REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE
ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET
DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE FRERES MENTOURI CONSTANTINE-1
FACULTE DES SCIENCES EXACTES
DEPARTEMENT DE CHIMIE

N° d’ordre : 53/DS/3023
Série : 09/CH/3023

THESE

Présentée en vue de I’obtention du diplome de Doctorat és Sciences
Spécialite : Chimie Organique
Option : Synthése Organique
Par
Me'* BELATTAR Nadjah

Théme

Devant le jury

Pr. MECHEHOUD Youcef Université Fréres Mentouri, Constantine 1 Président
Pr. MEKKIOU Ratiba Université Fréres Mentouri, Constantine 1 Directrice de these

Rapporteuse
Pr. BICHA Sabrina Université Fréeres Mentouri, Constantine 1~ Examinatrice
Pr. BENAISSA QOuahiba  Université Batna-2 Examinatrice
Dr. AYAD Radia Université Mohamed Seddik Benyahia, Jijel Examinatrice

Pr. SEGUENI Narimene  Université Salah Boubnider, Constantine 3  Examinatrice

Année 2022/2023

rrrrfrrrrrrrrrrrrrfrrrrrrfrrrrrrrrrrn



A la mémoire de ma trés chére maman

Qu'Allah lui accorde le plus haut de son

paradis
A mon cher pére, pour son soutien et ses
sacrifices tout au long de mes etudes

A mes freres et sceurs si tres chers et précieux

A tous mes amis et collégues

A mes anges

Mes tres cheres nieces : Djana et Anfel



Remerciements

Ce travail de thése, couronné d’un ensemble de résultats issus d'efforts substantiels, consentis
tout au long de ma vie consacrée au travail laborantin, a été réalisé en premier lieu, au sein de
I’unité de recherche VARENBIOMOL, en matiére de valorisation des ressources naturelles et
analyses physico-chimiques et biologiques, sous la direction du Pr. Ramdane SEGHIRI que je
remercie vivement pour sa grande disponibilité ; une autre partie de ce laborieux travail a été
effectuée au centre de recherche en sciences pharmaceutique , ou j’exprime mes chaleureux
remerciement chaleureusement a son personnel administratif et plus particulierement a son
directeur, Pr.Djekoun de m’avoir octroyé cette motivation afin d’élargir ma perception et

d’optimiser mes acquis scientifiques.

J’ai le grand honneur de rendre hommage a Madame, la Pr. Fadila BENAYACHE et Monsieur,
le Pr. Samir BENAYACHE, je tiens a leur exprimer ma profonde reconnaissance et gratitude
pour m’avoir accueillie dans leur unité de recherche et pour m’avoir formée a la recherche. Je
me rappellerai toujours des discussions scientifiques passionnantes que j’ai eues avec eux et
surtout leur grand intérét vis-a-vis de la créativité scientifique au profit de la chimie, face a

laquelle je ne pouvais étre indifférente.

En effet, cela m'a donné le courage de cheminer dans ma recherche et de persévérer dans des
conditions un peu difficiles. Leur disponibilité et leur orientation m'ont procurée la volonté dans

la continuité dans mon parcours scientifiques.

Mes grands remerciements s’adressent & ma chére directrice de thése, Pr. Ratiba MEKKIOU,
qui était toujours présente et motivante, est en mesure de m’apporter des idées clés et
d'interpréter certains resultats. Ses encouragements constants, ses conseils et son aide
inestimable ont été mon premier support et mon guide essentiel vers un travail de recherche

laborieux mais finalement fructueux.

Je remercie particulierement monsieur, le Pr. Youcef MECHEHOUD, de I’Université Fréres
Mentouri-Constantine-1, pour avoir guidé avec gentillesse et dynamisme mes travaux de

synthese organique en me faisant I'nonneur d'accepter de présider le jury de cette these.

Je tiens a remercier vivement mes cheres dames : Pr. Ouahiba BENAISSA, de 1’Université
Batna-2, Pr. Sabrina BICHA, de I’Université Fréres Mentouri -Constantine-1, Dr. Radia AYAD,
Maitre de conférences a I’Université Mohamed Seddik Benyahia-Jijel et Pr. Narimene



SEGUENI, Maitre de conférences a 1’Université Salah Boubnider-Constantine-3, qui ont

aimablement accepté de juger ce travail en tant qu’examinatrices.

J’exprime mes sinceres remerciements a mes amis et a toute 1’équipe persévérante de notre unité
de recherche: madame la Professeure : Ouahiba BOUMAZA et tous les membres de notre équipe
de recherche scientifique : Dr. Ahmed Abdelrrahim YAHIAQOUI, Dr. Fatiha LABED, Fatima
IKHLEF, Amina BOUGANDOURA , Ammar HOUAT ,Mohamed ZABAT, Jalal, Sarah, Chafia,
Hichem, Nawel, Sana, Khawla, Awatef, Chafi, Soufiane et Ramzi, qui ont toujours su étre la
pour me remonter le moral en partageant les moments les plus glorieux et les plus difficiles de

ce travail ardu..

Ma grande gratitude et ma reconnaissance sont également destinées aux pionniers de la chimie
théorique : Dr. Samir MESKALDJI, Maitre de conférences a I’Ecole Normale Supérieure
d'Enseignement Technologique-Skikda, et Dr. Abdelghani MAY, enseignant a I'Université
Fréres Mentouri Constantine -1, pour leur engagement dans la réalisation de 1’étude in silico de
ma thése, a mes chers Maitres : Pr. Abdelmalek BOURAIOU, Dr. Badra BARHOUCHI pour
leur disponibilité, leurs précieux conseils et leur soutien inconditionnel lors de la préparation de

cette these.

Enfin, mes sincéres gratitudes vont €galement a ceux qui m’ont soutenu dans tous les moments
difficiles, mes sceurs et mes fréres, sans eux, ce travail n’aurait sans doute jamais pu voir le jour,

je leur serai redevable a jamais.



Liste de figures

Figure I-1: Les réactifs phénylsélénénylés électrophiles les plus communs 23
Figure 1-2:Les diséléniures optiqguement actifs 25
Figure 1-3 : Les diséléniures chiraux non racémiques 26
Figure 1-21-4:Réactions de cyclisation des O-allylhydroxylamines 56
Figure 1V-1: Spectre RMN-'H(250 ppm, DMSO-ds) du produit Azoxybenzéne (11a) 90
Figure IV-2: Etalement de la zone (6,01-6,07 ppm) 91
Figure IV-3: Etalement de la zone (6,258-6,320 ppm) 91
Figure I\V-4: Etalement de la zone (6,388-6,518 ppm) 92
Figure IV-5: Etalement de la zone (7,237-7,280 ppm) 92
Figure IV-6: Etalement de la zone (7,528-7,621ppm) 93
Figure IV-7: Spectre RMN-23C (75 ppm, DMSO-ds) du produit Azoxybenzéne (l1a). 94
Figure 1\V-8: Spectre IR du produit Azoxybenzene (11a) 95
Figure 1V-9: Spectre RMN-tH(250 ppm, DMSO-ds) du produit 0,0 -Diméthylazoxybenzéne (l1lb) 96
Figure 1V-10: Etalement de la zone (6,452-6,507 ppm) 96
Figure IV-11: Etalement de la zone (6,605-6,634 ppm) 97
Figure 1V-12: Etalement de la zone (6,820-6,879 ppm) 97
Figure IV-13: Etalement de la zone (7,224-7,255 ppm) 98
Figure I1V-14: Etalement de la zone (7,550-7,609 ppm) 98
Figure IV-15: Etalement de la zone (7,773-7,806 ppm) 99
Figure I\V-16: Etalement de la zone (8,004-8,035ppm) 99
Figure 1V-17: Spectre RMN-3C (75 ppm, DMSO-ds) du produit 0,0 -Diméthylazoxybenzéne (11b).100
Figure 1VV-18: Spectre IR du produit 0,0 -Diméthylazoxybenzéne (l1b) 101
Figure 1V-19: Spectre RMN-! H(250 ppm, DMSO-ds) du produit m,m -Diméthylazoxybenzéne (llc)
102
Figure I\V-20: Etalement de la zone (6,250-6,282 ppm) 102
Figure 1V-21: Etalement de la zone (6,48- 6,543 ppm) 103
Figure 1V-22: Etalement de la zone (6,800- 6,837 ppm) 103
Figure 1V-23: Etalement de la zone (7,35 ppm) 104
Figure 1V-24: Etalement de la zone (7,680-7,715ppm) 104
Figure IV-25: Etalement de la zone (8,46 ppm) 105
Figure 1V-26: Spectre RMN-3C(75 ppm, DMSO-ds) du produit m,m -Diméthylazoxybenzene (lic).105
Figure IV-27: Spectre IR du produit m,m -Diméthylazoxybenzene (llc) 106
Figure 1V-28: Spectre RMN-'H(250 ppm, DMSO-ds) du produit p,p -Diméthylazoxybenzéne (11d) 107
Figure IV-29: Etalement de la zone (2,18-2,20 ppm) 107
Figure I\V-30: Etalement de la zone (7,503-7,536 ppm) 108



Figure 1V-31:
Figure 1V-32:
Figure 1V-33:
Figure 1V-34:
Figure 1V-35:
Figure 1V-36:
Figure 1\V-37:
Figure 1V-38:
Figure 1V-39:
Figure 1V-40:
Figure IV-41:
Figure 1V-42:
Figure 1V-43:
Figure 1V-44:
Figure 1\V-45:
Figure 1V-46:
Figure 1V-47:
Figure 1V-48:
Figure 1V-49:
Figure 1V-50:
Figure 1V-51.:
Figure 1V-52:
Figure 1V-53:

Figure 1V-54:
Figure 1V-55:
Figure 1V-56:
Figure IV-57:

Figure 1V-58:
Figure 1V-59:

Figure 1V-60:
Figure 1V-61:
Figure 1V-62:
Figure IV-63:

Etalement de la zone (7,815-7,890 ppm)
Etalement de la zone (8,341-8,378 ppm)

Spectre RMN-C(75 ppm, DMSO-dg) du produit p,p -Diméthylazoxybenzene (l1d).

Spectre IR du produit p,p -Diméthylazoxybenzene (11d)

Spectre RMN-H(300 ppm, CDCI3) du produit p,p -Dichloroazoxybenzene (lle)
Etalement de la zone (7,603-7,663 ppm)

Etalement de la zone (8,067-8,107 ppm)

Etalement de la zone (8,168-8,206 ppm)

Spectre RMN-C(75 ppm, CDCIs) du produit p,p -Dichloroazoxybenzene (lle)
Etalement de la zone (124 et 130 ppm)

Spectre IR du produit p,p -Dichloroazoxybenzéne (lle)

Spectre RMN-H(300 ppm, CDClIs) du produit p,p - Dibromoazoxybenzene (lIf).

Etalement de la zone (7,65-7,69 ppm)

Etalement de la zone (7,77-7,847 ppm)

Spectre RMN-C(75 ppm, CDCIs) du produit p,p - Dibromoazoxybenzene (11f).
Spectre IR du produit p,p - Dibromoazoxybenzéne (I1f).

Spectre RMN-'H(300 ppm, CDCls) du produit p,p - Diiodoazoxybenzéne (l11g)
Etalement de la zone (7,65-7,69 ppm)

Etalement de la zone (8,16-8,18 ppm)

Etalement de la zone (8,466-8,493ppm)

Spectre RMN-*C(75 ppm, CDCls) du produit p,p - Diiodoazoxybenzene (11g)
Spectre IR du produit p,p - Diiodoazoxybenzene (11g)

108
109
109
110
111
111
112
112
113
113
114
115
115
116
116
117
118
118
119
119
120
121

Spectre RMN-'H(300 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Dicarboxylazoxybenzéne (l1h)

Etalement de la zone (6,191-6,264 ppm)
Etalement de la zone (6,755-6,784 ppm)
Etalement de la zone (7,482-7,517ppm)

122
122
123
123

Spectre RMN-C(75 ppm, DMSO-dg) du produit p,p - Dicarboxylazoxybenzéne (11h)

Spectre IR du produit p,p - Dicarboxylazoxybenzéne (I1h)

124
125

Spectre RMN-'H(300 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Diméthoxyazoxybenzene (l1i).

Etalement de la zone (3,45-3,46 ppm)

Etalement de la zone (7,135-7,204 ppm)
Etalement de la zone (8,731-8,768 ppm)
Etalement de la zone (9,261-9,298 ppm)

126
126
127
127
128



Figure 1V-64: Spectre RMN-C(75 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Diméthoxyazoxybenzene (l1i)

128
Figure 1V-65: Spectre IR du produit p,p - Diméthoxyazoxybenzene (11i) 129
Figure 1V-66: Spectre RMN-'H(300 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Diacétylazoxybenzéne (11j). 130
Figure I\V-67: Etalement de la zone (2,59-2,6 ppm) 131
Figure I\V-68: Etalement de la zone (7,402-7,437 ppm) 131
Figure IV-69: Etalement de la zone (7,667-7,692 ppm) 132
Figure IV-70: Etalement de la zone (7,908-7,931 ppm) 132
Figure IV-71: Etalement de la zone (7,964-7,995ppm) 133
Figure 1V-72: Spectre RMN-*C(75 ppm, DMSO-dg) du produit p,p - Diacétylazoxybenzene (l1j). 133
Figure 1\VV-73: Spectre IR du produit p,p - Diacétylazoxybenzene (11j) 134
Figure I-1: Photo de I’espece Pelargonium graveolens L’Hér (photo réelle) 142
Figure 1-2: Photo de I’espéce Lavandula dentata (photo réelle) 147
Figure 1-3: Photo de I’espece Arbutus unedo L. 151
Figure 1-4: La répartition de I’espéce Arbutus unedo L. dans le monde ( O Kirkardyella Boweri ;
Siphoninus, 2000) 152
Figure I-5: Les structures de quelques acides organiques isolés de 1’espéce A.unedo 154
Figure 1-6: Quelques composés phénoliques simples isolés de 1I’A unedo 155
Figure I-7: Les anthocyanines isolées de 1’espece A.unedo 156
Figure 1-8: Les monoméres des procyanidines isolés de 1’espéce A.unedo 157
Figure 1-9: Les procyanidines isolées de 1’espéce A.unedo 158
Figure 1-10: Les dérivés de 1’acide gallique et les tanins isolés de ’espéce A.unedo 159
Figure I-11 : Les flavonoides isolés de ’espéce A. unedo 161
Figure.l-12: Les terpenes isolés de I’espece A. unedo 163
Figure.l-13: Les iridoides isolés de I’espéce A. unedo 165
Figure 1-14: Les acides gras isolés de ’espéce A. unedo 167
Figure 1-15: Autres produits isolés du miel de I’espéce A. unedo 169

Figure 1-16: Structures de quelques molécules isolées de 1'huile essentielle de I’espéce A. unedo 173

Figure.ll-1: Montage d’extraction des H.E par entrainement a la vapeur 186
Figure 11-2: Montage d’extraction des H.E par hydrodistillation (Clevenger) 188
Figure.ll-3:Organigramme d’extraction a froid de 1I’espéce Arbutus unedo 190
Figure 11-4: la neuro-inflammation et la cascade amyloide 209
Figure 111-1: Chromatogramme de 1’huile essentielle de P. graveolens 220
Figure.ll1-2: Chromatogramme de 1’huile essentielle de L. dentata 227
Figure I11-3 : Spectre de RMN-tH (400 MHz, DMSO-ds) du composé N4 240
Figure I11-4: Spectre de RMN-!H (400 MHz, DMSO-ds) étalé (6,5 a 8 ppm) du composé N4 240
Figure 111-5: Spectre de RMN-3C (100 MHz, DMSO-ds) du composé N4 241

Vi



Figure 111-6 : Spectre HSQC du composé N4 (zone aromatique) 241

Figure 111-7: Spectre COSY du composé N4 (zone aromatique) 242
Figure 111-8: Portions de structures du composé N4 242
Figure 111-9:Spectre RMN-tH étalé (4 a 5 ppm) (400 MHz, DMSO-ds) du composé N4 243
Figure 111-10: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg) du composé N4 244
Figure 111-11: Spectre COSY du composé N4 (zone correspondant aux protons du sucre) 245
Figure 111-12: Spectre HSQC du composé N4 (zone correspondant aux protons du sucre) 245
Figure 111-13: Spectre HMBC du composé N4 étalé (3 a 5 ppm) 246
Figure.ll1-14: Structure partielle du composé N4 246
Figure 111-15: Structure finale du composé N4 247
Figure 111-16: Série spectrale UV avec différents réactifs du composé N5 250
Figure 111-17: Structure partielle du composé N5 251
Figure 111-18: Spectre de RMN-'H (250 MHz, CD3;0D) du composé N5 252
Figure 111-19:Spectre de RMN-!H (250 MHz, CDs0D) étalé (4,25 a 8 ppm) du composé N5 253
Figure 111-20: Structure du composé N5 253

Figure 111-21: Les histogrammes représentant les CMIs de la phase n-BuOH vis-a-vis de différentes
souches 260
Figure 111-22: Les histogrammes représentant les CMls de la phase AcOEt vis-a-vis de différentes
souches 260

Figure 111-23: Les histogrammes représentant les CMls de la phase CHCI; vis-a-vis de différentes

souches 261
Figure 111-24: Contrdle négatif (MeOH) 262
Figure 111-25: Inhibition des bactéries: S.aureus ; A.baumannii ; M.morganii ; P. aeruginosa et
S.typhimurium par la phase n-BuOH 262
Figure 111-26: Inhibition des bactéries : S. aureus ; A.baumannii ; M.morganii ; E.coli ; P.aeruginosa et
S.typhimurium par la phase AcOEt 262
Figure 111-27: Inhibition des bactéries : S.aureus; A.baumannii; M.morganii ; E.coli; P.aeruginosa et
S.typhimurium par la phase CHCI; 263
Figure 111-28: Inhibition des bactéries : E.coli; P.aeruginosa et S.typhimurium par la phase n-BuOH
........................................................................................................................ 263
Figure 111-29: Inhibition des bactéries : S.aureus ; A.baumannii et M.morganii par la phase n-BuOH
264

Figure 111-30: Inhibition des bactéries : E. coli ; P.aeruginosa et S.typhimurium par la phase AcOEt.265
Figure 111-31: Inhibition des bactéries : S.aureus; A.baumannii et M.morganii par la phase ACOEt 266
Figure 111-32: Inhibition des bactéries : E.coli; P.aeruginosa et S.typhimurium par la phase CHCl; 267
Figure 111-33: Inhibition des bactéries : S.aureus; A.baumannii et M.morganii par la phase CHCI; 268

Figure 111-34: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique 272

Vi



Figure 111-35 : Courbe d’étalonnage de la quercétine 272
Figure 111-36: Les courbes des pourcentages d’inhibition des extraits MeOH, CHCls AcOEt et n-BuOH
dans le test DPPH 274
Figure 111-37: Les courbes des pourcentages d’inhibition des extraits MeOH, CHCls, AcOEt, n-BuOH

dans le test ABTS 275
Figure 111-38: Les courbes des pourcentages d’inhibition des extraits MeOH, CHCls, AcOEt, n-BuOH

dans le test CUPRAC 276
Figure 111-39: Les courbes des pourcentages d’inhibition des extraits dans le test phénanthroline 276

Figure 111-40: Les courbes d’inhibition de 1’acétylcholinestérase par les extraits MeOH, CHCIs;, AcOEt

et n-BuOH 278
Figure 111-42: Les courbes des pourcentages d’inhibition de a-amylase par les extraits MeOH, CHClIs,
AcOEt et n-BuOH 279
Figure 111-43: Histogrammes représentant 1’activité antidiabétique de I’extrait MeOH, la catéchine,
I’arbutine et I’acarbose comme standard 281
Figure 111-43: Les interactions de la catéchine avec le site actif de a-glucosidase (2ZEQ) 285
Figure 111-44: Les interactions de la catéchine avec le site actif de a-amylase (LHNY) 286
Figure 111-45: Les interactions de I’arbutine avec le site actif de a-glucosidase (2ZEQ) 286
Figure 111-46: Les interactions de I’arbutine avec le site actif de a-amylase (LIHNY) 287
Figure 111-47: Les interactions de 1’acarbose avec le site actif de a-glucosidase (2ZEO0) 287
Figure 111-48: Les interactions de I’acarbose avec le site actif de a-amylase (LHNY) 288

Vil



Liste de schémas

Schéma I-1 : Les formes organiques et inorganiques du sélénium. 12
Schéma I-2: La réaction entre Se** et le groupement thiol. 16
Schéma 1-3: Assimilation du sélénium inorganique dans 1’organisme vivant. 19

Schéma I-4: Réactions d'addition et de cyclisation favorisées par les réactifs séléniés électrophiles. 21

Schéma I-5: Production de phénylsélénenyle a partir de diséléniure de diphényle. 24
Schéma I-6 : Réactions de desélénenylation. 28
Schéma I-7: Série de réactions d'oxysélénénylation (synthése de cyclitols). 29
Schéma 1-8: Mécanisme de méthoxysélénenylation asymétrique de styréne. 32
Schéma 1-9: Réactions d'amidosélénénylation 37
Schéma 1-10: Carbamato-, cyanamido- et sulfonamido-sélénenylation des alcénes. 38
Schéma I-11 : Aminosélénénylation des alcénes pauvres en électrons. 39
Schéma 1-12: L’azidosélénénylation électrophile des alcénes. 40
Schéma 1-13: L’azidosélénénylation radicalaire des alcenes. 41
Schéma I-14 : Réactions de cyclo-fonctionnalisation induites par sélénium. 43
Schéma 1-15: Sélénoétherification et sélénolactonisation des alcénes. 45

Schéma I-16: Synthese des groupements acétal cycliques par hydroxysélénénylation des cétones
dialcényles. 46
Schéma 1-17 : Sélénolactonisation d'alcénylnitriles. 47
Schéma 1-18 : Stéréosélectivité des cyclisations des alcools homoallyliques aux tétrahydrofuranes
favorisés par le N-(phénylséléno) phtalimide (A) et par le bromure de (2,4,6-trisisopropylphényl)
sélénenyle (B). 48
Schéma 1-19 : Cyclisation de 2-carbomethoxy-3-alcénols aux derivés de tétrahydrofurane favorisés par
le sulfate de phénylsélénényle. 49

Schéma 1-20 : Cyclisation de 1’alc-3-én-1-ol substitué en position 2 aux dérivés de tétrahydrofurane

favorisés par chlorure de phénylsélénényle. 50
Schéma I-21 : Cyclisation d'alcénylnitrones aux 1,2-oxazines. 51
Schéma 1-22: Réactions de cyclisation de N-alcenylamines primaires protégées. 54
Schéma I-23:Réactions de cyclisation d'alcénylamines secondaires. 55
Schéma I-24:Réactions de cyclisation d'imidates et d'alcénylimines. 57
Schéma I-25: Réactions de cyclisation des O-allyloximes. 58
Schéma I1-1: Réaction de halogéniure de phénylsélénényle avec un nucléophile externe. 68
Schéma I1-2: Réaction de halogéniure de phénylsélénényle avec un nucléophile interne. 69
Schéma 11-3: Réaction de cyclisation avec un nucléophile interne. 70
Schéma 11-4: Elimination du fragment sélénié. 70
Schéma I1-5: La synthése d’isocoumarines (produit 3) catalysée par le diséléniure de diphényle. 70



Schéma 11-6: Nouvelle synthése proposée des dihydroisocoumarines (produit 4). 71
Schéma I1-7: L’ouverture du cycle oxolane par réduction de diséléniure de diphényle en utilisant
aluminohydrure de lithium. 71
Schéma I1-8: Le clivage d’aziridine chiral via la réduction de diséléniure de diphényle en utilisant les
copeaux de zinc dans une solution de I’éther diéthylique et HCI. 72
Schéma 11-9: La réduction du diséléniure de diphényle par le borohydrure de sodium dans I'EtOH /
THF (réaction 1). 73
Schéma 11-10: La formation d'anion phénylséléniure par réaction du diséléniure de diphényle avec le
sodium métallique (réaction 2). 73
Schéma I1-11: La formation d'anion phénylséléniure par réaction du phénylsélénol avec I'nydrure de
sodium (réaction 3). 73
Schéma IV-1 : La réaction générale de la réduction catalytique de nitroarenes aux composés
azoxyrenes. 85
Schéma V-2 : Réduction catalytique de nitroaréne en utilisant (PhSe).. 86
Schéma IV-3: La formation d'anion phénylséléniure par réaction du diséléniure de diphényle avec
borohydrure de sodium. 86
Schéma IV-4: Formation du sel (phénylséléno) triéthoxyborate de sodium comme une source du
sélenium nucléophile. 87
Schéma IV-5: La réduction de nitrobenzéne par phénylsélénenate de sodium dans THF. 87
Schéma IV-6: La réduction de 3-méthylnitrobenzéne par phénylsélénenate de sodium dans THF. 88

Schéma IV-7: L attaque nucléophile de 1'ion phénylséléniure (PhSe’) sur I'azote du composé nitroaréne

et la libération du composé nitroso. 88
Schéma IV-8: Le cycle catalytique de (PhSe); et la formation des azoxyarénes. 89
Schéma I1-1: Réduction du radical DPPH: en DPPH-H. 204
Schéma.ll-2: Mécanisme proposé de piégeage des radicaux cationiques ABTS™ par des agents

antioxydants . 206
Schéma I1-3: Réduction du complexe Cu (I1)-néocuproine . 207



Liste de tableaux

Tableau I-1: Propriétés chimiques et physiques du sélénium.

Tableau I-2: Méthoxysélénénylation asymétrique de styréne.

Tableau I-3: Méthoxysélénénylation asymétrique des alcénes.

Tableau I-4: Hydroxysélénénylation des alcénes avec sulfate de camphorsélényle, R*: SOsH, dans
I'acétonitrile et I'eau & 40 °C.

Tableau I-5 : Le rendement (%) et I’excés diastéréoisomérique des réactions asymétriques de
sélénoétherification et de sélénolactonisation en utilisant les différents diséléniures.

Tableau 1V-1: Les différents groupements substituants utilisés.

Tableau IV-2: : La réduction des nitroarénes (I) aux composés azoxy (1) et azo (111) catalysée par
(PhSe),".

Tableau I-1 : Place dans la systématique de 1’espéce P. graveolens .

Tableau I-2 : Classification botanique de Lavandula dentata .

Tableau I-3 : Classification systématique de 1’Arbutus unedo L.

Tableau I1-1: Résultat du fractionnement de 1’extrait AcOEt sur colonne de gel de silice avec le

systeme d’élution CHCIls/MeOH en gradient de polarité.

Tableau I11-1: Les temps de rétention et les pourcentages de chaque composant présent dans I'huile

essentielle de l'espece P. graveolens L'Hér.

Tableau I11-2:La teneur des principaux constituants présents dans I'huile essentielle de P.graveolens

provenant de différentes régions.

Tableau I11-3: Les temps de rétention et les pourcentages des composants chimiques présents dans
I'nuile essentielle de I'espece Lavandula dentata L.

Tableau I11-4: La teneur des principaux constituants présents dans I'huile essentielle de Lavandula
dentata L. de différentes régions.

Tableau.ll1-5:Les temps de rétention et les pourcentages des composants chimiques présents dans
I'nuile essentielle de I'espéce Arbutus unedo.

Tableau 111-6: Etude comparative entre les huiles essentielles de 1’espéce A. unedo de différentes
régions.

Tableau I11-7: Résultat du rendement de 1’extraction.

Tableau 111-8 : Les différents métabolites présents dans 1’extrait MeOH de 1’espece A. unedo.
Tableau 111-9: Tableau des données spectrales du composé N4.

Tableau.l11-10: Données spectrales des résultats de la serie spectrale UV du composée N5.

Tableau 111-11: Données de la spectrométrie RMN-*H (250 MHz) du composé N5.

Tableau I11-12: L’activité antibactérienne in vitro des huiles essentielles des espéces Pelargonium

graveolens et Lavandula dentata.

XI

10

33

33

35

52
85

89

143

147

151

194

220

226

227

233

234

237

238

238

247

249

252

255



Tableau 111-13: Comparaison avec la littérature concernant l'activité antibactérienne des huiles

essentielles de L.dentata de diverses origines. 256
Tableau I111-14: Les CMIs des trois phases vis-a-vis de différentes souches bactériennes. 259
Tableau 111-15: Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans différents extraits. 273

Tableau 111-16: Les CI(s)so et A(S) o5 de différents extraits et de BHA dans les tests in vitro de I’activité

antioxydante. 274
Tableau 111-17: Mesure de la capacité inhibitrice de I’acétylcholinestérase par les extraits. 277
Tableau 111-18: Mesure de la capacité inhibitrice de a-amylase par les extraits. 279

Tableau 111-19: Les résultats du docking moléculaire, issusdu logiciel AutoDock Vina dans les sites

actifs de a-glucosidase (2ZEOQ) et a-amylase (LHNY). 283
Tableau IV-1: Les structures chimiques de différentes molécules mises en étude. 296
Tableau I\V-2: Les propriétés physicochimiques prédites des molécules mises en étude. 301
Tableau IV-3: Les propriétés ADMET des molécules étudiées. 302

Tableau IV-4: Les résultats du docking des molécules étudiées avec la protéine principale du SARS-
CoV-2 (PDB ID:6Y84). 303
Tableau 1V-5: Les différents acides aminés responsables des interactions des molécules étudiées avec
la principale cible protéique de COVID-109. 307

Xl



Liste des abréviations

r.d: rapport des diastéréoisomeres.

DAN: 2,4-diaminonaphtaléne .

AIBN: azobisisobutyronitrile

e.d (%): exces diastéréoisomérique.

PSS: sulfate de phénylsélénenyle.

N-PSP: N-(phénylséléno) phtalimide.

NaBHa: borohydrure de sodium.

BHs: borane.

HMPA: hexaméthylphosphoramide.

DMF: N,N-diméthylformamide

DMSO: diméthylsulfoxyde

THF: tétrahydrofurane

Boc: tert-butoxycarbonyle.

p.f : point de fusion.

HPLC: chromatographie en phase liquide a haute performance.
DAD: diode array detector.

H.E: huile essentielle.

CG/SM: chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
NIST: national institute of standards and technology
CCM: chromatographie sur couche mince.

ATCC: collection américaine de cultures de type.

DO: densité optique.

Xl



MH: Mueller Hinton.

CMI: concentration minimale inhibitrice

CMB: concentration minimale bactéricide.

CLSI : clinical and laboratory standards institute.

UFC: unités formant une colonie .

FCR : réactif de Folin-Ciocalteu.

DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle .

Clso: concentration inhibitrice de 50 % des radicaux libres.

BHA: butylhydroxyanisol.

ABTS™: acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).
CUPRAC: capacité antioxydante réduisant I'ion cuivre.

tr: temps de rétention

SD : standard deviation.

ANOVA: analyse unidirectionnelle de variance.

AChE: acétylcholinestérase.

BuChE : butyrylcholinestérase.

DTNB: acide 5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoique).

ATCI: iodure d’acétylthiocholine qui est généralement utilisée comme substrat dans la réaction.

RMN: résonance magnétique nucléaire.

HSQC: heteronuclear single quantum .
COSY: correlated spectroscopy.
HMBC: heteronuclear multiple bond correlation.

BLSE: béta-lactamase a spectre étendu.

XV


https://en.wikipedia.org/wiki/Heteronuclear_single_quantum_coherence_spectroscopy
https://en.wikipedia.org/wiki/Heteronuclear_single_quantum_coherence_spectroscopy

ADMET: absorption, diffusion, métabolisme, élimination, toxicité.
HIA: human intestinal absorption (absorption intestinale chez I'homme).

Caco-2 CP: cancer coli cell permeability (perméabilité aux cellules du cancer colorectal).

MDCK CP: Madin-Darby canine kidney cell permeability (perméabilité aux cellules rénales
canines Madin-Darby).

SP (logKp): skin permeability (perméabilité cutanée ; exprimée en tant que perméabilité cutanée
logarithmique (logKp) prédite par la relation quantitative structure-activité (logKp prédit) par

rapport aux valeurs observées expérimentalement (logKp observé)).
BS: buffer solution (solution tampon).

PWS: pure water solution (solubilité dans I'eau pure).

PPB: plasma protein binding (la liaison aux protéines plasmatiques).

BBB: blood brain barrier (la barriére hémato-encéphalique).

XV


https://dev.drugbank.com/guides/terms/human-intestinal-absorption#:~:text=In%20DrugBank%2C%20the%20property%20human,software%20developed%20by%20admetSAR%201.
https://dev.drugbank.com/guides/terms/human-intestinal-absorption#:~:text=In%20DrugBank%2C%20the%20property%20human,software%20developed%20by%20admetSAR%201.
https://biopharma.labcorp.com/catalog/metabolism/plasma-protein-binding.html
https://biopharma.labcorp.com/catalog/metabolism/plasma-protein-binding.html

Table des matieres

PARTIE I: SYNTHESE ORGANIQUE......iiiiiiititiiitintsssssssiss st st ssss st ssssssssssssssssssssasssens 6
CHAPITRE |: CONTRIBUTION A LA CHIMIE DES ORGANOSELENIES .....coviteueeueieneerenseneesessensenessensenessensenessenseneesenes 7
0 T 1o (T [FTox o ISR 8
[.2  Contribution a la chimie des 0rgan0SEIENIES. .........c.covruruiririeeiririeeseieereee ettt 8
1.3 REfErences DibliographigUES.........ccveieuieieee sttt ettt ettt e e seseas 59
CHAPITRE Il: REACTIONS DE SYNTHESE DES DERIVES D’ AZOXYBENZENE .......eevttetieutenuientiesieesieessesnsesseseesseenne 67
1.1 Les réactions de diséléniure de diphényle............ccoorieririiieinieeeeee s 68
1.2 Références DIDIIOGrapRiQUES .........ccvevveviieieeieeeeeee ettt ettt e e ssenes 75
CHAPITRE [1]: PARTIE EXPERIMENTALE ......eutettrteutetestesesessensenessensesessensesessensenessensensesessensesessensesessensesessensesessen 77
1.1 Matériel et méthodes de SYNthESE .......c.eevevevieriereieieeeeeee e, Erreur ! Signet non défini.
[11.2 Procédure de Synthese gENEIAIE ........cc.coveiriirieirieieree ettt 78
CHAPITRE IV:  RESULTATS ET DISCUSSION.....uteteutetertenseressensesessensenessensesessessenessensesessessensesessensesessensesessensesessen 84
IV.1  Planification de la réaction de réduction des nitroarenes en composés azoxybenzenes.................. 85
IV.2  Mécanisme réactionnel €t diSCUSSION .......ccuevveruereieuieieiesie sttt ettt ettt ste e ste e eaeeeesenaens 86
IV.3  Les données eXPEIIMENTAIES .........cccvevevveeieriieiieeietieiesteste et et e et et e te e e ete et et et e sseesesssessessessssesens 89
IV.4  LeS AONNEES SPECITAIES ......oevevieiieeietieiete ettt ettt ettt ettt et e e st eetaets e st e s esessasssessessesssssesens 90
IV.5  Références bibliographiqUES ........cccoveieiriiieiieeee et s 148
PARTIE II: ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET EVALUATION DE L’ACTIVITE
BIOLOGIQUE 139
CHAPITRE |: APERGU BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES PLANTES ETUDIEES.....c.citeteterteeeresseneeressensesessessesessensesessens 140
I O 101 o [FTox 1 o IO OSSP UTURURURSRRPI 141
1.2 Apercu bibliographique sur ’espéce Pelargonium graveolens L'HET ........ccccvevvevvvivsivsvnveiecresrnnn, 142
1.3 Etude phytochimique de 1’eSpece ATrDUIUS UNEAO...........ov.cvevvereereereereseesrsesssesssesssesssesesssssessansanes 149
I 014 Tod [T o] 4 SO PUTRURURRRRPI 176
1.5 Références DibliographiqUES..........ccocveivreieeieieieese ettt sttt sessess 176
CHAPITRE 1: PARTIE EXPERIMENTALE ....cttiteutetertettetestestetestestesestentesessentesessentesessentesessensesessensesesseneesessensesessens 184
1.1 Travaux de la partie ChimMIQUE...........couoiiee et 186
1.2 Travaux de la partie DIOIOGIQUE .........ccevreriereieeieeieiee ettt 199
1.3 Références DIDIIOGIrapNiQUES .........ccvvveriieiieieeieeee sttt et e e ssenens 215
CHAPITRE I1l:  RESULTATS ET DISCUSSION......cuteetteteeteautesutesueesueesseenseanseansesseesseensesssessesnsesueesseesseensesnsessens 219
I11.1  Résultats et discussion de la partie ChiMIQUE ...........ccevrieiririeieiiieisisie ettt 220
1.2 Résultats et discussion de la partie biologiQUE. .......cceeveeeeeeieieeeee e 255
[11.3  Références bibliographiQUES ...........ccvvveieirieieieeieieese sttt senn 292
Y R 1011 oo (Vo1 T  H OSSP 297
V.2 RESUIALS 1 QISCUSSION .....veuieeieiiieiietiieietesteet sttt ettt et nse e ean 304

XVI



XVII



Introduction générale



Introduction générale

La chimie organique est une science expérimentale qui décrit et concrétise la synthese des
molécules organiques en se basant sur I’ensemble des propriétés physico-chimiques des
groupements fonctionnels de chaque classe de composés mis en reaction. Une molécule
organique est genéralement synthétisee via des étapes successives a partir de molécules

commerciales simples en exploitant la connaissance d'un certain nombre de concepts de base.

Ces acquisitions se sont développées progressivement au fil des années, de sorte que la synthese
de molécules complexes et multifonctionnelles via des séquences multi-étapes et parfois multi-
phases a atteint son apogée. Les chimistes ont appris a reconnaitre les caractéristiques, d'une
part, de la réactivité dans le comportement d'un composé particulier vis-a-vis de différents
réactifs et d'une série de composés vis-a-vis d'un réactif particulier et, d'autre part, de l'influence
sélective dans l'interaction de ces réactifs vis-a-vis des groupements fonctionnels. En effet, cette
reconnaissance a conduit a la rationalisation et, au-dela, a une description quantitative du
processus de réaction en termes de cinétique et de thermodynamique. Théoriquement, il est
nécessaire de connaitre les positions des atomes et les énergies correspondant a chaque ensemble
de positions, a tous les stades, des réactifs aux produits. Ces prérequis sont disponibles sur la
base de calculs d'orbitales moléculaires pour certains systémes simples, mais pour la plupart des
réactions, nous devons nous appuyer sur des preuves indirectes. En effet, seule une minorité de
réactions a été étudiée mécaniquement, et les connaissances acquises ont été largement

extrapolées a d'autres réactions apparentées, parfois erronées [1].

L'étude de la chimie organique comporte deux aspects principaux : statique et dynamique. La
chimie organique statique s'intéresse aux structures des molécules, tandis que la chimie
organique dynamique analyse la cinétique de leurs réactions, mais les deux sont étroitement
liées. De maniére générale, la chimie organique est toujours a la recherche de méthodes et de
techniques permettant d'obtenir de bons rendements lors des manipulations et de garantir une
bonne reproductibilité de certains composés d'un intérét thérapeutique ou industriel inestimable.
Ainsi, cette synthese organique progresse tant sur le plan des techniques que sur celui de la
rationalisation des concepts qu'elle renferme. Au cours des derniéres decennies, de nouvelles
méthodes de synthese sont apparues : la catalyse par transfert de phase, la catalyse sur des
supports disposés de capteurs, des métaux de transition, la synthése sans solvant, la synthése

induite par micro-ondes ou ultrasons, etc.
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Les manipulations sont classées en fonction des propriétés réactionnelles des réactifs et des
conditions expérimentales utilisées pour obtenir de bons rendements [2].

La phytochimie est la science qui s'intéresse a I'étude qualitative et quantitative des substances
naturelles contenues dans la matiére végétale, afin de discerner celles qui ont une action

thérapeutique sur I'organisme, en fonction de leur contenu chimique dans ces plantes.

La phytothérapie fait référence aux principes actifs que les plantes synthétisent en trés petites
quantités au cours de leur métabolisme secondaire, de sorte que les structures chimiques de ces
molécules peuvent étre identifiées par des méthodes d'analyse physico-chimique bien
développées [3-4]. Parallélement, les plantes synthétisent d'autres composés liés au métabolisme
primaire, qui sont essentiels a la subsistance et a la reproduction non seulement de la plante elle-

méme, mais aussi des animaux qui s'en nourrissent [5].

Dans le cadre de la préparation d’une these de Doctorat, ces travaux méthodologiques ont fait
I'objet d'une étude bibliographique approfondie, divisée en deux grandes parties : la premiere
partie est consacrée a la synthése organique, dans laquelle les composés organoséléniés sont
remarquablement visualisés lors de la réalisation de certaines réactions organiques, divisée en
quatre chapitres :
> Un premier chapitre renferme des données bibliographiques sur la chimie des composeés
organoseléniés.
> Un deuxiéme chapitre présente également des données bibliographiques sur les réactions
de synthése des dérivés d’azoxybenzene.

> Un troisieme chapitre comprend toute une section expérimentale avec différentes étapes.
> Un quatrieme chapitre est consacré a I’interprétation des résultats.
Cette partie se termine par une conclusion.

La deuxieéme partie sera consacrée a 1’étude phytochimique et bibliographique de trois espéces

algériennes, également divisée en quatre chapitres :

> Un premier chapitre qui présente un apercu bibliographique sur les trois plantes étudiees,
a savoir Pelargonium graveolens L'Heér, Lavandula dentata L. et Arbutus unedo L.

appartenant respectivement aux familles Géraniacées, Lamiacées et Ericacees.


http://en.wikipedia.org/wiki/Geraniaceae
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> Un deuxieme chapitre qui comporte toute une partie expérimentale portant sur
I’extraction des huiles essentielles des trois especes et 1’investigation phytochimique de
I’extrait AcOEt de A.unedo avec I’évaluation de leurs activités biologiques a savoir
antibactérienne, antioxydante, antidiabétique et anti-Alzheimer.

