —  3)-B-p-glucopyranosyl-(1 —  4)-a-L-thamnopyr
anosyl-(1 — 3)-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-a-L-rhamnopyranosyl-
1 - 2)-B-p-xylopyranosyl-28-0-f-p-glucopyranosyl-(1 -
6)-p-p-glucopyranosyloleanolic acid (Fig. 1), named semipapposide A.

The partial sequence —Rha-(1 — 2)-Xyl- at the C-3 position of the
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Table 2
13C NMR and 'H NMR spectroscopic data of oleanolic acid of compounds 6-8 and 13 in CD30D.*"
Position 6 7 8 13
Sc Su 5¢ Su d¢ Su d¢ Su
1 38.7 1.00, td (13.9, 3.3)1.63 38.6 1.00, m1.63 38.5 1.00, m1.64 38.6 1.00, td (13.9, 3.3)1.63
2 25.9 1.70, m1.83, m 25.7 1.86, m1.76, m 25.7 1.731.86, m 25.9 1.70, m1.83, m
3 88.8 3.14,dd (11.5, 4.3) 89.2 3.14,dd (11.5, 4.2) 89.2 3.14,dd (11.6, 4.2) 88.9 3.14,dd (11.5, 4.1)
4 38.9 - 38.9 - 38.9 - 38.9 -
5 55.9 0.80,d (12.1) 55.7 0.80, m 55.7 0.80, m 55.8 0.80, m
6 18.0 1.431.56, m 18.0 1.421.56, m 18.0 1.42, td (13.8, 3.0)1.55, m 18.0 1.431.56, m
7 325 1.341.50, td (12.6, 3.3) 325 1.321.50, td (11.6, 4.5) 325 1.341.50, td (12.0, 3.1) 325 1.341.50, m
8 39.3 - 39.3 - 39.3 - 39.3 -
9 47.8 1.60 47.8 1.60 47.9 1.60 47.8 1.60
10 36.5 - 36.5 - 36.5 - 36.5 -
11 23.1 1.90, m 23.2 1.92, m 23.2 1.92, m 23.2 1.90, m
12 122.4 5.27,t(3.6) 122.4 5.27,t(3.5) 122.4 5.27,t(3.6) 122.4 5.27,t(3.5)
13 143.5 - 143.5 - 1435 - 143.5 -
14 41.5 - 41.5 - 41.5 - 41.5 -
15 27.3 1.10, dm (14.2)1.80, m 27.5 1.11, dm (13.9)1.80, td (13.9, 3.2) 27.5 1.10, dm (14.1)1.80, td (14.1, 3.3) 27.5 1.10, dm (14.0)1.80, m
16 22.6 1.732.07, td (13.4, 3.7) 22.6 1.732.07, td (13.2, 3.4) 22.6 1.732.07, td (13.2, 3.3) 22.6 1.732.07, td (13.4, 3.7)
17 46.6 - 46.6 - 46.6 - 46.6 -
18 41.1 2.88, dd (13.6, 4.1) 41.2 2.88, dd (13.5, 3.7) 41.1 2.88, dd (13.6, 4.3) 41.1 2.88, dd (13.7, 4.1)
19 45.9 1.171.73, t (13.6) 45.8 1.171.73, t (13.5) 46.6 1.16, m1.73, t (13.6) 45.8 1.171.73,t (13.7)
20 30.2 - 30.2 - 30.1 - 30.2 -
21 33.5 1.241.42, td (12.9, 3.3) 33.5 1.241.42, td (13.4, 3.4) 33.5 1.241.42, td (13.4, 3.0) 33.5 1.241.42, td (13.2, 4.2)
22 31.8 1.621.74, td (13.6, 3.5) 31.8 1.621.74 31.8 1.621.74, td (13.7, 4.6) 31.8 1.621.74, td (13.6, 3.5)
23 27.2 1.07,s 27.2 1.05, s 27.2 1.06, s 27.1 1.07,s
24 15.9 0.88,s 15.8 0.88,s 15.7 0.87, s 15.8 0.87,s
25 14.8 0.97,s 14.8 0.98, s 14.8 0.98, s 14.8 0.97, s
26 16.4 0.82, s 16.4 0.82, s 16.4 0.82, s 16.4 0.82, s
27 25.0 1.17,s 24.9 1.19, s 24.9 1.17,s 24.9 1.17,s
28 176.7 - 176.7 - 176.7 - 176.7 -
29 32.1 0.93, s 321 0.93, s 32.1 0.93, s 321 0.93, s
30 22.7 0.97,s 22.6 0.96, s 22.6 0.96, s 22.6 0.96, s

a

in ppm, J in parentheses in Hz.
b Overlapped signals are reported without designated multiplicity.

aglycone was characterized for all saponins 1, 3, 4, 6, 11-16.

For semipapposide B (2), the same molecular formula as 1
(Cy6H124038) was obtained according to its HR-ESI-MS (positive-ion
mode) spectrum which displayed a pseudo-molecular ion peak at m/z
1645.7859 [M+H]", suggesting that compounds 1 and 2 were
isomeric. All NMR signals observed for 2 were comparable to those of 1
(Tables 1 and 3), excepted for the sugar linked at the C-3 position of the
aglycone. Its ring protons were assigned starting from anomeric pro-
tons resonance at 8y 4.50 (d, J = 5.9 Hz) by means of the H-'H COSY,
TOCSY, HSQC, and HMBC experiments and it was thus identified as an
a-L-arabinopyranosyl moiety, characterized by its axial hydroxyl in C-4
position (Jy.3.5.4 = 3.7 Hz) (Lehbili et al., 2018a). Its attachment to the
aglycone was confirmed by the HMBC correlation between 6y 4.50
(Ara-H-1) and 8¢ 89.2 (aglycone-C-3), and by the ROESY correlation
between Ara-H-1 and aglycone H-3 (3.14, dd, J = 11.8, 4.5 Hz, H-3).
Compared to scabiostellatoside C isolated from S. stellata,
the sugar part at C-3 in 2 is composed of a supplementary rhamno-
pyranosyl unit (Lehbili et al., 2018a), and the signals due to gentio-
biosyl at C-28 were superimposable. Hence, the structure
of semipapposide B (2) was established as 3-O-o-i-rhamnopy

ranosyl-(1 - 3)-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-a-L-rhamnopyrano
syl-(1 —  3)-p-p-xylopyranosyl-(1 —  3)-a-L-rhamnopyranosyl-
1 —  2)-a-L-arabinopyranosyl-28-0--p-glucopyranosyl-(1 -

6)-p-p-glucopyranosyloleanolic acid (Fig. 1).

The partial sequence -Rha-(1 — 2)-Ara-at the C-3 position of the
aglycone was characterized for all saponins 2, 5, 7-10.

Semipapposide C (3) exhibited in the HR-ESI-MS spectrum a quasi-
molecular ion peak at m/z 1675.7977 [M+H] " (caled for 1675.7954),
compatible with the molecular formula C;7H;26039. Extensive 2D NMR
analysis (Tables 1 and 3) showed that compounds 1 and 3 differed only
by the nature of the sugar linked at the C-3 of the Rha I. The analysis of
mass spectroscopy and 1D and 2D-NMR spectra allowed the identifica-
tion of one B-p-glucopyranosyl in 3 instead of a p-b-xylopyranosyl in 1.

The partial sequence —-Glc-(1—3)-Rha-(1 — 2)-Xyl- at the C-3 position of
the aglycone was previously observed in scabiosaponin F isolated from
S. tschilliensis (Zheng et al., 2004). The HMBC correlations between Glc
I-H-1 (8 4.50, d, J = 7.9 Hz) and Rha I-C-3 (8¢ 81.5) suggested that Glc
I was linked to the Rha I-C-3, which was confirmed by
the ROESY cross-peak between Glc I-H-1 and Rha I-H-3 (64 3.92, dd, J
= 9.6, 3.1 Hz). These evidences led to the elucidation of semi
papposide C (3) as 3-O-o-i-rhamnopyranosyl-(1 — 3)-p-b-glucopy
ranosyl-(1 - 4)-a-L-thamnopyranosyl-(1 - 3)-p-p-glu
copyranosyl-(1 - 3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 - 2)-p-p-x
ylopyranosyl-28-0-f-p-glucopyranosyl-(1 - 6)-B-p-glucopyrano
syl-oleanolic acid.

