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Introduction

Les plantes constituent depuis toujours une source principale des médicaments.
Aujourd’hui, une majorité de la population mondiale (prés de 80%), plus particuliérement
dans les pays en voie de développement, se soigne uniquement avec des remedes traditionnels
a base de vegétale. Les plantes produisent des composants qu’on appelle métabolites
secondaires de différentes squelettes, ceux-ci occupent divers roles et fonctions essentielles
pour la survie et la propagation des plantes, comme signaux chimique, un systéme de défense
contre les herbivores et les pathogeénes, ils participent a des réponses allélopathiques
(compétition entre les plantes pour la germination et croissance), certains assurent une
protection contre les radiations solaires et d’autre encore facilitent la dispersion du pollen et
des graines[01]. Ces métabolites secondaires sont aussi bien exploités par I’homme dans
différents domaines tels que culinaires dans les colorants et arémes, dans le domaine agricole

(herbicides), domaine médicinale (antibiotiques, antioxydant, drogues...etc.) [02,03].

D’aprés plusieurs études sur les médicaments et leurs origines, plus que 70% d’entre
eux sont d’origine végétale dont plus que 170000 molécules bioactives ont éte identifiées
telles que digitaline, quinine, morphine, artémisine et taxol. Malgré les progres réalisés en
médecine au cours des derniéres décennies, 1’industric pharmaceutique moderne s’appuie
encore largement sur la diversité de métabolites secondaires issus du régne végétal pour

trouver de nouvelles molécules & visée thérapeutique [04].

Notre beau pays « I’Algérie » possede une richesse floristique considérable ou on
compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% sont endémiques [05], malgré que ce
potentiel de plantes médicinales comporte plusieurs espéces présentant divers intérét, il est

toujours négligés et peu exploré du point de vue chimique et pharmacologique.

L’usage médicinal de différentes especes du genre Linaria ; qui fait partie de la famille
Plantaginaceae, a attiré 1’attention de différents chercheurs dans le but d’expliquer ’usage
médicinal de ces plantes ainsi que d’identifier les agents responsables sur les effets
biologiques observés. Et dans ce cadre, nous avons choisi Linaria cymbalaria (syn:
Cymbalaria muralis), une plante connue dans la médicine populaire pour ses propriétés
diurétigues, toniques et antiscorbutiques [06], pour investiguer sa composition chimique ainsi,
ce travail fait I’objet d’un mémoire de fin d’étude Master en chimie pharmaceutique. Il est

divisé en trois chapitres qui sont traités comme suit :

-



» Le premier chapitre traite les donnees bibliographiques du genre étudié, commencant
avec une description botanique de la famille Plantaginaceae, le genre Linaria, 1’usage
médicinal, ainsi que les propriétés chimiques (les produits isolés) et pharmacologiques
(les activités déja testées).

» Le second chapitre est consacré a la partie expérimentale dont les techniques utilisées
pour 1’étude phytochimique (extraction screening et identification) de I’extrait obtenu
a partir de Linaria cymbalaria Mill., sont bien décrits.

» Le dernier chapitre décrire les résultats obtenus par le screening phytochimique et
I’identification du profile LC-MS de D’extrait éthanoique de Linaria cymbalaria,

enrichie par une discussion claire qui explique la méthode d’identification.

-
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Chapitre 1 Recherche bibliographique

1.1 Description botanique de la famille Plantaginaceae

1.1.1 Généralité

Basant sur nouvelles méthodes d’identification comme la microscopie électronique, cytologie,
histologie...etc, la classification botanique APG IIl, sortie en 2009 [1], a transférée plusieurs
genres de la famille Scrophulariaceae a la famille Plantaginaceae. Cette derniere comporte
environ 220 genres et 4500 especes [2]. Les plantes qui la composent se rencontrent

abondamment dans les régions tempérées de 1’hémispheére nord [3].

¥4 e e
Figure 1.1. Distribution géographique des Plantaginaceaes [4]

1.1.2 Classification de la famille Plantaginaceae

Le tableau suivant résume quelques exemples des sous familles, tribus et genres.

Tableau I.1: Classification de la famille Plantaginaceae [5].

famille Tribus Genres
Antirrhineae Antirrhinum
Chaenorhinum
Cymbalaria
Kickxia
Linaria
Misopates
Nuttallanthus
Callitricheae Callitriche
Hippuris
Cheloneae Chelone Collinsia
Plantaginaceae Nothochelone
Penstemon
Tonella
Digitalideae Digitalis

Gratioleae Bacopa Gratiola

Plantagineae Littorella
Plantago

Veroniceae Lagotis
Veronica
Veronicastrum



https://data.canadensys.net/vascan/taxon/433?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/831?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/977?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/977?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1063?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1063?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1302?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1302?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1349?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1424?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1849?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1849?lang=fr
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https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1465?lang=fr
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https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1765?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1765?lang=fr
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https://data.canadensys.net/vascan/taxon/597?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1313?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1817?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1817?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1818?lang=fr
https://data.canadensys.net/vascan/taxon/1818?lang=fr

Chapitre 1 Recherche bibliographique

1.1.3. Description de la famille Plantaginaceae

Les plantes de la famille Plantaginaceae sont des plantes ordinairement herbacées, parfois
arbustives ou arborescentes, pouvant étre parasites (I’althaea), aquatiques ou grimpantes. Les
feuilles sont alternes ou opposées, Les fleurs sont hermaphrodites, souvent zygomorphes,
pentameres ou tétrameres. Elles sont solitaires, regroupées en épis, en grappes ou en
panicules. Les sépales, a préfloraison valvaire ou imbriquée. La corolle est a pétales soudés et
a préfloraison valvaire ou imbriquée. Les étamines sont ordinairement au nombre de quatre
avec un staminode (parfois cing ou deux étamines seulement). Elles sont insérées sur le tube
de la corolle. L’ovaire est supére, normalement biloculaire, compos¢ de deux carpelles soudés
entre eux. Il est surmonté d’un style terminal a un ou deux stigmates. Il y a souvent un disque
nectarifére autour du pistil. Les ovules sont nombreux, unitéguminés, anatropes a hémitropes,
sur des placentas axiles. Le fruit est une capsule déhiscente septicide, parfois loculicide ou
porricide, rarement une baie ou un schizocarpe. Les semences sont ailées ou anguleuses avec

un embryon droit ou légérement courbé dans un albumen oléagineux [6].
1.2 Description du genre Linaria

Plus que 200 especes du genre Linaria sont distribuées dans les zones climatiques modérées
de I'Europe, Nord d’Afrique et I'Asie. lls doivent leur nom a leurs feuilles étroites évoquant
celles du lin cultivé. Les plantes de ce genre sont herbacées soit dressées ou couchée
annuelles ou vivaces de 10-30 cm a feuilles simples et étroites (souvent linéaires et rarement
lobées ou dentées). Fleurs solitaires, axillaire, en grappe ou en épis terminaux. Le calice
profondément divisé en cing lobes inégaux, souvent courts. La corolle bilabiée a tube renflé et
prolongée a la base par un éperon. La lévre supérieure est formée de deux lobes légerement
réfléchis, la lévre inférieure de trois lobes. Cette lévre présente un palais saillant fermant la
gorge, bilobé, maculé de couleurs vives, généralement velu. Quatre étamines. Le fruit est une

capsule polysperme ovoide.