> Un troisieme chapitre est dévoué au traitement et a la discussion de I’ensemble des

résultats obtenus.

> Un quatrieme chapitre est consacré a 1’étude in silico qui a été effectuée sur quelques
molécules bioactives isolées de 1’espéce A.unedo afin de sélectionner les inhibiteurs
prometteurs du virus SARS-CoV-2.

On termine par une conclusion générale.
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Chapitre I : Contribution a la chimie des organoséléniés

.1 Introduction

De nombreux composés organiques ont été synthétisés depuis la découverte de certaines
molécules essentielles issues du métabolisme de I'organisme humain. Il est & noter que ces
molécules jouent un réle dans le fonctionnement de certains éléments chimiques appelés oligo-
éléments, qui sont nécessaires au bon fonctionnement de diverses activités bio-organiques.
L'organisme d'un étre vivant ne peut pas les générer naturellement, mais doit les importer de
sources extérieures telles que la nourriture ou les compléments alimentaires, et ainsi leur

influence sur I'organisme est extrémement faible.

Les composés organoséléniés font depuis longtemps l'objet de nombreuses études dont les

résultats ont démontré I'importance de ces molécules dans le corps vivant.

Ces composés ont été largement utilisés en raison de leurs effets sur un nombre indéfini de
réactions chimiques, y compris la formation de liaisons carbone-carbone, dans des conditions
de réaction relativement douces. En outre, les organoséléniés peuvent étre utilisés avec une
variété de groupements fonctionnels , de sorte que leur réle dans l'inhibition de I'effet des
groupements protecteurs est largement envisagé [1] [2].Un grand nombre de méthodes de
préparation de produits organiques a base de sélénium sont réalisées de maniére stéréo ou
régiosélective avec d'excellents rendements. Bien que le premier produit organosélénié ait été
préparé par Wohler et Siemens en 1847 [3] [4], ce n'est qu'au début des années 1970 que la
chimie des organoséléniés est devenue un outil polyvalent dans le domaine de la synthese

organique [5].

1.2 Contribution a la chimie des organoséléniés

La chimie des composés organoséléniés est devenue un outil versatile dans la synthese des
sélénocarbohydrates, des acides sélénoaminés et des sélénopeptides. Le groupement sélénié peut
étre introduit dans un substrat organique par l'intermédiaire de réactifs nucléophiles et

électrophiles.

La nucléophilie des sélénolates est nettement plus elevée que celle des thiolates correspondants.
Cette propriété permet aux sélénolates d'étre des réactifs utiles en synthese minérale, mais ils
doivent étre préparés in situ a cause de leur sensibilité et plus particulierement leur oxydation

en contact de I’air [6].
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Par ailleurs, ils peuvent étre préparés en faisant réagir des diaryldiséléniures avec des agents
réducteurs tels que NaBH4 [7] ou de l'insertion de sélénium élémentaire avec du lithium et des
réactifs de Grignard [8] ou encore a partir des diorganoyldiséléniures par réaction de réduction
en utilisant des métaux alcalins [9] ou d’ hydrures alcalins [10]. D’autre part, les composés
organoseéléniés contenant quelques groupements partants tels que ClI, Br ou O.CCF3 peuvent
servir comme des réactifs électrophiles, si bien que les halogénures d’organosélénényle

représentent les formes électrophiles les plus actives du sélénium [11] .

Le diséléniure de diaryle peut étre utilisé comme réactif électrophile, mais uniquement en
subissant une attaque nucléophile importante. Apres avoir été introduit dans un substrat
organique, le groupement organosélénié peut étre aisément arraché via une élimination syn du
sélénoxyde [12] suivie d’un réarrangement de Witting (un réarrangement de type [2-3]

sigmatropique ) [13] [14].

En outre, la liaison carbone-sélénium peut étre également remplacée par les liaisons : carbone-
hydrogéne [15], carbone-lithium [16], carbone-halogene [17] [18] ou méme carbone-carbone
[19]. En général, les espéces organoséléniées peuvent étre introduites, manipulées et éliminées

efficacement de diverses maniéres dans des conditions douces.

1.2.1 Apercu historique sur le sélénium et ses dérivés

En 1817, le médecin chimiste suédois Jons Jacob Berzelius [16] a réussi a extraire une nouvelle
substance élémentaire d'un dépdt d'impuretés de différentes couleurs : brune, rougeétre et claire,
présentes dans de I'acide sulfurique (apres plusieurs procédés chimiques visant a séparer toutes
les substances connues). Cette substance, dont les caractéristiques sont similaires a celles du
tellure, a été nommee sélénium par Berzelius, dont le nom vient du grec séléné, qui signifie "la
lune™ parce qu'elle a deux faces (sombre et claire), tandis que le tellure vient du latin tellus, qui

signifie "la terre".

D’une part, le sélénium est le 69 *™ élément formant la croQte terrestre et se trouve généralement
associé a certains minéraux sulfurés de fer (la pyrite (FeS.), de plomb (la clausthalite (PbSe)),
de cuivre (la berzeline (Cu2Se)) et la crookésite (Cux(TI, Ag)Se7)), d’argent (la naumannite
(AgzSe)) et de mercure (la tiémanite (HgSe)) [20] .
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Au cours de la premiére moitié du 19 *™ siécle, le fondateur de la chimie organique Friedrich
Wohler a pu préparer le premier composé organosélénié et, en 1836, Lowig Siemens a isolé un
composé contenant une quantité importante de séléniure de diéthyle (CHs-CH)2Se dans une
tentative de préparation d’éthylsélénol CHz-CH2-Se-H [4]. Bien que les procédures utilisées
pour la synthése des composes organosulfurés s'appliquent également a leurs analogues
organoseéléniés, en raison de la configuration électronique similaire entre les deux éléments
soufre et sélénium, qui se caractérise par six électrons occupant les orbitales externes s et p : ns?,
np*, la préparation des composés séléniés est plus difficile que celle de leurs analogues
organosulfurés [21][22].

1.2.2 Ladisponibilité du sélénium dans la nature

Le sélénium est un oligo-élément présent dans le corps humain, réagissant en trés petites
guantités. C'est un nutriment essentiel pour la vie animale et humaine. Cependant, il devient
toxique a forte dose. Toutes les cellules de I'organisme en contiennent, a des concentrations qui
varient d'un tissu a l'autre et qui sont liées a la teneur en ligands [23].

Le sélénium naturel se trouve dans certains aliments, notamment le poisson, le foie de beeuf et
les crustacés. Les aliments végétaux tels que le chou, l'ail, les oignons et la spiruline sont
également d'excellentes sources de sélénium. D'autres aliments d'origine animale, comme la
viande (volaille et bétail), contiennent également du sélénium. Les noix du Brésil sont la

meilleure source naturelle de sélénium [24].
1.2.3 Les propriétés physico-chimiques du sélénium

Le sélénium est un métalloide appartenant & la famille des chalcogénes VIA (I’oxygéne, le
soufre, le tellurium et le polonium) dont la masse atomique avec le numéro atomique 34 est de
78,96 g. mole™. 1l se présente sous la forme de six isotopes stables: “Se (0,87%), "®Se (9,02%),
'Se (7,58%), "8Se (23,52%), 9Se (49,82%) et &2Se (9,19%) mais les plus abondants sont "®Se
(23,52%), 8°Se (49,82%) tandis que ses isotopes instables sont radionucléaires (70, 72, 73, 75,
79, 81, 85, 86 et 87) [25].

Le sélénium est considéré comme un élément photosensible, car ses propriétés changent avec
I'exposition a la lumiére. Le spin nucléaire de I'isotope "’Se est de 1/2, d'ou son utilisation est
fréquente en spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN). Les températures de

fusion et d'ébullition du sélénium gris, l'allotrope le plus abondant dans la nature, sont
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respectivement de 221°C et 684°C [26]. Le tableau I-1 réesume les propriétés chimiques et

physiques du sélénium [25].

Tableau I-1: Propriétés chimiques et physiques du sélénium

Propriétés chimiques

Symbole chimique

34Se

Série chimique

métalloide ou semi-métal

Masse atomique

78,96 g/mol

Groupe, Période, Bloc

XVI, 4, p

Configuration électronique

[Ar] 4s? 3d*° 4p*

Aspect lustre gris-noir
Structure cristalline hexagonal
Etats d'oxydation -2,0,4,6

Energies d’ionisation

16 : 941,0 kJ/mole
2¢me - 2045 kJ/mole
3éme - 2973 7 kJ/mole

Energie de la liaison C-Se

234 kJ/mole

Electronégativité

2,55 (échelle de Pauling)

Rayon covalent

1,17 A

Acidité et basicité

pKa (H2Se - H2S - PhSe - PhS) = (3,74-7-5,9-
6,25).

Les formes allotropiques

1-sélénium monoclinal : ou sélénium rouge
qui est une poudre amorphe virant au gris par
chauffage.

2-sélénium métallique : ou sélénium gris

qui est stable a température ordinaire.

Propriétés physiques

Point de fusion

494°K, (221°C, 430°F)

Point d'ébullition

958°K, (685°C, 1265°F)

Point critique

1766°K; 27,2 MPa

Densité du liquide (pres du point de fusion)

3,99 g. centimétre™3
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1.2.3.1 La configuration électronique et la nucléophilie

La configuration électronique de 34Se est 1s[Ar] 3d*° 4s? 4p*, et comme 1’énergie des orbitales
4d vacantes est proche de celle des orbitales 4p ; ces orbitales sont facilement encombrées. En
effet, les propriétés chimiques du sélénium sont intermédiaires entre celles du soufre et celles
du tellure, si bien que le premier complexe organosélénié stable synthétisé a (-78°C) par Reich
et son équipe était le 2',2"-diméthyl-1',2'-dihydro-[1,1":3',1"-terphényl]-2-sélénolate de lithium,

alors que I'analogue soufré n'a pu étre régénéré méme a basse température [27].

Les sélénolates et les séléniures sont des composeés divalents du sélénium, plus nucléophiles que
leurs homologues soufrés ou oxygeénés, car ils possedent des orbitales 4p a haute énergie
PhSeNa = 7x PhSNa = 10*x MeONa [5].

1.2.4 Electronégativité

La faible liaison C-Se régularise la réactivité des especes séléniées électrophiles. Le sélénium

est légerement moins €lectronégatif que I’atome du carbone et un peu plus électronégatif que le

soufre (Se 2,48 ; C 2,50 ; S 2,44) [28].

1.2.4.1 L'énergie de la liaison C-Se

L’¢énergie de la liaison C-Se (234 kJ/mole) est plus faible que celle de C-S (272 kJ /mole) et de
C-Br (285 kJ/mole).

1.2.4.2 Le rayon covalent

Le rayon covalent du sélénium (1,17 A) est plus grand que celui du carbone (0,77 A), du soufre
(1,04 A) et de I'oxygéne (0,74 A), mais plus petit que celui de son homologue le tellure (1,37
A). L'allongement de la double liaison carbone-sélénium est dii & I’interaction des orbitales (2p-
4p) ; par conséquent, elle est plus grande que la double liaison carbone-oxygene (2p-2p) et
Iégerement plus grande que la double liaison carbone-soufre (2p-3p) ; ces paramétres font que
les dérivés du sélénium sont plus susceptibles de réagir comme nucléophiles et électrophiles que
comme radicaux, de sorte que de nombreux composes organoséléniés peuvent étre préparés via

des procédures standards de chimie organique [29].
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1.2.4.3 L’acidité et la basicité des composés séléniés

Les sélénols sont plus acides en solution que leurs analogues soufrés ou oxygénés, comme le
montrent les valeurs pKa de H2Se - HzS - H2Se -PhSe - PhS, qui sont respectivement de 3,74 -
7-5,9 - 6,25.

1.2.5 Les formes les plus abondantes dans I’organisme vivant

Dans le corps humain, le sélénium est considéré comme un oligo-élément essentiel, mais
seulement & I'état de traces. En effet, & des concentrations plus élevées que nécessaire, le
sélénium peut étre hautement toxique. Il est souvent présent dans la nature et dans les
organismes animaux et végétaux sous des formes organiques et inorganiques, comme l'isotope
radioactif "°Se, souvent utilisé en radiothérapie. Son interaction est notamment envisagée dans
I'effet de la sélénométhionine.

Les formes organiques sont la sélénométhionine et la sélénocystéine. Les formes inorganiques
se présentent sous quatre états d'oxydation : sélénite, séléniure, sélénate et I'élément sélénium
(Schéma 1-1).

formes organiques formes inorganiques
0 L
Se? séléniure
H2N " o
OH selenométhionine

Se04%  sélénite

/Se
0 SeQ, >  sélénate
HaN OH sélénocystéine
Se Se séléenium

Schéma I-1 : Les formes organiques et inorganiques du sélénium.

13



Chapitre I : Contribution a la chimie des organoséléniés

1.2.6 Les différentes applications du sélénium

Le sélénium est un élément chimique trés actif dont la synthése organique a connu un
développement remarquable et irrégulier depuis un peu plus d'un siecle [30]. Compte tenu des
activités pharmacologiques de ses dérivés en tant qu'oxydants, groupes protecteurs, agents de
fluoration, etc., I'étude des applications du sélénium devient une requéte incontestable pour la
chimie des organoseléniés. Depuis 1970, I'état réel de la chimie du sélénium a rendu son étude
plus applicable dans les domaines des sciences de la vie, notamment la biologie, la medecine et
I'industrie [31], si bien qu'il est utilisé pour colorer le verre et ses déerives en rouge rubis [32], il
est utilisé dans I'industrie électronique, comme semi-conducteur, comme support de cellules
photoélectriques (appareil photo, photocopieur, etc.), de cellules photovoltaiques
(Cu(In,Ga)Se>), de détecteurs infrarouges, de récepteurs de rayons X dans le domaine médical
grace a ses propriétés d'électro-résistance et de photosensibilité, et comme matériau essentiel
dans la composition des batteries d'imprimantes laser [33]. Il est a noter que depuis 1990,
I'utilisation du sélénium (généralement avec du bismuth) comme additif dans les cuves de
plomberie pour répondre aux normes environnementales a pris de I'ampleur. En biologie, cet
élément, présent a faible dose dans certains aliments comme le chou, I'ail, I'oignon et les fruits
de mer, s'est révélé nécessaire au bon fonctionnement de I'organisme. De plus, sa présence dans
certaines enzymes a été découverte en 1970, notamment sous la forme de sélénocysteine, qui a
été isolée a partir de bactéries et retrouvée chez les mammiféres. Cet acide aminé a un potentiel
réducteur plus faible que la cystéine [34], de sorte que sa contribution a la constitution de
certaines protéines, comme la glutathion peroxydase, renforce la protection de notre organisme
contre les dommages causeés par le stress oxydatif [35]. Outre son rble essentiel dans le
métabolisme thyroidien [32], le sélénium augmente le taux de fertilité chez les mammifeéres [36].
Depuis 1996, des études approfondies ont été consacrées a la recherche et a l'optimisation des
méthodes d'intégration des dérivés du sélénium dans la thérapie du cancer [37].

Cependant, les réactifs séléniés ont parfois des effets indésirables sur la santé humaine en raison
de leur odeur nauséabonde (sélénols, sélénocyanates et sélénoxydes) [38] et donc de leur trés
grande toxicité, causée par certains sélénols. L'exces de sélénium peut également provoquer des

alopécies, des dermatites et d'autres problémes de santé [39].
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1.2.7 Propriétés pharmacologiques et activités biologiques du sélénium et de ses
dériveés
e |l est a noter que les dériveés seléniés sont largement utilisés en médecine comme agent

anti-dermatite, c'est le cas du Selsun, et comme antibiotique appartenant a la famille des

bétalactamines [40].
< Activité antioxydante

Le selénium joue un role antioxydant important dans I'organisme, en neutralisant les radicaux
libres qui favorisent le développement des cellules cancéreuses. Ces radicaux libres sont des
molécules instables qui ont perdu un ou plusieurs électrons et qui deviennent extrémement
nocives pour notre organisme, tendant a détruire les cellules saines, causant des dommages
irréversibles qui entrainent I'apparition de maladies graves telles que les troubles articulaires et
cardiaques, les affections respiratoires chroniques, la sclérose et le cancer, etc. Le sélénium

contribue a la prévention de maladies graves telles que le cancer et I'arythmie cardiaque [41].

< Activité immunomodulatrice

Le sélénium représente également un immunostimulant efficace, qui renforce le systeme
immunitaire en participant activement a la formation d'anticorps dans I'organisme. Ce minéral
offre donc une protection efficace contre un certain nombre de maladies graves et dégénératives.
Chez les sujets souffrant d'une légére carence en sélénium, les troubles physiques les plus
fréquents sont l'infertilité et le mauvais fonctionnement du systéme immunitaire. En revanche,
les maladies graves telles que le cancer et la maladie d'Alzheimer sont malheureusement assez
fréquentes chez les personnes souffrant d'une carence severe en selénium. Le sélénium possede
également des propriétés anti-inflammatoires, ce qui en fait un régulateur efficace du systeme
immunitaire [42].

< Activité détoxifiante

Gréce a son action drainante, le sélénium contribue a la prévention des intoxications et a
I'élimination des toxines. Tout d'abord, il stimule le systéme rénal, permettant I'élimination de
divers métaux toxiques tels que I'arsenic, le cadmium, le mercure, le cuivre, l'argent et le plomb.
[43]. En effet, le selénium est particulierement efficace pour réguler la sécrétion de certaines

hormones, notamment la secrétion excessive de sébum (séborrhée) au niveau du créne [44].
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<% Activité antidépressive
Le sélénium est principalement utilisé pour prévenir et traiter la fatigue qui est due au
surentrainement ou aux infections et traumatismes musculaires, si bien que les sportifs l'utilisent
pour faire face a des efforts tres intenses [45].

< Activité anticancéreuse

L'intervention de cet élément est observée lors des phases précoces de la cancérogenése, lorsque
le stress oxydatif di aux réactions inflammatoires et a diverses cytokines endommage la cellule

(poumons par le tabac, estomac par les nitrosamines).

L'efficacité du sélénium dépend notamment du maintien de I'noméostasie enzymatique. La
supplémentation en sélénium vise a réduire la mortalité (50 %), alors qu'un certain niveau de

carence tend a l'augmenter, du fait des cancers chez les sujets atteints d'hépatite B et C [46] .
1.2.8 La toxicologie des composés organoseléniés
% La toxicité

Malgré son réle important dans I'organisme, le sélénium est hautement toxique si le corps
I'integre dans des quantités bien définies. La dose létale est supérieure a 10 ppm, tandis qu'en
dessous de 0,2 ppm, des maladies et des troubles dus a une carence en sélénium peuvent
survenir. Selon I'Académie américaine des sciences, le seuil de 5 ppm dans les aliments est
reconnu comme la limite entre un régime toxique et non toxique pour la plupart des especes.
Au-dela de cette valeur, l'intoxication se manifeste par une chute excessive des cheveux et des
ongles. Une surconsommation du sélénium naturel peut provoquer des problemes dentaires et
gingivaux. A fortes doses, le sélénium peut également entrainer des maladies de la peau telles

que des dermatites, voire des paralysies progressives et de I'épilepsie [47].

Les composes séléniés les plus toxiques sont les sels de sélénium, et I'intoxication se caractérise
par une irritation de la peau et des voies respiratoires supérieures, ainsi que par une perturbation
des fonctions cérébrales et enzymatiques. En outre, les personnes souffrant d'un
dysfonctionnement de la glande thyroide doivent éviter de prendre des doses élevées de
sélénium, de méme que les femmes enceintes. En revanche, la toxicité peut étre réduite en

présence de vitamine E.
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Le mécanisme moléculaire qui sous-tend la toxicité des organoseléniés reste pratiquement
incompréhensible. Cependant, de nombreuses données récentes sur la toxicité des

organoséléniées proviennent d'expériences menées avec du sélénium inorganique.

Ainsi, au cours des 60 derniéres années, Painter a émis 1’hypothése que la toxicité du sélénium

inorganique pourrait étre liée a 1’oxydation de thiols de grande importance biologique [48] .

En effet, le sélénite (Se**), qui oxyde facilement le groupe sulfohydryle, conduit & la formation
de disulfure et d'un intermédiaire instable, le sélénotrisulfure, ou bis (alkylthio) séléniure (1),
qui peut alors se décomposer en sélénium élémentaire. Painter a proposé que la réaction entre
Se * et le groupe thiol pourrait prendre trois étapes différentes (Schéma 1-2). Cependant,
Painter n'a pas pu isoler les composés de type RS-Se-SR (1) des disulfures en raison de

I'instabilité de ces intermédiaires [48].

0
2RSH , Se0 . RS-Se-SR + H,0

4RSH ., Se0, . RS-Se-SR + RSSR + H,0
1

i

4 RSH + SEO: _— RSSR + Se® + ZH:‘,O

Schéma I-2: La réaction entre Se** et le groupement thiol.

1.2.9 Etude chimique du sélénium et ses dérivés

Les dérivés sélénies réagissent de la méme maniére que les dérivés soufres, ainsi les propriétés
chimiques du sélénium sont identiques a celles du soufre, bien que I'atome de sélénium ait un
rayon de 0,5 A, alors que celui du soufre est de 0,37 A. A partir des formes organiques et
inorganiques des dérivés du séléniure les plus abondants dans la nature, il est strictement admis
que le sélénium reagit avec les métaux et les non-metaux, gagnant ainsi des électrons pour se
transformer en ions séléniure : Sez, SeFe, AlzSe et NasSe. Le sélénium peut également former

des liaisons covalentes avec la plupart des éléments du tableau périodigue.
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1.2.9.1 Les degrés d’oxydation du sélénium et ses composés inorganiques les plus

importants

Le sélénium est capable de réagir avec de nombreux éléments pour former des composés avec
une grande analogie avec les composés correspondants du soufre, en vue de ses différents degrés
d'oxydation : 6 = -2 comme : le séléniure d'hydrogéne (H2Se) : un gaz incolore, inflammable et
trés toxique (des intoxications pulmonaires, des lésions oculaires), il possede une acidité
relativement forte (Pka = 3,73) et un point d'ebullition a 42 °C. Il peut étre obtenu par action
d'un acide dilué, tel que I'acide chlorhydrique, sur le séléniure métallique ou en chauffant un
mélange de sélénium et d'hydroxyde de magnésium anhydre a 225°C. De plus, il possede des

propriétés réductrices trés importantes.

Diséléniure de carbone CSe:z : est obtenu par action du dichlorométhane CH>Cl> sur le
sélénium fondu entre 550 et 600 °C.

Séléniure de sodium NazSe : les séléniures alcalins et alcalino-terreux sont solubles dans I'eau
et beaucoup d'entre eux se décomposent facilement dans un environnement acide, libérant un

gaz incolore et inflammable a I'odeur nauséabonde.
0= 0 (Se, sélénium élémentaire).

6=+4 (Na2SeOg, sélénite de sodium) : Les sélénites de sodium peuvent étre formés par I'action
directe du sodium sur le sélénium (réaction trés violente). lls sont réduits en sélénium
élémentaire par l'ascorbate, le dioxyde de soufre ou un autre agent réducteur. lls peuvent

également réagir avec certains composés organiques tels que les diamines.

Cette réaction représente la base méme de I'analyse spectrophotométrique, une procédure dans
laquelle le sélénium est d'abord réduit a I'état d'oxydation +4 par le peroxyde d'hydrogéne, puis

complexé avec le 2,4-diaminonaphtalene (DAN).

6=+6 (Na2SeOq4, sélénate de sodium) : le sélénium forme également des halogénures séléniés,

par combinaison directe avec le fluor, le chlore, le brome, mais pas avec I’iode.

Il peut former des oxyhaloséléniures (SeOCl», oxychlorure de sélénium), qui sont de puissants
agents chlorés et oxydants, capables de réagir trés violemment avec d'autres substances. Dans
cette catégorie de dérivés inorganiques du sélénium, on trouve également les oxydes et

oxyacides de sélénium, des composés ressemblant a leurs homologues soufrés.
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Bien que le séléniure ait une affinité plus faible pour I'oxygene que le soufre, seuls deux oxydes

sont bien connus : SeO; et SeO:s.

Le dioxyde de sélénium, substance cristalline blanche et stable, se forme en brilant du sélénium
dans l'air. Ses propriétés oxydantes, bien que peu prononceées, sont plus fortes que celles du SO».
Le SeO- est donc reduit par le SOa.

Le dioxyde de sélénium se dissout facilement dans I'eau pour donner I'acide sélénieux H.SeOs,
qui est plus faible que Il'acide sulfureux dont les sélénites sont les sels correspondants. Le
trioxyde de sélénium SeOs se forme par l'action du trioxyde de soufre sur le sélénate de

potassium.

L'acide sélénique H>SeO4 est obtenu par I'action d'un oxydant puissant (fluor, chlore, brome,
ion permanganate, oxydation anodique, etc.) sur Se, SeO2, H.SeOs3 en présence d'eau.

L'acide sélénique est un diacide fort, trés hygroscopique, encore plus oxydant que le H2SOa. Ses
sels, les séléniates sont les équivalents des sulfates et des sulfates d'hydrogéne.

Les séléniates : ces combinaisons de sels d'acide sélénique et de bases salines ont été

découvertes par M. Berzelius [49]

1.2.9.2 Disponibilité des dérivés séléniés inorganiques

Le sélénium est le 34 ®™ élément du tableau périodique de Mendeleiev, avec une masse
atomique de 78,96. C'est le 69 ®™ élément en termes d'abondance parmi les différents éléments
présents sur terre. |l se situe dans la colonne 16 du tableau périodique, en dessous de I'élément
soufre, dans la famille des chalcogénes, qui comprend aussi I'oxygéne.

Le sélénium existe sous différents états d'oxydation, résumés dans le schéma 1-3. Tous les
organismes peuvent assimiler I'oligo-élément sous sa forme sélénite SeO3? ou sélénide H:Se,
mais l'assimilation de sa forme sélénate SeO.> n'est possible que chez les plantes et les

eubactéries [50].
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sélénate (SeO4%)

sélénite (Se():,z') @

® | >‘

séléniure (H;Se)
*\ h-'IeSeH

GS-Se-GS

@ sélénocystéine Me,Se
| | ®
sélénophosphate Me;zSe"

Schéma I-3: Assimilation du sélénium inorganique dans 1’organisme vivant.
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Le sélénium peut se trouver a différents degres d'oxydation. Les chiffres entourés font référence
aux voies métaboliques impligquées.

1 : Réduction du sélénate par une voie similaire a celle du sulfate, utilisant I'ATP sulfurylase
[50]. Une selénate réductase spécifique a été découverte dans la bactérie Thauera selenatis [51].
2 : Réaction non enzymatique du sélénite avec le glutathion, suivie d'une réduction en séléniure
catalysée par la glutathion-réductase ou la thiorédoxine réductase [52]. Une voie de réduction
directe existe chez les mammiferes par I'intermédiaire de la thiorédoxine réductase (2b) [53] .
3 : Formation spécifique de sélénocystéine par la cystéine synthase.

4 : Formation de sélénophosphate par la sélénophosphate synthétase ; c'est le lien avec la
synthese spécifique de la sélénocystéine.

5 : Réactions de méthylation par la S-adénosyl-méthionine transférase : ces composés méthylés

sont excrétés par les organismes pour éliminer I'excés de sélénium [54].

1.2.9.3 Les différentes réactions chimiques des composes séléniés

Récemment, les composés organoséléniés sont devenus des réactifs trés utiles et puissants. 1ls
permettent I'insertion chimio-, régio-et stéréosélective de nouveaux groupements fonctionnels
dans des substrats organiques complexes dans des conditions expérimentales extrémement
douces. Le sélénium peut réagir comme électrophile, nucléophile ou radical, en fonction de son
degré d'oxydation. Une fois incorporé, il peut étre directement converti en divers groupes
fonctionnels ou étre utilisé pour manipuler davantage la molécule et étre éliminé a un stade

ultérieur.

Les propriétés des composés organoseléniés sont similaires a celles des analogues soufrés les
plus connus. Cependant, l'introduction d'un hétéroatome, la manipulation des molécules
résultantes et, en particulier, le déplacement du sélénium contenant diverses fonctions
s'effectuent dans des conditions beaucoup plus simples et modérées que celles requises dans le
cas des composés soufrés correspondants. Ces derniéres années, des travaux intéressants ont été
réalisés dans le domaine des réactions d'addition electrophile de reactifs seléniés sur des doubles
liaisons carbone-carbone : I'influence du réactif électrophile RSeX sur les alcénes 1. Le schéma
I-4 montre des réactions d'anti-addition stéréospécifiques incluant la formation d'ions sélénium
(intermédiaires 2) et, en présence de nucléophiles externes NuH, les composés 3 sont obtenus
avec des oléfines asymetriques, I'addition suivant de préférence I'orientation de Markovnikov

thermodynamiquement favorisée.
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Dans le cas des alcenes 4, a partir de groupes nucléophiles convenablement placés, I'attaque de

I'ion séléniure 5 a lieu de maniere intramoléculaire et les produits cycliques 6 ou 7 sont formés.

R
: .
\ RSeX {@e NuH HS“R
Nu
X -
1 2 3

SeR

RSeX

Schéma I-4: Réactions d'addition et de cyclisation favorisées par les réactifs séléniés électrophiles.

De nouvelles procédures ont été décrites pour la préparation de PhSeX, le réactif électrophile le
plus utilisé en synthése organique. En outre, des réactifs électrophiles au sélénium plus sélectifs
et plus efficaces ont été également préparés et étudiés. Les réactifs séléniés chiraux et non
racémiques récemment décrits et utilisés pour la synthése asymétrique sont particuliérement
intéressants. Dans tous ces cas, en effet, la stéréochimie des nouveaux atomes de carbone
chiraux apparus dans les composes 3, 6 et 7 est manifestement controlée par le réactif chiral, ce
qui permet d'observer des réactions d'addition et de cyclisation diastéréosélectives.

L'utilisation de composeés de sélénium chiraux dans la synthése organique a récemment été mise
en evidence et citée dans la littérature [55]. Plus intéressant encore, de nouveaux exemples
tenant compte des réactions d'addition "anti" stéréospécifiques a travers la double liaison
carbone-carbone ont été décrits. Cependant, I'étude des réactions de cyclisation a fait I'objet de

beaucoup plus d'attention.
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Les facteurs responsables du fonctionnement de ces réactions ont été étudiés et d'importants

composés hétérocycliques ont été nouvellement synthétisés.

Un autre aspect intéressant, apparu ces derniéres années, concerne la possibilité d'effectuer
certaines conversions des groupements fonctionnels en utilisant non seulement les parties
catalytiques du réactif selénié électrophile. Le développement de ces procédures catalytiques au
sélénium, favorisant les synthéses asymeétriques, a probablement conduit aux resultats les plus
importants rapportés récemment dans ce domaine. Leur pertinence conceptuelle et synthétique

accroit considerablement I'importance de la chimie des organoseléniés.

1.2.9.3.1 Les organoséléniés en tant que réactifs électrophiles

Le cation phénylsélénényle représente I'entité la plus réactive dans un composé sélénié utilisé
comme réactif électrophile. La plupart des réactifs utilisés sont disponibles dans le commerce,
comme PhSeCl 8 et PhSeBr 9, qui peuvent étre facilement obtenus soit a partir de 8, soit a partir
du diséléniure de diphényle 10. Les composes 8 et 9 sont préparés a partir de 10 par traitement
avec du chlorure de sulfure ou du chlore dans I'hexane et avec du brome dans le
tétrahydrofurane, respectivement.

Un choix approprié du réactif est nécessaire pour garantir une réaction d'addition propre. Dans
les réactions d'addition en présence de nucléophiles externes ou dans les réactions de cyclisation
favorisées par le sélénium, l'utilisation de chlorure ou de bromure de phénylsélénenyle entraine
certains processus secondaires indésirables, tels que l'incorporation d'anions halogénés et la
diminution de la régiosélectivité. A cette fin, plusieurs nouveaux agents phénylsélénénylés ne

contenant pas de parties nucléophiles ont été mis au point (Figure 1-1).

La plupart d'entre eux ont été préparés a partir de PhSeCl, comme le N-(phénylséléno)phtalimide
(N-PSP) 11 [56] qui est produit, avec des sels d'argent, comme le hexafluorophosphate 12 [57],
le hexafluoroantimonate 13 [57], le tolylsulfonate 14 [58] ou le triflate 15 [59]. Dans d'autres
cas, le réactif électrophile a été produit par I'oxydation du diséléniure de diphényle. Le sulfate
de phenylselénenyle (PSS) 16 est un réactif électrophile tres efficace, facilement produit a partir

de la réaction du diséléniure de diphényle avec le peroxodisulfate d'ammonium [60].
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Figure I-1: Les réactifs phénylsélénenylés électrophiles les plus communs.

Un transfert d'électron ou une réaction Sn2, comme le suggére le schéma I-4, peut initier ce
processus. La production des électrophiles phénylsélénénylés du composé 10 peut étre réalisée
avec plusieurs autres réactifs. Par exemple, KNO3 [61], CuSO4 [60], Ce(NHa4)2(NO2)s [62] , et
Mn(OAC)s [63] ont été tous utilisés avec succes. Le dioxyde d'azote [64], le peroxyde de m-
nitrobenzénsulfonyle [65] , le bis - (trifluoroacétate) d'iodobenzene , le diacétate d'iodobenzéne
[66] et 2,3- dichloro-5,6-dicyano-1,4- benzoquinone ont été également proposes comme agents
oxydants [67]. Le cation phénylsélénényle (Schéma 1-5) peut étre également obtenu par clivage
du cation radical diséléniure de diphényle créé par un simple transfert d'électron unique photo-

sensibilisé du diséléniure de diphényle au 1,4- dicyanonaphtaléne [68] .
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(O] °
] —— = PhSe + PhSe
PhSe PhSe

Schéma 1-5: La formation du cation phénylsélénényle a partir de diséléniure de diphényle.

Le choix de I'un de ces réactifs est souvent dicté par les conditions spécifiques de la réaction
d’addition. Le triflate de phénylsélénényle 15 et le sulfate de phénylsélénenyle 16 sont deux
réactifs dont I'application genérale est marquée par leur grande efficacité en donnant lieu a des
réactions propres. Le sulfate de phénylsélénényle 16 peut étre facilement préparé, mais
seulement dans une mesure limitée, car il ne peut pas étre utilisé a des températures inférieures
a30°C. Une propriété importante et tres utile du réactif 16 est qu'il peut étre utilisé pour effectuer
des conversions de groupes fonctionnels multiples en utilisant seulement des quantités
catalytiques de diséléniure de diphényle. Des dérivés du diséléniure de diphényle portant des
substituants sur le cycle phényle ont été préparés afin d’optimiser la réactivité ou la sélectivité
des réactifs électrophiles correspondants.

Ainsi, le bromure de (2, 4, 6-trisopropylphényl) sélénényle est synthétisé a partir du diséléniure
correspondant 17 par traitement au brome, ce qui entraine la fermeture du cycle des alcools
homoallyliques en tétrahydrofuranes avec une stéréosélectivité considérablement plus élevee
que celle observée avec d'autres composés phénylsélénénylés [69] .

Les diséléniures azotés 18, 19 et 20 ont été utilisés pour effectuer des réactions d'addition sur
des alcénes [70] [71] dans des conditions catalytiques en utilisant le nitrate de cuivre et le
persulfate de sodium comme oxydants. Récemment, Nicolaou a décrit la préparation de certains
réactifs polymeéres a base de sélénium en utilisant du polystyréne cristallisé [72]. Les polymeéres
liés au bromure de phénylsélénényle et au N-(phénylséléno) phtalimide agissent comme des
agents de sélénenylation efficaces des alcénes. En raison de leur polyvalence et de leur facilité
de manipulation, ces réactifs peuvent avoir des applications utiles en phase solide et en synthese
combinatoire. La figure 1-2 présente des exemples de diséléniures optiquement actifs. Les
premiéres réactions stéréosélectives de sélénenylation électrophile ont été rapportées par

Tomoda [73] a partir des dérivés de diséléniure de binaphtyle 21.

25


https://paperpile.com/c/WTeBsW/bm45
https://paperpile.com/c/WTeBsW/scYw
https://paperpile.com/c/WTeBsW/OrVr
https://paperpile.com/c/WTeBsW/o5bu
https://paperpile.com/c/WTeBsW/KX1t

Chapitre 1 : Contribution a la chimie des organoséléniés

Q
@,
S

OEt 0 NMe,
SE): F Se)s
R Se)» Se), @e 2
oot L &
21 22 23 24

Se),
)\Ph 0

25 26 27

Figure 1-2: Les diséléniures optiquement actifs.

Quelques années plus tard, des agents de sélénenylation efficaces ont été produits a partir des
diséléniures symétriques en C (produits 22 et 23) décrits par Deziel [74]. Le diséléniure de
ferrocényle 24, le plus intéressant, a été préparé par Uemura [75] par métallisation, suivie d'un
traitement au sélénium élémentaire pour subir une oxydation catalytique. Le composé 25 est un
exemple d'une classe de diséléniures contenant diverses unités chirales de pyrrolidine, qui ont
été préparees et utilisées dans des syntheses stéréosélectives par Tomoda [76]. Le composé 26
a été introduit par Back [77]. Il s'agit probablement du diséléniure chiral le plus facile a obtenir,
puisqu'il peut étre obtenu a grande échelle par une préparation en une seule étape a partir du
camphre. D'autres diséléniures a base de camphre peuvent étre facilement préparés a partir de
produit 26. Un réactif efficace est le diséléniure 27 dans lequel le groupe carbonyle a été converti
en un cycle oxazolidinone. Divers diséléniures structurellement plus simples ont éte synthétisés
par Wirth [78].
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A partir de précurseurs chiraux disponibles dans le commerce, les diséléniures 28 et 29 ont été
simplement préparés dans une synthese en une seule étape consistant en une ortho-lithiation,
une réaction avec du sélénium élémentaire et une oxydation a l'air. Cette méthode simple a
permis la préparation d'un grand nombre de diséléniures de structure générale 30 (X = NR7',
OR"). Plus particuliérement, des réactifs électrophiles particuliérement efficaces ont récemment
été obtenus a partir des diséléniures 31 [79] et 32 [80] , également décrits par Wirth. Une
caractéristique commune a tous ces diséléniures est la proximité d'un hétéroatome (oxygeéne ou
azote) par rapport a I'atome de sélénium. Il a été signalé a plusieurs reprises que le sélénium
peut interagir avec des hétéroatomes proches. Dans certains cas, I'existence de cette interaction
a eté démontrée par des calculs théoriques, et ainsi la détermination de la structure cristalline et
des mesures spectroscopiques par RMN [76]. Cette interaction rapprochera le centre chiral du
centre réagissant lors de l'addition de I'agent de sélénénylation a l'alcene, ce qui entrainera une
induction asymétrique. En outre, cette méme interaction devrait également déterminer la
structure du réactif actif au sélénium, jouant ainsi un réle fondamental dans la formation du

diastéréoisomere preféré dans les produits d'addition 3 (Figure 1-3).
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Figure 1-3 : Les diséléniures chiraux non racémiques.

27


https://paperpile.com/c/WTeBsW/ZJaO
https://paperpile.com/c/WTeBsW/2Qjl
https://paperpile.com/c/WTeBsW/TNS1

Chapitre I : Contribution a la chimie des organoséléniés

1.2.9.3.2 Réactions d'addition aux doubles liaisons Carbone-Carbone

Les applications directes des additions de réactifs phénylsélénényles électrophiles a des oléfines
sont relativement peu nombreuses. La grande importance synthétique de ces réactions est due
au fait que, en raison de la polyvalence de la partie contenant du sélénium, les produits d'addition

3 (Schéma 1-6) peuvent étre utilisés comme précurseurs d'une serie de transformations utiles.

En fait, le groupe phénylséléno peut étre eliminé de plusieurs fagons, ce qui conduit a des dériveés
intéressants dans chaque cas. Par traitement avec des hydrures d'étain en présence d’AIBN
(azobisisobutyronitrile), le clivage homolytique de la liaison carbone-sélénium a lieu et les
carbones radicalaires 33 sont générés (Schéma 1-6), ceci conduit a effectuer plusieurs réactions
radicalaires intéressantes. Alternativement, les radicaux 33 peuvent effectuer une extraction
d'hydrogene pour obtenir les produits de réduction 34. Apres conversion en sélénones [81] par
oxydation ou aux ions de sélénonium [82] par traitement avec PhSeX, la partie sélénium peut

réagir avec divers nucléophiles pour obtenir les produits de substitution 37.

Lorsque des agents sélénényles optiquement actifs sont utilisés, les produits d'addition 3
(Schéma 1-6) sont obtenus sous la forme d'un mélange de deux diastéréoisomeres, et leur
desélénénylation mene a la formation énantiosélective des composés 34, 36 et 37. Dans certains
cas, les deux diastéréoisomeres peuvent étre séparés et leur desélénénylation donne alors des

composés énantiomériquement purs.
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Schéma 1-6 : Réactions de desélénenylation.

Un nombre limité de nouvelles réactions d'addition a été décrit ces dernieres années. Il s'agit
principalement de réactions réalisees en présence d'oxygéne externe (réactions
d'oxysélénénylation) ou de nucléophiles azotés. En revanche, les réactions d'oxysélénénylation
ont été largement utilisées comme sonde pour tester I'efficacité des différents agents chiraux de

sélenenylation.
1.2.9.3.3 Réactions d'oxysélénénylation

Les réactions d'oxysélénenylation, c'est-a-dire l'anti-addition stéréospécifique d'un groupe
organoseléno et d'un nucléophile oxygené, tel qu'un groupe OH, OR, OCOR, a une oléfine, sont
des procédures tres utiles et largement utilisées pour la préparation de molécules simples ou
complexes. Des conditions expérimentales simples permettant d'effectuer efficacement
I'nydroxy-, I'alcoxy- ou l'acétoxyselénénylation des alcenes ont déja été décrites [83] et sont

actuellement utilisées.