The molecular formula of Semipapposide D (4) was determined as
C75H122038 by the HR-ESI-MS showing a molecular ion peak at m/z
1631.7701 [M+H]™ (caled for 1631.7692). As in compounds 1-3, the
aglycone of 4 was identified by 2D-NMR analysis as oleanolic acid.
Extensive 1D and 2D-NMR analysis (Tables 1 and 3) showed that com-
pounds 4 and 1 differed only by the sugar part. Eight sugar units were
identified in 4 as three B-p-xylopyranose (Xyl I, Xyl II, and Xyl III), two
a-L-rhamnopyranose (Rha I and Rha II) and three B-p-glucopyranose (Glc
I, Glc II, and Glc III) (Table 3). All signals corresponding to the partial
sequence Xyl II-(1—3)-Rha [-(1 — 2)-Xyl I-(1 — 3)-oleanolic acid were
almost superimposable to those of compound 1. The sequence of the
three remaining sugar units was suggested to be Rha II-(1 — 3)-Xyl III-(1
— 4)-Glc I-(1 — 4)- linked to C-4 of Xyl II based on the HMBC correla-
tions between Rha II-H-1 (8y 5.18)/Xyl III-C-3 (8¢ 82.1), Xyl III-H-1 (8
4.35)/Glc I-C-4 (8¢ 79.0), and Glc I-H-1 (8y 4.41)/Xyl II-C-4 (5¢ 76.9).
The linkage was confirmed by the rOe effects observed between Rha II-
H-1(6y 5.18)/Xyl III-H-3 (&g 3.48), Xyl III-H-1(8y 4.35)/Glc I-H-4 (8y
3.53), and Glc I-H-1 (8y 4.41)/Xyl II-H-4 (8y 3.71). Compared to
hookeroside B isolated from S. tschilliensis (Zheng et al., 2004; Tian et al.,
1993a) the sugar part at C-3 in 4 is composed of a supplementary
rhamnopyranosyl unit, and the signals due to gentiobiosyl at C-28 were
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Table 3
13C NMR and 1H NMR spectroscopic data in CD;0D of the sugar moieties of compounds 1-5.7.
Position 1 2 3 4 5
dc e ¢ Su ¢ S 5c Su 5c S
C-3 Xyl I Ara Xyl I Xyl I Ara
1 105.0 4.39,d (7.2) 103.9 4.50, d (5.9) 105.2 4.38,d (7.3) 105.0 4.38,d(7.1) 103.9 4.50, d (4.5)
2 76.7 3.41,dd (8.5,7.2) 74.9 3.77, dd (8.6, 77.4 3.33 76.6 3.41,dd (8.3,7.1) 74.9 3.77
5.9)
3 77.5 3.45,t (8.5) 72.4 3.72,dd (8.6, 77.1 3.40,t(9.4) 77.5 3.44, 1 (8.3) 72.4 3.73,dd (7.3, 3.3)
3.7)
4 70.1 3.47, m 67.8 3.78,d (3.7) 70.2 3.48, m 70.3 3.48 67.7 3.78
5 65.2 3.19,dd (11.6,9.8) 63.4 3.523.86, dd 65.2 3.18,t(10.6) 65.2 3.19,dd (12.5, 9.9) 63.3 3.523.86, dd (9.9,
3.84,dd (11.6,5.0) (9.5, 2.2) 3.85, dd (10.6, 3.85,dd (12.5, 2.4) 2.1)
5.5)
Rha I Rhal Rhal Rhal Rha I
1 99.9 5.38,d (1.5) 100.1 5.22, brs 100.3 5.30,d (1.3) 99.9 5.39,d (1.3) 100.0 5.21, brs
2 70.2 4.13,dd (3.1, 1.5) 70.4 4.08, dd (2.8-,1.7) 69.5 4.27,dd (3.1, 1.3) 70.2 413, m 70.4 4.08, dd (3.1, 1.9)
3 80.7 3.90, dd (9.5, 3.1) 80.6 3.85, dd (9.7, 2.8) 81.5 3.92, dd (9.6, 3.1) 80.8 3.88,dd (7.1, 3.1) 80.7 3.85, m
4 71.4 3.57,t(9.5) 71.4 3.57,t(9.7) 71.2 3.57,t(9.6) 71.3 3.58,t(9.5) 71.4 3.59,t-9.6
5 68.6 4.00 68.6 3.91, m 68.7 3.98 68.6 4.02, m 68.6 3.92
6 16.6 1.25,d (6.2) 16.6 1.25,d (6.2) 16.8 1.25,d (6.2) 16.7 1.25,d (6.2) 16.6 1.25,d (6.4)
Xyl IT Xyl I GleI Xyl II Xyl I
1 105.0 4.47,d (7.7) 105.1 4.48,d (7.8) 104.2 4.50, d (7.9) 104.9 4.49,d (7.6) 104.9 4.51,d (7.3)
2 74.5 3.40, dd (8.8,7.7) 74.5 3.40, dd (9.0, 7.8) 74.7 3.41, m 73.7 3.36 73.7 3.36
3 81.7 3.49,1(8.8) 81.6 3.48,t (9.0) 82.1 3.55, t (9.0) 74.5 3.51, t (8.7) 74.4 3.51,t (8.7)
4 68.3 3.53 68.3 3.53 68.3 3.39,t(9.5) 76.9 3.71 76.9 3.71
5 65.7 3.23,dd (11.6,9.3) 65.7 3.24,dd (11.9, 76.3 3.32 63.1 3.31, t (11.8)4.04, 63.1 3.32,t(11.8)4.04,
3.87,dd (11.6, 5.5) 9.2)3.88,dd (11.9, dd (11.8, 5.4) dd (11.8, 5.6)
4.8)
60.9 3.72,dd (12.8, 5.7)
3.86,d (12.8)
Rha II Rha Il Rha I GleI GleI
1 100.7 5.21,d (1.1) 100.8 5.21, brs 100.9 5.22,d (2.1) 101.7 4.41,d (7.8) 101.7 4.41,d (7.8)
2 70.8 3.97,dd (3.3,1.1) 70.9 3.97 70.8 3.98,dd (3.3, 2.1) 73.0 3.28,dd (9.1, 7.8) 73.0 3.28, m
3 70.9 3.96, dd (9.6, 3.3) 70.8 3.95, dd (9.2, 3.3) 70.9 3.96, dd (9.4, 3.3) 74.4 3.50,t(9.1) 74.5 3.50, t(8.2)
4 82.3 3.63,t(9.6) 82.3 3.63,t(9.2) 82.3 3.64,t(9.4) 79.0 3.53,t(9.5) 79.0 3.54,t(8.2)
5 67.1 412, m 67.1 4.13 67.2 411, m 75.1 3.46 75.1 3.46
6 16.5 1.34,d (6.2) 16.6 1.34,d (6.2) 16.6 1.35,d (6.2) 60.1 3.83,dd (12.4,4.5) 60.1 3.83, dd (12.0, 4.5)
3.92,dd (12.4,3.3) 3.92,d (12.0)
Glel GleI Gle Il Xyl 1T Xyl I
1 104.1 4.62,d (7.9) 104.1 4.62,d (7.9) 104.1 4.62,d (7.9) 103.8 4.35,d (7.8) 103.9 4.35,d (7.7)
2 75.1 3.32, m 75.1 3.32 75.1 3.32 73.9 3.33, m 73.9 3.33, m
3 83.3 3.53,t(8.9) 83.3 3.53 83.3 3.53,t(9.0) 82.1 3.48,t (8.6) 82.1 3.48,1(9.2)
4 68.5 3.39,t(8.9) 68.6 3.39,dd (9.2, 5.2) 68.6 3.39 68.3 3.57m 68.3 3.57
5 76.5 3.31 76.6 3.31 76.6 3.31 65.7 3.30, t (11.1)3.94, 65.7 3.30, t (10.6)3.93,
dd (11.1, 3.8) dd (10.6, 4.1)
6 61.2 3.73,dd (11.9,5.2) 61.3 3.73,dd (12.0, 61.0 3.72,dd (12.8, 4.8)
3.86 4.7)3.88, dd (12.0, 3.86, dd (12.8)
2.4)
Rha III Rha III Rha III Rha II Rha II
1 101.3 5.16,d (1.7) 101.3 5.15,d (1.4) 101.3 5.15,d (1.4) 101.2 5.18,d (1.5) 101.2 5.18,d (1.2)
2 70.9 3.97, dd (3.3-1.7) 70.9 3.97,dd (3.5, 1.4) 70.9 3.97 70.9 3.95, dd (3.3, 1.5) 70.9 3.95,dd (3.3, 1.2)
3 70.8 3.71, dd (9.0-3.3) 70.8 3.72,dd (9.5, 3.5) 70.8 3.72,dd (9.6, 3.1) 70.8 3.72,dd (9.5-3.3) 70.8 3.72,dd (9.4, 3.3)
4 72.5 3.42,t(9.0) 72.5 3.42,t(9.5) 72.5 3.42,t(9.6) 72.6 3.41,t(9.5) 72.6 3.41,t(9.4)
5 68.7 4.01 68.7 4.00, m 68.7 4.00, m 68.5 4.04 68.6 4.03
6 16.5 1.27,d (6.2) 16.5 1.27,d (6.2) 16.5 1.27,d (6.3) 16.5 1.26,d (6.2) 16.5 1.26,d (6.3)
C-28 Gle II Gle I Gle IIT Gle I Gle II
1 94.3 5.37,d (8.3) 94.3 5.37,d (8.2) 94.3 5.36, d (8.2) 94.3 5.37,d (8.2) 94.3 5.37,d (8.2)
2 72.4 3.35 72.4 3.35,t(8.5) 72.4 3.35, m 72.4 3.35 72.4 3.35
3 76.7 3.42,t(8.7) 76.7 3.43,t(8.6) 76.7 3.43, m 76.7 3.43, m 76.7 3.43,t(8.7)
4 69.5 3.44,t (8.7) 69.5 3.45,1(8.8) 69.5 3.46, t (8.6) 69.5 3.44, 1 (8.7) 69.5 3.45,t(8.7)
5 76.4 3.52, m 76.4 3.52 76.4 3.52 76.4 3.52 76.4 3.52
6 68.0 3.78,dd (11.6,4.9) 68.0 3.78,dd (11.5,5.1) 68.0 3.78,dd (11.5, 4.7) 68.0 3.77,dd (11.6, 4.9) 68.0 3.78,dd (11.3, 5.2)
4.14,dd (11.6,1.4) 4.14, dd (11.5, 413, m 4.14,dd (11.6,1.7) 4.14, dd (11.3, 1.9)
1.8)
Gle Glce Il Gle IV Gle IIT Gle III
III
1 103.2 4.36, d (7.6) 103.2 4.36, d (7.8) 103.2 4.36, d (7.8) 103.2 4.36, d (7.8) 103.2 4.36, d (7.8)
2 73.7 3.23,t(7.8) 73.7 3.23,dd (9.2, 7.8) 73.7 3.23,dd (8.9, 7.8) 73.7 3.23,dd (9.1, 7.8) 73.7 3.23,dd (9.0, 7.9)
3 76.6 3.36 76.6 3.37,t(9.2) 76.6 3.37, m 76.6 3.37 76.6 3.37,t(9.0)
4 70.1 3.31,t(8.9) 70.1 3.30,t(9.2) 70.1 3.31, t (8.6) 70.1 3.31 70.1 3.31
5 76.6 3.27, m 76.6 3.26, m 76.6 3.26, m 76.6 3.26, m 76.6 3.26, m
6 61.3 3.66,dd (11.9, 5.6) 61.3 3.68,dd (12.0,5.6) 61.3 3.68, dd (11.9, 5.6) 61.3 3.68,dd (12.0,5.5) 61.3 3.68, dd (12.0, 5.4)