A deux loges et & déhiscence porcidé [7]. Les espéces Linaria sont réputées par leurs
accumulations de métabolites secondaires de type iridoides, flavonoides, néoclérodanes,
alcaloides et phényléthanoides [8]. Le centre de distribution du genre Linaria est le bassin
méditerranéen [9], dont 20 espéces se trouvent en Turquie [10], 20 en Iltalie [11], 24 en
Espagne [12] et 39 especes en Algerie [7].
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1.2.1 Propriétés biologiques et pharmacologiques du genre Linaria

1.2.1.1 Utilisation en médecine folklorique

Le genre Linaria est I’'un des genres les plus connus de la famille Plantaginaceae dans la
médicine folklorique dont plusieurs especes sont réputées pour leurs vertus thérapeutiques

telles que :

v L. vulgaris : utilisée particulierement dans la Bulgarie [13] pour ses propriétés laxative,
traitement des inflammations de la vessie, éruptions cutanées ainsi que les hémorroides
[14]. La méme espéce, poussant dans le Nord-Est de la Chine, est utilisée par la
population locale dans le traitement de la toux, de I’asthme et comme expectorant [15].

v' L. japonica: utilisée dans la médecine folklorique pour ses propriétés diurétique,
purgative [16] et laxative [17].

v L. cymbalaria : une plante médicinale qui posséde des propriétés diurétiques, toniques et
antiscorbutiques [18].

v L. reflexa : une espéce connue sous le nom « Oum lajrah » en raison de son pouvoir
cicatrisant. Elle est également employée en usage externe dans le traitement de certaines

dermatoses [19].

Il en ressort que la plupart des especes du genre Linaria sont utilisées dans la médecine
folklorique pour leurs diverses propriétés biologiques notamment toniques, antiscorbutiques,
laxatives, antidiabétiques et diurétiques, ainsi que pour le traitement de blessures,
d’hémorroides et des désordres vasculaire [20], spasmolytique, anti-inflammatoire,

cholagogue et anti-rhume [21].

1.2.2. Les propriétes phytochimique du genre Linaria

Les études réalisées sur les espéces du genre Linaria ont démontrés une richesse de
métabolites secondaires comporte les iridoides, les flavonoides, les diterpenoides et
alcaloides. Ces produits ont pour but de protégé la plante et aussi connus pour diverses

activités biologiques telles que I’activité anti-inflammatoire, antidiabétique et antitumoral.

a) Lesiridoides
Les iridoides sont présents chez les végétaux supérieurs notamment chez les angiospermes
dicotylédones particulierement chez les gamopétales appartenant aux ordres gentianales,
lamiales et scrophulariales.
Antirrhinoside (1) et ses dérivés sont les marqueurs chimiotaxonomiques des genres de la

tribu Plantaginaceae-Antirrhineaede (Plantaginaceae), y compris Linaria, Antirrhinum,

g
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Asarina, Kickxia, Cymbalaria et Maurandia [22-23]. Les iridoides les plus fréquents sont les
dérivés de 6-acyl antirrhinoside et de 5-deoxyantirrhinoside. Figure et tableau suivants

présente quelque iridoTdes déja isolés du genre Linaria.

Tableau 1.2: quelques iridoides isolés du genre Linaria

Composé Espéce Référence
Antirrhinoside (1) L. vulgaris [24]
L. japonica [25]
L. reflexa [26]
6-O-cis-p-coumaroyleantirrhinoside (2) L. vulgaris [27]
6-O-trans-p-coumaroyleantirrhinoside (3)
6-O-senecioylantirrhinoside (4) L. tingitana [20]
6-0-angeloylantirrhinoside (5)
Aucubine (6) L. vulgaris [28]
10-0-8-glucosylaucubine (7) L. vulgaris [29]
Linaride (8) L. japonica [29]
7-3-hydroxy-8-epi-iridodial glucoside (9) L. japonica [29]
Antirrhide (10) L. reflexa [30]
R oH HQ 4
X
(0]
lels HOGlc R H OGlc
01 R = -OH 06 R = OH 09 10
02 R = trans-p-coumaroyl 07 R = OGlc
03 R = cis-p-coumaroyl 08R=H

04 R,=OH, R,=OCOCH=CMe,
05 Ry=0OH, R,=OCOCMe=CHMe (Z)

Figure 1.2. Quelques iridoides isolés a partir du genre Linaria

b) Les flavonoides
Ils représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans la nature et
surtout dans le régne végeétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui
sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On
attribue a ces flavonoides divers effets biologiques tels que I’antitumoral, I’anti-cancérigene,

I’anti-inflammatoire, I’hypotenseur et I’antioxydante [31].

Differents flavonoides sont isolés du genre Linaria dont la majorité est de type flavone
glycosylés. La présence de groupement méthoxyle en position C-4' et C-6 est spécifique pour

le genre Linaria.

v
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Tableau 1.3: quelques flavonoides isolés du genre Linaria

Composé Espéce Référence
Lutéoline (11) L. vulgaris [32]

L. japonica [33]
Acacétine (12) L. vulgaris [32]
Pectolinarigenine (13) L. vulgaris [34]

L. japonica [35]
Pectolinarine (14) L. vulgaris [36, 37]

L. japonica [32, 38]

L. reflexa [39]
Linariine (15) L. vulgaris [40]

L. japonica [41]

L. reflexa [26]
Isolinariin B (16) L. reflexa [26]

11 12R=H
13 R = OCH;4

14 R1:OCH3, R2:R3:R4:H
16 R1:OCH3, R2:R4:H, R3:AC
Figure 1.3. Les flavonoides isolés a partir du genre Linaria

c) Diterpenes

Les diterpénes sont des substances avec 20 atomes de carbone (C20) élaborées a partir de 4
unités d’isopréne ; ils se forment a partir de leur précurseur, le géranyl géranyl pyrophosphate
(GGPP) [42]. Sont tres répandus chez les végétaux supérieurs, ils sont aussi présents chez
certains insectes et chez divers organismes marins. On peut les trouver encore dans les
résines, les exsudats, les gommes naturelles et les gibbérellines [43].
IIs peuvent étre :

v' Acycliques comme le phytol ; dont il est le représentant le plus connu dans la

chlorophylle ou dans les vitamines K et E.

v" Monocycliques comme la vitamine A.

v" bicycliques comme le sclaréol.

v Tricycliques comme 1’acide abiétique [42,44].
Seulement deux especes du genre Linaria sont connus pour la présence de diterpénoides, il

s’agit de L. saxatilis et L. japonica.
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Tableau 1.4: quelques Diterpénes isolés du genre Linaria

Composé Espece Référence
Dialdehyde linaridial (17) L. japonica [45]
Linarienone (18) [46]

CHO

CHO
17

Figure 1.4. Les diterpénes isolés a partir du genre Linaria

d) Tritérpenes
Les triterpenes sont des molécules a 30 atomes de carbone. Ils ont comme précurseur le
squaléne 1l y a plus de 1700 triterpénes dans la nature dont la majorité est sous forme
tétracyclique ou pentacyclique, la forme acyclique étant tres rare [42]. Le tableau 1.4 présente

quelques exemples des triterpénes isolés a partir du genre Linaria.

Tableau 1.5: quelques Triterpénes isolés du genre Linaria

Composé Espéce Référence
[-Sitostérol (19) L. vulgaris [47]
3-O-p-D-glucopyranoside (daucosterol) (20) L. vulgaris [47]

L. reflexa [26]
64-Hydroxystigmast-4-en-3-one (21) L. vulgaris [48]
Cycloart-25-ene-3,24-diol (22) [49]
Stigmastadienone (23) [47]
Isomultiflorenol (24) [49]
a-Amyrin (25) [47]
Acide betulique (26) [47]

Figure L1.5. Les titerpenes isolés a partir du genre Linaria

<




Chapitre 1 Recherche bibliographique

1.3 Description botanique de Linaria cymbalaria (L.) Mill

C’est une plante vivace rampante leur hauteur de 10 a 80 cm.
Ces longues tiges ont en effet la capacité de s'enraciner de
place en place, comme des stolons. Elles portent des petites
feuilles persistantes qui évoquent celles du lierre a une forme
légerement déprimeée en leur centre, qui peut effectivement
faire penser a de petites embarcations. Ces derniers sont
alternes luisantes et charnues, longuement pétiolées,
réniformes ou arrondies, le plus souvent a cing lobes, parfois
plus [50].