Engman a rapporté que I'acétoxysélénénylation des alcenes pouvait étre mieux réalisée avec le
PhSeBr dans I'acide acétique en présence d'anhydride acétique et de KNO3[84]. Dans le cas des

oléfines terminales, 1'addition est suivie d’un contrdle régiosélectif pauvre.
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Cependant, quand la solution de chloroforme des deux produits a été traitée par des quantités
catalytiques d'éthérate de trifluorure de bore, l'isomérisation a eu lieu et 1’additif anti-
Markovnikov a été transformeé en produit de Markovnikov. L'acétoxysélénylation des alcenes
peut étre proprement effectuée par oxydation du diséléniure de diphényle avec du diacétate
d'iodobenzéne dans I’acétonitrile [66].Une application intéressante des réactions séquentielles
d'oxysélénénylation a été signalée récemment par Kim pour la synthése de cyclitols
biologiquement importants [85], La stéréochimie et la régio-chimie de I'oxysélénénylation
séquentielle du cyclohexene ont été contrdlées par I'utilisation d'un diol chiral, I'nydrobenzoine,
comme nucléophile. Les diverses étapes utilisées pour la synthése importante du muco-quercitol
de cyclitols 42 et de D-chiro-inositol 43 ayant une activité physiologique (un intermédiaire

d'insuline), sont illustrées dans le schéma I-7:

SePh
NPSP BF;0Ft, ' NalO; PhSeOTf
HO OH o OH o OH >
Ph h $ < K <
Ph Ph Ph Ph
38 39
SePh
; 0
Q: j/ _Naloy CE j’ MCPBA _ C{ j’ _SePhNa _
O I"’f
4]
PhSe (I 1( 050, H,0 I I
\O: ., ' ]/ NMO ]/
QH C:)H
HO - OH HO - OH
H, PA(OH), :O: 4] 6étapes
- = — -
HO OH HO -~ “OH
OH
42 43

Schéma I-7: Série de réactions d'oxyselénénylation (synthése de cyclitols).
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La réaction du cyclohexéne avec le N-(phénylséléno) phtalimide en présence de (S,S)-
hydrobenzoin dans le chlorure de méthyléne a permis d'obtenir deux diastéréomeres
oxyséléniures (38 et le diasteréomere (1R, 2R)) dans un rapport 1:1. Le composé 38 a été séparé
et converti en oléfine 39 par élimination du sélénoxyde. Cette deuxieme réaction
d'oxysélénénylation promue par le PhSeOTf n'a donné que le cis-dioxane bicyclique fusionné
40. L'oxydation et I'élimination subséquente ont permis d'obtenir I'oléfine 41. Il s'agit de
I'intermédiaire clé pour les synthéses des cyclitols 42 et 43, qui ont été obtenus a partir d'une
série de réactions classiques indiquees dans le schéma 1-8. Les réactions d'oxysélénénylation

ont été également utilisées pour promouvoir les réactions de glycosylation [86].

% Réactions d'oxysélénénylation asymétrique

Les réactions d’oxysélénenylation asymétrique ont été largement utilisées pour étudier
I'efficacité de divers agents de sélénénylation chirale non racémique. En particulier, la
méthoxysélénénylation du styréne a été étudiée avec tous les diséléniures mentionnés dans le
schéma 1-8. Le déroulement mécanique de la méthoxysélénenylation du styrene a été étudié en
détail par Wirth [87] en utilisant le diséléniure de triflate de sélénényle 29.

A partir du réactif électrophile de configuration (S), les deux produits d'addition diastéréo-
mériques ont été formés dans un rapport allant jusqu'a 96:4 et il a été démontré que le
stéréocentre nouvellement généré du principal diastéréomere 44 a la configuration (R) (Schéma
1-8). Cela correspond & une attaque (R) favorisée du styréne. Etant donné que dans le cas des
(E)-alcenes, la formation des intermédiaires de séléniranium est I'étape qui détermine la
stéréochimie des réactions d'addition [88], il est a noter que la réaction de I'alcéne avec un
électrophile selénényle chiral aboutit a la formation préférentielle d'un intermédiaire de
séléniranium. Des expériences compétitives ont démontré que la formation des intermédiaires
de séléniranium est un processus réversible ; il s'ensuit que la formation préférentielle d'un
intermédiaire de séléniranium par rapport a l'autre doit refléter la différence de stabilité entre
eux. Des preuves experimentales a I'appui de cette interprétation ont été obtenues en générant

indépendamment les ions séléniranium et en étudiant leurs réactions avec le méthanol.

A cette fin, les deux g-hydroxyséléniures optiquement actifs (R,S)-45 et (S,S)-47 ont été préparés
[89] par réaction de I'anion sélénié obtenu a partir de 29 avec I'époxyde de (R)- ou de (S)-styréne.
La protonation de 45 et 47 et un déplacement Sn2 intramoléculaire subséquent par le sélénium

génerent les intermediaires de séléniranium souhaités.
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Dans le cas de lI'intermédiaire 46, correspondant a celui formé par I'attaque (R) du styrene, et qui
est suppose étre le plus stable, la réaction avec le méthanol a donné le produit prévu (R,S)-44,
sans perte d'information stéréochimique au niveau de I'atome de carbone benzylique. Dans le
cas de l'intermédiaire 48, correspondant a I’attaque (S) du styréne, et supposé étre moins stable,
un mélange de (S,5)-49 et (R,S)-44 a été obtenu, ce qui explique clairement qu'une certaine
conversion de 48 en 46, plus stable, s'est produite avant que la réaction avec le méthanol a eu

lieu par un mécanisme de décomplexation-complexation, indiqué dans le schéma 1-8.

Schéma 1-9: Mécanisme de méthoxysélénenylation asymétrique de styréne.

Les résultats obtenus a partir des réactions de styréne avec divers réactifs électrophiles dérivés

des diséléniures présentés dans le schéma 1-8 sont resumes dans le tableau 1-2.
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Dans plusieurs cas, la réaction d'addition se déroule avec d'excellents exces diastéréomériques.
Bien que la température de réaction, le solvant et la nature du contre-anion soient différents d'un
cas a l'autre, les données rapportées dans le tableau 1-2 peuvent étre prises en considération
pour obtenir des indications préliminaires sur la capacité des divers réactifs électrophiles a

transférer la chiralité aux stéréocentres nouvellement générés.

Cela ressort clairement des données du tableau 1-3 dans lequel sont indiqués les exces
diastéeréomériques mesures pour les réactions des dérives électrophiles des diséléniures 24 et 26
avec divers alcénes. Dans les deux cas, les reésultats obtenus avec d'autres alcénes sont bien

meilleurs que ceux observés avec le styréne.

Tableau I-2: Méthoxysélénénylation asymétrique de styréne

Diséléniure Anion Conditions e.d (%) Rendement Ref.
(%)
21 Br~ MeOH, 25°C 49 49 [90]
22 TfO~ Et.0, -78°C 77 88 [91]
23 TfO~ Et.0, -78°C 94 73 [74]
24 TfO~ CHxCly, -78°C 35 97 [75]
24 Br~ CHzClg, 25°C 97 21 [89]
25 PFg CHxCly, -78°C 42 79 [92]
26 S0;~ CHzCl, 25°C 30 91 [93]
26 TfO~ CHxCly, -78°C 47 77 [94]
28 TfO~ Et.0, 0°C 10 64 [78]
29 TfO~ Et20, -100°C 89 81 [78]
31 TfO~ MeOH, -78°C 98 55 [79]
32 TfO~ Et20, -100°C 86 98 [80]
32 S0;~ Et.0, -15°C 86 74 [80]
32 S0;~ Et.0, 25°C 76 95 [80]
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Tableau I-3: Méthoxysélénénylation asymétrique des alcénes.

Alcene Diséléniure 26 Diséléniure 24
Anion | T Ref. Anion | T ed Ref.
°C °C | (%)
Styréne so2- | 25 | [93] | Tfo~ | -78| 35 | [75]
E-3-Octene S0z~ | 25 | [93] / / / /
E-2-Buténe Tfo~ |-78| [93] | Tfo~| 0 | 96 | [75]
S-Méthylstyrene / / [93] | Tfo~ | O 96 [75]
a-Methylstyréne Tfo~ |-78 | [93] | Tfo~ | O 15 [75]
Styrylacétate de méthyle S0z~ | 25 | [93] / / / /
3-Hexenoate de méthyle S0z~ | 25 | [93] / / / /

Il est intéressant de noter que la nature des anions semble avoir une influence considérable sur
la sélectivité et le rendement des réactions. L'effet d’un anion sur le déroulement des réactions
des dérivés électrophiles du diséléniure 25 avec le p-méthylstyréne, dans le chlorure de

méthylene et le méthanol & 100°C a été étudié par Tomoda [92].

A partir de ces résultats, il a été suggéré qu'une diminution de la nucléophilie de I’anion, c'est-
a-dire une augmentation de I'électrophilie du réactif sélénié, entraine une augmentation de

I’exces diastéréoisomérique de ces réactions.

Des changements similaires de sélectivité lors du passage du bromure au sulfate ont été
également observes avec le styréne, (E) -f-méthylstyréne, (E)-4-octéne et 3-hexenoate de

méthyle. Aucune modification n'a été observée avec le cyclohexéne et le cycloocténe.

Tout récemment, une nouvelle réaction d'addition asymetrique a eté decrite par Tiecco.
L'oxydation du diséléniure 26 par le persulfate dammonium donne le sulfate de
camphorsélényle, qui réagit avec les alcenes dans l'acétonitrile en présence d'eau, pour donner
les produits de hydroxysélénénylation avec de bons rendements et des diastéréosélectivités

modérées a bonnes [95]. Les résultats de ces expériences sont rassemblés dans le tableau 1-4.

Des rapports diastéréomériques significatifs ont été observés dans la hydroxysélénénylation du

cyclohexene, du styréne et du g-méthylstyrene.
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Une bonne sélectivité faciale a été observée dans tous les autres cas. Les deux produits
diastéréomériques obtenus lors de la réaction d'addition, ont pu étre separés dans la plupart des

cas.

Des alcools saturés ou allyliques énantiomeériquement purs peuvent étre obtenus par
désélénénylation classique, réductrice ou oxydative, des isoméres simples. L’interaction de
I’anion sulfate s’est avérée importante et ainsi l'utilisation des dérivés sulfatés présente un
avantage considérable dont ces réactions peuvent étre effectuées a température ambiante. Les
données rassemblées dans les tableaux I-3 et -4, montrent que, dans la méthoxysélénénylation
des alcénes, les exces diastéréomériques ainsi obtenus sont comparables a ceux observés avec
d'autres agents de sélénénylation qui, en revanche, nécessitent de basses températures pour leurs

réactions. La hydroxysélénenylation a été également réalisée a 40 °C.

Cette réaction d'addition présente un autre avantage de I'utilisation de I’anion sulfate. En effet,
il semble assez difficile de trouver des conditions réactionnelles appropriées pour avoir des
stéréoselectivités similaires avec un agent de sélénenylation ayant un anion différent du sulfate.
Enfin, il a été démontré qu'avec I'utilisation de cet anion sulfate, plusieurs conversions catalysées
par le sélénium sont possibles a accéder, et d’autant plus les conversions catalysées par des

électrophiles séléniés chiraux et non racémiques sont particulierement intéressantes.

Tableau I-4: Hydroxysélénenylation des alcénes avec sulfate de camphorsélényle, R*: SOsH, dans

I'acétonitrile et I'eau a 40 °C.

. . Rendement
Alcenes Temps (h) Produits additifs rd
(%)

C,Hs C,Hs  SeR*
\:\ 36 60 91:9

C,Hs HO CoHs

CsH7 CsH;,  SeR*
\:\ 39 )—< 89 94 :6

C3H- HO C3H;

Me Me SeR*

\:\ 60 >—<¥ 60 90 :10

CN HO CN

Me OH
/ / >—<7 10 90 :10
*RSe CN
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. . Rendement
Alcénes Temps (h) Produits additifs rd
(%)
SeR*
O 37 68 78 :22
OH
SeR*
@\ 31 75 90:10
OH
SeR*
45 50 81:19
OH
Ph SeR*
Ph 28 >—/ 68 65 :35
\:
HO
Ph Ph SeR*
\:\ 40 >—< 62 65 :35
HO

1.2.9.3.4 Addition des nucléophiles azotés

Vu le réle important des groupements fonctionnels azotés, les réactions d'addition d'un dérivé
électrophile sélénié et d'un nucléophile azoté sur une double liaison carbone-carbone
représentent un processus synthétiqguement pertinent pour des applications potentielles. Les
réactions de ce type d’addition ont contribué a la synthése d'amide de Ritter selon Toshimitsu et
Uemura [96] [97]. L'addition d'un groupe phénylsélénényle et d'un groupe acylamino a une
oléfine mono ou 1,2-disubstituée a été réalisée en traitant I'oléfine avec PhSeCl dans
I'acétonitrile et I'eau en présence d'acide trifluorométhanesulfonique. La conversion
stéréospécifique du cyclohexéne en amidoséléniure 54 correspondant est présentée dans le

schéma 1-9.

Ces réactions d'amidoselenénylation sont couramment utilisées pour la préparation d'amides
allyligues satures par deselénenylation oxydative ou réductrice. Le propionitrile, le butyronitrile,
le benzonitrile et le cyanoacétate d'éthyle peuvent étre utilisés a la place de I'acétonitrile. Le
styréne a donné des résultats médiocres et méme les autres oléfines riches en électrons, telles
que le 1-methylcyclohexéne ou le 2,3-diméthylbut-2-éne, n'ont pas donné les produits
d'amidosélénénylation désirables. La réaction peut étre également effectuée a partir des produits

d'’hydroxy- ou de méthoxysélénenylation d'alcénes, en présence d'eau et d'acide
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trifluorométhanesulfonique; dans ce cas, les nitriles sont utilisés en quantités steechiométriques

[98].

Cette méthodologie a été utilisée pour préparer les produits d'amidosélénénylation du styréne
55 et des oléfines riches en électrons. Il a été cependant nécessaire de remplacer le phénylséléno
par le groupement 2-pyridylséléno afin d'augmenter la réactivité de I'intermédiaire séléniranium
[99].

H,0, H*

PhSeCl ® SePh
- SePh —™ OH
CHACN
~ IN%
CH,
0
SePh >—NH
. g HaC N—
“’NHCOCH; Ph \ /

54

/]
th

Schéma I-10: Réactions d'amidosélénénylation

D'autres réactions d'amidosélénenylation ont été décrites par Salazar [100] dont la
carbamatosélénénylation des alcenes peut avoir lieu en utilisant le N-(phénylséléno) phtalimide,

en présence d'acide tétrafluoroborique, et d'éthylcarbamate en tant que nucléophile.

L’utilisation des alcénes monosubstitués et 1,2-disubstitués est favorisée pour la réaction d’anti-
addition stéréospécifique. Dans le cas des alcenes monosubstitués, des mélanges de
régioisomeres ont été obtenus. Une investigation approfondie de la réaction de dodéc-1-ene 56
a permis de constater que, lorsque la température et le temps de réaction sont réduits, les
rendements du produit 59 de carbamatosélénénylation diminuent et ceux du produit
d'oxysélénénylation, dérive de I'hydrolyse du produit 58, augmentent (Schéma 1-10). En raison
de la nature ambidextre du carbamate, les composés 58 et 59 peuvent étre formés par I'attaque
d'oxygeéne ou d'azote, respectivement. La formation du composé 58, cinétiqguement favorisée,
semble étre réversible, tandis que I'attaque nucléophile par I'azote sur I'ion séléniranium 57, qui

donne le produit 59 de carbamatosélénénylation (et son régioisomere), semble étre un processus
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irreversible dans les conditions réactionnelles appliquées. De bons résultats ont été obtenus

lorsque les mémes réactions ont été effectuées avec cyanamide comme nucléophile.

La réaction de cyanamidosélénénylation a bien marché avec des alcénes mono-, di- et tri-

substitués. Dans ce cas également, I'addition était stéréospécifique.

Le composé 60 a été obtenu a partir de trans-déc-5-éne. Il a été également rapporté que le p-
toluensulfonamide peut étre utilisé comme nucléophile dans les réactions des alcenes avec
PhSeCl [101], la réaction du cyclohexene a permis d'obtenir le composé 61. Récemment,
Piancatelli a utilisé le PhSeCl en présence de chlorure de zinc pour réaliser la
chlorosélénénylation stéréospécifique d'oléfines pauvres en électrons telles que le maléate et le

fumarate d'éthyle, I'acrylate de méthyle et la cétone de méthyle et de vinyle [102].

L'addition s'est produite également avec une bonne régiosélectivité dans le cas des esters
méthyliques des acides acrylique, crotonique et cinnamique 62 (Schéma 1-11). Dans ces
derniers cas, si le mélange réactionnel est directement traité avec une amine primaire, les dérivés
chlorés 63 et 64 sont directement convertis en un mélange syn-anti des deux séléniures aminés
diastéréomériques 65 et 66 [103], l'ensemble de ce processus représente donc une

aminosélénenylation pratique des alcénes en une seule étape.

Schéma I-11: Carbamato-, cyanamido- et sulfonamido- sélénénylation des alcénes.
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Schéma 1-12 : Aminosélénénylation des alcénes pauvres en électrons.

L'une des réactions d'addition les plus importantes impliquant des nucléophiles azotés est I'azido
sélénénylation des alcenes, car les groupes azido et phénylséléno peuvent donner lieu a plusieurs
transformations utiles. Ces composés ont été préparés pour la premiére fois par Krief a partir de
la réaction d'alcénes avec du PhSeBr suivi d'azide de sodium dans du DMF [104]. L’azido
sélénénylation directe des alcénes peut étre réalisée avec du PhSeCl et de I'azoture de sodium
dans du DMSO [105]. Dans ces conditions, la réaction est stéréospécifiqgue mais n'est pas
régiospécifiqgue. De méme, la réaction d'alcenes exo-cycliques avec le N-(phénylséléno)
phtalimide et I'azidotriméthylsilane dans le chlorure de méthylene (Schéma 1-12) méne a la

formation d’un mélange 1:1 des régio-isomeres 67 et 68 [106].

39


https://paperpile.com/c/WTeBsW/yA8c
https://paperpile.com/c/WTeBsW/n7yH
https://paperpile.com/c/WTeBsW/R2EK

Chapitre 1 : Contribution a la chimie des organoséléniés

N3 SePh
CH,Cl,
67 68
§ePh
Ph \/‘\\/\{\a,OR PhSeOTf, NaN;  Ph \[/;\H,OR
L CH,CN 0°C N n
(n=1,2,3) 69 * 70
N, SePh
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Cotia™ ™ CHeN2s'c - Ceflis CoHia
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71 72 73

Schéma 1-13: L’azidosélénénylation électrophile des alcénes.

Tout récemment, Tiecco a rapporté que 1’azidosélénénylation électrophile des alcenes peut étre
effectuée avec le PhSeOTf et I'azide de sodium dans I'acétonitrile [107]. Cette réaction est une
anti-addition stéréospécifique dans tous les cas ; la régiochimie est plut6t déterminée par la
structure de I'alcéne de départ. Les produits 70 dérivés des alcenes 69 substitués par des phényles
ont été formés avec une régiosélectivité et une stéréosélectivité compléte. En revanche, les
alcénes terminaux ont donné un mélange de deux régio-isomeres ; ainsi, par exemple, le 1-
octene 71 a donné un mélange 2:1 des produits 72 et 73. Les meilleures conditions
expérimentales favorables pour introduire un phénylséléno et un groupement azido sur la double
liaison d’alcéne sont celles qui exigent I’utilisation de diséléniure de diphényle, de I'azoture de
sodium et de diacétate d'iodobenzéne dans le chlorure de méthyléne. Dans ces conditions,
cependant, la réaction d'addition se produit par le biais du mécanisme radicalaire présenté dans
le schéma 1-12 [108]. L'addition s’effectue donc avec une orientation anti-Markovnikov et n'est
pas stéréospécifique. La réaction est initiée par I'oxydation de I'anion azido en radical azido, qui
s'ajoute a l'alcene pour donner un carbone radicalaire, celui-ci est piégé par le PhSeSePh pour
obtenir le produit final et un radical PhSe, qui se dimérise en formant le diséléniure de diphényle.
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En raison de sa nature radicalaire, cette réaction d'addition peut avoir lieu avec différents types
d'alcenes.

Les produits 74, 75 et 76 obtenus, indiquent la régiosélectivité et la chimiosélectivité de la
réaction d'addition avec différents substrats tels que les éthers d'énol, les esters a,f-insatures et

les esters de vinyle a ,S-insaturés (Schéma 1-13).

PhI(OAC)2 + 2Ny - Phl , 2AcO" + 2N,
R . R N
\= + N3 o .\_.!' ’
R N3 R N3 *
\__/  + PhSeSePh -y« Phse
PhSe
2PhSe - PhSeSePh

Schéma I-14: L’azidosélénénylation radicalaire des alcénes.
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1.2.9.3.5 Sélénocyclisation

En raison de la grande importance des composés hétérocycliques en tant que produits finaux ou
intermédiaires de réaction, plusieurs méthodes ont été décrites pour leur construction. Parmi les
différents types de réactions de cyclisation les plus utiles, celles basées sur la réaction d'un
réactif électrophile avec un alcéne contenant un groupe nucléophile convenablement positionné.
Le terme de cyclo-fonctionnalisation a été introduit par Clive [109] pour décrire ce type de
processus qui peut étre favorisé par plusieurs réactifs électrophiles. Le grand nombre de produits
acquis ces derniéres années a partir des réactifs séléniés pour réaliser les réactions de fermeture
de cycle est di a la disponibilité aisée des réactifs, aux nombreuses manipulations chimiques
qui peuvent étre effectuées sur le groupement sélénium avant ou pendant son élimination, et aux
conditions réactionnelles douces requises dans les différentes étapes. Les réactions de
cyclisation favorisées par le sélénium permettent donc d'accéder facilement a une grande variéte
de composeés hétérocycliques et a ceux qui contiennent des hétéroatomes y compris I'oxygene
et/ou l'azote en particulier. Le schéma I-14 montre les possibilités de cyclisation en fonction
de la position relative du nucléophile et de la double liaison dans l'alcéne de départ. Des
composés hétérocycliques optiquement actifs peuvent étre préparés a l'aide de réactifs séléniés
électrophiles RSeX dans lesquels R est un groupe chiral. Les composés de type 77, en passant
par les intermédiaires de séléniranium 78, donnent naissance aux composés cycliques a quatre
chainons 79 qui, selon les regles de Baldwin [110], sont obtenus de la réaction de cyclisation de
type 4-exo- trigonal, ou aux dérivés a cing chainons 80 comme résultat d'une cyclisation de type

5-endo- trigonal.

Les composes 81 permettent d’obtenir I'intermédiaire de séléniranium 82 a partir duquel une
cyclisation de type 5-exo-trigonal ou 6-endo-trigonal peut donner lieu respectivement aux
composés 83 ou 84. Les cyclisations de type 4-exo-trigonal, 5-exo-trigonal et 6-endo-trigonal
sont favorisées, tandis que la cyclisation de type 5-endo-trigonal est défavorisée [110]. Le
schéma I-14 montre des réactions de fermeture de cycle qui représentent des réactions d’anti-
addition stéréospécifiques.

Dans la grande majorité des exemples rapportés dans la littérature, le nucléophile lié a I'alcéne
de départ est une entité oxygénée ou azotée et le processus de cyclisation se produit donc par la
formation d'une liaison carbone-oxygéne ou carbone-azote. Des reactions compeétitives
intéressantes peuvent étre observées lorsque I'atome d'azote est incorporé dans un groupe

fonctionnel contenant d'autres atomes nucléophiles, ce qui peut également donner lieu a des
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réactions de cyclisation. Lorsque les nucléophiles carbonés sont utilisés, les réactions de

fermeture de cycle correspondantes donnent naissance a des composés carbocycliques.

Schéma I-15 : Réactions de cyclo-fonctionnalisation introduites par sélénium.
1.2.9.3.5.a Addition des nucléophiles oxygénés

Les cyclo-fonctionnalisations d'alcenes contenant des nucléophiles oxygénés internes sont les
réactions de cyclisation, promues par le sélénium les plus étudiées. Dans les cas les plus
courants, I'atome d'oxygeéne agissant peut étre celui d'un groupe OH ou COOH, et les réactions
de cyclisation correspondantes sont appelées respectivement la sélénoétherification ou la

sélénolactonisation.
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Ces réactions ont trouvé une large application dans le domaine de la synthése qui correspond a
la construction des molécules complexes et ainsi la préparation des produits naturels. Quelques

exemples simples sur ces réactions de fermeture de cycle sont présentés dans le schéma 1-15.

Les cyclisations des produits de 85 a 86 et de 87 a 88 représentent des cas simples ou le
nucléophile interne est le groupement OH d'alcool [111]. Un groupement hydroxy généré in
situ, comme dans le cas d'addition d'alcools a des composés carbonylés, peut aussi participer a
des réactions de phénylséléno-étherification. Ceci est indiqué par la conversion de 89 au 90 en
présence d'alcool benzylique [112]. Un autre type du groupement OH donnant lieu a ce type de
réactions, est OH énolique des composés S-dicarbonylés. D’autant plus, Ley a rapporté que les
composés tels que 91 et 93 peuvent étre transformés aux dérivés cycliques 92 et 94
respectivement par traitement avec du N-PSP 11 en présence d'iodure de zinc [113]. La
cyclisation du produit 95 pour donner le produit 96 est un exemple simple sur le processus de
sélenolactonisation [114].

Il est & noter que les diverses réactions de cyclisation présentées dans le schéma I-15 nécessitant
différents agents électrophiles de sélénénylation, peuvent toutes étre effectuées avec le sulfate
de phénysélénényle [115]. Un exemple tres intéressant sur l'utilité synthétique des réactions de
sélénoétherification a été rapporté par Metha [116] qui a décrit une conversion tres simple et
efficace de dialcénylcétones en plusieurs acétals cycliques d'importance expérimentale (Schéma
1-16). Le traitement du composé 97 avec le PhSeCl dans I'acétonitrile et I'eau a permis d'obtenir
un mélange 1:1 des produits 98 et 99 dont leur séparation est facile avec de bons rendements.
Les conditions de réaction appliquées sont celles décrites précédemment par Toshimitsu [117]
pour réaliser I'hydroxysélénenylation des alcenes. En effet, les réactions de cyclisation sont
proposées pour procéder a une hydroxysélénenylation intermoléculaire et intramoléculaire en

tandem comme dans le cas de la cyclisation de undéca-1,10-dien-6-one 100 (Schéma 1-16).
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Schéma 1-16: Sélénoétherification et sélénolactonisation des alcénes.

La premiere ¢étape de la réaction a permis d’obtenir le produit hydroxyséléniure
101.Generalement, I'addition intramoléculaire d’un hydroxyle OH au groupe carbonyle génére
le nucléophile qui piége le second intermédiaire de séléniranium 102 et permet d'obtenir les
spiroacétals 103 et 104 avec un rapport de 30:70. A partir de nona-1,8-dién-5-one 105, le
spiroacétal a cing chainons 106 a été obtenu avec un rendement élevé. La conversion de 97 en
un mélange 1:1 des produits 98 et 99 a été également réalisée par Pandey [118] a partir d’une

réaction photocatalysée de PhSeSePh avec DCN (dicyclohéxylcarboxydiimide) dans un

mélange d'acétonitrile et d'eau.
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Schéma 1-17: Synthése des fonctions acétal-cycliques par hydroxysélénénylation des cétones

dialcényles.

La conversion des alcénylnitriles en lactones, promue par le sélénium et décrite par Tiecco [119]
est également basée sur une réaction intermoléculaire d'hydroxysélénénylation suivie de
I'addition de I'nydroxyle a un groupe insature. Les alcénylnitriles 107 (Schéma 1-17) réagissent
avec le PSS 16, préalablement obtenu de la réaction de diséléniure de diphényle avec le
persulfate d'ammonium, dans un mélange de dioxane et deau en présence d'acide
trifluorométhanesulfonique, afin de donner le produit d’hydroxysélénénylation 108, ce dernier
est en équilibre avec la molécule protonée 109. L'addition intramoléculaire du groupement OH
permet de donner le produit 110, qui est facilement hydrolysé pour obtenir la lactone finale 111.
Les cyclisations électrophiles de type 5-endo-trigonal continuent a faire I'objet de recherches
dont l'intérét s'est porté sur la stéréosélectivité des réactions de fermeture des cycles impliquant

des alcools homoallyliques sur les tétrahydrofuranes substitués [69] [120].
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Schéma 1-18 : Sélénolactonisation d'alcénylnitriles.

Le schéma I-17 récapitule les résultats obtenus par Mihelich [121] a propos des cyclisations des
alcools homoallyliques 112-115 en utilisant le N-(phénylséléno) phtalimide pour donner des
tétrahydrofuranes substitués 116-123. Une faible sélectivité a été observée dans le cas des (E)-
oléfines 112 ou 113, qui ont donneé 116 et 117 ou 118 et 119 dans un rapport de 1,2:1 et 4:1,
respectivement. Les cyclisations des (Z)-oléfines 114 et 115 ont, en revanche, été tres sélectives.
Le rapport des deux tétrahydrofuranes 120 et 121 était de 32:1 et celui de 122 et 123 de 38:1.
Dans tous les cas, le produit favorisé présente une relation inverse entre le groupe phenyséléno
et le méthyle adjacent [69] a utilisé le chlorure de 2,4,6-triisopropylbenzenesélénenyle, dérive
du diséléniure 17. Les résultats de ces réactions sont également rassemblés dans le schema I-
18.

Des résultats intéressants ont été obtenus avec les (E)-oléfines 112 et 113, qui donnent les
tétrahydrofuranes correspondants avec un rapport de 49:1 dans les deux cas. La stéréosélectivité
accrue obtenue avec ce nouvel agent de selénénylation a été expliquée sur la base d'exigences
stériques accrues dans l'approche de I'électrophile a la double liaison carbone-carbone se
produisant de préférence loin du substituant allylique. Une interprétation similaire a été aussi
donnée par Tiecco [122] pour expliquer les résultats obtenus lors des cyclisations des 2-
carbomethoxy-3-alcénols 124 en dérivés tétrahydrofuraniques 125 et 126, promues par le sulfate
de phénylsélénenyle (Schéma 1-19).
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Dans tous les cas étudiés, les réactions de cyclisation ont donné préeférentiellement des composés
125, dans lesquels le groupe phénylséléno est en position anti par rapport au groupe
carbométhoxy allylique. Les rapports des deux stéréoisomeres varient de 10:1 a 19:1 en fonction

de la nature des substituants R, R1, et R> (Schéma 1-19).

Schéma 1-19 : La stéréosélectivité et la synthése des tétrahydrofuranes a partir des cyclisations des
alcools homoallyliques, favorisées par le N-(phénylséléno) phtalimide (A) et par le bromure de (2,4,6-
trisisopropylphényl) sélénényle (B).
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Schéma 1-20 : La formation des dérivés de tétrahydrofurane par cyclisations de 2-carbomethoxy-3-

alcénols en utilisant le sulfate de phénylsélénényle.

Les cyclisations promues par PhSeCl de plusieurs 3-alcénols 2-substitués 127 (Schéma 1-20)
ont été étudiées par Landais [120] qui a constaté que la stéréosélectivité de cette réaction dépend
rigoureusement de la nature des substituants X.

Avec des substituants tels que OTIPS, NHPh, SPh ou SO2Ph, la formation des stéréoisomeres
128 est préférée, tandis que les composés 129 sont les principaux isomeres lorsque X représente
un groupement OH, OEt, OCH2CFs ou un groupement OPh. Il a été suggeré que les effets
stériques et électroniques des substituants X déterminent l'importance relative des deux
conformations a I'état de transition conduisant aux produits 128 ou 129. Les résultats
expérimentaux peuvent étre également expliqués sur la base d'une coordination qui se produit
entre I'électrophile entrant et les groupements OH, OEt, OCH,CF3z et OPh favorisant la
formation des produits 129, dans lesquels les entités X et SePh ont une configuration-syn. Une
telle coordination a été deja suggérée pour expliquer la selectivité observée dans d'autres

cyclisations de type 5-exo-trigonal [123].

49


https://paperpile.com/c/WTeBsW/rJQN
https://paperpile.com/c/WTeBsW/bAMa

Chapitre I : Contribution a la chimie des organoséléniés

Schéma I-21 : La synthése des dérivés de tétrahydrofurane par cyclisation de 1’alc-3-én-1-ol substitué

en position 2, favorisée par le chlorure de phénylsélénényle.

Une réaction de cyclisation totalement nouvelle est la conversion, favorisée par le PhSeBr,
d'alcénylnitrones en 1,2-oxazines, qui a été récemment rapportée par Tiecco [124]. Il s'agit des
premiers exemples d'utilisation d'alcénylnitrones pour effectuer des réactions de fermeture des
cycles, induites par des réactifs electrophiles. Selon le schéma 1-21, les nitrones 130 et 134
réagissent avec PhSeBr pour donner les sels cycliques d'iminium 131 et 135, respectivement.
Ces intermédiaires sont attaqués par des réactifs nucléophiles au niveau d'atome du carbone
partiellement positif. La nature des produits finaux dépend de la structure de la nitrone de départ
et du nucléophile utilisé.

L'intermeédiaire 131, dans lequel la double liaison carbone-azote est exo-cyclique, réagit avec le
borohydrure de sodium pour donner la N-benzyl-1,2-oxazine 132. Cependant, le traitement avec
le méthanol donne lieu aux 1,2-oxazine 133 et PhCH(OMe)2 comme résultats de la méthanolyse
du sel diminium. Les composés 132 et 133 ont été obtenus comme mélange de deux
stéréoisomeres avec des rapports 2:1 et 4:1, respectivement. Dans les deux cas, les principaux

isomeres sont ceux dans lesquels le groupement méthyle occupe une position équatoriale.
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En revanche, avec l'intermédiaire 135, dans lequel la double liaison carbone-azote est endo-
cyclique, la seule réaction observée est I'addition du nucléophile sur I'atome du carbone positif

pour former les composes 136 et 137 comme des stéréoisomeéres simples.

Schéma 1-22 : Formation de 1,2-oxazines a partir de la cyclisation d'alcénylnitrones

La sélénoetherification asymétrique d'alcools insaturés et la sélénolactonisation d'acides
carboxyliques insaturés peuvent étre efficacement réalisées avec des électrophiles séléniés
chiraux et racémiques. Cette procédure représente un moyen utile pour la synthése des composés
hétérocycliques optiqguement actifs tels que les éthers cycliques et les lactones. Presque toutes
les équipes de recherche travaillant sur le développement de la synthése asymétrique, promue
par le seléenium ont revendique l'utilisation de ces réactifs dans des réactions de sélenocyclisation
stéréosélectives. Plusieurs exemples sur ces réactions de cyclo-fonctionnalisation, favorisées par
différents réactifs séléniés, sont présentés dans le tableau 1-5, ce processus semble étre
d'application générale. En fonction des substituants liés a la double liaison carbone-carbone et
de la position des groupes nucléophiles OH et COOH, les reactions de fermeture des cycles 5-
endo-trigonal, 5-exo-trigonal, 6-endo-trigonal et 6-exo-trigonal peuvent toutes étre facilement

réalisées.
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La réaction de cyclisation est un processus stéréospécifique, si bien que son évolution
stéréochimique est similaire a celle décrite pour les réactions intermoléculaires
d'oxysélenenylation.

Tableau I-5 : Le rendement (%) et I’exces diastéréoisomérique des réactions asymétriques de

sélénoétherification et de sélénolactonisation en utilisant les différents diséléniures.

Alcénes Produits 27 29 24 25 23
[125] | [126] [127] [92] [94]
-95°C | 100°C | -78°C | -100°C | -78°C
cr TfO" Br PF6 TfO"
A~ ~_-OH OVSER 87 (68) / 97 (95) | 100 (22) | 84 (91)
o)
/\/\/\OH O\/SGR 96 (74) / / 80 (59) /
o)
SeR
Bt~
= oH d\ / 60 (0) / 86 (98) /
o~ TEt
SeR
Ph\/\/\OH d / 87 (84) / 88 (94) | 92(92)
o~ ~Ph
OH
CL\ 93 (84) / 20 (95) | 83 (13) /
x O SeR
" Co0H 5 Q\/SER 81 (90) / 84 (95) | 81 (57) /
o)
//\\//\N/COOH
Z ser | 8782 / 46 (87) | 90 (39) /
0~ "o
SeR
Ph._#~_COOH ﬂ / 41 (72) / 87 (92) | 62 (99)
07Ny~ ~Ph
/ 58 (85) / / /
Ph CooH | O7 ~o” Ph
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L'analyse des données rapportées dans le tableau ci-dessus indique que d'excellents résultats
peuvent étre obtenus dans la plupart des cas et que la nature du nucléophile et la taille du cycle
du composé hétérocyclique formé ont peu d'influence sur la sélectivité faciale observée. Le
dernier exemple présenté dans le tableau 1-6 correspond au cas intéressant d'un alcene 1,1-
disubstitué. La réaction de cyclisation se déroule avec une bonne induction asymétrique pour
avoir un atome de carbone chiral tétra-substitué, qui n'est pas facilement accessible par d'autres
méthodes [126].

1.2.9.3.6 Addition des nucléophiles azotés

Les réactions de fermeture cyclique d'alcénes contenant des nucléophiles azotés internes,
introduites par des réactifs électrophiles, représentent I'une des meilleures facons pour la
synthese des composés hétérocycliques contenant de l'azote [128]. Cette méthode est versatile
et permet de construire une grande variété de structures hétérocycliques. Plusieurs nouveaux
exemples sur ce type de cyclo-fonctionnalisation ont été rapportés ces dernieres années. Les
cyclisations directes d'amines primaires alcényles ont été rarement utilisées en raison des
réactions secondaires géneralement associées a ce processus. Les cyclisations favorisées
peuvent étre effectuées a partir d'alcénylamines dans lesquelles I'azote est protégé par des
substituants électroattracteurs [129] selon le schéma 1-22 ou les composés 138 sont convertis
en pyrrolidines 139. La pyrrolidine chirale 141 a été synthétisée par Wirth [126], avec 40%-
45% d’exces diastéréoisomérique, de la cyclization asymétrique du produit 140, promue par le
triflate de sélénenyle, dérivé de diséléniure 29. La méme réaction a été appliquée par Wirth [85]
pour la synthese d'alcaloides tétrahydroquinoléiniques. La cyclisation d'amine 142, protégée par
Boc a permis d'obtenir 143 avec 90 % d’exces diastéréoisomérique. La désélénénylation radicale

et la déprotection de I'azote ont permis d'accéder a la formation de (-)-salsolidine 144.
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Schéma 1-23: Réactions de cyclisation d'alcénylamines primaires N-protégées

Les alcénylamines secondaires réagissent facilement avec des réactifs électrophiles séléniés, ce
qui conduit a la formation des produits de cyclisation souhaitables. La conversion favorisée par
le sulfate de phénylsélénényle indiquée dans le schéma 1-23 montre que les alcénylpyrrolidines
145 peuvent étre utilisées pour construire le noyau de la pyrrolizidine 147 [1]. Tout récemment,
Paulmier [131] a rapporté le premier exemple sur la formation d'un cycle azétidine a partir de la
cyclisation induite par PhSeBr ou PhSeCl de benzylamines homoallyliques 148 (Schéma 1-23).

L'intermédiaire de séléniranium 149 peut donner lieu a une cyclisation de type 4-exo-trigonal
ou 5-endo-trigonal pour obtenir I'azétidine 150 ou la pyrrolidine 151, ou a une cyclisation 5-
endo-trigonale pour obtenir I'azétidine 150 ou la pyrrolidine 151, respectivement. Selon les
régles de Baldwin [110], la cyclisation 4-exo-trigonale est favorisée par rapport a la cyclisation
de type 5-endo-trigonal, mais I'évidence experimentale pour la formation des hétérocycles a
quatre cOtés est trés rare. La premiére évidence expérimentale est basée sur la formation du
produit 150. Une étude détaillée menée sur plusieurs benzylamines homoallyliques substituées
et dans différentes conditions expérimentales, il a été constaté que 150 et 151 se forment via

deux réactions competitives et que I'azétidine est favorisée par I'encombrement stérique autour
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du carbone homoallylique. En effet, lorsque deux substituants sont présents sur I'atome de
carbone homoallylique et que la réaction est effectuée dans l'acétonitrile avec le PhSeBr,

I'azétidine 150 sera le seul produit de cette réaction.

Schéma 1-23: Réactions de cyclisation d'alcénylamines secondaires.

La cyclisation des O-allylhydroxylamine 152 (Schéma 1-24), permet d'obtenir des N-
alkylisoxazolines avec de bons rendements apres traitement avec le sulfate de phénylsélénenyle
16 [132]. La présence d'un groupement méthyle en position allylique n'a pas d'effet substantiel
sur I'évolution stéréochimique de cette réaction de cyclisation de type 5-endo-trigonal, les deux
diastéréoisoméres 153 et 154 étant formeés en quantités égales.
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Figure 1-24: Réactions de cyclisation des O-allylhydroxylamines.

L'atome d'azote de la fonction imino est suffisamment nucléophile, si bien qu’il peut attaquer
I'atome du carbone de l'intermédiaire de séléniranium. Toshimitsu et Uemura ont rapporté un
exemple intéressant sur des réactions de la conversion des imidates impliqués dans y-lactames
[133] [134] (Schéma 1-24). La cyclisation de 155 se produit par la formation d'une liaison
carbone-azote avec la libération du sel d'iminium 156. L'utilisation de PhSeBr comme agent de
sélénylation est a l'origine du succes de cette réaction. De cette maniére, en effet, le groupe
alkyle du sel d'iminium peut étre substitué par le brome dont le groupe partant de cette
substitution est y-lactame 157. De Kimpe a décrit quelques réactions de cyclisation
d’alcénylaldimines en utilisant le PhSeBr, ce dernier méme est indiqué dans les réactions de
cyclisation de types 5-exo-trigonal et 5-endo-trigonal des produits 158 et 161 (Schéma 1-25)
[135]. Les sels d'iminium 159 et 162 préalablement formés sont convertis en pyrrolidines
correspondantes 160 et 163 par réduction avec du borohydrure de sodium. Le composé 163 a

été obtenu sous la forme d'un mélange équimoléculaire de deux diastéréoisomeres.
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Schéma 1-25: Réactions de cyclisation d'imidates et d'alcénylimines.

