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A bréviations :

Techniques chromatographiques

CCM : Chromatographie sur couche mince

HPLC : Chromatographie liquide a haute performance

CG : Chromatographie gazeuse

CG/SM : Chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Détermination structurale

ax : axial

COSY : correlated spectroscopy

d : doublet

dd : doublet de doublet

dl : doublet large

eq : équatorial

J (Hz) : constante de couplage exprimée en Hz
HE : Huile essentielle

HMBC : Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity
HSQC : Heteronuclear Single Quantum Connectivity
m : multiplet

m/z : masse/charge d’un ion

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RMN !H : Résonance Magnétique Nucléaire du proton
RMN 23C : Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13
s : singulet

sl : singulet large

t : triplet

ng : Micro-gramme

UV : Ultra-Violet

6C : Déplacement chimique du carbone en ppm
6H : Déplacement chimique du proton en ppm

Activités biologiques

DPPH : 1,1-Diphényl-2-PicrylHydrazyle
BHA : ButylHydroxyAnisole

BHT : ButylHydroxyToluene

ICso : Concentration inhibitrice a 50%
19 : Pourcentage d’inhibiton

HCT116 :Cellules de cancer du cdlon humain



DLD1: Cellule d’adénocarcinome colorectal humain
DMEM :Dulbecco’s Modified Eagle Medium
HDFa :Human Dermal Fibroblasts, adult

FBS : Fetal Bovine Serum

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes ont depuis longtemps présenté un réle trés important pour I'humanité, car elles
peuvent synthétiser un grand nombre de molécules organiques complexes dotées souvent
d'activités biologiques potentielles. Elles constituent des merveilleuses usines végétales qui
nous donnent la joie de guérir par un geste thérapeutique. L’utilisation thérapeutique des
extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de ’homme est
trés ancienne et a évolu¢ avec I’histoire et le développement de 1’humanité .On s'en sert
traditionnellement pour se soigner, se détendre, aromatiser la nourriture et conserver les

aliments (ou les cadavres).

Aujourd’hui, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de
sources naturelles, a abouti a la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles jouant
un réle majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines [1]. La recherche de
nouvelles molécules médicamenteuses d’origine naturelle est basée sur les études
phytochimiques et pharmacologiques. De ce fait, la valorisation des ressources naturelles est
une préoccupation qui devient de plus en plus importante dans de nombreux pays dont
I’ Algérie [2].

L'Algérie, en raison de son climat diversifié (méditerranéen, semi-aride et saharien) et la
nature de ses sols, possede une flore particulierement riche et variée en plantes aromatiques,
médicinales, toxiques et condimentaires, dont la plupart existe a I'état spontané. Cette flore
compte environ 3000 espéces réparties dans 150 familles botaniques parmi lesquelles 15 %
sont endémiques [3]. Cette flore comprend environ 4000 taxons répartis en 131 familles et
917 genres. Le nombre d’endémiques nationales est de 464 (387 espéces, 53 sous especes et
24 variétés) [4].

Dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules biologiquement actives d’origine
végetale qui peuvent intervenir dans des applications thérapeutique notre laboratoire a entame
depuis plusieurs années un programme de recherche destiné a 1’exploitation des ressources
naturelles d’origine végétale des plantes algériennes. Dans ce contexte, nous nous sommes
intéressés a 1’é¢tude chimique et biologique de deux espéces nommées Thymus ciliatus (Desf)
et Asteriscus graveolens (Forsk.) dc. qui appartiennent aux familles Lamiaceae et Asteraceae

respectivement.
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Cette these de doctorat, contenant une introduction et une conclusion générale, est subdivisée

en quatre chapitres :

Le premier chapitre est consacrée a une synthése bibliographique sur les deux familles
Asteraceae et Lamiaceae, leurs répartition géographique, usages traditionnels et a une étude
bibliographique sur les genres auxquels elles appartiennent, du point de vue composition en
metabolites secondaires et activités biologiques.

Le deuxieme chapitre concerne I'étude phytochimique des deux especes Thymus ciliatus
(Desf) et Asteriscus graveolens (Forsk.) dc.Ce chapitre, présente les procédures relatives a
I’extraction, la séparation et la purification des composés obtenus a I’état pur, ainsi que
I’évaluation de ’activité antioxydante et la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides de

certains extraits.

L’interprétation et la discussion des résultats phytochimiques et biologiques réalisés sur les

deux espéces seront exposées dans le troisieme chapitre.

Enfin le quatrieme chapitre est réserve a une étude bibliographique sur les huiles essentielles
du genre Thymus, la description des travaux et la discussion des résultats de 1’analyse
qualitative et quantitative de I’huile essenticlle de Thymus ciliatus (Desf) par l'utilisation des
techniques d'analyse GC-FID et GC-MS.
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales, dont I'utilisation a différentes fins remonte trés loin dans
I’histoire, connaissent aujourd’hui un regain d’intérét partout dans le monde. Ces plantes qui
demeurent la principale source de substances naturelles de plus en plus utilisées dans les
industries pharmaceutiques, cosmétiques ou agro-alimentaires occupent une place de choix

dans I’agriculture, I’industrie, la recherche scientifique, la médecine et I’environnement.

I.1.Présentation de La famille des lamiaceées :

La famille des lamiacées est I’'une des plus répandues dans le régne végétal. C’est une
famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en industrie alimentaire et en
parfumerie qu’en thérapeutique [1]. Elle est I'une des familles les plus utilisées comme source
mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire
et antioxydant [2-4]. 1l est bien connu que les huiles essentielles extraites des plantes de cette
famille possedent des propriétés pharmacologiques tant sur le plan humain qu’industriel. De
nombreuses propriétés leurs sont conferées : anti-infectieuses, antispasmodiques, antalgiques,
toniques, digestives, cicatrisantes...Les huiles essenticlles par la diversité des constituants qui
les composent, sont des substances trés actives [4,5].

Cette famille comprend prés de 6700 espéces regroupées dans environ 250 genres [6]. Les
labiées sont des arbustes, sous arbrisseaux, ou plante herbacées en générale odorantes, a tige
quadrangulaires, feuilles en général opposées sans stipules. Fleurs pentaméres en générale
hermaphrodites. Calice a cing divisions. Corolle en générale bilabiée longuement tubuleuse
parfois a 4-5 lobes subégaux ou a une seule lévre, lévre inférieure trilobée, la supérieure
bilobée. Etamines 4, la cinquiéme nulle ou trés réduite, parfois deux étamines et deux
staminodes. Ovaire super a carpelles originellement bi-ovulés, ensuite uniovulés par la
constitution d’une fausse cloison [7].

La famille des lamiacées contient une trés large gamme de composés comme les terpénoides,
les iridoides, les composés phénoliques, et les flavonoides. Les huiles essentielles et plus
précisément les courtes chaines des terpénoides sont responsables de I'odeur et la saveur

caractéristique des plantes [1].
I.2.Le genre Thymus :

Le nom Thymus vient probablement du latin "thymus" qui signifie «parfumé» ou du grec

"thymos" qui signifie "courage" ou "force" [8].
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Le thym est une épice importante dans la cuisine a domicile ainsi que dans les
industries alimentaires et de I'arome. En plus c’est une plante médicinale largement utilisée,
avec une ancienne tradition qui remonte aux Egyptiens, qui 'utilisaient dans les onguents
pour I’embaumement, puis les Grecs et les Romains qui l'utilisaient a des fins thérapeutiques
[9,10].

Le genre Thymus est connu pour avoir des propriétés médicinales qui le rendent parmi
les genres les plus intéressants du point de vue de I’activité biologique. Appartenant a la
famille des Lamiaceae, le genre Thymus comprend une variété d’especes dont une grande
partie se situe dans la zone méditerranéenne [11].

Toutes les espéces du genre Thymus produisent des huiles essentielles [12] et se caractérisent
par une grande variabilité chimique [13].

1.2.1.Classification taxonomique :

Regne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Embranchement Spermaphytes (phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

1.2.2.Description morphologique :

Le thym est un sous arbrisseau touffu a tige dressée, ligneuse, érigées ou prostrées,
odorantes. Inflorescences en faux verticilles, rameuse et tortueuse a la base, pouvant atteindre
40 cm de hauteur. Les rameaux blanchatre, courtement velus, portent des feuilles plus ou
moins contractées, persistantes, de petite taille (3 a 12mm de long sur 0.5 a 3 mm de large),
opposées, lancéolées ou linéaire, a limbe entier, elles sont de couleur vert grisatre. Les fleurs
du thym sont regroupées par 2 ou a I’aisselle de feuilles, rassemblées en glomérule ovoides,

elles sont de petite taille et zygomorphe, le calice est velu, hérissé de poils durs, en forme de

5
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tube ventru a la base et de 3 a 4 mm de long, il est formé de 5 sépales soudées en deux lévres
inégales, celle du haut étant tridentée et celle du bas bilobée, ciliés et arquée, la corolle est de
taille variable, bilabiée et de couleur varie du blanc au violet en passant par la rose.

Ladtelae

La partie tubulaire . »;
> corolle
e Ia corolle ne .
dépasse pas celle
«lu calice
4%
-
<z
‘ ‘
%
P

Corolle -
—— 7

Tige hancuse

I Racmes pavotantes |
A In base

Figure 1.1: Caracteres morphologique de Thymus.

1.2.3.Répartition géographique :
1.2.3.1.Dans le monde :

Le genre Thymus est I’'un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées
[1]. Il existe preés de 350 espéces de thym réparties entre I’Europe, 1’Asie de ’ouest et la
Méditerranée. C’est une plante trés répandue dans le nord-ouest africain (Maroc, Tunisie,
Algérie et Libye). Elle pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-
ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte. On peut la trouver également en Sibérie
et méme en Himalaya [14].

Selon une étude menée par des botanistes, environ 110 espéces différentes du genre
Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen. C’est pour cela que 1’on peut considérer
la région méditerranéenne comme étant le centre de ce genre [15].
1.2.3.2.En Algérie :

Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales au regard de sa superficie et

de sa diversité bioclimatique. Le Thymus de la famille des Lamiacées ou Labiées, comprend
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plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes
jusqu’aux zones arides [16].

En Algérie, 12 especes de Thymus colonisent le territoire du pays [13]. Parmi elles,
certaines sont endémiques de I’Algérie telles que Thymus pallescens de Noé, Thymus
dreatensis Batt., Thymus guyonii de Noé et Thymus lanceolatus Desf., d’autres sont
endémiques du nord-africain comme Thymus ciliatus Desf., Thymus fontanesii Boiss. et Reut.,
Thymus numidicus Poiret., Thymus munbyanus Boiss. et Reut. Et Thymus algeriensis Boiss.
Et Reut. [11, 17,18].

Le tableau 1.1 montre la localisation des principales espéces de thym en Algérie [16] :
Tableau 1.1 : Localisation des principales especes de genre Thymus en Algérie.

Especes Découverte par Localisation

Thymus capitatus Hoffman et Link Rare dans la region de Tlemcen

Thymus fontanesii Boiss et Reuter Commun dans le Tell Endémique
Est Algérie-Tunisie

Thymus commutatus Battandier Endémique Oran

Thymus numidicus Poiret Assez rare dans : Le sous secteur

de D’atlas tellien La grande et la
petite Kabylie De Skikda a la

frontiére tunisienne Tell
constantinois
Thymus guyoni Noé Rare dans le sous secteur des

hauts plateaux algérois, oranais et
constantinois

Thymus lancéolatus Desfontaine Rare dans : le secteur de I’atlas
tellien  (Terni  de Médéa
Benchicao) et dans le sous secteur
des hauts plateaux algérois,
oranais (Tiaret) et constantinoi

Thymus pallidus Coss Tres rare dans le sous secteur de
L’ Atlas Saharien et constantinois

Thymus hirtus Willd Commun sauf sur le littoral

Thymus glandulosus Lag Treés rare dans le sous secteur des
hauts plateaux algérois

Thymus algériensis Boiss et Reuter Tres commun dans le sous secteur
des hauts plateaux algérois, oranai

Thymus munbyanus Boiss et Reuter Endémique dans le secteur Nord
algérois
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1.2.4. Utilisations et activites biologiques :

Les especes du genre Thymus sont parmi les plantes aromatiques et médicinales les
plus utilisées dans le monde entier grace a leurs multiples vertus thérapeutiques [19].

Le thym est I'une des plantes les plus utilisees comme épices et extraits a fort
pouvoir antibactérien et anti inflammatoire dans la pharmacopée traditionnelle. En effet, le
thym "Zaatar" est trés utilisé en médecine traditionnelle sous plusieurs formes : les feuilles
sont utilisées en infusion contre la toux, en décoction pour guérir les maux de téte,
hypertension et gastrites, en usage externe comme cicatrisants et antiseptiques. Les feuilles de
thym sont riches en huile essentielle dont les propriétés mises a profit en phytothérapie. Elle
est trés antiseptique et utilisée a ce titre pour soigner les infections pulmonaires. Son action
antiseptique s’exerce également sur le systéme digestif et notamment en cas de diarrhée et il
est aussi vermifuge [20-21]. Les huiles essentielles et les extraits du genre Thymus ont des
utilisations pharmaceutiques, cosmétologie, 1’industriec de parfumerie ainsi que dans
I’assaisonnement et dans la préservation de plusieurs aliments.

Plusieurs études réalisées sur le genre Thymus ont montré leurs activités antibactériennes [22-
26], antifongique [27-30], antioxydante [31-33] et insecticide [34-35].

1.3. Metabolites isolés du genre Thymus :

Le genre Thymus a fait 1‘objet de nombreuses études phytochimiques, ces travaux ont conduit
a l’isolementet I’identification de divers metabolites secondaires tels que les acides
phénoliques, les flavonoides, les terpenoides, les huiles essentielles [36,37].

1.3.1.Les acides phénoliques :

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possedant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de
cette dénomination est réservé aux seuls dérivés de I’acide benzoique ou de l'acide
cinnamique.

Petersen & Simmonds rapportent que l‘acide rosmarinique est l1‘un des plus importants
polyphénols antioxydants dans le thym et il est aussi largement trouvé dans les plantes de la
famille des Lamiaceae [38].

L‘investigation phytochimique de la plante Thymus capitatus a conduit a l‘isolement de

I‘acide carnosique et 1‘acide rosmarinique a partir de I‘extrait aqueux [39].
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Tableau 1.2: Les Acides Phénoliques du genre Thymus.

Composeés Espéces Références
T. vulgaris L. [40, 41,42]
Acide caféique (1) T. serpyllum [43, 44, 45,46]
T. quinquecostatus | [47]
T. vulgaris L. [37]
Acide chlorogénique (2) T. serpyllum [43]
T. webbianus [48]
Acide caféique éthyle ester (3) T. serpyllum [43]
Acide caféique glucoside (4) T. vulgaris L. [49,37]
Acide dicafféoylquinique (5) T. vulgaris L. [37]
T. webbianus [48]
T. vulgaris L. [40, 41, 45, 49, 50,
Acide rosmarinique (6) 51,52]
T. serpyllum [41, 43, 45,46]
T. sipyleus [53]
T. quinquecostatus | [47]
T.alternans [79]
T. capitatus [37]
Acide lithospermique (7) T. serpyllum [45]
Acide rosmarinique glucoside (8) T. vulgaris L. [49]
Acide 3’-O-(8”’-Z-Cafféoyl) rosmarinique (9) | T. vulgaris L. [51]
Rosmarinate de méthyle (10) T. vulgaris L. [45]
Acide Salvianolique I (11) T. vulgaris L. [49]
Acide Salvianolique K (12) T. vulgaris L. [49]
Acide gentisique (13) T. vulgaris L. [40]
Acide protocatechuique (14) T. vulgaris L. [37,40]
Acide hydroxybenzoique (15) T. vulgaris L. [37, 40,41]
T. serpyllum [43]
Acide feruligue (16) T. vulgaris L. [37,54]
T. webbianus [48]
Acide p- coumarique (17) T. serpyllum [43]
T. vulgaris L [37,40]
Acide gallique (18) T. vulgaris L [40]
T. webbianus [48]
Acide syringique (19) T. vulgaris L [40]
Acide hydroxybenzoigue-O-hexoside (20) T. vulgaris L [37]
Acide vanillique (21) T. vulgaris L [37,40]
T. serpyllum [43]
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1.3.2 Les flavonoides :

Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme de composés naturels. Leur fonction
principale semble étre la coloration des plantes. Ils possedent un squelette de base & quinze atomes de
carbone constitué de deux noyaux benzéniques (A et B) reliés par une chaine en Cs[55].

37
) e
1°

6'

4
0 5
o

Figure 1.2 : Squelette de base des flavonoides.

Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits [56] et
représentent une source importante d'antioxydants dans notre alimentation [57,58]. De nos
jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical ou on
leur reconnait des activités anti-tumorale [59], anti carcinogene [60], anti-inflammatoire [61],
antivirale [62], antiallergique [63], anti hépatotoxique [64].

Les espéces du genre thymus sont riches en flavonoides, elles ont permis 1’isolement d’un bon
nombre d’entre eux. La recherche bibliographique réalisée sur les flavonoides du genre
Thymus, montre la présence de : flavones, flavanones, flavonols et dihydroflavonols. Nous
présentons dans le tableau 1.3 les principaux Flavonoides trouvés dans le genre Thymus.

Tableau 1.3 : Les flavonoides isolés du genre Thymus.

Composés Especes Références
Lutéoline (22) T. vulgaris L. [37, 41, 45,52]

T. serpyllum [41, 43,45]

T. sipyleus [53]

T. herba-barona [69]

T. striatus [74]

T. webbianus [48]

T. hirtus [68]

T.numidicus [71,72]

T. vulgaris L. [37,41]

T. serpyllum [41,43]

T. herba-barona [69]
Apigénine (23) T. striatus [74]

T. webbianus [48]

T.numidicus [71,72]

12
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Tableau 1.3 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite).

T. hirtus [68]
Diosmétine (24) T. hirtus [68]
Lutéoline 7- methyl éther (25) T. hyemalis [75]

T. baeticus [75]

T. vulgaris L. [37, 41, 50,52,76]

T. serpyllum [41,43]
Lutéoline-7-O- B —D-glucoside (26) T. sipyleus [53]

T. webbianus [48]

T.numidicus [71]
Lutéoline-7-O- rutinoside (27) T. vulgaris L. [35,37]

T. serpyllum [45]

T. vulgaris L. [37, 45, 49,51]
Lutéoline-7-O- B —D-glucuronide (28) | T. serpyllum [43,45]

T. sipyleus [53]
Lutéoline-7-O- diglucoside (29) T. vulgaris L. [76 ;77]
Luteolin-acetyl-O-glycoside (30) T. vulgaris L. [76]
Luteolin-7-O-(6-feruloyl)-R- T. sipyleus [53]
glucopyranoside (31)
Apigénine-7-O- B —D-glucoside (32) | T. vulgaris L. [37,41]

T. serpyllum [41]

T. webbianus [48]

T.numidicus [71]

T. alternans [79]
Apigenine-7-0O-glucuronide (33) T. vulgaris L. [49,52,77]

T. serpyllum [43]
Apigénin-6,8-di-C-glucoside (34) T. webbianus [48]

T. vulgaris L. [52]

T. herba-barona [69]
Thymusine (35) T. striatus [74]

T. hyemalis [75]

T. baeticus [75]

T. striatus [74]
Thymonine (36) T. striatus [75]

T. hyemalis [75]

T. serpyllum [77]
Pebrelline (37) T. striatus [74]
Gardénine B (38) T. striatus [74]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]
Desméthylnobiletine (39) T. striatus [74]
Cirsilinéol (40) T. vulgaris L. [70,77]

T. herba-barona [69]

13
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Tableau 1.3 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite).

T. hyemalis et T. baeticus | [75]

T.numidicus [71]
Sorbifoline (41) T. herba-barona [69]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]

T. vulgaris L. [70]
Salvigenine (42) T. striatus [74]
Ladanéine (43)
Cirsimaritine (44) T. serpyllum [43]

T. herba-barona [69]

T. vulgaris L. [37]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]

T.numidicus [71]

T. serpyllum [74 ;78]
Xanthomicrol (45) T. herba-barona [69]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]

T.numidicus [72]
Sidéritoflavone (46) T. herba-barona [69]

T.numidicus [72]
Cirsiliol(47) T. herba-barona [69]
8-méthoxycirsilinéol (48) T. herba-barona [69]

T. serpyllum [78]
5-Desmethylsinensetine (49) T.numidicus [72]
Genkwanine (50) T. herba-barona [69]

T. serpyllum [78]
8C-(hydroxybenzyl) apigénine (51) T. hirtus [68]
8C-(hydroxybenzyl) lutéoline (52) T. hirtus [68]
8C-(hydroxybenzyl) diosmétine (53) | T. hirtus [68]

T. vulgaris L. [45,51]

T. herba-barona [69]
Eridioctyol (54) T. serpyllum [43,45]

T. webbianus [48]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]
Eriocitrine (55) T. vulgaris L. [41, 45,50]

T. serpyllum [41,45]
Eriodictoyl-7-O-glucoside (56) T. vulgaris L. [45,49]
Eridioctyol-7-O-glucuronide (57) T. vulgaris L. [49,77]

T. serpyllum [43]
Naringénine (58) T. vulgaris L. [45]

T. herba-barona [69]

T. webbianus [48]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]

14
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Tableau 1.3 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite).

T.numidicus [73]
Naringénine-7-O-glucoside (59) T. vulgaris L. [45]
Naringénine-7-O-rutinoside (60) T. vulgaris L. [45]
8-Prénylnaringénine (61) T. serpyllum [43]
Hespéridine (62) T. vulgaris L. [45]

T. vulgaris L. [37,41]
Quercetine (63) T. serpyllum [41,78]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]
Rutine (64) T. vulgaris L. [37,78]
Quercétine-3-O-glcooside (65) T. vulgaris L. [37]
8C-(hydroxybenzyl) quercétine (66) T. hirtus [68]
8C-(hydroxybenzyl) kaempférol (67) | T. hirtus [68]
Isorhamnétine (68) T. vulgaris L. [37]
Isorhamnétine-O-glucoside (69) T. vulgaris L. [37]

T. vulgaris L. [51]
Taxifoline (70) T. quinquecostatus [53]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]
Aromadendrine (71) T. quinquecostatus [53]

T. hyemalis et T. baeticus | [75]

Ry

Structure R1 R2 R3 R4 R5
(22) H H H OH H
(23) H H H H H
(24) H H H OH Me
(25) H Me H OH H
(26) H Glc H OH H
(27) H Rut H OH H
(28) H Gluc H OH H
(29) H Glc-Glc H OH H
(30) H AcGlc H OH H

15
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(31) H GlcFer H OH H

(32) H Glc H H H

(33) H Gleu H H H

(34) Glc H Glc H H

(35) OH CHs OCHz3 H H

(36) OH CH3 OCH3 OCH3 H

(37) OH CHs OCH3 H CHs

(38) OCH;s CHs OCH3s H CHs

(39) OCHs CHs OCHzs OCHs CHs

(40) OCH3 CHs H OCH3 H

(41) OH CHs H H H

(42) OCHs CH3 H H CHs

(43) OH CHs H H CH:

(44) OCHg3 CHs H H H

(45) OCHzs CHs OCHs H H

(46) OCHzs CHs OCH;s OH H

Structure R1 R2 Rs R4 Rs

47) OCHs OCH3s H OH OH
(48) OCHs OCH3s OCHs OCH3 OH
(49) OCHs OCH3s H OCH3 OCH3
(50) OH OCHz3 H H OH
(51) OH OH Benzyl -OH H OH
(52) H OH Benzyl -OH OH OH
(53) H OH Benzyl -OH OH OCHs

16
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Structure R1 R> Rs R4
(63) H OH H H
(64) H OH H Rut
(65) H OH H GLc
(66) Benzyl-OH OH H H
(67) Benzyl-OH H H H
(68) H OCHs3 H H
(69) H OCHs3 H GLc

R,

OH

OH O

(70) R,=OH
(71) R,=H

I. 3.3. Les terpénoides :
Les terpénes (= Terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales, impliqués
ou non dans des fonctions métaboliques essentielles. Ils sont d’origine végétale et constituent
la source odoriférante des plantes,cette odeur est due a la libération des molécules tres
volatiles contenant 10, 15 et 20 atomes de carbone .
Du point de vue structural, les terpénes constituent une grande famille de composés
prénologues, c’est-a-dire d’homologues a enchainement isoprénique [80]. Ces substances
organiques font partie des métabolites secondaires, les plus répandus dans la nature [81]. En
effet, plus de 36.000 structures différentes ont été identifiées [82]. La dénomination des
différentes classes de molécules terpéniques repose sur le nombre de motifs isoprenes
constituant leur squelette. Ainsi on rencontre : monoterpéne a 10 atomes de
carbone,sesquiterpéne a 15 atomes de carbone,diterpene a 20 atomes de carbone, tri, tétra a
30, 40 atomes de carbone etc.

e Les monoterpenes
Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90% des huiles essentielles sont des monoterpénes).
IIs comportent dix (10) atomes de carbones et sont issus de la condensation de deux

unités isopréne. lls peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. [83].

18
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L'investigation phytochimique menée sur les parties aériennes de I'espece Thymus vulgaris .L a
abouti a l'isolement de monoterpénes glycosylés, dont un nouveau (R)-p-cymen-9-yl beta-
Dglucopyranoside (72) et trois connus, le tableau 1.4 contient quelques exemples de
monoterpénes glycosylés isolés [84].

Tableau 1.4 : quelques monoterpenes glycosylés isolés du genre Thymus.

Composés Especes Reéférence

(R)-p-cymen-9-yl -B —D-glucopyranoside (72)

2-B-D-glucopyranosylthymoquinols (73)

5-B-D- glucopyranosylthymoquinols (74) T. vulgaris .L [84]

(-)-angelicoidenol- B -D-glucopyranoside(75)

7
WO-6-D-Gle
4
HO
S O-3-D-Glc
9
o (75)
OR,
2 (73) R;=B-D-Glc , R,=H
> (74) R;=H, R,=8-D-Glc
R,0

e Les triterpénes :
Les triterpénoides sont une classe de métabolites secondaires dont la structure de base est en
C30, ce groupe est trés répandu dans le regne végétal et animal. Ces composés sont issus de la
cyclisation de I’epoxysqualéne et quelque fois du squalene. Ils peuvent étre classés en trois

groupes : acyclique, tétracycique et pentacyclique [85-87]. Ce type de composés posséde des
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propriétés pharmacologiques telles que: anti-inflammatoire[88], antibacterienne [89],
antifungique [90], antiviral [91], antitumorale [92], antidiabétique[93], anti-ulcerogenique
[94], anti-cariogenique [95], hepatoprotective [96], neuroprotective[97], anti-parasitique [98],
analgésique [99] et antioxydante [100].

Une étude phytochimique réalisée par Dall” Acqua et ses collaborateurs sur les extraits de
thymus alternans, a permis d’isoler et d’identifier les triterpénes suivants : 3 a -hydroxy-urs-
12,15-diene (75),a-amyrine (76), B-amyrine (77), isoursenol (78), epitaraxerol (79) et acide
oléanolique (80) [79].

HO

/
/////’/ ,

(75) (76)

N
N
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HO HO
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I. 4. La famille des Asteraceae:
I. 4. 1. Généralites :
Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur.

La famille Asteraceae est la plus vaste du groupe des dicotylédones. Plusieurs plantes de
cette famille sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le tournesol, le topinambour, la
laitue, la chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les asters,
les rudbeckies, les gaillardes, etc.).

En effet, il a été rapporté que les fleurs et les feuilles de ces plantes possedent des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antiviraux et anti-inflammatoires [101]. De ce fait,
de nombreuses espéces de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle [102].

Les principes amers (sesquiterpénes lactones), les corps insaturés, les flavonoides, les
coumarines, les polyphénols, les terpénes.., principaux constituants chimiques des Astéracées

expliquent la diversité de leurs activités pharmacologiques [102].

I. 4. 2. Distribution :
La famille des Astéracées est la plus étendue du monde végétal, avec environ 25000
especes reparties en 1300 genres, dispersées sur toute la Terre [103].
Cette famille est la plus vaste du groupe des dicotylédones. On y retrouve un grand
nombre d'espéces trés communes dans les champs et les villes. Ce sont des plantes herbacées
pour la plupart. Mais, il existe de rares especes arborescentes qui peuplent principalement les

régions tropicales de la planete (Genres: Olearia, Cassinia, Baccharis, Senecio, par exemple).
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I. 4. 3. Caractéristiques morphologiques des Asteraceae :

Les Asteraceae ont la caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en capitules,
c'est-a-dire serrées les uns a coté des autres, sans pédoncules, placées sur I'extrémité d'un
rameau ou d'une tige et entourées d'une structure formée par des bractées florales. Cette
structure en forme de coupe ou de collecte est appelé un involucre.

La fleur des astéracées est tres particuliere: les étamines sont soudées par leurs anthéres
déhiscentes vers l'intérieur. Sous les stigmates sont situés des «brosses & pollen». La
croissance rapide du style permet un brossage du pollen et sa récupération. Une fois que le
stigmate a traversé le tube formé par les anthéres, les stigmates se déplient et exposent leur
face gluante au pollen. 11 faut penser qu'a ce moment-la, du nectar est secrété.

Les fleurs des astéracées, appelées aussi fleurons, se présentent sous deux formes:

> Des languettes, ou ligules, dans lesquelles, les équivalents de pétales sont soudés,
généralement par cing, parfois par trois, reconnaissable seulement aux deux dents de la
languette, et ou un pétale prédomine.
> Des tubes terminés par des lévres, imperceptibles ou s'ouvrant plus ou moins largement
en cing lobes.
Dans le premier cas on parle de fleurons ligulés, dans le second, de fleurons tubulés [104].

Stigmates
Etamines

Pétales
soudés

Petales
soudés

Fleurs
tubuleuses

Stigmates

\

Pappus —\(§# Bractée
Ovaire \ Ovaire

Fleur tubulée Fleur ligulée

Fleurs tubulées Fleur ligulée

=]

liqulées

Fleur tubulée
en bouton

Bractee e
de linvolucre Leucanthemum vulgare Carduus nutans plarylepis
Taraxacum officina

Réceptacle —*—

A\

Figure I. 3: Types de fleurs des Asteraceae.

Les Astéracees sont caractérisées par l'inflorescence en capitule. Un capitule comprend
un réceptacle commun, plat le plus souvent, sur lequel sont insérées de la base au sommet, en
ordre spiralé : d'abord des bractées stériles vertes (parfois écailleuses, a crochets ou épineuses)
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formant un involucre, ensuite des petites bractées fertiles non vertes ou paillettes, axillant
chacune une fleure. L’ensemble forme une fleur composée, ce qui justifie I'emploie du mot
"Composées" pour désigner cette famille [105,106]. Suivant le type de fleur composant le
capitule, on distingue trois types de capitules:
> Liguliflores dont les capitules sont uniquement composés de ligules (languettes
comme les pissenlits, chicorées, etc.);
> Tubuliflores dont les capitules sont uniquement composés de tubules (petits tubes
comme chez les chardons) ;
> Radiées : en faisant la synthése des deux types de fleurons on obtient les radiées dont
le capitule est composé de ligules imitant les pétales a la périphérie et de tubules
imitant les étamines et le pistil au centre [107,108].

Les fruits sont des akenes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus qui

Figure 1.4: Les fruits de Taraxacum campylodes (Asteraceae) .
1.4.4. Position systématique de la famille des Asteraceae :
Selon Engler, les Asteraceae appartiennent a l'ordre des Campanulales. Pour Cronquist, cette
méme famille est rattachée au superordre des Asteridées et l'ordre des Astrales. Dahlgren
classe la famille des Asteraceae dans le super ordre des Asteriflorées et Il'ordre des
Astrales. Thome a élaboré une classification selon laquelle les Asteraceae se trouvent dans le
superordre des Asteranées et l'ordre des Astrales [107].
Daprées APG III, I'immense famille des Asteraceae est subdivisée en cing sous familles
principales:

% Les Branadesioidées et Mutisioidées sont des arbustes ou des plantes herbacées

poussant principalement en Amérique du Sud. Il s’agit de formes archaiques

d’astéracées, dont les fleurs sont a corolle zygomorphe bilabiéel/4 (Barnadésioidées)
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ou bilabiée 2/3 (Mutisoidées), cette derniere comprenant le Gerbera, plante sud-

africaine cultivée pour ses beaux capitules en forme de marguerite [110].

X/

% Les Carduoides possédent des fleurs typiquement roses, bleues ou pourpres, toutes en
tube, comme celles du capitule du Bleuet. Les Chardons, les Cirses et beaucoup
d’Astéracées épineuses méditerranéennes se trouvent dans cette sous-famille.

% Les Cichorioidées correspondent a des Astéracées a latex, dont le nom est évoqué dans

les espéces comme Lactuca, Laitue, Laiteron. Les capitules ne portent que des fleurs

ligulées terminées par 5 dents, formant une languette typiquement jaune, parfois bleue.

X/

» Les Astéroidées, avec 16000 especes, forment I’essentiel des Astéracées. Ce groupe
diversifié caractérisé par ses capitules «radiés», comportant au centre, des fleurs
tubulées généralement jaunes et a la périphérie des fleurs ligulées terminées par 3
dents, blanches comme chez la margueritte. Dans ce groupe on inclut aussi des
especes ayant perdu secondairement leurs fleurs ligulées comme les Armoises.

Les Astéroides sont elles mémes divisées en nombreuses tribus dont les plus les importantes

sont : les Anthémidées, les Asterées, les sénécionées et les Hélianthées [110].

1.4.5.Utilisations économiques et thérapeutiques :

Cette vaste famille est économiquement importante, elle fournit des plantes alimentaires: La

laitue est la plante la plus cultivée de la famille, suivie de l'artichaut, de I'endive, du salsifis,

de la chicorée, de l'estragon et du tournesol. De nombreuses autres especes ont une utilisation
ornementale, telle que la marguerite, le dahlia, le zinnia, le cosmos, le chrysantheme et l'aster.

Plusieurs espéces sont utilisées en pharmacie: 1’Arnica (Arnica montana L.), la camomille

(Matricaria chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de chat (Antenaria Djioca Gartn),

le tussilage (Tussilago farfara L.). Certains comme le genre Pyrethrum fournissent un

insecticide, d'autres (genre Artemisia) sont utilisés comme plantes médicinales et dans la

fabrication de liqueurs comme l'absinthe ou le génépi [111].

I.5.Description botanique du genre Asteriscus :

Le genre botanique méditerranéen Asteriscus appartient a la famille des Asteraceae, les fleurs

(ou fleurons) sont groupées sur un capitule entouré d'un involucre de bractées. Elles sont de

couleur jaune, les périphériques ligulés, celles du disque central tubulées. Les feuilles,

simples, sont alternes, plus ou moins lancéolées. Les bractées, semblables aux feuilles

supérieures, se terminent par une pointe ou par une épine [112].

Syn=Bubonium=Buphthalmum=Nauplius=0dontospermum[113-115].
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I. 5. 1. Systématique :

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement Phanerogamae (Phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae (Compositae)

Genre Asteriscus

1.6. Principaux métabolites secondaires du genre Asteriscus :

Le genre Asteriscus, comme les autres genres de la famille Asteraceae, a fait I’objet de
nombreuses études phytochimiques qui ont abouti a la mise en évidence d’un nombre non
négligeable de métabolites secondaires. Les substances dominantes sont les flavonoides et les
sesquiterpénes.