Du mois d'Avril jusqu'au septembre-octobre, cette plante
sorne d'une multitude de petites fleurs. Comme celles des Figurel6. Linariacymbalaria
mufliers, elles sont composées de pétales en forme de lévres et d'un petit éperon. Cette
gracieuse floraison affiche la couleur des vitraux : mauve plus ou moins bleuté, éclairé d'une
gorge jaune ivoire ou beurre. Le fruit est une capsule polysperme a deux loges [50]. Cette
plante est connue sous plusieurs synonymes tel que : Cymbalaria muralis, Antirrhinum

cymbalaria L. et Elatine cymbalaria Moench [50].
1.3.1. Utilisation en médecine folklorique

Différents rapports déclarent que L. cymbalaria posséde des propriétés diurétiques, toniques
et de ’antiscorbutiques [51]. Dans la médicine folklorique de quelques pays, I’infusion de
cette plante est utilisée pour ses propriétés anti-hémorroidales, astringentes et vulnéraires. Il
¢tait également utilisé¢ dans le traitement de I’eczéma, des excoriations, des engelures, des
brulures, de la gale et de teigne [52]. Des rapports mentionnés que la plante a été utilisée avec

succes en Inde pour le traitement du diabéte [53,54].
1.3.2. Les propriéetés phytochimiques de I’espece étudiée

Une étude phytochimique sur les parties aériennes de L. cymbalaria montre la présence des
iridoides identifiés comme 1’acide 8-epiloganique, antirrhinoside et 7,5-hydroxy-8-epi-
iridodial glucoside [55,56].
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HO

H
H;C ™ 0Oaie
R=CO,H L'acide 8-epi-loganique Antirrhinoside
R=CH; 7,p-hydroxy-8-epi-iridodial glucoside

Figure 1.7. Les iridoides isolés a partir du genre Linaria

|.4. L’objectif du choix de I’espece étudiée

Les critéres essentiels pour avoir choisi Linaria cymbalerai sont basés sur le fait que:
% Le genre Linaria est bien répandu en Algérie (39 espéces [57]), dont plusieurs espéces
sont distribuées a I’East Algérien
¢+ Dans la médicine folklorique, L. cymbalaria est utilisée comme remede populaire pour
les effets laxatif, tonique, antiscorbutique et diurétique [58,59].

¢+ Sarichesse en métabolites secondaires de type terpéne et surtout iridoide [60-62]

1.5. Position systématique de Linaria cymbalaria
Linaria cymbalaria est une plante de genre Linaria, de classe Magnoliopsida, qu’elle fait
partie d’ordre Lamiales, elle est approprier a la famille Plantaginaceae.

Tableau 1.6. Position systématique de I’espéce étudiée [63].

Super- embranchement Linaria

Embranchement Angiospermae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Plantaginaceae

Tribu Antirrhineae

Genre Linaria

Espece Linaria cymbalaria (L) Mill

&
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Chapitre II Méthodes et matériels

11.1. La récolte de Linaria cymbalaria

La récolte des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) de L. cymbalaria a été effectuée en
mois février dans les parois du canyon Oued Rhumel de la Wilaya de Constantine a 465 m
d’altitude selon les cordonnée GPS suivantes: latitude 36° 22'21.833"N, longitude
06°36'37.867"E.

11.2. Produits et matériels utilisés

Eau distillé (H20), méthanol (MeOH), éthanol (EtOH), acétonitrile (CH3CN), acétate
d’ammonium (C2H7NO2), ammoniac (NHz), acide chlorhydrique (HCI), chloroforme
(CHCIg), acide sulfurique (H2SOs4), anhydride acétique (CsHeOs3), réactif de Dragen Droff,
acide acétique (AcOH), chlorure ferrique (FeCls), magnésuim (Mg) et I’acétate de sodium
(NaOAC).

Evaporateur rotatif, pipette pasteur, poire, micropipette (1000 uL), cuve, bécher, erlenmeyer,
éprouvette graduée, tubes a essai, capillaire, spatule, entonnoir, porte tube, papiers filtres,
coton, pince, regle, couteau a lame rétractable, ballon a fond round, porte ballon, plaque
CCM.

11.3. Partie expérimentale

11.3.1. L’extraction par soxhlet

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et utile permettant de répéter plusieurs fois le
cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement total du soluté dans la matiére
vegétale.

L’extraction de L. cymbalaria a été réalisée par un binbme Master (BELAHSSINI Fatima et
BENTOBBICHE Nihed) en 2017 a 'université des Fréres Mentouri-Constantine dont 20 g
des parties aériennes (sécher et découpé en petites morceaux), a €té extraite avec 1 L
d’éthanol, a 38°C. L’extraction a été répété jusqu’a I’épuisement de la matiére végétale pour

obtenir un extrait éthanoique de 5.45 g (27.25%) [1].

11.3.2. Screening phytochimique
Le screening phytochimique est un test qualitatif qui permet de mettre en évidence les
différents groupes chimiques présents dans une matiére végétale. Il est basé sur des réactions

chimiques qui permettent d’identifier la présence des substances chimiques spécifiques.
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Les classes de métabolites secondaires sont nombreux et a cause de ¢a, on a choisi que les
principaux classes : alcaloides, polyphénols (tanins, flavonoides...) et terpénoides (iridoides,

stérols...).

La présence de ces derniers est attestée soit par la formation d’un précipité, soit par le
changement de coloration du milieu. C’est I’apparition de ces deux dernies qui indique la

présence de la classe recherchée.

v’ Les saponines (test de moussage)
L’ajoute de 0.5 mL d’extrait avec 5 mL d’eau distillée dans un tube & essai puis
I’agiter bien, la persistance d’une mousse indique la présence des saponines [2].
v’ Les anthraquinones (test de Borntrager)
L’ajoute 1 mL d’ammoniac dilué (10%) a 2 mL d’extrait dans un tube a essai, une
couleur rose-rouge dans la couche ammoniacal (inférieure) indique la présence des
anthraquinones [2].
v’ Les phlobatannins
On fait bouillir 2 mL d’extrait avec 2 mL d’acide chlorhydrique dilué (1%), la
formation de précipitation rouge indique la présence des phlobatannins [2].
v’ Les terpénoides (test de salkowski)
2.5 mL d’extrait a été ajouté a 1 mL de chloroforme et 1.5 mL d’acide sulfurique
concentré, I’apparition d’une couleur brune rougeétre de I’interface indique la présence
des terpenoides [2].
v" Les stéroides
A 1 mL d’extrait, on ajoute 2 mL d’anhydride acétique et 2 mL d’acide sulfurique
concentré, le changement de couleur vers le bleu ou le vert indique la présence des
stéroides [2].
v' Les alcaloides
On introduit 1 mL d’extrait dans un tube & essai puis on ajoute quelques gouttes d’acide
sulfurique dilué (10%). Apres 24 heures, on ajoute 3 gouttes du réactif de Dragen Dorff,
un changement de couleur et la présence d’un précipité indique la présence des
alcaloides [1].
v' Les glycosides cardiaques (test de kellerkiliani)
Sur 2 mL d’extrait , on ajoute 1 mL d’acide acétique glacial, 1 mL de chlorure ferrique
(2%) et 1 mL d’acide sulfurique concentré, ’apparition d’une couleur verte bleue

indique la présence des glycosides cardiaques [2].