La méme méthode a été exploitée par Tiecco pour réaliser les cyclisations des O-allyloximes
164 présentés dans le schéma 1-26. Le traitement du sel d'iminium intermédiaire 165 avec du
borohydrure de sodium permet d'obtenir des N-alkylisoxazolidines 166 [136]. 1l est également
possible de traiter 165 avec de I'eau pour obtenir des isoxazolidines 167 N-non substituées [137].
Cette synthése des N-alkylisoxazolidines représente une alternative valable a celle décrite dans
le schéma 1-26. De plus, la présente réaction de cyclisation est beaucoup plus stéréosélective
que la cyclisation des O-allylhydroxylamines. En effet, lors d'utilisation du dérivé méthylique
168, les deux isoxazolidines isoméres 153 et 154 ont été obtenues avec un rapport de 95:5. Les
deux mémes produits ont été formés avec un rapport de 1:1 lorsque la réaction a été effectuée a
partir des O-allylhydroxylamines correspondantes. Il est clair que les conditions stériques
nécessaires pour la cyclisation des O-allyloximes, induite par le sélénium sont beaucoup plus

importantes que celles des O-allylhydroxylamines correspondantes.

57


https://paperpile.com/c/WTeBsW/S6NO
https://paperpile.com/c/WTeBsW/mBs7

Chapitre I : Contribution a la chimie des organoséléniés

Schéma 1-26: Réactions de cyclisation des O-allyloximes.
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Chapitre Il : Réactions de synthese des dérivés d’azoxybenzene

I1.1 Les réactions de diséléniure de diphényle

Les réactifs organoseléniés sont largement utilisés dans la synthése des composés organiques
pour introduire de nouveaux groupes fonctionnels dans des conditions réactionnelles douces.
De nombreux groupes de recherche ont décrit depuis longtemps la synthese de diséléniures
chiraux et non chiraux, qui peuvent étre convertis in situ en sélénenyles électrophiles ou en

sélenolates nucléophiles [1] .

I1.1.1 Diséléniure de diphényle en tant que réactif électrophile

Au cours de leurs réactions de sélénénylation, ces composés organoséléniés jouant un réle des
réactifs électrophiles sont utilisés pour leur réactivité stéréosélective, car cela dépend de
I'addition du cation phénylsélénényle aux doubles ou triples liaisons carbone-carbone. La
fonctionnalisation de ces réactifs est considérée comme I'une des méthodes permettant

d'introduire 1’entité séléniée dans la molécule [2] .

Des efforts considérables ont été consacrés a la production des réactifs séléniés électrophiles en
utilisant un halogénure de phénylsélénenyle, en particulier le chlorure de phénylsélénényle et le
bromure de phénylsélénenyle qui sont facilement préparés a partir du diséléniure de diphényle.
En outre, un cation phénylsélénényle peut étre formé en transférant un seul électron du
diséléniure, qui a été déja rendu photosensible au 1,4-dicyanonaphtaléene [3] [4]. En général,
I'addition d’un halogéniure de phénylsélénényle & un alcene conduit & un g-halo-séléniure qui
est en équilibre avec un ion séléniéranium pour donner un séléniure S-substitué lors de sa
réaction avec un nucléophile externe (Schéma 11-1) et un séléniure cyclique lors de sa réaction

avec un nucléophile interne (Schéma 11-2).

Schéma I1-1: Réaction d’un halogéniure de phénylsélénényle avec un nucléophile externe.
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Chapitre Il : Réactions de synthese des dérivés d’azoxybenzene

Schéma 11-2: Réaction d’un halogéniure de phénylsélénényle avec un nucléophile interne.

Les entités électrophiles de séléniure qui peuvent étre générées a partir de précurseurs de
diséléniure dépendent des conditions réactionnelles. Par conséquent, certains réactifs tels que le
KNO:s [5], le Mn (OAC)s [6], et le diacétoxyiodobenzéne [7] ont été utilisés avec succes pour
générer des électrophiles séléniés via une réaction d’oxydation en utilisant les diséléniures
correspondants.

Il convient de noter que les dérives aryles sont plus largement utilisés que les dérivés alkyles, a
cause de leur grande stabilité et leur faible volatilité, et ainsi leurs odeurs sont beaucoup moins
désagréables que celles des analogues alkyles.

Ces intermédiaires réagissent avec des alcénes en présence d'un nucléophile interne conduisant
a leur cyclisation. Pour cette raison, 1'élimination d’une entité séléniée doit souvent étre réalisée
par des processus d'oxydation en une étape chimique distincte, et les diséléniures utilisés comme
pré-catalyseurs, réagissent avec des agents oxydants steechiométriques pour générer
I'électrophile correspondant. Les hétérocycles requis seraient obtenus apres la formation de

I'électrophile, en suivant la séquence de cyclisation-élimination intramoléculaire.
11.1.1.1 Les réactions de cyclisation avec des nucléophiles internes

Pour former une gamme d'isocoumarines, la cyclisation s’effectue a travers une réaction
intramoléculaire de sélénenylation-désélénenylation. Par conséquent, la présence de la fonction
acide jouant un roéle d’un nucléophile interne en position-ortho conduit & la formation d’un

produit sélénié (2) illustré dans le schéma 11-3.

Schéma 11-3: Réaction de cyclisation avec un nucléophile interne.
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1.1.1.2 Elimination de P’entité séléniée

Sous I'effet oxydant, le séléniure résultant peut étre converti en sélénoxyde ou subir un processus
d'élimination pour donner le produit 3 en raison de la présence du proton- g dans le séléniure
correspondant du produit 2 (Schéma 11-4). La régénération du diséléniure en présence d'un
agent oxydant, tel qu'un réactif a I'iode hypervalent, le peroxyde d'hydrogéne et le persulfate
d'ammonium, rendrait tres facile la réinsertion dans le cycle catalytique (schéma I1-5) (Schéma

11-5).

Schéma I1-4: Elimination du fragment sélénié.

Schéma 11-5: La synthése d’isocoumarines (produit 3) catalysée par le diséléniure de diphényle.

Ce type de réaction a été déja utilisé pour synthétiser des buténolides avec de bons rendements
[8] [9]. Cependant, le diséléniure de diméthyle, comme le disulfure de diphényle, a été proposé
dans la synthese sélective de dihydroisocoumarines (produit 4) a la place d'isocoumarines via la

conversion d'acides stilbenes carboxyliques (Schéma 11-6).

Schéma 11-6: Nouvelle méthode proposée pour la synthese des dihydroisocoumarines (produit 4).

70


https://paperpile.com/c/fYpA9I/Or26
https://paperpile.com/c/fYpA9I/iG1h

Chapitre Il : Réactions de synthese des dérivés d’azoxybenzene

11.1.2 Diséléniure de diphényle en tant que réactif nucléophile

La réduction du diséléniure de diphényle par certains agents oxydants conduit a la formation
d’un anion sélénolate ayant la capacité d'introduire une attaque nucléophile dans une molécule
organique. Outre sa puissante nucléophilie, sa réactivité dépend des conditions dans lesquelles
il est généré. En particulier, sa nucléophilie peut étre atténuée en faisant varier le contre-ion
et/ou le degré de sa solvatation. La réduction du diséléniure de diphényle par I'nydrure de lithium
et d'aluminium meéne a la formation d’un ion sélénolate présentant un caractére acide de Lewis

en raison de la nature oxygénophile de lI'aluminium [10].

L’efficacité de cet anion peut étre appliquée pour ouvrir les cycles des oxolanes (produit 5) et
des oxétanes, donnant acces respectivement aux alcools y-phénylsélénenyles (produit 6) et aux

alcools o-phénylsélénenyles (Schéma 11-7) [10]

Schéma I1-7: L’ouverture du cycle oxolane par réduction de diséléniure de diphényle en utilisant

1I’aluminohydrure de lithium.

La réduction du diséléniure de diphényle par le borohydrure de sodium dans I'éthanol conduit a
la formation d’un complexe d'anion sélénolate, Na* [PhSeB (OEt)s]” [11], qui permet de

remplacer un halogénure ou un sulfonate [12] ou d’ouvrir un époxyde [13]. Dans des milieux
moins protiques comme le DMF, la nucléophilie de cet anion est clairement renforcée [14].

D'autre part, la réduction du diséléniure de diaryle et de dialkyle peut générer un anion sélénolate
non complexé RSe’Na* ou RSe’K™ en utilisant du sodium métallique dans le THF/HMPA [15],
ou avec de I'hydrure de sodium ou de I'hydrure de potassium, respectivement dans le THF ou le

DMF [16] [17]. L'anion sélénolate non complexé RSe’Na* ou RSe’K™ est plus nucléophile que

le complexe borane Na“[PhSeB(OEt)s], ce qui permet le clivage d’un ester ou une lactone sur
le carbone du carbinol avec un rendement élevé dans des conditions douces [15] [17] [18]. Le
diséléniure de diphényle peut étre réduit en utilisant des copeaux de zinc [19] [20], ce qui facilite
I’utilisation d’une solution biphasique d'éther diéthylique et de HCI (10 %) pour ouvrir le cycle
aziridine, de telle sorte qu'une gamme de p-sélénamines chirales a été obtenue a partir

d'aziridines chirales non protégees (Schéma 11-8) [20].
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Schéma 11-8: Le clivage d’aziridine chiral via la réduction de diséléniure de diphényle en utilisant les

copeaux de zinc dans une solution d’éther diéthylique et de HCI.

Des clivages d'esters et de lactones de type Sn2 peuvent étre effectués avec une grande sélectivité
au niveau des groupes fonctionnels en présence de diséléniure de diphényle réduit comme réactif
principal. L’anion sélénolate est caractérise par sa faible ionisation, son potentiel élevé et sa
grande polarité qui devraient se combiner pour en faire un nucléophile extrémement puissant et
ainsi sa faible basicité qui en fait un groupe partant relativement pauvre, d’autant plus cet anion
a été antérieurement rapporté (1977) comme un réactif le plus efficace pour cliver les esters [15]
et les lactones [18] [14].

11.1.3 Formation d'anion phénylséléniure

Sharpless [13] [21] a attribué les conditions nécessaires pour la génération d'anion
phénylséléniure a la réduction du diséléniure de diphényle par le borohydrure de sodium dans
un mélange d'éthanol/THF (Schéma 11-9). Dans ces conditions, une solution limpide, incolore

et homogeéne contenant un anion s’est formée.

Schéma 11-9: La réduction du diséléniure de diphényle par le borohydrure de sodium dans un mélange
EtOH/THF (réaction 1).

La formation d'anion phénylséléniure par réaction du diseléniure de diphényle avec le sodium
métallique dans le THF anhydre a reflux conduit a I’apparition d'un précipité intense durant 3 a
4 h (Schéma 11-10).
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Schéma 11-10: La formation d'anion phénylséléniure par réaction du diséléniure de diphényle avec le
sodium métallique (réaction 2).

En outre, avec les mémes propriétés physicochimiques de la réaction montrée dans le schéma
11-10, un précipité a apparu lors de la réaction du benzenesélénol et de I'hydrure de sodium dans

le THF a température ambiante (Schéma 11-11).

Schéma I1-11: La formation d'anion phénylséléniure par réaction du phénylsélénol avec I'hydrure de
sodium (réaction 3).

L'investigation steechiométrique de ces réactions fait apparaitre certaines différences entre le
processus obtenu dans la réaction 1 et ceux obtenus dans les réactions 2 et 3. Plus I'nydrogene

produit dans les réactions 1 et 3, la réaction 1 donne deux équivalents de BHs.

Il convient de noter que la réduction par le borohydrure est attribuée a la substitution des
hydrures par des groupes alkoxy, parvenus des solvants alcooliques [22], mais dans le cas de la
réaction 1, lI'acide doux BHz interagit préférentiellement avec I'anion phénylséléniure de la base
molle plutdt qu'avec le solvant alcoolique qui semble étre plus dur, de sorte que la réduction du
diséléniure de diphényle par le borohydrure de sodium donne lieu a un complexe
phénylséléniure de borane, et la comparaison entre les deux types d'anion, en vue de leurs
réactivités, indique que I'anion généré lors de la réaction 1 sous forme de complexe devrait étre
beaucoup moins réactif que I'anion généré lors de la réaction 2 ou 3. L'application de ce principe
inhérent a un certain nombre de réactions avec des esters et des lactones nous fait penser a une
récupération quantitative de la matiere de depart apres l'utilisation de ces anions issus de la
réduction du diséléniure de diphényle avec du borohydrure de sodium. Cependant, le traitement
d'une grande variété d'esters et de lactones par cet anion non complexé (réaction 2 ou 3) dans le
mélange THF/HMPA (hexaméthylphosphoramide) facilite le clivage des liaisons alkyle-
oxygene et conduit a la formation des acides carboxyliques correspondants avec de bons

rendements.
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Une autre caractéristique importante de I'anion phénylséléniure est le degré de solvatation de la
paire d’ions : 1’anion et son contre-ion [23]. Il est important de noter que le sodium ionique
semble étre plus réactif que son homologue lithium, de sorte que cette espece devrait étre utilisée

dans les cas nécessitant un nucléophile fort.
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I11.1 Matériel et méthodes de synthése

> Appareillage

Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil capillaire électrothermique de type WME.
Les spectres RMN-'H et RMN-13C ont été enregistrés sur un spectromeétre Brucker F.T.ARX
250-300 MHz en utilisant du TMS comme étalon interne. Les spectres IR ont été enregistrés sur
le spectrométre SHIMADZU-FTIR-8201PC sous forme de KBr a sec a 100 + 0,1 °C.

> Produits et techniques

Toutes les réactions de préparation des dérivés des azoxybenzénes ont été réalisées sous une
atmospheére d'argon en utilisant une verrerie sechée a la flamme sous pression réduite. Les

solvants anhydres et certains réactifs liquides ont été redistillés avant leur utilisation.

Tous les réactifs : nitroarénes, borohydrure de sodium et diséléniure de diphényle, ainsi que les
autres composés inorganiques (NaOH, MgSOa...), sont des produits commerciaux fournis par

Sigma-Aldrich et utilisés sans purification supplémentaire.

Le diséléniure de diphényle est un composé nauséabond. Toutes les réactions et manipulations
doivent étre effectuées sous une hotte bien ventilée. La progression de la réaction et la pureté du
produit ont été contrélées par chromatographie sur couche mince de gel de silice (60-120 mesh)
et par chromatographie sur colonne en utilisant les systémes d’élution : (éther de pétrole/acétate
d'éthyle) et (éther de pétrole/CH2Cl2). Les composés ont été principalement révélés sous la
lampe UV, comme agent de visualisation. L'évaporation des solvants a €té effectuée sous

pression réduite, a I'aide d'un évaporateur rotatif Buchi.

I11.2Procédure de synthese générale

Une solution préparée a partir de NaOH (5M, 98%) dissous dans I'eau distillée (2,5 mL) a été
soigneusement ajoutée au ballon bicol contenant de diséléniure de diphényle (0,04 mmol) et de
NaBH3 (10 mmol) dissous dans I’EtOH (10 mL), et dégazé en faisant barboter du gaz d'argon.
La solution de nitroarene (2 mmol), dissoute dans EtOH (5 mL), a été ensuite additionnée a la
solution homogéne. Le meélange réactionnel a subi une agitation magnétique dans un systéme a
reflux. L’évolution de la réaction a été controlée par chromatographie sur couche mince. Apres
le lavage du mélange avec I'eau distillée (10 mL), une extraction avec le CH>C1> (3%x20 mL) ou
I'acétate d'éthyle (3%x20 mL) a été effectuée, puis les phases organiques ont été reunies, séchées
sur MgSO4 anhydre, puis filtrées.
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Les filtrats récupérés ont été concentrés a sec puis ils ont subi une séparation et purification sur
une colonne de gel de silice en utilisant les systémes d’¢élution (éther de pétrole/acétate d'éthyle)
ou (éther de pétrole/CH:CIy).

Les produits séparés ont été soumis a une recristallisation avec différents solvants, a savoir
MeOH, DMF et THF pour obtenir des dérivés azoxybenzénes purs (du produit lla au produit
I1j) dont les structures chimiques ont été confirmées via les techniques d’analyses
spectroscopiques : RMN-H, RMN-C et IR.

11.2.1 Préparation d’azoxybenzéne (I1a)

Dans un ballon bicol, sec et muni d’un réfrigérant ; 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38
g de NaBH4 ont été dissous dans I’EtOH (10 mL) sous agitation. Dans un autre ballon, une
solution composée de 0,51 g de NaOH (5M, 98%) dissous dans H2O (2,5 mL) a été préparée,
cette derniére a été additionnée goutte a goutte a la réaction principale sous un courant d’argon
dans un systeme a reflux a température 75°C. Apres deux heures, une solution préparée a partir
de 0,25 g de 1-nitrobenzéne dissous dans I’EtOH (5 mL) a été ajoutée au mélange réactionnel

en formant un solide jaune.

Apres une nuit, le mélange rouge foncé obtenu, a subi un lavage avec 1’eau distillée et une
extraction avec CH2Cl2 (3 x 20 mL). Les phases organiques ont été réunies et séchées sur MgSOa4
anhydre. Apreés filtration et concentration, le filtrat a subi une purification sur une colonne de
gel de silice en utilisant le systéme (éther de pétrole/acétate d’éthyle). Le produit (m= 0,108 g;
54%) a été isolé sous forme d’un solide jaune-brun, dont le Rf est de 0,39 en utilisant 1’éluant
éther de pétrole (10 mL) et quelques gouttes d’acétate d’éthyle. Ce produit a été recristallisé
dans I’EtOH sous forme des paillettes jaunes.

111.2.2 Préparation de o,0’-diméthylazoxybenzéne (11b)

La réaction réalisée dans un ballon bicol a partir de 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38
g de NaBH4 qui ont été dissous dans I’EtOH (10 mL) a subi une agitation magnétique sous un
courant d’argon dans un systeme a reflux (75°C) pendant qu'une solution de 0,51 g de NaOH
(5M, 98%) dissoute dans H>O (2,5 mL) était préparée dans un autre ballon. Cette derniére
solution a été ensuite transvasée goutte a goutte dans la réaction principale. Un précipité jaune
s’est formé aprés deux heures lorsqu'une solution composée de 0,27 g de 1-méthyl-2-
nitrobenzene dissous dans I'EtOH (5 mL) a été ajoutée.
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Le mélange rouge foncé, formé apres une nuit d’agitation, a été rincé avec l'eau distillée puis
extrait avec CH2Cl.. La phase organique a été sechée sur MgSO4 anhydre, filtrée et concentrée.
Le filtrat obtenu a été purifié sur une colonne de gel de silice dont la phase mobile est composée
de I’¢luant (éther de pétrole/acétate d'éthyle). En utilisant le systéme éther de pétrole (8 mL) et
quelques gouttes d'acétate d'éthyle, le produit (m= 0,104 g ; 46%) a été separe sous forme d'un
solide jaune foncé dont le Rf est de 0,27. Ce produit a donné des cristaux jaunes dans I’EtOH.

111.2.3 Préparation de m,m’-diméthylazoxybenzéne (llc)

0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38 g de NaBH4 ont été dissous dans (10 mL) EtOH et
mis sous agitation dans un ballon bicol sec renfermant un systeme a reflux sous un courant
d’argon. Dans un autre ballon, une solution composée de 0,51 g de NaOH (5M, 98%) dissous
dans (2,5 mL) HO a été préparée. Cette solution a été introduite goutte a goutte dans la réaction
principale, puis une solution de 0,28 g de 1-méthyl-3-nitrobenzéne dissous dans (5 mL) EtOH a

été ajoutée au mélange réactionnel résultant la formation d’un précipité jaune apres deux heures.

Apreés une nuit d’agitation, le mélange rouge résultant a été rincé avec 1'eau distillée et extrait
avec CH2Cl (3 x 20 mL). Les phases organiques réunies ont été séchées sur MgSO4 anhydre et
filtrées. Le filtrat concentré a été ensuite purifié sur une colonne de gel de silice, élué par le
mélange (éther de pétrole/acétate d'éthyle). En utilisant un systéme d'éther de pétrole (10 mL)
et quelques gouttes d'acétate d'éthyle, le produit (m= 0,168 g ; 73%) avec Rf de 0,26, a été
séparé. Ce produit a donné des cristaux jaunes dans I'EtOH.

111.2.4 Préparation de p,p’-diméthylazoxybenzéne (11d)

Sous un courant d’argon, une solution composee de 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38
g de NaBH4 dissous dans (10 mL) EtOH a été préparée dans un ballon bicol sec et mise sous
agitation magnétique a reflux (75°C). Dans un autre ballon, une solution formée de 0,51 g de
NaOH (5M, 98%) dissous dans (2,5 mL) H20 a été préparée, cette derniére a été ajoutée goutte
a goutte a la réaction principale sous un courant d’argon. Aprés deux heures d’agitation, une
solution préparée a partir de 0,28 g de 1-méthyl-4-nitrobenzene dissous dans (5 mL) EtOH a été

additionnée au mélange réactionnel résultant la formation d’un précipité jaune.

Apres une nuit, le mélange rouge foncé obtenu, a subi un lavage avec I’eau distillée et une
extraction avec CH2Cl> (3 x 20 mL). Les phases organiques réunies ont été séchées sur MgSO4
anhydre. Apres filtration et concentration, le filtrat a été purifié sur une colonne de gel de silice

en utilisant 1’¢éluant (éther de pétrole/acétate d’éthyle).
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Le produit (m= 0,122 g; 53%) a été séparé sous forme d’un solide jaune foncé, dont le Rf est de
0,25 en utilisant I’éluant éther de pétrole (10 mL) et quelques gouttes d’acétate d’éthyle. Ce

produit a été recristallisé dans I’EtOH sous forme des paillettes jaunes.

111.2.5 Préparation de p,p’-dichloroazoxybenzéne (lle)

Une solution préparée a partir de 0,51 g de NaOH (5M, 98%) dissous dans H>O (2,5 mL) a été
ajoutée goutte a goutte & un mélange de 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38 g de NaBHa
dissous dans I’EtOH (10 mL), cette derniére a été mise en agitation sous un courant d’argon
dans un systeme a reflux (75°C). Apres deux heures, une solution préparée a partir de 0,32 g de
1-chloro-4-nitrobenzene dissous dans ’EtOH (5 mL) a été additionnée au mélange réactionnel

donnant une couleur jaune.

Le mélange rouge foncé obtenu aprés une nuit d’agitation a subi un lavage avec 1’eau distillée
et une extraction avec CH2Cl> (3 x 20 mL). Apres le séchage sur MgSQO4 anhydre des phases
organiques obtenues, ces dernieres ont éte filtrées et concentrées, puis purifiées sur colonne de
gel de silice en utilisant I’¢luant (éther de pétrole/acétate d’éthyle). Le produit (m= 0,148 g,
55%) a été isolé sous forme d’un solide orange-clair, dont le Rf est de 0,28 en utilisant le systeme
éther de pétrole (10 mL) et quelques gouttes d’acétate d’éthyle. Ce produit a été recristallisé

dans I’EtOH sous forme des paillettes d’une couleur orange.

111.2.6 Préparation de p,p’-dibromoazoxybenzéne (11f)

Sous agitation magnétique ; 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38 g de NaBH4 dissous
dans I’EtOH (10 mL) ont été mis dans un ballon bicol a reflux sous un courant d’argon, puis
une solution de 0,51 g de NaOH (5M, 98%) préparée dans H2O (2,5 mL) a été ajoutée goutte a
goutte. Une solution préparée de 0.405 g de 1-bromo-4-nitrobenzéne dissous dans I’EtOH (5

mL) a été additionnée a la réaction principale.

Le mélange rouge foncé obtenu aprés une nuit d’agitation a été rincé avec I'eau distillée et extrait
avec CH2Cl> (3 x 20 mL). Les phases organiques ont été rassemblées et séchées sur le MgSO4
anhydre. Apres filtration et concentration, le filtrat obtenu a été purifié sur une colonne de gel
de silice en utilisant 1’éluant (éther de pétrole/acétate d'éthyle). Un solide orange foncé (m=
0,207 g ; 58%) a été separé dont le Rf est de 0,27 en utilisant le systéme (acétate d'éthyle/éther
de pétrole) (1:9). Des cristaux d’une couleur orange ont été formés dans I'EtOH.
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111.2.7 Préparation de p,p’-diiodoazoxybenzene (11g)

Une solution préparée a partir de 0,51 g de NaOH (5M, 98%) dissous dans H2O (2,5 mL) a été
ajoutée goutte a goutte au mélange formé de 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38 g de
NaBHj; dissous dans I’EtOH (10 mL) dans un ballon bicol muni d’un réfrigérant, la réaction a

été mise en agitation sous un courant d’argon a 75°C.

Le mélange réactionnel est devenu jaune au bout de deux heures lorsqu'une solution composée

de 0,498 g de 1-iodo-4-nitrobenzene dissous dans I'EtOH (5 mL) a été ajoutée.

Aprés une nuit d’agitation, le mélange pourpre foncé a été rincé avec I'eau distillée et extrait
avec CH2Cl, (3 x 20 mL). Les phases organiques réunies ont été séchées sur MgSQO4 anhydre et
filtrées, et le filtrat obtenu a été concentré et purifié sur une colonne de gel de silice en utilisant
le systéme (éther de pétrole/acétate d’éthyle). Le produit (m= 0,271 g; 60%) a été séparé sous
forme d’un solide marron, dont le Rf est de 0,24 en utilisant 1’éluant (acétate d’éthyle /éther de

pétrole) (2:8). Ce produit a donné des cristaux jaunes dans I’EtOH.

111.2.8 Préparation de p,p’- dicarboxylazoxybenzene (11h)

Dans un ballon bicol muni d’un réfrigérant, connecté a une bonbonne d’argon et sous agitation
magnétique ; 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38 g de NaBH4 ont été dissous dans
I’EtOH (10 mL) dans un systeme de reflux (75°C). Une solution préparée a partir de 0,51 g de
NaOH (5M, 98%) dissous dans H.O (2,5 mL) a été ajoutée goutte a goutte au mélange
réactionnel auquel une solution préparée a partir de 0,33 g d'acide 4-nitrobenzoique dissous dans
I'EtOH (5 mL) a été ajoutée apres deux heures donnant une coloration jaune. Le mélange marron
foncé obtenu apres une nuit d’agitation a subi un lavage avec I’eau distillée et une extraction
avec AcOEt (3 x 20 mL). Les phases organiques réunies ont été séchées sur MgSO4 anhydre et
filtrées. Le filtrat obtenu a été concentré et purifié sur une colonne de gel de silice en utilisant le
systeme (éther de pétrole/CH2CI>). Le produit (m= 0,195 g; 68 %) a été séparé sous forme d’un
solide jaune, dont le Rf est de 0,37 dont la phase mobile est composée du mélange (CH2Cl>
/éther de pétrole) (4:6). Ce produit a donne des cristaux jaunes dans le DMF.

111.2.9 Preparation de p,p’- Diméthoxyazoxybenzene (11i)

Dans un ballon bicol, sec et muni d’un réfrigérant ; 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38
g de NaBHa ont été dissous dans I’EtOH (10 mL).
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Apres 10 min d’agitation, une solution préparée a partir de 0,51 g de NaOH (5M, 98%) dissous
dans H2O (2,5 mL) a été ajoutée goutte a goutte a la réaction principale sous un courant d’argon
a 75°C. Apres deux heures, une solution préparée a partir de 0,306 g de 1-méthoxy-4-
nitrobenzene dissous dans I’EtOH (5 mL) a éte additionnée au mélange réactionnel résultant la

formation d’un solide brun.

Aprés une nuit, le mélange rouge foncé a été rincé avec I’eau distillée. L’extraction avec
I’ AcOEt (3 x 20 mL) a donné des phases organiques qui ont été réunies et séchées sur MgSO4
anhydre. Apreés filtration et concentration, le filtrat a subi une purification sur une colonne de
gel de silice dont la phase mobile est formée des solvants (éther de pétrole/CH.CI,). Le produit
(m= 0,140 g; 54 %) a été isolé sous forme d’un solide jaune foncé, dont le Rf est de 0,31 en
utilisant I’éluant (CH.CI, /éther de pétrole) (3:7). Ce produit a donné des cristaux jaunes dans
le THF.

111.2.10 Preéparation de p,p’- Diacétylazoxybenzéne (11j)

Une solution de 0,51 g de NaOH (5M, 98%) dissous dans H>O (2,5 mL) a été ajoutée goutte a
goutte au mélange préparé a partir de 0,016 g de diséléniure de diphényle et 0,38 g de NaBH.
dissous dans I’EtOH (10 mL) sous un courant d’argon dans un systéeme a reflux (75°C). Apres
2 heures d’agitation, une solution préparée a partir de 0,330 g de 1-acétyl-4-nitrobenzeéne dissous
dans I’EtOH (5 mL) a été additionnée a la réaction principale résultant la formation d’un solide

brun.

Le mélange est devenu rouge foncé apres une nuit d’agitation. Aprés le lavage avec I’eau
distillée et I’extraction avec AcOEt (3 x 20 mL), les phases organiques réunies ont été séchées
sur MgSO4 anhydre, filtrées et concentrées. Le filtrat obtenu a subi une purification sur une
colonne de gel de silice en utilisant 1’éluant (éther de pétrole/CH2Cly). Le produit (m= 0,237 g;
79 %) a été isolé sous forme d’un solide jaune , dont le Rf est de 0,34 en utilisant le systeme
(CH2ClI> /éther de pétrole) (4:6). La recristallisation de ce produit dans le DMF a permis la
formation des paillettes jaune foncé.

83



Chapitre 1V: Résultats et discussion

84



Chapitre IV : Résultats et discussion

IV.1 Planification de la réaction de réduction des nitroarenes en composés

azoxybenzenes

L'arenesélénolate de sodium (ArSeNa) est parvenu de la réduction de diséléniure de diphényle
par le borohydrure de sodium dans I'éthanol en présence d'hydroxyde de sodium. Dans notre
travail, nous décrivons la réduction sélective des nitroarenes en composés azoxy ou azoarenes
correspondants en présence de ArSeNa issu de diséléniure de diphényle utilisé comme

catalyseur (Schéma 1V-1).

Schéma V-1 : Réaction générale de la réduction catalytique de nitroarénes en composés azoxyrenes.

Sachant que le groupement (Ar) représente le cycle benzyle lié aux différents substituants

indiqués dans le tableau 1'V-1 ci-dessous :

Tableau 1V-1: Les différents substituants utilisés.

Indice Ar

a CeHs

b 2-CH3CeH4

C 3-CH3CsH4

d 4-CH3CgH4
4-ClCgH4

f 4-BrCeHs

g 4-1C¢Ha4

h 4-COOHCgH4

[ 4-CH30CgHa4

J 4-CH3COCsH4

La réduction catalytique des nitroarénes en presence de (PhSe)2 a permis d'obtenir le produit Ila

a partir du produit la lorsqu'un excés de NaBHa a été utilisé (Schéma 1V-2).
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Schéma IV-2 : Réduction catalytique de nitroaréne en utilisant (PhSe)..
IV.2 Meécanisme réactionnel et discussion

Si la réaction s’effectue a une température ambiante, les rendements des composés azoxy sont
trés faibles, alors que les rendements des composes azoxy sont meilleurs lorsque la température
du milieu réactionnel augmente. Des études antérieures ont suggéré la formation de I'anion
phénylsélénenate dans certaines conditions thermiques, mais le pouvoir catalytique du
phénylsélénenate de sodium correspond a l'effet de la température, et donc la réduction du
diséléniure de diphényle par le borohydrure de sodium a température ambiante conduit a
I’apparition du complexe phénylséléniure-borane dont I'acide doux BHs interagit
préférentiellement avec I'anion phénylséléniure qui joue un réle d’une base molle (Schéma V-
3). Le complexe obtenu est evidemment moins réactif que I'anion phénylsélénénate qui est censé

se générer dans des conditions douces.

Schéma 1V-3: La formation d'anion phénylséléniure via la réaction de diséléniure de diphényle avec

le borohydrure de sodium.

D'autre part, la concentration alcaline pourrait également affecter le rendement et la sélectivité
du produit, méme sans NaOH aqueux, car la réduction peut avoir lieu dans certaines conditions.
Il est suggéré que I'addition de la quantité catalytique de NaOH (5 M de NaOH dissous dans
(2,5 mL) d'eau distillée a la solution de diséléniure de diphényle et de NaBH4 dissous dans (10
mL) d'EtOH est favorisée pour obtenir des composés azoxy avec une sélectivité élevée et de
bons rendements. Une concentration alcaline adéquate semble nécessaire non seulement pour

obtenir le PhSeNa a priori, mais aussi pour homogénéiser le systéme réactionnel.

Dans ces conditions favorables, 1’obtention des composés azoxy Il était sélective lors de la
réduction de plusieurs nitroarénes, mais les composés azoaréne Il étant a peine obtenus
(Schéma 1V-4).
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D’un co6té cinétique, la vitesse de la réduction du composé nitroaréne portant un groupement
donneur d'électrons est genéralement plus lente que celle du composé portant un groupement

électroattracteur.

La formation d'anilines est intéressante, et I'espece active dans ce cas peut étre principalement
le (phénylséléno) triéthoxyborate de sodium [PhSeB(OEt)s] Na* généré lors de la réaction de

(PhSe). et NaBH4 dans I'éthanol [1], sachant que la réactivité de ce complexe est supérieure a
celle du sel de sodium, tout en étant suffisamment réactif pour de nombreuses applications
(Schéma 1V-4) .

Schéma 1V-4: La formation du sel (phénylséléno) triéthoxyborate de sodium comme une source du

sélénium nucléophile.

La réduction de la et Ic s’est également effectuée avec le PhSeNa, genéré in situ a partir de la
réaction de (PhSe). avec le NaBH4 dans le tétrahydrofurane (THF). Dans les deux cas, les
produits obtenus sont des composés azoxy et azo correspondant a chaque nitroaréne (Schéma

V-5 et Schéma 1V-6) tandis que les anilines n’ont pas eu lieu du tout.

Schéma IV-5: La réduction de nitrobenzene par phénylsélénolate de sodium dans le THF.

Schéma IV-6: La réduction de 3-méthylnitrobenzene par phénylsélénolate de sodium dans le THF.
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Le PhSeNa s’est avéré étre un agent réducteur plus doux que le PhSeH, car il peut
specifiquement conduire a la formation des composés azoxy. De plus, le (phénylséléno)

triéthoxyborate de sodium peut étre converti en PhSeNa en présence de NaOH.

Russel et al. ont déja souligné que la réduction des nitroarénes doit passer par la formation des
nitrosoarenes pour obtenir des composes azoxy dans des conditions alcalines [2]. Dans notre
travail, aucun composé nitroso n'a été détecté a la fin de la réaction, ce qui confirme la facilité

de la conversion des nitroarénes en composés azo ou azoxy dans ces conditions alcalines.

Selon les etudes antérieures, la réduction du composé nitro est probablement suivie de la

formation du composé nitroso, comme le montre le schéma IV-7. Il est clair que l'attaque
nucléophile de I'ion phénylséléniure (PhSe”) sur I'azote du composé nitroaréne, suivie d'un
réarrangement du groupement PhSe qui est lié & I'atome d’azote vers I'oxygéne, conduit & un

intermédiaire libérant le phénylsélénénate (PhSeO") et un composé nitroso.

Schéma IV-7: L’attaque nucléophile de 1'ion phénylséléniure (PhSe’) sur I'azote du composé nitroaréne

et la libération du composé nitroso.

Le cycle catalytique de cette réduction est présenté dans le schéma IV-8 dans lequel le
phénylsélénenate de sodium (PhSeONa), formé via la réaction de PhSeNa avec le nitroaréne ou
I'azoxyaréne, régénere le PhSeNa lors d’une réduction par NaBHa. Une autre possibilité est la
disproportionation de PhSeONa donnant le PhSeNa et le PhSeO2Na [2], ce dernier réactif a éte
également obtenu séparément dans les travaux antérieurs en jouant un réle d’un catalyseur

réducteur du nitroaréne pour obtenir un composé azoxyaréne a haute température.
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Schéma IV-8: Le cycle catalytique de (PhSe). et la formation des azoxyarenes.

IV.3 Les données expérimentales

Tableau IV-2: La réduction des nitroarénes (1) en composes azoxy (I1) et azo (I11) catalysée

par (PhSe),*.

Produit (PhSe):  Temps Produit 111 Produit Il

|
mmol (h) Rendement Rendement (%)
(%)

la 0,04 15 lla (18) la (54)
Ib 0,04 25 b (3) lb (46)
Ic 0,04 25 Ilic (8) lc (73)
Id 0,04 30 111d (20) lld (53)
le 0,04 20 lle (4) e (55)
If 0,04 20 LIf (6) 1If (58)
Ig 0,04 20 g (2) lig (60)
Ih 0,04 15 I11h (0,5) I1h (68)
li 0,04 48 I1g (6) Ilg (54)
lj 0,04 48 [1h (8) lh (79)

a. produit I (2 mmol), (PhSe)2 (0,04 mmol), NaBH4 (10 mmol) dans EtOH (10 mL) et NaOH

aqueux 5M (2,5 mL) a reflux avec un barbotage du courant d'argon.
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IV.4 Les données spectrales

Les spectres RMN-'H et RMN-13C ont été enregistrés sur un spectrométre Brucker F.T.ARX
fonctionnant a 250-300 MHz (*H), 62,5-75 MHz (**C) dans CDCl; et DMSO-ds. Les
déplacements chimiques (d) sont exprimés en parties par million (ppm) par rapport au
tétraméthylsilane (TMS) utilisé comme étalon interne.

Les solvants protiques résiduels (CDCls avec 6 = 7,28 ppm, et DMSO-dg avec 6 = 2,50 ppm)
ont été utilisés comme référence pour les spectres RMN-H. Les déplacements chimiques de la
RMN-1C ont été rapportés par rapport aux solvants deutérés (CDCls avec un & = 44,20 ppm et
DMSO-de avec un 6 = 39,52 ppm).

Les constantes de couplage (valeurs J) sont données en Hertz. Les multiplicités des pics RMN

sont abrégées comme suit : s : singulet, d : doublet, t : triplet et m : signal multiplet.
IV.4.1.1 Azoxybenzéne (l1a) : recristallisé dans I'éthanol, p.f. 34-36 °C.
IV.4.1.1.1 Spectre RMN-!H

RMN-1H (250 MHz, DMSO-ds): & ppm 6,01- 6,50 (m,6H); & 7,22-7,65 (m,4H):

RMN-'H (250 MHz, DMSO-ds): 8 ppm 6,02 (t, J=7,34 Hz, H-4) ; 6,27 (dd, J=7,98-7,34 Hz,
2H-3/5) ; 6,40 (dd, J=8,17-7,38 Hz, H-11/13) ; 6,47 (t, J=7,38 Hz, H-12) ; 7,24 (dd, J=7,98-2,8
Hz, 2 H-2/6) ; 7,55 (dd, J=8,16-2,8 Hz, H-10) ; 7,60 (dd, J=8,17-2,8 Hz, H-14).
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Figure IV-1: Spectre RMN-H (250 ppm, DMSO-ds) du produit Azoxybenzéne (l1a).

e Les étalements

al-1. Etalement de la zone (6,01-6,07 ppm)

Figure 1V-2: Etalement de la zone (6,01-6,07 ppm).
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al-2. Etalement de la zone (6,258-6,320 ppm).

Figure 1V-3: Etalement de la zone (6,258-6,320 ppm).

al-3. Etalement de la zone (6,388-6,518 ppm)

Figure 1V-4: Etalement de la zone (6,388-6,518 ppm).

al-4. Etalement de la zone (7,237-7,280 ppm)
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Figure 1V-5: Etalement de la zone (7,237-7,280 ppm).

al-5. Etalement de la zone (7,528-7,621 ppm)

Figure 1V-6: Etalement de la zone (7,528-7,621ppm)

IV.4.1.1.2 Spectre RMN-13C

> RMN-C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm 122,34 (2C-2/6) ; 122,97 (2C-10/14);
127,89 (2C-11/13); 129,44 (2C-3/5) 130,28 (1C-12); 134,10 (1C-4); 140,05 (1C-9);
144,92 (1C-1).
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Figure 1V-7: Spectre RMN-3C (75 ppm, DMSO-ds) du produit Azoxybenzéne (lla).

1V.4.1.1.3 Spectre IR

IR, v (KBr disc) em™ :

1570: caractéristique d’une vibration de valence asymétrique d’un groupement N=0.
1472/1426: bandes d’élongation C=C du cycle aromatique.

1330: bande d’absorption de valence symétrique du groupement N-O et peut étre chevauchée
avec la bande d’absorption de valence du groupement C-N.

748/672: caractérisent des vibrations de déformation hors le plan des liaisons C-H aromatiques.
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Figure 1V-8: Spectre IR du produit Azoxybenzéne (l1a).