1.6.1. Les sesquiterpenes :

Les sesquiterpenes sont des composes de quinze atomes de carbone formée de 3 unités
isopérene et comme formule moléculaire CisH24. Comme les monoterpenes, une molécule de
sesquiterpéne peuvent aussi étre soient acycliques, monocycliques, bicycliques ou
tricycliques. Outre ces composes, on peut également trouver chez les plantes d’autres produits
tels que les lactones sesquiterpéniques. Ce genre de produits résulte de I’oxydation d’un
groupe méthyle du groupe isopropyle attaché au squelette de base sesquiterpénique pour
engendrer le groupe lactone [116]. En s’appuyant sur la structure carbonée de base, on peut
dégager les principales classes de lactones sesquiterpéniques : les germacranolides, les
élémanolides, les les guaianolides et les pseudoguaianolides [117].

Les sesquiterpenes constituent un groupe de substances naturelles tres importantes dans la
famille des Astéracées ayant une large variété d’activités biologiques. Ils possédent des

propriétés : neurotoxique [118], anti-inflammatoire [119], antileucémique [120], antifongique
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[121], anti-tumorale [122], anticancéreuse [123,124], antidiabétique [125] et des propriétés
anti-infectieux [126,127].

Les sesquiterpénes constituent un groupe de substances naturelles trés importantes dans le
genre  Asteriscus ayant une large variété d’activités biologiques, en citant quelques
exemples :

L’étude phytochimique de 1’espéce Asteriscus graveolens [128] a abouti a I’isolement et la
caractérisation de onze sesquiterpenes lactones a squelette humuléne : methyl-9-oxo-1
(10)E,7E-0-humulene-15-oate  (81), methyl-9-0x0-1(10)E,7Z-0a-humulene-15-oate (82),
methyl- 9-0x0-1(10)Z,7Z-a-humulene-15-oate (83), methyl-9-ox0-1(10)Z,7E-a-humulene-
15-oate (84), methyl-6-acetoxy-9-oxo-1(10)E,7E-a-humulene-15-oate (85), methyl-6-
acetoxy-9-oxo-1(10)E, 7Z-a-humulene-15-oate (86), methyl-6-acetoxy-9-ox0-1(10)Z,7E-a-
humulene-15-oate (87), methyl-6-acetoxy-9-0xo0-1(10)Z,7Z-a-humulene-15-oate (88), 4E-
methyl-6-acetoxy-9-oxo- 1(10)Z,7Z-a-humulene-15-oate (89), 4E-methyl-6-acetoxy-9-o0xo-
1(10)E,7Z-a-humulene-15- oate (90), methyl-9-hydroxy-1 (10)E,7Z-a -humulene-15-oate
(91). Ce méme travail a revelé egalement la présence de: 1, 10, 7,8
tétradihydroasteriscanolide (92), méthyl-3a-5a,8a,10aH-asteriscan-15-oate (93), bisabol-
2,10-dién-1-one (94), 6a-hydroxybisabol-2,10-dien-1-one (95).

(81) |[(82) |[(83) |[(84) |(85) [(86) |(87) |[(88) |(89) |(90) | (91)

R H H H H OAc | OAc | OAc | OAc | OAc |OAc | H

X o [0 o |o |o |o |o Jo Jo OH H
A E [E [z [z |E |E |z |z |z | [E
AT E |z |z e | |z |z |z |z |z |z

4E | 4E
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93)

(94) R=H
(95) R=OH
Les travaux réalisés sur les parties aériennes de 1’espéce Asteriscus aquaticus L. par San
Feliciano et son collaborateurs [129,130]ont permis d’isoler quatre sesquiterpenes lactones a

squelette humuléne suivants : asteriscunolide A (95) , asteriscunolide B (96), asteriscunolide

C(97) et asteriscunolide D (98).

(95) (96) 97) (98)
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Les travaux poursuivis en 1989 par les mémes chercheurs sur I’extrait hexane de la méme
espéce a conduit a I’identification d’un nouveau sesquiterpéne lactone nommeé aquatolide (99)
[131].

(99)
Un nouveau derivé humuléne 8-o0x0-6,7,9,10-tetrahydrohumulen-1,12-olide (100), ainsi que
six dérivés connus asteriscunolides A (95) , C (97) et D (98), acide 8-oxo-o-humula-6Z,9E-
dién-12-oique (101), acide 8- oxo-a-humula-6E,9Z-dién-12-oique (102), acide 8-0x0-o-
humula-6E,9E-dién-12-oique (103) ont été isolés a partir de D’extrait chloroformique de

I’espéce Asteriscus vogelii [132].

X

=

CO,R
(101) R=H 6Z, 9E
(102) R=H 6E, 9Z
(103) R=H 6E, 9E

Une étude phytochimique sur les parties aériennes de 1’espéce Asterzscus serzceus [133] a

I,,//
/

permis d’isoler deux nouveaux dérivés nerolidol :6-oxo-cyclonérolidol (104), 6a-
hydroxycyclonérolidol (105) avec les quatre asteriscunolides A (95) , B (96),C (97) et D
(98).
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(104) X=0
(105) X= OH,H

L’investigation chimique réalisée sur l'extrait éthanol de 1’espéce Asteriscus graveolens
subsp.stenophyllus par J.Triana et al.(2016) a conduit a I’isolement et I’identification de cinq
nouveaux sesquiterpénes lactones nommés : 6, 7B-epoxyasteriscunolide A (106), 2a, 3a-
epoxyasteriscunolide C (107), 6p-hydroxyasteriscunolide A (108), 6p-ethoxyasteriscunolide
A (109), asteriscanolidenol (110),avec d’autre sesquiterpénes connus asteriscunolide A (95),
asteriscunolide C (97), 8-o0xo0-6,7,9,10-tetrahydrohumulen-1,12-olide (100), asteriscanolide
(111), acide 8- oxo-a-humula-6E,9Z-dien-12-oique (102) [134].

Ainsi, ces chercheures ont isolé a partir de I’extrait éthanolique de I’espéce Asteriscus
schultzii [134] deux sesquiterpenes connus 1a.,4p,6B-trinydroxyeudesmane (112) et teuclatriol
(113).

(106) (107)
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(108)

(109)

OH

HO

OH

(112)

(113)

A partir des parties aériennes de la plante A. pygmaeum [135] quatre  nouveaux
sesquiterpénes de type farnésol ont été isolés: 1,5,12 Trihydroxy-5-O (4’-O-angeloyl-p-D-

glucopyranosyl)-farnesol (114), 1,5,12 Trihydroxy-5-O (3’-O-acetyl-4’-O-angeloyl-p- D-
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glucopyranosyl)-farnesol (115), 1,5,12 Trihydroxy-5-O (2’,3’-O-diacetyl-4’-O-angeloyl-p —
D-glucopyranosyl)-farnesol

angeloyl-p —D-glucopyranosyl)-farnesol (117).

(116) et 1,512 Trihydroxy-5-O (2°,3°,6’-O-triacetyl-4’-O-

10 ;
= =
13
R1 R2 Rs R4
(114) H H Ang H
(115) H Ac Ang H
(116) Ac Ac Ang H
117) Ac Ac Ang Ac

Ang=Angéloyl

L’analyse de I’extrait chloroformique des parties aériennes de 1’espéce Nauplius graveolens

subsp. odorus [136] a conduit a I’isolement d’un nouveau sesquiterpéne lactone nommé

naupliode (118), avec d’autre sesquiterpénes connus asteriscunolide A (95), asteriscunolide C

(97) et 6, 7, 9,10-tetradehydroasteriscanolide (92). Leurs structures ont été déterminées par

analyse spectroscopique (RMN et ESI-MS) et par comparaison avec les données rapportées

dans la littérature.
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(118)

Un nouveau sesquiterpéne lactone 6,7,9,10-tetrahydroasteriscunolide (119) , ainsi que deux
dérivés connus asteriscunolides A (95) et D (98) ont été isolés a partir de ’extrait acétone de

I’espéce Nauplius aquaticus [137].

(119)

L’étude réalisée par Bohalmann.F et al. (1992) s’intéresse aux parties aériennes de I’espéce
Nauplius intermedius [138]. Cette investigation révéle I’existence de cinq nhouveaux
sesquiterpénes lactones a squelette humulene nommés : 15-Hydroxyhumula-1(I0)E,4Z,7Z-
trien-9-one (120), 15-Hydroxyhumula-1(l0)E,4Z,7E-trien-9-one (121), 15-Hydroxyhumula-
1(10)Z,4Z,7Z-trien-9-one  (122), 15-Hydroxyhumula-1(10)Z,4Z,7E-trien-9-one (123), 15-
Hydroxyhumula-I(10)E,4Z,7E-triene (124), avec d’autre sesquiterpénes connus.
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(120) [ (12) | (122) |(@123)

A0 | E E Z Z

AT Z E Z E

(124)
Une étude phytochimique a été réalisée sur les parties aériennes de I’espéce Asteriscus
graveolens par Hammoud.L et al. (2018) [139]dans notre laboratoire a permis d’isoler et
d’identifier trois nouveaux sesquiterpénes lactones a squelette humuléne : (-)-
asteriscunolides | ( 125), J ( 126) et (-)-(2Z,6E,92)-8-0x0-1a-acetoxy-2,6,9-humulatrien-12-
oic acid ( 127), ainsi que d’autre sesquiterpénes connus asteriscunolide A (95),
asteriscunolide B (96) et asteriscunolide F (128).

OH OH

(126)
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az27 (128)

1.6.2 Les flavonoides :

Le groupe de Ahmed AA (1991) [140],a montré que I’analyse des métabolites secondaires
extraits a partir des parties aériennes de 1’espéce Asteriscus graveolens conduit a I’isolement
de onze flavonoides il s’agit de : Luteolin-7-O- B —D-glucoside (26), quercetin-3-O-  —D-
glucoside (129), quercetin-3-O-galactoside(130), quercetin-7-O- B —D-glucoside(131),
Kaempferol-3-O-  —D-glucoside (132), Kaepmferol-3-O-galactoside(133), Kaepmferol-7-O-
B —D-glucoside(134), quercetine(63), quercetin 3,4’-dimethyl ether(135) , quercetagetin
3,6,3’-trimethyl ether(136), tamarixétin 3-0-f3 -D-robinobioside(137).

Ry
R,
R,0 o
R; OR;
OH o

Structure R1 R2 R3 R4 Rs
(129) H H OH OH Glu
(130) H H OH OH Gala
(131) H Glu OH OH H
(132) H H H OH Glu
(133) H H H OH Gala
(134) H Glu H OH H
(135) H H OH OMe OMe
(136) OMe H OMe OH OMe
(137) H H H OMe Rham (1-6)-gal
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L’étude phytochimique réalisée par Ezzat. Ml et al (2016) [141] sur les parties aériennes de
I’espeéce Asteriscus maritimus (L.) Less (Tunisie) a permis d’isoler et de caractériser par les
méthodes spectrales, principalement la RMN mono et bidimensionnelle ainsi que la
spectrométrie de masse, un nouveau flavonoide 7-O-4-D-[(2"'S) 6" (3"-hydroxy-2"'-
methylpropanoyl)] glucopyranoside (138) et la lutéoline (22).

3"' OH

2"'
" 4"'

(138)

Une étude chimique a été faite sur les feuilles de la plante d’Asteriscus graveolens subsp.
Odorus [142] montrant I'existence de trois flavonoides : névadensine (139), lutéoline ( 22) et
artemetine (140) .

OMe OMe

OMe

MeO

MeO
MeO

139) (140)

L'investigation phytochimique effectuée sur I'extrait butanolique de 1’espéce Asteriscus
maritimus (L.) Less (Annaba-Algérie) [143] a mené a I’isolement et l'identification d’un

nouveau flavonol nommé Astermaritimoside (141) ou patuletin-7-O-[6-O-caffeoyl-2-O-[(S)3-
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hydroxyisobutanoyl]glucopyranoside], ainsi que quatre flavonoides connus patuletin 7-O-B-[-
6-0-(3-hydroxyisobutanoyl) glucopyranoside], patuletin-7-O-[6-O-caffeoylglucopyranoside]
(142), patuletin-7-O-B-D-glucopyranoside (143)et quercetin-3-O-B-rutinoside (144) . Leurs
structures ont été établies par RMN 1D et 2D, HREI-MS et par comparaison avec les données
de la littérature.

(141) (142)

HO
HO

OH

HOHO

(144)

1.6.3 Autres métabolites secondaires :

Dans le genre Asteriscus, d’autres types de composés moins dominants ont été isolés et
identifiés. Un certain nombre est cité dans le tableau 1.5 ci-dessous.
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Tableau 1.5 : Autres métabolites secondaires du genre Asteriscus.

Composeés

Espéces

Références

Vanilline (145)

A. graveolens subsp. stenophyllus

Stigmastérol (146)

A. schultzi

A. graveolens subsp. stenophyllus

Scopolétine (147)

A. schultzi

Scoparone (148)

A. schultzi

[134]

5,6, 7-trimethoxycoumarine (149)

A. schultzi

Acide dehydroabietique (150)

A. schultzi

Acide 7-oxodehydroabietique(151)

A. schultzi

p-sitostérol (152)

Acide chlorogenique (2)

P-hydroxy-methylbenzoate (153)

Acide protocatechuique (14)

A. maritimus

[141]

Asterisulphoxide (154)

Asterisulphone (155)

4-hydroxy-2-
methoxybenzaldehyde (156)

Coniferaldehyde (153)

Methylcaffeate (158)

A. maritimus

[144]

[144]

Isobutyrate  10-isobutyryloxy-8,9-
epoxythymyle (159)

8,9-dihydroxy-10-
isobutyryloxythymol (160)

8-hydroxy-9,14-
diisobutyryloxythymol (161)

A. maritimus

cis-8-acetoxychrysanthenyl acetate
(162)

A. graveolens

[145]

MeO

OH

(145)
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CH,0
CHSOm | b
b m
o)
HO o o)

H,CO o

(147) (148)

(151) (152)

o OMe H g
/ CH;,
H;C—C=C—C=C c\ /
7 6' 5 ' 3! 2! 1 S
c— AN
o)
6
5 2
OH 4 3
(153) (154)
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/H gé'H OCH;
HyC—C=C—C=C / ’ 2 7
7o 8 4 3 rN\JI_s e
C |\ 1
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6 0 4
5 2 HO 5
4 3
(156)

(157)
(158)
1
8 ; 6 o
5 H
0 3 7 O g3
i1 12 P 8 10 11 12
(0]
. 9 4
OH
OH
(159)
(160)
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6 10
7 OH
5

’ \1/ o - .

14 X
(0) 33

= 8 15 16 J
9 12 4
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OH v 1o /8
WO

0] 10 11
3
o o)
(161) (162)

1.6.4. Utilisations et activités biologiques :

La recherche bibliographique menée sur les especes du genre Asteriscus montre qu’elles ont
des propriétés thérapeutiques intéressantes et sont utilisées en médecine traditionnelle pour
guérir diverses maladies. Asteriscus graveolens a été utilisée dans la médecine traditionnelle
au Sahara pour traiter la fievre, les douleurs céphaliques, la bronchite, le traitement des
troubles gastro-intestinaux, la sinusite, le traitement de stérilité chez les femmes et comme
anti-inflammatoire [146,147].

Le genre Asteriscus présente un grand intérét thérapeutique, notamment comme
source naturelle de sesquiterpénes lactones et flavonoides qui sont les constituants
majoritaires de ce genre. Beaucoup d’espéces de ce genre ont fait I’objet de nombreux travaux
scientifiques mettant en évidence des activités variées, on peut citer comme exemple:

Une étude biologique in vitro effectuée sur I’huile essentielle d’Asteriscus
graveolens subsp. odorus. poussant en Maroc, a révelé une bonne activité antifongique contre
les champignons suivants : Penicillium digitatum, Penicillium expansum et Botrytis cinerea.
De plus, cette étude a montré que cette huile possede une bonne activité antioxydante avec le
DPPH [148].

L’huile essentielle d’Asteriscus maritimus (L.) Less poussant en Tunisie, a été
testée contre trois bactéries :Pseudomonas sp. (Pa 499), Burkholderia sp. (Bg 35) et Bacillus
sp. (Bp 420) ; et les résultats ont montrés que I'huile essentielle a une activité antibactérienne
significative.Ansi, cette étude a montré que cette huile posséde une bonne activité anti-

acetylcholinesterase et aussi une activité antifongique [149].
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Les lactones sesquiterpéniques : 6, 7p-epoxyasteriscunolide A (106), 2a, 3a-
epoxyasteriscunolide C (107), 6B-hydroxyasteriscunolide A (108), 6pB-ethoxyasteriscunolide
A (109), et asteriscanolidenol (110) ont été testés pour leurs activités cytotoxiques contre la
lignee cellulaires de leucémie humaine HL—60 et MOLT-3. Les résultats ont montré que le
composé (106) donne une activité cytotoxique élevée (ICso=4.1 —5.4 uM) [134].

L’étude réalisée par Ezzat MI et al. (2016) [141] a montré que I’extrait EtOH des
parties aériennes de 1’espece Asteriscus maritimus (L.) révele une activité anti-oxydante et
anti-inflammatoire importante. Cette activité est en corrélation avec les teneurs en composes
phénoliques (107.36 £ 0.051 mg GAE/g extrait).

L’extrait butanolique d’Asteriscus maritimus (L.), ainsi que les flavonoides isolés ont montré une
bonne activité anti-oxydante avec le DPPH [143].

L'activité anti-oxydante de I'extrait méthanolique obtenue des parties aériennes
d’Asteriscus graveolens a été étudié avec trois autre plantes sahariennes d’Algérie [150]
révelent une activité plus importante par rapport a celle trouvée par Daur [150] et Djeridane et
al. [152] sur Asteriscus graveolens et Asteriscus pygmaeus.

Les lactones sesquiterpénes isolé d’Asteriscus vogelii, ont montré une
activité phytotoxique et cytotoxique. Le compose (98) indiquent une activité cytotoxique tres
élevée contre les cellules P-338 lymphome chez les rats, A-549 carcinome du poumon
humain, HT-29 carcinome du c6lon humain et MEL-28 mélanome humain [132].

Conclusion

A Tissue de cette recherche bibliographique exhaustive, il est a relever aisement que les
acides phénoliques, les flavonoides et les terpenoides constituent principalement la majorité
des metabolites secondaires que renferment les espéces du genre Thymus. Ces composes sont
considérés comme étant responsables des nombreuses activités biologiques de ces plantes.
Concernant le genre Asteriscus, I'étude bibliographique a montré la richesse des especes de ce
genre en métabolites secondaires, notamment de type sesquiterpenes lactones et flavonoides
qui sont bien connues pour leur grande importance en activités biologiques.

Pour toutes ces raisons, nous avons entrepris au cours de ce travail 1’étude de deux especes

Algériennes: Thymus ciliatus (desf )et Asteriscus graveolens (forsk).DC.
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11.1. Etude phytochimique de I’espece Thymus ciliatus (Desf) :

Il. 1. 1. Place dans la systématique :

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)

Sous-embranchement  Magnoliophytina (Angiospermes)

Classe Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Espece Thymus ciliatus (desf)

1. 1. 2. Description botanique :
Thymus ciliatus (Desf) est un arbrisseau de petite taille, mais pouvant former des

touffes bien étalées sur le sol ; les feuilles florales sont différentes des feuilles caulinaires, en
général fortement dilatées a leur portion inférieure. Epis floriferes larges de 16-
20 mm. Fleurs plus grandes a corolle plus longuement exserte. Rencontrée dans les
broussailles, matorrals, sur substrats calcaires et siliceux et sur sols rocailleux et bien drainés
[1,2].
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Figure 11.1 : Thymus ciliatus (Desf).

11.1.3. Récolte de la matiere végétale :

La plante a été récoltée au mois de juin 2013, de la région de Msila. L’espéce a été
séchée dans un endroit frais et aéré a D’abri des rayons solaires et de ’humidité. Les parties
aériennes de la plante sont coupées en petits morceaux, broyées et pesées (m=2 kg).

11.1.4 Extraction de la matiére végétale :

Le matériel végétal est mis a macérer dans un mélange hydroalcoolique (Ethanol/Eau ;
80 : 20 ; v/v) pendant 48 heures a température ambiante. Le premier extrait récupéré est
concentré sous pression réduite a une température modérée (environ 35 °C). La macération est
répétée 4 fois avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas 48 heures.

Les quatre extraits hydroalcooliques récupérés sont réunis et concentrés. A la solution
obtenue, on ajoute de I'eau distillée (a raison de 400 ml d'eau distillée pour 1kg de matiere
séche). La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour
décantation. Cette derniere permet le dépot de la chlorophylle, des cires, du sable, etc....

Aprés filtration on obtient une solution aqueuse. Cette phase aqueuse subit une
extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en
commengant par 1’éther de pétrole, puis le chloroforme, puis I’acétate d’éthyle et en dernier le
n-butanol.

Les quatre phases organiques ainsi obtenues sont concentrées a sec sous pression reduite,

pesées et les rendements sont donnés dans le tableau 11.1.
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Tableau 11.1 : Rendements des extraits.

Matériel végétal Extrait Masse (9) Rendement (/)
Ethér de pétrole 0.7 0.055
Chloroforme 1.5 0.075
2000g Acétate d’éthyle 12 0.6
n-butanol 24 1.6

Le protocole d’extraction est résume dans 1’organigramme présenté dans le schéma 1.1

montrant les différentes étapes du processus d’extraction.
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Matiere végétale m = 2Kg

Travaux, personnels

*Filtration

*Macération a froid pendant 48h dans un
mélange EtOH /H20 (80 : 20 ; v/v) 4fois (48h)

[ ExtaitHydroalcolique ]

« Filtration

« concentration non a sec (t=35°c)
* Dilution avec 800 ml de H20 distillée

Filtrat

» Décantation

* Extraction par I’Ether de pétrole (1 fois)

v

Phase

aqueuse

* Extraction par CHCls (3 fois)
* Décantation

v

Phase
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l
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* concentration a t =35°

}

Phase
aqueuse

* Extraction par
I’ AcOEt (3 fois)
* Décantation

m= 0.7g
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 concentration a t =35°
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v v
Phase Phase
aqueuse organique
* Extraction par le n-
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1

Extrait n-butanol m=24g

Schéma 11.1: Protocole d’extraction de Thymus ciliatus (desf).
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I1.1.5. Séparation chromatographique de I’extrait acétate d’éthyle:

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait AcCOEL,
nous avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposée
sur une feuille d’aluminium, la meilleure séparation a été obtenue avec le systeme de solvant

CHCl3/ CH3COCHz3 dans les proportions (9:1).

Figure 11.2 : Plague CCM de I’extrait ACOEt éluée dans le systeme
CHCI3/CH3COCHs (9 :1).
11.1.6. Séparation chromatographique sur colonne :

Une masse d’environ 10g d’extrait ACOEt dissout dans du méthanol est mélangée a
une petite quantité de gel de silice (de la colonne), I’ensemble est séché sous vide, puis
pulvérisé jusqu’a obtention d’une poudre homogeéne. Cette poudre est déposée sur la colonne
de gel de silice, préparée dans le chloroforme. L’élution a été réalisée par du chloroforme
avec un graduant d’acétone en commengant par le dichlorométhane pur et en terminant par
I’acétone pur avec un fractionnement tous les 50 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice 60 sur support aluminium. Les plaques
sont visualisées sous lumiére de (254 et 365 nm) puis révelées avec I’anysaldéhyde et
chauffées a 100°C. La progression de cette colonne est donnée dans le tableau 11.2.
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Tableau 11.2: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de
I’extrait ACOEt.

Systéme d'élution % Le poids de la
Pots Fractions fraction (mg)
CHCIs CH3COCHs MeOH
1-25 F1 100 0 _ 16
26-48 F2 100 0 i
49-60 > 3 20
61-65 F3 98 2 R o5
66-68 97 3 §
69-78 F4 - 57
79-97 95 5 N
98-104 F5 92 8 N 13
105-117 F6 - 2
118-123 F7 92 8 : 25
124-128 90 10 -
129-141 F8 - 57
142-148 88 12 N
149-163 F9 88 12 - 80
164-169 F10 88 12 . 55
170-174 F11 86 14 i 18
175-186 F12 86 14 ; 110
187-203 86 12 - 530
204-206 F13 84 16 -
207-2014 F14 84 16 - 190
215-233 F15 84 16 - 380
234-249 F15 82 18 -
250-273 F16 80 20 3 835
274-293 78 7 - 20
294-299 F17 75 25 -
300-311 F18 -
350
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Tableau 11.2: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de

I’extrait AcOEt (suite).

312-327 70 30 -

328-331 F19

332-337 65 35 - 233
338-351 F20 - 210
352-371 F21 60 40 - 250
372-389 F22 55 45 - 991
390-409 F23 50 50 - 459
410-427 F24 45 55 - 780
428-446 F25 40 60 - 988
447-483 F26 30 70 - 630
484-504 F27 20 80 - 375
505-530 F28 10 90 - 275
531-560 0 100 -

561-600 F29 0 0 100 405

11.1.7. Séparation et purification des fractions :

Parmi les 29 fractions obtenues, on a procédé a la séparation des fractions, F15, F16, F19,

F21 et F23.

% La fraction F16 (835mg) a subi une chromatographie sur colonne de gel de silice avec

un systéme d’éluant chloroforme/acétone (9 :1) de polarité croissante. Des fractions de

25 ml ont été recueillies et réunies selon leur profil en CCM pour donner 19 sous

fractions. La progression de cette colonne est donnée dans le tableau I1.3.

Tableau 11.3: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction F16.

Pots Systéme d’élution Sous Le poids de sous
CHCI5% | CHaCOCHs% | Fractions fraction (mg)
1-4 100 0 F1 5
5-12 99 1
13-19 98 2 F2 7
20-27 97 3 F’3 9
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Tableau 11.3: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction F16

(suite).
28-36 96 4
F4 15.7
37-45 94 6
46-55 92 8 F’5 )
56-67 91 9 F’6 5.9
68-80 90 10 F7 9.9
81-88 89 11 F’8 43
89-100 88 12 F9 48
101-108 86 14 F’10 65
109-120 84 16 F11 77.9
121-126 82 18 F’12 121
127-135 80 20 F’13 128
136-145 78 22
146-153 75 F14 87
25
154-163 70 30 F15 33
164-177 65 35
178-182 60 40 F’16 19
183-192 50 50
193-199 40 60 F17 20.8
200-209 30 70
210-221 20 80 F’18 42.5
222-228 10 90
229-240 0 100 F’19 28.7

La sous-fraction F-13'(128mg) soumise a une purification sur plaques préparatives

dans le systeme d’élution CHCls/ CH3COCHs3 (9 :1), donnant ainsi deux composes

purs TCf16-1 (5,6 mg) et TCf16-3 (8,5 mg).

La sous-fraction F-12'de masse 121mg, contient un produit majoritaire qui a précipité

dans le mélange (CHCIs/ CH3COCHS3). Ce précipité a été lavé au chloroforme pour
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donner le composé TCf16-2 sous forme de poudre jaune (m=15mg). Par ailleurs, ce
précipité jaunatre est dissout dans le MeOH, testé sur une plaque analytique de gel de
silice, elué avec le systtme CHCIls/ CH3COCHs (9:1), donne un spot unique de
fluorescence noir violette a 365 nm.

% La fraction F15 (380mg) a été soumise a une chromatographie par CLHP semi-
préparative en utilisant les conditions chromatographiques suivantes :

Colonne : C18 synergi 4 fusion n-RP 80A ; new column 250x10.0mm ;phenomenex.

Eluant : MeOH/H20 (60 :40 %).

La concentration de la fraction : 10 mg/100 pl (dans le MeOH).

Le volume injecté : 100pul.

Débit : 2 ml / min.

A lissu de cette Séparations quatre composés ont été obtenues: TC/20/6(1.8mg) ;

TC/20/7(1.1mg) ; TC/20/9(2.1mg) et TC/20/17(0.9mgQ).

% La fraction F19 (233 mg) a été purifiée par CLHP semi-préparative pour donner le
composé TC/22/7(1.6mg),en utilisant les conditions chromatographiques suivantes :

Colonne : C18 synergi 4u fusion n-RP 80A ; new column 250x10.0mm ;phenomenex.

Eluant : MeOH/H»0 (40:60 %).

La concentration de la fraction : 10 mg/100 pl (dans le MeOH).

Le volume injecté : 100pl.

Débit : 2 ml / min.

% La fraction F21 (250 mg) a été purifiée par CLHP semi-préparative en utilisant comme
éluant MeOH/H,0 (55 :45) et la méme colonne pour obtenir les composés TC/24/7
(2.4mg) et TC/24/9(1.3mgQ).

% La fraction F23 (459 mg) qui fait I’objet a son tour d’une purification sur la méme
colonne HPLC avec MeOH/H20 (50 :50). Cette purification a abouti a 1’isolement du
compose TC/34/4 (3.1mg).

Le schéma ci-apres résume les étapes de purification de I'extrait ACOEt des parties aériennes

de la plante T.ciliatus (schéma 11.2).
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7 g de I'extrait acétate d'éthyle des parties

aériennes de T.ciliatus

Colonne chromatographique de gel de silice

Une colonne
CLHP de gel de S|I|ce

F13’

Chloroforme/Acétone

CCM Préparative

e b

CLHP semi préparative

-~

~

}
TC/34/4 I

Schéma 11. 2. Séparation et purification de 1’extrait AcOEt de I’espéce Thymus ciliatus (desf).
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I1.2. Etude phytochimique de I’espéce Asteriscus graveolens (Forsk.) Dc. :

11.2. 1. Place dans la systématique :

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotyledones

Sous-classe Asteridae

Ordre Astérales

Famille Asteraceae

Genre Asteriscus

Espece Asteriscus graveolens (Forsk.) Dc.

11.2.2. Description botanique :

Asteriscus graveolens (Forsk.) Dc. est un sous-arbrisseau de 20-50 cm, a écorce crevassée et
blanche dans les parties agées. Rameaux trés étalés naissant peu au-dessous des capitules.
Feuilles linéaires, incisées-dentées, velues-soyeuses, vert pale; les supérieures enveloppant
presque entiéres et entourant le capitule qu'elles dépassent longuement. Les capitules
médiocres a ligules a peine plus longues que les fleurons. Involucre a bractées externes
linéaires-aigués, les intérieures oblongues. Fleurs jaunes; écailles du réceptacle allongées et
dures, dépassant longuement les achaines, ceux-ci en cdne renversé, arques, velus, a quatre
cotes tres saillantes, tronqués au sommet et a aigrette remplacée par une couronne de quatre
écailles membraneuses déchiquetées. Trées commun dans tout le Sahara, surtout dans

les dépressions argilo-sablonneuses [1,3].
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Figure 11.3: Asteriscus graveolens (Forsk.) Dc.

11.2.3. Noms Vernaculaires :
Negued, Tamayout,tafss

11.2.4. Synonymes:

Bubonium graveolens (Forsk.)
Buphthalmum graveolens Forsk.)
Nauplius graveolens (Forssk.) [1, 4,5].
11.2.5. Protocole expérimental :

11.2.5.1. Récolte de la matiere végétale :

La plante a été récoltée au mois d’Avril 2014, de la région de Biskra; L’espece a été
séchée dans un endroit sec et aéré, a 1’abri des rayons solaires les parties aériennes broyées
(feuilles et fleurs) sont pesées (m=2 kg).
11.2.5.2. Extraction de la matiére végétale :

Le matériel végétal de masse 2Kg, subit une macération dans un mélange
hydroalcoolique (Ethanol/Eau ; 80 : 20 ; v/v) pendant 48 heures a température ambiante. Le
premier extrait récupéré est concentré sous pression réduite & une température modéré
(environ 35 °C). La macération est répétee 4 fois avec renouvellement du solvant et dure dans

chaque cas de 48 heures.
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Les quatre extraits hydroalcooliques récupérés sont réunis et concentrés. A la solution
obtenue, on ajoute de I'eau distillée (a raison de 400 ml d'eau distillée pour 1kg de matiere
seche). La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour
décantation. Cette dernic¢re permet le dépot de la chlorophylle, des cires, du sable, etc....

Apres filtration on obtient une solution aqueuse. Cette phase aqueuse subit une
extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en
commengcant par I’éther de pétrole, puis le chloroforme, puis ’acétate d’éthyle et en dernier le
n-butanol. Les extraits obtenus sont évaporés a secs puis peses.

Les quatre phases organiques ainsi obtenues sont concentrées a sec sous pression réduite
donnant les extraits correspondants dont les masses et les rendements évalués par rapport au
poids du matériel végétal sec sont reportés dans le tableau 11.4.

Tableau 1.4 : Rendements des extraits.

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement (/)
Ethér de pétrole 0.3 0.015
Chloroforme 7 0.35

20009 Acétate d’éthyle 10 0.5
n-butanol 17 0.85

Les différentes étapes de cette extraction sont récapitulées dans le schéma 11.3.
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Schéma 11.3: Protocole d’extraction d’Asteriscus graveolens (Forsk.)

Dc.
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11.2.6. Etude des extraits :
11.2.6.1. Séparation chromatographique de I’extrait acétate d’éthyle:

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de cet extrait, nous
avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice, la meilleure

séparation obtenue était avec 1’¢luant Chloroforme/Acétone (8 :2).

Figure 11.4 : Plague CCM de I’extrait AcOEt éluée dans le systeme
CHCI3/CH3COCHG3 (8 :2).

Environ 8g de I’extrait acétate d’éthyle sont dissous dans du méthanol et mélangés a
une petite quantité de gel de silice, I’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a
obtention d’une poudre homogene. Cette derniére est déposée sur la colonne de gel de silice,
préparée dans le chloroforme. L’élution débute avec le méme solvant dont la polarité sera
augmentée par addition progressive d’acétone et terminée par du méthanol pur. Des pots de
50 ml sont recueillis et analysées par chromatographie sur couche mince (CCM). Le suivi de
ces fractions est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support
d’aluminium en utilisant divers systémes d’¢lution. Les plaques sont visualisées sous lumicre
UV (254 et 365nm) puis révélées par 1’anysaldéhyde et chauffées a 100°C, pendant quelques
minutes. Les fractions présentant le méme profil chromatographique sont réunies donnant
ainsi 24 fractions. La progression de cette colonne est donnée dans le tableau 11.5.
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Tableau 11.5: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait AcOEt.

Pots Fractions Systeme d*élution % Le poids de la
CHCls | CHsCOCH; | MeOH | fraction (mg)
1-26 F1 100 0 - 9
27-45 F2 99 1 - 13
46-60 F3 98 2 - 25
61-69 F4 - 47
70-89 96 4 -
90-97 F5 - 66.7
98-109 94 6 -
110-125 F6 94 6 87.3
126-139 92 8 -
140-153 F7 - 74.5
154-169 90 10 -
170-179 F8 - 63.2
180-194 88 12 -
195-204 F9 - 117.4
205-216 86 14 -
217-235 F10 84 16 - 148.5
236-249 F11 - 163.3
250-252 82 18 -
253-274 F12 - 203.4
275-300 F13 80 20 - 384.6
301-324 78 22 -
325-349 F14 75 25 - 218
350-374 73 27 -
375-400 F15 70 25 - 466.5
401-429 F16 65 35 - 387.6
430-454 F17 60 40 - 3014
455-479 55 45 -
480-514 F18 50 50 - 556.7
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Tableau 11.5: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de
I’extrait AcOEt (suite).