-
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v' Les flavonoides :

On introduit 2 mL d’extrait dans un tube & essai puis on ajoute 5 mL d’acide
chlorohydrique concentré (HCI) et des coupeaux de magnésium, un changement de
couleur indique la présence des flavonoides [1].

v’ Les triterpénoides :

On a utilisé une version modifiée de test de Salkowski. 1 mL d’extrait a été ajouté
lentement a I’acide sulfurique concentré, la formation de couleur rouge/marron/violet a

I’interface indique la présence des triterpénoides [3].

11.3.3. L’enregistrement du profile LC-ESI-MS de I’extrait

ethanoiques de L. cymbalaria

Un échantillon de 400 puL (10 mg/mL) a été envoyé au laboratoire de chimie bioorganique a
I’université de Trento-Italie pour 1’enregistrement du profile LC-ESI-MS. Ce dernier a été
réalisée sur Hewlett—Packard (Palo Alto, CA, USA) modéle 1100 séries de chromatographie
liquide couplé & une matrice de détecteur photodiode (Agilent, Palo Alto, CA, USA) série
1100, et a un Esquire LC—ion piége spectrometre de masse (Bruker, Billerica, MA, USA)
équipé par une ionisation électronébuliseur (ESI) d'interface. UV-DAD 200-700 nm; la chaine
UV: 204, 234, 254, 470 et 665 nm. La source ESI : mode positive et négative; I’injection: Sul.
Le systéme d’élution est de 80:20 (H20 + 1 mL d'acétate d'ammonium (10 mM) : CH3CN + 1
mL d'acétate d'ammonium (10 mM)) pendant 30 min puis il passe a 0:100 jusqu’a 56 min, le
fractionnement de I'effluent de la colonne a été réalisé avec un débit de 1 mL/min s'écoulant
dans le spectrometre de masse. Le spectre LC-MS a été exécuté sur une colonne de type
Nucleosil C18 Macherey—Nagel (250 mm x 4.6 mm de diamétre, diamétre de 5 pum, coiffe
terminale). L'azote de haute pureté a été utilisé comme le nébuliseur et également en tant que
gaz de séchage a 300°C a une vitesse d'écoulement constante de 6 L/min. Les spectres
complets ont été acquis en mode d'ions négatifs dans la région m/z 100-1000, en adoptant les
parametres suivants : unites d'entrainement de piége, 55.1; capillaire tension de sortie, —120.4
V; skimmer 1 tension, —43.3 V. Les expériences de fragmentation MS/MS ont été realisées
sur I'ion précurseur choisi. Les analyses des données (version 3.0, BrukerDaltonikGmbH) ont

été utilisés pour élucidés les spectres de masse.
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111.1. Résultats du screening phytochimique :

Le screening phytochimique de I’espéce étudiée a permis d’identifier les différentes classes

des métabolites secondaires dont les résultats sont :

» Saponines :

L’observation: la présence d’une mousse indique la présence des saponines.

Figure 111.1. Screening des saponines dans 1’extrait EtOH de L. cymbalaria

D’aprés 1’observation de I’expérience réalisée dans un tube a essai (figure I11.1), on a
remarqué la présence d’une mousse légére ce qui réveil la présence des saponines dans

I’extrait éthanoique de L. cymbalaria.

» Anthraquinones :
L’observation: la présence d’une couleur rose-rouge dans la couche ammoniacal (inférieure)

indique la présence des anthraquinones.

Figure 111.2. Screening des anthraquinones dans ’extrait EtOH de L. cymbalaria

D’apres la figure 111.2, on observe I’absence de changement de couleur indiquent I’absence

des anthraquinones dans I’extrait éthanoique de L. cymbalaria.

E
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L’observation: la formation d’un précipité rouge indique la présence des phlobatannines.

A

Figure 111.3. Screening des phlobatannines dans 1’extrait EtOH de L. cymbalaria

On a observés la formation d’un précipité rouge claire qui réveil la présence des

phlobatannines dans I’extrait EtOH de L. cymbalaria.

L’observation: changement de couleur brun rougeatre de 1’interface indique la présence des

terpénoides.

~
g ' \evs

Figure 111.4. Screening des terpenoides dans I’extrait EtOH de L. cymbalaria

D’aprés la 4°™ figure, on observe un changement de couleur brun rougeatre de ’interface qui

indique la présence des terpenoides dans I’extrait EtOH de L. cymbalaria.

L’observation: changement de couleur en bleu ou vert indique la présence des stéroides.

&
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——

Figure 111.5. Screening des stéroides dans 1’extrait EtOH de L. cymbalaria

D’aprés I’expérience réalisée dans un tube a essai (figure II1.5), nous avons observés le
changement de couleur vers le blue ou vert qui indique la présence des stéroides dans 1’extrait

éthanoique de L. cymbalaria.

> Alcaloides :
L’observation : changement de couleur et la présence d’un précipité indique la présence des

alcaloides.

-
ACc o

Figure 111.6. Screening des alcaloides dans I’extrait EtOH de L. cymbalaria

Un changement de couleur ainsi que la formation d’un précipité ont été observés ce qui réveil

la présence des alcaloides on bonne quantité dans 1’extrait é&thanoique de L. cymbalaria.

» Glycosides cardiaques :
L’observation : changement de couleur vert bleu indique la présence des glycosides

cardiaques.
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Figure 111.7. Screening des glycosides cardiaques dans I’extrait EtOH de L. cymbalaria

Selon la figure 111.7, I’observation d’une coloration verte bleue qui indique que 1’extrait

éthanoique de L. cymbalaria contient une bonne quantité des glycosides cardiaques.

> Flavonoides :

L’observation : une altération de couleur indique la présence des flavonoides.

Figure 111.8. Screening des flavonoides dans 1’extrait EtOH de L. cymbalaria

D’apres la figure 111.8, I’absence d’altération de couleur est claire, ce qui indique ’absence de

cette classe recherchée dans I’extrait éthanoique de L. cymbalaria.

» Triterpenoides :
L’observation : la création de couleur rouge / marron / violet a I’interface indique la présence

des triterpénoides.

27




Chapitre III Résultats et discussions

Figure 111.9. Screening des triterpenoides dans I’extrait EtOH de L. cymbalaria

Selon le changement de couleur observé dans la figure 111.9, on peut dire que I’extrait

éthanoique de L. cymbalaria contient une bonne quantité des triterpenoides.
Le tableau suivant rassemble les résultats obtenus par le screening phytochimique.

Tableau I11.1.Résultat de screening phytochimique d’extrait éthanoique de L. cymbalaria.

Classe recherchée Résultat
Saponines +
Anthraquinones -
Phlobatannines +
Terpenoides +++
Stéroides +++
Alcaloides +++
Glycosides cardiaques +++
Flavonoiides -
Triterpénoides +++

(-) : négatif; (+) : légérement positif; (++) : positif; (+++) : fortement positif.

La comparaison de nos observation de screening phytochimique et la littérature montre que
nos résultats sont en accordance avec la bibliographie du genre Linaria dont les terpénoides

sont les composant les plus fréquents [1].

[11.2. ldentification structurale du profile LC-ESI-MS de I’extrait

éthanoique de L. cymbalaria

L’analyse du profile HPLC-DAD enregistré a 250 nm, obtenu par I’injection de 400 puL de
I’extrait EtOH montre un profile riche en métabolites secondaires qui contient 82 pics dont 33

sont les plus remarquable ou on a pu identifier 10 composés selon les données
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spectroscopiques UV et ESI-MS (+ et -) ainsi que les fragmentations observées dans les

spectres de masses.