IV.4.1.2 o,0’-Diméthylazoxybenzene (l1b) : recristallisé dans I'éthanol, p.f. 33-36 °C.
IV.4.1.2.1 Spectre RMN-H
> RMN-'H (250 MHz, DMSO-ds) : 6 ppm 2,24 (s, 3H) ; 2,46 (s, 3H) ; 6,48 (dd, J=7,31-
6,65 Hz,H-4) ; 6,62 (d, J=7,31 Hz,H-5) ; 6,85 (dd, J = 7,7-6,83 Hz, H-11) ; 6,87 (dd, J

= 8,03-6,65 Hz,H-3); 7,24 (d, J = 7,98 Hz, H-13); 7,58 (dd, J =7,98-6,83 Hz, H-
12) 7,79 (d, J = 8,03 Hz, H-2) ; 8,02 (d, J =7,7 Hz,H-10).
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Figure 1V-9: Spectre RMN-H (250 ppm, DMSO-ds) du produit o,0 -Diméthylazoxybenzéne (11b).

b1-1. Etalement de la zone (6,452-6,507 ppm)
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Figure 1V-10: Etalement de la zone (6,452-6,507 ppm)

b1-2. Etalement de la zone (6,605-6,634 ppm)

Figure 1V-11: Etalement de la zone (6,605-6,634 ppm)
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b1-3. Etalement de la zone (6,820-6,879 ppm)

Figure 1V-12: Etalement de la zone (6,820-6,879 ppm)

b1-4. Etalement de la zone (7,224-7,255 ppm)
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Figure 1V-13: Etalement de la zone (7,224-7,255 ppm)

b1-5. Etalement de la zone (7,550-7,609 ppm)

Figure 1V-14: Etalement de la zone (7,550-7,609 ppm)
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b1-6. Etalement de la zone (7,773-7,806 ppm)

Figure 1V-15: Etalement de la zone (7,773-7,806 ppm)

b1-7. Etalement de la zone (8,004-8,035 ppm)
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Figure 1V-16: Etalement de la zone (8,004-8,035ppm)

1V.4.1.2.2 Spectre RMN-13C

> RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): § ppm 16,27 (CH3-15); 17,89 (CHs-16); 121,98 (C-2);
123,47 (C-4); 124,22 (C-10); 126,35 (C-11): 126,96 (C-3); 129,14 (C-12): 129,92 (C-
13): 131,15 (C-5); 132,43 (C-14); 134,56 (C-6); 141,89 (C-1); 144,9 (C-9).
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Figure 1V-17: Spectre RMN-3C (75 ppm, DMSO-ds) du produit 0,0 -Diméthylazoxybenzéne (l1b).

1IV.4.1.2.3 Spectre IR

IR, v (KBr disc) em™ :

1682/1578: caracteéristiques des vibrations de valence asymétrique du groupement N=0 et
¢galement les bandes de vibration d’élongation des C=C du cycle aromatique.

1396: cette bande caractéristique de vibration de déformation du groupement CHs (Csp®-H) et
peut étre chevauchée, d’une part par la bande d’absorption de valence du groupement C-N et
d’autre part, par la bande d’absorption de valence symétrique du vibrateur N-O.

1207: peut étre également attribué a I’absorption de valence du groupement C-N.

772: caractéristique de vibration de déformation hors le plan du groupement C-H d’un cycle

aromatique ortho-disubstitue.
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Figure 1V-18: Spectre IR du produit 0,0 -Diméthylazoxybenzéne (l1b).
IV.4.1.3 m,m’-Diméthylazoxybenzene (lIc) : recristallisé dans I'éthanol, p.f. 33-36 °C.
IV.4.1.3.1 Spectre RMN-'H

» RMN-1H (250 MHz, DMSO-ds): & ppm 2,28 (s, 3H-16) ; & 2,32 (s, 3H-15) ; & 6,25 (d
,J = 6,75 Hz,1H-4); § 6,48 (dd, J = 8,18-7,62, 2H-13/5); 5 6,80 (dd , J =1,22-9,57 Hz,
1H-12):5 7,35 (s, 1H-2); 8 7,68 (dd, J = 1,25-7,45 Hz, 2H-6/14); 5 8,46 (s, 1H-10).
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Figure 1V-19: Spectre RMN-H (250 ppm, DMSO-ds) du produit 2, m -Diméthylazoxybenzene (lic).

cl1-1.Etalement de la zone (6,250-6,282 ppm)

Figure 1V-20: Etalement de la zone (6,250-6,282 ppm).
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c1-2.Etalement de la zone (6,48- 6,543 ppm)

Figure 1V-21: Etalement de la zone (6,48- 6,543 ppm).

c1-3. Etalement de la zone (6,800- 6,837 ppm)
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Figure 1V-22: Etalement de la zone (6,800- 6,837 ppm).

cl1-4. Etalement de la zone (7,35 ppm)

Figure 1V-23: Etalement de la zone (7,35 ppm).
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c1-5. Etalement de la zone (7,680-7,715 ppm)

Figure 1V-24: Etalement de la zone (7,680-7,715ppm).

c1-6. Etalement de la zone (8,46 ppm)
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Figure 1V-25: Etalement de la zone (8,46 ppm).
IV.4.1.3.2 Spectre RMN-3C

> NMR-BC (75 MHz, DMSO-dg):4 ppm 21,14 (C-16); 21,42 (C-15); 121,28 (C-6)
121,34 (C-14); 123,27 (C-2); 126,30 (C-10); 128,14 (C-13); 128,98 (C-4); 129,25 (C-
5): 131,56 (C-12); 140,97 (C-3); 142,63 (C-11); 145,02 (C-9); 145,44 (C-1).
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Figure 1V-26: Spectre RMN-C (75 ppm, DMSO-ds) du produit m2,m -Diméthylazoxybenzene (llc).

1V.4.1.3.3 Spectre IR

IR, v (KBr disc) em™ :

1601/1495/1460: caractéristiques des bandes de vibration d’¢longation des C=C du cycle
aromatique, ces bandes sont également chevauchées avec les bandes de vibrations de valence
asymeétrique du groupement N=0O.

1415: caractéristique de la bande d’absorption de valence du groupement C-N.

1305: caractéristique de vibration de déformation du groupement CHs (Csp3-H).

683/789: caractéristique de vibration de déformation hors le plan du groupement Csp?-H d’un

cycle aromatique meta-disubstitué.
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Figure IVV-27: Spectre IR du produit m,m -Diméthylazoxybenzene (lIc).
IV.4.1.4 p,p’-Diméthylazoxybenzéne (11d) : recristallisé dans I'éthanol, p.f. 69-70 °C.
IV.4.1.4.1 Spectre RMN-H

> RMN-1H(250 MHz, DMSO-ds): & ppm 2,18 (s,3H-16); 2,20 (s, 3H-15); 7,52 (d, J =
8,35 Hz, 2H-3/5);: 7,83 (d, J = 7,26 Hz, 2H-11/13) ;7,87 (dd, J = 8,35-2,04 Hz, 2H-2/6);
8,36 (dd, J = 7,26-2,04 Hz, 2H-10/14).
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Figure 1VV-28: Spectre RMN-H (250 ppm, DMSO-ds) du produit p,p -Diméthylazoxybenzene (11d)

d1-1. Etalement de la zone (2,18-2,20 ppm)

Figure 1V-29: Etalement de la zone (2,18-2,20 ppm).

d1-2. Etalement de la zone (7,503-7,536 ppm)
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Figure 1V-30: Etalement de la zone (7,503-7,536 ppm)

d1-3. Etalement de la zone (7,815-7,890 ppm)

Figure 1V-31: Etalement de la zone (7,815-7,890 ppm)
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d1-4. Etalement de la zone (8,341-8,378 ppm)

Figure 1V-32: Etalement de la zone (8,341-8,378 ppm)
IV.4.1.4.2 Spectre RMN-13C

> RMN-1C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm 20,38 (C-15); 21,82 (C-16); 122,79 (C2/C6);
123,72 (C10/C14); 129,15 (C3/C5); 129,68 (C11/C13); 135,98 (C4); 140,96 (C12);
142,77 (C1); 144,05 (C9).
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Figure 1V-33: Spectre RMN-3C (75 ppm, DMSO-ds) du produit p,p -Diméthylazoxybenzene (I1d).

1IV.4.1.4.3 Spectre IR

IR, v (KBr disc) cm™:

1603/1493/1458: caractéristiques des bandes de vibration d’¢longation des C=C du cycle
aromatique, ces bandes sont également chevauchées avec les bandes de vibrations de valence
asymétrique du groupement N=0.

1415: caractéristique de la bande d’absorption de valence du groupement C-N.

1306: caractéristique de vibration de déformation du groupement CHz (Csp3-H).

787: caractéristique de vibration de déformation hors le plan du groupement Csp?-H d’un cycle

aromatique para-disubstitue.
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Figure 1V-34: Spectre IR du produit p,p -Diméthylazoxybenzene (11d).

IV.4.1.5 p,p’-Dichloroazoxybenzeéne (lle): recristallisé dans I'éthanol, p.f. 155-156 °C.

IV.4.1.5.1 Spectre RMN-H

> RMN-'H (300 MHz, CDCl3) : & ppm 7,60 (d, J=8,6 Hz,2H-11/13): 7,64 (d, J=9,4
Hz,2H-3/5); 8,07 (dd, J=9,4-2,82 Hz,2H-2/6); 8,17 (dd, J=8,7-2,83 Hz,2H-10/14).
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Figure 1V-35: Spectre RMN-H (300 ppm, CDCls) du produit p,p -Dichloroazoxybenzéne (lle)

el-1.Etalement de la zone (7,603-7,663 ppm)

Figure 1V-36: Etalement de la zone (7,603-7,663 ppm)

el-2. Etalement de la zone (8,067-8,107 ppm)
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Figure 1V-37: Etalement de la zone (8,067-8,107 ppm)

el1-3. Etalement de la zone (8,168-8,206 ppm)

Figure 1V-38: Etalement de la zone (8,168-8,206 ppm)
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IV.4.1.5.2 Spectre RMN-3C

» RMN-13C (75 MHz, CDCls): & ppm 124.43 (C-10/14); 124.54 (C-2/6); 129.15 (C-3/5);
129.26 (C-11/13); 135.02 (C-12); 136.66 (C-4); 143.98 (C-1), 144.42 (C-9).

Figure 1V-39: Spectre RMN-13C (75 ppm, CDClIs)) du produit p,p -Dichloroazoxybenzene (lle)

e2-1.Etalement de la zone (124 et 130 ppm)
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Figure 1V-40 : Etalement de la zone (124 et 129 ppm).

IV.4.1.5.3 Spectre IR

1580: indique une bande de vibration de valence du groupement N=0.

1477/1402: caractéristique des bandes d’absorption de valence des C=C d’un cycle aromatique.
1325: caractéristique de la bande d’absorption de valence du groupement C-N et peut étre
également attribué a la bande d’absorption de valence du vibrateur N-O.

827: caractéristique de vibration de déformation hors le plan du groupement C-H d’un cycle
aromatique para-disubstitue.

687: cette bande caractérise une vibration de valence du groupement C-ClI.
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Figure 1\VV-41: Spectre IR du produit p,p -Dichloroazoxybenzéne (lle).

IV.4.16 p,p’- Dibromoazoxybenzéne (11f) : recristallisé dans I'éthanol, p.f.169-170 °C.

IV.4.1.6.1 Spectre RMN-H

» RMN-1H (300 MHz, CDCls): § ppm 7,66 (d, J=7,4 Hz, 2H-3/5); 7,68 (d, J=7,6 Hz, 2H-
11/13); 7,80 (dd, J=7,4-2,83 Hz, 2H-2/6); 7,83 (dd, J=7,6-2,82 Hz, 2H-10/14).
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Figure 1V-42: Spectre RMN-H (300 ppm, CDClIs) du produit p,p - Dibromoazoxybenzéne (lIf).

f1-1.Etalement de la zone (7,65-7,69 ppm)

Figure 1V-43: Etalement de la zone (7,65-7,69 ppm)
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f1-2. Etalement de la zone (7,77-7,847 ppm)

Figure 1V-44: Etalement de la zone (7,77-7,847 ppm)

1V.4.1.6.2 Spectre RMN-13C

> RMN-3C (75 MHz, CDCls): & ppm 119.21 (C-1); 124.32 (C-3/5); 125.12 (C-13);
126.15 (C11/15); 132.36 (C-12/14); 132.71 (C-2/6); 144.61 (C-4); 145.24 (C-10).
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Figure 1V-45: Spectre RMN-3C (75 ppm, CDCls) du produit p,p - Dibromoazoxybenzéne (lIf).

1V.4.1.6.2 Spectre IR

IR, v (KBr disc) em™:

1571: indique une bande de vibration de valence du groupement N=0.

1462/1389: caractéristiques des absorptions de valence des C=C du cycle aromatique.

1322: caractéristique de la bande d’absorption de valence du groupement C-N et peut étre
¢galement attribué a la bande d’absorption de valence du vibrateur N-O.

828: caractéristique de vibration de déformation hors le plan du groupement Csp-H d’un cycle
aromatique para-disubstitué.

667: cette bande caractérise une vibration de valence du groupement C-Br.
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Figure 1V-46: Spectre IR du produit p,p - Dibromoazoxybenzene (11f).

IV.4.1.7 p,p’- Diiodoazoxybenzene (11g): recristallisé dans I'éthanol, p.f. 202-203 °C.

IV.4.1.7.1 Spectre RMN-H

RMN-'H (300 MHz, CDCls): & ppm 7,51 (dd, J=6,6-2,0 Hz, 2H-2/6); 7,54 (d, J=6,6 Hz, 2H-
3/5) ;8,17 (d, J=6,2 Hz, 2H-11/13); 8,48 (dd, J=6,2-2,0 Hz, 2H-10/14).
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Figure 1\V-47: Spectre RMN-H (300 ppm, CDClIs) du produit p,p - Diiodoazoxybenzéne (11g)

g1-1.Etalement de la zone (7,65-7,69 ppm)

Figure 1V-48: Etalement de la zone (7,65-7,69 ppm)
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g1-2. Etalement de la zone (8,16-8,18 ppm)

Figure 1V-49: Etalement de la zone (8,16-8,18 ppm)

g1-3. Etalement de la zone (8,466-8,493ppm)
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Figure 1V-50: Etalement de la zone (8,466-8,493ppm)

IV.4.1.7.2 Spectre RMN-3C

> RMN-13C (75 MHz, CDCls) : § ppm 91.64 (C-4) ; 99.25 (C-12) ; 124.51 (C-2/6);
125.39 (C-10/14); 137.67 (C-3/5); 138.95 (C-11/13); 145.80 (C-1); 146.42 (C-9).
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Figure 1V-51: Spectre RMN-*C (75 ppm, CDClIs) du produit p,p - Diiodoazoxybenzéne (l11g)

1V.4.1.7.3 Spectre IR

IR, v (KBr disc) cm™:

1570: indique une bande de vibration de valence du groupement N=0O et également vibration de
valence des C=C aromatique.

1470/1398: caractéristique les absorptions de valence des C=C d’un cycle aromatique.

1318: caractéristique de la bande d’absorption de valence du groupement C-N et peut étre
également attribué a la bande d’absorption de valence du vibrateur N-O.

831: caractéristique de vibration de déformation hors le plan du groupement Csp?-H d’un cycle
aromatique para-disubstitue.

605: cette bande caractérise une vibration de valence du groupement C-I.
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Figure 1\VV-52: Spectre IR du produit p,p - Diiodoazoxybenzene (11g)
IV.4.1.8 p,p’- Dicarboxylazoxybenzéne (11h) : recristallisé dans DMF, p.f. 345-348 °C.
IV.4.1.8.1 Spectre RMN-'H

> RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds) : & ppm 6,20 (dd, J= 8,76-2,18 Hz, 2H-2/6); 6,23 (d,
J=8,76 Hz, 2H-3/5); 6,77 (d, J=8,50 Hz, 2H-11/13); 7,50 (dd, J = 8,50-2,18, 2H-10/14);
12,5 (s, 2H).
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Figure 1V-53: Spectre RMN-H (300 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Dicarboxylazoxybenzene (11h)
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h1-1.Etalement de la zone (6,191-6,264 ppm)

Figure 1V-54: Etalement de la zone (6,191-6,264 ppm)
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h1-2. Etalement de la zone (6,755-6,784 ppm)

Figure 1V-55: Etalement de la zone (6,755-6,784 ppm)

h1-3. Etalement de la zone (7,482-7,517 ppm)

Figure 1V-56: Etalement de la zone (7,482-7,517ppm).
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IV.4.1.8.2 Spectre RMN-13C

> RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 122,87 (C-2/6); 123,31 (C-10/14); 125,40 (C-
4); 131,17 (C-3/5); 131,38 (C-11/13) ;131,53 (C-12); 150,01 (C-9) ;150,12 (C-1); 168,17
(C-15); 172,39 (C-16).

Figure 1V-57: Spectre RMN-3C (75 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Dicarboxylazoxybenzene (11h)
1IV.4.1.8.3 Spectre IR

IR, v (KBr disc) cm™ :

3433: bande large et intense attribuable a une vibration de valence d’un groupement hydroxyle.
2361 (C=0): indique la présence d’un groupement carbonyle.

1674: caractéristique d’une vibration de valence d’un groupement carbonyle faisant partie d’une

fonction acide carboxylique conjugue.

1572: indique une bande de vibration de valence du groupement N=0O et également vibration de

valence des C=C aromatique.
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1265: caractéristique de la bande d’absorption de valence du groupement C-N.
1173: attribuable a la bande d’absorption de valence du vibrateur C-O.

818: caractéristique de vibration de déformation hors le plan du groupement Csp?-H d’un cycle

aromatique para-disubstitué.

Figure 1\V-58: Spectre IR du produit p,p - Dicarboxylazoxybenzene (l1h).

1V.4.1.9 p,p’- Diméthoxyazoxybenzene (11i): recristallisé dans THF, p.f. 118-120 °C.
IV.4.1.9.1 Spectre RMN-H

> RMN-1H (300 MHz, DMSO-de): & ppm 3,45 (s, 3H-15) ; 3,46 (s, 3H-16); 7,15 (d, J=8,8
Hz, 2H-3/5); 7,19 (d, J=8,78 Hz, 2H-11/13); 8,75 (dd, J=8,78-2,2 Hz, 2H-10/14); 9,28
(dd, J=8,8-2,2 Hz,2H-2/6).
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Figure 1V-59: Spectre RMN-'H (300 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Diméthoxyazoxybenzéne (11i).

135



Chapitre IV : Résultats et discussion

i1-1.Etalement de la zone (3,45-3,46 ppm)

Figure 1V-60: Etalement de la zone (3,45-3,46 ppm)

i1-2. Etalement de la zone (7,135-7,204 ppm)
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Figure 1V-61: Etalement de la zone (7,135-7,204 ppm)

i1-3. Etalement de la zone (8,731-8,768 ppm)

Figure 1V-62: Etalement de la zone (8,731-8,768 ppm)
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i1-4. Etalement de la zone (9,261-9,298 ppm)

Figure 1V-63: Etalement de la zone (9,261-9,298 ppm)
IV.4.1.9.2 Spectre RMN-13C

> RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 55,41 (C-15); 55,43 (C-16) ;112,08 (C-11/13);
113,88 (C-3/5); 123,83 (C-2/6);127,47 (C-10/14) :137,41 (C-1) 141,62 (C-9); 158,36
(C-4) :161,82 (C-12).
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Figure 1VV-64: Spectre RMN-*C (75 ppm, DMSO-dg) du produit p,p - Diméthoxyazoxybenzéne (lli).

1IV.4.1.9.3 Spectre IR
IR, v (KBr disc) cm™:

2800: cette valeur caractérise les bandes issues des vibrations de valence du groupement Csp®-
H.

1635/1593/1504: ces bandes sont caractéristiques des vibrations de valence des C=C
aromatiques et qui peuvent étre également chevauchées avec les bandes d’absorption de valence

asymétrique du groupement N=0.

1355: cette bande peut étre attribuée d’une part au groupement N-O de la fonction azoxy et

d’autre part le groupement C-O de la fonction éther.
1202: peut étre attribué a la vibration de valence du groupement C-N.

852: attribuable a la vibration de déformation hors le plan (Csp>-H) d’un cycle aromatique para-

disubstitué.

139



Chapitre IV : Résultats et discussion

Figure 1\V-65: Spectre IR du produit p,p - Diméthoxyazoxybenzene (11i).

1V.4.1.10 p,p’- Diacétylazoxybenzene (11j)

IV.4.1.10.1 Spectre RMN-1H

> RMN-1H (300 MHz,DMSO-ds): & ppm 2,59 (s, 3H-15); 2,60 (s, 3H-16):7,42 (dd, J=
7,54-2,81 Hz, 2H-2/6); 7,68 (d, J= 7,54 Hz, 2H-3/5) ; 7,92 (d, J= 6,72 Hz, 2H-11/13);
7,98 (dd, J=6,72-2,82 Hz, 2H-10/14).
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Figure 1V-66: Spectre RMN-H (300 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Diacétylazoxybenzéne (I1j).

j1-1.Etalement de la zone (2,59-2,6 ppm)

Figure 1V-67: Etalement de la zone (2,59-2,6 ppm)
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j1-2.Etalement de la zone (7,402-7,437 ppm)

Figure 1V-68: Etalement de la zone (7,402-7,437 ppm).
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j1-3.Etalement de la zone (7,667-7,692 ppm)

Figure 1V-69: Etalement de la zone (7,667-7,692 ppm).
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j1-4.Etalement de la zone (7,908-7,931 ppm)

Figure 1V-70: Etalement de la zone (7,908-7,931 ppm).
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j1-5. Etalement de la zone (7,964-7,995ppm)

Figure 1V-71: Etalement de la zone (7,964-7,995ppm).

IV.4.1.10.2 Spectre RMN-3C

> RMN-B3C (75MHz,DMSO-ds): & ppm 26,49 (C-16); 26,71 (C-15); 122,72 (C-
2/6);124,21 (C-10/14); 130,16 (C-11/13); 130,24 (C-3/5); 132,05 (C-4); 137,98 (C-12);
150,22 (C-9); 150,87 (C-1); 195,71 (C-18); 198,74 (C-17).
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Figure 1V-72: Spectre RMN-3C (75 ppm, DMSO-ds) du produit p,p - Diacétylazoxybenzéne (l1j).
1V.4.1.10.3 Spectre IR
IR, v (KBr disc) cm™:

1710: attribuable a la bande d’absorption de valence du groupement carbonyle faisant partie
d’une fonction cétone.

1602/1580/1572 et 1545 : ces bandes sont attribuables aux vibrations de valence des C=C
aromatiques et qui peuvent étre également chevauchées avec les bandes d’absorption de valence
asymétrique du groupement N=0.

1331: attribuable & la vibration de déformation du vibrateur Csp®-H.

855: caractéristique de la bande de déformation hors le plan (Csp?-H) d’un cycle aromatique

para-disubstitué.
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Figure 1V-73: Spectre IR du produit p,p - Diacétylazoxybenzéne (11j).
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Plusieurs composés aromatiques nitrés peuvent étre réduits dans une solution de borohydrure de
sodium et d'éthanol alcalin en composés azo ou azoxyarénes correspondants en présence de
diséléniure de diphényle comme catalyseur pour un transfert d'électrons. Il est intéressant de
noter que les substituants électroattracteurs liés aux noyaux benzéniques de ces cComposes nitrées

facilitent ces réductions.

Les résultats obtenus sont extrémement corrélés a la localisation et plus particulierement, a la
nature de ces substituants dans la mesure ou les groupements électroattracteurs favorisent la
formation des composés azoxy ou azoarénes, tandis que les groupements électrodonneurs
empéchent la réduction a différents degrés en fonction de leur capacité donatrice des électrons.
Cependant, pour le méme type de substituant, on trouve que le substituant en position méta est
plus favorable que le substituant en position para, tandis que le substituant en position ortho est
le plus défavorable pour la réduction. De plus, I'effet de la phase du transfert d'électrons sur la

réduction de ces composés nitroarenes est nettement envisagee.

On peut déduire que la simplicité de la proceédure expérimentale, le rendement élevé de ces
réactions, et notamment les actions protectrices issues de diséléniure de diphényle vis-a-vis du
stress oxydatif et pro-inflammatoire induit par des lésions neuro-cérébrales, sont les avantages

du protocole rapporté.
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Chapitre | : Apergu bibliographique sur les plantes étudiées

1.1 Introduction

Depuis I’antiquité, la nature, en particulier le monde végétal, fournit des outils thérapeutiques a
la pharmacopée. L'utilisation de nombreuses molécules, comme source principale de

médicaments, s’avére étre un défi majeur pour le monde pharmaceutique [1].

Les plantes jouent un role important dans la survie et la reproduction de toutes les espéces,
animales, alors que la valeur médicinale des plantes a été scientifiquement démontrée, c'est
pourquoi la valorisation des plantes médicinales est devenue, en peu de temps, une ressource
inestimable de I'industrie pharmaceutique qui connait une prompte progression, avec des taux
annuels de 12 a 20 % [2].

Les produits végétaux naturels présentent les caractéristiques de leur origine, c'est-a-dire une
grande variété de compositions leur confére une biodiversité étendue. Cela dépend de la richesse
de ce que I'on appelle le "métabolisme secondaire”, qui correspond a un ensemble de réactions
impliquées dans la biogenése de plusieurs molécules via des mécanismes spécifiques faisant

intervenir des enzymes spécifiques [3].

Bien gu'ils ne semblent pas essentiels a la croissance des plantes, les métabolites secondaires
sont des molécules bioactives jouant un réle majeur lors des interactions extérieures de la plante
avec son environnement. D’abord, ils sont synthétisés et destinés pour plusieurs fonctions
biologiques telles que I’activation des sites de défense contre les prédateurs, et ainsi leur
implication dans la pigmentation des plantes favorise I'absorption de I'énergie solaire, mais
I'organisme de I’étre vivant est doté d'une énorme protection contre les effets induits par les
rayonnements solaires nocifs. Parmi les milliers de molécules synthétisées par ces plantes,
I'hnomme sélectionne celles qui lui permettent de se défendre contre les agressions d'autres
organismes vivants pathogénes (champignons, bactéries, virus...) et de réguler ses désordres
métaboliques [4]. Les produits naturels font I'objet de nombreuses études renfermant les trois
classes de substances naturelles, y compris les polyphénols tels que les coumarines, les

flavonoides, les tanins.... etc., les terpénes et les alcaloides [5].
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1.2 Apercu bibliographique sur ’espéce Pelargonium graveolens L’Hér

1.2.1 La famille des Géraniacées

La famille des Géraniacées ou la famille des plantes dicotylédones comprend 7 genres et 866
espéces apparaissant généralement sous forme d'arbustes ou sous forme d'herbes, ces derniers
se caractérisent par leurs tiges prenant la forme de troncs épais (pachycaul) dans certains taxons.
Les feuilles sont soit simples sous forme pennée, palmée ou spiralée, mais rarement opposeées,
soit des feuilles bourgeonnées en épines, avec des fascicules axillaires. Les fleurs sont solitaires
ou apparaissent sous forme d’une cyme dont le calice se compose de cing sépales imbriqués ou
valvés, le sépale orienté vers I'axe de la tige représente un éperon nectarifere dans Pelargonium.
La corolle renferme cing pétales libres et imbriqués, mais rarement alambiqués. Des étamines
se trouent généralement au nombre de 10 en deux verticilles a la base, avec des étamines stériles
présentes dans le verticille externe de certaines. Les anthéres s'ouvrent d'eux-mémes. Le
gynecée contient cing carpelles unis (rarement 2,3 ou 8). Les ovules s’entreposent souvent en
deux par carpelle. Les nectaires se trouvent entre les pétales et les étamines (sauf chez
Pelargonium). Généralement, le fruit est une capsule encastrée ou une graine unique
(schizocarpe) de méricarpes (qui sont des carpelles dissociés d'un schizocarpe) se séparant
généralement d'un bec persistant. Des trichomes multicellulaires, capités et glandulaires
contiennent fréguemment des huiles aromatiques dans leurs glandes. La famille des Géraniacées

se caractérise par ses fruits schizocarpiques a bec [1].

1.2.2 Le genre Pelargonium

Les genres Geranium, Pelargonium et Erodium se distinguent d’autres genres de la méme
famille par la morphologie de leurs fruits schizocarpes avec un bec allonge et persistant. Les
plantes de ces genres poussent principalement dans des endroits tempérés tels que les régions
tropicales. L'importance économique des especes appartenant a ces genres se discerne dans leur
utilisation comme plantes ornementales cultivées (géranium et pélargonium), comme plantes
fourrageéres et comme sources des huiles essentielles [6]. Le genre Geranium comprend environ
300 especes différentes, dont la majorité se répartit dans I'némisphére nord dans les zones
tempérées. D’autant plus, ces espéces sont herbacees, annuelles, bisannuelles ou vivaces, et
certaines comportent des tubercules. Leurs bases sont parfois ligneuses. Le genre Pelargonium
comprend environ 270 especes différentes, dont la plupart se dispersent dans I'hémisphere sud,
notamment en Afrique du Sud, mais un nombre limité pousse sur plusieurs iles d'Afrique de
I'Est et d’Australie [7].
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1.2.3 L'espece Pelargonium graveolens
1.2.3.1 Description botanique et classification systématique

En vertu du fait que la forme du fruit ressemble a celle du bec droit et pointu de la cigogne, le
nom "Pelargonium™ est dérivé du grec Pelargos, qui signifie "cigogne™ [7]. Les noms les plus
utilisés de Pelargonium graveolens sont : géranium odorant, géranium rosat (nom de I'ile de la
Réunion) et Pelargonium asperum Ehrh. Ex Willd [8]. Cette espéce se caractérise par son
arbuste ramifié, qui peut atteindre 1,4 m de haut et 1 m de diametre au niveau de la cime, avec
parfum de rose prononcé ; sa tige molle, poilue, colorée en gris-vert, qui devient plus foncée et
ligneuse avec I'age ; et ses feuilles opposées ou alternes, molles, parfumées, hirsutes avec des
poils glandulaires et non glandulaires. Son inflorescence est éternelle, avec 5-10 fleurs dans une
petite pseudo-ombelle compacte couvrant dix étamines. Les fleurs rose pale montrent une
symétrie bilatérale caractéristique du genre Pelargonium, tandis que les especes du genre

Geranium ont des fleurs asymétriques a cing rayons [9] (Figure I-1).

Figure I-1: Photo de I’espece Pelargonium graveolens L Hér (photo réelle).
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Selon le service de conservation des ressources naturelles (NRCS), ou agence du département
de l'agriculture des Etats-Unis, la classification systématique de Pelargonium graveolens L'Hér.

est présentée dans le tableau I-1.

Tableau I-1 : Place dans la systématique de 1’espéce P. graveolens [10].

Regne Plantae (plantes)

Sous-regne Tracheobionta (trachéophytes)

Super division = Spermatophyta (plantes a graines)

Division Magnoliophyta ou angiospermes (plantes a fleurs)
Classe Magnoliopsida ou dicotylédones

Sous-classe Rosidae

Ordre Geraniales

Famille Geraniaceae

Genre Pelargonium

Espéece Pelargonium graveolens L Hér.

1.2.3.2 Répartition géographique de Pelargonium graveolens

La plante est native d'Afrique du Sud, cultivée dans de nombreuses régions méditerranéennes
(Maroc, Espagne, Tunisie et Italie), subtropicales (Egypte) et méme aux frontiéres de I'Asie
(Chine), ces deux derniers pays sont les plus gros producteurs [11]. Pelargonium graveolens a
été introduite en Algérie dans les années 1850, les premieres especes de ce genre provenant de
France. Des essais ont d'abord été réalisés a Chéraga (Alger) a des fins commerciales, avec des
résultats encourageants [11], mais le prix des huiles essentielles était trop élevé, a tel point que
I'huile de géranium se vendait 250 francs pour un kilogramme [12]. De grands parcs de geranium
et une usine de production d'essence (Boufarik) sous la direction de Gros et Monk ont été fondés
par A. Chiris en 1880 [11]. Apres la guerre de I’indépendance, beaucoup de ces usines ont été
figées dans les années 1960. Néanmoins, la région de Blida continue d'étre une source mineure
de production de Pelargonium graveolens. En outre, les jardins, les balcons et les cimetiéres ont

été ornés de cette plante [13] .
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1.2.3.3 Intéréts thérapeutiques et socio-économiques de Pelargonium graveolens

Pelargonium graveolens, ou géranium rosat, est une source potentielle d'ingrédients actifs pour
les industries alimentaires et pharmaceutiques [14]. Plusieurs études suggeérent que l'activité
pharmacologique des especes du genre Pelargonium est attribuée a leur richesse en composés
phytochimiques bioactifs, notamment les flavonoides, les coumarines oxygénées, les dérivés de
I'acide gallique et I'acide hydroxycinnamique [15], et plus particulierement les composants
volatils, de sorte que les phases acétate d'éthyle et éther diéthylique de cette plante sont dotées
d'une bonne activité antioxydante a une concentration de 2 pug/mL avec des pourcentages
d'inhibition de 53 % et 51,84 % respectivement [11]. Pelargonium graveolens est largement
utilisée pour ses propriétés pharmacologiques dans le traitement de la bronchite, de la fiévre, de
la diarrhée, de la toux, de la gastro-entérite et d'autres troubles respiratoires [16]. Des extraits de
racines peuvent étre également utilisés comme ingrédient principal d'un reméde contre la
tuberculose et le paludisme [17]. Les huiles essentielles de Pelargonium sont connues pour leurs
effets antifongiques, antibactériens, anti-inflammatoires et spasmolytiques, et le géranium rosat
en particulier, cultivé pour son parfum, s'est répandu sur les cing continents grace aux propriétés
curatives de son huile essentielle [18], en usage externe, cette huile essentielle est utilisée
comme agent hémostatique, tonique, antimicrobien et anti-inflammatoire. En cosmétologie, elle
est appréciée par excellence pour ses effets thérapeutiques régénérateurs de la peau, a tel point
qu'elle est largement utilisée dans le traitement de I'arthrose, pour calmer I'ankylose et soulager
les inflammations musculaires [19] , vasculaires et les crises hémorroidaires [20], elle se
caractérise également par ses propriétés antidépressives, analgésiques et antiseptiques, apaisant
les douleurs gingivales [21], tandis que ses vertus internes sont relatives a ses effets stimulants
hépato pancréatiques et antidiabétiques [22]. D’autant plus, I’huile de cette plante est utilisée
comme expectorant sous forme d'eau aromatique, efficace pour traiter les angines et les gorges
irritées [23].

1.2.4 Apercu bibliographique sur I’espéce Lavandula dentata L.
1.2.4.1 Lafamille des Lamiacées (Lamiaceae)

La famille des Lamiacées ou Labiées (Labiatae est relatif a la forme des lévres des fleurs et ainsi
le terme Lamium, est dérivé d'cesophage, relatif a la forme du tube de la corolle) comprend 236

genres divisés en 7 ou 8 sous-familles contenant 7 280 especes.
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Les plantes de cette famille apparaissant sous forme d'arbustes, présentent souvent des tiges
glandulaires courtes produisant des huiles éthérées aromatiques. Les tiges sont généralement
quadrangulaires (section carrée), lorsqu'elles sont hatives.

Les feuilles sont simples, rarement pennées, opposées, parfois verticillées, et rarement spiralées.
Les fleurs se composent d'unités de cymes latérales en une paire de cymes trés condensées,
presque sessiles, disposées de fleurs axillaires solitaires autour d'un axe comme un véritable
verticille. Le périanthe contient un calice prenant parfois la forme de deux lobes, mais il
comprend généralement de cing sépales unis de taille ou de forme inégale, de sorte que la fleur
peut avoir 1’allure de deux pieces essentiellement symétriques par un seul plan longitudinal
passant par un axe principal ; la corolle se compose de 4 ou 5 pétales unis (s'il s'agit de 4 pétales,
par la fusion de deux lobes). Les étamines sont verticillées et adnées au tube de la corolle, et
chaque étamine, contenant 2 ou 4 staminodes fertiles, se termine par une anthére longitudinale
déhiscente. Le gynécée comporte deux carpelles réunis et quatre loges dans un ovaire composé,
dont les ovules déposés en deux par carpelle, ou un ovule par loge, sont soit renversés sur eux-
mémes, ou les micropyles sont rapprochés du point d'insertion de I'appareil femelle (anatrope),
soit régulierement réunis par deux moitiés, mais dans le sens inverse de leur position normale
(hémitrope). Les nectaires apparaissent generalement sous forme d'un disque ou d'un coussinet
de tissu a la base de I'ovaire. Le fruit renfermant quatre drupes ou baies, se divise a maturité en
plusieurs carpelles, chacun contenant une seule graine indéhiscente. Les plantes de cette famille
produisent souvent des huiles éthérées et le stachyose glucidique (un sucre cristallin tétra-
saccharide) [1].

1.2.4.2 Le genre Lavandula

Le genre Lavandula est extrémement marqué par 1’usage étendue de deux plantes dans le monde
entier : la lavande fine (Lavandula angustifolia Miller.) et son lavandin hybride naturel
(Lavandula intermedia Emeric ex Loisel.) comme plantes ornementales et médicinales. Ces
deux espéces ont été cultivées depuis le début du 20 ®™ siécle pour I'extraction hydraulique de
leurs huiles essentielles ainsi que pour I'extraction hydroalcooliques de leurs principes actifs
[24][25]. Suite a une étude phylogénétique basée sur le polymorphisme de séquences d’ADN
chloroplastique, la taxonomie du genre Lavandula, particulierement décrite par Upson et
Andrews [26], correspond a la tribu Labiatae [27]. Ce genre comprend plus de 39 espéces et 79
taxons intraspécifiques et hybrides, permettant une classification de trois sous-genres (Fabricia,

Sabaudia et Lavandula) et huit sections.
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Les principales especes cultivées comprennent la lavande fine (L. angustifolia), la lavande
aspique (L. latifolia), la lavande laineuse (L. lanata) et le lavandin (L. intermedia, un hybride
stérile de L. angustifolia et L. latifolia) qui appartiennent toutes a Lavandula. Par ailleurs, le

genre contient également des dizaines de sous-especes et des centaines de variétés [28] .

Des études phytochimiques antérieures ont rapporté que le genre Lavandula est riche en
métabolites secondaires, principalement les monoterpénes et les dérives sesquiterpéniques
présents dans les huiles essentielles, mais aussi les triterpénoides (37 triterpénoides, y compris
les dérivés tétracycliques, pentacycliques et stéroidiens, ont été identifiés dans le genre

Lavandula) et les composés phénoliques [29].

En Algérie, certaines espéces, telles que Lavandula stoechas L., L. multifida L., L. coronopifolia

Pott., L. pubescens Dec. et L. dentata L. poussent a I'état sauvage [30].
1.2.4.3 L'espece Lavandula dentata L.

1.2.4.3.1 Description botanique et classification systématique

Lavandula dentata L., connue sous son nom arabe dialectal "Djaida™ [31], s’étend a une hauteur
d'environ 60 cm sur les sols rocailleux et les garrigues des régions méditerranéennes. C’est une
plante vivace qui pousse généralement sous forme d’un pseudo-arbrisseau, ou arbuste
buissonnant persistant, muni de longues tiges quadrangulaires florales, ligneuses a la base, et
nues sous les épis floraux [32]. Ses feuilles sont vertes, linéaires, enroulées et dentelées, & bords
crénelés [33]. Les fleurs sont courtes (2-5 cm), bleues en épis denses surmontés de bractées
violacées [26]. Le fruit se compose de quatre drupes qui se séparent a maturité. Cette espece
fleurit deux fois par an, au printemps (entre février et juin) et en automne (entre septembre et

novembre) (Figure 1-2).
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Figure 1-2: Photo réelle de I’espéce Lavandula dentata L.
Selon une étude botanique menée par F. Harnist en 2013, la position systématique de Lavandula
dentata L. est désignée comme suit (Tableau 1-2) :

Tableau I-2 : Classification botanique de Lavandula dentata [34].

Regne Plantae
Sous-régne ' Viridae plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Lavandula

Espece Lavandula dentata L.

1.2.4.3.2 Répartition géographique de Lavandula dentata

Lavandula dentata est une plante méditerranéenne qui se répartit largement dans 1’ Atlas Tellien
occidental, native de sud-ouest de la méditerranée (Italie, Portugal, Espagne, Maroc et I’ Algérie)
[35].
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Elle envahit les garrigues, les lieux arides et les sols siliceux (silicicole, calcifuge) contrairement
a la lavande vraie qui ne pousse qu’en terrain calcaire, mais a 1’état sauvage, cette espéce occupe

les bords de la Méditerranée a climat tempéré et doux, dont le sol est pauvre et rocailleux [36].

En Algérie, elle est trés répandue dans le Tell et pousse sur les sols secs et siliceux. Elle se

dissémine sur les sommets arides, les prairies et les maquis [35] .

1.2.4.3.3 Intéréts thérapeutiques et socio-économiques de Lavandula dentata

Lavandula dentata, connue comme plante mellifére, est dotée d’un effet attractif et nourrissant
pour nombreux insectes. Des études pharmacologiques antérieures ont montré que les huiles
essentielles ou les extraits hydroalcooliques de lavandula est propriétaire d’un large spectre
d'activités pharmacologiques, notamment 1’activité anti-inflammatoire, antioxydante, sédative,
antimicrobienne, antifongique, insecticide et larvicide [37]. En aromathérapie, la lavande
stimule les activités métabolique et intellectuelle, détend le systéme nerveux en traitant la
dépression, favorise le sommeil en apaisant la fatigue, soulage les crampes, prévient les
syncopes, ainsi qu’elle régule I’hypertension et la circulation sanguine, plus son utilité en
balnéothérapie pour le traitement des maladies articulaires , du rhumatisme, de la goutte [38]

et de I’hyperglycémie [39].

Certaines études ont montré que plusieurs composants de I'huile essentielle de lavande ont des
effets anticancéreux et antimutagénes [40]. L'utilisation potentielle de cette huile et ses dérivés

en biotechnologie [41] ou en tant qu'additifs alimentaires [25], a été également rapportée.

En cosmétologie, I'huile essentielle de cette plante est largement utilisée comme parfum, savon,
lotion pour la peau, ou démaquillant, etc. En parfumerie, la lavande est utilisée pour lier et
stabiliser toutes les essences florales entre elles, ce qui renforce la fragrance et prolonge la durée

de vie des parfums [42].
1.3 Etude phytochimique de I’espéce Arbutus unedo

1.3.1 La famille des Ericacées (Ericaceae)

Le nom Ericaceae est dérivé du mot latin Erica. Cette famille cosmopolite appartenant aux
dicotylédones [43], comprend 130 genres (tels que Arbutus (arbousier), Calluna (callune), Erica
(bruyére) et Rhododendron) et environ 4100 especes, dont la grande diversité est bien adaptée

aux climats méditerranéens [44].
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En général, les Ericacées sont extrémement présentes en Arctique, dans les régions tempérées
et les montagnes tropicales du sud-est de I'Amérique et de I'Asie, avec de fortes concentrations

sur les montagnes d'Himalaya, d’Andes et de la Nouvelle-Guinée [44].