515-525 45 55 -

526-549 F19 40 60 - 207.8
550-574 F20 35 65 - 395.2
575-599 F21 30 70 - 267
600-629 F22 25 75 - 570.5
630-650 F23 20 80 - 425.6
651-675 F24 10 90 - 520
676-698 0 100 -

699-715 F25 0 0 100 302.3

11.2.6.2. Séparation et purification des fractions :
Parmi les 25 fractions obtenues, seules les fractions F8, F9, F10, F1, F14, F15 et F17 ont éte
traitées.

> Le précipité blanc formé dans la fraction F8 (63.2 mg) a été lave plusieurs fois avec le
méthanol pour donner le produit pur AgF8 (26,5 mg). Par ailleurs, ce précipité est
dissous dans le chloroforme et testé sur plaque analytique de gel de silice, éluée par le
systeme : chloroforme/acétone (9 : 1), donne un spot unique de fluorescence noir a
254 nm qui se révele en mauve a l'acide sulfurique et chauffage a 100 °C pendant
3min.

> Les fractions F9 (117.4 mg), F10 (148.5 mg) contenant des précipités blancs, ont été
lavées plusieurs fois avec le méthanol pour donner des produits nommés AgF9 (33mg)
et AgF10 (45mg) respectivement.

Un test de vérification de la pureté de ces deux produits a été entrepris sur plaques CCM dans
le systeme chloroforme/acétone (9 : 1) a montré qu’il s’agit du méme produit. Elle se colore
en mauve foncé aprés révélation a I'acide sulfurique et chauffage pendant 3 mn.

» La fraction F14 (218 mg) a été purifiée par HPLC semi-préparative sur une colonne
C18 (synergi 4 fusion n-RP 80A; new column 250x10.0mm; phenomenex) en
utilisant comme eluant le MeOH/H20 (65 :35); avec un débit de 2 ml/mn. Cette
purification a permis d’obtenir les deux composés Ag/14/12 (3.1mg) et Ag/14/16
(2.9mg).
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> La fraction F15 (466.5 mg) a fait I’objet d’une purification par CLHP semi-préparative
sur une colonne C18 (synergi 4p fusion n-RP 80A; new column 250%10.0mm;
phenomenex) en utilisant comme éluant le MeOH/H20 (60 :40); avec un débit de 2
ml/mn. Cette purification a conduit a I’isolement du composé Ag/16/23(3mg).

> La fraction F16 (387.6 mg) a été purifiée par CLHP semi-préparative en utilisant
comme éluant MeOH/H20 (45 :55) et la méme colonne pour obtenir le composé
Ag/F16/17(1.7mg).

» La fraction F17 (301.4 mg) a éeté soumise a une purification par CLHP semi-
préparative en analyse C18 -bondapack colonne en utilisant comme éluant le
MeOH/H20 (60 :40); avec un débit de 2 ml/mn, pour donner le composer Ag/10/12
(6.3mg).

Le schéma ci-apres résume les étapes de purification de I'extrait ACOEt des parties aériennes
de la plante Asteriscus graveolens (Forsk.) Dc. (Schéma 11.4).

8 g de I'extrait acétate d'éthyle des parties
aériennes d’ Asteriscus graveolens

Colonne chromatographique de gel de silice
Chloroforme/Acétone

25 fractions

- )

EoF o L m mm

CLHP semi préparative

Lavage avec le MeOH v 1 1
1 1 1 l l Ag/16/23 Ag/10/12
AgF8 | AgF9 L AgF10 Ag/14/12 | Ag/14/16

[ Ag/F16/17 ]

Schéma I1. 4. Séparation et purification de 1’extrait AcOEt de 1’espéce Asteriscus graveolens
(Forsk.) Dc.
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11.2.6.3. Séparation chromatographique de I’extrait n-butanol :

Une masse d’environ 10g d’extrait n-butanol dissout dans du méthanol est mélangee a
une petite quantité de gel de silice, ’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a
obtention d’une poudre homogene. Cette poudre est déposée sur la colonne de gel de silice,
préparée dans le dichlorométhane. L’¢lution a été réalisée par du chloroforme avec un
graduant de méthanol en commencant par le chloroforme pur et en terminant par le méthanol
pur avec un fractionnement tous les 100 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice 60 sur support aluminium. Les plaques
sont visualisées sous lumiére de 254 et 365 nm puis révélées avec I’anysaldéhyde et chauffées
a 100°C. La progression de cette colonne est donnée dans le tableau 11.6.

Tableau 11.6: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de

I’extrait n-butanol.

Pots Fractions Systeme d'élution % Le poids de la
fraction (mg)
CHCIs MeOH
1-13 F1 100 0 23
14-23 F2 27
24-34 F3 98 2 33
35-45 F4 38
46-51 F5 96 4 93.3
52-63 F6 71.2
64-84 F7 94 6 78.3
85-105 F8 92 8 156.4
106-127 F9 90 10 345
128-137 F10 356.5
138-156 F11 85 15 505
157-182 F12 80 20 380.8
183-192 F13 75 25 1027
193-202 F14 459.6
203-221 F15 70 30 530
222-241 F16 65 35 222.4
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Tableau 11.6: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de

I’extrait n-butanol (suite).

242-260 F17 60 40 336

261-280 F18 50 50 718.5
281-296 F19 40 60 544.2
297-320 F20 30 70 442.6
321-334 F21 20 80 603.9
335-350 F22 10 90 425.6
351-380 F23 0 100 788

11.2.6.4. Séparation et purification des fractions :

Les fractions F9, F11, F12, F14 et F16 ont éte purifiées par HPLC semi-préparative sur une
colonne C8 (250 10.0 mm i.d. 10 Im, Phenomenex, Torrance, CA, USA) en utilisant comme

éluant le MeOH / H»0O. Les résultats de cette séparation sont regroupés dans le tableau I1.6.

Tableau 11.6: Résultats de la séparation par HPLC semi-préparative des fractions de I'extrait

n-butanol.
Fractions Systéme d’élution Produits isolés
(MeOH /H20)%
Ag/48/6 (6.2 mQg)
F9 (345 mg) (35/65) Ag/48/10 (2 .1 mg)
Ag/48/13 (1.0 mg)
Ag/48/15 (0.5 mg)
F11 (505 mg) (35/65) Ag/50/12 (1.2 mg)
F12 (308.8 mg) (40/60) Ag/52/12 (3.6 mg)
F14 (459.6 mg) (40/60) Ag/56/9 (1.2 mg)
F16 (222.4 mg) (20/80) Ag/58/6 (2.4 mg)
Ag/56/9 (1.3 mg)

Le schéma ci-dessous (schéma 11.5) récapitule les étapes de separation et de purification de

I'extrait n-butanol des parties aériennes de la plante Asteriscus graveolens (Forsk.) Dc.
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10g de I'extrait n-butanol des parties
aériennes d’Asteriscus graveolens

Colonne chromatographique de gel de silice
Chloroforme/Méthanol

P!

Ag/58/6
v v
'E ﬁ Pgnq Lig/58/9 ]‘_

Schéma 11. 5. Séparation et purification de 1’extrait n-butanol de I’espéce Asteriscus
graveolens (Forsk.) Dc.

1
CLHP semi préparative

a

'
11
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11.3. Etude biologique :
11.3.1. Dosage des polyphénols totaux :
La teneur en composes phénoliques des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de Thymus
ciliatus a été déterminé en utilisant le réactif de Folin-Cioclateu selon la méthode de Singleton
et al [6].
20 pl de I’extrait (Img/ml) a été mélangé avec 100 ul de réactif de Folin-Ciolcalteu et 1580
pl d’eau distillée. Aprés 3 min, 300 ul de carbonate de sodium (Na2C0z) sont additionnés. Le
mélange a été agité, I'absorbance a été mesurée a 765 nm aprées 2h d’incubation a température
ambiante. L’acide gallique (50-500 pg/ml) est le standard utilisé pour établir la courbe
d’étalonnage a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux des extraits est
calculée. Tous les tests ont été effectués en triplicats et la concentration en contenu
phénolique a été calculée et exprimée en pg d'équivalent d'acide gallique par mg d'extrait
(GAE ng / mg dextrait) a 1’aide de I'équation suivante obtenue a partir d’une courbe standard
d’acide gallique (R>=0,991).
Absorbance =0,001x acide gallique (ng).
11.3.2. Dosage des flavonoides totaux :
La détermination des flavonoides totaux des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de Thymus
ciliatus a été estimée par la méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium décrite par
Wang et al.[7].
Pour un volume de 0,5 ml d'échantillon on ajoute 0,5 ml de la solution méthanolique d'AlClI3
(2%). Apreés 1 heure d'incubation & température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 420
nm. Le contenu flavonoides totaux a été calculé en pg d'équivalent de quercétine (QE) par mg
d'extrait en utilisant I'équation suivante obtenue a partir d'une courbe d’étalonnage de la
quercétine comme standard (R2 = 0,983).
Absorbance = 0, 34 x Quercétine (pg) + 0,015.
11.3.3. Activité antioxydante :
11.3.3.1.Activité anti radicalaire DPPH :

% L’espece Thymus ciliatus
L’activité anti-radicalaire des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de Thymus ciliatus a été
évaluée  par la technique du piégeage du radical libre DPPH (1,1- diphenyl-2-
picrilhydrazyle), décrite par Braca et al [8].
3 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%) a été ajouté a différentes concentration
des extraits (1 ; 5 ; 10; 15; 20 ; 30 ; 50 ; 100; 200 ; 250 pg/ml). Apres incubation a
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température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min, 1'absorbance a été mesurée a 517 nm.
La référence standard utilisée pour la comparaison est l'acide ascorbique. Le pourcentage
inhibiteur du radical DPPH (1%) a été calculé selon la formule : 1%= [(Ac - As) / Ac] x 100
Ac est I'absorbance du contréle (DPPH seul).
As l'absorbance de I'échantillon testée ou de I'acide ascorbique qui a été utilisé comme
standard.

s L’espéce Asteriscus graveolens
L’activité anti-radicalaire des extraits acétate d’éthyle et n-butanol d’Asteriscus graveolens a
été évaluée par le test de DPPH (1,1- diphenyl-2-picrilhydrazyl), on se basant sur la méthode
décrite par Blois [9].
40 ul de différentes concentrations (12,5 ; 25 ; 50 ; 100 ; 200 ug/ml) des extraits de la plante
ont été ajoutés a 160 ul de la solution de DPPH. Le a-tocophérol, BHT et le BHA sont utilisés
comme standards antioxydants pour la comparaison de l'activité avec les extraits utilisés.
Apres incubation a température ambiante et a 1’obscurité pendant 30 min, 1'absorbance a été
mesurée a 517 nm en insérant la microplaque dans le spectrophotometre. La faible valeur
d’absorbance de la réaction du mélange indique une activité de piégeage des radicaux libres
supérieure. La capacité a piéger le radical DPPH a été calculée selon I'équation suivante :
Inhibition (%) = [( Aslanc - Aextrait)/ Aslanc]* 100
Agianc est I’absorbance de la réaction témoin contenant tous les réactifs sans 1’extrait.
AEextrait est ’absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’extrait.
11.3.3.2.Test de blanchissement du p-carotene :
L’activité de blanchissement du B-caroténe des extraits acétate d’éthyle et n-butanol
d’Asteriscus graveolens a été évaluée en utilisant la méthode décrite par Marco [10].
L’acide linoléique en émulsion aqueuse est oxydé¢. Les radicaux libres formés sont piégés par
la B-carotene. La mesure de I’activité antioxydante suit la diminution de la densité optique en
fonction du temps. En effet la décoloration du B-caroténe résulte du piégeage des radicaux
formés au cours de 1’autoxydation de 1’acide linoléique, ce qui a pour effet de diminuer la
conjugaison.
Une masse de 0.5 mg de B-caroténe dissoute dans 1 ml de chloroforme puis ajouté a un
volume de 25 pl d’acide linoléique et de 200 mg de Tween 40, en donnant un mélange
émulsifiant. Apreés I’évaporation du chloroforme, 50 ml d’eau distillée saturée en oxygéne, ont

été ajoutés (barboter a 1’oxygene pendant 30 min avec un debit de 100 ml/min) tout cela pour
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donner la solution A. L’absorbance du p-caroténe doit étre entre 0.8-0.9 nm et mesurée a 470
nm.

Les activités antioxydantes (pourcentage d'inhibition) des échantillons ont été calculées selon
I'équation suivante:

Inhibtion % = (Absorbance du B-caroténe a 24 h / Absorbance initiale du g-carotene) x
100.

11.3.4.Etude de Dactivité cytotoxique :

11.3.4.1.Cellules et traitement :

Les lignées cellulaires utilisées pour évaluer I’activité cytotoxique sont HCT116 (cancer du
cblon humain) et DLD1 (adénocarcinome colorectal humain). Ces deux lignées ont été
obtenues a partir de I'American Type Cell Culture (ATCC) (Rockville, MD, USA).

Les cellules ont été maintenues dans du DMEM additionné de 10% de FBS, 100 mg/1 de
streptomycine et de pénicilline 100 Ul/ml & 37°C dans une atmosphére humidifiée a 5% de
COa2. Pour assurer une croissance logarithmique, les cellules ont été repiquées tous les deux
jours.

Les fibroblastes dermiques humains primaires (HDFa), isolés a partir de peau d'adulte, ont été
obtenus aupres de Gibco, Life Technology Corporation. Des cellules HDFa ont été cultivées
en milieu M106 additionné de 100 U/ml de pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine, de sérum
de veau feetal (2% ; v/v), d'hydrocortisone (1 pg/ml), de facteur de croissance épidermique
humain (10 ng/ml) et de facteur de croissance basique des fibroblastes / héparine (10 pg/ml),
en cultures monocouches a 37°C dans une atmosphére humidifiée contenant 5% de CO2 dans
l'air. Des HDFa (4 x 10° cellules par puits) ont été cultivées en triple dans des plaques a 96
puits dans un volume final de 100 pl de milieu complet M106.Les solutions meres d'extraits
et de composés purifiés (5 mg/ml) ont été préparé dans le DMSO et ont été stockés dans
I'obscurité a 4°C. Des dilutions appropriées ont été préparées dans un milieu de culture
immédiatement avant utilisation. Dans toutes les expériences, la concentration finale de
DMSO ne dépassait pas 0,15% (V/v).

11.3.4.2.Test de viabilité :

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques a 96 puits et incubées pendant les temps
établis en I'absence (vehicule uniquement) et en présence de différentes concentrations
d'extraits (1,00-0,050 mg/ml) ou de composés (1,0-0,1 mM). Le jour avant les traitements, les
cellules ont été ensemencées a une densité cellulaire de 1 x 10 cellules / puits. Le nombre de

cellules viables a été quantifié par dosage de MTT (3-(4,5-Dimethyl-2- thiazolyl)-2,5-
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diphenyltetrazolium Bromide) [11]. L'absorption & 550 nm pour chaque puits a été évaluée en
utilisant un lecteur de microplaques (Lab Systems, Vienna, VA, USA). Dans certaines
expeériences, la viabilité cellulaire a également été vérifiée par un essai d'exclusion au bleu de
Trypan en utilisant une chambre de comptage de Burker. Les valeurs de concentration
inhibitrice demi-maximale (Clso) ont été calculées a partir des courbes dose-réponse de
viabilité cellulaire et définies comme étant la concentration entrainant une inhibition de 50%
de la survie cellulaire par rapport aux témoins. Les valeurs Clso ont été réalisées avec le

logiciel GraphPad.

Conclusion :
L’¢étude phytochimiques en utilisant différents méthodes chromatographiques de deux especes
. Asteriscus graveolens (Forsk.) dc.et Thymus ciliatus (Desf) nous a permis d’isoler 27

produits purs. Les résultats et la discussion de ces analyses seront développés au chapitre I1I.
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I11.1. Identification structurale des composés isolés de I’espéce thymus ciliatus :
I11.1.1. Détermination structurale du composé TCf16-1 :

OH

OH

HO 0]

OH

OH (0]
Ce produit ce présente sous forme d’une poudre jaune et de fluorescence jaune sous la lampe
UV a 365 nm.
L'étude de la série spectrale UV (spectre I11.1) donne les indications suivantes:

+ La valeur maximale de la longueur d’onde de la bande I (A=370 nm) en présence du
méthanol oriente vers la structure d’un flavonol.

+ L’addition du réactif NaOH provoquant un déplacement bathochrome AA=+39 nm, de
la bande | suggere la présence d’un groupe OH libre en position 4°.

+ L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II (AX =
+20 nm) par rapport au spectre MeOH, indique la présence d’un OH libre en 7,
confirmé par 1’apparition d’une nouvelle bande a 325 nm dans le spectre
MeOH+NaOH comparativement a celui enregistré dans le MeOH.

+ L’effet bathochrome de la bande I (+14 nm) aprés addition de HsBOs en présence de
NaOAc par rapport au spectre dans MeOH indique la présence d’un systéme ortho di-
OH sur le cycle B.

+ L’effet bathochrome de la bande I en comparant les spectres AICls + HC1 / MeOH (AL
= +56 nm), indique la présence d’un groupement hydroxyle libre en position 5.

Les résultats relatifs a cette série spectrale UV sont rassemblés dans le tableau I11-1.
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Tableau I11.1: Données de la série spectrale UV du composé F16-1.

Réactifs Bande | Autres bandes Bande II Commentaire
MeOH 370 / 256 Flavonol
+NaOH 409 325 269
+NaOH+5min Spectre stable OHen7
+AICl3 440 / 269 OH libreen 5
ortho di-OH sur le
+AICI+HCI 426 / 266 cycle B
+NaOAc 390 325 276 OHen7
+NaOACc+H3BO3 384 / 259 Ortho di-OH sur B
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Spectre 111.1: Série spectrale UV-Vis du composé f16-1.
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L’étude du spectre RMN *H (Spectre 111.2) donne les indications suivantes :

% Un doublet d’intégration 1H (J = 2.1 Hz), indicateur d’un couplage méta a 6 =
7.67 ppm attribuable a H-2’.

% Un doublet dédoublet d’intégration 1H (J = 8.6 Hz, J = 2.1 Hz), indicateur
d’un couplage méta et d’un couplage ortho a 6 = 7.55 ppm attribuable a H-6".

% Un doublet d’intégration 1H a & = 6.89 ppm (J = 8.6 Hz), indicateur d’un
couplage ortho attribuable a H-5".

% Deux doublet d’intégration 1H chacun, le premier a 6 = 6.19 ppm et le second
a 0 = 6.41 ppm avec une constante de couplage J = 2 .0Hz (couplage méta)
attribuables a H-6 et H-8 respectivement.

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau 111.2.

Tableau 111.2: Données de la spectrométrie RMN*H du composé TC F16-1.

o(PPM) Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
7.67 1-H d (2.1) H-2°
7.55 1-H dd (8.6 et 2.1) H-6°
6.89 1-H d (8.6) H-5
6.19 1-H d (2.0) H-6
6.41 1-H d (2.0) H-8

T [ — 5000
J J //( j /

4000

| E

i

104
11
12{;:

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
88 8.6 8.4 B2 B0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 68 66 64 6.2 GO 5S) 6 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 3.4 32 30 28
1 (ppm.

Spectre 111.2: Spectre RMN *H (600 MHz, CD3sOD, & ppm) du composé TCF16-1.

83



Chapitre 111 Résultats et discussions

¢ <N ¥ W % 6500
6000
5500
5000
4500
4000
3500
3000
2500
iz 7] e CEE
H i H-8 i‘H-6
./ H_6' M 4 1000
B | | |
W ‘\ L
\\,Jl ‘\J\LNWW\_,M,V ) lg,._ Lo
T T4 e S N P
~-500

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9
f1 (ppm)

Spectre 111.3: Spectre RMNH (600 MHz, CD3;0D, & ppm) du composé TCF16-1.

Les données spectroscopiques (RMN *H et UV) méne ala structure reportée dans la

figure IIL.1, c’est la 3, 5, 7,3’,4’-pentahydroxyflavonol connue sous le nom de
Quercétine. Cette molécule a été isolée antérieurement de plusieurs especes du genre
Thymus.

La quercétine est réputée pour étre le plus actif des flavonoides. Elle posséde des activés
biologiques intéressantes comme anti-oxydantes [1], anti-inflammatoires [2] et anti-
histaminiques [3]. Elle a aussi des effets positifs sur les capillaires et le systeme

cardiovasculaire [4].

OH

OH

HO o

OH

OH o

Figure I11.1: Structure du composé TCF16-1 Quercétine.
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111.1.2. Détermination structurale du composé TCf16-2 :
OH

OH

OH (0]

L’examen du spectre RMN tH (Spectre 111.4) ainsi que le spectre étalé (spectre 111.5) de ce

composé, montre qu’il s’agit d’un Flavonoide de type dihydroflavonol caractérise par :
% Un doublet d’intégration 1H (J =1.6 Hz), a =6.99ppm attribuable a H-2".
% Un doublet dédoublé d’intégration 1H, a & = 6.86 ppm (J = 8.1 Hz ;J =16 Hz
attribuable a H-6".

% Un doublet d’intégration 1H, a 6 = 6.83 ppm (J = 8.1 Hz), indicateur d’un
couplage ortho attribuable a H-5'.

% Un doublet d’intégration 1H, a 6 = 5.94 ppm (J = 1.6 Hz) attribuable a H-6.

% Un doublet d’intégration 1H, a 6 = 5.90 ppm (J = 1.6 Hz) attribuable a H-8.

Un doublet d’intégration 1H, a 6 =4.92 ppm (J = 11.5 Hz) attribuable a H-2.

Un doublet d’intégration 1H, a 6 =4.51 ppm (J = 11.5 Hz) attribuable a H-3.

X/
X4

K/
L X4

K/
L X4

La valeur 11.5 Hz de la constante de couplage, indique une disposition Trans des

protons vicinaux H-2 et H-3.

r3E+08
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Spectre 111.4: Spectre RMN!H (600 MHz, CDs0OD, § ppm) du composé TCF16-2.
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Spectre 111.5: Spectre RMN'H (600 MHz, CDs0D, § ppm) étalé du composé TCF16-2.
L’examen du spectre HSQC (spectre 111.6) permet de localiser les noyaux C-2', C-5', C-6', C-
8, C-6, C-3, et C-2 du noyaux flavonique & &c (115.50 ; 116.30 ; 120.50 ; 94.72 ; 97.15;
73.36 ; 85.0 ppm) respectivement.
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Spectre 111.6: Spectre HSQC (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé TCf16-2.

L’examen du spectre HMBC (spectre 111.7) donne les indications suivantes :

+ C-42a6=198.64 ppm grace a sa corrélation avec H-2 et H-3.
C-52a6=165.15 ppm gréce a sa corrélation avec H-6 et C-8.
C-7a6=170.73 ppm gréce a sa corrélation avec H-6 et C-8.

C-10 a6 =102.80 ppm grace a sa corrélation avec H-6 et C-8.
C-1'a 6 =129.36 ppm gréce a sa correlation avec H-5"; H-2 et H-3.
C-4'a 6 =147.92ppm grace a sa corrélation avec H-5' et H-2', H-6".

- F

C-3'a 8 =146.27 ppm grace a sa corrélation avec H-5".
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Spectre 111.7: Spectre HMBC (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé TCf16-2.

Toutes ces données menent a un dihydroflavonol (3-hydroxyflavanone ou flavanonol). La
stéréochimie de la position C-2 est déterminée (2R) grace a la biogenese des dihydrotlavonols
qui impose une orientation o au cycle B ; celle de la position C-3 est déterminée (3R) grace a
la valeur de la constante de couplage (11.5 Hz) entre H-2/H-3 qui signifie une disposition
trans de ces deux noyaux, Ce composé est donc la (2R, 3R)- dihydroquercetine. Cette
molécule reportée dans la figure I11.2 est connue sous le nom Taxifoline, elle a été isolée

auparavantde Rhamnus pallasii (Rhamnaceae) [5].

OH

OH

Figure 111.2: Structure du composé TCF16-2 Taxifoline.
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Tableau 111.3: Données de la spectrométrie RMN *Het RMN 13¢ qu composé TC F16-2.

Position oH (ppm) J (H2) dc (ppm)

2 4.92 d (11.5) 85.0

3 451 d (11.5) 73.36
4 - - 198.64
5 - - 165.15
6 5.94 d (1.6) 97.15
7 - - 170.73
8 5.90 d (1.6) 94.79
9 - - 165.72
1 - - 102.80
1 - - 129.36
2' 6.99 d (1.6) 115.50
3' - - 146.27
4 - - 147.92
5' 6.83 d(8.1) 116.30
6' 6.86 dd (8.1; 1.6) 120.5

.1

.3. Détermination structurale du composé TCf16-3 :

OH 0]

L'étude de la série spectrale UV (spectre 111.8) donne les indications suivantes:

R/

7/

7/

% Le spectre enregistré dans le méthanol montre deux bandes d’absorption, une bande 11

a 267 nm et une bande | a 349 nm orientant vers une structure flavonique de type

Flavone ou un flavonol substitué en 3.

% Le deplacement bathochrome de la bande I (AL = +53 nm) avec augmentation de son

intensité provoqué par 1’addition de NaOH laisse supposer la présence d’un OH libre
en 4’. L’apparition d’une nouvelle bande dans le méme spectre a 325 nm suggere la présence

d’un OH libre en position 7

% L’addition de NaOAc induit un déplacement bathochrome de la bande II (AL =+ 5

nm) par rapport au spectre MeOH confirmant ansi la présence d’un OH libre en 7.
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s Le déplacement bathochrome de la bande I (AXL = +24nm) noté en comparant les
spectres CH3sOH et NaOAc + H3BOs révele également la présence d'un systéme

ortho dihydroxylé sur le cycle B.
L’addition des réactifs AICIz+HCI donne un déplacement bathochrome de la bande |

X/
°e

(AA=+36 nm) par rapport au spectre enregistré dans CH3OH, indique la présence d’un
groupement hydroxyle libre en position 5. Le déplacement hypsochrome de la bande |
(AL=-38 nm) en comparant le spectre enregistré dans AICIs+HCI et celui enregistré
dans le AICIs confirme la présence d’un systéme ortho dihydroxyle sur le cycle B.

Les résultats relatifs a cette série spectrale UV sont rassemblés dans le tableau I11.4.

Tableau I11.4: Données de la série spectrale UVdu composé TCF16-3.

Réactifs Bande | Autres bandes Bande Il Commentaire
MeOH 349 / 267 Flavone
+NaOH 400 325 266 OHen 4’ et
OHen7
Spectre stable avec NaOH apres 5min
Ortho di-OH
+AICl3 423 / 272 sur B avec 5-
OH
+AICIl3+HCI 385 / 274 OH libreen 5
+NaOAc 391 / 272 OHen7
+NaOAc+H3BO3 372 / 261 Ortho di-OH
sur le cycle B
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Spectre 111.8: Série spectrale UV-Vis du composé TCf16-3.
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L’examen du spectre RMN *H (spectre 111.9) ainsi que le spectre étalé (spectre 111.10) montre

la présence des signaux caractéristiques d’un flavonoide de type flavone qu’on peut identifier par:

% Un singulet d’intégration 1H a & = 6.55 ppm attribuable & H-3.

% Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a on = 6.44 ppm, le second a

8=6.22 ppm avec une constante de couplage J = 2.2 Hz (couplage méta) attribuables

a H-8 et H-6 respectivement, indiquant ainsi une substitution des carbones 5 et 7.

% Un doublet d’intégration 1H a & = 6.92 ppm (J = 8.3 Hz), indicateur d’un

couplage ortho attribuable a H-5'.

% Un signal a 64 = 7.40 ppm d’intégration 2H attribuable a H-2' et H-6', ce signal

correspond en fait a deux signaux superposés 1’'un deux sous forme d’un

doublet dédoublé (J=8.3 Hz, J=2.0 Hz) caractérisant H-6' et 1’autre sous forme

d’un doublet (J = 2.0 Hz) caractérisant H-2".

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau 11.5.

Tableau I11.5: Données de la spectrométrie RMN *H du composé TCF16-3.

)
T

o(ppm) Intégration Multiplicite J(Hz) Attribution

7.40 1-H d d (8.3et2.0) H-6'

7.40 1-H d (2.0) H-2'

6.92 1-H d(8.3) H-5'

6.44 1-H d(2.2) H-8

6.55 1-H S H-3

6.22 1-H d(2.2) H-6
e
“\ “ Jf‘ R B S R R R
B 158158 ISEERSS

Spectre 111.9: Spectre RMN*H (600 MHz, CD30D, § ppm) du composé TCF16-3.
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Spectre 111.10: Spectre RMN *H (600 MHZ, CD30D, & ppm) étalé du composé TCF16-3

L’ensemble des données spectrales de RMN 'H et de la série spectrale UV-visible indique

que la structure finale du composé TCF16-3 est comme suit:

OH 0]

Figure I111.3: Structure du composé TCF16-3 Lutéoline.
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I11.1.4. Détermination structurale du composé TC/20/17 :

L’examen du spectre RMN *H (Spectre 111.12) montre la présence de signaux caractéristiques
d’un squelette flavonique :

®,

% Un singulet d’intégration 1H a & = 6.59 ppm attribuable & H-3.

RS

% Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a dn = 6.44 ppm, le second a
dn =6.20 ppm avec une constante de couplage J = 2.2 Hz (couplage méta)
attribuables a H-8 et H-6 respectivement, indiguant ainsi une substitution des carbones
S5et7.
% Un doublet d’intégration 1H (J =2.2Hz), indicateur d’un couplage méta a 6=7,41
ppm attribuable a H-2".
% Un doublet dédouble (J = 8.6 Hz ; J = 2.2 Hz), indicateur d’un couplage ortho et
d’un couplage méta a 6 = 7.52 ppm attribuable & H-6".
% Un doublet d’intégration 1H a & = 7.11 ppm (J = 8.6 Hz), indicateur d’un
couplage ortho attribuable a H-5'".
La présence de ces trois derniers signaux est en faveur d’un cycle B substitué en
positions 3' et 4'.
% Un singulet d’intégration 3H a 6 = 3.97 ppm attribuable & un groupement
OCHa.
Ce spectre montre également la présence des signaux caractéristiques d’un noyau aromatique
para-substitué, notamment :
< Un doublet d’intégration 2H, & n = 7.86 ppm (J = 8,8 Hz) attribuable a H-2 *, H6".

< Un doublet d’intégration 2H, & 64 = 6.94 ppm (J = 8,8 Hz) attribuable a H-3 , H5",
indiquant la présence d’un p-hydroxybenzoyl dans la molécule [6].
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Spectre 111.11: Spectre RMN *H (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé TC/20/17.

NNNNNN

nnnnnn

6.58
6.20
6.19

<

2E+06

711
~7.10
_-6.95
~6.94
_6.43
-6.42

2E+06
2E+06
2E+06
2E+06

{ / [ } r1E+06
/ / F1E+06
r1E+06
r1E+06
H-3 F1E+06
r9E+05
8E+05
H'2"; H6" F7E+05
6E+05
5E+05
4E+05
3E+05
2E+05

r1E+05

2.200
1111
1.19=
2.00-1
1.22=
1.04=

& —132=

70 69 68 67 66 65 64 63
f1 (ppm)

Spectre 111.12: Spectre RMN *H étalé (600 MHz, CD3sOD, & ppm) du composé TC/20/17.
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L'examen du spectre HSQC (spectre 111.13, et 111.14) permet d’effectuer les attributions
suivantes :
e Une tache de corrélation entre H-6" et un atome de carbone qui ne peut étre que C-6'a
o0 =119.5 ppm.
e Une tache de corrélation entre H-2' et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2' a
o =113.6 ppm.
e LeH-5 permet I’attribution du C-5"a 6=112.0 ppm.
e Le H-3 permet I’attribution du C-3 a =103.5 ppm.
e Le H-6 permet I’attribution du C-6 a 6=100.6 ppm.
e Le H-8 permet I’attribution du C-8 a 6=95.2 ppm.
e Une tache de corrélation entre H-2 ", H-6" et deux atomes de carbones a 6 = 129.2
ppm attribuables a C-2" et C-6 ".
e Une tache de corrélation entre H-3", H-5" et deux atomes de carbones a 6 = 116.6 ppm
attribuables a C-3" et C-5".

tc2017

f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.5 11.5 10.5 95 9.0 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
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Spectre 111.13: Spectre HSQC (600 MHz, CDz0D, 6 ppm) du composé TC/20/17
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Spectre 111.14: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD3z0D, 6 ppm) du composé TC/20/17

L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC (spectre 111.15) et ses étalements (spectre
111.16 et 111.17) mettent en évidence les corrélations proton-carbone a longue distance,
permettant de tirer les indications suivantes :

+ C-2a6=165.5ppm grace a sa corrélation avec H-2', H-6' et H-3.
C-4 a 6=183.7 ppm gréce a sa corrélation avec H-3.
C-5a6=162.6 ppm grace a sa corrélation avec H-6.

C-7 ad=168.0 ppm grace a sa corrélation avec H-6 et H-8.
C-9 a6 =159.2 ppm grace a sa corrélation avec H-8.

C-10 a6 =104.4 ppm gréce a sa corrélation avec H-3, H-6 et H-8.

C-1'a 6=124.9 ppm gréce a sa corrélation avec H-5'et H-3.

-+ F +F +

Trois taches de corrélation entre H-2', H-5' et H-6' et un atome de carbone résonant a 6 =
152.2 ppm attribuable a C-4.

+ Les protons H-3" et H-5" montrent trois taches de corrélation :

e la premiére avec 1’atome de carbone a 6 = 116.6 ppm confirme le C-3" et C-5".

e La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6 = 162.6 ppm qui ne peut étre attribué qu’a C-
4",
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e Latroisieme avec I’atome de carbone a 6 = 123.0 qui ne peut étre que C-1".
+ Les protons H-2" et H-6" montre trois taches de corrélation :
e la premiére avec I’atome de carbone a 6 = 129.2 ppm confirme le C-2" et C-6".

e Ladeuxieme avec I’atome de carbone a 6 = 162.6 ppm confirme le C-4 .

e Latroisieme avec I’atome de carbone d’un carbonyle caractéristique d’une fonction

ester a 6 = 165.7 qui ne peut étre que C-7".

Le spectre HMBC montre aussi une corrélation entre le groupement méthoxyle a én =

3.97 ppm et le carbone C-4" a ¢ = 152.2 ppm ce qui indique que le méthoxyle est porté

par le carbone C-4".

La valeur élevée du déplacement de C-7 (6¢ = 168 ppm) permet de placer le groupement

p-hydroxybenzoyl en cette position [7].
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Spectre 111.15: Spectre HMBC (600 MHz, CDz0D, 6 ppm) du composé TC/20/17.
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Spectre 111.17: Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé TC/20/17.
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L'ensemble de ces données mene a la structure reportée dans la Figure 111.4 1l s'agit du
5,3'-dihydroxy-7-(p-hydroxybenzoyl)-4'-methoxyflavone. Cette molécule est nouvelle, elle est

décrite pour la premiére fois dans la littérature.

OH o

Figure 111.4: Structure du composé TC/20/17.
Les données spectroscopiques relatives a cette molécule sont rassemblées dans le tableau
11.6.

Tableau 111.6: Données de la spectrométrie RMN *Het RMN 13¢ qu composé TC/20/7.