3.86

3.87, dm (12.0)

3.86

3.85,dd (12.0, 2.4)

3.87,dd (12.0, 2.1)

bOverlapped signals are reported without designated multiplicity.
 in ppm, J in parentheses in Hz.
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Fig. 2. Key HMBC correlations for compound 1.

superimposable. They differed with hookeroside C by the location of the
last rhamnopyranosyl unit (Tian et al, 1993a). All these
data were consistent with the structure of semipapposide D
(4) as 3-O-o-t-thamnopyranosyl-(1 —  3)-p-p-xylopyranosyl-
(1 - 4)-p-o-glucopyranosyl-(1 —  4)-B-p-xylopyranosyl-(1 —
3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 - 2)-p-p-xylopyranosyl-28-O-f-p-
glucopyranosyl-(1 — 6)--p-glucopyranosyloleanolic acid (Fig. 1).

Semipapposide E (5) has the same molecular formula C75H12203g as
compound 4, as suggested by the HR-ESI-MS spectrum (m/z 1631.7699
[M + H]1). The H and '3C NMR spectra (Tables 1 and 3) indicated that
5 was an oleanolic acid bidesmoside but differed from 4 in the nature of
the sugar part. The HSQC spectrum of the sugar part showed eight cross-
peaks at dy/5¢ 4.50 (d, J = 4.5 Hz)/103.9, 4.51 (d, J = 7.3 Hz)/104.9,
4.35 (d, J = 7.7 Hz)/103.9, 5.21 (br 5)/100.0, 5.18 (d, J = 1.2 Hz)/
101.2,4.41 (d,J =7.8 Hz)/101.7,5.37 (d, J = 8.2 Hz)/94.3 and 4.36 (d,
J = 7.8 Hz)/103.2, indicating the presence of eight sugar units: Ara, Xyl
I, Xyl II, Rha I, Rha I, Glc I, Glc II, and Glc III, respectively (Table 3). All
the NMR signals observed for 5 were similar to those of 4, except for the
pentosyl moiety linked to the C-3 of the aglycone which was Ara in 5
instead of Xyl I in 4. This was confirmed by the HMBC correlation at 8/
8¢ 4.50 (Ara-H-1)/89.2 (C-3), and by the ROESY correlation at dy/8y
4.50 (Ara-H-1)/3.13 (dd, J = 11.7, 4.3 Hz, aglycone-H-3).
Compared to scabiosaponin B isolated from S. tschilliensis (Zheng
et al., 2004) the sugar part at C-3 in 5 is composed of a supplementary
rhamnopyranosyl unit, and the signals due to gentiobiosyl at \C-28 were
superimposable. Hence, the structure of semipapposide E (5) was
established as 3-O-o-L-rhamnopyranosyl-(1 — 3)--b-xylopyranosyl-(1
—  4)-p-p-glucopyranosyl-(1 —  4)-p-p-xylopyranosyl-(1 -
3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 —  2)-a-L-arabinopyranosyl-28-O-f-p-glu
copyranosyl-(1 — 6)-p-p-glucopyranosyloleanolic acid (Fig. 1).

For semipapposide F (6), the molecular formula CgyH;34043, ob-
tained according to its [M+H]™ ion at m/z 1807.8400 (in HR-ESI-MS
positive-ion mode), differs from 1 only by 162 amu, corresponding to
a supplementary hexosyl group. The findings from the HR-ESI-MS
analysis were confirmed by the 2D-NMR data (Tables 2 and 4), which
showed that compounds 6 and 1 differed only by the presence of one
additional hexose unit identified as B-p-galactopyranosyl (Gal) (Lehbili
et al., 2017). The observation of a HMBC correlation at 8y/6¢ 4.46/72.9
(Gal-H-1/Glec I-C-4) and a NOESY cross-peak at O8y/dy 4.46
(Gal-H-1)/3.83 (Glc I-H-4) proved the location of this additional Gal at
Glc I-C-4. In addition, the HMBC correlation at 8y/5¢c 5.39 (Rha
III-H-1)/76.1 (Glc I-C-3) confirmed the linkage of Rha III to Glc C-3
position. Thus, the structure of semipapposide F (6) was elucid
ated as 3-O-f-p-galactopyranosyl-(1 — 4)-[a-L-thamnopyranosyl-

(1 - 3)]-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-a-i-rthamnopyranosyl-(1 —
3)-p-p-xylopyranosyl-(1 - 3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 -
2)-p-p-xylopyranosyl-28-0-p-b-glucopyranosyl-(1 ~ —  6)-p-p-glucop
yranosyloleanolic acid (Fig. 1).

Semipapposide G (7) exhibited in the HR-ESI-MS experiment a quasi-
molecular ion peak at m/z 1807.8390 [M+H]" (CgyHy35043, caled
1807.8377). Extensive 2D-NMR analysis (Tables 1- 4) showed that
compounds 7 and 2 differed by the presence of one additional sugar unit
which was identified as p-p-galactopyranosyl (Gal) (Table 4) (8y.1 4.46,
d, J=7.7 Hz; 8¢c.1 102.9). The HMBC correlations at /8¢ 5.39 (Rha III-
H-1)/76.1 (Glc I-C-3) and 8y/8¢ 4.46 (Gal-H-1)/72.9 (Glc I-C-4) sug-
gested the linkage of Rha III and Gal at the Glc I-C-3 and Glc I-C-4,
respectively. The location of the supplementary Gal unit was confirmed
by the NOESY cross-peak at 8y/8y 4.46 (Gal-H-1)/3.83 (Glc I-H-4).
Accordingly, the structure of semipapposide G (7) was elucidated as 3-O-
p-p-galactopyranosyl-(1 — 4)-[a-L-thamnopyranosyl-(1 — 3)]-p-b-glu-
copyranosyl-(1 — 4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 3)-p-p-xylopyranosyl-
(1 - 3)-a-i-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-a-L-arabinopyranosyl-28-O-f-p-
glucopyranosyl-(1 — 6)-p-p-glucopyranosyloleanolic acid (Fig. 1).

The HR-ESI-MS spectrum of semipapposide H (8) showed a pseudo-
molecular ion peak [M+H]" at m/z 1837.8517, indicating a molecular
formula of Cg3H136044. It is higher than that of compound 7 by 30 amu,
suggesting the presence of a hexose unit instead of a pentose unit.
Extensive 2D-NMR analysis (Tables 2 and 4) showed that compounds 7
and 8 differed only by the nature of the sugar linked at Rha I-C-3.
Analysis of 1D and 2D-NMR spectra allowed the identification of one
B-p-glucopyranose moiety in 8 instead of the $-p-xylopyranose unit in 7.
The HMBC correlations observed between Glc I-H-1 (8 4.51)/Rha I-C-3
(8¢ 81.4) indicated ’the linkage of Glc I at Rha I-C-3, and this was
confirmed by the ROESY cross-peak between Glc I-H-1 (8y 4.51) and
Rha I-H-3 (6y 3.88). Thus the structure of semipapposide H (8) was
elucidated as 3-O-p-p-galactopyranosyl-(1 — 4)-[a-.-rhamnopyranosyl-
(1 - 3)]-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 3)-p-p-
glucopyranosyl-(1 — 3)-o-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-a-L-arabinopyr-
anosyl-28-0-p-p-glucopyranosyl-(1 — 6)-f-p-glucopyranosyloleanolic
acid (Fig. 1).