De nombreuses espéces de la famille Ericacée sont cultivées comme plantes ornementales.
Cependant, cette famille est connue pour de nombreuses applications dans certaines
pharmacopées traditionnelles, si bien que les especes Calluna vulgaris L. et Arctostaphylos uva-
ursi Spreng sont propriétaires des effets antiseptiques urinaires [45] . En outre, les feuilles de
Rhododendron molle, Vaccinium arctostaphylos L. et Gaultheria procunzhens L. se sont avérees

riches en acide salicylique.
1.3.2 Le genre Arbutus
Description et distribution géographique

Le genre Arbutus (Vaccionioideae) comporte 14 especes qui poussent généralement dans les
régions tempérées et froides de I'hémisphere nord et en Amérique tropicale. Autour du bassin
méditerranéen, on trouve quatre especes et deux hybrides trés répandus dans les régions
suivantes : la région méditerranéenne orientale, dans laquelle poussent 1I’Arbutus unedo L.et
I’Arbutus andrachne ; I’A. pavarii Pamp. sur les cotes de la Libye ; I’A. canariensis Veill. pousse
dans les Tles Canaries ; I’A. andrachnoides Link. ou I’hybride entre I’A. unedo et 1’A. andrachne
se développe dans la région méditerranéenne orientale ; I’A.androsterilis Salas. ou I’hybride
entre 1’Arbutus unedo et 1I’Arbutus canariensis pousse dans les Tles Canaries [46] .

1.3.2.1 Principaux métabolites secondaires isolés du genre Arbutus

Des études phytochimiques approfondies sur le genre Arbutus ont montré que les polyphénols
représentent les molécules bioactives les plus abondantes du genre Arbutus, si bien que les tanins
représentent 37% de la teneur en polyphénols, tandis que les composés phénoliques simples sont
présents en quantités insignifiantes, comme le cas de l'arbutoside (3,2 %), une molécule
hydrolysable par une enzyme en glucose et hydroguinone (cette derniére s'oxyde
immédiatement en hydroquinone), le méthylarbutoside et les arbutoflavonols A et B. Les
feuilles sont riches en iridoides (des hétérosides non phéenoliques) tels que l'unédoside,
I’aspéruloside et le gardénoside, ainsi que des dérivés terpéniques comme l'acide arbutolique
[47].
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1.3.2.2 L'espece Arbutus unedo L.

1.3.2.2.1 Nom vernaculaire et synonymes

Le nom latin Arbutus unedo est dérivé de I'expression "celtarbois™ ou bois de Sparte, reprise par
Carl Linné en 1753, et puis Pline I'Ancien I'a décrit comme dérivé du mot "unum edo", qui

renvoie a I'expression "mangeur d'un seul fruit™.

Cette espece a ensuite pris plusieurs noms au fil du temps : arbousier ou arbutus comme nom
classique. David Antioch a rapporté dans son livre "Tazkira" que le nom arabe d’arbousier est
« Djina », d’autre part, lbn al-Bitar a également utilisé le terme "tueur de son pére", qui fait
référence a une branche déja préte a fleurir en raison du fait que ses fruits ne sont pas susceptibles

d’étre secs [48]. Cette plante est connue en Algérie sous le nom de Lendj ou Sassenou [49].

1.3.2.2.2 Description botanique et classification systéematique de I'Arbutus unedo L.

L'arbousier tire son nom de son fruit rouge, comestible, qui mirit a I'automne au méme temps
que la floraison [50]. Cet arbuste ligneux, qui peut parfois atteindre 9 métres de long et 8 métres
de large, pousse en plein soleil, et résiste aux basses températures (-15 °C). 1l s'adapte méme a
une trés large gamme de sols et d'expositions, bien qu'il puisse vivre sur le calcaire et se
développe dans les sols argileux et les sols secs [51].Généralement, la croissance de cette espece

est relativement lente avec un feuillage persistant.

Elle se caractérise par une écorce rougeatre exfoliée en lamelles longues et fines, les feuilles
sont vert foncé, elliptiques-lancéolées, légérement dentées sur les bords, généralement coriaces,
glabres et brillantes. Sa floraison aux mois de novembre et de décembre méne a la formation
des clochettes blanches, parfois rosées, groupées en panicules terminales réguliéres et bisexuées.
Généralement, la fleur posséde un calice aux lobes triangulaires tres courts, et une corolle sous
forme de cloche qui se rétrécit jusqu'au sommet du tube [52]. Sa fructification donne des petites
boules jaunes charnues qui se transforment en jolies baies sphériques rouges. Les fruits
semblables a ceux des fraises sont de taille trés variable, de 1 a 3 cm de diamétre, mais toujours
hérissés de courts tubercules pyramidaux, d'une chair granuleuse et peu farineuse et d'une peau

rugueuse couverte de petits épis coniques (Figure 1-3) [53].
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Figure 1-3: Photo réelle de I’espéce Arbutus unedo L.

Selon les travaux de Guignard, 2001 [54]; Quezel et Santa, 1963 [55], la classification botanique

de I’Arbutus unedo L. est designée comme suit (Tableau 1-3).

Tableau 1-3 : Classification systématique de 1’Arbutus unedo L. [54][55]

Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Eudicots

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Astéridées

Ordre Ericales

Famille Ericacées

Genre Arbutus

Espéece Arbutus unedo L.
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1.3.2.2.3 Distribution géographique

La localisation géographique des zones les plus couvertes par I'Arbutus unedo L. dans le monde
est envisagée dans les régions cotiéres et intérieures ou le climat est doux et la sécheresse est
estivale [46].

Cette espéce est largement répandue dans la région méditerranéenne de I'Europe occidentale,
centrale et méridionale (Portugal, Espagne, France, Italie, Albanie, Monténégro, Gréece, Bosnie-
Herzégovine, Croatie, Macédoine, Monténégro, Serbie, Slovénie et Turquie), en particulier dans
les Tles méditerranéennes (Baléares, Corse, Sardaigne, Sicile et Crete) [46] a une altitude
d'environ (600 m) au-dessous du niveau de la mer [56][57]. L'arbousier s'adapte également aux
conditions difficiles de la cote sud-ouest de I'lrlande et des Tles Canaries [46][58][59], il pousse
également en Afrique du Nord-Est (& I'exception de I'Egypte et de la Libye), en Amérique du
Nord et dans quelques régions de I'est de I'Australie, ou les conditions sont assez modérées (le

froid est doux et la sécheresse estivale n'est pas forte) (Figure 1-4).

Figure 1-4: La répartition de 1’espece Arbutus unedo L. dans le monde ( O Kirkardyella Boweri ;
Siphoninus, 2000).

En Algérie, I’Arbutus unedo pousse largement dans le Tell algérien [60], en particulier dans les
foréts de chénes-lieges des régions de Jijel, Skikda et El Tarf, si bien qu’elle préfere les substrats

siliceux et carbonatés [46][61] et les sols alcalins relativement acides [50].
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En outre, cette espéce procure une importance écologique considérable, car elle prévient
I'érosion du sol et peut se régénérer immédiatement apres les incendies, survivant mieux dans
les sols pauvres [62][63]. Les fruits se caractérisent par une grande diversité génétique et donc
une diversité morphologique et phénologique [62][63][50][64][65][66][67][68].

Certaines études ont montré que la sécheresse retarde la floraison et le développement des fruits
chez I’A. unedo, de sorte que la sécheresse estivale et les basses températures pendant la période

de la floraison réduisent les rendements en fruits [69][70].

1.3.2.2.4 Usages traditionnels

Une étude ethnobotanique décrivant les plantes sauvages comestibles de Biscaye (Espagne) a
révélé que les fruits de I'arbousier revétent une importance culturelle colossale pour les habitants

de cette région, au méme titre que 19 autres espéces sauvages comestibles [70].

Néanmoins, les fruits de cette plante sont rarement consommes a 1’état frais, malgré leur
agréable aspect, et leur godt n'est pas trés apprécié par le consommateur. A ce jour, ces fruits
sont souvent utilisés dans la préparation des boissons alcoolisées, des confitures, des gelées et
des marmelades. Ils peuvent étre également incorporés dans la production des yaourts, des
ardbmes et des confiseries qui servent & garnir les tartes et les patisseries [56][71][72]. En
médecine traditionnelle, I'espece A. unedo est utilisée comme astringent et laxatif, dans le
traitement des troubles digestifs tels que la diarrhée et la dysenterie, et comme agent antiseptique
dans le traitement de la cystite et de l'urétrite, et plus particulierement les racines sont tres utiles
pour leur effet diurétique et désinfectant sur les voies urinaires, grace a leur teneur élevée en
substances bioactives telles que I’arbutoside et 1’arbutine [72]. De méme, son infusion est
extrémement indiquée en gargarisme pour guérir les maux de gorge [73]. Les feuilles
persistantes dentées et I'écorce rougeatre sont utilisées comme agents antiagrégants plaguettaires
humains [74][75] et comme inhibiteurs de I'engorgement du foie en raison de leur teneur
relativement élevée en tanins. Elles sont également dotées d’autres activités : antioxydante
[76][77][78], antiseptique [79], antispasmodique [78][80], astringente, antidiarrhéique [81],
antihypertensive [82] et antidiabétique [82]. En outre, des études antérieures ont montré que les
feuilles ont un effet relaxant important sur les vaisseaux sanguins, grace a leur teneur élevéee en
tanins condensés, en oligomeres et en gallate de catéchine [83]. Néanmoins, les doses
consommeées d'arbousier doivent étre respectées, car elle présente un effet anti-diarrhéique a
faibles doses, et devient purgative a doses importantes [73]. Le fruit est déconseillé pendant la

grossesse et dans le cas des maladies rénales [74].
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1.3.2.2.5 Principaux métabolites secondaires isolés de I’espeéce Arbutus unedo L.

Plusieurs composants appartenant aux différents groupes phénoliques tels que les acides
phénoliques, les flavonols, les dérivés de flavan-3-ol, de galloyle et les anthocyanes ont été
rapportés [77][84][81][82][56][85][86][87].

L'acide gallique représente le composant essentiel le plus rapporté chez I’espéce A. unedo
collectée a Samsun (Turquie) suivi de l'acide protocatéchique, I'acide gentisique, l'acide p-
hydroxybenzoique, I'acide vanillique et I'acide m-anisique [56].

1.3.2.2.5.a Les acides organiques

Les structures de quelques acides organiques tels que : [P’acide fumarique
[56][62][76][80][81][88]; I’acide malique [56][62][63][71][76][80]; I’acide citrique [62][56];
I’acide subérique [56][62]; 1’acide lactique [56][62]; 1’acide oxalique [77][80][81][88]; et

I’acide quinique [63][71], sont présentées dans la figure 1-5.

Figure 1-5: Les structures de quelques acides organiques isolés de 1’espéce A.unedo.
1.3.2.2.5.b Les composés phénoliques simples

Les structures de quelques composés phénoliques simples tels que: 6-O-p-
hydroxybenzoylarbutine [89]; 6-O-galloylarbutine [89]; I’acide ellagique [85][87]; 1’acide 2-(a-
L-rhamnosyloxy) ellagique [81][83]; f-D-glucogalline [80] ; I’acide 3-O-galloylquinique [80] ;
I’acide 5-O-galloylquinique [81] ; I’acide 3-O-galloylshikimique [81] ; I’acide 5-O-
galloylquinique [81] ; I’arbutine [81][90][91] ; I’acide gentisique [56][81]; ’acide vanillique
[56][88]; et I’acide protocatéchique [87][91], sont présentées dans la figure 1-6.
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Figure 1-6: Quelques composés phénoliques simples isolés de I’A unedo.
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Figure I-6: Quelques composés phénoliques simples isolés de 1’A.unedo (suite).
1.3.2.25.c  Les polyphénols

1.3.2.2.5.c.i  Les anthocyanines et les procyanidines

Les structures de quelques anthocyanines et procyanidines : 3-(galactosyloxy) délphinidine
[81];3-(glucosyloxy) délphinidine [86]; 3-(glucosyloxy) cyanidine [81][86]; 3-(arabinosyloxy)
cyanidine [81][86]; (+)-catéchine [43][81][82] [84][85][87]; (+) -épicatéchine [43][77]; (+) -
gallocatéchine [77], 4-hydroxybenzoate de (3,4-dihydroxyphényl)-5,7-dihydroxychroman-3-
yle [43],procyanidine B1 [77]; (+)-gallocatéchine-4,8-catéchine [77]; procyanidine B2 [77];
procyanidine B7 [77]; épicatéchine-4,8-épicatéchine-4,8-catéchine [77], sont présentées

dans les figures 1-7; 1-8 et 1-9.

Figure 1-7: Les anthocyanines isolées de I’espéce A.unedo.

157


https://paperpile.com/c/uAHfm1/uhfm
https://paperpile.com/c/uAHfm1/Mxw6
https://paperpile.com/c/uAHfm1/uhfm
https://paperpile.com/c/uAHfm1/Mxw6
https://paperpile.com/c/uAHfm1/uhfm
https://paperpile.com/c/uAHfm1/Mxw6
https://paperpile.com/c/uAHfm1/hivic
https://paperpile.com/c/uAHfm1/uhfm
https://paperpile.com/c/uAHfm1/nsIo
https://paperpile.com/c/uAHfm1/tTgN
https://paperpile.com/c/uAHfm1/jKOA
https://paperpile.com/c/uAHfm1/mDio
https://paperpile.com/c/uAHfm1/hivic
https://paperpile.com/c/uAHfm1/j1jf
https://paperpile.com/c/uAHfm1/j1jf
https://paperpile.com/c/uAHfm1/hivic
https://paperpile.com/c/uAHfm1/j1jf
https://paperpile.com/c/uAHfm1/j1jf
https://paperpile.com/c/uAHfm1/j1jf
https://paperpile.com/c/uAHfm1/j1jf
https://paperpile.com/c/uAHfm1/j1jf

Chapitre | : Apergu bibliographique sur les plantes étudiées

Figure I-8: Les monomeres des procyanidines isolés de 1’espéce A.unedo.

Figure 1-9: Les procyanidines isolées de I’espece A.unedo.
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Figure 1-9: Les procyanidines isolées de 1’espece A.unedo (suite).
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1.3.2.2.5.c.ii  Les dérivés d’acide gallique et les tanins

Les structures de différents dérivés de I’acide gallique et les tanins tels que : 1’acide
digalloylquiniquoshikimique, I’acide digalloylshikimique, I’acide trigalloylshikimique, I’acide

trigalloylquinique et la strictinine [82][84], sont presentées dans la figure 1-10.

Figure 1-10: Les dérivés de I’acide gallique et les tanins isolés de 1’espéce A.unedo .
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1.3.2.2.5.c.iii Les flavonoides

Les structures de différents flavonoides sont présentées dans la figure 1-11, notamment:
myricétine [79][87]; 3-(5-D-glucosyloxy) myricétine [82]; 3-(a-L-rhamnosyloxy) myricétine
[82][84][91]; 3-(a-D-arabinosyloxy) myricétine [91]; 3-(f-D-xylosyloxy) myricétine [77];
quercitrine [77][86] ; rutine [77][86]; guaiavérine [86][91]; reynoutrine [77]; et hypérine
[92][93].

Figure 1-11 : Les flavonoides isolés de I’espece A. unedo.
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Figure 1-11 : Les flavonoides isolés de 1’espéce A. unedo (suite).
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1.3.2.2.5.d Les terpénes

Les structures de différents terpenes: lupéol [94][95], a-amyrine [94], D’acide 3-O-
acétylpomolique [95], 6p-hydroxystigmast-4-én-3-one [95],74-hydroxystigmast-4-én-3-one
[95], oléan-12-én-3f, 24-diol [94], bétuline [95], I’acide bétulinique [95], ’acide platanique
[95], et p-Sitosterol [95], sont présentées dans la figure 1-12.

Figure I-12: Les terpénes isolés de 1’espéce A. unedo.
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Figure 1-12: Les terpénes isolés de ’espece A. unedo (suite).
1.3.2.25.d.i Les iridoides

Les structures de différents iridoides : unédoside [96], monotropeine [97], galioside [98],
stilbericoside [98], géniposide [98], unédide [96], gardénoside [96], brasoside [96], aspéruloside

[96], et shanzhiside méthyle ester [96], sont présentées dans la figure 1-13.
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Figure 1-13: Les iridoides isolés de I’espece A. unedo.
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Figure I-13: Les iridoides isolés de 1’espéce A. unedo (suite).

1.3.2.2.5.d.ii  Les acides gras

Les structures de quelques acides gras tels que : I’acide linoléique [88][99][100]; I’acide a-
linolénique [88][100][101][102]; I’acide oléique [88][101][103]; I’acide palmitique [100][101]
[104][105][106] [107]; I’acide énanthique [107]; 1’acide laurique [107]; ’acide tridécylique
[107] ; ’acide myristique [104][107]; I’acide pentadécanoique [107]; I’acide margarique [107];
I’acide stéarique [107]; I’acide nonadécanoique [107]; I’acide arachidique [107] et I’acide

béhénique [107], sont présentées dans la figure 1-14.
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Figure I-14: Les acides gras isolés de I’espece A. unedo.
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Figure I-14: Les acides gras isolés de ’espéce A. unedo (suite).

1.3.2.2.5.d.iii Autres produits isolés

Les structures de différents produits isolés du miel de 1’A.unedo tels que : a-isophorone
[108][109], p-isophorone [108][109], 4-oxoisophorone [108][109], I’acide 2-cis,4-trans-
abscisique [110], I’acide 2-trans,4-trans-abscisique [110], I'unédone [110], et I’acide

homogentisique [111][112], sont présentées dans la figure 1-15.

168


https://paperpile.com/c/uAHfm1/WI0k
https://paperpile.com/c/uAHfm1/Z5Yz
https://paperpile.com/c/uAHfm1/WI0k
https://paperpile.com/c/uAHfm1/Z5Yz
https://paperpile.com/c/uAHfm1/WI0k
https://paperpile.com/c/uAHfm1/Z5Yz
https://paperpile.com/c/uAHfm1/BF7k
https://paperpile.com/c/uAHfm1/BF7k
https://paperpile.com/c/uAHfm1/BF7k
https://paperpile.com/c/uAHfm1/8u4b
https://paperpile.com/c/uAHfm1/ZQFL

Chapitre | : Apergu bibliographique sur les plantes étudiées

Figure 1-15: Autres produits isolés du miel de I’espéce A. unedo.

1.3.2.2.5.d.iv La composition de ’huile essentielle

Les molécules séparées de l'huile essenticlle de ’espece A. unedo sont présentées dans le

tableau 1-4.

Tableau 1-4: Les molécules identifiées de 1'huile essentielle de 1’espece A. unedo L.

Nom du composé Partie de la Référence
plante

Trans-carane fruit [104]
Dodécanoate d’éthyle fruit [104]

Linoléate d’éthyle fruit [104]
a-Terpinéol fleur, feuille | [104][105][106]
Nonanal fleur, feuille | [104][113][114]
Décanal feuille [113][114]
Acetate de 2-éthoxyéthyle feuille [113][114]
Linalool fleur, feuille | [104][106]
(E)-2-Décénal feuille [105]
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Nom du composé Partie de la Référence
plante

(E)-2-Undécenal feuille [105]
2,6-Di-tert-butyl-p-crésol feuille [106]
S-lonone feuille [105][106]
3,4-Diméthyl-5-pentylidéne-2(5H)-furanone (Bovolide) | feuille [105]
2,2,6,8-Tétraméthyl-7-11- dioxatricyclo (6.2.1.0)- 1,6- feuille [106]
undec-4-éne
(E)-Geéranylacétone feuille [106]
Hexahydroxyfarnésylacétone feuille [105]
Ethylcyclohéxane tige [107]
a-Pinéne feuille, tige | [107]
Limonéne feuille, tige | [107]
Benzoate de (Z)-3-hexényle racine [107]
a-Terpinéne tige [107]
(2)-R-Ocimene feuille, tige | [107]
Elémol feuille, tige | [107]
Cadina-3,9-diene feuille [107]
(E,E)-2,4-Heptadiénal feuille, fruit | [105][99]
(E)-2-Nonénal feuille [105]
1-Octanol feuille [105][107]
(E,Z)-2,6-Nonadienal feuille [105]
Hexan-2-one tige [107]
2-Méthylheptane tige [107]
2,6-Diméthylheptane tige [107]
S-Myrcéne tige [107]
2,4-Diméthylnonane racine [107]
Dodécanal feuille, tige | [107]
Acétate de décyle racine [107]
Pentadécane feuille, tige | [107]
Acétate de dodecyle feuille, tige | [107]
Tétradécanol feuille, tige | [107]
Heptadécane feuille, tige | [107]
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Nom du composé Partie de la Référence
plante

Hexadécanal feuille, tige | [107]
Cinnamate de bénzyle racine [107]
a-Fenchone feuille, fruit | [99]
p-Cymenene feuille, fruit | [100]
Salvene feuille, fruit | [99]
Acétate de fenchyle feuille, fruit | [99]
(Z,2)-2,4-Heptadienal feuille, fruit | [99]
Camphre feuille, fruit | [99]
a-Ylangéne feuille, fruit | [99]
6-Méthyl-3,5-heptadien-2-one feuille [105]
Myrténol feuille [105]
S-Damascone feuille [105]
Géraniol feuille [105]
B-Caryophyllene feuille [105][106]
S-Cyclocitral feuille [105][106]
p-Cymen-8-ol feuille [105]
a -Eudesmol feuille [106]
S-Eudesmol feuille [105]
y -Eudesmol feuille [105]
Salicylate de méthyle feuille [105]
Bornéol feuille [106]
Vitispirane feuille [106]
S-Damascénone feuille [106]
Hydroxydihydroédulan feuille [106]
a-Farnesene feuille [106]
2,4-Di-tert-butylphénol feuille [106]
Dihydroactinidiolide feuille [106]
p-Méthoxycinnamaldéhyde feuille [106]
Megastigmatriénone feuille [106]
Alloaromadendrene époxyde feuille [106]
Farnésylacétone feuille [106]
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Nom du composé Partie de la Référence
plante
2-Pentadécanone feuille [106]
1,15-Hexadécadiene feuille [106]
Laurate de 2-éthylhéxyle feuille [106]

Les structures de différentes molécules isolées de 1’huile essentielle sont présentées dans la

figure 1-16 :

Figure 1-16: Les structures de quelques molécules isolées de 1'huile essentielle de I’espéce A. unedo.
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T
= HO

- Terpinéne (Zp-B-Ocimene Elémol

Figure 1-16: Les structures de quelques molécules isolées de 1'huile essentielle de I’espéce A. unedo

(suite).
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1.3.2.25.d.v  Les méthodes d’identification et de quantification des huiles essentielles

Un mélange complexe d'huiles essentielles doit étre analysé a l'aide de deux techniques
chromatographiques, séparées par HPLC pour la fraction lourde et CG pour la fraction légere,
avec une technique d'identification spectrale [115]. Conventionnellement, I'analyse est effectuée
sur I'ensemble de I'huile essentielle ou de I'extrait brut. En raison des difficultés d'identification
de certains constituants, la procédure nécessite un fractionnement de I'échantillon, qui peut se
poursuivre jusqu'a ce que le composé soit purifié par des techniques de chromatographie

préparative.

% Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS)

Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est 1’une des techniques
la plus utilisée en chimie analytique. Le principe de cette technique est de transférer les
composés séparés par chromatographie gazeuse via la phase mobile (gaz vecteur) dans le
spectromeétre de masse, ou la séparation est basée sur leurs masses, tandis qu'une série de

fragments est enregistrée sous forme de pics correspondant a chaque ion de masse variable.

Néanmoins, cette procédure est appliquée dans des conditions présentant une grande différence
entre la haute pression a laquelle la chromatographie en phase gazeuse a lieu et la basse pression
requise par la spectrométrie de masse, ce qui rend difficile la combinaison de deux techniques.
L'identification est ensuite réalisée en comparant les indices de rétention et les spectres de masse
des constituants isolés avec ceux de produits de référence inclus dans la base de données
(bibliothéques informatisees) contenant des milliers de spectres [115][116].

% Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide haute performance (CLHP) est une technique basée sur les mémes
principes que la chromatographie classique sur colonne, mais sans les inconvénients suivants :
séparations plus lentes, absence de détecteurs et grand nombre d'échantillons requis. Selon la
nature de la phase stationnaire, cet équipement plus sophistiqué peut étre utilisé pour des
phénomenes de partitionnement (le plus courant), d'adsorption, d'échange d'ions ou d'exclusion.
Cette technique est généralement utilisée lors de la separation et/ou de la purification
chromatographique semi-préparative ou preparative des composés d'un melange afin d'identifier
et de quantifier les différents constituants. La méthode de séparation utilisée, exige les mémes
éléments de base que ceux utilisés dans la chromatographie sur colonne : un ou plusieurs

solvants et une colonne remplie de phase stationnaire.
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Dans ce cas, la colonne est précédée d'une pré-colonne (également en phase inverse C18), qui
permet d'éviter le colmatage d0 a I'accumulation de trés grosses molécules. Ces colonnes en
phase inverse (C18) sont ideales pour séparer les composés polaires solubles dans I'eau ou dans
des mélanges hydroalcooliques. L'extrait ou le mélange a analyser est dissous dans la phase
mobile (solvants) puis injecté sous haute pression en téte de la colonne (tube en acier inoxydable
contenant la phase stationnaire). Un détecteur spectrophotométrique ou spectrométrique
identifie les molécules a la sortie de la colonne et enregistre un signal qui est ensuite transformé
par l'ordinateur en chromatogramme [117][118]. La principale différence avec la
chromatographie conventionnelle réside dans le temps d'élution. Cette vitesse est obtenue en
appliguant une pression élevée a I'éluant, a I'aide d'une pompe qui maintient le débit stable.

La combinaison d'une station HPLC avec un détecteur a barrettes de diodes (DAD) permet,
d'une part, l'analyse qualitative d'un mélange par l'enregistrement des spectres UV des
constituants isolés et, d'autre part, l'analyse quantitative basée sur l'aire de chaque pic
chromatographique détecté sur une courbe d'étalonnage externe. Il est souvent difficile de
trouver rapidement les conditions opératoires qui conduisent a une bonne séparation. Dans ce

cas, la phase analytique permet de choisir les conditions expérimentales de séparation.
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1.4 Conclusion

L’étude phytochimique de trois plantes Pelargonium graveolens, lavandula dentata et Arbutus
unedo, est une étape nécessaire pour décortiquer le profil chromatographique correspondant a
chaque plante, cette méthode consistante nous donne une idée globale sur les différents
métabolites présents dans chaque espéce, et cela permet d'identifier les différentes familles de
molécules biologiquement actives de chaque plante afin de procéder a leur séparation et ainsi
leur purification. La composition chimique fonctionnelle des huiles essentielles (feuilles, fleurs
et tiges) extraites des especes Pelargonium graveolens et lavandula dentata est associée a la
présence de monoterpenes et de sesquiterpénes, tandis que la teneur efficace des extraits
(feuilles, les tiges et les fleurs) issus de ’espece Arbutus unedo est corrélée a la richesse de cette
plante en acides phénoliques, flavonoides, tanins et anthocyanes, si bien que toutes ces
molécules sont a l'origine de plusieurs propriétés biologiques approuvant 1’utilisation étendue
de ces plantes dans le domaine pharmaceutique. D’autant plus, les fruits de ’espéce Arbutus
unedo L. sont utilisés dans le domaine socio-économique (fabrication d’alcool, confitures,

gelées et marmelades), mais ils sont majoritairement consommeés a 1’état frais.

L'étude de différentes méthodes et techniques de conservation des fruits de l'arbousier a
récemment commencé dans le but d'augmenter leur valeur nutritionnelle et de concevoir leur
effet bénéfique sur la santé humaine. Il convient de noter que 1’exploitation des huiles et des
extraits obtenus de ces plantes représente un potentiel inestimable et une démarche cruciale vers

la découverte de nouvelles substances ayant des propriétés thérapeutiques.
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Chapitre Il : Partie expérimentale

Ce chapitre consacré a la partie expérimentale de notre travail comprend deux grands volets : le
premier volet consiste en I’extraction de I’huile essentielle des trois espéces algériennes, a savoir
Pelargonium graveolens L’Hér., Lavandula dentata L. et Arbutus unedo L., ainsi que I’analyse
de leur composition chimique en utilisant la technique de chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM).

En outre, une étude phytochimique approfondie baseée sur l'extraction, la séparation, la
purification et I'identification structurelle de certains produits isolés de I'extrait d'acétate d'éthyle
de I'espéce Arbutus unedo a éte réalisée.

Le deuxiéme volet présente les différentes méthodes et matériels utilisés lors de la réalisation
des activités biologiques, impliquant I'évaluation de l'activité antibactérienne de deux huiles
essentielles des espéces P. graveolens et L. dentata, ainsi que les activités antibactérienne,

antioxydante, anti-Alzheimer et antidiabétique des extraits de I'espéce A. unedo.
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Chapitre Il : Partie expérimentale

1.1 Travaux de la partie chimique
I1.1.1 Les espéces Pelargonium graveolens et Lavandula dentata

11.2.1.1.1 Récolte de la matiére végétale

La plante P. graveolens a été récoltée au mois de juin 2021 dans les environs de la wilaya
de Mila (Algérie), alors que I’espéce L. dentata a été collectée au mois de juillet de la méme
année dans la région de Marechou. Les deux plantes ont été authentifiées par Dr. Mohammad
Moussaoui (botaniste au CRSP). Un spécimen de chaque espéce a été déposé dans I’herbier de
I’unité de recherche VARENBIOMOL a I’université Fréres Mentouri-Constantine-1 sous les
codes GPG/06/21 et LLD/07/21, respectivement.

11.1.1.1 Extraction de ’huile essentielle

Les parties aériennes fraiches (feuilles, fleurs et tiges) de deux especes : P. graveolens (m=500
g) et de L. dentata (m=680 g) ont été épuisées par entrainement a la vapeur (Figure 11-1) ; Cette
technique consiste a faire bouillir de I'eau distillée dans un ballon, a partir duquel la vapeur
traverse le matériel végétal et fait éclater les cellules de la plante, libérant les molécules
odorantes incorporées dans la plante. La vapeur chargée d'huile essentielle formant un mélange
azéotropique dans le condenseur, se décante en deux phases dans le séparateur apres
condensation ou I'huile essentielle s’accumule dans la phase supérieure. Dans notre expérience,
la phase huileuse a été récupérée dans un tube a hémolyse, pesée pour déterminer le rendement
final. L'huile essentielle obtenue, de couleur jaunatre et d'odeur parfumée, a été conservée a 4°C
et analysée par la technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CG/SM).

Figure 11-1: Montage d’extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur.
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11.1.1.2 Analyse par CG/SM

L’analyse CG a été réalisée, au niveau du centre de recherche des analyses physico-chimiques
(CRAPC), a l'aide d'un chromatographe en phase gazeuse Agilent technologies GC 17A équipé
d'une colonne HP-5MS a liaison grossiere (30 m* 0,25 mm, épaisseur de film 0,25 um). La
température du four a été programmée en isotherme a 60°C pendant 8 min, I'hélium a été utilisé
comme gaz vecteur a un débit de 0,5 mL/min. La GC/MS a éte réalisée a l'aide d'un détecteur
sélectif de masse HP Agilent technologies 6800 plus, les conditions opératoires étaient les
mémes que celles de la GC analytique et les paramétres de fonctionnement MS étaient les
suivants : le potentiel d'ionisation : 70 eV; le courant d'ionisation :2 A; la température de la
source d'ions: 280 °C ; la résolution :1000, le temps de balayage : 5 s; la plage de masse de
balayage: 34-450 u ; le rapport du crachat: (50:1) ; le volume injecté : 1,0 pL. L'identification
de différents composants de 1’huile essentielle a été basée sur la comparaison de leurs temps de
rétention, de leurs indices de rétention et de leurs spectres de masse avec ceux qui sont
disponibles dans les bibliotheques NIST et Wiley, ainsi que par comparaison avec les données
de la littérature [1] .

I1.2.1.2 L’espece Arbutus unedo

11.1.1.3 Récolte de la matiere végeétale

Cette espece, qui pousse dans la forét d'El Milia (Wilaya de Jijel), a été choisie comme spécimen
pour une étude comparative basée sur sa composition chimique. Sa répartition dans cette région
méditerranéenne en conditions humides lui confere un potentiel reproducteur de divers

métabolites secondaires nécessaires a sa survie et a son adaptation au milieu.

La plante (feuilles, fleurs et tiges) a été récoltée au mois d’octobre 2017 dans la région d’El
Milia (Jijel), puis identifiée et authentifiée par le Dr. Djamel Sarri. Un spécimen de référence
(EAS 10/17) a été déposeé dans le stock des plantes de l'unité de recherche VARENBIOMOL a

l'université Fréres Mentouri Constantine-1.

11.1.1.4 Extraction de I'huile essentielle

Une quantité de 500 g des parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) de 1’espece A. unedo a subi

une hydrodistillation relative a une distillation hétérogene.
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Dans un dispositif de type Clevenger (Figure 11-2), le matériel végétal a été immergé dans le
ballon rempli d'eau, placé sur un chauffe-ballon dont la température a été fixée & 100°C pour
permettre la rupture des cellules végétales, afin que les molécules odorantes retenues a I'intérieur

soient susceptibles d'étre libérées.

Aprés une demi-heure, la solution hydraulique contenant le matériel végétal a été mise en
ébullition dans un systéeme a reflux, et la vapeur chargée de I'huile essentielle s'est condensée
avec les molécules d'eau sous le refroidissement du reflux pour atteindre un mélange
azeéotropique dans le condenseur, de sorte que le distillat contenant le mélange de deux
composants avec différentes densités s'est déposé dans le séparateur. Apres 3 heures, I'huile
essentielle récupérée dans la phase supérieure, de couleur jaunatre et d'odeur agréable, a été a
été recueillie dans un tube a hémolyse, pesée puis conservée a 4°C pour analyse CG/MS.

Figure 11-2: Montage d’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation (Clevenger).
11.1.1.5 Analyse par CG/SM

L'huile essentielle résultante a été dissoute dans du n-hexane et analysée par la technique CG/SM
a l'université de Jijel. L’appareil utilisé était de type CG/SM a régulation électronique de
pression de type Shimadzu (série CG-MS-OP 2010), équipée d’une colonne capillaire SE-30
(30 m x 0,25 mm) avec une épaisseur du film de 0,25 pm, d’un détecteur MS réglé a 260 °C et
un injecteur split réglé a 250 °C. Le mode d’injection est par fractionnement split (rapport de
fuite : 1/20). Le gaz utilisé est I’azote avec un débit de 1,5 mL.min . La température de la
colonne est programmée de 55 a 250 °C a raison de 4°C.min™. L’appareil est piloté par un
systéeme informatique de type HP Station, gérant le fonctionnement de I’appareil et permettant

de suivre 1’évolution des analyses chromatographiques. La fragmentation est effectuée par
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impact électronique a 70 eV. L’appareil est relié a un systéme informatique gérant une

bibliothéque de spectres de masse NIST 05.

11.1.1.6 Macération a froid et préparation des phases

Les parties aériennes de 1’espéce Arbutus unedo (477g) ont subi une macération dans un systeme
hydroalcoolique (MeOH/H-0, v/v : 80/20) pendant 3 x 48 heures. Apreés filtration, le solvant
des macérats récupérés a été évaporé a sec sous pression réduite pour obtenir I'extrait MeOH
(128,3 g). Ce dernier a été ajouté a 500 mL d'eau distillée et la solution a été filtrée aprés une
nuit de repos. Le filtrat a été soumis a une extraction liquide-liquide avec différents solvants, en
commencant par I'éther de pétrole pour éliminer la chlorophylle, puis le chloroforme, I'acétate

d'éthyle et enfin le n-BuOH.

La concentration des phases organiques a sec a permis 1’obtention des extraits suivants :
> Ether de pétrole de masse 2,23 g.
> Chloroforme de masse 2,38 g.
> Acétate d’éthyle de masse 2,86 g.
> n-BuOH de masse 2,94 g.

La figure 11-3 résume les étapes de I’extraction a froid de 1’espéce Arbutus unedo.
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Figure 11-3: Organigramme d’extraction a froid de 1’espéce Arbutus unedo L.
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11.1.1.7 Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique est une analyse qualitative dans laquelle la composition chimique de
I'extrait MeOH doit étre investiguée via des réactions de précipitation et/ou de coloration
spécifiques a chaque type de molécules tels que les alcaloides, les flavonoides, les stérols, les

saponines, les tanins et les terpénoides.

11.1.1.7.1 Recherche des alcaloides

Le test a été mené sur 1 g d'extrait MeOH préalablement dissous dans 10 mL de HCI (1,5 %).
Apres filtration, la solution obtenue a été répartie en quatre volumes égaux dans quatre tubes a
essai [2] :
> Le test de Dragendorff: dans le premier tube, on a ajouté quelques gouttes du réactif de
Dragendorff (iodobismuthate de potassium) préparé selon le protocole suivant : 0,85 g de
nitrate de bismuth dissous dans un mélange d’eau distillée et d’acide acétique (40 mL et 10
mL), et 8 g d’iodure de potassium dissous dans 20 mL d’eau distillée ont été mélangés et

bien agités.

Une autre méthode de préparation qui consiste a mélanger les deux solutions :
e Solution A : contenant 1,7 g de nitrate de bismuth et 30 g d’acide tartrique concentré

dissous dans 100 mL d’eau distillée

e Solution B : comportant 10 g de 1’iodure de potassium dissous dans 100 mL de I’eau
distillée.
Caractérisation : la présence des alcaloides est indiquée par 1’apparition d’un précipité

rouge-orange.

> Le test de Mayer : dans le deuxieme tube a essai, on a ajouté quelques gouttes du réactif
de Mayer, préalablement préparé selon le protocole suivant : a 1,35 g de HgCl. dissous dans
60 mL d’cau distillée, 5 g de KI dissous dans (10 mL) H>O distillée ont été additionnes,

puis le volume a été complété par I’ajout de I’eau distillée jusqu’a 100 mL.

Caractérisation : la présence des alcaloides se caractérise par I’apparition d’un précipité

blanc-jaunatre.
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> Le test de Wagner : dans le troisieme tube a essai, on a ajouté quelques gouttes du réactif
de Wagner, préparé selon le protocole suivant : 1,27 g de I, dissous dans 10 mL d’eau
distillée, et 2 g de KI ont été mélangés, puis le volume a été complété par 1’ajout de 1’eau

distillée jusqu’a 100 mL.
Caractérisation : I’apparition d’un précipité brun indique la présence des alcaloides.

> Letest de Hager : dans le quatriéme tube & essai, on a ajouté quelques gouttes du réactif

de Hager, préparé a partir d’une solution saturée d’acide picrique.

Caractérisation : la présence des alcaloides est indiquée par ’apparition d’un précipité

jaune-orange.

11.1.1.7.2 Recherche des stéerols et des terpénes

Généralement, les stérols sont mis en évidence par la réaction de Liebermann-Burchard sur
I’extrait MeOH selon le protocole suivant [3] :

> Recherche des stérols

Un volume de 1 mL de I'extrait MeOH a été placé dans deux verres de montre pendant un certain
temps. Apres séchage a l'air libre, I’un des deux a été repris par deux gouttes d’anhydride

acetique puis une goutte d'acide sulfurique concentré a été versée dans les deux verres de montre.

Caracteérisation : I'apparition d'une couleur violette virant au vert au bout d'un certain temps,

uniquement sur I'extrait traité avec I'anhydride acétique, indiquant la présence de stérols.

Si l'extrait traité avec l'acide H2SOas seul prend d'autres couleurs, cela indique la présence
d'autres composés comme des dérivés terpéniques si la couleur vire au rouge et des caroténoides

si la couleur vire au bleu.

> Recherche des triterpenes

Une masse de 1g de I’extrait MeOH a été dissoute dans 0,5 mL d'anhydride acétique et 0,5 mL
de chloroforme. Apres quelques minutes d’agitation, la solution a été transférée dans un tube a
essai. A I’aide d’une pipette pasteur, 1 mL d’acide sulfurique concentré a été soigneusement
ajouté.

Caracterisation : I’apparition d’un anneau marron entre les deux phases organiques indique

la présence des triterpénes.
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11.1.1.7.3 ldentification des flavonoides

Dans un tube a essai, 2 mL de I’extrait MeOH et 1 mL de HCI concentré ont été places. Apres
’agitation de la solution, des copeaux de magnésium ont été ajoutés.

Caractérisation : Une effervescence intense a été observée dans la zone de contact des
copeaux de magnésium avec la solution, suivie de I'apparition d'une couleur rose, indiquant la

présence de flavonoides [4].
11.1.1.7.4 ldentification des coumarines
Dans un tube a essai, un volume de 0,5 mL d’ammoniaque (25 %) a été additionné a 1 mL

d’extrait MeOH. Aprés agitation de la solution, celle-ci a été examinée sous une lampe UV a
365 nm.

Caractérisation : la fluorescence émise par la solution indique la présence de coumarines
[5].

11.1.1.7.5 Identification des saponines

Quelques milligrammes de I’extrait MeOH ont été dissous dans 1 mL d’eau distillée bouillante

sous agitation pendant quelques minutes.
Caracteérisation : la formation d'une mousse dense indique la présence de saponines.

Une autre méthode, dans laquelle I'extrait était trempé dans une solution composée de quelques
milligrammes de Na>COs dissous dans 1 mL d'eau distillée, a confirmé la présence de saponines

apres la formation d'un nid d'abeilles [6].