Position oH (ppm) J (H2) oc (ppm)

2 - 165.5

3 6.59 S 103.5

4 - - 183.7

5 - - 162.6

6 6.20 d(2.2) 100.6

7 - - 168.0

8 6.44 d (2.2) 95.2

9 - - 159.2
10 - - 104.4
1 - 124.9
2' 7.41 d (2.2) 113.6
3 - - 147.0
4' - - 152.2
5' 7.11 d (8.6) 112.0
6 7.25 dd (8.6 ; 2.2) 1195
1" - - 123.0
2",6" 7.86 d (8.8) 129.2
3"5" 6.94 d (8.8) 116.6
4" - - 162.6
I - - 165.7
OMe-4’ 3.97 S 56.0
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111.1.5.Détermination structurale du composé TC/24/7 -

O

L’examen du spectre de RMN H (Spectre 111.18) et ses étalements (Spectre 111.19, 20)

montre la présence de :

R/
o

X/

L)

Deux signaux résonant a o4 = 6.28 et 7.56 ppm sous forme d’un doublet (d, J = 15.9 Hz)
et intégrant chacun pour un proton a correspondant a deux protons oléfiniques. La
constante de couplage (J = 15.9 Hz) élevée indique une géométrie trans de la double
liaison. Le déblindage de déplacement chimique de 1’un de ces proton (6 = 7.56 ppm)
indique que cette double liaison est liée a un noyau aromatique.
Des signaux résonant dans I’intervalle (6.63-7.06 ppm) intégrant pour six protons
caractéristiques des protons aromatiques, montre la présence de deux noyaux
aromatiques :

e Un signal sous forme d’un doublet de doublets d’intégration 1H a o1 6.63 ppm
(J=8.1;2Hz2).
Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a 61 6.8 ppm (J =2 Hz). «

Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a o1 6.77 ppm (J = 8.1 Hz).
Un doublet de doublets d’intégration 1H a én 6.96 ppm (J =8.2 ; 2 Hz).

Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a 61 6.71 ppm (J = 8 Hz)
e Un autre signal sous forme de doublet d’intégration 1H a &1 7.05 ppm (J=2Hz)

Un signal sous forme d’un doublet de doublet résonant a 6 1 = 5.19 ppm (dd, J =8.5; 4,2
Hz) et intégrant pour un proton correspondant a un groupement oxyméthine OCH. Le
déblindage fort de ce proton, en comparaison avec les protons oléfiniques suggere qu’il li¢
a une fonction qui présente un pouvoir attracteur puissant.

Deux signaux, 1’un apparait sous forme d’un multiplet a 6 H = 3.03 ppm et 1’autre apparait
sous forme d’un doublet de doublet a o4 = 3.12 ppm (dd, J =14.4 ; 85 HZ),

correspondant a deux protons oléfiniques.
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Ce raisonnement permet de suggérer les fragmentations suivantes qui appariement

proviennent d’un composé phénolique :
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Spectre 111.18: Spectre de RMN *H (400 MHz, CDsOD, & ppm) du composé TC/24/7
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L’expérience COSY (H-H) (spectre 111.21) met en évidence les corrélations entre :

+ Le proton (H-7'a) et le proton (H-7'b) résonant respectivement a 8 4 = 3 .04 ppm et n
=3.14 ppm.

+ Les deux protons H-7" et le proton H-8' résonant & & 1 = 5.18 ppm.

+ Les protons de la double liaison, H-7 résonant o1 = 7.56 ppm a et H-8 résonant a 6n =
6.28 ppm.
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Spectre 111.21: Spectre COSY (1H-'H) (400 MHz, CDsOD, & ppm) du composé TC/24/7

L'examen du spectre HSQC (spectre 111.22) permet d'observer les couplages entre les

carbones et les protons directement liés entre eux ainsi :

e Les deux protons H-7' (61 = 3.04, 3.14 ppm) permet I’attribution du C-7' a 6=37.6

ppm.
e Le proton H-8' résonant a 6n =5.19 ppm permet ’attribution du C-8' a 6=74.2 ppm.

e Le proton H-2 résonant a 64 =7.05 ppm permet I’attribution du C-2 a 6=114.8 ppm.
e Le proton H5 (61 =6.77 ppm) permet I’attribution du C-5 a 6=116.1 ppm.

e Le proton H-6 (61 =6.96 ppm) permet I’attribution du C-6 a 6=122.8 ppm.

e Le proton H-7(dn =7.56 ppm) permet I’attribution du C-7 a 6=147.5 ppm.
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e Le proton H-8 (61 =6.28 ppm) permet I’attribution du C- 8 a 6¢=113.7 ppm.
e Le proton H-2' (61 =6.80 ppm) permet I’attribution du C-2' a 6¢=117.1 ppm.
e Leproton H-5'(dx =6.71 ppm) permet I’attribution du C-5' a 6¢=116 ppm.

e Le proton H-6' (6n =6.63 ppm) permet I’attribution du C-6' a 8¢=121.5 ppm.
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Spectre 111.22: Spectre HSQC (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé TC/24/7.

Le spectre de I’expérience HMBC (spectre 111.23) de ce produit également permis
I’attribution des autres carbones gquaternaires notamment :

» Les protons H-7' correlent avec les carbones résonant a dc = 174 ppm et 128.7 ppm
respectivement, ces deux carbones ne montrent aucune corrélation C-H dans
I’expérience HSQC qui nous prouves que ce sont des carbones quaternaires, la valeur
de déplacement chimique (6c = 174 ppm) montre que c’est un carbone d’une fonction
acide C-9', et le deuxiéme c’est le carbone aromatique C-1".

» Ces deux protons montrent des taches de corrélation avec les carbones résonants a dc
=117.2 et 122.5 ppm, ce sont les carbones C-6' et C-2' respectivement. Les protons de
ces deux derniers carbones correlent avec un carbone a d¢ 145.1 ppm et avec un autre
carbone a d¢ 146 ppm qui confirme leur hydroxylation et leur attribution a C4' et C3'
respectivement.
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» Le proton oléfinique H-7 corréle avec les deux atomes de carbone C-2 a d¢c 114 .8 ppm
et C-6 a oc 122.8 ppm permettant ainsi de relier la double liaison au noyau
aromatique.il corréle aussi avec un carbone résonant a éc = 168.7 ppm, qui devrait
étre un carbonyle d’une fonction ester C-9.

» Le douxiéme proton oléfinique H-8 résonant a 8 4 = 6.27 ppm corréle avec le carbone
C-9 (8¢ = 168.7 ppm) et un carbone quaternaire résonant a dc = 127.2 ppm, ne peut
étre le carbone aromatique C-1.

> Des taches de corrélation sont observées entre le proton H-8' et les carbones C-7', C-9
et C-1' respectivement (¢ = 37, 168.7 et 128.7 ppm). Il corréle également avec le
carbonyle a 6¢c 174 ppm ce qui confirme que le carbonyle est un acide carboxylique.

> Les protons H-2 et H-6 correlent avec les carbones aromatiques quaternaires résonants
a oc = 147.8 et 149.9 ppm, ce indique que sont les carbones qui portent les fonctions

hydroxyl OH, C-3 et C-4 respectivement.
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Spectre 111.23: Spectre HMBC (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé TC/24/7.
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A la lumiére de toutes ses données spectrales, et par leurs comparaison a celles de la

littérature [8], nous avant pu établi la structure du composé TC/24/7, il s’agit de I’acide

rosmarinique.il a été isolé pour la premiére fois a I'état pur par deux chimistes italiens,

Scarpati et Oriente, en 1958 [8-10]. Son nom provient du nom de la plante a partir de laquelle

il a été isolé, le romarin (Rosmarinus Officinalis).

Figure 111.5: Structure du composé TC/24/7 I’acide rosmarinique.

Tableau 111.7: Données de la spectrométrie RMN *Het RMN 13¢ gy composé TC/24/7.

Position oH (ppm) J (Hz) oc (ppm)
1 - - 127.2
2 7.05 d (2.0) 114.8
3 - - 147.8
4 - - 149.9
5 6.77 d (8.2) 116.1
6 6.96 dd (8.2 ; 2.0) 122.8
7 7.56 d (15.9) 147.5
8 6.28 d (15.9) 113.7
9 - - 168.7
1 - - 128.7
2 6.8 d(2.4) 117.2
3 - - 146
4 - - 145.1
5' 6.71 d (8.1) 116
6' 6.63 dd (8.2 ; 2.1) 121.5

H-7'a 3.04 dd (14.4 ; 8.5) 37.1
H-7'b 3.14 dd (14.4 ; 4.2) 37.1
8 5.19 dd (8.1;4.2) 74.2
9 - - 174
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111.1.6.Détermination structurale du composé TC/24/9 :

O

Le spectre RMN *H (spectre 111.24) et ses étalements (spectre 111.25), (spectre 111.26) montre

la présence de deux noyaux aromatiques, 2 protons oléfiniques en position trans

correspondant a une partie caféique et un methoxyle. Le spectre proton de ce composé est en

tout point similaire a celui du composé TC/24/7 mis a part un signal supplémentaire sous

forme de singulet (3H) a du 3,72 ppm. 1l s'agit donc de I'acide rosmarinique méthyle ester.

Les signaux caracteéristiques sont les suivantes :

X/
L X4

X/
°

Deux signaux sous forme de doublet a on =6.29 ppm et dn =7.56 ppm (J=15.9Hz)
attribuable a H-8 et H-7 respectivement.

Un doublet a o6n =7.07 ppm (J=2Hz) et un doublet de doublets a
OH =6,98 ppm (J= 8.2 ; 2 Hz) et un doublet a 6n 6.81 ppm (J= 8.2 Hz) respectivement
attribués aux protons H-2, H-6 et H-5 du premier noyau aromatique correspondant a
la partie caféique.

Un signal sous forme d’un doublet résonant a én =6.73 ppm (J=2 Hz) et un doublet a
OH =6.71 ppm (J=8 Hz) et un doublet de doublets a ox 6.59 ppm (J=8 ; 2 Hz)
respectivement attribués aux protons H-2', H-5' et H-6' du deuxiéme noyau
aromatique.

Un signal sous forme de doublet de doublets d’intégration 1H 5.22 ppm (J=7.8 ; 5.2
Hz) attribuable a H-8".

Un signal sous forme de singulet d’intégration 3H a 3,72 ppm attribuable a un
methoxyle d’ester.
Un signal sous forme de multiplet d’intégration 2H a 3.04 ppm, attribuables aux 2H-
7.
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L’examen du spectre HSQC (spectre 111.28) permet de localiser :

+ Le carbone du methoxyle OCH3 a 8¢ 52.31 ppm.

+ les carbones C2, C6, C5 et C2', C6', C5'a 6¢c (114.88;122.9; 116.3 et 117.23 ; 121.72
; 116.51) ppm respectivement.

+ Les carbones du groupement éthylénique CH=CH a 6C (147 .8 et 1113.85) ppm
attribuable aux carbones C-7 et C-78.

4 Les carbones des groupements CH2 et CHO a oc (37.65 et 74.62) ppm attribuable aux
carbones C-7' et C-8'.
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Spectre 111.28: Spectre HSQC (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé TC/24/9.

La corrélation observée sur le spectre HMBC (spectre 111.29) entre les trois protons du
groupement methoxyle et le carbone C-9' (6c =172 ppm).Ce qui indique la substitution de

I’hydrogeéne du carbonyle par un méthyle.

Les deux protons Hz-7' corrélent avec le carbone C-8' a 6c =74.62 ppm et C-9'a 172 ppm et
les deux carbones aromatiques C-2'a 6¢c 117.23ppm et C-6" a ¢ 121.72ppm.

Le reste est identique point par point au composé TC/24/7
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Spectre 111.29: Spectre HMBC (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé TC/24/9.

La structure du compose TC/24/9 est donc établie comme étant le rosmarinate de méthyle
(acide rosmarinique methyle ester) ou 3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-hydroxypropanoic acide 2-
0O-(3,4-dihydroxyphenyl- 2E-cinnamoyl) méthyle ester. Ce composé est connu, il a été isolé
pour la premiére fois ans 1’espéce Rosmarinus officinalis [8-10]. Ce compose est décrit dans
le genre Thymus et d'autres genres de la famille des Lamiaceae, tels que : Salvia bowleyana
[11], Salvia miltiorrhiza [12] et Thymus serpyllum [13].

0]

Figure 111.6: Structure du compose TC/24/7 I’acide rosmarinique methyle ester.

112



Chapitre 111 Résultats et discussions

Tableau 111.8: Données de la spectrométrie RMN *Het RMN 13¢ qu compose TC/24/9.

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

1 - - 127.2
2 7.07 d (2.0) 114.88
3 - - 147.9
4 - - 149.9
5 6.81 d (8.2) 116.3
6 6.98 dd (8.2 ; 2.0) 122.9
7 7.56 d (15.9) 147.8
8 6.28 d (15.9) 113.85
9 - - 168.56
1 - - 128.84
2 6.73 d(2) 117.23
3 - - 146.22
4' - - 145.3
5' 6.71 d (8.1) 116.51
6' 6.59 dd (8.2 ; 2) 121.72

2H-7' 3.04 m 37.65
8' 5.18 dd (8.1, 4.2) 74.62
9 - - 172

OCH3s 3.72 - 52.3

111.1.7.Détermination structurale du composé TC/22/8 :

Le spectre RMN H (Spectre 111.30) indique la présence d’un noyau aromatique trisubstitug,
dont les trois protons aromatiques raisonnent sous forme de :

+ Un doublet de doublets d’intégration 1H a 81 =6.95 ppm (J=8 ; 1.9 Hz)

+ Un doublet d’intensité 1H a 84 =6.8 ppm (J =8 Hz).

+ Un doublet d’intégration 1H a 8n =7.05 ppm (J=1.9 Hz).
Le spectre (spectre 111.30) montre également la présence de deux doublets intégrant chacun
pour 1H a 6w =7.58 ppm (J= 15.9 Hz) et 61 6.24 ppm (J= 15.9 Hz) .les valeurs des
déplacement chimique de ces deux protons et la valeur de leur constante de couplage (J = 15.9

Hz) sont caractérisé d’une double liaison de configuration trans.
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Spectre 111.30: Spectre de RMN 'H (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé TC/22/8.

L’ensemble de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature montre qu’il s’agit

de I’acide caféique.

Figure 111.7: Structure du composé TC/24/7 acide caféique.
Tableau 111.9: Données de la spectrométrie RMN *H du composé TC/22/8.

6 (ppm) Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
6.8 1-H d (8.0) H-5
6.95 1-H dd (8.0;1.9) H-6
7.05 1-H d (1.9) H-2
6.24 1-H d (15.9) H-8
7.58 1-H d (15.9) H-7
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I11.2. Identification structurale des composés isolés de I’espece A. grageolens :

111.2.1. Identification des produits isolés de la phase acétate d’éthyle :

111.2.1.1.Détermination structurale du compose Ag f10 :

L’examen des spectres de RMN®C (Spectre 111.31) et HSQC montre la présence de quinze
atomes de carbone orientant vers un squelette de type sesquiterpéne lactone. Ces quinze atomes
de carbone peuvent étre répartis comme suit :

» Deux groupements méthyle a 6c = 11.25; 17.73 ppm.

» Quatre groupements CH> dont :

e 3 CH2 non oxygénés a dc = 24.72 ; 37.15 ; 39.36 ppm.

e 1 éthylénique a 8¢ =121.62 ppm.

» Cing groupements CH dont :

e 1 CH éthylénique a 6c =126.31 ppm.

e 3 CH oxygénés a dc = 67.49; 80.36 et 83.59 ppm. Le déplacement chimique de ce dernier est

caractéristique d’un CH de fermeture d’une lactone sesquiterpénique.

e 1CH non oxygénés a oc = 45.31ppm.

» Quatre carbones quaternaires dont :

e 1Cad 171.40 ppm caractéristique d’un carbonyle d’une y-lactone sesquiterpénique

a,B-insaturée.

e Deux Cqa dc =140.86 et 138.53ppm attribuables & deux carbones éthyléniques.

e 1Cqa d6c=63.16ppm attribuable a un carbone oxygené.
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Spectre 111.31: Spectre RMN 3C (150 MHz, CDCls & ppm) du composé Ag f10.
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Spectre 111.32: Spectre RMN *3C (150 MHz, CDCls, § ppm) du composé Ag f10 (étalement).
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Spectre 111.33: Spectre RMN *°C étalé (150 MHz, CDCls, 6 ppm) du composé Ag 10 .

L’examen du spectre RMN *H (Spectre 111.35) montre la présence de deux doublets
d’intégration 1H chacun a ox 6.26 (J = 3.6 Hz) et o1 5,76 ppm (J = 3.1 Hz) montrant un

couplage allylique caractéristique d’un groupement exométhyléne conjugué avec le carbonyle

d’une lactone sesquiterpénique correspondants aux protons H-13a et H-13b. Ces deux protons

corrélant avec le méme carbone qui apparait a d¢c = 122.62 ppm sur le spectre HSQC, cette

observation confirme que ces deux protons sont portés par le méme carbone éthylénique (C-

13).
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Spectre 111.34 : spectre RMN *H (CDCls, 600 MHz, § ppm) du composé Ag f10.
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Spectre 111.35 : spectre RMN *H étalé (CDCls, 600 MHz, § ppm) du composé Ag f10.
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Spectre 111.36 : spectre RMN *H étalé (CDCls, 600 MHz, § ppm) du composé Ag f10.
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Le signal a on 3.06 ppm sous forme d’un multiplet est attribuable au proton H-7 grace a sa
corrélation avec les deux protons H-13a et H-13b sur le spectre COSY (*H-H) (Spectre
111.37).Ce noyau correle également avec trois autres protons, la premiére avec un proton dont
le signal apparait sous forme d’un triplet a 6x 4.05ppm (t ; J=8.6 Hz). D’apres sa multiplicité
et son deplacement chimique, ce noyau ne peut étre que H-6.

L’examen du spectre HSQC (spectre 111.39) montre une corrélation entre le H-6 et le carbone
du groupement CH a dc = 83.59 ppm, caractéristique du point de fermeture de la lactone
sesquiterpénique, ce qui mene a une lactone fermée en C-6.

Les deux autres taches de corrélations concernent deux protons portés par le méme atome de
carbone (6¢=39.36 ppm) sur le spectre HSQC, les signaux de ces deux protons qui ne peuvent
étre que H-8b et H-8a apparaissent sous forme d'un multiplet a 64 2.08 ; 2.17 respectivement.
Toujours sur le spectre COSY (*H-'H) (Spectre 111.37) la localisation des protons en C-8
meéne a celui de H-9 sous forme d'un doublet de doublet a 81 4.24 ppm (J=10.4 ; 1.7Hz). Les
valeurs des déplacements chimiques de ce proton et de son carbone (6c= 80.36 ppm)
indiquent que cette position est oxygénée.

Vu que cette molécule ne comporte que 1 5 atomes de carbones, le C-9 doit étre hydroxylé.
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Spectre 111.37 : Spectre COSY (*H-!H) (CDCls, 600 MHz, § ppm) du composé Agf10.
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Spectre 111.38 : Spectre HSQC (CDCI3, 600 MHz, 5 ppm) du composé Agf10.
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Spectre 111.39 : Spectre HSQC étalé (CDCls, 600 MHz, 6 ppm) du composé Agf10.
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Spectre 111.40 : Spectre HSQC étale (CDCls, 600 MHz, 6 ppm) du composé Agf10.
Le H-9 correle uniquement avec les 2H-8 ce qui signifie I’absence de protons sur le carbone C-10.
L’examen du spectre HMBC et I’attribution du proton H-9 permet ’attribution du carbone C-
10 au carbone quaternaire a dc 138.53 ppm et celui du C-14 au méthyle a d¢c 11.25 ppm (SH
1.77 ppm). La valeur du déplacement chimique de C-10, imposent la présence d’une double
liaison entre C-10 et C-1. Le signal a dn 5.50 ppm est attribuable au proton H-1 gréce a sa
corrélation avec le méthyle en C-14 sur le spectre HMBC.
Ainsi a ce stade de 1’établissement de la structure du composé Agf10, la localisation du C-10 a
permis de mettre en évidence un squelette sesquiterpénique comportant une double liaison entre C-10
— C-1, un groupement méthyle en C-10 .Notre analyse indique que ce composé est de type
germacranolide.
Un retour vers le spectre COSY (Spectre 111.37) , la localisation de H-1 méne a celle de H-2b a
0= 2,22 ppm et a celle de H-2a a 6= 2.58 ppm sous forme de deux multiplets, ces deux
protons corrélant sur le spectre HSQC avec le méme carbone a ¢ =24.72 ppm (C-
2).L’attribution de ces derniers noyaux meéne a celle de H-3a et H-3b résonant sous forme de

multiplets a 8 = 1.25 et 2.13 ppm respectivement (5¢c=37.15 ppm).
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Par ailleurs et toujours sur le spectre COSY et l'attribution de H-6 méne a la localisation de
H-5 sous forme d'un doublet a 4=2.88 ppm (J=8.9 Hz), 6c=67.49 ppm, la multiplicité de H-5
oriente vers un C-4 quaternaire.

Un examen approfondi du spectre HMBC, le proton H-5 montre une corrélation avec le
carbone quaternaire & dc 63.16 ppm attribuable au C-4. Les valeurs les déplacements
chimiques de C-4 et C-5, suggerent une fonction époxide dans ces positions.

En effet, le spectre RMN *H du composé Agf10, montre également la présence d’un autre
groupement méthyle a d4=1.35 ppm qui ne peut étre que C-15. Ce dernier corréle clairement
avec le carbone a &c 63.16 ppm(C-4) sur le spectre HMBC, ce qui place ce groupement

méthyle sur ce carbone.
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Spectre 111.41 : Spectre HMBC (CDCls, 600 MHz, § ppm) du composé Agf10.
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Spectre 111.42 : Spectre HMBC étalé (CDClz, 600 MHz, 6 ppm) du composé Agf10.
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Spectre 111.43 : Spectre HMBC étalé (CDCls, 600 MHz, 6 ppm) du composé Agf10.
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Spectre 111.45 : Spectre HMBC étalé (CDClI3, 600 MHz, 6 ppm) du composé Agf10.
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A ce stade de notre étude structurale, nous avons une lactone sesquiterpénique de type
germacranolide hydroxylé en position 9. Il reste a préciser les configurations des centres
chiraux.

La stéréochimie de C-5, C-6 et C-7 est déduite des valeurs des constantes de couplage
relevées dans les signaux de H-5, H-6 qui montrent des interactions trans diaxiales entre H-5,
H-6 et H-6, H-7. Ceci confere des orientations a pour H-5, B pour H-6 et a pour H-7.

La stéréochimie du carbone C-9 est établie grace a la valeur de la constante de couplage
relevée dans le signal de H-9. En effet le signal de H-9 apparait sous forme d’un doublet
de doublets J = 10.4 ; 1.7 Hz, comme ce proton est couplé aux deux protons de la position
C-8, il est clair que la valeur 10.4 Hz résulte d’une intéraction de couplage axial-axial, qui
ne peut exister que si H-9 est en position axiale soit une orientation a. Par conséquent le
groupement OH-9 admet une orientationp.

L’ensemble de ces données spectrales et la comparaison avec celles de la littérature ménent a
la structure reportée dans la figure I11.8 il s’agit du : 9 B-hydroxyparthenolide.

Il est important de signaler que nous reportons pour la premiére fois ce composé du genre
Asteriscus.il a été décrit pour la premiére fois dans I’espéce Anvillea garcinii (Burm.) (S.) DC
(Asteraceae) [14]. Ce composé est connu par ses activités biologiques intéressantes :

antitumorale et cytotoxique [14,15].

o

Figure 111.8: Structure du composé Agfl10 :9 B-hydroxyparthenolide.
Les données spectroscopiques relatives a cette molécule sont rassemblées dans le tableau Il1-
10.
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Tableau 111.10: Données de la spectrométrie RMN ' H et RMN 3C du composé Agf10.

Position on (M, J Hz) oc (ppm)
1 5.50d (9.8) 126.31
2a 2.58 m 24.72
2b 2.22m

3a 2.13 m 37.15
3b 1.25 m

4 - 63.16
5 2.88d (8.9) 67.49
6 4.051(8.6) 83.59
7 3.06 m 45.31
8a 2.08 m 39.36
8b 2.17m

9 4.24dd (104 ; 1.7) 80.36
10 _ 138.53
11 _ 140.05
12 _ 171.40
13a 6.26 d (3.1) 121.62
13b 5.76d (3.6)

14 1.77s 11.25
15 1.35s 17.73

111.2.1.2.Détermination structurale du composé Ag 8 :
OH

La comparaison des spectres de ce composé a ceux du composé Agf10 montre une parfaite

similitude entre ces deux structures, la seule différence observé c’est au niveau de signal H-9
qui apparait sous forme d’un doublet a 4.27 ppm avec un constant de couplage J=4.6 Hz
caractéristique d’un H-9 de stéréochimie [, soit une position équatoriale. Ce qui suggere un

changement d’orientation de ce proton. Il s’agit donc d’un 9 a-hydroxyparthenolide.
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Spectre 111.46 : spectre RMN H (CDCls, 600 MHz, § ppm) du composé Ag 8.
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Spectre 111.47 : spectre RMN 'H étalé (CDCls, 600 MHz, § ppm) du composé Ag f8.
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Spectre 111.48 : spectre RMN *H étalé (CDCls, 600 MHz, § ppm) du composé Ag f8.
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Spectre 111.49: Spectre RMN **C (150 MHz, CDCls, § ppm) du composé Ag 8.
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Spectre 111.50:

Spectre RMN *3C (150 MHz, CDCls, & ppm) du composé Ag f8 (étalement).
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Spectre 111.51: Spectre RMN *3C (150 MHz, CDCls, § ppm) du composé Ag f8 (étalement).
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Spectre 111.52 : Spectre HSQC (CDCls, 600 MHz, 6 ppm) du composé Agf8.
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Spectre 111.54 : Spectre HSQC étalé (CDCls, 600 MHz, 6 ppm) du composé Agf8.
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Spectre 111.55 : Spectre HMBC (CDClI3, 600 MHz, 5 ppm) du composé Agf8.
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L’ensemble de ces données meénent a la structure du : 9 a-hydroxyparthenolide reportée dans

la figure 111.9.

=

o

Figure 111.9: Structure du composeé Agf8 :9 a-hydroxyparthenolide.

Les données spectroscopiques relatives a cette molécule sont rassemblées dans le tableau Il1-

11.

Tableau 111.11: Données de la spectrométrie RMN 1 H et RMN *C du composé Agf8.

Position o1 (ppm) oc (ppm)
1 5.62dd (12.3; 3.7) 121.14
2a 2.57Tm 23.04
2b 2.15m
3a 2.15 m 35.91
3b 1.27m
- 61.72
2.84 d (8.9) 66.70
4.051(8.5) 82.64
3.43m 37.68
8a 2.33m 37.28
8b 2.07m
9 4.27 d (4.6) 70.94
10 - 137.35
11 - 140.55
12 - 170.41
13a 5.75d (3.3) 120.06
13b 6.24d (3.7)
14 1.73s 15.27
15 1.32s 16.23
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111.2.1.3.Détermination structurale du compose Ag /10/12 :

OCH,

OH
OH

HO
L’examen du spectre RMN H (Spectre 111.56), enregistré dans CDsOD, montre la présence

des signaux caractéristiques d’un squelette de type flavonoide que 1’on peut identifier par :

e Un doublet d'intégration 1 H, a o 7.94 ppm (J= 1.6 Hz) attribuable a H-2".

e Un doublet de doublets d'intégration 1 H, a én 7.61 ppm (J= 8.5 ; 1.6Hz) attribuable a
H-6".

e Un doublet d'intégration 1 H, a 61 6.93 ppm (J= 8.5Hz) attribuable & H-5'. Ces signaux
indiquent qu’il s’agit d’une disubstitution du noyau B.

e Un singulet d'intégration 1H a 61 6.53 ppm attribuable soit & H-3, H-6 ou H-8.

e Deux singulets d’intégration 3H chacun a dn = 3.90 et 3.97 ppm attribuables aux
protons de deux groupements OCHa.

e Un doublet d’intégration 1H a 6 =5.42 ppm (J = 7.0 Hz), attribuable au proton
anomérique d'un sucre relié a ’aglycone par un pont oxygene. D’apres la valeur de la
constante de couplage (J = 7.0 Hz), cette entité peut étre un glucosyle ou un
galactosyle avec une configuration R entre le sucre et la génine.

e Un ensemble de multiplets dans l'intervalle 3.2- 3.8 ppm attribuable par conséquent
aux autres protons du sucre.
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Spectre 111.56: Spectre RMN *H du composé Ag/10/12 (600 MHz, CD30D, & ppm).

ag R SBRA o3 2 SAa
2638 sgdsg gd S go
PL= 825usec PLWIS G40 ¥ 3 ad F1E+07
=5 4 \/ \/
F1E+07
P1=8.25usec PLW1= 6.
HoE+06
[ / / [ -8E+06
H-6, H-8 ou H-3 — I
8 F-1E+06
T T T T T T
550 548 546 544 542 5.40
1 (ppm) H6E+06
H5E+06
H-2'
r4E+06
H-1"
|
F3E+06
|
r2E+06
H1E+06
o
L e % g Py
= = = = = F-1E+06
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53
1 (ppm

Spectre 111.57: Spectre RMN H étalé du composé Ag/10/12 (600 MHz, CD30D, & ppm).

L'examen du spectre relatif a I'expérience COSY (Spectre 111.58) montre une tache de

corrélation entre le proton H-5' et le proton H-6" confirmant le couplage ortho.
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Sur le spectre relatif a I’expérience COSY (Spectre I11.59), le proton anomérique H-I"
montre une tache de corrélation avec le proton résonant sous forme d’un triplet a on= 3.49
ppm, ce proton est attribuable & H-2". Toujours sur le spectre relatif a I’expérience COSY,
ce proton H-2" correle avec le proton résonant sous forme d’un triplet (J =9.0 Hz) a 6H =
3.45 ppm attribuable a H-3" .La multiplicité de ce signal et la valeur de la constante de
couplage supposent des interactions axiale-axiale entre H-2"/H-3" ; H-3"/H-4" et
indiquent par conséquent des orientations axiales de H-3" et H-4" . Ces observations
orientent vers un groupement glucopyranoside.Ce proton (H -3") corréle a son tour avec le
proton H-4" résonant a on 3.33 ppm. Une autre tdche de corrélation a été également
observée dans le spectre COSY, entre le proton H-4" et le proton H-5" résonant sous
forme d'un multiplet a 6H 3.25 ppm.Ce dernier noyau (H-5") méne a 1’attribution de H-
6"b a & = 3.56 ppm sous forme d’un doublet de doublets (J =11.8 ; 5.7Hz) et a H-6"a (dl)
(J=11.8)a0=3.74 ppm.
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Spectre 111.58: Spectre de COSY ( *H-'H) du composé Ag/10/12 dans CD3OD(étalment) .
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Spectre 111.59: Spectre COSY (*H-'H) du composé Ag/10/12 dans CD3OD(étalment) .
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Spectre 111.60: Spectre RMN *Hétalé (400 MHz, CD3sOD, § ppm) du composé Ag/10/12.
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L'examen du spectre HSQC (spectre 111.61, 111.62 et 1111.63) permet I’attribution des signaux

des protons aux atomes de carbone correspondants:

e Une tache de corrélation entre H-2' et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2' a

0 =114.40 ppm.
e Une tache de corrélation entre H-6" et un atome de carbone qui ne peut étre que C-6' a
0 =123,86 ppm.
e LeH-5 permet I’attribution du C-5'a 6=116.02 ppm.
e Le proton a 64 = 6.53 ppm corréle avec le carbone a ¢ = 95.02 ppm. La valeur du
déplacement chimique de ce carbone indique qu’il s’agit du C-8, car ceux de C-3 et C-
6 seraient plus élevés. De ce fait, ce proton sera attribué a H-8.
Le méme spectre indique les déplacements chimiques des carbones osidiques : le carbone
anomerique C-1" a 6=103.59 ppm, C-2" a 6=75.92 ppm, C-3" a 6=78.06 ppm, C-4" a 6$=71.50
ppm, C-5" a 6=78.54 ppm et le C-6" a 6=62.55
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Spectre 111.61: Spectre de HSQC (400 MHz ; CD30D, 6 ppm) du composé Ag/10/12.
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Spectre 111.62: Spectre de HSQC (400 MHz ; CD30D, 6 ppm) du compose Ag/10/12.

OCHs3

_

I

%agwlz
H-6"a/C-6" H-6"b/C-6" =
/\‘ "'\ \ /
== —l ¥ H-4"/C-4"
E H-2"/< l
H-3"/C-3" H-5"/C-5"
4‘.2 4‘.1 4‘.0 3‘.9 3‘.8 3‘.7 3.6 3‘.5 3‘.4 3‘.3 3‘_2 ;,1
f2 (ppm)

40

45

50

60

65

r70

r75

r90

r95

100

f1 (ppm)

Spectre 111.63: Spectre de HSQC (400 MHz ; CD30D, & ppm) du composé Ag/10/12.
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L’étude du spectre relatif a 1’expérience HMBC (spectre 111.64) et ses étalements (spectre
[11.65 et 111.66) mettent en évidence les corrélations proton-carbone a longue distance,

permettant de tirer les indications suivantes :

e (C-22a0=158.84 ppm gréce a sa corrélation avec H-2', H-6'".

e C-17a6=123.13 ppm gréace a sa corrélation avec H-2'et H-5'.

e Trois taches de corrélation entre H-2', H-5' et H-6" et un atome de carbone résonant a &
= 150.86 ppm attribuable a C-4'

e (-3'ad=148.43 ppm gréce a sa correlation avec H-2'et H-5'.

+ Le proton H-8 montre cing taches de corrélation :

e Lapremiere avec I’atome de carbone a & = 106.22 ppm attribuable a C-10.

e Ladeuxieme avec I’atome de carbone a 6 = 132.28 ppm attribuable a C-6.

e Latroisieme avec un atome de carbone oxygéné a 6 = 153.85 ppm qui ne peut étre
attribué¢ qu’au C-9.

e La quatrieme avec un autre atome de carbone oxygéneé représenté par le signal a 6 =

179.40 ppm qui ne peut que le C-4.

la cinquiéme avec 1’atome de carbone a 6 = 158.92 ppm attribuable a C-7.

Toujours sur le spectre de I’expérience HMBC, le proton anomérique du glucose H- 1”
montre une tache de corrélation avec un atome de carbone a d¢ 135.0 ppm qui ne peuvent étre
que le C-3. La présence de cette corrélation entre le C-3 et le proton anomérique, indique que

I’entité sucre est placée en C-3.
Les deux méthoxyles peuvent étre localisés sur le squelette flavonique comme suit:

+ Celui a dnx =3.90 en C-6 (5¢ 132.28ppm) grace a la corrélation de ses protons avec le
C-6 sur le spectre de HMBC.

%+ Celui a 8 1 =3.97 en C-3'(8c 148.43ppm) grace a la corrélation de ses protons avec le
C-3'sur le spectre de HMBC.
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Spectre 111.64: Spectre HMBC (400 MHz ; CDs0OD, 6 ppm) du composé Ag/10/12
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Spectre 111.65: Spectre HMBC (400 MHz ; CD30D, 6 ppm) du composé Ag/10/12.

140



Chapitre 111 Résultats et discussions

Hu w
ag1012
HMBCGP r120
] 125
F130
= A 4 (1]
N H-1"/C-3
=
140 g
145
B
i F150
3
155
5 r 160
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 49 48 47 46 45 44 43 42 4.1 40 39 38 3.7 3.6 35
f2 (ppm)

Spectre 111.66: Spectre HMBC (400 MHz ; CD3OD, 6 ppm) du composé Ag/10/12 .
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Spectre 111.67: Spectre RMN 3C (150 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/10/12.
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Spectre 111.68: Spectre RMN *3C (150 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/10/12.
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Spectre 111.69: Spectre RMN 3C (150 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/10/12.