The molecular formula of semipapposide I (9) was determined as
Cg3H136045 by the HR-ESI-MS showing a protonated molecular ion peak
at m/z 1853.8469 [M+H] *. According to the H and '3C NMR data
(Tables 2-6), the compounds 9 and 8 showed the same sugar constitu-
ents and sequence of sugar chains. The difference was in the aglycone
part, the methyl group at C-23 of aglycone in 8 was replaced by a sec-
ondary alcoholic function at the C-23 position. The NMR spectra of 9
showed two proton signals at 8y 3.35 (H-23a) and 3.60 (H-23b) with
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Table 4
13C NMR and *H NMR spectroscopic data in CD30D of the sugar moieties of compounds 6-8 and 13.>"
Position 6 7 8 13
o8C SH oC OH 6C OH oH
C-3 Xyl I Ara Ara Xyl I
1 105.1 4.39,d (7.1) 103.9 4.50, d (6.2) 104.2 4.47, 105.2 4.39,d(7.1)
d (6.0)
2 76.7 3.41,t(7.7) 74.9 3.78 75.5 3.71 77.0 3.33
3 77.5 3.45,t(8.7) 72.4 3.73,dd (7.7, 3.6) 72.2 3.72,dd 77.5 3.45
(6.3, 4.6)
4 70.2 3.48 67.8 3.79 67.9 3.79 70.3 3.48
5 65.2 3.18,dd (11.4, 9.9)3.85 63.4 3.52, dd (10.8, 4.7)3.85, 63.7 3.52,dd 65.2 3.19,t(10.7)3.84
d (10.8) (12.0,
1.3)3.85
Rhal Rhal Rhal Rha I
1 99.9 5.38,d (1.7) 100.1 5.22,d (1.6) 100.4 5.17, 100.3 5.30,d (1.3)
d(1.3)
2 70.2 4.13,dd (3.2,1.7) 70.4 4.08, dd (2.9,1.6) 69.8 4.23, dd 69.5 4.27,dd (2.4, 1.3)
(3.2,1.3)
3 80.7 3.90, dd (9.4-3.2) 80.6 3.85, dd (9.6, 2.9) 81.4 3.88,dd 81.5 3.93, dd (9.6, 2.4)
9.5,3.2)
4 71.4 3.58,t(9.6) 71.4 3.57,t(9.6) 71.2 3.58, t 71.2 3.58,t(9.6)
(9.5)
5 68.6 3.99, m 68.6 3.91 68.7 3.91 68.5 4.01
6 16.7 1.25,d (6.2) 16.7 1.25,d (6.2) 16.5 1.25, 16.7 1.25,d (6.2)
d (6.2)
Xyl IT Xyl I Glc I GleI
1 105.1 4.47,d (7.7) 105.1 4.48,d (7.9) 104.3 4.51, 104.2 4.51,d (7.7)
d(7.7)
2 74.5 3.40, dd (8.7, 7.7) 74.6 3.40 74.7 3.42 74.7 3.40, dd (9.0, 7.7)
3 81.6 3.49,t(8.7) 81.6 3.48,t(8.9) 82.0 3.55,t 82.0 3.53,t(9.0)
(9.0)
4 68.3 3.53 68.3 3.53 68.3 3.39 68.3 3.39,t(8.8)
5 65.7 3.22,dd (11.1, 9.2)3.87 65.7 3.23, t (10.6)3.89, dd (10.6, 76.3 3.33 76.3 3.33
2.9)
6 60.9 3.72,dd 60.9 3.72, dd (11.6, 3.3)3.85, dd (11.6, 2.0)
(11.6,
4.4)3.86
Rha II Rha II Rha II Rha II
1 100.7 5.21, brs 100.7 5.21, brs 100.9 5.22, 100.9 5.22,d (1.2)
d (1.6)
2 70.8 3.97 70.8 3.97,dd (2.8, 1.2) 70.8 3.98, dd 70.8 3.98
(3.1, 1.6)
3 70.8 3.95, dd (9.4, 3.3) 70.9 3.95, dd (9.3, 2.8) 70.8 3.96 70.9 3.96, dd (9.5, 3.0)
4 82.6 3.61,t(9.4) 82.6 3.61,t(9.3) 82.6 3.61,t 82.6 3.61,t(9.5)
(9.5)
5 67.1 4.13 67.1 4.13 67.2 412, m 67.2 4.12
6 16.7 1.34,d (6.1) 16.6 1.34,d (6.2) 16.7 1.35, 16.7 1.35,d (6.1)
d(6.1)
GlcI GleI Gle II Gle II
1 104.4 4.62,d (7.8) 104.4 4.62,d (7.9) 104.4 4.62, 104.4 4.62,d (7.8)
d (7.8)
2 76.3 3.41 76.3 3.40 75.8 3.41 76.2 3.41
3 76.1 3.80,t(9.2) 76.1 3.80,t(9.2) 76.1 3.80, t 76.1 3.80,t(9.2)
©.1n
4 72.9 3.83, m 72.9 3.83,1(9.3) 72.9 3.81,t 73.0 3.83,t(9.2)
.1
5 75.8 3.41 75.8 3.40 76.2 3.41 75.8 3.41
6 59.7 3.873.95, dd (12.9, 2.2) 59.6 3.87,dd (12.2, 2.9)3.95 59.7 3.883.96, 59.6 3.88,dd (12.9, 4.1)3.95
dd (12.8,
2.9)
Rha III Rha III Rha III Rha III
1 99.5 5.39,d (2.1) 99.5 5.39,d (1.7) 99.5 5.39, 99.5 5.40, brs
d (1.5)
2 71.0 3.91,dd (3.4, 2.1) 71.0 3.90, dd (3.1, 1.7) 71.0 3.91,dd 71.1 3.91,dd (3.2,1.3)
(3.2,1.5)
3 70.3 3.95,dd (9.3, 3.4) 70.3 3.94,dd (9.2, 3.1) 70.3 3.95,dd 70.3 3.95, dd (9.3, 3.2)
9.1, 3.2)
4 73.3 3.32, m 73.4 3.33, m 73.4 3.32 73.9 3.33
5 67.7 4.50, m 67.7 4.46 67.7 4.51 67.6 4.50
6 16.6 1.26, d (6.3) 16.5 1.26, d (6.2) 16.5 1.27, 16.5 1.27,d (6.2)
d (6.0)
Gal Gal Gal Gal
1 102.9 4.46, d (7.6) 102.9 4.46,d (7.7) 102.9 4.46, 102.9 4.46 d (7.6)
d(8.2)
2 71.8 3.45 71.7 3.45 71.7 3.46 71.7 3.46
3 73.6 3.45 73.6 3.46 73.6 3.46 73.6 3.45

(continued on next page)
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Position 6 7 8 13
5C SH 5C oH 6C SH SH
4 68.8 3.85 68.8 3.84 68.9 3.85, 68.8 3.84
d(2.3)
5 75.3 3.51 75.3 3.51 75.3 3.52 75.3 3.51
6 60.7 3.79 60.7 3.80 60.7 3.80 60.7 3.80
3,81
C-28 Glc I Glc I Glc 111 Glc 111
1 94.3 5.37,d (8.2) 94.3 5.37,d (8.2) 94.3 5.36, 94.3 5.36,d (8.2)
d(8.2)
2 72.4 3.35 72.4 3.35 72.4 3.35 72.4 3.35
3 76.7 3.43,t(8.6) 76.7 3.43,t(9.0) 76.7 3.43,t 76.7 3.41,t(8.7)
©.D
4 69.5 3.45,t (8.6) 69.5 3.46, t (9.0) 69.5 3.46, t 69.5 3.43,t(8.7)
(9.0)
5 76.4 3.52 76.4 3.53 76.4 3.52 76.4 3.52
6 68.0 3.77,dd (11.2, 4.5) 4.13, dd 68.0 3.784.13,dd 11.7, 1.8) 68.0 3.78,dd 68.0 3.78,dd (11.7, 4.7)4.14, dd (11.7,
(11.2,1.8) (11.6, 1.9)
4.4)4.14,
dd (11.6,
1.7)
Glc III Glelll GlclV Glc IV
1 103.2 4.36,d (7.8) 103.2 4.36,d (7.8) 103.2 4.36, 103.2 4.36,d (7.8)
d (7.8)
2 73.7 3.23,t(7.8) 73.7 3.23,dd (9.2, 7.8) 73.7 3.23,dd 73.7 3.23,dd (9.0, 7.8)
(9.1, 7.8)
3 76.6 3.35 76.6 3.37 76.6 3.37 76.5 3.37
4 70.1 3.31,t(8.7) 70.1 3.31,t(8.7) 70.1 331t 70.1 3.31,t(8.7)
(8.6)
5 76.5 3.25, m 76.6 3.26, m 76.6 3.27, m 76.6 3.25
64 61.3 3.68, dd (12.0, 5.6)3.86, dm (12.0) 61.3 3.68, dd (11.8, 5.5)3.87 61.3 3.68, dd 61.3 3.67,dd (11.9, 5.5)3.86, dd (11.9, 2.0)
(11.8,
5.5)3.87
2 in ppm, J in parentheses in Hz.
b Overlapped signals are reported without designated multiplicity.
Table 5
13C NMR and 'H NMR spectroscopic data of hederagenin of compounds 9-12 in CD;0D.*"
position 9 10 11 12
S Sy 5 Su 5 Sy 5¢ Su
1 38.3 0.991.63 38.3 0.981.63 38.4 0.981.62 38.4 0.981.62
2 25.3 1.761.88, m 25.2 1.761.88, m 25.4 1.741.84, m 25.4 1.741.84, m
3 81.0 3.63,dd (12.1, 4.3) 80.9 3.62, dd (12.6, 3.9) 80.8 3.62 80.9 3.62, dd (10.0, 5.4)
4 42.6 - 42.6 - 42.6 - 42.6 -
5 46.7 1.28 46.8 1.28 46.6 1.27 46.7 1.28
6 17.4 1.39, m1.50, m 17.4 1.38, m1.50, m 17.4 1.39, m1.50, m 17.4 1.39, m1.50, m
7 31.8 1.30, m1.42 31.8 1.30, m1.42 31.8 1.30, m1.40, td (13.2, 2.7) 31.8 1.30, m1.42, m
8 39.3 - 39.3 - 39.4 - 39.2 -
9 47.6 1.65 47.6 1.64 47.5 1.64 47.5 1.64, m
10 36.2 - 36.2 - 36.8 - 36.2 -
11 23.2 1.92, m 23.1 1.92, m 23.2 1.92, m 23.1 1.92, m
12 122.4 5.27,t(3.5) 122.4 5.27, brs 122.4 5.27,t(3.3) 122.3 5.27, brs
13 143.6 - 1436 - 1436 - 143.6 -
14 41.6 - 41.6 - 41.6 - 41.6 -
15 27.5 1.10, dm (13.9)1.80, td (13.9, 4.6) 27.5 1.10, m1.80, m 27.5 1.10, dm (13.9)1.80, td (13.9, 4.2) 27.5 1.10, m1.80, m
16 22.6 1.732.07, td (13.4, 3.5) 22.6 1.732.07, td (13.5, 3.1) 22.6 1.732.07, td (13.8, 3.7) 22.6 1.732.07, td (13.3, 3.3)
17 46.7 - 46.6 - 46.8 - 46.7 -
18 41.1 2.88, dd (13.6, 4.0) 41.1 2.97,dd (12.8, 2.9) 41.1 2.88, dd (13.5, 4.0) 41.1 2.88,dd (13.7, 3.5)
19 45.6 1.16, m1.73, t (13.6) 45.8 1.171.73 45.8 1.171.73 45.8 1.161.73,t (13.7)
20 30.1 - 30.1 - 30.1 - 30.1 -
21 335 1.241.43, td (13.3, 3.6) 33.5 1.241.42 33.5 1.24, m1.42,td (13.2, 3.2) 33.5 1.241.42, td (13.8, 3.7)
22 31.8 1.621.74 31.9 1.621.74, td (13.1,4.8) 31.9 1.621.74 31.9 1.621.74
23 63.1 3.353.60, d (9.4) 63.1 3.353.56, m 63.0 3.343.62, d (11.6) 63.0 3.333.64,d (12.2)
24 12.4 0.72, s 12.5 0.72, s 12.5 0.72, s 12.4 0.72, s
25 15.2 1.00, s 15.2 1.00, s 15.2 1.00, s 15.2 1.00, s
26 16.3 0.82, s 16.5 0.82, s 16.5 0.82, s 16.4 0.82, s
27 24.9 1.20, s 24.9 1.19, s 24.9 1.19, s 24.9 1.19, s
28 176.7 - 176.7 - 176.7 - 176.7 -
29 32.1 0.93, s 32.1 0.93,s 32.1 0.93,s 32.1 0.92, s
30 22.6 0.96, s 22.6 0.96, s 22.6 0.96, s 22.6 0.96, s