11.1.1.7.6 ldentification des tanins

> Tanins catéchiques
Dans un tube & essai, 1 g de I’extrait MeOH a été dissous dans 2 mL d’eau distillée bouillante,
puis quelques gouttes de chlorure ferrique FeCls (1%) ont été ajoutées.

Caractérisation : l'apparition d'une couleur vert-noiratre indique la présence de tanins

catechiques [7].
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> Tanins galliques
Un volume de 1 mL de l'infusion méthanolique a été mis dans un tube a essai saturé d'acétate
de sodium, puis quelques gouttes de chlorure ferrique (1 %) ont été ajoutees.

Caracteérisation : ’apparition d’une couleur bleu-noiratre indique la présence des tanins

galliques [8].

Trois autres méthodes de caractérisation des tanins ont été mises en place en faisant dissoudre
1g de I’extrait MeOH dans un tube a essai contenant de 1’eau distillée bouillante. Apreés filtration,

le filtrat obtenu a subi trois tests.

> Test avec FeCls
Quelques gouttes de FeCls (5 %, dilué dans le MeOH 95 %) ont été ajoutées au filtrat. Apres
agitation, la formation d’un précipité vert foncé ou bleu indique la présence des tanins galliques
[9].

> Test avec Aceétate de plomb
Le méme filtrat a été mis dans une solution d'acétate de plomb basique a 10 %, dissoute dans de
I'eau distillée. La formation d'un précipité indique la présence de tanins condenses [10].

> Test avec K2Cr207
Le filtrat a été placé dans une solution de K2Cr207 alors qu’une couleur vert foncé a été observée
[11].

11.1.1.7.7 Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle

La separation et la purification des produits de I’extrait acétate d’éthyle ont été realisées dans
notre laboratoire en utilisant des colonnes chromatographiques de gel de silice (230-400 Mesh)

et de Sephadex LH-20 et des plaques CCM analytiques selon le protocole suivant :

Dans le but de trouver un systeme permettant une bonne séparation, plusieurs tests ont été
effectués sur plaques CCM afin que notre choix se soit porté sur le systeme (CHCls/MeOH).
Une masse de 2,3 g de I’extrait AcOEt a été dissoute a été dissoute dans un minimum de MeOH
avec l'ajout d'une petite quantité de gel de silice. Apres évaporation du solvant, I'extrait a été
réduit en poudre fine et placé dans une colonne de gel de silice (76 g) préparé dans le
chloroforme, suivi d'une élution de I'extrait dans le systeme (CHCIl3/MeOH) en gradient de
polarité. Le volume récupéré dans chaque tube était de 20 mL. Les fractions ont été collectées
sur la base des profils chromatographiques, visualisées sur des plaques CCM de gel de silice et
révélées sous lampe UV aux longueurs d’onde 254 nm et 365 nm. Les résultats du

fractionnement de I'extrait ACOEt sont presentés dans le tableau 11-1.
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Tableau I1-1: Résultat du fractionnement de I’extrait AcOEt sur colonne de gel de silice avec le
systéme d’élution CHCIs/MeOH en gradient de polarité.

Lots N°Fr. | CHCIs MeOH Poids Observation
(%) % (mg)

1-11 F1 100 0 149,5 Matiére jaune graisseuse
12-19 F2 99 1 20,2 Matiere jaune graisseuse
20-30 F3 95 5 2,3 Mélange complexe
31-70 F4 95 5 9,2 Mélange complexe
71-196 F5 95 5 53 Mélange complexe
197-250 | F6 95 5 1,1 Mélange complexe
251-264 | F7 95 5 0,6 Mélange complexe
265-270 | F8 95 5 2,6 Mélange complexe
271-335 | F9 95 5 13,1 Mélange complexe
336-350 | F10 95 5 572,9 Mélange complexe
351-380 | F11 95 5 8,6 Meélange complexe
381-400 | F12 95 5 6,3 Meélange complexe
401- 482 | F13 93 7 228,8 Précipiteé blanc
483- 487 | F14 90 10 38,5 Mélange complexe
488- 495 | F15 90 10 32 Meélange complexe
496-513 | F16 90 10 163,7 Mélange complexe
514 F17 90 10 27,8 Mélange séparable
515-523 | F18 85 15 120,4 Mélange separable
524-525 | F19 80 20 65,5 Précipité jaune
526-528 | F20 75 25 88,5 Mélange séparable
529 F21 70 30 7,6 Mélange séparable
530-534 | F22 65 35 77,1 Mélange complexe
535 F23 60 40 10,4 Mélange complexe
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Tableau I1-1: Résultat du fractionnement de I’extrait ACOEt sur colonne de gel de silice avec le
systéme d’élution CHCls/MeOH en gradient de polarité (suite).

Lots N° Fr. CHCIs MeOH Poids Observation
(%) % (mg)
536-540 | F24 55 45 37,3 Mélange complexe
541-544 | F25 50 50 18,4 Mélange complexe
545-555 | F26 45 55 140 Mélange séparable
556-560 | F27 40 60 5 Mélange complexe
561-580 | F28 35 65 34,4 Mélange complexe
581-600 | F29 30 70 17,1 Mélange complexe
601-625 | F30 25 75 10,8 Mélange complexe
626-695 | F31 20 80 6,8 Mélange complexe
696-700 | F32 10 90 0,7 Mélange complexe
701-740 | F33 0 100 2,3 Mélange complexe

Parmi les fractions obtenues, on a procédé a la séparation des fractions F1, F2, F13, F18 et F19

a cause soit de leur simplicité, soit de leurs poids relativement importants.

11.1.1.7.8 Etude des fractions issues de la colonne de séparation de I’extrait AcOEt

Fraction (1-11) : cette fraction a été rincée avec du MeOH, la partie soluble dans ce dernier a
été testée sur plaque CCM en utilisant 1’éluant MeOH avec quelques gouttes de CHCIs. Ceci a
permis d'obtenir le produit Nm1 a 1’état pur dont le Rf = 0,59. L’examen du produit Nm1 sous
UV montre qu’il a une fluorescence bleue sous la lumiére de Wood (365 nm), alors qu'il est de
couleur brune sous la lampe & 254 nm et présente une couleur vert-orangé aprés réveélation a

I’anisaldéhyde.

La deuxieme partie étant soluble dans le CHClIs a subi un test de purification sur plaque CCM

en utilisant le systeme CHCIs/MeOH (9,5:0,5) comme éluant. Cette étape a permis d'obtenir le

produit Ncl pur avec Rf = 0,19. L'examen de ce produit montre qu'il n'absorbe pas la lumiére

UV, mais qu'il est de couleur violette apres révélation a lI'anisaldéhyde.

> Fraction (12-19) : cette fraction a été rincée avec du MeOH, la partie soluble dans ce dernier
a été testée sur plague CCM en utilisant le systeme CHCIl3 / MeOH (9,5 : 0,5). Ceci a permis
d’obtenir le produit Nm2 a I’état pur dont le Rf = 0,5. L’examen de ce produit sous UV
montre qu’il n’absorbe ni sous la lampe 365 nm (la lumiére de Wood) ni sous la lampe 254

nm, mais il présente une couleur violette apres révélation a I’anisaldéhyde.
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La deuxieme partie étant soluble dans le CHClza subi un test de purification sur plaqgue CCM
en utilisant 1’éluant CHCl3/MeOH (9,5:0,5). Ceci a permis 1’obtention du produit Nc2 a 1’état
pur dont Rf = 0,75. L’examen de ce produit sous UV montre qu’il n’absorbe pas sous la lampe
365 nm (la lumiere de Wood), alors qu'il montre une tache brune sous la lampe 254 nm, cette

derniére disparait apres révélation a I’anisaldéhyde.

> Fraction (401-482) : cette fraction a subi une purification supplémentaire a l'aide d'une
colonne Sephadex LH-20. La collecte des sous-fractions sous forme de lots (de 1 a 38) est
basée sur leurs profils chromatographiques, visualisés sur plague CCM sous lampe UV (254
nm et 365 nm).

La sous-fraction (8-16) a permis 1’obtention d’une poudre blanche a I’état pur, noté N3 dont le

Rfest de0,84en utilisant le systtme (AcOEt/MeOH/H20) (8:1:1). L’examen du

produit N3 sous lampe UV montre qu’il n’absorbe pas la lumiére de Wood (365 nm), alors qu’il

présente une couleur brune sous la lampe 254 nm, mais la révélation de ce produit a

’anisaldéhyde présente une tache noir-violet.

> Fraction (515-523) : cette fraction a également subi une purification supplémentaire en
utilisant une colonne de Sephadex LH-20, et les sous-fractions sont regroupées en lots (de 1
a 40) en fonction de leurs profils chromatographiques sur une plague CCM et sous la lampe
UV (254 nm et 365 nm).

La sous-fraction (17-19) a permis 1’obtention d’un produit jaune a 1’état pur, noté N4 dont le Rf
est de 0,65 en utilisant le systtme (AcOEt/H.O/MeOH/Acétone) (13:2:2:3). L’examen du
produit N4 sous UV montre qu’il absorbe sous la lampe 365 nm (lumiére de Wood) donnant
une fluorescence violette, alors qu’il présente une couleur noire sous la lampe 254 nm, mais la

révélation de ce produit a I’anisaldéhyde montre une tache rouge.

> Fraction (524-525) : cette fraction a subi une purification supplémentaire sur une colonne
de Sephadex LH-20. Les sous-fractions ont eté rassemblées en lots (de 1 a 36) sur la base de
leurs profils chromatographiques, visualisés sur plaqgue CCM et sous la lampe UV (254 nm
et 365 nm).

La sous-fraction (8-16) a permis I’obtention d’un produit jaune soluble dans MeOH a I’état pur,
noté N5 dont le Rf = 0,7 dans le systéme (AcOEt/H.O/MeOH/Acétone) (13:2:2:3).
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L’examen du produit N5 sous lampe UV montre qu’il absorbe la lumiere de Wood (365 nm)

donnant une fluorescence violette, et qu’il présente une couleur noire sous la lampe (254 nm),

mais

la révélation de ce produit a I’anisaldéhyde montre une tache brune.

« Hydrolyse acide du produit N5

Cette technique repose sur le protocole suivant :

1-Préparation de I’acide chlorhydrique dilué

2

3,35 mL de I’acide HCI (d=1,17 et 37%) concentré ont été pris pour préparer 20 mL
d'une solution de HCI (2N).

1 mL de cette solution a été pris et ajouté a 1 mL du produit glycosylé, puis la solution
a été portée a ebullition au bain-marie.

Apres refroidissement, la partie aglycone a été extraite de la solution acide une fois avec
de I'éther de pétrole et reprise par le MeOH et une fois avec du n-BuOH.

L’aglycone obtenu a été identifié sous la lampe UV.

La phase aqueuse a été évaporée a sec puis reprise avec une goutte d'eau pour analyse

des sucres.

-Préparation des témoins

Une CCM en présence du rhamnose et glucose a été effectuée sur une plaque de gel de
silice impregnée d’une solution de NaH2PO4 (0,2 M), 1’élution a éte faite en utilisant le
systeme Acétone /H20 (9/1).

La révélation des sucres a été faite par pulvérisation d’une solution de malonate d'aniline
préalablement préparée a partir de 1g d’acide malonique,1 cm? d’aniline, 3 cm?® d’acide
phosphorique et 100 cm? de I’EtOH.

Aprés 10 minutes de séchage a 100°C, les taches se sont révélées brunes a 1’ceil nu.

Le calcul du rapport frontal du sucre a donné une valeur de Rf=0,89.

11.1.2 Conclusion

La mise a profit des techniques chromatographiques sur les fractions les moins complexes a

perm

is d'obtenir sept produits a 1’état pur. Ce nombre a été réduit a cing en raison des faibles

quantités de Nc1 et Nc2. L'identification de deux d'entre elles sera développée dans le chapitre

111 tandis que les trois autres sont en cours d'identification.
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1.2  Travaux de la partie biologique

Dans ce volet, nous presentons les difféerents moyens et méthodes utilisés dans cette étude pour
évaluer l'activité antibactérienne de deux huiles essentielles des especes P. graveolens et L.
dentata, ainsi que les activités antibactérienne, antioxydante, anti-Alzheimer et antidiabétique

de I'espéce A. unedo.

11.2.1 Activité antibactérienne des HEs de P. graveolens et L. dentata

Afin de tester la sensibilité d'un certain nombre de bactéries aux huiles essentielles des deux
especes (P. graveolens et L. dentata) prises comme agents antibactériens, nous avons utilisé
deux méthodes : la méthode de dilution, qui est trés utile pour tester I'efficacité de différentes
huiles sur les bactéries pathogenes, et la méthode de diffusion sur gélose comme étape

préliminaire pour tester I'effet inhibiteur de nos huiles.

11.2.1.1 Microorganismes utilisés et conditions de croissance

Dans cette étude, cing souches bactériennes de référence ATCC (American Type Culture
Collection) ont été utilisées : des bactéries a Gram-positif (Staphylococcus aureus ATCC 25923
et Enterococcus faecalis ATCC 29212), ainsi que des bactéries a Gram-négatif (Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Pseudomonas aeruginosa ATCC
25953). Ces micro-organismes ont été isolés a partir de cultures microbiennes conservées au
Centre de Recherche en Sciences Pharmaceutiques (CRSP)-Constantine, Algeérie. La gélose

nutritive a été utilisée comme milieu de croissance.
11.2.1.2 Méthodes utilisées

11.2.1.2.1  Méthode de diffusion sur gélose

La méthode de diffusion sur gélose ou méthode de disque a été utilisée pour tester la sensibilité

des souches bactériennes a nos huiles essentielles [12].

Dans des boites de Pétri préalablement stérilisées, I'inoculum (DO : 0,08-0,1/A = 625 nm) a été
strié sur la gélose Muller Hinton (MH) solide a l'aide d'un écouvillon stérile et des disques
stériles de 6 mm de diamétre (papier Whatman N°3) ont été places sur la surface de la géelose,
puis imprégnés d’huiles essentielles (20 uL) de deux espéces (HE brute et celle diluée dans du
DMSO a une concentration de 1 mg/mL), et laissés a I’air libre pendant 30 min a température
ambiante pour permettre la diffusion de I'agent antibactérien. Les boites ont été incubées pendant
18 a 24 heures a 37°C.
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Le DMSO a eté utilisé comme contréle négatif, tandis que la gentamicine a été utilisée comme
contrble positif. L'efficacité inhibitrice des HEs a été déterminée en mesurant le diamétre de la
zone d'inhibition de la croissance bactérienne autour du disque et en notant le diametre en (mm).
Une zone d'inhibition (> 3 mm) induite par I'HE autour du disque représente une activité

antibactérienne. Tous les tests ont été repris trois fois.

11.2.1.2.2 Méthode de microdilution

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible concentration d'
HE a laquelle le micro-organisme ne présente aucune croissance visible [13][14], tandis que la
concentration minimale bactéricide (CMB) représente la plus faible concentration d'HE
nécessaire pour tuer une bactérie particuliere. Le test a été réalisé dans des microplaques a 96

puits stériles avec un volume final de 100 pL dans chaque puits de microplaque.

Deux solutions meres (50 mg/mL) des HEs des deux especes ont été préparées dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO). Chaque huile a été correctement préparée et transférée dans chaque
puits afin d'obtenir une série de dilution de rapport 122 de 1I'échantillon d'origine afin d’obtenir
une gamme de concentrations allant de 0,39 a 25 mg/mL. Dans chaque puits, 50 uL de
suspension bactérienne ont été ajoutés a des concentrations finales d'inoculum de 10 UFC/mL.
Apres 24 heures d'incubation, la croissance bactérienne a été analysée en mesurant l'absorbance
a 625 nm. La croissance bactérienne a été également déterminée par la présence d’une turbidité
et d'un culot au fond du puits. Pour établir I'efficacité des CMIs et donc les CMBs, 10 pL de
chaque milieu de culture sans croissance visible ont été prélevés dans chaque puits et inoculés
sur gélose Mueller Hinton (MH) préalablement placée dans des bofites de Pétri. Aprés 24 heures
d'incubation, le nombre d'organismes survivants a été déterminé. La CMB est définie comme la

concentration la plus faible d'HE a laquelle 99,9 % des bactéries sont tuées.

11.2.2 L’espéce Arbutus unedo

Dans notre travail, les activités antibactérienne et antioxydante des extraits de chloroforme,
d'acétate d'éthyle et de n-BuOH de I'espece A. unedo ont été évaluées.

11.2.2.1.1 Meéthode de dilution

Selon le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) [15], cette méthode consiste a
préparer une série de dilutions d'agents antimicrobiens, chacune mélangée a un milieu gélosé

dans des boites de Pétri. Aprés avoir agité le contenu de chaque boite de Pétri, une suspension

standardisée de la bactérie a tester est inoculée.
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Apres une incubation de 24 heures a 35 + 2°C, les tests sont examinés pour déterminer la CMI
qui inhibe complétement la croissance microbienne, sans tenir compte de la légére turbidite

causeée par lI'inoculum.

11.2.2.1.2 Les souches bactériennes utilisées

L’activité antibactérienne des extraits n-BuOH, AcOEt et CHCIs a été testée contre six souches
bactériennes : une bactérie Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 29213) ; et d’autres
bactéries Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25922; Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853; Salmonella typhimurium; Morganella morganii; Acinetobacter baumannii). Les trois
souches de référence ont été obtenues aupres de I’institut Pasteur d’ Alger, tandis que les autres
souches ont été isolées des cas cliniques au centre hospitalo-universitaire - 1bn-Badis (CHU)-
Constantine. Gréce a leur résistance aux conditions difficiles et & leur adaptation a de multiples
habitats environnementaux, ces micro-organismes peuvent provoquer de graves infections chez

I'homme.

En outre, selon le livre des normes de performance correspondant aux tests de sensibilité aux
antimicrobiens, I'examen de la résistance bactérienne indique que :

> Staphylococcus aureus ATCC 25923: est sensible aux pS-lactames, mais présente une
résistance homogene au méticilline.

» Staphylococcus aureus ATCC 29213: est sensible au sulfisoxazole (128 pg/mL), mais
présente une résistance homogeéene aux pS-lactames, qui correspond a sa résistance aux
aminoglycosides.

> Escherichia coli ATCC 25922: elle est sensible a 1’azlocilline, au sulfisoxazole et a la
trospectomycine (32 pg/mL), mais présente une résistance a I’aminopénicilline, la
carboxypénicilline et I'uréidopénicilline.

> Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853: elle est sensible a la carbénicilline, le ceftizoxime,

la ceftriaxone et la rifampicine, mais présente une résistance a la pefloxacine.

11.2.2.1.3 Préparation des extraits

> Essai qualitatif

Un test préliminaire a confirmé la solubilité de différents extraits dans le méthanol (96 %), et
ainsi, la toxicité de méthanol a été testée contre les souches bactériennes par la méthode de
diffusion sur gélose. De méme, un contrdle négatif (gélose + MeOH) a été ajouté pour tester

également son effet sur les bactéries mises en étude [16].
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> Essai quantitatif
Les solutions meéres ont été préparées en dissolvant 200 mg de chaque extrait dans 20 mL de
MeOH (96%), alors qu’une série de dilutions de différents extraits a été réalisée pour obtenir

une gamme de concentrations comprise entre 500 pg/mL et 1000 pg/mL [16].
11.2.2.1.4 Préparation des suspensions bactériennes ou I’inoculum

L'inoculum standardisé doit étre préparée en cultivant les bactéries de telle sorte que la culture
microbienne soit ajustée a la norme 0,5 McFarland, contenant environ 1 a 2 x108 unités formant
colonie (UFC)/mL, tandis que I'inoculum final & placer sur la gélose contiendra environ 10 UFC

par spot.
11.2.2.1.5 Préparation des milieux antibactériens

Dans des boites de Pétri stériles, 18 mL de gélose Mueller Hinton (MH) stérile ont été ajoutés a
2 mL de chaque dilution préparée a partir de la solution mére, en commengant par la
concentration la plus faible, et une boite témoin contenant 2 mL de MeOH a été également
préparée. Aprés avoir agité le contenu de chaque boite, un inoculum ajusté a une turbidité
standard de 0,5 McFarland a été strié sur la gélose. Les plaques préparées ont été incubées
pendant 24 heures a 37°C. Chaque essai a été repris deux fois.

11.2.3 Evaluation de I'activité antioxydante

Avant d'entreprendre des expériences visant a évaluer le pouvoir antioxydant des différents

extraits, nous avons procédé a quantifier leurs teneurs en flavonoides et polyphénols.

11.2.3.1 Détermination de la teneur totale en polyphénols

La teneur phénolique des trois extraits de I’A. unedo a été déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteu (FCR) sur microplaques 96 puits, suivie d'une investigation colorimétrique a l'aide
d'un lecteur spectrophotométrique [17].

En effet, dans notre expérience, la courbe d'étalonnage correspondant a I'acide gallique a été
réalisée en préparant six dilutions (175-150-125-100-50-25 pug/mL) a partir de la solution mére
(200 pg/mL). 20 uL de chaque dilution ont été déposés sur la microplaque, et mélangés a 100
pL du réactif Folin-Ciocalteu dilué (1/10) (2M) et 75 pL de Na.COs (7,5%), la microplaque a
été maintenue a l'abri de la lumiére pendant deux heures. Toutes les solutions meres des extraits
(1 mg dissous dans 1 mL de MeOH) ont été préparées de la méme maniere. Les valeurs
d'absorbance d'acide gallique et les extraits étudiés ont été mesurées a 765 nm par rapport a un

blanc préparé comme contréle.
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La teneur en composés phénoliques totaux a été calculée a I'aide de I'équation Y = 0,0034 X +
0,1044 ; en utilisant le logiciel Microsoft Office Excel 2013, et les résultats sont exprimes en

microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg) [18].
11.2.3.2 Détermination de la teneur totale en flavonoides

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée par la méthode de Topcgu [19]. La courbe
d'étalonnage a été réalisée aprés la préparation d’une série de dilutions de quercétine (175-150-
125-100-50-25 pg/mL) a partir de la solution mére (200 pg/mL). Dans une microplaque 96
puits, 50 pL de chaque dilution ont été mélangés a 130 puL de MeOH, 10 pL de CH3COOK
(acétate de potassium) (1M) et 10 pL de nitrate d'aluminium (10%). Les solutions meéres des
extraits (1 mg dissous dans 1 mL de MeOH) ont été également préparées de la méme maniere.
Aprés incubation de 40 min a I'obscurité, les valeurs d'absorbance de la quercétine et des extraits
étudiés ont été mesurées a 415 nm par rapport a un blanc préparé comme contréle. La teneur
des flavonoides totaux a été calculée a I'aide de I'équation Y = 0,0047 X + 0,0165 ; effectuée sur
Microsoft Office Excel 2013, et les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de

quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg) [18].
11.2.3.3 Méthodes utilisées pour I’évaluation de I'activité antioxydante

Au sein de notre organisme, certaines molécules ayant un pouvoir réducteur important
permettent d’empécher le développement des radicaux libres, ces derniers sont des molécules
ayant perdu un ou plusieurs électrons et deviennent instables ou plutdt nocives a notre organisme
provoquant le vieillissement ou la destruction des cellules saines, et a long terme I'apparition
des cellules cancéreuses. De plus, ces altérations morphologiques des cellules sont responsables
de dommages irréversibles et de nombreuses pathologies telles que les troubles articulaires
(artériosclérose, arthrite) et cardiaques, les affections respiratoires chroniques (asthme), la
maladie de Parkinson, le mongolisme, la neurodégénérescence, etc.

En particulier, I'accumulation de ces radicaux libres dans I'organisme peut contribuer a démolir
I’ADN en bloquant ses fonctions génétiques [20].

Un agent antioxydant est une substance qui, a faible concentration par rapport a celle du substrat
oxydable peut empécher de maniére significative I'oxydation de ce substrat, et est donc

susceptible de neutraliser et de réduire les dommages causés par les radicaux libres [22].
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Le mécanisme d’action d’un antioxydant dépend notamment de la source de I’antioxydant, ce
qui est relatif aux réactions d’inactivation des radicaux libres telles que la réaction d’addition
covalente, la réduction des radicaux libres ou des peroxydes, la chélation des métaux de

transition et le piégeage d’oxygene singulet [22].
11.2.3.3.1 La méthode du piégeage DPPH

> Principe de la méthode
Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH") est un radical stable prenant une coloration violette.

Il se caractérise par une bande d’absorbance spécifique dans I’intervalle 512- 517 nm [23], et
particuliérement la réduction de 1’électron impair de I'atome d'azote par réception d'un proton et
la formation de I'hydrazine correspondante en font un bon indicateur du pouvoir inhibiteur des
composés phénoliques vis-a-vis des radicaux libres, car sa couleur violette devient jaune
lorsqu'il est réduit en (DPPH-H) par ces composés antioxydants [24]. L’intensité de la couleur
est inversement proportionnelle a la capacité donatrice de protons des antioxydants présents
dans le milieu réactionnel [25] (Schéma 11-1).

Schéma 11-1: Réduction du radical DPPH™ en DPPH-H.

La Clso (ng/mL) est définie comme la concentration inhibitrice de 50 % des radicaux libres,

indiquée par une diminution de 50 % d’absorption, d’ou 50 % de DPPH est sous forme réduite.

> Le mode opératoire

L'activité de piégeage des radicaux libres a eté évaluée selon la méthode de Kedare et al. (2011)
[23]. Une série de dilutions (500-250-125-62,5-31,25-15,625 ug/mL) de chaque extrait a eté
préparée a partir de la solution mere (1 mg d’extrait dissous dans 1 mL de MeOH).

Dans une microplaque 96 puits, un volume de 40 pL de chaque dilution a été ajouté a 160 puL

de DPPH (2,2-diphényl- 1-picrylhydrazyle) (0,1 mM), puis la microplaque a été maintenue dans
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I'obscurité pendant 20 minutes, puis lI'absorbance du DPPH restant a été mesurée a 517 nm sur
le lecteur de microplaques (Perkin EImer Multimode Plate Reader EnSpire). Le méthanol a été
utilisé comme contréle négatif et les résultats obtenus ont été comparés a ceux de BHA
(hydroxyanisole butylé), utilisé comme antioxydant standard. Le pourcentage d'inhibition du
radical DPPH est calculé a I'aide de I'équation (1) suivante :

Capacité de piégeage du DPPH % = [Acontrole-Aextrait) / (Acontrale)] X 100... (1)

Acontrole €St I'absorbance du DPPH en présence de MeOH.

Aextrait €St I'absorbance en présence de I'échantillon.

L'activité antioxydante des extraits est déterminée par la concentration inhibitrice de 50 % (Clso)
du radical DPPH, cette concentration est calculée a partir du pourcentage d'inhibition (% I) par
rapport a la courbe de concentration a I'aide de Microsoft Office Excel 2013. La valeur Clsg
indigue la concentration (ug/mL) de I’extrait nécessaire pour piéger 50 % des radicaux libres
DPPH.

11.2.3.3.2 Le pouvoir capteur des radicaux ABTS™*

> Principe de la méthode

ABTS™" (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) est un radical cationique
qui se forme apres 1’oxydation d’ABTS (incolore) avec certains composés comme le phosphate
de potassium (KH2PO.), le persulfate de potassium (K2S20gs) et le dihydrochlorure de 2,2’-azo-
azobis (2-amidino-propane) (AAPH). Ainsi, la réaction se déroule en deux étapes : lors de la
premiere étape, le radical ABTS™ se forme aprés qu'un électron soit retiré de I'atome d'azote
dans la molécule ABTS. La deuxiéme étape néecessite la présence d’un agent antioxydant
donneur de protons ot le radical d’azote pi¢ge un proton conduisant a la génération de ABTSH”,
ce qui conduit a la décoloration de la solution [26] (Schéma 11-2).

La diminution de I’absorbance causée par 1’antioxydant représente la capacité de piegeage des

radicaux libres.
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Schéma 11-2: Mécanisme proposé de piégeage des radicaux cationiques ABTS™ par des agents
antioxydants [27].

> Le mode opératoire

La capacité de piégeage du cation ABTS™ (acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique), indiquée par la décoloration de la solution ABTS, a été déterminée selon la méthode
de Re et al. (1999) [26]. La solution ABTS™" a été préparée en dissolvant ABTS (7 mM) et
persulfate de potassium (K2S20s) (2,45 mM) dans H.O et en ajustant I'absorbance a 734 nm sur
le lecteur de microplaques 96 puits (Perkin ElImer Multimode Plate Reader EnSpire), puis la
solution a été conservée dans I'obscurité pendant 16 heures.

Une série de dilutions (500-250-125-62,5-31,25-15,625 ug/mL) de chaque extrait a été préparée
a partir de la solution mere (1 mg d’extrait dissous dans 1 mL de MeOH), ensuite 40 pL de
chaque dilution ont été ajoutés a 160 uL de la solution ABTS™". Apres 10 min, I'absorbance de
chaque solution a été mesurée a 734 nm. Le MeOH a été utilisé comme contrdle négatif et le
BHA comme contrle positif pour la comparaison. De plus, le pourcentage d'inhibition des

radicaux ABTS'" a été calculé a l'aide de I'équation (1).
11.2.3.3.3 L’activité réductrice CUPRAC

> Principe de la méthode

La méthode CUPRAC (Copper lon Antioxidant Reducing Capacity) est basée sur la mesure de
I'absorption du complexe chélaté: Cu(l)-néocuproine formé lors de la réduction du complexe

Cu(I)-néocuproine par transfert d'électrons (Schéma 11-3) [28].
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La diminution de 1’absorbance est suivie en utilisant la spectrophotométrie a A = 450 nm en

fonction de la réduction du complexe Cu(ll)-néocuproine en présence d’un antioxydant [29].

Schéma 11-3: Réduction du complexe Cu (I1)-néocuproine [28]

> Le mode opératoire
La capacité réductrice du cuivre a été évaluée selon la méthode d’Apak et al. (2004) [29]. Dans
une microplaque 96 puits, 40 uLL de chaque dilution, préparée a partir de la solution mére (1 mg
de chaque extrait dissous dans 1 mL de MeOH), 50 uL de solution de CuClz (0,01M) (chlorure
de cuivre (II) dissous dans I’eau distillée), 50 pL de solution éthanolique de néocuproine
(0,007M), et 60 uL du tampon aqueux d'acétate d'ammonium (1M), ont été mélangés a pH = 7.
Aprés 60 min, l'absorbance de chaque solution a été mesurée a 450 nm sur le lecteur de
microplaques (Perkin EImer Multimode Plate Reader EnSpire) contre un témoin blanc (50 pL
de la solution CuCly, 50 uL de solution éthanolique de néocuproine, et 60 uL de tampon aqueux
d'acétate d'ammonium et 40 pL de MeOH). Les résultats ont été enregistrés en termes de valeurs

d'absorbance comparées a celles du BHA utilisé comme antioxydant standard.
11.2.3.3.4 L’activité réductrice de la phénanthroline

L'activité de la phénanthroline a éte déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniak et al.
(2008) [30]. 10 pL de chaque dilution preparée a partir de la solution mere (1 mg de chaque
extrait dissous dans 1 mL de MeOH), 50 uL de solution de FeCls (chlorure ferrique) (0,2 %) et
30 uL de la solution phénanthroline (0,5 %) et 110 pL de MeOH ont été placés dans une
microplaque 96 puits. Les solutions ont été maintenues a température ambiante (30°C) dans

I'obscurité.
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Apres 20 min, l'absorbance de chaque solution a été lue & 510 nm vis-a-vis du contréle a blanc
(50 pL de la solution FeCls (0,2 %), 30 pL de la solution phénanthroline (0,5 %) et 120 uL de
MeOH). Les résultats ont été enregistres en termes de valeurs d'absorbance comparées a celles

du BHA utilisé comme antioxydant standard.

< Les analyses statistiques
Les résultats sont présentés sous forme de valeur moyenne + SD de triples a l'aide du logiciel
XLSTAT. Les valeurs Clsg et Aosso Ont été déterminées par une analyse de régression linéaire et
une analyse unidirectionnelle de variance ANOVA pour détecter des différences significatives
(p < 0,05).

11.2.4 Evaluation de ’activité anti-acétylcholinestérase (AChE)

11.2.4.1 Introduction

La maladie d’Alzheimer est une physiopathologie qui représente un type courant de démence
liée a I'age. Ce trouble cérébral se caractérise par une réduction des niveaux de la jonction
neurotransmetteur-acétylcholine, due a la dégénérescence des neurones cholinergiques dans le
cortex et I'nippocampe [31], ce qui entraine une perte neuronale et une accumulation d'agrégats
de protéines dans certaines régions du cerveau des personnes agees, provoquant un déclin
progressif des fonctions cognitives telles que la perte de la mémoire, du langage, du
raisonnement ou de l'orientation temporelle et spatiale [32]. Cette hypothése cholinergique a
conduit au développement des inhibiteurs de la cholinestérase, qui agissent sur les deux enzymes

responsables de la dégradation de I'acétylcholine :

» L’acétylcholinestérase (AChE) ou la butyrylcholinestérase (BuChE).

L'amélioration des niveaux d'acétylcholine dans le cerveau est I'une des cibles les plus
importantes dans le traitement de la maladie afin d'améliorer les capacités cognitives, tandis que
les inhibiteurs de la cholinestérase (ChE) constituent actuellement une intervention

symptomatique pour la maladie d'Alzheimer.

Les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase (AChEI) ont tendance a augmenter l'acétylcholine,
conduisant a une optimisation de la neurotransmission cholinergique qui modifie les activités
de la vie quotidienne, le comportement et les performances cognitives, tandis que les
médicaments synaptiques utilisés dans le traitement de la maladie provoquent des troubles

gastro-intestinaux [33].
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Au début du 21°™ siécle, I'organisation mondiale de la santé a désigné trois agents pour le
traitement symptomatique de la maladie d'Alzheimer, dont la galantamine (Reminyl®, Janssen,
New Jersey, Etats-Unis), qui n'a pas d'inhibition fonctionnelle de la BUChE et est considérée
comme sélective de I'AChE. Son efficacité a été évaluee dans le cadre d'essais cliniques a grande

échelle, en double aveugle et contrdlés par placebo, d'une durée allant jusqu'a six mois.

Les produits naturels contribuent a l'inhibition du stress oxydatif via divers mécanismes qui
réduisent la présence d'especes réactives de I'oxygene, de sorte que I'inhibition de I'oxydation
des biomolécules entrainant des dommages cellulaires et jouant un réle pathogéne clé dans le
systtme neuro-cérébral prévient le processus de vieillissement et les maladies
neurodégénératives. Des études ont suggéré la présence de diverses molécules inflammatoires,
notamment des cytokines pro-inflammatoires, comme facteurs, compléments et protéines

impliqués dans la phase aigué de la maladie d'Alzheimer (Figure 11-4) [34].

Figure 11-4: la neuro-inflammation et la cascade amyloide.
11.2.4.2 Les cholinestérases

Le terme cholinestérase a été proposé en 1932 pour décrire une enzyme capable d'hydrolyser
I'acétylcholine [35]. Quelques années plus tard, des commissions internationales de
nomenclature biochimique ont entériné I’existence de deux formes distinctes de ChE qui
different par leur origine, leur structure, leur spécificité d’action et leur fonction physiologique
[46].
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La cholinestérase qui est une enzyme responsable de la métabolisation d'un ester de choline
(acétylcholine, butyrylcholine), appartenant a la famille des hydrolases, représente un bio-
récepteur qui, en termes de reconnaissance moléculaire du composé a détecter, doit avoir une

bonne affinité et une bonne sélectivité pour réagir et répondre rapidement [37].

11.2.4.3 ROéle physiologique et structure

Dans les jonctions neuromusculaires et les interneurones, les terminaisons nerveuses libérent un
médiateur chimique, l'acétylcholine, qui permet la transmission de I'influx nerveux. Lors d'une
activité nerveuse, l'acétylcholine, sécrétée par certains neurones via ces terminaisons nerveuses
dans I'espace synaptique, stimule les récepteurs cholinergiques post-synaptiques. L'interaction
de l'acétylcholine avec le récepteur provoque une dépolarisation de la membrane
postsynaptique, générant un potentiel d'action qui assure la transmission du signal nerveux.
L'hydrolyse de I'acétylcholine par I'enzyme acétylcholinestérase permet au systeme de revenir a
son état de repos [38]. Le biorécepteur est la partie du biocapteur qui assure la reconnaissance
moléculaire du composé a détecter. Par rapport a la substance cible, il présente une bonne
affinité et une bonne sélectivité, ainsi qu'une réponse rapide [37]. Au moins trois types de
molécules spécifiques peuvent jouer le rble de biorécepteurs : les espéces immunogenes
(anticorps, antigene), les enzymes et les acides nucléiques (ADN, ARN), qui servent
respectivement a concevoir des immunocapteurs, des capteurs enzymatiques et des biopuces. Il
est également possible de concevoir des biocapteurs basés sur des cellules entiéres. Dans notre
étude, deux types de biorécepteurs appartenant a la famille des hydrolases ont été visés :

I'acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase.

> Acétylcholinestérase ou cholinestérase globulaire
L’acétylcholinestérase a une affinité presque exclusivement spécifique pour son substrat naturel,
I'acétylcholine. Elle est synthétisée dans les globules rouges et le tissu nerveux. Elle est surtout
présente au niveau des synapses, dans le tissu nerveux et a la jonction neuromusculaire, dans la
matiére grise, les poumons et la rate. Son r6le physiologique est d'assurer le fonctionnement des
synapses acétylcholinergiques, en inhibant I'accumulation du neurotransmetteur. Elle est
également présente de facon irréguliére dans le liquide amniotique lors des anomalies de

fermeture du tube neural [39].
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> Butyrylcholinestérase ou cholinestérase sérique (pseudocholinestérase)
La butyrylcholinestérase a une affinité beaucoup plus large et peut hydrolyser un grand nombre
d'esters synthétiques et naturels, y compris l'acétylcholine et la succinylcholine. Elle est
synthétisée dans le foie et se retrouve dans le plasma ou le sérum, le pancréas, l'intestin et
d'autres tissus. Son role physiologique est actuellement inconnu.
Chacune de ces enzymes est dosée par une technique colorimétrique, mesurant la cinétique
d'’hydrolyse avec un substrat defini : la butyrylthiocholine pour la cholinestérase sérique (tres
stable & température ambiante), et d'acétylthiocholine pour la cholinestérase globulaire [39].
Les molécules polaires avec des groupements hydroxyles se lient de maniére covalente aux
acetylcholinestérases dans la jonction synaptique des fibres du systéme nerveux central, qui ne
peuvent pas étre mesurées dans la pratique quotidienne. Elles se lient également aux
pseudocholinestérases ou "butyrylcholinestérases™ dans le foie et le plasma. Ces derniéres sont
tres sensibles, mais peu spécifiques.
Il s'agit d'une veritable Iésion biochimique, puisque les molécules actives de I'extrait etudié
occupent le site d’estérase, inhibant I'hydrolyse physiologique de 1'acétylcholine en choline et
en acide acétique. Le résultat de Il'inhibition de la cholinestérase est I'accumulation
d'acétylcholine, qui est I’intermédiaire chimique responsable de la transmission de l'influx
nerveux dans les ganglions du systéme nerveux autonome et la jonction neuromusculaire
(récepteurs nicotiniques), dans les fibres post-ganglionnaires du systeme parasympathique

(récepteurs muscariniques, inhibés par I'atropine) et dans le systéme nerveux central [40].

11.2.4.4 Evaluation in vitro de I’activité anti-Alzheimer des extraits

> Le principe chimique du pouvoir inhibiteur vis-a-vis de I’acétylcholinestérase
(AChE)

L’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase (AChE) a été mesurée en utilisant la méthode

spectrophotométrique rapportée par Ellman avec de légeres modifications [41].

L'enzyme AChE extraite de I'anguille électrique a été utilisée pour I'hydrolyse du substrat ATCI
(’iodure d’acétylthiocholine). Le DTNB (acide 5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoique)) a été choisi
comme réactif pour mesurer I'activité anticholinestérase, et la galantamine a été utilisée comme
standard [42]. Le schéma 11-5 montre le principe de la réaction du DTNB avec la thiocholine,
qui résulte de I'nydrolyse du substrat ATCI par I'enzyme acétylcholinestérase. Cette réaction
donne une coloration jaune [43].
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Schéma 11-5: Mécanisme chimique de la réaction de DTNB avec thiocholine (la méthode d’Ellman).

> Détermination de la capacité inhibitrice de PAChE

La capacité inhibitrice des extraits a été déterminée selon la procédure suivante : 10 pL de
chaque extrait a différentes concentrations préparées a partir des solutions meres (4 mg de
I’extrait dissous dans 1 mL de MeOH) ont été additionnés a 50 puLL du tampon phosphate de
sodium (100 mM, pH = 8), et 20 uL de I’enzyme AChE (5,32 x 10 U), puis incubés pendant
I5 min a 25°C. La réaction est ensuite initiée par [’addition de 20 pL d’iodure

d’acétylthiocholine (0,2 mM), et 10 uLL de DTNB (0,5 mM).

L'hydrolyse du substrat a été contrdlée en utilisant la spectrophotométrie et indiquée par la
coloration jaune de I'acide 5-thio-2-nitrobenzoique résultant de la réaction du DTNB avec la
thiocholine libérée apres I'hydrolyse enzymatique de I'iodure d'acétylthiocholine. L'absorbance

a eté mesuree a l'aide d'un lecteur de microplaques 96 puits a une longueur d'onde de 412 nm.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE a été déterminé en comparant les taux de réaction des
échantillons par rapport au contréle (MeOH dans un tampon phosphate de sodium, pH = 8) en
utilisant la formule suivante :

Inhibition (%) = (Acontrole ~Aproduit / Acontrole) X100.
Acontrole - €St I'activité de I'enzyme sans échantillon d'essai.
Aproquit - €St l'activité de I'enzyme avec I'échantillon de test.