Ces données, en accord avec celles de la littérature [16], nous ont permis d’identifier le

compose Ag/10/12 comme étant la spinacetin 3-O-f8 glucopyranoside.

OCH,

OH
OH

HO

Figure 111.10: Structure du composé Ag/10/12 spinacetin 3-O-3 glucopyranoside.
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Les données relative aux spectres de RMN 'H et '*C de ce composé sont reportées dans le
tableau 111.12.

Tableau I11.12: Données de la spectrométrie RMN *Het RMN 13¢ qu composé Ag/10/12.

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

2 - 158.84

3 - 135.0

4 - 179.70

5 - 153.72

6 - 132.28

7 - 158.92

8 6.53 s 95.02

9 - 153.85

10 - 106.22

1 - 123.13

2' 7.94d (1.6) 114.4

3 - 148.43

4 - 150.86

5' 6.92 d (8.5) 116.02

6' 7.62dd (8.5; 1.6) 123.86

1" 5.42d (7.0) 103.59

2" 3.491(7.0) 75.92

3" 3.451(9.0) 78.06

4" 3.33 71.50

5" 3.25m 78.54

6" a 3.74 dl (11.6) 62.55
6" b 3.56 dd (5.7 ; 11.6)

OMe-6 3.90s 60.96

OMe-3' 3.97s 56.79

I11. 2.1.4.Détermination structurale du composé Ag /14/12 :
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Le spectre de masse a haute résolution enregistré en mode ESI (-) de ce composé donne un
pic moléculaire a m/z 253.1816 [M-H]" correspondant & une formule brute C15H260s3, soit un

composé a trois instaurations.

253.1816
1DU: C15H2503

80

80+
70
60

50

40+

RKelative Abundance

30
1 299.8618

20

10 199.2673 4991204
10968323 1411917 4go0n74 CizHig O
2237553 1234479 353 4618 3895167 4p17996 “ENIEME

| |

100 150 200 250 300 350 400 450 500

Spectre 111.70 : Spectre HR-ESI-MS du composé Ag/14/12.

L’étude du spectre RMN 3C (Spectre 111.70) de ce composé montre la présence de quinze
atomes de carbone, a partir de cette information on peut déduire que notre composé est un
sesquiterpene. Ces quinze atomes de carbone peuvent étre répartis comme suit :
» Trois groupements méthyle a 6c = 13.65 ; 27.04 et 27.97 ppm.
» Cing groupements CHzdont :
e 3 CH2 non oxygénés a 6c=23.57 ; 43.45 et 46.56 ppm.
e 1 éthylénique a 6 ¢ =112.08 ppm.
e 1 CH2oxygéné a dc = 68.96 ppm.
» Quatre groupements CH éthylénique a 5c = 124.34 ; 126.93 ; 141.30 et 146.30 ppm.
» Trois carbones quaternaires dont :
e 2Caddc= 73.41;73.71 ppm attribuables a deux carbones oxygénés.
e 1Cadc =135.82 ppm. ppm attribuable a un carbone éthylénique.
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Spectre 111.70: Spectre RMN 3C (150 MHz, CD30D, § ppm) du composé AG/14/12.
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Spectre 111.71: Spectre RMN *3C étal¢ (150 MHz, CD3sOD, § ppm) du composé AG/14/12.
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Spectre 111.72: Spectre RMN 3C étalé (150 MHz, CD30D, § ppm) du composé AG/14/12.

L’examen du spectre RMN H (Spectre 111.73) montre la présence de deux doublets de
doublets d’intégration 1H chacun a 6 5.21 (J =17.3; 1.5 Hz) et 6 5.04 ppm (J = 10.8 ; 1.5 Hz)
correspondant a deux protons éthyléniques que nous numéroterons H-1a et H-1b et corrélant
sur le spectre HSQC au carbone résonant a ¢ 112.08 ppm. Ces deux protons montrent des
taches de corrélation sur le spectre COSY (Spectre 111.77), avec le proton du CH éthylénique
résonant sous forme d’un doublet de doublets (J = 17.3; 10.8 Hz) a o4 = 5.96 ppm (dc
146.30 ppm) ce qui place ce groupement CH en position vicinale par rapport a ce CH2 (C-1).

Ce proton sera numéroté H-2 et son carbone C-2.
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Spectre 111.74: Spectre RMN *H (600 MHz, CDs0D, § ppm) du composé Ag /14/12.
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Spectre 111.75: Spectre RMN tH (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /14/12.
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Spectre 111.77: Spectre de COSY (*H-H) du composé Ag/14/12 dans CDsOD (étalement).

Sur le spectre relatif a I'expérience HMBC (Spectre 111.78), les protons H-1a, H-1b et H-2
montrent des corrélations avec le carbone quaternaire résonant a dc = 73.71 ppm indiquant
que ce carbone est attaché a C-2, nous numérotons alors cette position C-3.D’apres la valeur

de son déplacement chimique ce carbone quaternaire est oxygéné.

Un groupement méthyle résonant sous forme d’un singulet a 61 = 1.25 ppm (d¢c = 27.97 ppm)
dont les corrélations des protons observées sur le spectre HMBC (Spectre 111.78), avec les

carbones C-2 et C-3 indiquent qu’il est en position C-3.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons proposer 1’entité reportée dans la figure 111.11.

CH,

VW C——HC——=CH,
|3 2 1

(0]

“n,

Figure 111.11: Structure partielle du composé Ag /14/12.
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Spectre 111.78: Spectre HMBC (600 MHz ; CD30D, & ppm) du composé Ag/14/12.

Un signal sous forme de multiplet d’intégration 2H a o4 = 2.28 ppm, ces deux protons
corrélent sur le spectre HSQC au carbone du méthyléne a 6c=46.56 ppm. Sur le spectre
HMBC les protons de ce groupement CH> montrent des taches de corrélation nettes avec les

carbones C-2 et C-3 (Spectre 111.82), ce qui nous permet de les placer en position C-4.

Sur le spectre relatif a I’expérience COSY (Spectre I11.79), les protons de ce CH2 (H2-4)
montre une tache de corrélation avec un CH éthylénique résonant sous forme d’un multiplet a
dn-5 = 5,66 ppm, grace au spectre HSQC on reléve dc.5 a 124.34 ppm. Cette observation suffit

pour placer le carbone éthylénique en position vicinale par rapport a C- 4.

Toujours sur le spectre COSY, le proton H-5 permet la localisation de H-6 a 6= 5.58 ppm
sous forme d’un doublet (J = 15.7 Hz). Son carbone est assigné par 1’analyse du spectre

HSQC a 6c-6 = 141.30 ppm.
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Spectre 111.79: Spectre de COSY (1H-'H) du composé Ag/14/12 dans CD3OD (étalement).

ag1412/2

etk

S =

MR

T
7.0

T T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f2 (ppm)

20

30

F40

50

60

=70

80

90

100

110

120

130

140

150

160

f1 (ppm)

Spectre 111.80 : Spectre HSQC (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/14/12.
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Spectre 111.8 1: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag/14/12.

Sur le spectre HMBC (Spectre 111.82), les protons H-5 et H-6 montrent des corrélations avec
le carbone quaternaire résonant a d¢c =73.41 ppm indiquant que ce carbone est attaché a C-6,
nous numeérotons alors cette position C-7. La valeur du déplacement chimique de C-7 est en
faveur d’une oxygénation a ce niveau. Ce méme carbone (6¢c =73.41 ppm) montre & son tour
une tache de corrélation avec les 3H du groupement méthyle a 64 = 1.28 ppm (d¢c = 27.04

ppm) permettant I'emplacement de ce dernier sur ce carbone.
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Spectre 111.82 : Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag/14/12.

Un retour vers le spectre HMBC (Spectre 111.82), le carbone quaternaire C-7 , le carbone du
groupement CH éthylénique(C-6) et le groupement méthyle (CH3-15) montrent des taches de
corrélation avec les protons d’un autre groupement CH2 résonant sur le spectre proton
(Spectre 111.75) sous forme d’un multiplet a dx = 1.56 (6c =43.45 ppm) .Nous pouvons alors

numeéroter le carbone de ce groupement méthyléne C-8.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons proposer 1’entité reportée dans la figure I11.12.

Figure 12: Structure partielle du composé Ag /14/12.
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Sur le spectre COSY (Spectre 111.83), les deux protons H»-8 montrent des taches de
corrélation avec les protons du dernier méthyléne non oxygéné attendu dans cette molécule.
Ses protons résonnent sous forme d’un multiplet a dn = 2.09 (8¢ =23.53 ppm), ceci permet

de placer ce groupement CH> a la position C-9 de cette chaine.
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Spectre 111.83: Spectre de COSY (*H-'H) du composé Ag/14/12 dans CDsOD (étalment).

Un signal d'intégration 1H sous forme d'un triplet a 64 =5.41 ppm (8¢ = 126.93 ppm) (J=6.9
Hz) correspondant a un proton d'un groupement CH éthylénique, corrélant sur le spectre
COSY avec Hz-9. Ce couplage permet d’attribuer ce groupement ethylénique a la position C-
10. La multiplicité du signal du proton de ce groupement CH indigque que le carbone
éthylénique délimitant cette double liaison est quaternaire. En effet, le spectre HMBC
(Spectre 1V.84) montre des taches de corrélation entre H>-9¢et le carbone quaternaire a oc
135.82 ppm que nous pouvons alors attribuer a C-11. Sur le méme spectre HMBC, Ce méme
carbone (C-11) montre a son tour une tache de corrélation avec les 3H du groupement
méthyle a 61 = 1.66 ppm (dc = 13.65 ppm) permettant I'emplacement de ce dernier sur ce

carbone quaternaire C-11. Nous les numéroterons le carbone de ce méthyle C-13

Un signal d’intégration 2H sous forme d’un singulet résonant a 64 =3.92 ppm Ces deux

protons correlent sur le spectre HSQC (spectre 111.85) au carbone du méthylene a 6c = 68.96
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ppm, nous le numéroterons C-12. La valeur du déplacement chimique de C-12 est en faveur
d’une oxygénation a ce niveau. La présence de ce CHz en cette position est d’ailleurs
confirmée par les taches de corrélation entre les carbones C-10, C-11et C-13 et les protons de

ce groupement (Hz2- 12) observeées sur le spectre HMBC (Spectre 111.84).

Les carbones des groupements méthyles porté par le C-3 et le C-7, seront numérotés C-15 et

C-14 respectivement.
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Spectre 111.84 : Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/14/12.
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Spectre 111.85 : Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du compose Ag/14/12.

A ce stade de notre analyse, il est clair que nous avons utilisé tous les atomes de carbone et
d’oxygeéne vu la formule brute de cette molécule CisH26Os. 1l reste a placer trois atomes
d’hydrogéne sur le substituant ce qui méne a la présence de trois hydroxyles sur les trois
carbones C-3, C-7 et C-12.

Cette analyse structurale permet d’identifier le composé Ag/14/12 comme étant le 7,12-
dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6) E-dehydronerolidol.Cette molécule est nouvelle, elle est
décrite pour la premiére fois dans la littérature et ses données complétes de la RMN*H et *C

sont reportées dans le tableau 111.13.
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12
HOH,C

Figure 111.13: Structure du composé Ag/14/12 :7,12-dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6) E-
dehydronerolidol.

Tableau 111.13: Données de la spectrométrie RMN *Het RMN 13¢ qu composé Ag/10/14.

Position oH (m, J Hz) oc (ppm)
1a 5.21dd (10.8 ; 1.5) 112.08
1b 5.04d (17.3; 1.5)

2 5.96 dd (10.8 ; 17.3) 146.30
3 - 73.71
4 2.28 m 46.56
5 5.66 m 124.34
6 5.58 d (15.7) 141.30
7 - 73.41
8 1.56 m 43.45
9 2.09 m 23.53
10 5.411(6.9) 126.93
11 - 135.82
12 3.92 68.96
13 1.66 13.65
14 1.25 27.97
15 1.28 27.04

111.2.1.5.Détermination structurale du composé Ag /16/23 :

HO

OH

OH

HO
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L’étude simultanée

des spectres, RMN *H (Spectre I11.), RMN *3C (Spectre I11.) et HSQC

(Spectre 111.) du composé Ag /16/23, montre la présence de seize atomes de carbone, dont six

relatifs a un hexose

et 10 relatifs a I' aglycone, que nous pouvons répartir comme suit :

» Trois groupements méthyles a dc = 13.56 ; 19.31 et 20.16 ppm.

» Trois groupements CH2 non oxygénés a dc =26.91 :28.55 et 36.05 ppm.

» Deux groupements CH I’un a d¢ = 46.15 ppm attribuable & un carbone non oxygeéné et

le second a d¢c = 84.91 ppm attribuable & un carbone oxygeéne.

» Deux carbones quaternaires a 6c=48.71et 49.33 ppm.

zzzzzz

—————

Spectre 111.86: Spectre RMN *3C (150 MHz, CDsOD, & ppm) du composé Ag/16/23.
C'3 C_5 CHS'lO 300
\ \ C-6 Hs-9 CHs-8 100
C-4
| L | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | -400
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Spectre 111.87: Spectre RMN 13C étalé (150 MHz, CD30D, § ppm) du composé Ag/16/23.
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Spectre 111.88: Spectre RMN *3C (150 MHz, CDsOD, & ppm) étalé du composé Ag/16/23.

Sur le spectre COSY le proton a 84 4.16 ppm (CH oxygéné) montre une corrélation avec les

deux protons du groupement CH> résonant sous forme d’un multiplet chacun a 6y 1.20 et 2.18

ppm (8¢ 36.05 ppm) ce qui place ce groupement CH. en position vicinale par rapport a ce

groupement CH. Ces deux protons montrent également des taches de corrélation avec le

proton du groupement CH non oxygéné a dw=1 .64 ppm (d¢c 46.15 ppm).

Sur le méme spectre COSY ce proton correle a son tour avec les deux protons du groupement

CH: résonant sous forme d’un multiplet chacun a oy 1.33 et 1.75 ppm, ces deux protons

corrélant sur le spectre HSQC avec le méme carbone & 8¢ 28.55 ppm. Ces derniers noyaux

corrélent avec ceux du groupement CHz & 61 1.25 et 2.12 ppm(dc 26.91 ppm).

Ces observations permettent de proposer a ce stade de notre analyse 1’entité reportée dans la

figure 111.14.
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Figure I11. 14: Structure partielle du composé Ag /16/23.

L’examen du spectre HMBC permet de confirmer 1’enchainement précédent, et montre
clairement des corréelations entre les protons du CH2 (C-6; 6c 26.91 ppm) et le proton
OXygené en position 2 avec un carbone quaternaire a dc 48.71 ppm. Cette observation

implique la présence d'une liaison entre ces groupement et le carbone quaternaire numéroté C-
l.

Par ailleurs sur le spectre HMBC, Le carbone de CH oxygéné (C-2) corréle également avec
les protons du méthyle a én 0.91 ppm(Sc 13.56 ppm), ce qui suppose la substitution du

carbone quaternaire voisin (C-1) par ce groupement par ce groupement méthyle.

Toujours sur le spectre HMBC, les deux méthyles restants montrent des taches de corrélation
avec le carbone quaternaire résonant a ¢ =49.33ppm ; cette situation suppose qu'ils sont tous
les deux portés par ce carbone quaternaire. Nous numéroterons ce carbone quaternaire C-7.
Les protons de ces deux méthyles dont nous numérotons les carbones C-9 et C-10, montrent
également des corrélations avec le carbone du CH (C-4; &c =46.15 ppm),

ce qui indique que le carbone quaternaire précédant est lié a ce groupement CH.

L'ensemble de ces analyses méne a une génine ayant un squelette monoterpénique bicyclique

reporté dans la Figure 111.15.

Figure 111.15: Structure partielle du compose Ag /16/23.
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L’examen du spectre RMN *H montre la présence d’un doublet d’intégration 1H a & =4.26
ppm (J = 7.8 Hz), attribuable au proton anomérique d'un sucre reli¢ a 1’aglycone par un pont
oxygene. D’aprés la valeur de la constante de couplage (J = 7.8 Hz), cette entité peut étre un

glucosyle ou un galactosyle avec une configuration 3 entre le sucre et la génine.

Un retour vers le spectre COSY (spectre 111.89) permet en effet de mettre en évidence la
localisation du H-2’ a 6 =3.19 ppm sous forme d’un triplet (J=7.8Hz) grace a sa corrélation
avec le proton anomérique H-1’, ce dernier permet de localiser le proton H-3' a &4 3.36ppm
sous forme de multiplet qui corréle & son tour avec le proton H-4' résonant a dn 3.31 ppm
(recouvert partiellement par le pic du solvant). L’attribution de H-4> permet a son tour de
localiser H-5’ sous forme d’un multiplet a 3.24 ppm. Ce dernier noyau (H-5’) mene a
Iattribution de H-6"a & 3.87 ppm sous forme de doublet de doublets (J=11.8; 2.3Hz) et H-6'b
a3.69 ppm dd (J=11.8 ; 5.4 Hz).

Le spectre HSQC (spectre 111.95) permet également d’attribuer les carbones de sucre : C-1°,
C-2’, C-3°, C-4’, C-5" et C6’ aux signaux a oc (102.82; 74.77 ; 77.92 ; 71.28 ; 77.46 et
62.35ppm).

Les grandes valeurs des constantes de couplage (J > 7) montrent que ces protons sont axiaux.
Leurs déplacements chimiques ainsi que les déplacements de leurs carbones sont caractéristiques d’un

glucose de configuration B [17].
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Spectre 111.89 : Spectre COSY (600 MHz, CD30D) du compose Ag /16/23.
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Spectre 111.90 : Spectre COSY (600 MHz, CDs0D) du composé Ag /16/23.

162




Chapitre 111 Résultats et discussions

ag1623 SEE5EE0Y 255828 HESS85%52% SISSSSIC SISIQRASSZE
2&

I el Y Y e

090

Pl= 8.25usec PLWI1= 6.4W
F1E+07

- 9E+06

- 8E+06

F7E+06

- 6E+06

- 5E+06

F4E+06

- 3E+06

- 2E+06

F1E+06

o
<3 % & & & L 25y |gy
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 i.0 0.5
f1 (ppm)

ag1623 REg ~hvsgny 8888 RR8388 BRERLRAIRANNGR

26 TF FEFEET e et R 5 03 of o 05 03 03 03 03 B A A e e

Pi= 8.25usec PLWI='glaw TN N NI Nt 1l S =
r 1E+07
[ 9E+06
 8E+06
 7E+06
[ 6E+06
 5E+06
4E+06

r3E+06

r2E+06

r 1E+06

3.7 3.6 3.5 3.4
f1 (ppm)

Spectre 111.92: Spectre RMN *H (600 MHz, CDs0D) du composé Ag /16/23.
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Spectre 111.93: Spectre RMN *H (600 MHz, CDs0D) du composé Ag /16/23.
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Spectre 111.94: Spectre HSQC (600 MHz, CD30D) du composé Ag /16/23.

164




Chapitre 111 Résultats et discussions

T H-6’ H-6"b J M
Jlive

agl1623
H-6’a/C-6’a H-6’b/C-6’b 5 L,
\: Z H-4’/C-4°
: Z H-2/C-2 |
¥y J F70
H-2/C-2 /‘a N o §
H-3°/C-3’ H-5/C-5° |
H-l’/C-l’ L 100
r110
r120
4‘.4 4‘.3 4‘.2 4‘.1 4‘.0 3‘.9 3‘.8 f23(;77pm) 3‘.6 3‘.5 2;.4 3‘.3 3“.2 3‘.1 3‘.0
Spectre 111.95: Spectre HSQC (600 MHz, CD30OD) du composé Ag /16/23.
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Spectre 111.96: Spectre HSQC (600 MHz, CD30D) du composé Ag /16/23.
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Sur le spectre relatif a 1’expérience HMBC (Spectre 111.98), on observe une tache de
corrélation entre le proton anomerique 61 = 4.26 ppm et le carbone C-2 (3¢ = 84.91 ppm) de la

génine, ce qui nous permet de positionner le glucose en position C- 2.
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Spectre 111.97: Spectre HMBC (600 MHz, CD30D) du composé Ag /16/23.

1623 E
ﬁi?VIBCGP H'2/CH3‘1 10
r20
H-2/C-6
r30
H '2/C'1 40
= — — Lso
60 g
= — r70
H-1°/C-2 = == 5o
—
r90
100
H-2/C-1°
r110
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.50 3.40 3.30 3.20 3.10 3.00

3.60
f2 (ppm)

Spectre 111.98: Spectre HMBC (600 MHz, CDs0OD) du composé Ag /16/23.
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Spectre 111.99: Spectre HMBC (600 MHz, CD30D) du composé Ag /16/23.

Toutes ces données spectrales et la comparaison avec celles de la littérature [18,19] méne a la
structure du composé Ag/16/23 indiqué ci-dessous et connu sous le nom : bornéol 2-O-g-D-

glucopyranoside.

HO

OH

OH

HO

Figure 111.16: Structure du composé Ag/16/13 : bornéol 2-O-B-D-glucopyranoside.
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Tableau I11.14: Données de la spectrométrie RMN *Het RMN 13¢ qu composé Ag /16/23

Position oH (ppm) J (Hz) oc (ppm)
1 - - 48.71
2 4.16 m 84.91
3a 2.18 m 36.05
3b 1.20 m
4 1.64 46.15
5a 1.75 m 28.55
5b 1.33 m
6a 2.12 m 26.91
6b 1.25 m
7 - - 49.33
R 4.26 d (7.8) 102.87
2’ 3.19 m 74.77
3’ 3.36 m 77.92
4’ 3.31 m 71.28
5 3.24 m 77.64
6’a 3.87 dd (11.8 ; 2.3) 62.35
6’b 3.69 dd (11.8 ;5.4)

CHs-8 0.91 s 13.56

CH3-9 0.90 S 19.31

CHs-10 0.90 S 20.16

111.2.2 Identification des produits isolés de la phase n-butanol :

111.2.2.1.Détermination structurale du composé Ag /48/6 :

HO

OH
OH
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L’analyse du spectre de masse a haute résolution (HRESI-MS) enregistré en mode négatif
(Spectre 111.100), montre la présence d’un ion a m/z = 427.1967 [M-H] orientant vers la

formule brute C21H3209 pour cette molécule qui doit contenir ainsi six insaturations.

AGA2-E #151-1564 HT: 1.47-1.51 AV 4 N 201E4
F: FTMS- ¢ ESl Full me2 472.00@xid26.00 [120.00-500.00]
427 1967
=7
C21Hz1 09

155 198.8148
3 =7
103 2452044 287.3151 2302202 220.5802 4515112

31425716 1822421 1943526 2247935 =7 2794847 =7 z=7 =z z=7 4957411
= CaHz2z Ng =7 C501N CisHO5MNz CaHO1wNs Coo He1 Nz =7

] =z =7 =7 =7

T I A T A A I O T T T [T [NE T Y T

140 1680 180 200 220 240 280 280 200 220 240 280 220 400 420 440 480 480 8500
mz

Spectre 111.100 : Spectre HR-ESI-MS du composé Ag/48/6.

Le spectre RMN *C du composé Ag/48/6 (Spectre 111.104) révéle la présence des signaux de
carbones osidiques entre 60.0 et 100.0 ppm.

La présence d’une unité osidique est clairement observée sur le spectre RMN *H qui montre
un ensemble de signaux identifiés par les taches de corrélations visualisées sur les spectres
COSY et HSQC on observe en effet :

Un signal sous forme d’un doublet (J= 7.7Hz) d’intégration 1H localisé a 6n=4.12 ppm (6c=
99.8 ppm), attribuable au proton anomérique d'un sucre relié a I’aglycone par un pont
oxygeéne. D’aprés la valeur de la constante de couplage (J = 7.7 Hz), cette entité peut étre un
glucosyle ou un galactosyle avec une configuration [ entre le sucre et la génine. Cette valeur

indique également une interaction trans - di-axiale entre H-I ‘et H-2'.

A partir du proton anomérique H-1' identifié précédemment, le spectre COSY permet de
localiser le H-2' résonant sous forme d'un triplet a 3.24 ppm (J= 8.5 Hz ; 6¢c = 74.6ppm). Ce
dernier permet de localiser le proton H-3' a dn 3.33 ppm (6¢c =77.9 ppm) (recouvert

partielement par le pic du solvant). Toujours sur le spectre relatif a 1’expérience COSY, ce
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proton H-3' corréle avec le proton résonant sous forme d'un triplet a o4 3.31 (J= 8.5 Hz ; 6c
=71.4 ppm) attribuable & H-4". La multiplicité de ce signal triplet et la valeur de la constante
de couplage ( 8.5 Hz) supposent des interactions axiale-axiale entre H-3'/H-4"; H-4'/ H-5' et
indiquent une orientation axiale de H-3', ce qui oriente vers un groupement
glucopyranoside.L’attribution de H-4' permet a son tour de localiser H-5' sous forme d’un
multiplet a 3.19 ppm (6c = 77.7 ppm). Ce dernier noyau (H-5") méne a I’attribution de H-6'a &
3.90 ppm sous forme de doublet de doublets (J=12.0; 45 Hz) et H-6'b & 3.69 ppm dd
(J=12.0; 6.0Hz ; 6¢c = 62.5 ppm).

H- .
-1 H-6'a . oo
'6 b H_5|
ég;\? 6/Cosy 2.9
H-6'a/ H-5'
\ H-3'/ H-4" j"‘ TH-5
H-1"/ H-2" \
H'6.b/ H'5' / H_l5/ H_6lb :3.5
H-2'/H-3' 5
H-5/H-6'a |
4.2 4‘.1 4‘.0 3‘.9 3‘.8 3“.7 3‘?2 (ppm?"s 3‘.4 3‘.3 3‘.2 3‘.1 3‘.0 2‘.9

Spectre 111.101 : Spectre COSY (600 MHz, CD3s0D, & ppm) du composé Ag /48/6.
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Spectre 111.102: Spectre RMN H (600 MHz, CD3;0D, & ppm) du composé Ag /48/6.
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Spectre 111.103 : Spectre HSQC (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag/48/6.
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En faisant abstraction des signaux de la partie osidique, les spectres des expériences RMN
13C, HSQC et HMBC montrent:

>

>

Trois groupements méthyle a 6¢c = 12.6 ; 10.9 et 17.2 ppm.
Trois groupements CH» dont :

3 CH2 non oxygénés a 6c =23.9 ; 36.9 et 36.3 ppm.

Six groupements CH dont :

1 CH éthylénique a 6 ¢=130.2 ppm.

3 CH oxygénés a dc =66.9; 83.8 et 82.4 ppm. Le déplacement chimique de ce dernier

est caractéristique d’un CH de fermeture d’une lactone sesquiterpénique.
2CH non oxygénés a 6c=49.3 et 42.8 ppm.
Trois carbones quaternaires dont :

1C a 6 180 ppm caractéristique d’un carbonyle d’une y-lactone sesquiterpénique a, -

insaturée.
Un Cqa 6c=135.5 ppm attribuable & un carbone éthylénique.

1Cq a 8¢c=63.16 ppm attribuable a un carbone oxygéné.

Ag 48 6/C13
13c

3000

2500

anmun|

T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10
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Spectre 111.104: Spectre RMN **C (150 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/84/6.
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Spectre 111.105: Spectre RMN *3C (150 MHz, CD3s0OD, & ppm) étalé du composé Ag/48/6.
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Spectre 111.106: Spectre RMN 3C (150 MHz, CDsOD, § ppm) étalé du composé Ag/48/6.
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Le spectre RMN du proton ‘H enregistré dans le CDsOD (Spectre 111.107) de ce composé
montre un doublet d’intégration 3H a 6n 1.29 ppm (J=6.9Hz) correspondant & un groupement
CHs. La multiplicité du signal du méthyle (doublet) est en faveur d’un carbone qui porte un
hydrogene voisin a ce méthyle. Le carbone du groupement CHs est attribué au C-13. La
constante de couplage signalée plus haut est attribuée a I’interaction des protons du

groupement CHs avec 1’hydrogene en position 11.
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Spectre 111.107: Spectre RMN H (600 MHz, CD3;0D, § ppm) du composé Ag /48/6.

Sur le spectre COSY les protons du méthyle montrent une tache de corrélation avec le proton
d’un CH résonant sous forme d’un multiplet a 3y = 2.51 ppm (8¢ 42.8 ppm) attribuable a H-
11. Ce dernier montre une tache de corrélation avec le proton apparaissant sous forme d’un
multiplet a 6n = 2.15 ppm qui ne peut étre attribué¢ qu’a H-7, grace au spectre HSQC on reléve

dc-7 2 49.3 ppm.

Toujours sur le spectre COSY, le proton H-7 montre des taches de corrélations avec trois autres
protons, la premicre avec un proton dont le signal apparait sous forme d’un triplet a 6 4.04
ppm (t; J=8.4 Hz). D’aprés sa multiplicité et son déplacement chimique, ce noyau ne peut
étre que H-6.Les deux autres taches de corrélations concernent deux protons portés par le

méme atome de carbone (dc = 36.3 ppm) sur le spectre HSQC, les signaux de ces deux
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protons qui ne peuvent étre que H-8b et H-8a apparaissent sous forme d'un multiplet a on

2.02 ; 2.15 respectivement.

L’attribution de H-6 et sa corrélation sur le spectre HSQC (Spectre 111.111) avec le carbone

du CH a 6c = 82.4 ppm dont la valeur du déplacement chimique est caractéristique du point de

fermeture d’une ylactone, indique que cette lactone sesquiterpenique est fermée en C-6.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons proposer I’entité reportée dans la figure 111.7.

11
12

(0]

Figure 111.17: Structure partielle du composé Ag /46/6.
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Spectre 111.108 : Spectre COSY (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag/48/6.
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Toujours sur le spectre COSY, les deux protons H-8a et H-8b montrent une tache de
corrélation avec le proton apparaissant sous forme d’un doublet (J=9.2 Hz) & 61 = 4.40 ppm
qui ne peut étre attribué qu’a H-9. Grace au spectre HSQC on reléve dc-o @ 83.8 ppm, la
multiplicité de H-9 (doublet) et la valeur du déplacement de son carbone C-9 (d¢ = 83.8 ppm)
orientent bien vers une oxygénation a ce niveau et d’autre part vers la présence d’un carbone
quaternaire en position vicinale soit en position C-10. En effet, sur le spectre HMBC (Spectre
[11.115), les protons H-8a et H-8b montrent des corrélations avec le carbone quaternaire

éthylénique a d¢ = 133.5 ppm que nous pouvons alors attribuer a C-10.

Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 111.114), les deux protons H»-8 et H-9 montrent des
taches de corrélation avec les protons du groupement méthyle résonant sous forme de singulet
a on =1.77 ppm (dc =10.9 ppm) indiquent qu’il est en position C-10. Ceci est appuyeé par la
multiplicité du signal de ses protons. Le carbone de ce groupement méthyle est numéroté C-
14 d’apres la numérotation adoptée pour les squelettes sesquiterpéniques. Sur le méme spectre
HMBC, le H-9 et les protons du groupement méthyle en position C-14 correlent avec le
proton du groupement CH éthylénique résonant sous forme d’un doublet de doublets (J = 12.5
; 3.6 Hz) a 61 = 5.59 ppm (6c = 130.2 ppm) attribuable au proton H-1.

Les valeurs du déplacement chimique de C-10 et C-1, imposent la présence d’une double
liaison entre C-10 et C-1. La présence du groupement méthyle en C-10 est d’ailleurs
confirmée sur le spectre COSY (Spectre 111.108), ou I’on reléve un couplage a longue distance

entre les protons de ce méthyle et le proton H-1.

Ainsi a ce stade de 1’établissement de la structure du composé Ag/48/6, La présence de la
double liaison entre C-1 et C-10 et le  groupement méthyle en C-10 a permis de

mettre en évidence un squelette sesquiterpénique de type germacranolide.
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Spectre 111.109 : Spectre RMN H étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/48/6.

Un retour vers le spectre COSY (Spectre 111.108), la localisation de H-1 méne a celle de H-2b
a 6= 2.24 ppm sous forme de multiplet et a celle de H-2a résonnant ppm sous forme d’un
doublet de quadruplets a 6= 2.62ppm (J =12.6 ; 4.6 Hz), ces deux protons corrélant sur le
spectre HSQC avec le méme carbone a dc =23.9 ppm (C-2). De méme, Dattribution de ces
derniers noyaux permet grace toujours a 1I’analyse du spectre COSY de localiser les signaux des
protons H-3a et H-3b résonant sous forme de deux multiplets a 64 = 1.25 et 2.15 ppm (3¢ =
36.9ppm) respectivement.

Par ailleurs et toujours grace au spectre COSY (Spectre 111.108), I’attribution de H-6 mene a
la localisation de H-5 sous forme d'un doublet (J=8.8 Hz) a 64=2.81 ppm, la multiplicité de
H-5 oriente vers un C-4 quaternaire. Le spectre HSQC permet la localisation de C-5 a oc =

66.9 ppm.
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Spectre 111.110 : Spectre RMN H étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/48/6.

——Ag 48 6/2

H-6/C-6

H-9/C-9 =
e
JV
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9
f2 (ppm)

90

f1 (ppm)

100

110

120

130

140

~150

Spectre 111.111 : Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/48/6.
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Spectre 111.112 : Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/48/6.

Un examen approfondi du spectre HMBC, permet de repérer une tache de corrélation entre le
proton H-5 et le carbone quaternaire a 6¢c 62.6 ppm. Ce carbone ne peut étre que le C-4.Vu les
valeurs des déplacements chimiques de C-4 et C-5 et la formule brute de cette molécule
notamment le nombre d’atomes d’oxygeéne et le degré d’instaurations, suggérent la
présence d’une fonction époxyde entre ces positions.

Sur le méme spectre HMBC, le carbone (C-4) montre a son tour une tache de corrélation avec
les 3H du groupement méthyle a én = 1.39 ppm (8¢ = 17.2 ppm) permettant I'emplacement de

ce dernier sur ce carbone quaternaire. Ce groupement méthyle ne peut étre que C-15.

Toujours sur le spectre relatif a I’expérience HMBC on observe une tache de
corrélation entre H-1" et le carbone a 83.8 ppm C-9 indiquant que le glucose est fixé sur la génine

en position 9.

A ce stade de notre analyse, hous sommes donc en présence d’une lactone sesquiterpénique de type

germacranolide substitué en C-9 par un groupement glucopyranoside.
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Spectre 111.113 : Spectre HMBC (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag/48/6.
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Spectre 111.114 : Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag/48/6.
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Spectre 111.116 : Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/48/6.
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L’ensemble de cette analyse mene a la structure plane reportée dans la figure 111.18.

HO

OH
OH

Figure 111.18: Structure plane du composé Ag/48/6.

La stéréochimie de C-5, C-6 et C-7 est déduite des valeurs des constantes de couplage
relevées dans les signaux de H-5, H-6 qui montrent des interactions trans diaxiales entre H-5,

H-6 et H-6, H-7. Ceci confere des orientations o pour H-5, p pour H-6 et o pour H-7.

La stéréochimie du carbone C-9 est établie grace a la valeur de la constante de couplage
relevée dans le signal de H-9. En effet le signal de H-9 apparait sous forme d’un doublet (9.2
Hz), comme ce proton est couplé aux deux protons de la positionC-8, il est clair que la valeur
9.2 Hz résulte d’une intéraction de couplage axial-axial, qui ne peut exister que si H-9 est en

position axiale soit une orientation a.. Par conséquent le groupement glucopyranoside admet

une orientation f.