# in ppm, J in parentheses in Hz.
Y Overlapped signals are reported without designated multiplicity.
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Table 6
13C NMR and 'H NMR spectroscopic data of the sugar moieties of compounds 9-12 in CD;0D.*"
Position 9 10 11 12
8C SH 3C SH dC SH dC 8H
C-3 Ara Ara Xyl I Xyl I
1 103.8 4.50,d (6.0) 103.5 4.52,d (6.6) 104.2 4.48,d (7.9) 104.4 4.47,d (7.3)
2 75.4 3.66 74.7 3.72,dd (8.5, 6.6) 76.4 3.36, dd (8.5, 7.9) 77.2 3.30, dd (8.8, 7.3)
3 72.8 3.66 72.9 3.71, dd (8.5, 3.4) 77.6 3.45,t (8.5) 77.3 3.41
4 68.5 3.77 68.5 3.77 70.3 3.48 70.3 3.46
5 64.5 3.53,d(9.9) 64.3 3.52,dd (11.2,5.3)3.88 65.3 3.20, t (10.5)3.84, dd 65.3 3.19, t (10.5)3.84
3.85,d(9.9) (10.5,1.9)
Rhal Rhal Rhal Rhal
1 100.3 5.21, 99.9 5.26, brs 99.9 5.38,d (1.4) 100.2 5.30,d (1.3)
d(1.4)
2 69.6 4.25, 70.2 4.10, dd (3.2, 70.0 4.14, dd (3.6, 69.4 4.28, dd (2.5, 1.3)
dd 1.5) 1.4)
(3.4,
1.4)
3 81.4 3.90, 80.7 3.88,dd (9.7, 80.8 3.90, dd (9.5, 81.5 3.93, dd (9.6, 2.5)
dd 3.2) 3.6)
(9.4,
3.4)
4 71.2 3.57,t 71.4 3.57,t(9.7) 71.3 3.57,t(9.5) 71.4 3.57,t(9.6)
9.4)
5 68.7 3.95 68.5 3.94 68.5 3.98 68.7 3.98
6 16.7 1.27, 16.7 1.26,d (6.2) 16.7 1.25,d (6.3) 16.7 1.27,d (6.2)
d (5.9)
Gle I Xyl I Xyl IT Gle I
1 104.3 4.53, 105.1 4.50, d (7.5) 105.1 4.49, 104.3 4.52,d (7.7)
d(7.8) d (7.9)
2 74.7 3.41,t 74.6 3.40, dd (8.7, 7.5) 74.6 3.40, dd 74.7 3.42
(8.8) (8.6,7.9)
3 81.9 3.54,t 81.5 3.49,t (9.0) 81.5 3.50, t 81.9 3.55,t(9.2)
(8.8) (8.6)
4 68.3 3.39, t 68.3 3.52 68.3 3.53 68.3 3.39,t(8.8)
(8.8)
5 76.3 3.35 65.7 3.24,t (9.7)3.87, 65.7 3.25,t 76.3 3.36
dd (9.7, 1.9) (9.8)3.89,
dd (9.8,
1.9)
6 61.0 3.72, 61.0 3.72, dd (12.0, 5.3)3.88
dd
(11.8,
4.9)
3.89,
dd
(11.8,
2.0)
Rha IT Rha Il Rha II Rha I
1 100.9 5.22, 100.7 5.21,d (1.3) 100.7 5.22, 100.9 5.22,d (1.2)
brs d(1.2)
2 70.8 3.98, 70.9 3.97,dd (2.9, 1.3) 70.8 3.97,dd 70.8 3.98, dd (3.0, 1.2)
dd (3.4,1.2)
(3.2,
1.7)
3 70.8 3.96 70.8 3.95,dd (9.7, 2.9) 70.8 3.96, dd 70.8 3.96, dd (9.6, 3.0)
(9.4,3.4)
4 82.6 3.61,t 82.6 3.61,t(9.7) 82.7 3.61,t 82.6 3.60, t (9.6)
(9.5) 9.49)
5 67.2 412, m 67.1 4.13 67.1 4.13 67.2 4.12, m
6 16.7 1.35, 16.6 1.34, d (6.0) 16.6 1.35, 16.7 1.35,d (6.1)
d (6.2) d (6.2)
Glc II GlcI Gle1 Glc II
1 104.4 4.62,d(7.8) 104.4 4.62,d (7.8) 104.4 4.62, 104.4 4.62,d (7.8)
d (7.8)
2 76.2 3.40 76.3 3.40 76.3 3.41,dd 76.2 3.41
(9.3,7.8)
3 76.1 3.80,t (9.2) 76.1 3.80, t (9.5) 76.1 3.81,t 76.1 3.80,t (9.2)
9.3)
4 72.9 3.83,t(9.2) 72.9 3.83,t(9.5) 72.7 3.83,t 72.9 3.83,t(9.2)
9-3)
5 75.8 3.40 75.8 3.41 75.8 3.41 75.8 3.41
6 59.6 3.88,dd 59.6 3.87,dd (11.7, 5.2)3.95 59.6 3.89,dd 59.6 3.88
(11.8,5.3) (11.3,2.2) 3.95, dd (12.9, 3.2)
3.95, dm 3.95, dd
(11.8) (11.3,3.5)
Rha III Rha III Rha III Rha III