14.8

17.7

213

3.
- 138
15.7

43810

b2
2.7
— 460
.3

— 47,
— 477

—26.2
—311
—35.3

Figure 111.10. Profile HPLC-DAD de I’extrait EtOH de L. cymbalaria

111.2.1. Identification du produit 1 (pic 2, tr= 3.0 min)

Basant sur le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, on a observé la présence

d’une seule bande a Amax = 238 nm. Selon la littérature, cette longueur d’onde correspond a

une structure d’un monoterpéne de type iridoide [2].

*DAD1, 3.005 (1439 mAU, - ) Ref=0.000 & 3.858 of 005-0801.D
maU 238nm
1400
1200
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200 -
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400 -
200 -
0 -
) T T T T T T T
200 250 200 350 400 450 500 550 nm|

Spectre I11.1.Spectre UV du pic 2 enregistré en MeOH
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Figure I11.11. Squelette de base d’un iridoide

L’analyse des spectres de masse ESI-MS montre la présence d’un pic moléculaire a m/z 385.1
en mode positif (spectre 111.2) attribuable a [M+Na]", ainsi que deux pics en mode négatif
(spectre 111.3) a m/z 361.6 et 723.3 attribuables a [M—H] et [2M—H], respectivement. Tous
ces pics confirment que la masse molaire de notre composé est de 362 Da. Cette masse est

connue pour différent iridoides dans le genre Linaria dont antirrhinoside est le plus connu.

[M+Nal¥3&5 .1

Spectre 111.2. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 2

Le spectre ESI-MS (—) montre la présence d’une fragmentation entre le pic moléculaire a m/z
361.6 et un pic & m/z 199.1 avec la perte de (162.5) Da, celons la littérature qu’on peut
I’attribue a une unité du glucose sans 1’atome oxygene en position C-1". Une fragmentation
entre le pic moléculaire et un pic a m/z 274.2 avec la perte de (87.4) Da attribuable a la
fragmentation de CsHsO2 (le cycle a 5 atomes avec un époxyde, un CHs et un groupement
OH). Une fragmentation entre le pic moléculaire et un pic a m/z 290.5 avec la perte de (71.1)
Da attribuable a la fragmentation rupture du cycle a 6 et la perte de Cs3HzO»

(HO—C—CH=CH-0). Une fragmentation entre le pic a m/z 199.1 et un pic a m/z 181.1 avec la
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perte de 18 Da attribuable a la perte d’une unité d’eau (OH + H). Une autre fragmentation

entre le pic a m/z 181.1 et le pic a m/z 162.9 attribuable a la perte d’une unité d’eau (OH + H).

217.1

274.2

[2M-H]"

mlhlmhl.h Jm.ll.u LII].JL;Ith]h |!|;:m.MLJLuJ. ¥ 4L|IIMIJ|NI“IIM||NL uhW‘NMMW&M@ Willd

2ol lllii_lllh] {;;|:||I:.1|I..1uA.L|:;:Julllu.nuaiu.;m.:.hlL.......L

Spectre 111.3. Spectre de masse ESI-MS en mode (-) du pic 2

Les fragmentations major sont présentes dans la figure suivante :

/\ —>m/z 274.2

m/z290.5 (1) oy.. : OF O o

,— 179 Da

. O 71Da 0. m/z 163
(6]

H 7 OH R OH
CHj L0 0 CH3 0
' OH 12 181 ) OH
' OH m/z - s OH
87 Da~— OH OH

m/z199 ()«
Figure 111.12. Les fragmentations du produit 1

Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS confirment la présence d’une unité de sucre
de type glucose, la présence de deux groupement hydroxyles ainsi que un époxyde et un CHs,

ce qui confirme la structure de antirrhinoside [3, 4].

Figure 111.13. Le produit du pic 2




Chapitre III Résultats et discussions
111.2.2. Identification du produit 2 (pic 3, tr= 3.7 min)
Le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, montre la présence d’une seule bande

a Amax = 236 nm. Selon la littérature, cette longueur d’onde correspond a une structure d’un

monoterpene de type iridoide [2].

DADT, 3717 (208 mAU,UpZ) Ref=0.000 & 3 858 of 005-0801.0
mAU 1 236nm
200
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Spectre 111.4.Spectre UV du pic 3 enregistré en MeOH

AN
o)
Figure 111.14. Squelette de base d’un iridoide

L’ analyse des spectres de masse ESI-MS montre la présence d’un pic moléculaire a m/z 385.1
en mode positif (spectre 111.5) attribuable a [M+Na]*, ainsi que deux pics en mode négatif
(spectre 111.6) a m/z 361.6, 397.5 et 723.2 attribuables a [M-H], [M+Cl]et [2M-H]
respectivement. Tous ces pics confirment que la masse molaire de notre composé est de 362
Da.

L’analyse des deux spectres ESI-MS (+) et (-) montre la présence de différents
fragmentations qu’on peut les attribués comme suit : une est observée entre les deux pics a
m/z 361.6 et 343.5, avec la perte de 18.1 Da, attribuable a une unité d’eau, ce qui confirme la
présence d’un groupement OH. La perte d’une autre unité d’eau (—18.2 Da) est présente entre

les pics a m/z 345.4 et 327.2 ainsi que la perte de 13.9 Da (—CHy) entre les pics a m/z 327.2 et
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313.3 suggérer la présence d’un CH2OH, cette observation est confirmer par la fragmentation
entre les deux pics a m/z 345.4 et 313.3 avec la perte de 32.1 Da (CH2OH). En mode (+), une
fragmentation entre les pics a m/z 345.4 et 164.9 attribuable a la perte de 180.5 Da (unité de
glucose). La présence de cette unité de glucose est confirmer aussi par la présence du pic
182.9 avec la perte de 179 Da a partir du [M+H]"* (363 Da). Une autre fragmentation entre les
pics m/z 182.9 et 164.9 confirme que la partie aglycone contienne un groupement OH. Une
fragmentation entre le pic a m/z 327.2 (apres la perte de deux groupement OH) et le pic a m/z
247.9 avec la perte de 79.3 Da attribuable au cycle a 5 d’un iridoide avec la présence d’un
CHas, cette fragmentation confirme la présence d’un groupement CHs sur le cycle a 5 atomes
ainsi que le groupement CH2OH est substitué sur 1’hétérocycle a 6 atome d’un squelette

iridoide.

[M+Na]* @

J 345.4

164.5

Spectre 111.5. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 3

Le spectre ESI-MS (-) avec la présence de différents pics qui confirment les observations du
ESI-MS (+).
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[M-H]

[2M-H]

Spectre I11.6. Spectre de masse ESI-MS en mode (-) du pic 3

il o Lozl blabis

Les fragmentations observées dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassemblés dans la

figure suivante :

18 Da~—

(+) <_,~
79 Da~—

Figure 111.15. Les fragmentations du produit 2

Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS indiquent que notre composé est un dérivé

de I’acide 8-épi-logénique, déja isolé du genre Linaria [5].

CH,OH

Figure 111.16. Le produit du pic 3
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111.2.3. identification du produit 3 (pic 4, t-= 4 min)

Basant sur le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, on a observé la présence

d’une seule bande a Amax = 308 nm.