En ce qui concerne la configuration de la double liaison entre C-1 et C-10, elle est déduite

trans, vu la valeur inférieure a 20 ppm du déplacement chimique du carbone du CHz-14 [20].

Ces stéréochimies sont toutes confirmées par le spectre ROESY (Spectre 111.117) qui montre

en particulier : des taches de corrélation NOE entre H-5 et H-7, H-9.
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Spectre 111.117 : Spectre ROESY (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag/48/6.

L’ensemble de ces données méne a la structure reportée dans la figure 111.19. 11 s’agit du 9p-

hydroxy-118, 13-dihydroparthenolide-9-O-p-D-glucopyranoside. Cette molécule est

nouvelle, elle est décrite pour la premiére fois dans la littérature.

HO

OH
OH

Figure 111.19: Structure du composé Ag/48/6 : 9p-hydroxy-11g, 13-dihydroparthenolide-9-

O-p-D-glucopyranoside.
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Tableau 111.15: Données de la spectrométrie RMN *Het RMN 13¢ qu composé Ag/48/6.

Position on (m, J Hz) oc (ppm)
1 5.59(1H,dd,12.5;3.6) 130.2
2a 2.62(1H,dq,12.6;4.6) 23.9
2b 2.24(1H,m)
3a 2.15(1H,m) 36.9
3b 1.25(1H,m)

4 - 62.6
5 2.81(1H,d,8.8) 66.9
6 4.05(1H,t,8.4) 82.4
7 2.15(1H,m) 49.3
8a 2.15(1H,m) 36.3
8b 2.02(1H,m)

9 4.40(1H,d,9.2) 83.8
10 - 135.5
11 2.51(1H,m) 42.8
12 - 180
13 1.29(1H,d,6.9) 12.6
14 1.77(3H, s) 10.9
15 1.39(3H, s) 17.2
1" 4.12(1H,d,7.7) 99.8
2' 3.24 (1H;t,8.5) 74.6
3 3.33 (1H,m) 77.9
4" 3.31(1H 1,8.5) 71.4
5' 3.19(1H ,m) 777
6'a 3.90(dd,12.0;4.5) 62.5

6'b 3.69(dd,12.0;6.0)

111.2.2.2.Détermination structurale du composé Ag /48/10 :

HO

o (0]

OH
OH
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L’examen du spectre de masse a haute résolution du composé Ag /48/10 montre la présence
d’un méme ion quasi-moléculaire correspondant a la méme formule brute C;1H3109 que le composé
Ag /48/6.

Une analyse comparative entre les données spectrales de la RMN *H et °C, (tableau-17), des
composés Ag /48/10 et Ag /48/6, montre qu’il s’agit de deux structures identiques, la seule
différence observé c’est au niveau de signal H-9 qui apparait sous forme d’un doublet a 4.35
ppm (3¢ = 77 ppm)avec un constant de couplage J=5.7 Hz caractéristique d’un H-9 de
stéréochimie B, soit une position equatoriale. La stéréochimie de cette molécule est confirmee
par le spectre ROESY qui montre des taches de corrélation NOE entre les protons du méthyle-
14, H-6 et H-9.
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Spectre 111.118 : Spectre HR-ESI-MS du composé Ag/48/10.

185



Chapitre 111 Résultats et discussions

ag 48 10_2D

90

[~ 8E+06

2294.24

=
2

=
83

512,

g

N R N A [ se+06

/
X
/
J
\

[~ 7E+06

[~ 6E+06

- 6E+06

- 6E+06

[~ 5E+06

~4E+06

~4E+06

[~ 4E+06

~3E+06

~2E+06

[~ 2E+06

- 2E+06

1E+06

[~ 5E+05

Spectre 111.119: Spectre RMN H (600 MHz, CD30D, § ppm) du composé Ag /48/10.
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Spectre 111.120: Spectre RMN H étalé (600 MHz, CD3sOD, & ppm) du composé Ag /48/10.
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Spectre 111.121: Spectre RMN H étalé (600 MHz, CD3sOD, & ppm) du composé Ag /48/10.
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Spectre 111.122: Spectre RMN H étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /48/10.
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11.123: Spectre HSQC (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /48/10.
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Spectre 111.124: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /48/10.
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Spectre 111.125: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /48/10.
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Spectre 1V.126: Spectre HMBC (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /48/10.
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Spectre 1V.127: Spectre RMN 13C étalé (150 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/48/10.
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Spectre 111.128 : Spectre ROESY (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/48/10.
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L’ensemble de ces données méne a la structure reportée dans la figure 111.20. 11 s’agit du a-

hydroxy-118, 13-dihydroparthenolide-9-O-g-D-glucopyranoside. Cette molécule est

nouvelle, elle est décrite pour la premiére fois dans la littérature.

HO

o) Q

OH

OH

Figure 111.20: Structure du composé Ag/48/10 : 9a-hydroxy-11p,13-dihydroparthenolide-

9-O-p-D-glucopyranoside.

Tableau 111.15: Données de la spectrométrie RMN * H et RMN 13C du composé Ag/48/10.

Position on (m, J Hz) dc (ppm)
1 5.73 (1H, dd, 12.6, 3.8) 124.1
2a 2.56 (1H, m) 24.3
2b 2.22 (1H, m)
3a 2.14 (1H, m) 375
3b 1.28 (1H, m)

4 - 62.8
5 2.91 (1H,d )9) 67
6 4.04 (1H,t,9.1) 82.9
7 2.68 (1H, m) 42.6
8a 2.33 (1H, m) 32.8
8b 1.96 (1H, m)

9 4.35 (1H, d, 5.7) 7
10 - 135
11 2.45 (1H, m) 42.6
12 - 180.3
13 1.30 (1H, d, 6.9) 13.1
14 1.75 (3H, s) 16.3
15 1.36 (3H, s) 16.9
1 4.42 (1H, d, 7.6) 100.8
2' 3.29 (1H,dd, 9.0, 7.4) 75.2
3 3.39 (1H,t, 8.9) 77.6
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111.2.2.3.Détermination structurale du composé Ag /48/13 :

OH
OH

OH

OH

Le spectre de masse (SMHR) en mode d’ionisation éléctrospray négatif obtenu pour le

produit Ag /48/13, donne un pic quasimoléculaire [M-H]~ de masse exacte m/z=385.1945

permettant ainsi de déduire une formule brute de C19H300s pour cette molécule et une masse

de 386 Da avec 5 instaurations.
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Spectre 111.129 : Spectre HR-ESI-MS du composé Ag/48/13.
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L’examen des spectres RMN *H (spectre 111.131), RMN *3C (spectre 111.134), HSQC (spectre
111.133), COSY (spectre 111.132) révele la présence des signaux caractéristique d'un

groupement hexose, qui peuvent étre répartis comme suit :

Un signal sous forme d’un doublet (J= 7.7Hz) d’intégration 1H localis¢ a d4=4.36 ppm,
attribuable au proton anomérique; porté par le carbone résonant a dc= 102.74 ppm. Les
valeurs des déplacements chimiques de ce proton et son carbone orientent bien vers une
jonction O-B-glycoside. La valeur 7.7 Hz de la constante de couplage, indique également une

interaction trans - di-axiale entre H-I 'et H-2'.

Deux signaux d’intégration 1H pour chacun, attribuables respectivement a H-6'b, H-6'a & 61 =
3.87 ppm (dl, J= 11.8 Hz) et 6 = 3.65 ppm (dd, J = 11.8, 4.8 Hz), portés par le carbone

résonnant a 6¢c= 62.83 ppm.

A partir du proton anomérique H-1' identifié précédemment, le spectre COSY permet de
localiser le H-2' résonant sous forme d'un triplet a 3.19 ppm (J= 7.7Hz ; &¢c = 75.25ppm). Ce
dernier permet de localiser le proton H-3"a dn 3.35 ppm (3¢ = 78.02 ppm) .Le spectre relatif a
I’expérience COSY montre également des taches de corrélation entre les protons H-6'a et H-
6" b et le proton résonant sous forme d’un multiplet a a dn = 3.24 ppm attribuable a H-5' (6¢
=77.28 ppm). L’attribution de H-5' permet a son tour de localiser H-4' sous forme d’un triplet
a3.27 ppm (J=8.4Hz ; ¢ = 71.66 ppm).La multiplicité du signal de H-4' (t) et la valeur de la
constante de couplage (8.4 Hz) supposent des interactions axiale-axiale entre H-3'/H-4' et H-
4'/H-5'" et indiquent des orientations axiales de H-3"', H-4' et H-5' ce qui oriente vers un

groupement glucopyranoside.
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Spectre 111.130: Spectre RMN H (600 MHz, CD3;0D, & ppm) du composé Ag /48/13.
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Spectre 111.133: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD3OD, 6 ppm) du composé Ag /48/13.

En faisant abstraction des signaux de la partie osidique, les spectres des expériences RMN

13C, HSQC et HMBC montrent :

+ 4 groupements méthyles a 5c =19.54 ; 21.17 ; 23.41 et 24.67 ppm.
+ 4 carbones quaternaires parmi lesquels un carbonyle d’une cétone conjuguée a dc
=200.01ppm et trois autre a 42.42 ; 80 ; 167.26 ppm.
+ 4 groupements CH dont :
e 1CH oxygénéadc=78.12;
e 3 CH éthyléniques a 127.18 ; 131.55 et 135.28 ppm.
+ 1 CH2 a 8¢ =50.69 ppm.
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Spectre 111.134: Spectre RMN 3C (150 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/48/13.

L’analyse simultanée de spectres RMN*H (Spectre 111.135) et HSQC (spectre 111.136) de ce
composé, montrent la présence de deux singulets d’intégration 3H chacun caractéristiques de
deux groupements methyles a oy =1.05 ppm (8¢ = 23.41 ppm) et o1 =1,06 ppm (oc = 24.67
ppm). Sur le spectre HMBC (Spectre 111.137), les deux méthyles montrent des taches de
corrélation avec le carbone quaternaire résonant a 6c 42.42 ppm ; cette situation suppose
qu’ils sont tous les deux portés par le méme atome de carbone qui doit étre quaternaire vu la
multiplicité des signaux de ces deux méthyles. Nous numéroterons ce carbone quaternaire C-
l.

Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 111.137), les deux groupements méthyles montrent des
corrélations avec les protons du groupement CH2 résonant sous forme de deux doublets a &
2.54 (J=16.9 Hz) et 6 2.17 ppm (J = 16.9 Hz), grace au spectre HSQC on reléve le carbone
de ce méthyléne a 6c =50.69 ppm. Nous numéroterons le carbone de ce méthylene C-2 et ses
protons H-2a et H-2b.

Sur le méme spectre HMBC, les deux protons du méthylene montrent des taches de
corrélation avec le carbone du carbonyle & 6c=200.01 ppm que nous pouvons alors numéroter
C-3. D’apres la valeur du déplacement chimique de ce carbonyle il s’agit d’un carbonyle de
cétone probablement conjugué avec une double liaison ceci est confirmé par la corrélation
entre un des protons meéthylene (61 =2.17 ppm) et le carbone du CH éthylénique résonant a o¢
=127.18 ppm (61 = 5.89 ppm). Nous pouvons alors numéroter le carbone de ce groupement

éthylénique C-4.
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Spectre 111.135: Spectre RMN H étalé (600 MHz, CD3sOD, & ppm) du composé Ag /48/13.
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Spectre 111.136: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /48/13.
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Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 111.137), le proton éthylénique H-4 montre des taches
de correlation avec le carbone du méthyle résonant sous forme d’un singulet a on =1.94 ppm
(6c = 19.54 ppm) et avec le carbone quaternaire a oc 167.26 ppm. Ceci suppose que le
groupement méthyle est porté par le carbone éthylénique a 6c = 167.26 ppm (C-5). La
présence de ce groupement CHsz en cette position est d’ailleurs confirmée par de corrélation
entre ce groupement et le carbone a dc = 167.26 ppm et le carbone du groupement CH
éthylénique a 6c =127.18 ppm .Cette analyse permet de proposer I’entité reportée dans la
figure 111.21.

Figure 111.21 : Structure partielle du composé Ag /48/13.

Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.56-3), Le proton H-4 et les protons du groupement CHz en
C-5 montrent des corrélations avec le carbone quaternaire résonant a 6c = 80 ppm.
D’aprés la valeur de son déplacement chimique ce carbone quaternaire est oxygéné. Nous le
numéroterons C-6. En effet, le spectre HMBC montre une tache corrélation entre C-6 et les
protons des méthyles portés par C-l. Cette corrélation signifie que le carbone C-6 est lié au

carbone C-1, Ceci permet d’avoir la fermeture du cycle comme le montre la figure 111.22

Figure 111.22 : Structure partielle du composé Ag /48/13.
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Spectre 111.137: Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /48/13.

Le spectre HMBC (Spectre 111.141) montre également des corrélations entre le carbone C-6 a
dc = 80 ppm et les protons éthyléniques a 6 =5.88 ppm (6c =131.55 ppm) et 5.87 ppm (6c
=135.28 ppm) signifiant la substitution de ce cycle en C-6 par une double liaison. Nous

numérotons les carbones éthyléniques C-7 et C-8.

Sur le spectre COSY (Spectre 111.140), le proton H-8 montre une tache de corrélation avec le
groupement CH résonant sous forme d’un multiplet a én = 4.44 ppm (d¢c =78.12 ppm). Nous
pouvons alors numéroter le carbone de ce groupement méthyne C-9. Sur le méme spectre
COSY, le proton H-9 montre une tache de corrélation avec les protons du groupement
méthyle résonant sous forme d’un doublet (J = 6.3 Hz) & 61 = 1.31 ppm (8¢ = 21.17 ppm).Ce

couplage permet d’attribuer ce groupement CHs a la position C-10 de cette molécule.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons proposer 1’entité reportée dans la figure 111.23.
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Figure 111.23 : Structure partielle du composé Ag /48/13.

Le spectre HMBC permet de positionner le groupement glucopyranoside précédemment
invoqué en position C-9 (6¢c =78.12 ppm) grace a la corrélation observée entre le proton

anomérique H-1'et le carbone C-9.
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Spectre 111.138: Spectre RMN H étalé (600 MHz, CDsOD, & ppm) du composé Ag /48/13.
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Spectre 111.139: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD3OD, 6 ppm) du composé Ag /48/13.
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Spectre 111.140: Spectre COSY étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /48/13.
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Spectre 111.141: Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /48/13.
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Spectre 111.142: Spectre RMN *C (150 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag/84/13.
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Spectre 111.143: Spectre RMN *°C (150 MHz, CDs0D, & ppm) du composé Ag/84/13.

Toutes ces données spectrales et la comparaison avec celles de la littérature [21] nous
permettent de proposer pour le composé Ag/84/13 la structure (6S,9R)-9-O- B- D-
glucopyranosyloxy-6-hydroxy-3-0xo-a-ionol, appelée également (6S, 9R)-roseoside. Il a été
isolé antérieurement des espéces Corchorus olitorius (Tiliaceae) [22] et Eriobotrya japonica
(Rosaceae) [23]. Ce composé est connu par ses activités biologiques intéressantes :

antihistaminique [22] et antitumorale [23].

OH
OH

OH

OH

Figure 111.24: Structure du composé Ag/48/13 (6S, 9R)-roseoside.
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Tableau 111.17: Données de la spectrométrie RMN 1 H et RMN 3C du composé Ag/48/13.

Position | éx (M, J Hz) oc (ppm) Position oH (m, J Hz) oc (ppm)
1 - 42.42 11 1.05s 23.14
2a 2.17 (d, 16.9) 12 1.06 s 24.67
2b 2.54 (d, 16.9) 13 1.94s 19.54
3 - 200.01 Glucose

4 5.89 127.18 1 4.63 (d,7.7) 102.74
5 - 167.26 2' 3.19(t, 7.7) 75.25
6 - 80 3 3.35m 78.02
7 5.88 131.55 4 3.27 (t, 8.4) 71.66
8 5.87 135.28 5 3.24m 77.28
9 4.44 m 80 6'a 3.65 (dd, 11.8 ; 4.8)

10 1.31(d, 6.3) 21.17 6'b 3.87 (dlI, 11.8)

111.2.2.4.Détermination structurale du compose Ag /52/10 :

OCH,

OH
HO HO

L’analyse des spectres RMN 1H enregistré dans CDsODdu composé Ag /52/10 (Spectre
[11.144) montre une grande similitude structurale, notamment au niveau de la génine, avec le

composé Ag /10/12 déja identifié. En fait, le spectre RMN *H montre les signaux suivants :

» Un doublet d'intégration | H, a 61 =7.96 ppm (J= 1.6 Hz) attribuable a H-2".

» Un doublet de doublets d'intégration 1 H, a 61 =7.66 ppm (J= 8.4 ; 1.6Hz) attribuable a
H-6'".

» Un doublet d'intégration 1 H, a 61 =6.93 ppm (J= 8.4Hz) attribuable a H-5'. Ces
signaux indiquent qu’il s’agit d’une disubstitution du noyau B.

» Un singulet d'intégration 1H a én =6.55 ppm attribuable & H-8.
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» Deux singulets d’intégration 3H chacun a on = 3.91 et 3.97 ppm attribuables aux

protons de deux groupements OCHa.

La différence entre les composés Ag /52/10 et Ag /10/12 réside donc au niveau de la partie

osidique. En effet, le spectre RMN !H permet d’observer deux signaux caractéristiques de
protons anomeres a 64 =4.55ppm (d, J = 1,4 Hz) et 64 =5.28ppm (d, J = 7.4 Hz) indiquant la

présence de deux unités osidiques, ainsi que les autres signaux de ces deux sucre entre dH =

3.2- 3.9 ppm. La présence d’un groupement méthyle a 6n 1.12 ppm (d, J = 6.2 Hz) observe sur

le spectre RMN !H et la constante de couplage du premier proton anomeére (d, J = 1.4 Hz)

montre clairement qu’une des deux unités osidiques est un rhamnose.
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Spectre 111.144: Spectre RMN H (400 MHz, CD3sOD, & ppm) du composé Ag /52/10
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Spectre 111.146: Spectre RMN *H étalé (400 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /52/10.
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L’examen du spectre HSQC (spectre 111.147) et son étalement (spectre 111.148) permettent de
localiser les noyaux C-2', C-5', C-6' et C-8 du noyau flavonique a oc (114.52 ; 115.63 ; 123.4
et 94.6 ppm) respectivement et les carbones des méthoxyles a oc (56.25 et 60.55ppm)

respectivement.

Le méme spectre permet également d’attribuer les carbones osidiques d¢c 103.91 ppm, 73.5
ppm, 76.84 ppm, 71.6 ppm, 77.7 ppm et 67.9 ppm attribuables respectivement aux carbones
C-1", C-2", C-3", C-4", C-5" et C-6" qui sont caractéristiques des carbones d’un glucose selon
la littérature . Ainsi les carbones osidiques du rhamose résonnant & d¢c 102.1 ppm, 71.22 ppm,
75.5 ppm, 71.6 ppm, 69.37 ppm et 17.54 ppm sont attribuables aux carbones C-1", C-2", C-
3", C-4™, C-5" et C-6".
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Spectre 111.147: Spectre HSQC (400 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /52/10.
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Spectre 111.148: Spectre HSQC étalé (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /52/10.
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Spectre 111.149: Spectre HSQC étalé (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /52/10.
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L’interprétation du spectre HMBC montre une tache de corrélation entre le proton anomérique
du glucose a dn =5.28ppm et le carbone a dc =133.2 ppm attribué au carbone C-3. Ce qui

permet de placer le substituant glucose sur le carbone C-3.

Sur ce méme spectre on observe une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1" a
dn 4.55 ppm du rhamnose avec le carbone C-6" a 6c 67.94 ppm du glucose, menant ainsi a

une jonction entre I’oxygeéne en C-6" avec le C1".
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Spectre 111.150: Spectre HMBC (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /52/10.
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Spectre 111.151: Spectre HMBC étalé (400 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /52/10.
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Spectre 111.152: Spectre HMBC étalé (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /52/10.
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L'ensemble de ces données et la comparaison avec celles de la litterature [24] mene a la

structure reportée dans la Figure 111.25. Il s'agit de la spinacetine 3-O-rutinoide.

OCH,

OH

HO HO

Figure 111.25: Structure du composé Ag/52/10 spinacetine 3-O-rutinoide.

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composeé Ag/52/10 sont regroupés
dans le tableau 111.18.

Tableau 111.18: Données de la spectrométrie RMN ' H et RMN *C du composé Ag/52/10.

Position | 1 (M, J Hz) dc (ppm) Position oH (m,JHz) | dc (ppm)
2 - 156.82 1" 5.27(d;7.4) |103.9
3 - 133.2 2" 3.28 m 73.5
4 - 179.85 3" 3.40 m 76.84
5 - 153.5 4" 3.51m 71.78
6 - 130.37 5" 3.48 m 7.7
7 - 156.82 6" 3.45, 3.85 67.9
8 6.555 94.6 1 455(d;1.4) [1021
9 - 151.26 2" 3.28 m 71.22
10 - 103.9 3" 3.50 75.5
1 - 121.52 4™ 3.63 71.6
2' 7.96 (d ; 1.6) 114.52 5™ 3.44m 69.37
3 - 146.2 6" 112(d;6.2) |17.35
4 - 148.38 OMe-6 3.91s 60.55
5' 6.93(d; 8.4) 115.63 OMe-3' 3.97s 56.25
6' 7.66 (dd ; 1.6,8.4) | 1235
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111.2.2.5.Détermination structurale du composé Ag /58/6 :

=

L’analyse du spectre de masse a haute résolution enregistré en mode ESI (-) (Spectre 111.150),
montre la présence d’un ion a m/z = 397.10 [M-H]™ orientant vers la formule brute C17H2009

pour cette molécule contenant 8 insaturations.

AG-58-6 #5-10 RT: 0.04-0.08 AV: 6 NL: 1.01E6
T: FTMS - ¢ ESI Full ms [130.00-500.00]
367.10
C17H19Og

1005
957
go—f
85
80
75
707
65
607
55—? 255.23

B C16H3102
50
a5
40—?
35
309
25

339.20

20*; 283.26 Ci15H31 08

191.06 241.22 C1gHss O3

153 C7H11 06 CisH29 02 311.17

Ci13H27 08

3 269.25
10 171.14 Ci17H33 02

Ci10H19 O2

213.19

Ci13H25 02
198.87 ‘
\‘l \‘ g L

- 143.11
JCsHi1502 ‘
4

g

@

‘ 364.64 385.34 426.96

| L L | L C27H4s O CiaHsO13 45951 478.80 498.78
t i b T L e e s S S s e s s s L e e e T B mE o e e e e B I B
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z

Spectre 111.150 : Spectre HR-ESI-MS du composé Ag/48/13.

L’examen du spectre RMN *H (Spectre 111.151) et son étalement (Spectre 111.152) montre la

présence de trois protons d’un noyau aromatique résonant sous forme :
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% Un doublet d’intégration 1H (J =1.9Hz), indicateur d’un couplage méta a on

=7.21 ppm.

X/
°e

Un doublet dédoublé (J = 8.1 Hz ; J = 1.9 Hz), indicateur d’un couplage ortho et
d’un couplage méta a 61 = 7,09 ppm.

% Un doublet d’intégration 1H a dx = 6.83 ppm (J = 8.1 Hz), indicateur d’un
couplage ortho.

Les valeurs des déplacements chimiques de ces protons ainsi que celles des constantes de
couplage orientent vers la présence d'un cycle aromatique tri substitué en méta et en para.
Ce spectre montre également :

+ un singulet d’intégration 3H a 8n = 3.91 ppm correspondant a un groupement O-CHs.

+ Deux signaux sous forme d’un doublet d’intégration 1H chacun a 6.41 ppm et 7.65
ppm avec une constante de couplage (J = 15.9 Hz) caractéristique d’un groupement
CH=CH de configuration trans. Ceci est confirmé par les taches de corrélations se

trouvant sur le spectre COSY.
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Spectre 111.151: Spectre RMN H (600 MHz, CD3s0D, § ppm) du composé Ag /58/6.
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Spectre 111.152: Spectre RMN H étalé (600 MHz, CD3sOD, & ppm) du composé Ag /58/6.
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Spectre 111.153: Spectre COSY étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /58/6.
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L’examen du spectre HMBC (Spectre 111.155) montre une tache de corrélation nette entre le
premier proton éthylénique a 6n=7.65 ppm (dc 146.43 ppm) et le carbone du carbonyle a dc=
168.90 ppm et une autre tache entre le deuxiéme proton éthylénique a on= 6.41 ppm (dc
115,67 ppm) et le carbone aromatique quaternaire non oxygéné a dc= 127.51 ppm. Ces deux
corrélations indiquent clairement que la double liaison est liée d’une part au groupement
carbonyle et d’autre part au cycle aromatique. La numérotation du cycle aromatique se fera a
partir de ce carbone quaternaire porteur de la double liaison C1', nous pouvons donc
numéroter les carbones porteurs des protons précédents par C-2', C-5'et C-6' et le CH lié au

cycle aromatique par C-7' et le deuxieme CH par C-8'.

L'examen du spectre HSQC (Spectre 111.154) permet de localiser C-2'a 6c = 111.85 ppm ; C-
6'a dc =123.87 ppm ; C-5'a dc = 116.42 ppm.

ag586/2 =95

H'2l/C'2' H_5'/C_5' H_8I/C_8' r100

H-7'/C-T"

H
w
o

1 (ppm)
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r160

r165

T T T T T T T T T T T T T T T T
7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1
f2 (ppm)

Spectre 111.154: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /58/6.

Sur le spectre HMBC (Spectre 111.155), le proton H-5" montre une tache de corrélation avec le
carbone aromatique oxygéné a oc = 149.23 ppm attribuable a C3'. Ce dernier carbone C-3’
montre une corrélation avec les protons du groupement OCH3, cette observation permet de
placer ce méthoxyle en cette position. Par ailleurs, les protons H-2' et H-6" corrélent avec le

méme atome de carbone résonant a & = 150.24 ppm, attribuable par conséquent au carbone C-
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4'. La valeur du déplacement chimique de ce carbone C-4' impose une hydroxylation de ce

noyau.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons proposer 1’entité reportée dans la figure 111.26.

H-7v/c-2 H-ocgr  H-61C-2"
-5'/C-1' H-8'/C-1'
—— H-7C8 =" | = .
HZC'7 H.6'/C-7" o
HTice.. X : e H_f,/c_g. I
H-7'/C-4" ,
T H-2'/C-4' H-5'/C-3'
H'?I/C'g' 190

f2 (ppm)

Spectre 111.155: Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /58/6.

Le spectre de RMN H (Spectre 111.156) de cette molécule montre également des signaux

caractéristiques des protons de 1’acide quinique [25] :

+ Un doublet de doublet intégrant pour 1H a 54 =3.69 ppm (J= 9.9 ; 3.2 Hz) attribuable
aH-4.
+ Un multiplet intégrant pour 1H a 8= 4.12 ppm attribuable a H-3.
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+ Un doublet de triplet intégrant pour 1H a 84 = 5,41 ppm (J = 11.7; 9.9; 4.9 Hz)
attribuable a H-5.

+ Des multiplets d’intensité 4H entre 61 = 2.01 ppm et 51 = 2.16 ppm attribuables aux protons
H-2ax, H-6ax et H-2eq, H-6eq.

Cette attribution est confirmée par le spectre COSY (Spectre 111.157) qui montre des
corrélations entre les protons H-2ax/H-2eq et H-3, H-3 et H-4, H- 4 et H-5, H-5 et H-6ax/H-

6eq.
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I 340
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Spectre 111.156: Spectre RMN H étalé (600 MHz, CD30D, & ppm) du composé Ag /58/6.
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Spectre 111.157: Spectre COSY étalé (600 MHz, CDs0D, & ppm) du compose Ag /58/6.
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Spectre 111.158: Spectre HSQC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /58/6.
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Spectre 111.159: Spectre HMBC étalé (600 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé Ag /58/6.

La valeur du déplacement chimique de H-5 suffit pour placer le groupement féruloyle en C-5
[25].

Ces données, en accord avec celles de la littérature [26], nous ont permis d’identifier le composé

Ag/58/6 comme étant I’ acide 5-O- féruloylquinique.

Figure 111.27: Structure du composé Ag/58/6 acide 5-O- féruloylquinique.
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Tableau 111.19: Données de la spectrométrie RMN ! H et RMN *C du composé Ag/58/6.

Position oH (m, J H2) oc (ppm)

1 - 77.45
2ax 2.04 39.25
2eq 2.15

3 412 m 72.94

4 3.69 (dd 9.9; 3,2) 74.98

5 5.41 (dt; 11.7; 9.9; 4.9) 72.35
6ax 2.01 40.53
6eq 2.13

7 - 181.91

1 - 127.51

2 7.21(d; 1.9) 111.85

3 - 149.23

4 - 150.24

5 6.83(d; 8.1) 116.42

6' 7.09 (dd; 8,1;1,9) 123.87

7 7.65 146.43

8' 6.41 115.67

9 - 168.90

OMe-3' 3.91s 56.10

I11.3.Résultats des activités biologiques :

111.3.1.Dosage des polyphénols et des flavonoides des extraits de T. ciliatus :

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des extraits : acétate d’éthyle et n-butanol
de cette plante ont été exprimées en microgramme d'équivalent d'acide gallique par
milligramme d'extrait (ug EAG/ mg d’extrait) pour les polyphénols et en microgramme
d'équivalent de quercétine par milligramme dextrait (ug EQ/ mg d’extrait) pour les

flavonoides et ils sont reportés dans La figure présenté 111.28.
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Figure 111.28 : Les teneurs des composés phénoliques et des flavonoides d'extraits acétate
d’éthyle et n-butanol de thymus ciliatus.
Les résultats du dosage des polyphénols totaux et flavonoides révelent que 1’extrait acétate
d’éthyle de la plante thymus ciliatus est le plus riche en polyphénols totaux (576.66+£29.50 ug
EGA/mg d’extrait) et en flavonoides (30.83+0.124ug EQ/mg d’extrait) que celui de I’extrait
n-BuOH qui présente des teneurs en polyphénols (238.66+38,65 ng EGA/mg d’extrait) et en
flavonoides (26.24+1.87 EQ/mg d’extrait).
Plusieurs facteurs peuvent affecter la teneur en composés phénoliques. De nombreuses études
ont montré que les facteurs géographiques, climatiques, génétiques, niveau de maturité a la
récolte, la période de stockage et la technique d’extraction employée ont une forte influence
sur le contenu en polyphénols [27, 28]. La grande diversité structurelle des composés
phénoliques et des flavonoides leur a permis de posséder de nombreuses activités biologiques
telles que leur capacité a piéger les radicaux libres.
111.3.2.Activité antioxydante des extraits de T. ciliatus :
L’étude portée sur 1’évaluation de I’activité anti-oxydante des différents extraits des parties
aériennes de 1’espéce étudiées vis-a-vis du radical libre DPPH, montre que les extraits
acétate d’éthyle et n-butanol ont manifesté un bon effet scavenger avec I1Cso= 11.05 pg/ ml et
ICso= 12.74 pg/ ml respectivement par apport au témoin positif qui est le Vitamine C (ICso=
5 ug/ ml).

221



Chapitre 111 Résultats et discussions

Cette bonne activité anti-oxydante de 1’espéce étudiée est expliquée par la richesse de cette

plante en composés phénoliques qui sont des composants antioxydants puissants [29].

120 - == n-butanol =li—acetate d'ethyle Vitamine C

100 -

80 -

60

% d'inhibition

40 -

20

0 'v T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Concentration (Lig/ml)

Figure 111.29:L activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle et n-butanol et la vitamine
C vis-a-vis de radical libre DPPH. Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type (n =
3).

111.3.3.Activité antioxydante des extraits d’Asteriscus graveolens :

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer ’activité antioxydante des extraits acétate
d’éthyle et n-butanol d’Asteriscus graveolens.

111.3.3.1.Activité anti radicalaire DPPH :

L’activité anti-radicalaire du DPPH a éte évaluée par spectrophotométrie selon a la méthode

décrite par (Blois 1958). Le a-tocophérol, BHT et le BHA sont utilisés comme standards

antioxydants.
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o-Tocopherol W///% 13,02+2,17
BHA 4+ 6,14+0,41

ICso (ng/mL

Figure 111.30:Les valeurs ICso de ’effet scavenger de DPPH des extraits ACOEt, n-BuOH et
des standards. Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écrat type (n=3).

D’aprés la figure 111.30; D’extrait acétate d’éthyle a montré une excellente activité
antiradicalaire avec une 1Cso= 12.63+0.24 pg/ ml, méme supérieure a celle des standards BHT
(ICs0=12.99+0.41 g/ ml) et 1’a-tocophérol (ICso= 13.02+5,17 pg/ ml). Par contre 1’extrait n-
butanol a manifesté une faible activité antioxydante (ICs0=74.06+5.41 pg/mL) en comparant
avec I’extrait acétate d’éthyle et a celle des standards utilisés. Les résultats obtenus ont permis
de classer les extraits et les standards en fonction de leur ICso comme suit: BHA: 6.14+0.41 >
EtOAc 12.63+0.24BHT: 12.99+0.41> a-Tocopherol : 13.02+5,17 >, n-BuOH 74.06+5.41
pg/mL.
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Figure 111. 31 : L’effet scavenger de DPPH des extraits AcOEt, n-BuOH et des standards.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + écrat type (n=3).

111.3.3.2.Test de blanchissement du B-caroténe :

Les résultats obtenus montrent que 1’effet des deux extrait EtOAc et n-BuOH ont apaisé
I’auto-oxydation du B-caroténe par les hydroperoxydes d’une maniére comparable jusqu’ la
concentration de 400 pg/mL. Mais a partir de ce seuil, I’effet de I’extrait EtOAc devient plus
prononcé que celui de ’extrait n-BuOH. A 800 pg/mL, I'inhibition de 1’oxydation du B-
carotene par les extraits EtOAc et n-BuOH atteignit successivement 63.38+0,20 et 70.28+2,06

% (Figure 111.32).

Tableau 111.20. Inhibition du B-caroténe par les extraits d Asteriscus graveolens.

Cocentration | gop¢ n-BuOH BHT BHA
(Mg/mL)
0 0 0 0
125 0 0 88.29+0.10 | 93.48+0.44
25 4,98+197 | 3,08t0,12 |91.70%0.36|95.52+0.33
50 047382 | 131#407 |93.65+0.3096.34+0.55
100 11,54+3,87 | 598+1,17 |93.68+0.46 |97.5640.19
200 26,84+3,61 | 26,60+1,81 |94.49+0.0797.64+2.22
400 43524340 | 43,40+565 |94.88+0.10]97.85+0.32
800 63,38:0,20 | 70,28+2,06 |95.58%0.19] 99.66+0.52

224



Chapitre 111 Résultats et discussions

100 | 97,56 97,64 97,85 = —o—n-BuOH
95,58
r.’ga_,; 4% 94,88 —e—EtOACc
20 | BHT
—_ —o—BHA
S’S
S 60 |
=
2
L
£ a0
20 |
0 'y 1 1 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentration (ug/mL)

Figure 111.32 : I'inhibition de la peroxydation lipidique des extraits EtOAc, n-BuOH et des

standards. Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écart type (n=3).