(continued on next page)
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Table 6 (continued)
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Position 9 10 11 12
8C 8H &C SH 8C SH 8C 8H
1 99.5 5.39,d(1.5) 99.5 5.39,d (1.3) 99.5 5.39 99.5 5.39,d (1.3)
d (1.6)
2 71.0 3.90, dd 71.0 3.90, dd (3.4, 1.3) 71.0 3.90, 71.1 3.91,dd (3.2, 1.3)
(3.4,1.5) dd
3.3,
1.6)
3 70.4 3.95,dd 70.3 3.94, dd (9.6, 3.4) 70.3 3.95, 70.3 3.95,dd (9.3, 3.2)
9.2,3.4) dd
(9.6,
3.3)
4 73.4 3.32 73.4 3.32 73.4 3.32 73.3 3.32
5 67.7 4.51 67.7 4.50 67.7 4.50, 67.7 4.50, m
m
6 16.5 1.26,d (6.1) 16.5 1.26,d (6.2) 16.5 1.27, 16.5 1.27,d (6.2)
d (1.6)
Gal Gal Gal Gal
1 102.9 4.46,d(7.5) 1029 4.46,d (7.8) 102.9 4.46, 102.9 4.46 d (7.3)
d(8.1)
2 71.7 3.46 71.7 3.46 71.7 3.46 71.7 3.46
3 73.6 3.46 73.6 3.46 73.6 3.46 73.6 3.45
4 68.8 3.85 68.9 3.84 68.9 3.84 68.8 3.84
5 75.3 3.51 75.3 3.51 75.3 3.52 75.3 3.52
6 60.7 3.80 60.7 3.80 60.7 3.80 60.7 3.80
C-28 Glc III Gle I Glc II Glc III
1 94.3 5.37,d(8.2) 94.3 5.37,d (8.2) 94.3 5.37, 94.3 5.36, d (8.2)
d(8.2)
2 72.4 3.34, 72.4 3.35 72.4 3.35 72.4 3.35
3 76.7 3.42,t (8.7) 76.7 3.43,t(8.9) 76.7 3.43,t 76.7 3.41,t(9.1)
(8.9)
4 69.5 3.45,t(9.4) 69.5 3.46,t(8.9) 69.5 3.46,t 69.5 3.41,t(9.1)
(8.8)
5 76.4 3.53 76.4 3.52 76.4 3.53 76.4 3.53
6 68.0 3.78,dd 68.0 3.78,dd (11.7, 4.2)4.14, dd 68.0 3.78, 68.0 3.78,dd (11.7, 4.9)4.14, dd
(11.8,3.4) (11.7,2.2) dd (11.7,1.9)
4.14, dd (11.7,
(11.8,1.9) 4.2)
4.14,
dd
(11.7,
1.5)
Glc IV Glc 11T Glc 111 Glc IV
1 103.2  4.36,d(7.8) 103.2 4.36,d (7.8) 103.2 4.36, 103.2 4.36,d (7.8)
d (7.8)
2 73.7 3.22,dd 73.7 3.22,dd (9.1, 7.8) 73.7 3.23, 73.7 3.2,dd (9.1, 7.8)
9.2,7.8) dd
(9.0,
7.8)
3 76.6 3.37,t(9.0) 76.6 3.35,t(9.0) 76.6 3.37, t 76.6 3.37
(9.0)
4 70.1 3.30,t(8.6) 70.1 3.31,t(8.7) 70.1 3.31,t 701 3.31,t(8.8)
(8.6)
5 76.6 3.25, ddd 76.6 3.26, m 76.6 3.26, 76.6 3.25, m
(8.6, 5.6,
2.3)
6 61.3 3.68, dd 61.3 3.68, dd (11.9, 5.5)3.87, dd 61.3 3.68, 61.3 3.67, dd (12.0, 5.6)3.86, dd
(12.0, 5.6) (11.9, 2.5) dd (12.0, 2.0)
3.86, dd (11.8,
(12.0, 2.3) 5.6)
3.86,
dd
(11.8,
1.9)

2 in ppm, J in parentheses in Hz.

b Overlapped signals are reported without designated multiplicity.

carbon signal at §¢ 63.1 (C-23) instead of the methyl signal in 8. In
addition, the HMBC correlations of H-23 with C-3 (8¢ 81.0), C-5 (¢
46.7), and C-24 (8¢ 12.4) also confirmed the presence of the hydrox-
ymethyl group at C-23. Thus, the aglycone of 9 was identified as
hederagenin (Alabdul Magid et al., 2006; Mahato and Kundu, 1994).
Finally, the structure of 9 was assigned as 3-O-p-p-galactopy
ranosyl-(1 — 4)-[a-.-rhamnopyranosyl-(1 — 3)]-p-p-glucopyranosyl-(1

10

—  4)-o-i-thamnopyranosyl-(1 —  3)-p-p-glucopyranosyl-(1 —
3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 - 2)-a-L-arabinopyranosyl-28-O-f-p
-glucopyranosyl-(1 — 6)--p-glucopyranosylhederagenin (Fig. 1).
Semipapposide J (10) had the molecular formula CgoH134044 [HR-
ESI-MS (positive ion mode: m/z 1823.8344 [M+H]", (caled for
1823.8326)]1, suggesting that this compound possessed a supplementary
hydroxyl in comparison with the previous described saponin 7.
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Comparative analysis of 'H and 3C NMR signals of compounds 10 and 7
indicated that 10 possessed the same glycosidic chains (Tables 5 and 6).
The NMR spectra showed signals for only six methyl groups and one
hydroxylated methylene (8¢ 63.1; 8y 3.35 and 3.56) characterizing
hederagenin as the aglycone of saponin 10 as in 9. An extensive analysis
of 1D and 2D-NMR spectra of 10 allowed to conclude that semipappo-
side J (10) was 3-O-p-p-galactopyranosyl-(1 — 4)-[o-L-rhamnopyr-
anosyl-(1 — 3)]-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 —
3)-p-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-a-L-arabi-
nopyranosyl-28-0-p-p-glucopyranosyl-(1 6)-B-p-glucopyr-
anosylhederagenin (Fig. 1).

Semipapposide K (11) has the same molecular formula CgyH134044 as
compound 10, as suggested by the HR-ESI-MS spectrum (m/z 1823.8350
[M+H]™). As for compounds 9 and 10, the aglycone of semipapposide K
(11) displayed classical signals in the 'H and 13C NMR spectra of heder-
agenin. All the NMR signals observed for 11 were similar to those of 10
(Tables 5 and 6), except for the pentose moiety linked to the C-3 of the
aglycone which was Xyl I in 11 instead of Ara in 10. The linkage was
confirmed by the HMBC correlation at &y/8¢ 4.48 (Xyl I-H-1)/80.8
(aglycone-C-3), and by the NOESY correlation at 8y/5y 4.48 (Xyl I-H-1)/
3.62 (aglycone-H-3). Therefore, semipapposide K (11) was elucidated as
3-0-p-n-galactopyranosyl-(1 — 4)-[o-L-rhamnopyranosyl-(1 — 3)]-f-p-
glucopyranosyl-(1 — 4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 3)--p-xylopyr-
anosyl-(1 — 3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-p-p-xylopyranosyl-28-O-
B-p-glucopyranosyl-(1 — 6)-p-b-glucopyranosylhederagenin (Fig. 1).

Semipapposide L (12) gave the same molecular formula Cg3H;36045
as 9 deduced from the HR-ESI-MS spectrum (m/z 1853.8445 [M+H] T,
calcd for 1853.8432). As for the pair of saponins 10 and 11, the isomeric
saponins 12 and 9 differed by the nature of pentose unit linked to the
aglycone (Tables 5 and 6). Consequently, semipapposide L (12) was
deduced to be 3-O-p-p-galactopyranosyl-(1 — 4)-[a-L-thamnopyranosyl-
(1 - 3)]-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 3)-p-b-
glucopyranosyl-(1 — 3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-B-p-xylopyr-
anosyl-28-0-p-p-glucopyranosyl-(1 6)-p-p-glucopyranosylheder-
agenin (Fig. 1).

Semipapposide M (13) was obtained as an inseparable mixture with
semipapposide D (4) in the ratio 4:6, based on the integral intensity of
the corresponding signals in their 'H NMR spectra and HR-ESI-MS.
Exhaustive efforts to separate this mixture employing normal and
reversed-phase flash chromatography and HPLC using various station-
ary and mobile phases were failed. Therefore, the structures of these two
compounds were elucidated as a mixture. According to the HR-ESI-MS
[[M+H]" at m/z 1631.7709 and NMR analysis, semipapposide D (4)
was identified as the major compound of this mixture. The second
protonated molecular ion [M+H]" at m/z 1837.8508 corresponds to
semipapposide M (13) that allowed the establishment of the molecular
formula Cg3H;36044. Analysis of 1D and 2D-NMR spectra of the mixture
allowed the identification of the major compound as compound 4.
Comparing the 'H and'®C NMR data (Tables 2-6) and signals in 1D and
2D-NMR spectra corresponding to 13 with those of 12 showed the same
sugar components and sequence of sugar chains. The difference was in
the aglycone part; the hydroxymethyl group at C-23 of the aglycone in
12 was replaced by a methyl group, suggesting oleanolic acid as agly-
cone. Thus the structure of semipapposide M (13) was elucidated as 3-O-
B-p-galactopyranosyl-(1—4)-[a-L.-thamnopyranosyl-(1 — 3)]-p-b-gluco-
pyranosyl-(1 — 4)-a-t-rhamnopyranosyl-(1 — 3)-p-p-glucopyranosyl-(1
— 3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-p-p-xylopyranosyl-28-0-f-p-gluco-
pyranosyl-(1 — 6)-B-p-glucopyranosyloleanolic acid (Fig. 1).