*DAD1, 4.000 (136 mAU.Dn1) Ref=3.858 & 4.177 of 005-0801.D

Ak 308nm
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Spectre 111.7.Spectre UV du pic 4 enregistré en MeOH
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O

Figure 111.17. Squelette de base d’un iridoide

L’analyse du spectre de masse ESI-MS (+) montre la présence de deux pics moléculaires a
m/z 421.1 et 423 attribuable a [M(®*CI)+Na]* et [M(®’CD)+Na]* (spectre 111.8). Ces données
indiquent que notre composé contient un atome Cl. Cette observation a été confirmé dans le
spectre ESI-MS (-) par la présence de quatre pics moléculaires a m/z 397.6, 399.6, 433.5 et
4355 attribuables aux [M(®CD-H], [MC'CDH-H], [M(ECD+CI] et [MEG'CH+CI]
respectivement (spectre 111.9). Ainsi que la présence de deux pics a m/z 795.3 et 797
attribuables a [2M(**C1)—H] et [2M(¥"C1)—H] respectivement. Tous ces pics confirment que la

masse molaire de notre composeé est de 398 Da avec la présence d’un chlore (Cl).

L’analyse de spectre ESI-MS (+) montre que le pic & m/z 385.1 correspond a la perte du ClI
(=36 Da) ce qui confirme la présence de cette atome dans la structure. Le pic a m/z 219.1

attribuable a la partie aglycone (la perte de ’unité glycoside —179 Da).
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[M#Na] G2LD)

423
385.1

bl dar i o g

Spectre 111.8. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 4

Le spectre ESI-MS (=) montre la présence de plusieurs pics correspond au différents
fragmentations dont une est observé entre le pic moléculaire & m/z 397.6 ([M(*®*C1)-H]) et le
pic a m/z 361.9 avec la perte de 35.7 Da, attribuable au —CIl. Une autre fragmentation a été
observée entre le dernier pic 361.9 et le pic a m/z 327.2 attribuable a la perte de deux
groupement OH 34.7 Da. Une fragmentation entre les pics m/z 327.2 et 164.1 avec la perte de

163.1 Da confirme la présence d’une unité de glucose (CsH120s).

3576

[M+C1]

=
) [2M-H]
| 327.2 1. L
:IMJM.&M:LJ. s nih s L sk L' "L [l L‘Lhihimlﬂth st k) b i s s ]

Spectre 111.9. Spectre de masse ESI-MS en mode(-) du pic 4
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Les fragmentations observées dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassemblés dans la

figure suivante :

— (*+)
m/z 361.9 (-H) m/z164.1 (-) <—

'HO HO

AN
OH

m/z 327.2

Figure 111.18. Les fragmentations du produit 3

Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS indiquent que notre composé est nommé
linarioside, déja isolé du genre Linaria [6].

HO 4o

Figure 111.19. Le produit du pic 4

111.2.4. identification du produit 4 (pic 9, t-=13.8 min)

Le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, montre la présence d’une bande a

Amax = 308 nm. Selon la littérature, cette valeur est connue pour quelques composés

phénoliques notamment les acides phénoliques [7].
*DAD1, 13.800 (41.3 mAU, - ) Ref=10.280 & 18.445 of 005-0801.D
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Spectre 111.10.Spectre UV du pic 9 enregistré en MeOH
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L’analyse de la série spectrale de masse ESI-MS révéle la présence de deux pics moléculaires
a m/z 383.1 et 743.4 en mode positif (spectre I11.11) attribuables a [M+Na]* et [2M+Na]",
respectivement, tandis que en mode négatif (spectre 111.12), on a observé un pic a m/z 359.3
attribuable a [M—H] . Basant sur ces attributions, on a trouvé que la masse molaire de notre
composé est de 360 Da.

En mode (+), la présence des pics m/z 178.9 et 134.9 confirme la présence du glucose et la

fonction acide (la différence entre les deux pics est de 44 Da).

[M-+Ma]*

\ 1345 [2M+Ma] *

(
bl TV
En mode (—), autres pics sont visible dont I’un a m/z 197.1 est attribué a la perte d’une unité

Spectre 111.11. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 9

de glycose [M—H—CeH110s5]™ sans I’oxygene en position 1’ (=163 Da). Une fragmentation
entre les deux pics a m/z 197.1 et 153.1 avec la perte de 44 Da attribuable a une fonction acide
(CO2H). La derniere attribution est confirmé par la présence du pic m/z 135.1 attribué a
[M—H—CeH1:05—CO,H]".

F
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Spectre 111.12. Spectre de masse ESI-MS en mode (—) du pic 9
Les fragmentations observées dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassemblés dans la

figure suivante :

m/z 197.1 BN /@
— 2 > HsCO 1 OCHs JHsCO Y...OCHs e m/z135.1 (-H)
m/z 153.1 l
178.9 Da
OH
OH © OH
OH
HO

Figure 111.20. Les fragmentations du produit 4
Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS indiguent que notre composé est nommé
’acide glucosyringique, déja isolé du genre Linaria [8].

0 OH

HsCO OCH,

OH
HO OH

Figure 111.21. Le produit du pic 9
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111.2.5. identification du produit 5 (picll, t.=15.7 min)
Basant sur le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, on a observé la présence

d’une seule bande a Amax = 330 nm. Selon la littérature, cette longueur d’onde correspond a

une structure d’un compose phénolique [7].

*DAD1, 15.705 (44.7 mAL, - ) Ref=10.280 & 18.445 of 005-0801.D
mAb ] 330nm
30+
25
20 4
15
10
5 =
0 -
T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 iy

Spectre 111.13. Spectre UV du pic 11 enregistré en MeOH

OH

O

Figure 111.22. Squelette de base d’un phenol.

L’analyse des spectres de masse ESI-MS montre la présence de deux pics moléculaires a m/z
837.4 et 853.3 en mode positif (spectre 111.14) attribuables aux [M+Na]* et [M+K]*
respectivement, ainsi qu’un pic en mode négatif (spectre 111.15) a m/z 813.5 attribuable a

[M—H] . Tous ces pics confirment que la masse molaire de notre composé est de 814 Da.

Le spectre ESI-MS (+) montre la présence des pics tel que m/z 505.4 attribuable a I’unité de
C24H24012.Le pic m/z 339 attribuable a 1’unité de C16H170g, et le pic m/z 651 attribuable aux
deux unites tel que C27H39018 et C30H3501s.

Pour le spectre ESI-MS (-) montre un seul pic de m/z 637.8 attribuable a 1’'unité Co7H39017
(+2H).
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Spectre 111.14. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 11

637.8

[M-H]- (8135

. lL-J... -

Spectre 111.15. Spectre de masse ESI-MS en mode (—) du pic 11

Les fragmentations observees dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassembleés dans la

figure suivante :
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S

(+)
+) m/z 637.8 (+2H)
Figure 111.23. Les fragmentations du produit 5

Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS indiquent que notre composé est un dérive

de glucopyranosyl (1—6) martynoside,déja isolé du genre Linaria [9].
OH

OH

CH,OH

O - CH2
{ i

HO (0] O o) OH

. Q

HO OH

Figure 111.24. Le produit du pic 11

111.2.6. identification du produit 6 (pic 13, tr =17.3 min)

Basant sur le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, on a observé la présence de
deux bande dont la premiére (bande I) est @ Amax = 336 nm et la seconde a Amax = 268 nm.

Selon la littérature, ces longueurs d’onde correspondent a une structure d’une flavone

(flavonoide avec H en position 3) [7].
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*DAD1, 17.375 (36.3 mAU,Up2) Ref=10.280 & 18.445 of 005-0801.D
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Spectre 111.16.Spectre UV du pic 13 enregistré en MeOH

O

Figure 111.25.Squelette de base d’une flavone

L’analyse des spectres de masse ESI-MS en mode (+) montre la présence de trois pics
moléculaires a m/z 433.3, 456.3 et 471.1 (spectre 111.17) attribuables aux [M+H]",[M+H+Na]*
et [M+K]*, respectivement, alors que le spectre enregistré en mode (—) montre la présence
d’un pic a m/z 431.5 attribuable a [M—H] (spectre 111.18). Ces données suggerent que la masse

molaire de notre composé est de 432 Da.