111.3.4.Activité cytotoxique :

L'activité cytotoxique des extraits acétate d’éthyle et n-butanol (de 0.400 a 0.050 mg/mL) et
de quelques produits isolés (del.0 a 0.01 mg/mL) d’Asteriscus graveolens a été réalisée contre
deux variétés de cellules tumorales humaines (carcinome HCT116 et adénocarcinome
colorectal DLD1), et dans une variété de cellule normale (fibroblaste cutané humain primaire,
HDFa) en utilisant le test MTT (3 (4,5- dimethylthiazol-2-yl) - bromure 2,5-
diphenyltetrazolium).Les composés sesquiterpéniques concernés par 1’évaluation de leur
activité cytotoxique sont reportés dans le tableau 111.21.

On constate, a partir de ce tableau, que I'extrait acétate d’éthyle présentait un effet cytotoxique
plus efficace avec des valeurs de ICso= 89.4 et 167.1 pug /mL que l'extrait n-butanol (ICso
=204,6 et 296,0 pug / mL) vis-a-vis des lignées cellulaires HCT116 et DLD1 respectivement.
En revanche, le 9a-hydroxyparthenolide (ICsp= 335 et 389 pg /mL) et 9 B
hydroxyparthenolide (ICso = 32.6 et 34.9 pg /mL) étant le plus actif, suivi par le
sesquiterpéne acyclique 7,12-dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6)E-dehydronerolidol avec des
valeurs de 1Cso = 98.0 et149.3 ug /mL isolés de I’extrait AcOEt. La forte activité de 1’extrait
acétate d’éthyle serait due & la présence de ces composes.

Les deux composés, 9B -hydroxy-11 B,13-dihydroparthenolide-9-O- f -D-glucopyranoside
(ICs0= 412.2 et 562.5 pg /mL) et 9a-hydroxy-11p,13-dihydroparthenolide -9-O- B -D-

glucopyranoside (ICso =359.8 et 728.1 mg/mL), isolés tous deux de I’extrait n-butanol, ont
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manifesté un activité cytotoxique moins efficace par rapport au 9- a hydroxyparthénolide

(environ 10 fois sur HCT116 et 18 fois sur DLD1) . En comparant les résultats de ces

composés avec ceux du 9a-hydroxyparthenolide et 9B-hydroxyparthenolide aux quels ils sont

structurellement liés, on constate que L'absence de I’ unité a -méthylene-y-lactone dans les

deux nouveaux composés sesquiterpéniques réduit l'effet cytotoxique et cela conformément

aux resultats de la littérature [30]. Aucun effet cytotoxique n'a été observé dans les

fibroblastes primaires ( HDFa) jusqu'a 0,050 mg / mL pour les extraits et 1,0 mg / mL pour les

COMPOSES purs.

Tableau 111.21 : L’activité cytotoxique d’extraits et des produits de I’espéce A. graveolens

HCT1162 (ug /mL) DLD1P (ug /mL)
EtOAC 89.4+26 167.1+£7.3
n-BuOH 204.6 £10.3 296.0 £9.9
7,12-dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6)E- 149.3+5.6 98.0+£8.7
dehydronerolidol
4 on 15 oH

8 2

9 1
Hom,¢~ TN
9B -hydroxy-11 B,13-dihydroparthenolide-
9-O- B -D-glucopyranoside.

HO
OH
OH 4122 +12.1 562.5 + 13.6
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Tableau 111.21 : L’activité cytotoxique d’extraits et des produits de I’espéce A. graveolens

(suite).
9a-hydroxy-113,13-dihydroparthenolide - | 359.8 + 11.5 728.1+19.2
9-O- B -D-glucopyranoside

HO,
OH
OH
9a-hydroxyparthenolide 389+1.3 335+£1.9
(=)H
349+1.2 32621

Note:
a- ligne cellulaire du cancer du cdlon humain.

b- lignée cellulaire d'adénocarcinome colorectal humain.
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Introduction :

Les plantes produisent naturellement des substances actives permettant de se protéger des
insectes, de maladies ou d’attaques extérieures. De celles-Ci ont été tirées les huiles
essentielles. L’utilisation des huiles essentielles en parfumerie, dans les rituels religieux, en
cuisine avec les herbes dites aromatiques, en cosmétologie, et en thérapeutique est avérée

depuis I’ Antiquité.

Selon la Commission de la Pharmacopée Européenne, une huile essentielle est un
« produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une
matiere premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans
chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par
un procédé physique n’entralnant pas de changement significatif de sa

composition » [1].

Les huiles essentielles sont dotées d’un trés grand nombre de composant chimiques, qui leur
conferent leurs différentes propriétés et éventuelles toxicités. On peut diviser ces composants
chimiques en deux grands groupes: le groupe majeur des terpénoides et le groupe des

composes aromatiques qui sont des dérives du hénylpropanoides [2].

Actuellement, pres de 3000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles environ 300
présentent une importance commerciale dans le cadre d’applications pharmaceutiques,

cosmétiques, alimentaires, agronomiques ou dans le domaine de la parfumerie [3,4].
IV.1.Les travaux antérieurs sur les huiles essentielles du genre Thymus :

Un grand nombre d’espéces du genre Thymus ont déja fait I'objet d'études chimiques sur les
huiles essentielles. Le thymol et le carvacrol sont les principaux composés phénoliques
trouvés dans les huiles essentielles de ce genre, ainsi que le p-cymene, le 1,8-cinéole, le
linalool et d’autres monoterpénes. Les especes peuvent étre regroupées selon des chémotypes

le thymol et son isomere le carvavrol avec d’autres composés.

+ Chémotypel : Huile riche en thymol et/ou carvacrol.

+ Chémotype2 : Huile riche en p-cyméne et/ou y-terpinéne.
+ Chémotype 3 : Huile riche en p-phéllandrene.

+ Chémotype 4 : Huile riche en o-terpinéol.

231



Chapitre IV Analyse GC et GC/MS de [huile essentielle de Thymus ciliatus

+ Chémotype 5 : Huile riche en linalool.

+ Chémotype 6 :
+ Chémotype 7 :
+ Chémotype 8 :
+ Chémotype 9 :

Huile riche en bornéol/1,8-cinéole.

Huile riche en camphre.

Huile riche en géraniol.

Huile riche en o-terpinéne, B-O-cymeéne.

Le tableau 2 rapporte les composants majoritaires des huiles essentielles de quelques espéces

du genre Thymus.

Tableau 1V.1. Composants majoritaires (%>5,0) d’huiles essentielles du genre Thymus.

Espece Composants Pourcentage | Origine Réf
majoritaire (%)

T. numidicus Thymol 40.4 Algérie Y. Messara
Carvacrol 13.37 2018 [5]

T. praeocox Thymol 48.10 Turquie Auvci et al.,
Carvacrol 22.20 2011 [6]

T. lanceolatus Thymol 80.2 Algérie Nouasri et al.,
Carvacrol 6.25 2015 [7]

T. Thymol 28.5 Chine Yang et al.,

quinquecstatus Carvacrol 114 2004 [8]

T. guyonii Thymol 21.2 Zeghib et al
Carvacrol 55.6 Algérie 2018 [9]
O-cymeéne 9.7
d-terpinéne 5.7

T. capitatus Carvacrol 81.2 Espagne Casiglia et al.
p-Cymene 22.8 2015 [10]
y-Terpinéne 34.4

T.pallescens Thymol 7.5 Algérie Benchabane et
Carvacrol 68.2 al., 2015 [11]
p-Cymeéne 10.3
y-Terpinéne 9.1
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Tableau 1V.1. Composants majoritaires (%>5,0) d’huiles essentielles du genre Thymus

(suite).

T. broussonetti Thymol 60.5 Maroc El-ouariachi et
p-Cymene 8.5 al., 2014 [12]
y-Terpinéne 9.5

T. zygiodes Thymol 19.5 Grece Tzakou et al.,
p-Cymene 19.4 2008 [13]
y-Terpinéne 17.2

T. vulgaris Thymol 32.67 Iran Moghtader
Carvacrol 8.32 2012 [14]
p-Cymene 16.68
y-Terpinéne 12.65

T. persicuss Thymol 10.38 Iran Meshkatalsadat
Carvacrol 25.71 et al.
B-Phéllandrene 11.62 2006 [15]
y-Terpinene 5.63
1,8-Cinéole 5.24

T. longicaulis Thymol 15.26 Kosovo Hatipi et al.,
Carvacrol 12.65 2013 [16]
B-Phéllandrene 19.07
a-Terpinéol 14.23
Linalool 9.63

T. daenensis Géraniol 66.8 Iran Sababhi et al.,
Acétate de géranyl | 13.9 2013 [17]

T. vulgaris Carvacrol 57.3 Iran Abdeni et al
Thymol 10.67 2014 [18]
Linalool 11.8

T. numidicus Thymol 54.1 Algérie Benayache et
Linalool 54 al., 2014
p-Cymeéne 15.3 [19]

T. fedisehenkoi Linalool 63.77 Iran Khorshidi et
a-Terpinéol 10.17 al., 2014 [20]
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Tableau 1V.1. Composants majoritaires (%>5,0) d’huiles essentielles du genre Thymus

(suite).

T. zyqgis Thymol 23.8 Ibérie Gongalves et
Carvacrol 25 al., 2010 [21]
Linalool 30
Géraniol 19.8
Acétate de géranyl | 20.8

T. eriocalyx Thymol 79 Turquie Kucukbay et
Bornéol 11.9 al.,
1,8-Cinéole 9.8 2010 [22]

T. palludis camphre 18.9 Maroc Elbouchttaoui
Bornéol 36.6 et
a-Terpinéol 10 al., 2014 [23]

T. ciliatus Thymol 44.2 Maroc El Ajjouri et
a-Terpinéne 12.3 al., 2010 [24]
B-O-Cymene 25.8

T.algeriensis Camphre 15.7 Algérie Hamdani et al.,
Bornéol 28 2015 [25]
Camphéne 20.9

T. glabrescens Géraniol 55.5 Roumanie | Pavel et al.,
Acétate de néryl 11.1 2010 [26]
B-Bisaboléne 6.7

T. citriodorus Géraniol 45.5 Iran Omidbaigi et
Géranial 13.9 al., 2005
Néral 10.1 [27]
Nérol 5.2

IV.2.Extraction de I’huile essentielle de Thymus ciliatus (Desf):

Les parties aériennes de la plante ont été soumises a une distillation par entrainement a la
vapeur dans un appareil Kaiser Lang pendant trois heures. L'huile essentielle obtenue a été
recueillie et séchée avec du sulfate de sodium anhydre, puis conservée a 4 ° C jusqu'a son

analyse. Le rendement des huiles a été calculé par rapport au poids sec de la plante.
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IV.3.Analyse GC et GC/MS de I’huile essentielle :
IVV.3.1.Analyse GC-FID :

L’huile essentielle a été analysée sur un appareil de type Agilent (GC-FID) Modéle 6890 A,
équipé d'une colonne capillaire HP-5MS (5% -diphényle- 95%- diméthyl polysiloxane
(longueur : 25 m, et de 0,25 mm de diameétre intérieur. L'épaisseur du film est 0,25 um)),
programmé de 50°C (5 min) a 250°C a 3°C/min et maintenue pendant 10 min. Les
températures de I'Injecteur et du détecteur a ionisation de flamme étaient de 280 et 300°C,
respectivement. L’huile essentielle a été diluée dans de l'acétone a 3,5% (v/v) et lul a été
injecté en mode split (1/60),’hélium a été utilisé comme gaz vecteur (1,0 ml/min). Les
solutions d’alcanes standards (C8 a C20) ont été analysées dans les mémes conditions pour le

calcul des indices de rétention (IR) en utilisant 1’équation de Van del Dool et Kratz.
IV.3.2.Analyse GC/MS

La spectrométrie de masse a eté effectuée sur un ensemble chromatographe phase gazeuse —
spectrometre de masse Agilent (CG-SM) Modéle 7890/5975, équipé d’une colonne capillaire
HP-5MS (25 m x 0,25 mm, épaisseur du film 0,25 um) programmé avec les mémes
conditions que pour GC-FID. Le spectrométre de masse (MS) est en mode d’ionisation impact
électronique, énergie 70 eV et le multiplicateur d'électrons a 2200 V, la source d’ions et le
quadripdle du SM étaient a 230 et 180 °C, respectivement. Les données spectrales de masse
ont été acquises en mode balayagedans la gamme des m/z 33-450 Da. Les constituants de
I’huile essentielle ont été identifiés par comparaison de leurs spectres de masse et leur indices
de rétention (RI) avec ceux des composés de référence des banques de données telles que :
Adams [28] et Mc Lafferty et Stauffer [29]. Les proportions des composeés identifiés ont été

calculées par normalisation interne.
IV.4. Résultats et discussion

L’huile essentielle des parties aériennes de Thymus ciliatus (Desf) est obtenue par
entrainement a la vapeur, avec un rendement de 0,46 % (masse/masse, par rapport a la matiere

végeétale séche).

Cette étude a permis l'identification de 75 constituants correspondants a 95,57% de I'huile
totale. Les principaux constituants sont : elémol (6.80%), carvacrol (5.86%), y-muuroléne
(5.18%), B-sesquiphellandrene (5.09%), bicyclogermacrene (5.04%) , B-Pinéne (4.49%) et le

curcumene (4.20%). les autres constituants sont le 1,8 -cinéol (3.66%), p-eudesmol (2.92%),
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B-bisaboléne (2.81%), B-silinéne (2.75%), camphre (2.64%),germacrone ( 2.34%), a-
zingiberene( 2.12%), d-cadinene (2.08%), caryophyllene oxide (1.90%), spathulénol
(1.88%), Caryophylléene(E-) (1.88%), ar-tumérone (1.79%), a-Pinéne (1.52%) , limonéne
(1.52%) selina-4,11-diéne (1.46%), curzerénone (1.41%), germacrone B (1.37%), acétate de
bornyle  (1.31%), B-farneséne  (1.28%),bornéol  (1.23%), myrténal (1.16%),
zingiberenol(1.15%) et sabinene (1.13%).

La composition et les pourcentages des composants identifiés sont reportés dans le tableau
IV.2. Les composés sont classés par ordre de leur temps de rétention expérimental et de leurs
indices de rétention (IR).

Tableau 1V.2 : Composition de I'huile essentielle de Thymus ciliatus (Desf).

Ne RT R & Composés %

1 5.937 923 a-Thujene 0.15
2 6.108 931 a-Pinéne 1.52
3 6.108 947 Camphéne 0.39
4 6.579 951 Thuja-2,4(10)-diene 0.10
5 7.028 971 Sabinene 1.13
6 7.143 976 B-Pinéne 4.49
7 7.41 987 Myrcene 0.98
8 8.019 1014 a-teripinéne 0.15
9 8.201 1023 Ortho-cymeéne 0.40
10 8.299 1027 Limonene 1.52
11 8.37 1031 1,8 —cinéol 3.66
12 8.66 1044 B-Ociméne 0.38
13 8.922 1056 y-Terpinene 0.21
14 9.198 1069 Cis-sabienene hydrate 0.20
15 9.487 1082 Terpinoléne 0.07
16 9.811 1097 Linalool 0.40
17 9.941 1104 NI 0.13
18 10.362 1125 a-Campholénal 0.28
19 10.606 1138 Nopinone 0.10
20 10.661 1141 Trans-Pinocarveéol 0.64
21 10.76 1146 Trans-verbenol 0.94
22 10.791 | 1147 Camphre 2.64
23 1.982 1157 Sabina ketone 0.14
24 11.073 1162 Pinocarvone 0.56
25 11.281 | 1172 Bornéol 1.23
26 11.432 | 1180 Terpinén-4-ol 0.42
27 11.567 | 1187 p-Cymén-8-ol 0.18
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Tableau IVV.2 : Composition de I'huile essentielle de Thymus ciliatus (Desf) (suite).

28 11.719 1195 Myrténal 1.16
29 11.942 | 1207 Verbénone 0.43
30 12.158 1219 Trans-carveol 0.23
31 12.317 | 12228 NI 0.11
32 12.61 1244 Carvone 0.22
33 13.32 1283 Acétate de bornyle 1.32
34 13.628 | 1300 Carvacrol 5.86
35 14.146 | 1331 Bicycloeleméne 0.28
36 14.389 | 1345 d-Elemeéne 0.18
37 14.683 | 1362 Acétate de carvacrol 0.06
38 14901 | 1375 a-Copaene 0.43
39 14,994 | 1381 a-Elemeéne 0.03
40 15.042 | 1384 -Bourbonéne 0.38
41 15.122 | 1388 B-Eleméne 0.79
42 15.307 | 1399 Sesquithujene 0.63
43 15.423 1409 NI 0.14
44 15.645 | 1420 Caryophyllene(E-) 1.88
45 15.765 | 1428 v-Elemeéne 0.22
46 15.804 143 B-Copaéne 0.12
47 15.863 | 1434 a-Guaiene 0.15
48 16.114 1450 [B-Farneséne 1.29
49 16.221 | 1457 a-Humuléne 0.52
50 16.288 | 1461 Caryolphyllene 0.56
51 16.45 1471 Aristolochéne 0.17
52 16.486 | 1473 Selina-4,11-diene 1.46
53 16.607 1481 Curcumene 4.20
54 16.644 | 1483 y-Muuroléne 5.18
55 16.691 | 1486 NI 0.81
56 13.952 | 1491 B-Silinéne 2.75
57 16.804 | 1493 a-Zingiberene 2.12
58 16.864 | 1497 Bicyclogermacrene 5.04
59 17 1506 B-Bisabolene 2.81
60 17.111 | 1513 y-Cadinéne 0.36
61 17.175 | 1518 d-Cadinéne 2.08
62 17.264 | 1524 B-Sesquiphellandrene 5.09
63 17561 | 1543 a-Calacoréne 0.32
64 17.674 | 1551 Elémol 6.80
65 17.824 1561 Germacrone B 1.37
66 18.101 | 1579 Spathulénol 1.88
67 18.188 1585 Oxide de caryophyllene 1.90
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Tableau IVV.2 : Composition de I'huile essentielle de Thymus ciliatus (Desf) (suite).

68 18.38 1598 Trans-p-elemenone 0.15
69 18.419 | 1601 Curzerénone 1.41
70 18.515 | 1607 NI 0.23
71 18.605 | 1614 Zingiberenol 1.15
72 18.851 | 1631 NI 0.36
73 18.894 | 1634 v-Eudésmol 0.75
74 19.03 1644 a-muurolol 0.22
75 19.058 | 1645 Epi-a-muurolol 0.19
76 19.245 | 1659 -Eudesmol 2.92
77 19.309 1663 Ar-tumérone 1.79
78 19.663 | 1688 NI 0.90
79 19.768 1695 Germacrone 2.34
80 19.84 1701 NI 0.78
81 20.407 | 1742 6S,7R-bisabolene 0.84
82 20.467 | 1747 NI 0.91
83 20.651 1761 Aristolone 0.20
84 21.651 1836 | 2-Pentadecanone-6,10,14-trimethyl 0.46
Total 95.57
identifiés

TR : Temps de rétention

IR : Indice de rétention

a : Les composés sont énumérés dans l'ordre de leur IR

b : IR mesuré par rapport a n-alcanes (C8 a C20) (colonne HP-5 MS)

NI: Composés non identifiés

La composition de la présente huile est différente de celle rapportée antérieurement pour celle
de I’échantillon poussant a Batna (Algérie) qui est majoritairement composée du thymol
(79.1%) et p-cymene (5.6%) [30]. Les huiles essentielles de T. ciliatus de la région de Azrou
Maroc sont caractérisées par la présence de thymol (44,2%), B-E-ocimene (25,8 %) et o—
terpinéne (12,3 %) comme principaux constituants chimiques [31]. I’huile essentielle étudiée
par Ksouri et al ont montré que I’huile essentielle de cette espece originaire de Djebel
Haouara Guelma (Algérie) est dominée par le thymol (62.41%), p-cyméne (15.51%) et
carvacrol (6.12%)[32].Ghorab et al rapportent 28 composés représentant 98,49 % pour 1‘huile
essentielle de T. ciliatus de la région de Ain Mlila Oum EI Bouaghi (Algérie), cette huile est

majoritairement composée de thymol (54.98%), y-terpinene (11.33%), p-cymene (6.66%) et
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carvacrol (4.96%) [33]. Les essences de T. ciliatus originaires de Imilchil Maroc présentent
les mémes composés majoritaires, mais elles sont plus riches en carvacrol (26.2%) que en p-
cymeéne (19.6%), en plus du thymol (17.3%) et du vy -terpinéne (14.6%) [34]. Alors que le
carvacrol (80.3%) et le p-cymene (6.1%) sont les composés majoritairesde T. ciliatus de la
région de Tlemcen [35].

Nos résultats montrent la présence exclusive d’elémol (6.80%), %), y-muurolene (5.18%), B-
sesquiphellandréne (5.09%) et bicyclogermacrene (5.04%). Ces résultats (tableau 1V.2) ont
montré des différences significatives avec les études antérieures sur cette espece. Ces
principales composantes de notre échantillon semblent étre spécifiques a I'espéce Algérienne

et sont décrites pour la premiére fois dans I’espéce T. ciliatus.

Les variations rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles, du point de
vue qualitatif et quantitatif, peuvent étre dues a plusieurs facteurs tels que les paramétres
écologiques, a la partie de la plante utilisée, a 1’age de la plante et a la période du cycle
vegeétatif, ou méme a des facteurs genétiques [36-40].

Conclusion :

L'étude de la composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes de Thymus
ciliatus (Desf) a mené a I’identification de 75 constituants représentant 95,57% de I'huile
essentielle totale. Cette huile est majoritairement composée de :elémol (6.80%), carvacrol
(5.86%), y-muurolene (5.18%), B-sesquiphellandréne (5.09%), bicyclogermacréne (5.04%) ,
B-Pinéne (4.49%) et le curcuméne (4.20%).
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Conclusion générale

Le présent travail a été consacré a I’étude phytochimique et I’évaluation du potentiel
biologique de deux espéces végeétales algériennes Thymus ciliatus (Desf) et Asteriscus
graveolens (Forsk.) dc. appartenant aux familles Lamiaceae et Asteraceae respectivement
connues pour leur richesse en divers métabolites secondaires d’un grand intérét biologique,
ainsi que pour la bonne réputation de I’utilisation de ces plantes dans la médecine

traditionnelle locale.

L étude phytochimique réalisée sur I’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de la plante
Thymus ciliatus (Desf) a mené a l'isolement de 11 composés dont 7 ont été identifiés,I” un

entre eux a été isolé pour la premiére fois. Ces composeés identifies sont :

Quercétine
Taxifoline
Lutéoline

+
+
+
+ 5,3'-dihydroxy-7-(p-hydroxybenzoyl)-4'-methoxyflavone (nouveau)
+ I’acide rosmarinique

+ D’acide rosmarinique methyle ester

+

acide caféique

L’investigation phytochimique qui a porté sur les extraits acétate d’éthyle et n-butanolique de
I’espéce Asteriscus graveolens (Forsk.) dc. a permis d’isoler 16 composés, nous avons établi a
I’heure actuelle la structure de 10 composés, parmi lesquels trois ont des structures nouvelles

qui n’ont jamais été décrites dans la littérature. Il s’agit de :

9 B-hydroxyparthenolide

9 a-hydroxyparthenolide

spinacetin 3-O-3 glucopyranoside

7,12-dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6) E-dehydronerolidol (nouveau)

borneol 2-O-g-D-glucopyranoside
9p-hydroxy-118,13-dihydroparthenolide-9-O-B-D-glucopyranoside (nouveau)
9a-hydroxy-11p,13-dihydroparthenolide-9-O-B-D-glucopyranoside (nouveau)
(6S, 9R)-roseoside

spinacetin 3-O-rutinoide

FF F R F

acide 5-O- feruloylquinique
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L’identification structurale a été réalisée par I’analyse combinée des données spectrales
obtenues par des méthodes spectroscopiques RMN 1D (*H et C¥) et RMN 2D (COSY,
HSQC et HMB) de la spectrométrie de masse et de la spectrophotométrie UV-Vis, ainsi que

par la comparaison avec les données de la littérature.

La quantification des polyphénols et des flavonoides totaux des extraits ACOEt et n-BuOH des
parties aériennes de Thymus ciliatus (Desf) a montré que ’extrait acétate d’éthyle a une forte
teneur par rapport au ’extrait n-BuOH.Ces deux extraits ont manifesté une excellente activité

antioxydante viv-a-vis le radical libre DPPH.

L’activité antioxydante des extraits AcOEt et n-BuOH de ’espéce Asteriscus graveolens a été
évaluée par les méthodes du DPPH et celle de blanchissement du B-carotrene. Le meilleur
résultat a été obtenu pour ’extrait acétate d’éthyle notamment dans la méthode du DPPH ou

son effet est supérieur a cellui des standards BHT et 1’a-tocophérol.

L'activité cytotoxique des extraits acétate d’éthyle et n-butanol et de quelques produits isolés
d’Asteriscus graveolens a été réalisée vis a vis des lignées cellulaires humaine (HCT-116,
DLD1 et HDFa). Les résultats révelent que les extraits ACOEt ainsi que les produits isolés 9a-
hydroxyparthenolide, 9 B hydroxyparthenolide et 7,12-dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6)E-
dehydronerolidol ont montré une activité significative par rapport aux I’extrait n-BuOH et les
deux nouveaux composés 9B -hydroxy-11 f,13-dihydroparthenolide-9-O- f -D-
glucopyranoside 9a-hydroxy-11p,13-dihydroparthenolide -9-O- B -D-glucopyranoside.

La composition de TIhuile essenticlle des parties aériennes de I’espece T.
ciliatus (Desf) obtenue par entrainement a la vapeur d’cau, a été analysée par GC-FID et CG-
MS. Les composés majoritaires identifiés sont : elémol (6.80%), carvacrol (5.86%), y-
muuroléne (5.18%), PB-sesquiphellandréne (5.09%), bicyclogermacrene (5.04%), B-Pinéne
(4.49%) et curcumeéne (4.20%).
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Résumé

Ce travail est consacré a I’étude phytochimique et biologique de deux plantes médicinales
Algériennes Thymus ciliatus (Desf) et Asteriscus graveolens (Forsk.) dc. appartenant aux
familles Lamiaceae et Asteraceae ,respectivement. Cette étude a permis d’isoler vingt-sept
produits dont dix-sept ont été identifiés. Parmi les composés isolés, 5 sesquiterpenes dont 3
nouvelles, 6 flavonoides dont 1 nouvelle, 4 composeés phénoliques et 2 monoterpénes. Les
structures des produits isolés ont été élucidées principalement par la combinaison des
méthodes spectroscopiques : RMN 1 D et 2D (*H, ¥C, COSY, HSQC et HMBC),
spectrophotométrie UV, par la spectrométrie de masse a haute résolution et par la

comparaison avec les données de la littérature.

La quantification des polyphénols et des flavonoides totaux des extraits ACOEt et n-BuOH des
parties aeriennes de Thymus ciliatus (Desf) a montré que I’extrait acétate d’éthyle a une forte
teneur par rapport au I’extrait n-BuOH.Ces deux extraits ont manifesté une excellente activité

antioxydante viv-a-vis le radical libre DPPH.

L’activité antioxydante des extraits ACOEt et n-BuOH de I’espéce Asteriscus graveolens a été
¢évaluée par les méthodes du DPPH et celle de blanchissement du B-Carotrene. Le meilleur
résultat a été obtenu pour ’extrait acétate d’éthyle notamment dans la méthode du DPPH ou

son effet est supérieur a celle des standards BHT et I’a-tocophérol.

Les deux extraits et quelques produits isolés d’Asteriscus graveolens ont été testés pour leur
cytotoxicité vis a vis des lignées cellulaires humaine (HCT-116, DLD1 et HDFa). Les
résultats révelent que les extraits AcCOEt ainsi que les produits isoles 9 a-
hydroxyparthenolide, 9B-hydroxyparthenolide et 7,12-dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6) E-
dehydronerolidol ont montré une activité significative par rapport aux I’extrait n-BuOH et les

deux nouveaux cOmposes .

L’analyse de I’huile essentielle des parties aériennes de Thymus ciliatus (Desf) par GC-FID
et GC/MS a montré que cette huile est majoritairement composée d’ elémol (6.80%),
carvacrol (5.86%), y-muuroléne (5.18%), B-sesquiphellandréne (5.09%), bicyclogermacréne
(5.04%) , B-Pinene (4.49%) et curcuméne (4.20%).

Mots clés : Thymus ciliatus (Desf), Asteriscus graveolens (Forsk.) dc., Lamiaceae,
Asteraceae , sesquiterpénes, flavonoides ,composés phénoliques, monoterpénes,activité

antioxydante ,huile essentielle, cytotoxicité.



Abstract

This work concerned the phytochemical and biological study of two Algerian medicinal
plants Thymus ciliatus (Desf) and Asteriscus graveolens (Forsk.) dc. belonging to the families
Lamiaceae and Asteraceae ,respectively. This study led to the isolation of twenty seven
products from which seventeen were identified including. Among the isolated compounds, 5
sesquiterpenes from which 3 were new, 6 flavonoids which 1 is new, 4 phenolic compounds
and 2 monoterpenes. The structures of the isolated products were elucidated mainly by the
combination of spectroscopic methods mainly: NMR techniques (*H, $3C, COSY, HSQC and
HMBC), UV spectrophotometry, we also used high resolution mass spectrometry methods

and comparison with literature data.

The quantification of total phenols and total flavonoids contents of the EtOAc, nBuOH
extracts of the aerial parts of Thymus ciliatus (Desf) were determined, EtOAc extract had the
highest phenolic and flavonoid contents followed by n-butanol extract. This extracts showed

an excellent antioxidant activity by DPPH test.

The antioxidant activity of AcOEt and n-BuOH extracts of Asteriscus graveolens was
estimated by the DPPH test and B-Carotene bleaching assay. The best result was obtained for
the ethyl acetate extract, especially in the DPPH method, where its effect is greater than BHT

and a-tocopherol used as standards.

Both extracts and some isolated compounds of Asteriscus graveolens were tested for their
cytotoxic effect in human cancer cell lines (HCT-116, DLD1 and HDFa). The results indicate
that EtOAC extract and isolated compounds 9 a-hydroxyparthenolide, 9p-hydroxyparthenolide
et 7,12-dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6) E-dehydronerolidol showed significant activity compared

to the n-BuOH extract and and the two new compounds.

The chemical composition of the essential oil of aerial parts of Thymus ciliatus (Desf) Benth
studied by GC-FID and GC-MS showed that this oil is mainly composed of elemol (6.80%),

carvacrol (5.86%), y-muurolene (5.18%), B-sesquiphellandrene (5.09%), bicyclogermacrene (5.04%),
B-Pinene (4.49%) and curcumene (4.20%).

Keywords: Thymus ciliatus (Desf), Asteriscus graveolens (Forsk.) dc., Lamiaceae, Asteraceae,
sesquiterpenes,flavonoids, phenolic compounds,monoterpenes, Antioxidant activity , ,essential oil,

cytotoxic effect.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Asteriscus graveolens (Forsk) Less. is a Saharan medicinal plant of Received 17 July 2019
Asteraceae family. A new acyclic sesquiterpene [7,12-dihydroxy- Accepted 29 August 2019
6,7-dihydro-5,(6) E-dehydronerolidol (3)] and sesquiterpene
germacranolide lactone derivatives [9f8-hydroxy-11,13-dihydro-
parthenolide-9-O-B-D-glucopyranoside (7) and 9a-hydroxy-11,
13-dihydroparthenolide-9-O-B-D-glucopyranoside (8)] along
with eight known compounds were isolated from polar extracts
of aerial parts. Their structures were established by the analysis
of 1D- 2D-NMR and high-resolution mass spectrometry data.
A. graveolens extracts and compounds showed a significant
(P<0.05) and concentration dependent inhibitory effect on the
growth of Human Colon Carcinoma (HCT116) and Human
Colorectal Adenocarcinoma (DLD1) cells with IC5o in a concentra-
tion range from 89.4 to 296.0 ng/mL for extracts and from 32.6 to
728.1 ug/mL for compounds. No cytotoxic effects was evidenced
in normal Primary Human Dermal Fibroblast (HDFa) up to
0.050 mg/mL for extracts and 1.0 mg/mL for pure compounds.

KEYWORDS

Asteriscus graveolens;
Asteraceae; cytotoxicity;
sesquiterpenes
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1. Introduction

Asteriscus graveolens (Forsk) Less. [Syn. Bubonium graveolens, Buphthalmum graveolens
(Forsk.), Nauplius graveolens, and Bubonium odorum (Schoub.) (Hammoud et al. 2018)]
(Asteraceae family) is an herbaceous aromatic plant, growing in Saharan regions,
mainly in south-western of Algeria and Morocco. In northern Africa folk medicine the
specie is used for the treatment of fever, cephalic pains, bronchitis, but also as

CONTACT Teresa Mencherini @ tmencherini@unisa.it
@ Supplemental data for this article can be accessed at https://doi.org/10.1080/14786419.2019.1666390.
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stomachic agent. The infusion from the aerial parts is considered antidiabetic
(hypoglycemic), anti-inflammatory and applied for gastric and intestinal affections
(Ziani et al. 2015). Derivatives from A. graveolens are used as antioxidants and to
protect the damage caused by environmental pollution (Hammoud et al. 2018).

Previous phytochemical studies reported the isolation and identification from
Asteriscus genus of flavonoids (Ezzat et al. 2016), bisabolone hydroperoxides (Sarg
et al. 1994), and mainly sesquiterpene lactones with humulene and asteriscane
skeletons (Akssira et al. 2006; Hammoud et al. 2018). In this paper, the isolation and
identification of a new acyclic sesquiterpene (3) and two new sesquiterpene germacra-
nolide lactone derivatives (7 and 8) along with known compounds from polar extracts
of A. graveolens aerial parts is described. Moreover, the effect of extracts and pure
compounds on the growth of human colon cancer (HCT116) and human colorectal
adenocarcinoma (DLD1) cell lines was investigated.

2. Results and discussion

Aerial parts of A. graveolens (Forsk.) Less. were macerated at room temperature with
EtOH:H,0 (80:20 v/v) (three times, 48 h each time). After filtration, the filtrate was con-
centrated and dispersed with H,O. The resulting solution was extracted successively
with petroleum ether, chloroform, ethyl acetate (E), and n-butanol (B). E and B extracts
were fractionated and purified by a combination of chromatographic methods to
obtain three new sesquiterpenes (3, 7-8) (Figure 1) along with known compounds.
Compound 3, obtained as white amorphous powder, was assigned the molecular
formula C;sH,¢03 as determined by its negative HRESIMS data (m/z 253.1816 [M-H]").
The '"H NMR spectrum indicated the presence of five olefinic protons at 8y 5.96 (1H,
ddd, /=175, 10.8, 55Hz), 5.21 (1H, dd, J=17.5, 1.0Hz), 5.66 (1H, dt, J=15.7, 8.6 Hz),
558 (1H, d, J=15.7Hz), and 5.41 (1H, t, J=13.8, 6.5 Hz); three tertiary methyl groups
at oy 1.25 (3H, s), 1.28 (3H, s), and 1.66 (3H, s); a hydroxymethyl group at o4 3.92
(2H, brs), and three methylene groups at 6y 2.28 (2H, m), 2.09 (2H, m), and 1.56 (2 H,
m). The > C-NMR spectrum showed the signals of 15 carbons, of which six olefinic res-
onances at d¢ 148.1, 146.2, 135.4, 126.6, 123.9, and 112.0; three methyl groups at dc
27.7, 27.1, and 13.6; two oxygen-bearing sp> carbons at ¢ 74.1 and 72.8; a

OH

OH
OH

it

Figure 1. Chemical structures of compounds 3, 7-8 isolated from A. graveolens aerial parts.
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hydroxymethyl carbon at ¢ 68.7, and three methylene carbons at ¢ 45.9, 42.9, and
23.1. The 2 D-COSY spectrum allowed to establish the proton sequences of compound 3
by the correlations of the olefinic protons (H-5, 6y 5.66, and H-6, &y 5.58) with the
methylene proton (H-4, dy 2.28); the olefinic proton H-10 (54 5.41) with the methylene
proton H-9 (& 2.09), and of this with H-8 proton (3y 1.56); the olefinic proton H-2 (o
5.96) with the two protons H-1 (8 5.21 and 5.04). On the basis of the resonances of all
the proton and carbon signals (Table S1), assigned through the two-dimensional HSQC,
COSY, and HMBC data, it was concluded that the compound 3 is an isomer of the 7-
hydroxy nerolidol with a A®> double bond with trans configuration (Js¢=15.7 Hz) (Zdero
and Bohlmann 1989). Moreover, in the HMBC spectrum the long-range correlations
between the proton at 6y 3.92 (H-12) and the carbons at d¢ 13.6 (C-13), 1354 (C-11),
and 126.6 (C-10) allowed to place the hydroxymethyl group at C-12 (8¢ 68.7). In conclu-
sion, compound 3 was identified as 7,12-dihydroxy-6,7-dihydro-5,(6) E-dehydronerolidol.