—

—

3. Conclusion

Plants of the genus Scabiosa have proved to be a rich source of tri-
terpenoid saponins with oleanolic acid and ursolic acid skeleton type.
Approximately 52 were isolated from 5 Scabiosa species till date:
S. rotata (Baykal et al., 1998), S. tschilliensis (Zheng et al., 2004; Pinto
et al., 2018), S. stellata (Lehbili et al., 2018a), S. songarica (Pinto et al.,
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2018), and S. sicula (Kiling et al., 2020). The present phytochemical
study which is carried out for the first time on the Algerian
S. semipapposa species, allowed the isolation and elucidation of 12
undescribed oleanolic acid (1-8) and hederagenin (9-12) bidesmosidic
saponins, with one undescribed oleanolic acid bidesmosidic saponin
(13), obtained as an inseparable mixture with compound 4, together
with three known oleanolic acid glycosides (14-16). All triterpene sa-
ponins (1-16) were characterized with a gentiobiose unit at C-28 and a
common partial sequence as (-Rha-(1 — 2)-Xyl-) or (-Rha-(1 — 2)-Ara-)
at the C-3 position of the aglycone with additional glycosylation at the
C-3 of the Rha. The partial sequence (Xyl-(1 — 3)-Rha-(1 — 2)-Xyl-) at
the C-3 position of the aglycone, was characterized for saponins 1, 4, 6,
11, 14-16, and the partial sequence (Glc-(1 — 3)-Rha-(1 — 2)-Xyl-) at
the C-3 position of the aglycone was characterized for saponins 3,
12-13, and were encountered previously in the saponins of S. tschilliensis
(Zheng et al., 2004), and S. stellata (Lehbili et al., 2018a). Similarly, the
partial sequence (Xyl-(1 — 3)-Rha-(1 — 2)-Ara-) at the C-3 position of
the aglycone was characterized for saponins 2, 5, 7, 10, and the partial
sequence (Glc-(1 —» 3)-Rha-(1 — 2)-Ara-) at the C-3 position of the
aglycone was characterized for saponins 8-9, and were encountered in
the saponins of S. tschilliensis (Zheng et al., 2004), and S. stellata (Lehbili
et al.,, 2018a). Ma et al. (1992) suggesting that -Rha-(1->2)-Xyl-
sequence at C-3 could be a chemotaxonomic significance of Dipsacaceae.
For example, the partial sequences Rha-(1 — 3)-Xyl-(1 - 3)-Rha-(1 —
2)-Xyl- and Glc-(1 — 4)-Xyl-(1 — 3)-Rha-(1 — 2)-Xyl- at the C-3 position
of oleanolic acid were previously observed in saponins isolated from
Pterocephalus bretschneidri (Tian et al., 1993b) and P. hookeri (Tian et al.,
1993a) (Dipsacaceae) but we see also this xylose in the Caprifoliaceae
Triplostegia grandiflora (Ma et al., 1992). On the other hand, the partial
sequences Xyl-(1 — 3)-Rha-(1 — 2)-Ara-at the C-3 position were already
observed in Triplostegia grandiflora (Caprifoliaceae) (Ma et al., 1991) and
various Cephalaria species of the Caprifoliaceae family such as, C. aristate
(Sarikahya et al., 2014), C. taurica (Ozer et al., 2018), C. balansae (Top
et al., 2017), C pastricensis (Godevac et al., 2006). The partial sequences
Glc-(1 — 3)-Rha-(1 — 2)-Ara-at the C-3 position were already observed
in other Caprifoliaceae species such as Cephalaria davisiana (Kayce et al.,
2014), C. aytachii (Kayce and Kirmizigul, 2017), Lonicera macranthoides
(Chen et al., 2012), Tremastelma palaestinum (Senel et al., 2014) and
Weigela stelzneri (Rezgui et al., 2016). The gentiobiose unit at C-28 in the
isolated saponins (1-16) was also described in Caprifoliaceae (Tian
et al., 1993) and Scabiosa species but was not systematic. Scabiostella-
toside H and palustroside III isolated from Scabiosa stellata (Lehbili et al.,
2018a) or songorosides A and C isolated from S songarica (Pinto et al.,
2018) does not bear a gentiobiose unit at C-28. In saponins isolated from
S. songarica, the partial sequence -Rha-(1 — 3)-Xyl- and not -Rha-(1 —
2)-Xyl- at the C-3 position of oleanolic acid is reported (Pinto et al.,
2018), it therefore seems difficult to establish a chemotaxonomic
sequence in this genus. In conclusion, our investigation contributes to
phytochemical database of S. semipapposa associated with chemotaxo-
nomic meaning of Scabiosa spp. Therefore, our results are in accordance
with these findings and bring an additional contribution to the knowl-
edge of the saponins of Scabiosa species. They confirmed the richness of
pentacyclic triterpenoids in the Scabiosa species observed by Pinto et al.
(2018) with the presence of oleanolic acid as main aglycone, and
glucose, xylose, rhamnose and arabinose as sugars. It should be inter-
esting to evaluate the cytotoxic or antimicrobial activities of these
saponins.

4. Experimental
4.1. General experimental procedures

Optical rotations values were recorded on a PerkinElmer 341
Polarimeter. The 1D and 2D NMR spectra (*H and '%C NMR, 'H-'H

COSY, TOCSY, ROESY, J-modulated HSQC, HSQC-TOCSY and HMBC)
were performed using a Bruker Avance I 600 spectrometer (\H at 600
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MHz and !3C at 150 MHz) equipped with a 5 mm TCI cryoprobe. 2D-
NMR experiments were performed using standard Bruker micropro-
grams (TopSpin 3.5 software). HR-ESI-MS experiments were performed
using a Micromass Q-TOF instrument. Flash chromatography was car-
ried out on a Grace Reveleris system equipped with dual UV and ELSD
detection using Grace® cartridges (Silica gel or RP-C;g). Preparative
HPLC was performed on Armen Instrument apparatus equipped with an
AP 250 pump and a Knauer (Merck) detector UV K-2501. A manually
packed C;g column (LiChrospher, 20 x 5 cm, 12 p) was used for pre-
parative HPLC. The mobile phase consisted of HoO with TFA (0.0025%)
and CH3CN with a flow rate of 75 mL/min and the chromatograms were
monitored at 205, 254, 300 and 360 nm. Semi-preparative HPLC was
realized on a Dionex apparatus equipped with an ASI-100 automated
sample injector, a STH 585 column oven, a P580 pump, a diode array
detector UVD 340S and the Chromeleon® software version 6.8. A pre-
packed RP-C;g column (Phenomenex 250 x 10 mm, Luna 5 p) was used
for semi-preparative HPLC. The eluting mobile phase consisted of HoO
with TFA (0.0025%) and CH3CN with a flow rate of 5 mL/min and the
chromatogram was monitored at 205 and 215 nm. Analytical HPLC
experiments were performed using a Thermofisher Ultimate 3000
(Thermo Fischer Scientific, Villebon sur Yvette, France), equipped with
a 4 ways pump LPG 3400 SD, an automatic injector WPS 3000 SL, a UV/
visible diode array detector 3000 and the Chromeleon® software
version 6.8. A prepacked C;g column Uptisphere Strategy Cig (Inter-
chim, 4.6 x 250 mm, 5 p) was used for analytical HPLC and the mobile
phase consisted of HyO with TFA (0.0025% v/v) and CH3CN with a flow
rate of 1 mL/min and the chromatograms were monitored at 205, 215,
254, and 360 nm. TLC was performed on pre-coated silica gel 60 Fosq4
Merck and compounds were visualized by spraying the dried plates with
50% H5S04, followed by heating.

4.2. Plant material

The plant material (roots) of Scabiosa semipapposa Salzem ex D.C.
was collected from Alguemas, in the region of Constantine North-
Eastern Algeria (latitude 36.3479 and longitude 6.650773) in May
2017. The plant material was authenticated by Mr. Kamel Kabouche. A
voucher specimen (LOST Ss.05/17) has been deposited at the herbarium
of LOST Laboratory, University Fréeres Mentouri-Constantine, Algeria.

4.3. Extraction and isolation

Dried powdered roots of S. semipapposa (1 kg) were extracted with
80% MeOH (3 x 10 L, 24 h) at room temperature. The resulting extracts
were combined and concentrated under vacuum to give the crude
extract (100 g). A part of this (55 g) was subjected to RP-C;g vacuum
liquid chromatography (VLC) eluted successively with MeOH-H>0 (3:7,
4:6, 6:4, 8:2 and 10:0), to give 5 main fractions (VLC-A to VLC-E,
respectively). The saponins enriched fraction E (4.6 g) was fraction-
ated by flash chromatography over silica gel, eluted by a gradient sys-
tem of CHCl3-MeOH-H50 (10:0:0 to 4:6:0.7), in 68 min to afford 12 sub-
fractions (E1-E12). Sub-fraction E;¢ (482 mg) was purified by prepar-
ative HPLC using a gradient (30-35% CH3CN, in 45 min) to give 56 sub-
fractions. Sub-fractions E10-27.2g contained the pure compound 5 (9.4
mg). The purification by semi-prep HPLC of sub-fractions E10-35.44
(98.7 mg) led to compounds 4 (5.0 mg, tg 11.5 min), 14 (2.2 mg, tg 12.4
min), 3 (3.2 mg, tg 13.1 min), 2 (7.28 mg, tg 14.4 min), 16 (3.7 mg, tg
15.4min), 1 (10.4 mg, tg 15.5 min) and 15 (2.5 mg, tg 17.1 min) using a
gradient 32-34% CH3CN, in 18 min. Sub-fraction E11 (329 mg) was
subjected to High Performance Flash Chromatography, over RP-Cig,
using a binary gradient of MeOH-H,0 (20-80% MeOH in 34 min) as
eluting solvent to obtain 39 sub-fractions. Sub-fraction E11-36.27 was
obtained as pure compound 7 (9.3 mg). Further separations of the
remaining sub-fractions E11-9g.39 were performed by flash Chroma-
tography on silica gel (CHCl3-MeOH-H»0 68/32/3) and then, purifi-
cation by semi-prep HPLC eluted by gradient system 32-34% CH3CN, in
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18 min to give compounds 7 (19.2 mg, tg 12.4 min), and 6 (21.4 mg, tg
13.7 min).