L’étude des spectres ESI-MS () et ESI-MS (+) indique la présence des fragments relatif a la
structure d’une flavone glycosylé. La majorité des pics sont interpréter comme des possibilités

de fragmentation pour déterminer la structure de notre composé.
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[M=K]*
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Spectre 111.17. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 13

Le spectre ESI-MS (—) montre une fragmentation majoritaire entre le pic moléculaire a m/z
431.5 et le pic a m/z 268.3 attribuable a la perte de 163.2 Da, celons la littérature que 1’on peut

I’expliquer par une unité de glucose sans 1’oxygéne en position 1 [M—H—CgH110s]".

[M-H] @

26B.3

Llj . L. . l.J ok ul.n.“.l — “I.‘ 1 - ; . Il

Spectre 111.18.Spectre de masse ESI-MS en mode (—) du pic 13
Les fragmentations observées dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassemblés dans la

figure suivante :
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\ LOH
HO " »-18 Da
HO
’ —-93 Da
(+)

Figure 111.26. Les fragmentations du produit 6

Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS indiquent que notre composé est nommé

I'apigénine-7-O-4-D-glucoside, déja isolé du genre Linaria [10].

OH O

Figure 111.27. Le produit du pic 13
111.2.7. identification du produit 7 (picl4, t- =17.7 min)

Basant sur le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, on a observé la présence de
trois bandes a Amax= 236 nm, 268 et 336 nm. Selon la littérature, ces longueurs d’onde

correspondent a une structure d’une flavone [7].

“DADT, 17 787 (295 mAU, - ) Ref=10.280 & 13.445 of 005-0801.D
mAY | 336nm
250
268nm
200
23618m
150
100
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Spectre 111.19.Spectre UV du pic 14 enregistré en MeOH
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Figure 111.28. Squelette de base d’un flavone

L’analyse du spectre de masse ESI-MS (+) montre la présence de deux pics moléculaires a
m/z 447 et 469.1 (spectre 111.20) attribuables aux [M+Ha]™ et [M+Na]*, respectivement.
L’observation d’un pic moléculaire en mode (—) a m/z 445.1 (spectre 111.21) attribuable a
[M—H], ainsi qu’un pic & m/z 891.2 attribuable a [2M—H]". Ces valeurs indiquent que la

masse molaire de notre composé est de 446 Da.

D’autres pics sont observés dans le spectre ESI-MS (+) tel que 1’un a m/z 271 correspond a la
perte de 175 Da, celons la littérature qu’on peut I’attribué a une unité de glucose apres
réarrangement. Cette partie est attribuable aussi a la perte du cycle aromatique A glycosylé
[CeH302—CesH1105+H]*. Le méme pic est fragmenté pour donner le pic a m/z 176.9 avec la

perte de 94.1 Da, attribuable a la perte du glucose [M—CgH110]".

[Ma+H]
[ =
L= el [M+Na]

i o =
K ]

176.9 J i .
1 Lbkaatul TR ||.d|.||.|u.l Skl ol a I-l- PRI PR AP O (VT ol e L PRI |L e ks e

Spectre 111.20. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 14

Le spectre ESI-MS (—) montre la présence d’un pic a m/z 269.2 attribuable a la perte du cycle
B et C [M—C3H10,-CsHa-OCHj3] dont il nous reste que le cycle A lié au glucose
[C12H1407—H] . Une fragmentation entre le pic moléculaire et le pic m/z 269.2 avec la perte
de 185.2 qui est attribuable a 1’unité de C11Hs03,
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[M-HT Geg 1

269.2

B R ml.\.... MMMMMMMMMMMMM 1...-1\".».41.... 44444 et b ottt mete b Lr b e v ar e e i | .th....n..\.m.w_u...--......
Spectre 111.21. Spectre de masse ESI-MS en mode (—) du pic 14

Les fragmentations observées dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassemblés dans la

figure suivante :

OH
0
HO
HO
OH ;
; OHLO ! o m/z176Da
3 (+)-—

'

—» 185 Da
Figure 111.29. Les fragmentations du produit 7
Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS indiguent que notre composé est nommé
I’acacétine 7-O-f-D-glucopyranoside, déja isolé du genre Linaria [11].
OH OCHj

HO
HO

OH

Figure 111.30. Le produit du pic 14
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111.2.8. identification du produit 8 (pic 20, tr =24.1 min)
Basant sur le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, on a observeé la présence de

deux bandes a Amax= 268 nm et 336 nm. Selon la littérature, ces longueurs d’onde

correspondent & une structure d’une flavone [7].

*DADA, 24.187 (23.5 mAU Val) Ref=23.058 & 24.377 of 005-0801.D
mAU
336nm
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Spectre 111.22.Spectre UV du pic 20 enregistré en MeOH

Figure 111.31. Squelette de base d’un flavone

L’analyse des spectres de masse ESI-MS montre la présence d’un pic moléculaire a m/z 271
en mode positif (spectre 111.23) attribuable a [M+H]*, ainsi qu’un pic en mode négatif (spectre
111.27) a m/z 269.2 attribuable a [M—H] . Tous ces pics confirment que la masse molaire de

notre compose est de 270 Da.

L’analyse de spectre ESI-MS (+) montre plusieurs pics tel que le pic a m/z 152.8 correspond a
I’unité de [C7H404+H]". La présence du pic m/z 172.9 attribuable a ’unité de [CsHeO2 +K] ",
et la présence du pic m/z 109.6 attribuable a I’unité de [CsHsO2 +H]" . Montre aussi la perte de
162 Da entre les pics m/z 387 et 225 qui est correspondante a I'unité de CoHgO3. La perte de
28.2 Da entre le pic moléculaire et le pic m/z 242.8 qui est attribuable a I’unité de C=0.
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Spectre 111.23. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 20

Le spectre ESI-MS (—) montre la présence d’un pic a m/z 117.2 attribuable a I’unité de

[CsHeO-H]". Montre aussi la perte de 136.2 entre les pics m/z 521.1 et 385.1 qui est
attribuable a 1’unité C7H4O3, et la perte de 28.1 entre les pics m/z 595.3 et 567.2 qui est

correspondante a 1’unité C=0.

1 1272

i

[m-H]- 2692

567.2

K 5211 \

_ mmh.mm i s e e

Spectre 111.24. Spectre de masse ESI-MS en mode () du pic 20
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Les fragmentations observées dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassemblés dans la

figure suivante

— (+)
' ~162 Da

~—m/z117.2

(+) == X
136 Da -——
Figure 111.32. Les fragmentations du produit 8
Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS indiguent que notre composé est nommé

I’apigénine, déja isolé du genre Linaria [12].

Figure 111.33. Le produit du pic 20
111.2.9. identification du produit 9 (pic 26, tr =42.2 min)

Les spectres de masse ESI-MS enregistré en mode (+) et (—) montrent la présence de
différents pics dont trois sont observés en mode (+) a m/z 609.3, 631.4 et 647.5 (spectre
[11.25) attribués aux [M+H]*, [M+Na]* et [M+K]", respectivement, ainsi que un pic en mode
négatif (spectre 111.26) a m/z 607.7 attribuable a [M—H] . Ces données suggérent que la masse

molaire de notre composé est de 608 Da.