Compound 7, obtained as white amorphous powder, showed a quasi molecular ion
peak at m/z 427.1971 for [M+ HJ in the HRESIMS, allowing the assignment of molecular
formula Cy;H3500. Analysis of 'H and '>C NMR data (Table S1) suggested a glycosidic
sesquiterpene lactone derivative of 9-hydroxy dihydroparthenolide. The '"H NMR spec-
trum of 7 revealed the presence of two tertiary methyls (64 1.39 and 1.77) and a sec-
ondary methyl group (34 1.29, d J=6.9 Hz), an olefinic proton at oy 5.59 (1H, dd, J=1.1
and 12.2Hz), an anomeric proton (64 4.12, d J=7.5Hz), three methylene groups (64
1.25, 2.15, 2.02, 2.24, and 2.62), and five methine groups (o4 2.15, 2.51, 2.81, 4.05, and
4.40) three of which (3 2.81, 4.05, and 4.40) bounded to an oxygen atom. The '*C NMR
spectrum showed, for the aglycon moiety, 15 signals that were correlated to the corre-
sponding proton chemical shifts from the HSQC experiment, leading to the identification
of the aglycon as 9B-hydroxy-11p,13-dihydroparthenolide (Ruangrungsi et al. 1988). In
the HMBC spectrum, the long range correlations confirmed the position of the double
bond in C1-C10, the hydroxyl group in C-9, the methyl groups in C-13, C-14, and C-15.
Moreover, the epoxy ring was placed in C4-C5 position for the correlation between H-5
(O 2.81) and C-4 (d¢ 62.6), C-3 (3¢ 36.9), and C-6 (5 82.4). The a-methyl-y-lactone unit
was placed at C6-C7 position by correlation between H-6 (84 4.05) and C-5 (¢ 66.9)
and between H-7 (8 2.15) and C-5 (d¢ 66.9). In the 2 D-ROESY spectrum, the presence
of NOE signals between H-9 (3y 4.40) and H-5 (3, 2.81) suggested that these protons
were oriented from the same side of the molecule and support their axial orientation
according to the observed coupling constants (H-9, &y 4.40, dd, Jg,0=9.7Hz and
Jgp,o=2.0Hz), as reported in the literature for similar molecules (Harvala et al. 2002). The
structure of the sugar moiety was deduced by using 1D TOCSY and 2D NMR experi-
ments, which indicated the presence of a B-glucopyranoside. The configuration of the
sugar unit was assigned by hydrolysis of 7 with 1N HCl. The HMBC correlation between
the anomeric proton (6, 4.12) and the carbon at 6. 83.8 showed the linkage of the B-D-
glucopiranose unit in C-9 position of the molecule. Therefore, compound 7 was identi-
fied as 9B-hydroxy-11p,13-dihydroparthenolide-9-O-3-D-glucopyranoside.

The chemical structure of compound 8 was determined by comparing its HRESIMS
and NMR data with those of compound 7. Compound 8 resulted an epimer in C-9 of
compound 7. The proton H-9 (5, 4.35, dd) showed in the 'H NMR spectrum coupling
constants Jg, o = 6.0 Hz and Jgg o = 1.0 Hz which demonstrated its equatorial orientation
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(Harvala et al. 2002). Moreover, in the 2 D-ROESY spectrum the NOE signals between
H-9 (84 4.35) and the methyl group in C-15 (34 1.75), and of the latter with the methyl
in C-14 (dy 1.36) were evident suggesting that these protons are oriented by the same
side of the molecule. Thus, compound 8 was identified as 9a-hydroxy-11p,13-dihydro-
parthenolide-9-O-B-D-glucopyranoside.

The structures of known compounds were elucidated as 9a-hydroxyparthenolide
(1), 9B-hydroxyparthenolide (2) (Sattar et al. 1996), quercetin 7-O-methylester (rhamne-
tin) (3) (Lee et al. 2008), borneol 2-O-B-D-glucopyranoside (5) (Guo et al. 2018), spina-
cetin 3-O-B-D-glucopyranoside (6) (Merfort and Wendisch 1987), roseoside (9) (Bhakuni
et al. 1974), spinacetin 3-O-rutinoside (10) (Bertrand et al. 2001), 5-O-feruloylquinic
acid (11) (Dokli et al. 2013) by comparison of experimental data (ESIMS and 'H and
3C NMR) with values reported in the literature.

Recent researches (Ziani et al. 2015; Tayeh et al. 2018) have demonstrated the cyto-
toxic activity of infusion, and ethyl acetate extract and fractions, rich in sesquiterpene
lactones, from A. graveolens in several tumoral cell lines. Moreover, some secondary
metabolites isolated in the present research from the polar extracts of A. graveolens,
such as 9a-hydroxypartenolide (1), 9B-hydroxypartartenolide (2), showed antitumor
activity (Sattar et al. 1996). Based on this evidence, the cytotoxic activity of A. graveolens
extracts (from 0.400 to 0.050 mg/mL) and isolated sesquiterpenes, 9a-hydroxypartheno-
lide (1), 9B-hydroxyparthenolide (2), and compounds 3, 7-8 (from 1.0 to 0.01 mg/mL)
was evaluated in Human Colon Carcinoma and Human Colorectal Adenocarcinoma
(HCT116 and DLD1) cells, and in a normal cell line (Primary Human Dermal Fibroblast,
HDFa) by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay
(Aissaoui et al. 2018). After 48 h of treatment, tested extracts and compounds showed
a significant (P < 0.05) and concentration dependent inhibitory effect on the growth of
the treated HCT116 and DLD1 cells. ICs, values, obtained from dose-response curves are
reported in Table S2. Extract E (ICso=89.4 and 167.1 pg/mL, respectively) was more
effective than extract B (IC5o=204.6 and 296.0 ug/mL, respectively) on both the cell
lines. 9a-hydroxyparthenolide (1) (ICso=33.5 and 38.9 ug/mL), 9B-hydroxyparthenolide
(2) (ICsp=32.6 and 34.9ug/mL), and the acyclic sesquiterpene 3 (IC5o of 98.0 and
149.3 ng/mlL, respectively), isolated from E, appear to be responsible for the different
activity of the two extracts of A. graveolens. Compounds 7 (ICso=412.2 and 562.5 ug/
mL) and 8 (ICso=359.8 and 728.1 ug/mL) showed a lower (about 10-fold on HCT116
and 18-fold on DLD1) cytotoxic activity, compared to 9a-hydroxyparthenolide (1)
and 9f-hydroxyparthenolide (2), to which they are structurally related. The lack of the
a-methylene-y-lactone unit, previously identified as a structural feature for the biological
activity of parthenolide derivatives, reduce the cytotoxic effect of the lactone sesquiter-
penes 7 and 8 (Parodi et al. 1987). No cytotoxic effect was observed in primary
fibroblasts up to 0.050 mg/mL for extracts and 1.0 mg/mL for pure compounds.

3. Experimental
3.1. Materials

Analytical grade ethanol, petroleum ether, chloroform, ethyl acetate, and n-buthanol,
pyridine, methanol deuterated, MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
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bromide], d-glucose authentic sample, and HPLC-grade methanol were purchased
from Sigma-Aldrich (Milan, Italy). HPLC-grade water (18 mQ) was prepared by a Milli-
Q50 purification system (Millipore Corp., Bedford, MA). Water and MeOH for the elec-
trospray ionization ESI-MS analysis were of HPLC supergradient quality (Romil Ltd.,
Cambridge, UK). HCT116 (Human Colon Cancer) and DLD1 (Human Colorectal
Adenocarcinoma) cell lines were obtained from the American Type Cell Culture (ATCC)
(Rockville, MD, USA). Primary Human Dermal Fibroblasts (HDFa), all reagents, and sup-
plements for cell cultures were obtained from Gibco Life Technology Corp. (Thermo
Fischer Scientific, Milan, Italy).

3.2. General experimental procedures

A Bruker DRX-600 NMR spectrometer (Bruker BioSpin, GmBH) operating at
599.19 MHz for 'H and 150.858 MHz for '3C, using the TopSpin 3.2 software package
(Bruker BioSpin), was used for NMR experiments in CDsOD. Chemical shifts are
expressed in & (parts per million) referring to the solvent peaks 6H 3.31 and &C
49.05 for CDs;0D, with coupling constants, J, in Hertz. Conventional pulse sequences
were used for 'H-'H 2D-COSY (COrrelation SpectroscopY), 'H-'>C  HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence), and HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation) experiments (Esposito et al. 2017), ESI-MS experiments were performed
with a Finnigan LC-Q Deca spectrometer (Thermoquest, San Jose, CA, USA), equipped
with Xcalibur 3.1 software (Thermoquest, San Jose, CA, USA). HRESIMS experiments
were carried out with a LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific, San Jose, CA). Optical
rotations were recorded with an Autopol IV Automatic polarimeter (Rudolph)
equipped with a sodium lamp (589 nm) and a 1dm microcell. GC analysis was per-
formed using a Dani GC instrument on L-CP-Chirasil-Val column (0.32mm x 25m)
working with the following temperature program: 100°C for 1 min, ramp of 5°C/min
up to 180°C; injector and detector temperature 200°C; carrier gas N, (2mL/min);
detector dual FID; split ratio 1:30, injection 5pL. Thin-layer chromatography (TLC)
analysis was performed with a precoated silica gel 60F,s, plates (Delchimica, Naples,
Italy), and the spray reagent cerium sulfate (saturated solution in dilute H,SO,4) and
UV (254 and 366 nm) were used for the spot visualization. Column chromatography
was carried out on silica gel 60 (40-230 mesh) (Merck KGaA, Darmstadt, Germania),
and semi-preparative HPLC separations were conducted on a Waters 590 series
pumping system, equipped with a Waters R401 refractive index detector and a
Rheodyne injector (100 uL loop), using Synergi Fusion C;g (250 x T0mm id. 4pum,
Phenomenex, Torrance, CA, USA) or Luna Cg (250 x 10.0 mm i.d., 10 um, Phenomenex,
Torrance, CA, USA) as column.

3.3. Plant material

Aerial parts of Asteriscus graveolens (Forsk.) Less. were collected in April 2017 in Biskra
province (Algeria), and identified by Professor Mohamed Kaabache (Setif 1 University).
A voucher specimen was kept at the Herbarium of the VARENBIOMOL research unit,
University of Constantine 1.
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3.4. Extraction and isolation

The dried aerial parts of A. graveolens (2000 g) were macerated at room temperature
with ethanol:water (80:20, v/v) for 48 h, three times. After filtration, the filtrates were
concentrated in vacuum at 35°C in a rotary evaporator obtaining the concentrate
extract. The extract was resuspended in water (800 mL) and partitioned with petrol-
eum ether (300mL), chloroform (3 x 300mL each), ethyl acetate (3 x 300mL each),
and n-buthanol (3 x 300 mL each) to yield 0.3,7, 10, and 17.5g of the respective resi-
dues. A portion of the ethyl acetate extract (E) (8 g) was subjected to silica gel column
chromatography eluted with a gradient of mixtures of chloroform/acetone and metha-
nol with increasing polarity to yield five major fractions from E (E;-Es) according to
their TLC profiles (CHCl3/MeOH 9:1). Fractions E; (26.2mg) and E, (265.9 mg) corre-
sponded to 9a-hydroxyparthenolide (1) and 9B-hydroxypartenolide (2), respectively. E;
(100.9 mg) was further purified by semi-preparative HPLC using MeOH-H,0 (65:35, v/v)
as mobile phase, yielding compound (3) (5.3 mg, tg 20 min), quercetin 7-O-methylester
(rhamnetin) (4) (3.9mg, tg 24 min), and borneol 2-O-B-D-glucopyranoside (5) (3.0 mg,
tr 33min). Fraction E; (180.3mg) was purified by semi-preparative HPLC using
MeOH-H,0 (60:40, v/v) to give quercetin 7-O-methylester (4) (4.8 mg, tg 28 min).
Fraction Es (301.4mg) was chromagraphed by semi-preparative HPLC using MeOH-
H,0 (45:55, v/v) to obtain spinacetin 3-O-3-D-glucopyranoside (6) (13.4 mg, tg 23 min).

A part of n-butanol extract (B) (10 g) was subjected to silica gel column chromatography
eluted with CHCl;/MeOH step gradients to yield four fractions four from B (B;-B,).
Fractions B; (345.3mg), B, (380.2mg), and Bs (231.7 mg) were separately chromato-
graphed by semi-preparative HPLC using MeOH: H,O (35:65, v/v) as eluent to give
compound (7) (6.2mg, tg 12min) and (8) (2.1 mg, tg 18 min), and roseoside (9) (1.0 mg,
tg 21 min) from B, 9a-hydroxyparthenolide (1) (1.6 mg, tg 26 min) from B,, and spinacetin
3-O-rutinoside (10) from Bs (3.6 mg, tgr 42 min). Fraction B, (86.4 mg) was purified by semi-
preparative HPLC using MeOH:H,O (20:80, v/v) as mobile phase to obtain 5-O-feruloyl-
quinic acid (11) (2.4 mg, tg 10 min) and 9B-hydroxypartenolide (2) (2.6 mg, tg 20 min). All of
the compounds met the criteria of > 95% purity, as inferred by HPLC and NMR analyses.

Compound 3: white amorphous powder; +10.3 (c 0.02, MeOH); "H NMR (600 MHz,
CH30H-d,) o (ppm): 596 (1H, ddd, J=17.5, 10.8, 55Hz, H-2), 5.66 (1H, dt, J=15.7,
8.6 Hz, H-5), 5.58 (1H, d, J=15.7Hz, H-6), 5.51 (1H, t, J=13.8, 6.5Hz, H-10), 5.21 (1H,
dd, J=17.5, 1.0Hz, H-1), 5.04 (1H, dd, J=10.8, 1.0, H-1), 3.92 (2H, brs, H-12), 2.28 (1 H,
m, H-4), 2.09 (1H, m, H-9), 1.66 (3H, s, H-13), 1.56 (1H, m, H-8), 1.28 (3H, s, H-14), 1.25
(3H, s, H-15); >)C NMR (600 MHz, CH3;0H-d,) & (ppm): 148.1 (C-2), 146.2 (C-6), 135.4
(C-11), 126.6 (C-10); 123.9 (C-5), 112.0 (C-1), 74.1 (C-1), 72.8 (C-7), 68.7 (C-12), 45.9 (C-4),
429 (C-8), 27.7 (C-14), 27.1 (C-15), 23.1 (C-9), 13.6 (C-13); HRESIMS: m/z 253.1816
[M-HI (calcd. for Cy5H,603, m/z 253.1948).

Compound 7: white amorphous powder; -49.6 (c 0.09, MeOH); "H NMR (600 MHz,
CH30H-dy) & (ppm); 5.59 (1H, dd, J=12.2, 1.1 Hz, H-1), 440 (1H, dd, J=9.0, 2.0Hz,
H-9), 412 (1H, d, J=7.5Hz, Glc-1), 405 (1H, t, J=8.2Hz, H-6), 3.90 (1H, dd, J=12.0,
3.0, Glc-6a), 3.69 (1H, dd, J=12.0, 4.5Hz, Glc-6b), 3.33 (1H, m, Glc-5), 3.31 (1H, m,
Glc-4), 3.24 (1H, dd, J=9.0, 7.5Hz, Glc-2), 3.19 (1H, t, J=9.0, Glc-3), 2.82 (1H, d,
J=8.6Hz, H-5), 2.62 (1 H, dddd, J=13.3, 12.6, 5.0, 4.6 Hz, H-2), 2.51 (1H, m, H-11), 2.24
(T1H, m, H-2), 2.15 (3H, m, H-3, H-7, H-8), 2.02 (1H, m, H-8), 1.77 (3H, s, H-14), 1.39
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(3H, s, H-15), 1.29 3H, d, J=6.9Hz, H-13), 1.25 (1H, m, H-3); "*C NMR (600 MHz,
CH;0H-d,) & (ppm): 180.0 (C-12), 135.5 (C-10), 130.2 (C-1), 99.8 (Glc-1), 83.8 (C-9), 824
(C-6), 77.9 (Glc-5), 77.7 (Glc-3), 74.6 (Glc-2), 71.6

(Glc-4), 66.9 (C-5), 62.6 (C-4), 62.5 (Glc-6), 49.3 (C-7), 42.8 (C-11), 36.9 (C-3), 36.3
(C-8), 23.9 (C-2), 17.2 (C-15), 12.6 (C-13), 10.9 (C-14); HRESIMS: m/z 427.1971 [M-H]™
(calcd. for C,1H3,00, m/z 427.1980).

Compound 8: white amorphous powder; -12.5 (c 0.11, MeOH); "H NMR (600 MHz,
CHsOH-d,) 6 (ppm); 5.73 (1H, dd, J=12.0, 1.8Hz, H-1), 542 (1H, d, J=7.4Hz, Glc-1),
435 (1H, dd, J=6.0, 1.0Hz, H-9), 4.04 (1H, d, J=89Hz H-6), 3.82 (1H, dd, J=12.1,
3.0 Glc-6a), 3.69 (1H, dd, J=12.1, 4.4Hz, Glc-6b), 3.39 (1H, t, J=8.9, Glc-3), 3.31 (2H,
m, Glc-5 and Glc-4), 3.30 (1H, dd, J=9.0, 7.4Hz, Glc-2), 291 (1H, d, J=8.9Hz, H-5),
2.68 (1H, m, H-7), 2.56 (1H, dddd, J=12.8, 12.6, 4.8Hz, H-2), 2.45 (1H, m, H-11), 2.33
(1H, m, H-8), 2.22 (1H, m, H-2), 2.14 (1H, m, H-3), 1.96 (1H, m, H-8), 1.75 (3H, s, H-14),
1.36 (3H, s, H-15), 1.28 (3H, d, J=6.9Hz, H-13), 1.25 (1H, m, H-3); 3C NMR (600 MHz,
CH30H-d,) & (ppm): 180.3 (C-12), 135.0 (C-10), 124.1 (C-1), 100.8 (Glc-1), 82.9 (C-6), 77.9
(Glc-5), 77.6 (Glc-3), 77.0 (C-9), 75.2 (Glc-2), 71.1

(Glc-4), 67.0 (C-5), 62.8 (C-4), 62.6 (Glc-6), 42.6 (C-7), 42.6 (C-11), 37.5 (C-3), 32.8 (C-
8), 24.3 (C-2), 16.9 (C-15), 16.3 (C-14), 13.1 (C-13); HRESIMS: m/z 427.1971 [M-H] (calcd.
for C51H3,05, 427.1979).

3.4. Acid hydrolysis of compounds 7-8

A solution of each compound (2.0 mg) in 1N HCI (1 mL) was stirred at 80°C in a stop-
pered reaction vial for 4 h. After cooling, the solution was evaporated under a stream
of N,. The residue was dissolved in 1-(trimethylsilyl)imidazole and pyridine (0.2 mL),
and the solution was stirred at 60°C for 5min. After drying the solution, the residue
was partitioned between H,0 and CHCl; and analyzed by GC using the conditions
elsewhere reported (Bechlem et al. 2017)

3.5. Cytotoxicity assay

3.5.1. Cells and treatment

HCT116, DLD1, and HDFa cell lines were cultured as previously reported (Aissaoui
et al. 2018). Stock solutions of extracts or compounds (5 mg/mL) in DMSO were stored
in the dark at 4°C. Appropriate dilutions were prepared in culture medium immedi-
ately prior to use. In all experiments, the final concentration of DMSO did not exceed
0.15% (v/v).

3.5.2. Cell viability

Cells were seeded in 96-well plates and incubated for the established times in the
absence (vehicle only) and in the presence of different concentrations of extracts
(1.00-0.050 mg/mL) or compounds (1.0-0.1 mg/mL). The day before treatments, cells
were seeded at a cell density of 1x 10% cells/well. The number of viable cells was
quantified by MTT assay (Esposito et al. 2017). Half maximal inhibitory concentration
(ICsp) values were calculated from cell viability dose-response curves with GraphPad



8 (&) A HANANE ET AL

Software and defined as the concentration resulting in 50% inhibition in cell survival
as compared to controls. Each experimental condition was tested once in triplicate.

3.6. Statistical analysis

All results are shown as mean *standard deviation of three independent experiments
each performed in triplicate. Statistical analysis was performed by a combination of
Student’s t test results for each pair of conditions. A value of P < 0.05 was considered
as statistically significant.

4. Conclusions

The carried out research led to isolate the main secondary metabolites from the aerial
parts of A. graveolens identifying three new natural sesquiterpenoids (3, 7-8).
Moreover, a weak cytotoxic potential of extracts and pure compounds on cancer cell
lines was demonstrated.

Supplemental data

HRESIMS, 'H NMR, '3C NMR, HSQC, HMBC, 'H-'H COSY, 2 D-ROESY spectra, and 'H and '*C NMR
data of compounds 3, 7-8 are available online.
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Abstract: The essential oil of the aerial parts of Thymus ciliatus (Desf.) belonging to the Lamiaceae family, was
obtained by steam distillation and analyzed by GC-FID and GC-MS. 75 components were identified corresponding
to 95.57% of the total oil. The major constituents of the oil were: elemol (6.80%), carvacrol (5.86%), y-muurolene
(5.18%), p-sesquiphellandrene (5.09%), bicyclogermacrene (5.04%) , S-pinene (4.49%) and curcumene (4.20%),
together with other compounds at relatively low levels: 1,8-cineol (3.66%), S-eudesmol (2.92%), p-bisabolene
(2.81%), p-silinene (2.75%), camphor (2.64%), germacrone (2.34%,), a-zingiberene (2.12%), 6-cadinene (2.08%),
caryophyllene oxide (1.90%), spathulenol (1.88%), //-caryophyllene (1.88%), ar-turmerone (1.79%), a-pinene
(1.52%) , limonene (1.52%), selina-4,11-diene (1.46%), curzerenone (1.41%), germacrone B (1.37%), bornyl
acetate (1.31%), S-farnesene (1.28%), borneol (1.23%), myrtenal (1.16%), zingiberenol (1.15%) and sabinene
(1.13%). These results differ from those of previous studies reported on this species collected from other regions

of Algeria and Morocco.

Keywords: Thymus ciliatus (Desf.), Lamiaceae, Essential oil composition.

Introduction

The Lamiaceae or Labiatae are a family of flowering plants with a cosmopolitan distribution containing about 236

genera and has been stated to contain 6900 to 7200 species [1]. In Algerian flora, the genus Thymus from this
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family has 12 species from which 9 are endemic [2]. Thymus ciliatus (Desf.) Benth. which is an endemic species
for North Africa, includes three sub-species: ssp. eu-ciliatus Maire, ssp. coloratus (Boiss. et Reut.) Batt. and ssp.
munbyanus (Boiss. et Reut.) Batt. Many Thymus species are used in various regions of the world in the treatment
of bronchial, pulmonary, digestive and urinary infections and possess spasmolytic, antitussive and expectorant
properties [3]. The essential oils of several species of thyme have already proved their antibacterial and antifungal
properties [4-7]. In continuation of our studies on Thymus species [8, 9], we report herein, our results concerning
the chemical composition of the essential oil of the aerial parts of Thymus ciliatus (Desf.) Benth. collected from

the area of M’Sila, which were different from those previously reported on this species [10-17].
Materials and Methods
Plant Material

The aerial parts of T. ciliatus (Desf.) were collected from M’Sila (GPS coordinates in DMS: 35°42'20.99" N
4°32'30.98" E) on April 2013 and authenticated on the basis of Quezel and Santa (1963) [2] by professor Mohamed
Kaabeche, Université Ferhat Abbas, Setif 1, Setif, Algeria. A voucher has been deposited in the Herbarium of the
Research Unit VARENBIOMOL, Université Fréres Mentouri-Constantine 1, Algeria.

Extraction of the essential oil

The aerial parts of Thymus ciliatus (Desf.) were subjected to steam distillation in a Kaiser Lang apparatus for three
hours. The obtained essential oil was collected and dried over anhydrous sodium sulphate and kept at 4°C until

analysis. The yield of the oil was calculated in relation of the dry weight of the plant.
GC-FID Analysis

The essential oil was analyzed on an Agilent gas chromatograph (GC-FID) Model 6890, equipped with a
HP-5MS fused silica capillary column (5%-diphenyl-95%- dimethylpolysiloxane, 25 m x 0.25 mm, film thickness
0.25 um), programmed from 50°C (5 min) to 250 °C at 3°/min and held for 10 min. Injector and flame ionization
detector temperatures were 280 and 300 °C, respectively. The essential oil was diluted in acetone (3.5%, v/v) and
injected in split mode (1/60), helium was used as a carrier gas (1.0 mL/min). Solutions of standard alkanes (Cs-
C20) were analyzed under the same conditions to calculate retention indices (RI) with Van del Dool and Kratz

equation.

GC-MS Analysis

63

Corresponding author: fbenayache@yahoo.fr

DOI: 10.2478/asn-2019-0019 ©2019 “K.Preslavsky”University of Shumen. All Uggﬁﬁwgﬁ%\{gg
Download Date | 11/10/19 9:29 PM


mailto:fbenayache@yahoo.fr

$ sclien d O ASN, Vol 6, No 2, Pages 62 - 70, 2019

Mass spectrometry was performed on an Agilent gas chromatograph - mass spectrometer (GC-MS) Model
7890/5975, equipped with HP-5MS capillary column (25 m x 0.25 mm, film thickness 0.25 pum) programmed with
the same conditions as for GC-FID. The mass spectrometer (MS) ionization was set in positive electron impact
mode at 70 eV and electron multiplier was set at 2200 V. lon source and MS quadrupole temperatures were 230 °C
and 180 °C, respectively. Mass spectral data were acquired in the scan mode in the m/z range 33-450. The essential
oil constituents were identified by matching their mass spectra and retention indices (RI) with those of reference
compounds from libraries such as Adams [18] and Mc Lafferty & Stauffer [19]. The proportions of the identified

compounds were calculated by internal normalization.
Results and Discussion

The yield of steam distillation was 0.46% (w/w) in relation to the dry weight of the plant. A total of 75 constituents
were determined which account for about 95.57% of the essential oil of Thymus ciliatus (Desf.). The identified
components (Table 1) are listed in order of their experimental retention times and retention indices. The major
constituents of the oil were: elemol (6.80%), carvacrol (5.86%), y-muurolene (5.18%), B-sesquiphellandrene
(5.09%), bicyclogermacrene (5.04%), B-pinene (4.49%) and curcumene (4.20%) together with other compounds at
relatively low levels: 1,8 -cineol (3.66%), B-eudesmol (2.92%), B-bisabolene (2.81%), B-silinene (2.75%), camphor
(2.64%), germacrone ( 2.34%), a-zingiberene (2.12%), &-cadinene (2.08%), caryophyllene oxide (1.90%),
spathulenol (1.88%), [I-caryophyllene (1.88%), ar-turmerone (1.79%), a-pinene (1.52%) , limonene (1.52%),
selina-4,11-diene (1.46%), curzerenone (1.41%), germacrone B (1.37%), bornyl acetate (1.32%), pB-farnesene
(1.28%), borneol (1.23%), myrtenal (1.16%), zingiberenol (1.15%) and sabinene (1.13%).

Table 1. Composition of the essential oil of Thymus ciliatus (Desf.)

PK °RT bRI @ Components %
1 5.937 923 a-Thujene 0.15
2 6.108 931 a-Pinene 1.52
3 6.308 947 Camphene 0.39
4 6.579 951 Thuja-2,4(10)-diene 0.10
5 7.028 971 Sabinene 1.13
6 7.143 976 B-Pinene 4.49
7 7.410 087 Myrcene 0.98
8 8.019 1014 a-Terpinene 0.15
9 8.201 1023 ortho-Cymene 0.40
10 8.299 1027 Limonene 1.52
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11 8.370 1031 1,8 -Cineol 3.66
12 8.660 1044 B-Ocimene 0.38
13 8.922 1056 y-Terpinene 0.21
14 9.198 1069 cis-Sabinene hydrate 0.20
15 9.487 1082 Terpinolene 0.07
16 9.811 1097 Linalool 0.40
17 9.941 1104 NI 0.13
18 10.362 1125 a-Campholenal 0.28
19 10.606 1138 Nopinone 0.10
20 10.661 1141 trans-Pinocarveol 0.64
21 10.760 1146 trans-Verbenol 0.94
22 10.791 1147 Camphor 2.64
23 1.982 1157 Sabina ketone 0.14
24 11.073 1162 Pinocarvone 0.56
25 11.281 1172 Borneol 1.23
26 11.432 1180 Terpinen-4-ol 0.42
27 11.567 1187 p-Cymen-8-ol 0.18
28 11.719 1195 Myrtenal 1.16
29 11.942 1207 Verbenone 0.43
30 12.158 1219 trans-Carveol 0.23
31 12.317 12228 NI 0.11
32 12.610 1244 Carvone 0.22
33 13.320 1283 Bornyl acetate 1.32
34 13.628 1300 Carvacrol 5.86
35 14146 1331 Bicycloelemene 0.28
36 14.389 1345 d-Elemene 0.18
37 14.683 1362 Carvacrol acetate 0.06
38 14.901 1375 a-Copaene 0.43
39 14994 1381 a-Elemene 0.03
40 15.042 1384 -Bourbonene 0.38
41 15.122 1388 B-Elemene 0.79
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42 15.307 1399 Sesquithujene 0.63
43 15.423 1409 NI 0.14
44 15.645 1420 "1-Caryophyllene 1.88
45 15.765 1428 v-Elemene 0.22
46 15.804 143 B-Copaene 0.12
47 15.863 1434 a-Guaiene 0.15
48 16.114 1450 -Farnesene 1.29
49 16.221 1457 a-Humulene 0.52
50 16.288 1461 1-Caryophyllene 0.56
51 16.450 1471 Aristolochene 0.17
52 16.486 1473 Selina-4,11-diene 1.46
53 16.607 1481 Curcumene 4.20
54 16.644 1483 y-Muurolene 5.18
55 16.691 1486 NI 0.81
56 13.952 1491 B-Silinene 2.75
57 16.804 1493 a-Zingiberene 212
58 16.864 1497 Bicyclogermacrene 5.04
59 17.000 1506 B-Bisabolene 2.81
60 17111 1513 y-Cadinene 0.36
61 17.175 1518 o-Cadinene 2.08
62 17.264 1524 B-Sesquiphellandrene 5.09
63 17.561 1543 a-Calacorene 0.32
64 17.674 1551 Elemol 6.80
65 17.824 1561 Germacrone B 1.37
66 18.101 1579 Spathulenol 1.88
67 18.188 1585 Caryophyllene oxide 1.90
68 18.38 1598 trans-p-Elemenone 0.15
69 18.419 1601 Curzerenone 141
70 18.515 1607 NI 0.23
71 18.605 1614 Zingiberenol 1.15
72 18.851 1631 NI 0.36
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73 18.894 1634 v-Eudesmol 0.75
74 19.03 1644 a-Muurolol 0.22
75 19.058 1645 epi-a-Muurolol 0.19
76 19.245 1659 B-Eudesmol 2.92
77 19.309 1663 ar-Turmerone 1.79
78 19.663 1688 NI 0.90
79 19.768 1695 Germacrone 2.34
80 19.84 1701 NI 0.78
81 20.407 1742 (6S,7R)-Bisabolene 0.84
82 20.467 1747 NI 0.91
83 20.651 1761 Aristolone 0.20
84 21.651 1836  2-Pentadecanone-6,10,14-trimethyl 0.46
Total 95.57
identified 4.37

Not identified

aCompounds are listed in order of their RI
PRI (retention index) measured relative to n-alkanes (Cs-Cz0) using HP-5MS
NI: not identified

The comparison of our results with literature data shows important qualitative and quantitative differences in
compositions. Indeed, T. ciliatus, growing in Batna (Eastern Algeria) was characterized mainly by thymol (79.1%)
and p-cymene (5.6%) [10]. Thymol (44.2%), B-E-ocimene (25.8%) and a-terpinene (12.3%) were mainly found in
the essential oil of T. ciliatus growing in Azrou (89 km south of Fes), Morocco [11]. Other studies reported that
essential oil of T. ciliatus, collected from Guelma (northeastern Algeria) was dominated by thymol (62.41%), p-
cymene (15.51%) and carvacrol (6.12%) [20]. On the other hand, essential oil of T. ciliatus collected from Ain
Mlila in the wilaya of Oum EI Bouaghi (Eastern Algerian) was reported to contain thymol (54.98%), y-terpinene
(11.33%), p-cymene (6.66%) and carvacrol (4.96%) as dominant compounds [21]. Moreover, Thymus ciliatus
growing in Imilchil (High Atlas of Morocco) contained as most representative components: carvacrol (26.2%), p-
cymene (19.6%), thymol (17.3%) and y -terpinene (14.6%) [22]. We also note that the chemical composition of the
essential oil of T. ciliatus growing in Remchi, wilaya of Tlemcen in the north west of Algeria, gave a similar profile:
carvacrol (80.3%) and p-cymene (6.1%) [16]. Thus, the results obtained in this study revealed significant
differences in the composition of the essential oil compared with previous studies which were high-thymol

chemotypes. Indeed, the present essential oil is characterized by the presence of elemol (6.80%), y-muurolene
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(5.18%), B-sesquiphellandrene (5.09%) and bicyclogermacrene (5.04%) which have not been found in any reported
essential oil of T. ciliatus. The variations in the chemical composition of the essential oils from the qualitative and
guantitative point of view, may be due to certain ecological factors, to the part of the plant used, to the age of the

plant and to the period of the vegetative cycle or even genetic factors [23-26].
Conclusion

The essential oil of Thymus ciliatus (Desf.), collected from M*Sila Algeria is characterized by the main presence
of Elemol (6.80%), carvacrol (5.86%), y-muurolene (5.18%), B-sesquiphellandrene (5.09%), bicyclogermacrene
(5.04%), B-Pinene (4.49%) and curcumene (4.20%) as major components. It is interesting to note that the chemical
composition of the present essential oil differs from those reported in the literature. Our
chemotype is exclusively characterized by high level of elemol, y-muurolene B-sesquiphellandrene and
bicyclogermacrene which have not been found in any reported essential oil of T. ciliatus. These variations may be
explained by the different climates, seasons, geographic and soil conditions as well as altitude differences and

harvest periods of the plant.
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