Sub-fraction E12 (1.4 g) was subjected to preparative HPLC (30-35%
CH3CN, in 45 min) to afford 48 sub-fractions and the pure compounds 6
(70 mg) and 10 (7.9 mg) in the sub-fraction E12-4; and E12-14,
respectively. The combined sub-fractions E12-15.13 (16.3 mg) were pu-
rified by semi-preparative HPLC (30-32% CH3CN, in 15 min) to furnish
compounds 9 (2.8 mg, tg 6.9 min) and 10 (3.3 mg, tg 7.7 min). Sub-
fraction E12-15 (7.9 mg) was purified by semi-prep. HPLC using a
gradient of 30-32% CH3CN, in 15 min as eluant to give compounds 12
(2.6 mg, tg 8.2 min) and 11 (1.9 mg, tg 8.9 min) whereas the sub-
fractions E12-35.27 (29.3 mg) and E12-31.34 (77 mg) were purified by
semi preparative HPLC using an elution program: 32-34% of CH3CN, for
18 min to afford compounds 8 (17.5 mg, tg 10.6 min), and mixture of 13
and 4 (15.3 mg, tg 11.3 min). Finally compounds 1 (9.7 mg, tg 12.1 min)
and 16 (1 mg, tg 12.4 min) were obtained from E12-46.4g (60 mg) by
semi-prep HPLC using a gradient (33-35% CH3CN, in 15 min).

4.3.1. Semipapposide A (1)

Amorphous white powder; [a]lz)o- 40.7 (¢ 0.83, MeOH); 'H (600 MHz,
CD30D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 1 and 2 HR-
ESI-MS m/z: 1645.7848 [M+H]" (calcd for CygH125038, 1645.7849).

4.3.2. Semipapposide B (2)

Amorphous white powder; [a]ﬁ°-35.4 (c 0.65, MeOH); 'H (600 MHz,
CD50D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 1 and 2 HR-
ESI-MS m/z: 1667.7676 [M+Nalt, 1645.7859 [M+H]" (caled for
Cy6H125038, 1645.7884).

4.3.3. Semipapposide C (3)

Amorphous white powder; [a]2°-24.8 (c 0.27, MeOH); 'H (600 MHz,
CD30D) and 13C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 1 and 2 HR-
ESI-MS m/z: 1697.7797 [M+Nalt, 1675.7977 [M+H]' (caled for
C77H127030, 1675.7954).

4.3.4. Semipapposide D (4)

Amorphous white powder; [0]12)0—16.8 (c 0.25, MeOH); 'H (600 MHz,
CD50D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 1 and 2 HR-
ESI-MS m/z: 1653.7532 [M-+Na]*, 1631.7701 [M+H]" (caled for
Cy5H12303s, 1631.7692).

4.3.5. Semipapposide E (5)

Amorphous white powder; [a]%0-33.3 (c 0.42, MeOH); 'H (600 MHz,
CDsO0D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 1 and 2 HR-
ESI-MS m/z: 1631.7699 [M+H]" (caled for C75H12303s, 1631.7692).

4.3.6. Semipapposide F (6)

Amorphous white powder; [a]f)o-37.1 (c 0.83, MeOH); 'H (600 MHz,
CDs0D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 3 and 4 HR-
ESI-MS m/z: 1829.8225 [M-+Na]*, 1807.8400 [M+H]" (calcd for
CgoHi35043, 1807.8377).

4.3.7. Semipapposide G (7)

Amorphous white powder; [a],z)o-19.7 (¢ 0.37, MeOH); 'H (600 MHz,
CD30D) and 3C NMR (150 MHz, CDs0D) data; see Tables 3 and 4 HR-
ESI-MS m/z: 1807.8390 [M+H]" (calcd for CgoH35043, 1807.8377).

4.3.8. Semipapposide H (8)

Amorphous white powder; [a]lz)o-27.2 (c 1.14, MeOH); 'H (600 MHz,
CDsOD) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 3 and 4 HR-
ESI-MS m/z: 1859.8307 [M-+Na]", 1837.8517 [M+H]" (caled for
Cg3H137044, 1837.8483).
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4.3.9. Semipapposide I (9)

Amorphous white powder; [a][z,o—l 7.8 (¢ 0.23, MeOH); 'H (600 MHz,
CD50D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 5 and 6 HR-
ESI-MS m/z: 1875.8267 [M-+Na]®, 1853.8469 [M+H]" (caled for
CgsHy3704s5, 1853.8432).

4.3.10. SemipapposideJ (10)

Amorphous white powder; [a]§°-28.2 (c 0.66, MeOH); 'H (600 MHz,
CD30D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 5 and 6 HR-
ESI-MS m/z: 1845.8151 [M-+Na]®, 1823.8344 [M+H]" (calcd for
CgoH135044, 1823.8326).

4.3.11. Semipapposide K (11)

Amorphous white powder; [2]2-28.6 (c 0.79, MeOH); 'H (600 MHz,
CD30D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 5 and 6 HR-
ESI-MS m/z: 1845.8151 [M+Na]®, 1823.8350 [M+H]" (caled for
CgoH135044, 1823.8326).

4.3.12. Semipapposide L (12)

Amorphous white powder; [a]ﬁo—22.8(c 0.21, MeOH); 'H (600 MHz,
CDs0D) and '3C NMR (150 MHz, CD30D) data; see Tables 5 and 6 HR-
ESI-MS m/z: 1875.8276 [M-+Na]®, 1853.8445 [M+H]" (caled for
Cg3Hy3704s5, 1853.8432).

4.3.13. Semipapposide M (13)

H (600 MHz, CDs0OD) and '3C NMR (150 MHz, CDs0OD) data; see
Tables 3 and 4 HR-ESI-MS m/z: 1837.8508 [M+H]" (caled for
CgsHi37044, 1837.8483).

4.4. Acid hydrolysis

A part of the saponins rich fraction E (100 mg) was hydrolyzed with
15 mL of 2 N TFA (trifluoroacetic acid, aqueous solution) at 90 °C for 4
h. After extraction with CHyCly (3 x 7 mL), the aqueous layer was
evaporated to furnish the monosaccharide residue (56.7 mg). Five
sugars were identified and compared with authentic samples by TLC
using BuOH-iso-PrOH-Me,CO-H20 (20:10:7:6) as glucose, galactose,
xylose, arabinose and rhamnose. After purification of these sugars by
preparative TLC in the same solvent, the optical rotation of each purified
sugar was measured and the obtained values were as follow: p-glucose
[10.7 mg, R¢ = 0.42, [a]%°, +33 (c 0.89, H,0)], p-galactose [2.7 mg, Ry
= 0.45, [a]?°, +25 (c 0.22, Hy0)], pxylose [3.3 mg, R; = 0.61, [a]%°,
+18.8 (¢ 0.27, Hy0)], 1-arabinose [3.6 mg, R¢ = 0.36, [a]?°, +43 (¢ 0.30,
H,0)], and r-rhamnose [10.4 mg, R = 0.53, [a]%°, +5.6 (c 0.86, H,0)].
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Résumé

Les travaux menés au cours de cette thése se sont articulés autour de 1’étude phytochimique et biologique de
deux plantes Scabiosa semippaposa Salzm Ex D.C et Tuberaria guttata (L.) Fourreau appartenant respectivement aux
familles Caprifoliaceae et Cistaceae. Cette étude a permis d’isoler par les méthodes chromatographiques (CCM, VLC,
CC, MPLC et HPLC) 33 composés dont 13 correspondent a de nouvelles structures.

Leurs structures ont été élucidées principalement par 1utilisation des techniques de RMN 1D et 2D ('H, '*C J modulé,
COSY H-H, HSQC J-modulé, HMBC, TOCSY et ROESY/NOESY), la spectrométrie de masse haute résolution (ESI-
MS et HR-ESI-MS), la mesure des pouvoirs rotatoires [a] D, et la comparaison des données avec ceux de la littérature.
L’évaluation in vitro des activités antioxydantes des différents extraits des deux plantes, a été réalisée par trois méthodes
(DPPH, ABTS et CUPRAC). Les résultats des ces tests montrent que la fraction souterraine 40/60 (1) de I’espéce Scabiosa
semipapposa et les extraits de I’espéce Tuberaria guttata présentent un excellent pouvoir antioxydant.

La derniére activité examinée est le pouvoir d’inhibition de I’ a-glucosidase des extraits de ’espece Tuberaria guttata.
Ces derniers présentent une trés bonne activité antiglucosidase qui est plus efficace que celle du standard (acarbose).

Mots clés
Scabiosa semippaposa, Tuberaria guttata, RMN 1D et 2D, spectrométrie de masse, activité antioxydante, activité
antiglucosidase.

Abstract

The present thesis focuses on the study of the phytochemical and the biological properties of two plants Scabiosa
semippaposa Salzm Ex D.C and Tuberaria guttata (L.) Fourreau belonging to the Caprifoliaceae and Cistaceae families,
respectively. This study led to the isolation and identification by chromatographic methods (TLC, VLC, CC, MPLC and
HPLC) of 33 compounds from which 13 are considered as new compounds.

Their structures were established particularly by the use of NMR high-field 1D and 2D technics (‘H, *C J-modulated,
COSY H-H, HSQC J-modulated, HMBC and ROESY/NOESY), high resolution mass spectrometry (ESI-MS and HR-
ESI-MS), measurement of rotatory power [a] D and comparison with literature data.

The in vitro evaluation of the antioxidant activity of the different extracts of the two plants was performed using three
methods (DPPH, ABTS and CUPRAC). The results showed that the fraction 40/60 (1) of Scabiosa semipapposa species
and extracts of Tuberaria guttata had excellent antioxidant potentials.

The last activity assessed was the ability to inhibit a-glucosidase enzyme by Tuberaria extracts.. The results showed that
all extracts have a good antiglucosidase power, better than that of standard (acarbose).

Keywords:
Scabiosa semippaposa, Tuberaria guttata, NMR 1D and 2D, mass spectroscopy, antioxidant activity, antiglucosidase
activity.
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