L’observation du spectre ESI-MS (+) montre la présence de plusieurs pics tel que le pic m/z
279.7 attribuable a 1’unité C16H1105 (+2H). Le pic m/z 444.1 qui est attribuable a deux unités
C19H24015 et Co2H21010. Le pic m/z 244.3 attribuable a ’unité de C13H9Os
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Spectre 111.25. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 26

L’observation d’une fragmentation en mode (—) montre la présence de plusieurs pics tels que
le pic m/z 193.4 attribuable a I’unité de C10HgOa. Le pic m/z 299 attribuable a 1’unité de
C16H1106. Le pic m/z 487.7 attribuable a 1’unité de C23H22012. Le pic m/z 462 attribuable a
I’unité de C22H21011.

Lt L

Spectre 111.26. Spectre de masse ESI-MS en mode (- ) du pic 26

E
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Les fragmentations observées dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassemblés dans la
figure suivante :

—> (-)
/—3=m/z 193.4 (+H)

m/z 487.7 (+2H)

Figure 111.34. Les fragmentations du produit 9
Les données obtenues des spectres ESI-MS indiquent que notre composé est nommé

diosmétine4'-méthoxy-7-O-4-D-rutinoside (diosmine), déja isolé du genre Linaria [10].

Figure 111.35. Le produit du pic 26

111.2.10. identification du produit 10 (pic 27, tr=42.7 min)

Basant sur le spectre UV (figure 111.10) enregistré dans le MeOH, on a observé la présence

d’une seule bande a Amax = 410 nm. Selon la littérature, cette longueur d’onde correspond a

une structure d’une flavone [7].

)
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Spectre 111.27.Spectre UV du pic 27 enregistré en MeOH

O
Figure 111.36. Squelette de base d’un iridoide

L’analyse des spectres de masse ESI-MS montre la présence d’un pic moléculaire a m/z 593.5
en mode positif (spectre 111.28) attribuable a [M+H]", ainsi d’un pics en mode négatif (spectre
111.29) a m/z 591.8 attribuable a [M-H] .Ces pics confirment que la masse molaire de notre

composé est de 592 Da.

Un seul pic est observé dans le spectre ESI-MS (+) tel que le pic m/z 485.4 correspond a
I’unité (C21H25013).
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Spectre 111.28. Spectre de masse ESI-MS en mode (+) du pic 27

Pour le spectre ESI-MS (-) ont observe plusieurs pics tel que le pic m/z 484.1 qui est
attribuable a 1’unité de [Co1H25013-H]. Le pic m/z 397.3 qui est attribuable a 'unité de
[C21H1808—H] ", un pic de m/z 174.9 qui est attribuable a 1’unité de [C10HgO3-H]™ et un pic m/z
561 (559.7) qui est attribuable [C27H29013-H]. Montre aussi la présence des fragmentations
entre le pic m/z 515.8 et m/z 409 avec la perte de 106.8 Da qui est attribuable a 1’unité de
C7H-O, et entre le pic m/z 484.1 et m/z 453.1 avec la perte de 31 Da attribuable a I’unité de
méthoxyle (OMe).
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Spectre 111.29. Spectre de masse ESI MS en mode (-) du pic 27

Les fragmentations observées dans les spectres ESI-MS (+) et (-) sont rassemblés dans la

figure suivante :

—> m/z174.9

; — 107 Da
m/z 561

"\ m/z 397.3
—31Da

m/z 484.1 (-)<—:

(+)
Figure 111.37. Les fragmentations du produit 10

Les données obtenues des spectres UV et ESI-MS indiguent que notre composé est nommé

linarine, déja isolé du genre Linaria [13].
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OH O
Figure 111.38. Le produit du pic 27
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Conclusion



Conclusion générale

Le but de ce travail est I’analyse spectrale du profile LC-ESI-MS de I’extrait éthanoique
obtenu des parties aériennes de Linaria cymbalaria Mill. (Cymbalaria muralis), une plante

médicinale connue pour leur effets diurétiques, toniques et antiscorbutiques.

Nous avons commencé notre étude par un screening phytochimique qui nous a montré la
présence de différentes classes de métabolites secondaires tels que les terpénoides et les
polyphénols. Ces resultats sont confirmés par le profile LC-ESI-MS enregistré en mode
positif et négatif qui a révélé la présence de 33 pics dont 10 sont identifiés en utilisant les
données spectroscopiques UV et masse.

Les produits déterminés sont structuralement élucider comme suit :

> Iridoides :
Pic 2 : antirrhinoside (1)
Pic 3 : dérivé de I’acide 8-épi-logénique (2)
Pic 4 : linarioside (3)
» Les phénols :
Pic 9 : I’acide glucosyringique (4)
Pic 11 : dérivé de glucopyranosyl (1—6) martynoside (5)
> Les flavones :
Pic 13 : I’apégenin-7-O-glucoside (6)
Pic 14 : ’acacétine 7-O-$-D-glucopyranoside (7)
Pic 20 : I’apigénine (8)
Pic 26 : diosmine (9)
Pic 27 : linarine (10)

Les produits 3-10 sont identifiés pour la premiére fois dans 1’espéce.



Résume

Ce travail a été réalis¢ dans le cadre de la préparation de notre projet de fin d’étude a fin
d’obtenir le diplome Master. Le but de ce travail est I’analyse spectrale du profile LC-ESI-MS
et I’étude phytochimique de I’extrait éthanoique obtenu des parties aériennes de Linaria
cymbalaria (L.) Mill. (Cymbalaria muralis). On a commencé par un screening phytochimique
qui a été réalisé sur I’extrait a travers lequel, nous avons pu mettre en évidence la présence
des métabolites secondaires suivants : terpenoides et les polyphénols. L’analyse spectrale du
profile LC-ESI-MS nous a permis d’identifier nouveaux produits pour I’espece tel que :
linarioside, I’acide glucosyringique, un dérivé de glucopyranosyl (1—6) martynoside,
I’apégenin-7-O-glucoside, 1’acacétine-7-O-4-D-glucopyranoside, apigénine, diosmine et

linarine.

Summary

This work was realized in the aim of preparing of our studies end project to obtain the
Master's degree. The purpose of this work is the spectral analysis of the LC-ESI-MS profile
and the phytochemical study of the ethanolic extract obtained from the aerial parts of Linaria
Cymbalaria (L.) Mill. (Cymbalaria muralis). We started with a phytochemical screening that
was performed on the extract through which we were able to highlight the presence of the
following secondary metabolites: terpenoides and polyphenols. The spectral analysis of the
LC-ESI-MS profile allowed as to identify new products for the specie such as: linarioside,
I’acide glucosyringique, derivied of glucopyranosyl (1—6) martynoside, apegenin-7-O-

glucoside, I’acacetin-7-O-f-D-glucopyranoside, apigenine, diosmine and linarine.

uadla

s Jaall 138 3a Caagl) _Bﬂw‘sdw&&d)&d.}\w&u‘Jﬂ‘L’L@&jﬂ dlae ) JLL\‘;M‘ (KYY a:\s.uaj
bl 40l gl ) 3aV) e agle Jianiall JaliY) paliiudl JbeS dll - Jiladll] C-ESI-MS bl didaill
saldiiall e odis 3 il JleS sié gasdy Ul (Linaria cymbalaria Mill) (Cymbalaria muralis)
LC-ESI- walal il Jdaill I sual sasmia s i ) 2000 & i) S el 3 5m 5 il ADNA (ja LiSa (530
Jie d3all Bagan CLS jo a8 e LiSa MS

(linarioside, 1’acide glucosyringique, dérivé de glucopyranosyl (1—6) martynoside,
I’apégenin-7-O-glucoside, I’acacétine 7-O-f-D-glucopyranoside, I’apigénine, diosmine,
linarine).