La galantamine a été utilisée comme référence.
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11.2.5 Evaluation de I’activité antidiabétique

11.2.5.1 Introduction

Le diabete est un trouble métabolique chronique caractérisé par une hyperglycémie et des
perturbations du métabolisme des protéines, des glucides et des lipides. La maladie provoque
un désordre dans la production d'insuline ou affecte I'action de I'insuline ou les deux a la fois.
Selon I’organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 422 millions de personnes souffrent

de diabete dans le monde et ce nombre doublera d'ici 20 ans (OMS, 2016) [44].

Le diabéte de type 2 est plus répandu que le diabéte de type 1, puisque plus de 90 % des patients
diabétiques en souffrent (Malek et al. 2012). Ce type de diabéte est causé par un déséquilibre
entre I'absorption du sucre dans le sang et l'utilisation inefficace de I'insuline par I'organisme
(OMS, 2016) [44].

Le traitement du diabéte de type 2 reste compliqué, en raison de plusieurs facteurs inhérents au
processus pathologique, notamment la résistance a l'insuline, I'hyperinsulinémie, I'altération de
la sécrétion d'insuline, une diminution de l'absorption et de l'utilisation du glucose, introduite
par l'insuline [45]. Ce type est traité en utilisant des médicaments hypoglycémiques tels que : la
metformine, le glibenclamide, ou des inhibiteurs de a-glucosidase et de a-amylase sont
extrémement revendiqués. Des études antérieures rapportent que plus de 3 000 plantes
médicinales peuvent étre utilisées comme remeédes contre le diabéte dans le monde entier. Les
plantes antidiabétiques et leurs composants actifs peuvent constituer une source prometteuse de

nouveaux médicaments pour traiter le diabete [46][47].

Notre étude est consacrée a I'évaluation de l'activité inhibitrice de I'enzyme a-amylase,
impliquée dans le processus digestif chez I'homme. Cette enzyme joue un réle important dans

I’homéostasie glucidique, et son inhibition représente une stratégie importante dans la régulation

de la glycémie. Les inhibiteurs naturels de a-glucosidase et de a-amylase provenant de sources
végetales constituent une approche intéressante pour controler I'nyperglycémie postprandiale
[48].

11.2.5.2 Principe de la réaction

Les activités inhibitrices de a-amylase et de a-glucosidase sont réalisées en utilisant la méthode

iodo-iodure de potassium (IKI) [49] avec quelques modifications.
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Un volume de (25 pL) de la solution d'inhibiteur a tester a été additionné a (50 pL) de solution
a-amylase ou a-glucosidase et incubés pendant 10 min a 37 °C. Ensuite, 50 puL de solution
d'amidon (0,1 %) ont été ajoutés et le mélange a été a nouveau incubé durant 10 minutes
supplémentaires a 37 °C et la réaction a été désactivée en ajoutant (25 pL) d’une solution
préparée de HCI (1 M). Ceci a été suivi par I'ajout de (100 pL) de solution d'iodo-iodure de
potassium (IKI). De méme, une solution a blanc a été préparée en ajoutant la solution
d'inhibiteur a tous les réactifs utilises sans solution enzymatique. Les absorbances de I'inhibiteur
et du blanc ont été mesurées a 630 nm. L'acarbose a été utilise comme contréle positif. L'activité
inhibitrice est exprimée a l'aide de I'équation suivante :

% | = (As-Ab)/(Ac-Ae).
As: absorbance (enzyme-extrait-amidon-IKI-HCI)
Ab: absorbance (extrait-amidon:IKI-tampon-HCI)
Ac: absorbance (solvant d’extrait-amidon-IKI:tampon-HCI)

Ae: absorbance (solvant d’extrait-enzyme-amidon+IKI-HCI)
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Chapitre IIl : Résultat et discussion

Ce chapitre qui sera consacre a la présentation des résultats obtenus, est divisé en deux grands
volets dont le premier volet traitera la partie chimique présentant les résultats de la composition
chimique des huiles essentielles des trois espéces P. graveolens, L. dentata et A. unedo avec
I’étude phytochimique des extraits de cette dernicre, alors que le deuxiéme volet sera basé sur
la présentation des résultats des activités antibactériennes des huiles essentielles des deux
premiéres especes (P. graveolens et L. dentata) qui sont suivis de ceux des activités
antibactérienne, antioxydante, anti-Alzheimer et antidiabétique des extraits de 1’espece A.

unedo.
I11.1 Résultats et discussion de la partie chimique

I11.1.1 La composition chimique de I'huile essentielle de P. graveolens

L’huile obtenue par hydrodistillation des parties aériennes de 1’espéce P. graveolens est de

couleur jaunatre et d’une odeur parfumée avec un rendement estimé a 0,02236 %.

Le chromatogramme obtenu pour cette huile est présenté dans la figure I111-1, tandis que les
résultats de I'analyse par CG/MS sont rassemblés dans le tableau I11-1. En effet, cinquante-six
composants représentant 96,49% de I'huile totale ont été identifiés. Nos résultats ont montré que
cette huile essentielle est riche en monoterpénes oxygénés avec un pourcentage de (48,3%),
suivis d'hydrocarbures sesquiterpeniques (30,78%), de sesquiterpénes oxygénés (12,18%) et
enfin d'hydrocarbures monoterpéniques (1,74%). Alors que les principaux composés sont le -
citronellol (14,46 %), le 5-sélinéne (12,32%), le trans-géraniol (11,73%), le formiate de
citronellol (6,97%), le p-menthan-3-one (4,82%), le pentanoate de géranyle (4,24%) et le (-)-
germacréne D (3,41%).
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Figure 111-1: Chromatogramme de I’huile essentielle de P. graveolens.

Tableau I11-1: Les temps de rétention et les pourcentages de chaque composant présent dans I'huile
essentielle de I'espéce P. graveolens L'Hér.

N° Composé 2 Structure tr® (%)
chimique

1 2,6,6-Triméthylbicyclo [3.1.1] hept-2-éne
[a-Pinéne] 8,64 0,12

2 (4R)-4-1sopropényl-1-méthylcyclohexéne
[D-(+)-Limonene] 1475 (0,13

2-[(2S,5S) -5-Méthyl-5-vinyltétrahydro-2-furanyl]
3 -2-propanol 17,90 |0,17
[trans-Linalool oxyde]

3,7-Diméthyl-1,6-octadién-3-ol
4 [Linalool] 20,38 | 3,54

(2S,4R)-4-Méthyl-2-(2-méthyl-1-propén-1-yl)
5 tétrahydro-2H-pyrane 20,78 10,45
[cis-Rose oxyde]

(2R,4R)-4-Méthyl-2-(2-méthyl-1-propen-1-yl)
6 tétrahydro-2H-pyrane 21,852 | 0,18
[trans-Rose oxyde]
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N° Composé 2 Structure trP (%)
chimique

p-Menthan-3-one

7 2499 14,82
(+)-1-p-Menthene

8 26,521 | 0,10
a-Terpinéol

9 27,184 10,32
3,7-Diméthyl-6-octén-1-ol

10 [B-Citronéllol] 30,122 | 14,46
3,7-Diméthyl-1,2,6-octadiénal

11 [Z-Citral] 30,436 | 0,71
(5R)-5-1sopropényl-2-méthyl-2-cyclohexén-1-one 30,842 | 0,59

12 [L-Carvone]

13 | (2E)-3,7-Diméthyl-2,6-octadien-1-ol

[trans-Géraniol] 31,917 | 11,73

Formiate de 3,7-diméthyl-6-octen-1-yle

14 [Formiate de citronellol] 32,745 | 6,97
Valérate de (2E)-3,7-diméthyl-2,6-octadien-1-yle

15 [Pentanoate de géranyle] 34,386 | 4,24
(3aS,3bR,4S, 7R, 7aR)-4-1sopropyl-3,7-diméthyl-

16 | 3a,3b,4,5,6,7-hexahydro-1H- 36,832 | 0,22
cyclopenta[1,3]cyclopropa[1,2]benzéne

[a-Cubebene]

Acétate de 3,7-diméthyl-6-octén-1-yle

17 [Acétate de citronellyle] 37,558 | 0,20
(1R,2S,6S,7S,8S)-8-1sopropyl-1,3-diméthyltricyclo

18 | [4.4.0.027] déc-3-éne 38,684 | 0,66

[a-Copaéne]
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N° Composé 2 Structure trP (%)
chimique
(1S,3aS,3bR,6aS,6bR)-1-1sopropyl-3a-méthyl-6-
19 | méthylen-décahydrocyclopenta[3,4] 39,21 11,39
cyclobuta[1,2]cyclopenténe.
[R-Bourbonene]
(22)-3,7-Diméthyl-2,6-octadién-1-ol
20 [(2)-Nérol] 39,49 10,99
(1aR,4R,4aR,7bS)-1,1,4,7-Tétraméthyl-
21 1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahydro-1H- 40,61 | 0,22
cyclopropale]azuléne
[a-Gurjunene]
(1R,95)-4,11,11-Triméthyl-8-méthylen-
22 | bicyclo[7.2.0]undéc-4-ene 41,502 | 1,69
[trans-Caryophylléne]
(1E,6E,8S)-8-1sopropyl-1-méthyl-5-méthyléne-
23 1,6-cyclodécadiéne 42,153 | 0,27
[Germacréne D]
4-Isopropyl-1,6-diméthyl-1,2,3,7,8,8a-
24 | hexahydronaphthalene 43,353 10,83
[Epizonarene]
(1E,4E,8E)-2,6,6,9-Tétraméthyl-1,4,8-
25 | cycloundécatriéne 3,771 | 0,46
[a-Humuléne]
(1aR,4aR,7R,7aR,7bS)-1,1,7-Triméthyl-4-
26 | méthylénedécahydro-1H-cyclopropa[e]azuléne 43,999 | 0,65
[(+)-Aromadendrene]
Naphthalene
27 44,536 | 0,11
Propionate de (2E) -3,7-diméthyl-2,6-octadién-1-
28 yle. 45171 | 1,11

[Propionate de géranyle]
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NO

Composé 2

Structure
chimique

trP

(%)

29

(12,62,8S)-8-Isopropyl-1-méthyl-5-méthylene-

1,6-cyclodécadiéne
[(-)-Germacrene D]

45,457

3,41

30

(1aR,7R,7aS,7bR)-1,1,4,7-Tétraméthyl-
1a,2,3,5,6,7,7a,7b-octahydro-1H-
cyclopropale]azuléne

[Lédéne]

46,022

2,75

31

(1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-
Tétraméthylbicyclo[8.1.0]Jundéca-2,6-diene
[Bicyclogermacrene]

46,303

0,89

32

(1S,4aS,8aR)-1-Isopropyl-4,7-diméthyl-
1,2,4a,5,6,8a-hexahydronaphtaléne
[a-Muuroléne]

46,537

0,30

33

(1R,4aS,8aR)-1-1sopropyl-4,7-diméthyl-
1,2,4a,5,6,8a-hexahydronaphtaléne
[a-Amorphéne]

47,394

0,43

34

(1S,4aR,8aS)-1-1sopropyl-4,7-diméthyl-
1,2,4a,5,8,8a-hexahydronaphtaléne
[R-Cadinéne]

47,709

1,23

35

(1S,4S)-4-1sopropyl-1,6-diméthyl-1,2,3,4-
tétrahydronaphtaléne
[(1S)-cis-Calamenéne]

47,994

0,87

36

(1S,2S,3R,4S,6R,7R,8S)-8-Isopropyl-1,2-
diméthyltétracyclo [4.4.0.024.0%7] décane
[(+)-Cyclosativene]

48,44

1,05

37

(1aS,4aS,7S,7aS,7bR)-1,1,7-Triméthyl-4-

méthylénedécahydro-1H-cyclopropale]azuléne

[(-)-Aromadendréne]

48,772

0,19

38

(1R,6S,9R)-2,6,10,10-Tétraméthyl-11-oxatricyclo

[7.2.1.0%°] dodéc-2-éne
[a-Agarofuran]

49,492

0,95
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N° Composé 2 Structure trP (%)
chimique
(22)-3,7-Diméthyl-2,6- octadién-1-ol
39 [R-Nérol] 50,349 | 2,01
7-Isopropényl-1,4-diméthyl-1,2,3,3a,4,5,6,7-
40 | octahydroazuléne 50,846 | 0,28
[(+)-y-Gurjunéne]
1,2-Dihydro-4-(4-méthylphényl) naphthaléne 51,509 | 0,92
41
Acide but-2-énoique
42 52,195 | 1,81
(4R)-4-1sopropényl-1- méthylcyclohexéne
43 [R(+)-Limonéne] 52,652 (0,29
6,8,8-Triméthyl-2-méthylén-tricyclo  [5.2.2.0%9]
44 | undécane
[B-Néoclovene] 52,904 | 0,23
(1R,6S,75)-2,6,8,8-Tétraméthyltricyclo [5.2.2.019]
45 undéc-2-ene 53,275 | 0,38
[a-Néocloveéne]
46 (8aR)-6-Isopropyl-4,8a-diméthyl-1,2,3,7,8,8a-
hexahydronaphtaléne 54,138 | 12,32
[6-Sélinéne]
2-(6,10-Diméthylspiro [4.5] déc-6-én-2-yl) -2
47 propanol 54,801 | 0,81
[Agarospirol]
(1S,8aR)-1-Isopropyl-4,7-diméthyl-1,2,3,5,6,8a-
48 hexahydronaphtaléne 55,064 | 0,42
[6-Cadinéne]
2-[(2R,4aR,8aS)-4a-Méthyl-8-méthylen-
49 | décahydro-2-naphtalényl]-2-propanol 55,939 | 3,61

[R-Sélinénol]
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N° Composé 2 Structure trP (%)
chimique

Acétate de 3,7-diméthyl-6-octén-1-yle

50 [Acétate de citronellyle] 57,316 | 0,20
(2E)-2-Méthyl-2-buténoate de (2E)-3,7-diméthyl-

51 | 2,6-octadién-1-yle 58,334 | 2,57

[Tiglate de géranyle]

3,7,7-Triméthylbicyclo [4.1.0] hept-3-éne

52 59,111 | 0,47
[3-6-Caréne]
6,6-Diméthyl-2-méthylén-bicyclo [3.1.1] heptane.

53 [R-Pinéne] 61,008 | 0,20
cis-2,6-Diméthyl-2,6-octadiéne.

54 64,306 | 0,13
(1S,5R)-6,6-Diméthylbicyclo [3.1.1] heptan-2-one

55 [Nopinone] 66,027 | 0,25
(3E)-3,7-Diméthyl-1,3,6-octatriene

56 [trans-g-Ocimene] 70,845 10,19

Total 96,49
%

& Composes répertoriés par ordre d'élution a partir d'une colonne HP-5 MS.

btr, temps de rétention (en minutes).

Les résultats obtenus sont plus au moins en accord avec d’autres travaux portant sur les huiles

essentielles provenant de cette espece provenant de différentes régions. En effet, le citronellol

s’est avéré étre le constituant principal de I’huile essentielle de P. graveolens provenant de Sfax,

Beja et Chebba de Tunisie avec les proportions 21,93%, 25,64% et 27,53% respectivement
[1][2][3], alors qu’il est de I’ordre de 36,4% de I’huile provenant d’Isfahan en Iran [4]. En outre,

on note une variabilité importante de ce composé pour les huiles provenant de la région de Blida

en Algérie dans des périodes de récolte différentes, il a un pourcentage de 19,22% pour

I’échantillon récolté au mois de mai et 30,2% pour 1’échantillon récolté au mois de juin [5][6].

La comparaison de la composition de notre huile a celle de la méme espéce dans divers lieux

géographiques est rapportée dans le tableau I11-2.
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Tableau I11-2: La teneur des principaux constituants présents dans I'huile essentielle de P.graveolens

provenant de différentes régions.

Compose | Algérie | Algérie Egypte | Tunisie | Tunisie Tunisie Iran Région (Mila)
(Blida) (Blida) (Beni- | (Sfax) | (Beja) (Chebba) (Isfahan) Marechou
Chiffa Chiffa Suef) Mars Auvril Auvril Juin (%) Juin (%)
Mai Juin Mai (%) (%) (%) [4]
) [B] | 0)[6] | (W7 [1] [2] 3]
Citronellol 19,22 30,2 5,53 21,93 | 25,64 27,53 36,4 14,46
6-Sélinéne / / / / 0.21 8.15 / 12,32
Géraniol 14,03 7,6 6,16 11,07 | 21,23 25,85 10,7 11,73
Formiate de | 10,02 9,3 4,76 13,24 8,15 / 12,1 6,97
Citronellyle
Guai-6,9- 0,18 54 / / / / / /
diéne
Acétate de 0,3 0,4 0,27 / 0,13 / 0,6 0,2
Citronellyle

I11.1.2 La composition chimique de I'huile essentielle de Lavandula dentata

Les résultats d'analyse de I'HE de I’espéce L. dentata, obtenue par entrainement a la vapeur sont
présentés dans le tableau I11-3 et le chromatogramme dans la figure 111-2. Le rendement de
I'extraction de cette huile, de couleur jaunatre et une odeur aromatique agréable, a été estimé a
0,1543 %.

L’analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a permis
d’identifier cinquante-cing composants représentant 85,73 % de I'huile totale dont les principaux
composants sont le 1,8-cinéole (34,84%), le L-camphre (11,78%), le fenchone (5,44%), l'acétate
de L-bornyle (4,76%) et le a-gurjunéne (4,17%). Cette HE renferme quatre classes de
constituants chimiques dont les monoterpenes oxygénés sont les plus presents (56,39%) suivis
des hydrocarbures sesquiterpéniques (14,63%) et des hydrocarbures monoterpéniques (6,95%)

et en dernier les sesquiterpenes oxygéneés (2,15 %).
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Figure 111-2: Chromatogramme de 1’huile essentielle de L. dentata.

Tableau I11-3: Les temps de rétention et les pourcentages des composants chimiques présents dans
I'nuile essentielle de I'espece Lavandula dentata L.

N° Composé 2 Structure chimique | tr?® (%)
1 3,7,7-Triméthylbicyclo [4.1.0] hept-3-éne
[6-3-Caréne] 8,06 0,21
2 2,6,6-Triméthylbicyclo [3.1.1] hept-2-éne
[a-Pinéne] 8,65 1,32
3 2,2-Diméthyl-3-méthylén-bicyclo [2.2.1]
heptane 9,64 2,53
[Camphéne]
4 6,6-Diméthyl-4-méthylén-bicyclo [3.1.1]
hept-2-éne 9,87 0,29
[Verbenéne]
1-1sopropyl-4-méthylbenzene
5 [p-Cymene] 10,98 0,13
1-Isopropyl-3-méthylbenzéne
6 [m-Cymene] 14,20 0,19
1-1sopropyl-2-méthylbenzene
7 [0-Cymene] 26,52 0,10
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N° Composé 2 Structure chimique | tr?® (%)
(4S)-4-Isopropényl-1-méthylcyclohexéne
8 [L-Limonéne] 14,77 | 0,61
9 1,3,3-Triméthyl-2-oxabicyclo [2.2.2]
octane 15,12 | 34,84
[1,8-Cinéole]
10 | 1-lsopropyl-4-méthyl-1,3-cyclohexadiéne
[a-Terpinene] 16,82 | 0,17
11 1,3,3-Triméthylbicyclo [2.2.1] heptan-2-
one 19,91 544
[Fenchone]
12 | 1,3,3-Triméthylbicyclo [2.2.1] heptan-2-ol
[a-Fenchol] 21,73 0,99
13 (1S,4S)-1,7,7-Triméthylbicyclo [2.2.1]
heptan-2-one 23,84 | 11,78
[L-Camphre]
14 6,6-Diméthyl-2-méthylén-bicyclo [3.1.1]
heptan-3-one 24,66 0,14
[Pinocarvone]
15 | (1R,2S,4R)-1,7,7-Triméthylbicyclo [2.2.1]
heptan-2-ol 25,42 0,80
[Bornéol]
16 1-1sopropyl-4-méthyl-3-cyclohexen-1-ol
[Terpén-4-ol] 25,92 0,30
17 (4-1sopropylphényl) méthanol 26,37 0,42
[p-Cymen-7-ol]
18 1-1sopropényl-4-méthyl benzéne 26,84 0,5
[a-Dimethylstyrene]
19 6,6-Diméthylbicyclo [3.1.1] hept-2-en-2- 27,08 0,74

carbaldéhyde
[Myrténal]
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N° Composé 2 Structure chimique | tr?® (%)
20 | (1R,5R)-4,6,6-Triméthylbicyclo [3.1.1] hept-3-
én-2-one 28,08 0,32
[(L)-(+) -Verbénone]
21 | Acétate de 1,3,3-triméthylbicyclo [2.2.1] hept-
2-yle 28,30 0,75
[Acétate de fenchyle]
22 1-Isopropényl-4-méthyl-1,3-cyclohexadiéne
[1,3,8-p-Menthatriene] 28,99 0,29
23 | (5R)-5-Isopropényl-2-méthyl-2-cyclohexén-1-
one 30,65 0,33
[L-(-)-Carvone]
24 Acétate de (1S,2R,45)-1,7,7-triméthylbicyclo
[2.2.1] hept-2-yle 34,60 4,76
[Acétate de L-bornyle]
25 5-Isopropyl-2-méthylphénol
[Carvacrol] 34,60 0,29
26 Acétate de [(1R,5S)-6,6-diméthylbicyclo
[3.1.1] hept-2-en-2-yl]méthyle 35,76 4,08
[Acétate de (-)-myrtényle]
27 (3aS,3bR,4S,7R, 7aR)-4-Isopropyl-3,7-
diméthyl-3a,3b,4,5,6,7-hexahydro-1H- 36,79 0,18
cyclopenta[1,3] cyclopropa[1,2]benzéne
[ax-Cubebéne]
(1S,2S,3R,4S,6R,7R,8S)-8-1sopropyl-1,2-
28 diméthyltétracyclo [4.4.0.0%4.0%7] décane 38,11 0,67
[(+)-Cyclosativene]
(1E,6E,8S)-8-1sopropyl-1-méthyl-5-méthylén-
29 1,6-cyclodécadiene 39,49 0,07
[Germacréne D]
(1R,95)-4,11,11-Triméthyl-8-méthylen-bicyclo
30 [7.2.0] undéc-4-éne 41,43 0,17

[trans-Caryophylléne]
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N° Composé 2 Structure chimique | tr?® (%)
31 (1aR,4aR,7R,7aR,7bS)-1,1,7-Triméthyl-4-
méthylen-décahydro-1H-cyclopropa [e] 43,32 0,15
azulene
[Aromadendréne]
Aristol-9-éne
32 43,96 0,14
[Aristoléne]
1,1,4,7-Tétraméthyl-1a,2,3,4,5,6,7,7b-
33 octahydro-1H-cyclopropa[e]azuléne 44,78 0,18
[Isoledéne]
(4aR,7R,8aS)-7-Isopropényl-4a-méthyl-1-
34 méthylén-décahydronaphtaléne 45,86 0,64
[R-Sélinéne]
35 (3aS,3bR,4S,7R,7aR)-4-Isopropyl-7-méthyl-3-
méthylén-octahydro-1H-cyclopenta [1,3]
cyclopropa[1,2]benzéne 46,01 0,32
[R-Cubébene]
36 (2R,4aR,8aR)-2-Isopropényl-4a,8-diméthyl-
1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydronaphtaléne 46,26 0,40
[a-Sélinéne]
37 (1S,8aR)-1-Isopropyl-4,7-diméthyl-
1,2,3,5,6,8a-hexahydronaphtaléne
[6-Cadinéne] 47,70 168
38 (1S,4S)-4-Isopropyl-1,6-diméthyl-1,2,3,4-
tétrahydronaphtaléne 47,97 0,52
[1S,cis-Calamenéne]
(4aR,8aR)-2-1sopropylidéne-4a,8-diméthyl-
39 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydronaphtaléne 48,97 0,42
[Sélina-3,7(11)-diene]
1-1sopropyl-4,7-diméthyl-1,2-
40 dihydronaphtaléne 49,15 0,64
[a-Calacoréne]
41 Cédrane
49,63 0,38
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NO

Composé @

Structure chimique

tr P

(%)

42

3-Méthylene-4-(prop-1-en-2-yl) cyclohex-1-
éne
[1(7),5,8-0-Menthatriéne]

49,93

0,37

43

Pentaléne

50,59

0,31

44

(1aR,4aR,7R,7aR,7bS) -1,1,7-Triméthyl-4-
méthylén-décahydro-1H-cyclopropale]azuléne
[Aromadendréne]

52,02

0,52

45

(1aR,4R,4aR,7bS)-1,1,4,7-Tétraméthyl-
1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahydro-1H-
cyclopropale]azuléne

[a-Gurjunéne]

52,44

4,17

46

2-Méthoxy-3-méthyl-6-[(1E,3E)-3-méthyl-1,3-
pentadién-1-yl]-4H-pyran-4-one
[12-Norcyercéne B]

52,70

0,55

47

7-1sopropényl-1,4-diméthyl-1,2,3,3a,4,5,6,7-
octahydroazuléne
[y-Gurjunéne]

52,91

1,11

48

(1R,4S,4aR,8aS)-4-Isopropyl-1,6-diméthyl-
1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro-1-naphtalénol
[Torreyol]

53,32

2,15

49

(1S,4S,4aR)-4-1sopropyl-1,6-diméthyl-
1,2,3,4,4a,7-hexahydronaphtaléne

[Cadina-1,4-diéne]

54,23

0,63

50

(3R,4aS,5R)-3-Isopropényl-4a,5-diméthyl-
1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydronaphtaléne

[Valencéne]

54,68

0,26

51

(1R,4aS,8aR)-1-Isopropyl-4,7-diméthyl-
1,2,4a,5,6,8a-hexahydronaphtaléne

[a-Amorphene]

55,30

0,70
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N° Composé 2 Structure chimique | tr?® (%)
52 4-I1sopropyl-1,6-diméthylnaphtaléne
[Cadaléne] 56,86 | 0.45
53 (1R,89)-2,2,7,7-
Tétraméthyltricyclo[6.2.1.015]undéc-5-éne 59,63 0,23
[Isolongifoléne]
54 Thiocyanatoacétate de (1S,2S,45)-1,7,7-
triméthylbicyclo [2.2.1] hept-2-yle 69.72 0,18
[Thiocyanoacétate de isobornyle]
55 Dibenzo [b,d] thiophene-2-ol
98,29 0,95
[2-Hydroxydibenzothiophéne]
Total 85,73
%

& Composes répertoriés par ordre d'élution a partir d'une colonne HP-5 MS.

btr, temps de rétention (en minutes).

De méme que précedemment, il convient de noter que les composants de I'huile essentielle de

Lavandula dentata pourraient étre comparés avec ceux de la méme espéce provenant de

différentes régions géographiques.

A titre d'exemple, le 1,8-cinéole est présent dans notre échantillon avec une proportion de

34,84%, valeur comparable a celles trouvées dans les échantillons algériens (38,4% pour I'huile

de Cherchel [8] et 36,3 % pour I’huile provenant de Tlemcen [9]), alors qu'elle s'avere faible par

rapport aux valeurs trouvées pour la méme huile provenant du Maroc 49,82 % [10] et de la

Tunisie 53,39 % [11], respectivement. En outre, il est important de noter 1’absence totale de

I’acétate de L-bornyle et le a-gurjunéne dans les échantillons algériens [8][9][12], tunisiens [11]

et marocains [10][13], alors qu’ils sont présents dans notre huile avec les proportions de 4,76 %

et 4,17 % respectivement. Le tableau 11-4 récapitule ces différences.
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Tableau I11-4: Les teneurs des principaux constituants présents dans I'huile essentielle de Lavandula
dentata L. de différentes régions.

Composé Algérie Algérie - Algérie Algérie Tunisie Maroc Maroc Mila -
-Cherchel | Tlemcen -Tlemcen | -Tebessa | Mars (%) | - -Taforalt | Marechou
Mai (%) Benisaf Honaine Auvril [11] Taouna Juin Juin (%)
[8] Juin (%) Mai (%) (%)[12] te (%) [13] | Notre HE
[9] [9] Auvril
(%)
[10]
1,8-cinéole 38,4 15 36,3 3,62 53,39 49,82 11 34,84
L-Camphor 1,6 0,9 0,2 13,43 42,22 4,21 2,32 11,78
Fenchone 2,3 0,5 0,3 / 15,487 0,21 / 5,44
Acétate de / / / / / / / 4,76
L-bornyle
a-Gurjunéne / / / / / / / 4,17

111.1.3 L’espéce Arbutus unedo

111.1.3.1 La composition chimique de I’huile essentielle

Le rendement d'extraction a été estimé a 0,012 % de la mati¢re brute. L’analyse CG-MS de

I’huile essentielle de 1’espéce A.unedo, obtenue par hydrodistillation, a permis d’identifier 38

composés. Ce nombre représente 98,69% de la composition chimique de I'huile totale. Sur les

98,69% de composés identifiés, 89,01% sont des monoterpénoides, suivis de 6,57% qui sont des

monoterpenes, tandis que les sesquiterpénes ne sont présents qu'a avec 1,71% et les

sesquiterpénoides avec la proportion 0,06% seulement.

Les composés majoritaires sont : le (2S, trans) -5-méthyl-2-(1-méthyléthyl) - cyclohexanone ou

(2S, trans) menthone (67,13 %); le 5-méthyl-2-(1-méthyléthylidéne) cyclohexanone ou
pulégone (15,38 %) et le D-limonene (2,84 %) (Tableau 111-5).

Tableau I11-5: Les temps de rétention et les pourcentages des composants chimiques présents dans
I'huile essentielle de I'espéce Arbutus unedo.

N° Nom de composé tr Structure m/z (%)
(mn)
1 5-1sopropyl-2-méthylbicyclo [3.1.0] hex-2- 3,375
ene. 93,00 | 0,04

—<
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N° Nom de composé tr Structure m/z (%)
(mn)
2 2,6,6-triméthylbicyclo [3.1.1] hept-2-éne 3,479
[a-Pinéne] 93,00 | 0,55
3 1-Hex-2-énal 3,754 \/\/\/ﬂ 41,00 0,02
4 6,6-Diméthyl-2 méthylén-bicyclo [3.1.1] 4,539
heptane 93,00 | 1,21
[p-Pinene]
5 7-Méthyl-3-méthylén-1,6-octadiéne 4,987 /L/\/\k/ 41,00 | 0,47
[B-Myrcéne] x 7
6 (1S,4R,6R)-4,7,7-Triméthylbicyclo [4.1.0] 5,666
hept-2-ene 121,05 | 0,13
[(+)-4-Caréne]
7 (4R)-4-1sopropényl-1-méthylcyclohexéne 5,921
[(+)-(R)-Limoneéne] 68,00 | 2,84
8 (1R,4S,5R)-1-1sopropyl-4- 6,155
méthylbicyclo[3.1.0]hex-2-éne 93,00 | o3
[#-Thujéne]
9 (E)-3,7-diméthyl-1,3,6-octatriene 6,368 \_<—/_< 93,05 | 0,95
[(E) -B-Ociméne] \ /T
10 | Oct-1-én-3-ol 6,788 /\/\/L/ 56,95 | 0,13
/
11 | 1-Isopropyl-4-méthyl-1,4-cyclohexadiéne 6,912 93,00 | 0,23
[y-Terpinéne]
12 | 3-Octanol 7,038 o
59,00 | 0,14
13 | 3-Méthyl-6-(1-méthyléthylidéen) -cyclohexéne | 7,840
[cis-p-Mentha-2,4(8)-diéne] N 121,05 | 0,07
14 | (1a, 28, 5a) -Bicyclo [3.1.0] hexan-2-ol, 2- 9,597
méthyl-5-(1-méthyléthyle) 43,00 | 0,89
[cis-4-Thujanol]
15 | 3,7-Diméthyl-1,6-octadien-3-ol 10,933 *
R A
71,00 | 0,07
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N° Nom de composé tr Structure m/z (%)
(mn) |
16 | (1S,4R)-4-1sopropyl-1-méthyl-2-cyclohexén-1- | 11,695 HO_@
ol 43,00 | 0,03
17 (2S, trans)-5-Méthyl-2-(1-méthyléthyl)-
cyclohexanone 13,89 AQ\ 112,05 | 67,13
[(2S, trans) Menthone] o
18 | 1-(2-Furanyl) éthanone 14,39 i 95,00 | 0,03
[2-Acétylfurane] =
\__4
19 | (2S,5R)-2-Isopropényl-5-méthylcyclo- )L
hexanone 14,596 109,00 | 0,94
[trans-1sopulégone] O/O\
20 | 2-(4-Méthyl-3-cyclohexén-1-yl) -2-propanol 15,01 oH
[a-Terpinéol] /Q/k 93,00 | 045
21 | 2-Isopropylidén-5-méthylcyclohexanone 17,06
[Pulégone] /EO\ 81,00 | 15,38
22 | (159)-4,6,6-Triméthylbicyclo [3.1.1] hept-3-én- | 17,53
2-one 107,05 | 0,05
[S-Verbénone] ©
23 | 3-Isopropyl-6-méthyl-7-oxabicyclo [4.1.0] 18,48 i
heptan-2-one )\(EE 69,00 | 2,83
[Pipéritoneépoxyde]
24 | 6-Isopropyl-3-méthyl-2-cyclohexén-1-one 18,68 :
[Pipéritone] \Ciﬁ 82,00 | 1,22
25 | (1R,95)-4,11,11-Triméthyl-8-méthylén-bicyclo | 21,27
[7.2.0] undéc-4-éne 41,00 | 0,60
[B-Caryophylléne]
26 | (1E,4E,8E)-2,6,6,9-Tétraméthyl-1,4,8- 22,82
cycloundécatriéne \ 93,00 | 0,19
[a-Caryophyllene/a-humuléne] /
X
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N° Nom de composé tr Structure m/z (%)
(mn)
27 | 2-Méthoxy-4-[(1Z)-1-propén-1-yl ] phénol 23,33 Ho
[cis-1soeugénol] m 164,05 | 0,02
~o Z
28 | (3E)-3-Ethyl-2,5-diméthyl-1,3-hexadiéne 23,77
~ 138,05 | 0,05
29 | [S-(E,E)]-8-1sopropyl-1-méthyl-5-méthylén- 24,13 -
1,6-cyclodécadiéne 161,10 | 0,38
[D-Germacrene ] ]
N
30 | 1-Méthyl-4-(1-méthyléthylidén) -2-(1- 24,84 \
méthylvinyl) -1-vinylcyclohexane S 121,05 | 0,54
[y-Eleméne]
31 | 6-Méthylspiro [4.5] décan-6-ol 27,01 ™
C% 135,05 | 0,07
32 | 3,7,11-Triméthyl-1-dodécanol 34,08
[Hexahydrofarnésol] 70,05 | 0,06
0
33 | Phénylacétate de (32)-3-hexén-1-yle 34,73 N
‘ 82,05 | 0,02
AVAYAVAYAN
34 | 6,10,14-Triméthyl-2-pentadécanone 39,65 "
vax 00 |00
35 | 3-Phényl-2-(2’-pyridyl) -1H-indole 40,38 - —
268,90 | 0,32
36 41,89
Phtalate de diisobutyle 14900 | 0.07
37 | 3-(5-Méthoxy-2,2,8,8-tétraméthyl-2H,8H- 42,61
pyrano[3,2-g] chromén-10-yl) propionate de 34295 | 010
méthyle
38 | n-Nonacosane 52,00
57,00 | 0,40
Total 98,69 %
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L’huile essentielle des parties aériennes de I’arbousier contient donc une fraction importante de
(2S, trans) menthone et de pulégone, ce qui lui confere des propriétés anti-infectieuses. Par
ailleurs, Morgado et al. (2018)[14] constatent que la composition de I'huile essentielle et les
proportions de chaque composant varient en fonction de la saison et de la localisation
géographique [14]. Selon les études antérieures réalisées sur 1’huile essentielle issue d’A. unedo
provenant de 1’Algérie, la teneur principale montre une forte proportion des deux acides,
palmitique et linoléique, mais peu de (E)-2-décénal (0,6%) et de a-terpinéol (0,3%) [15]. Le
tableau 111-6 résume les résultats de comparaison de la composition de cette huile avec celle de

la méme espece provenant de différentes régions.

Tableau 111-6: Etude comparative entre les huiles essentielles de 1’espéce A. unedo de différentes

régions.
Composé Alger (Bainem) (Tlemcen) (%) | Anatolia (%) (Jijel) EI Milia

(%) [16] [17] (%)

[15] notre étude
Pinéne / 2,6 / 1,21
D-Limonéne / 3,2 / 2,84
(E) --Ocimene / 22,4 / 0,95
a -Terpinéol 0,3 / 8,8 0,45
S-Caryophyllene 0,1 / 0,7 0,6
Nonacosane 4,0 / / 0,4
Octanol / / 19 0,19

111.1.3.1.1 Conclusion

La différence de composition chimique qualitative et quantitative des trois huiles essentielles
est due, d'une part, a la différence de leur origine botanique (phénotype) et, d'autre part, a
I'influence de certains paramétres tels que les conditions climatiques et les zones géographiques
dans lesquelles pousse chaque espéce, la période de récolte, la durée de stockage de la plante et
les conditions de séchage. Ces parametres dépendent eux-mémes des méthodes utilisées et du

temps d'extraction.
111.1.4 Les rendements d’extraction

Aprés concentration et séchage, les différentes phases obtenues a partir de I'extrait MeOH ont

été pesées et le tableau I111-7 ci-dessous résume les rendements obtenus.

Tableau I11-7;: Résultat des rendements de I’extraction.

Extraits | MeOH Ether de pétrole | CHCIs AcOEt | n-BuOH
Rd % 26,89 1,74 1,85 2,23 2,29
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Le rendement total de I'extrait MeOH s'est avéré étre de 26,89%, les rendements les plus élevés
étant observés avec les phases n-BuOH et AcOEt (2,29% et 2,23% respectivement), tandis que
les rendements les plus faibles ont été enregistrés avec les phases CHCIz (1,85%) et éther de
pétrole (1,74%).

I11.1.5 Le criblage phytochimique

Les résultats du criblage de I'extrait MeOH ont conduit a l'identification d'un certain nombre de

métabolites secondaires, rassemblés dans le tableau 111-8 ci-dessous.

Tableau I11-8 : Les différents métabolites présents dans 1’extrait MeOH de I’espece A. unedo.

Meétabolites Observation Résultat

secondaires
Flavonoides +
Stérols +
Triterpénes +
Saponines
Alcaloides ¥
Tanins catéchiques +
Tanins galliques +
Coumarines

+

+ Présent - absent.
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Les donnees préliminaires ont révélé la preésence de la plupart des familles chimiques dans
I'extrait brut, indiquant la richesse de I'espéce A. unedo en métabolites secondaires, notamment

en flavonoides, tanins et terpenes.

111.1.6 Identification des produits isolés de I’extrait AcOEt

Comme indiqué précédemment, nous présentons ci-apres I'élucidation de la structure des deux
composés N4 et N5 sur la base de données spectroscopiques RMN unidimensionnelle et

bidimensionnelle, ainsi que de la spectrophotométrie UV pour le produit N5.

111.1.6.1.1 Identification du composé N4 (515-523)

Le composé N4 a été séparé sous forme d’une poudre jaune montrant une fluorescence noire
sous la lampe UV (254 nm), violette sous la lumiére de Wood et rouge apres révélation a

I’anisaldéhyde.

L’analyse simultanée des spectres RMN-'H (Figure 111-3 et Figure 111-4), RMN-13C (Figure
111-5) et HSQC (Figure 111-6) permet de relever les informations suivantes :
» Un doublet (J= 8,7 Hz) d’intégration 2H a o1 7,83 ppm montre une tache de corrélation
sur le spectre HSQC avec le signal a 6c 131,9 ppm.
» Un doublet (J= 8,7 Hz) d’intégration 2H a o1 6,89 ppm montre une tache de corrélation
sur le spectre HSQC avec le signal a 6c 115,9 ppm.
> Un doublet (J= 8,9 Hz) d’intégration 2H a 61 6,86 ppm correle sur le spectre HSQC
avec le signal a d¢ 117,9 ppm.
> Un doublet (J= 8,9 Hz) d’intégration 2H a 61 6,59 ppm correle sur le spectre HSQC

avec le signal a dc 115,8 ppm.

Les valeurs des deplacements chimiques de ces protons et carbones ainsi que celles des
constantes de couplages indiquent clairement la présence de deux cycles aromatiques

disubstitués dans les positions 1 et 4.
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Figure 111-3 : Spectre de RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) du composé N4 .

Figure I11-4: Spectre de RMN-!H (400 MHz, DMSO-d¢) étalé (6,5 a 8 ppm) du composé N4.
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Figure 111-5: Spectre de RMN-3C (100 MHz, DMSO-ds) du composé N4.

Figure 111-6 : Spectre HSQC du composé N4 (zone aromatique).
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L’analyse du spectre COSY (Figure 111-7) permet de lier les signaux des deux cycles
aromatiques comme suit :
> Le signal a on 7,83 ppm (2H, d ; J= 8,7 Hz); oc (131,9 ppm) corréle avec le signal a on
6,89 ppm (2H, d ; J= 8,7 Hz); oc (115,9 ppm).
> Le signal a 61 6,86 ppm (2H, d ; J= 8,9 Hz); 6¢ (117,9 ppm) corréle avec le signal on
6,59 ppm (2H, d ; J= 8,9 Hz); éc (115,8 ppm).

Ces informations permettent d’écrire les deux portions de structures présentées dans la figure

111-8 ci-dessous.

Figure 111-7: Spectre COSY du composé N4 (zone aromatique).

Figure 111-8: Portions de structures proposées du composé N4
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Un retour aux spectres RMN-H (Figure 111-9), RMN-13C (Figure 111-5) et HSQC (Figure I11-
10) permet de relever également les signaux caractéristiques d’une entité glycosylée

reconnaissable par :

> Undoublet (J=7,6 Hz) d’intégration 1H résonant a on 4,72 ppm corréle sur le spectre
HSQC avec le signal a ¢ 101,8 ppm. Ce signal est typique du proton anomérique
d’une entité sucre et la valeur de la constante de couplage (J = 7,6 Hz), indique que
cette entité peut étre un groupement glucosyle ou galactosyle avec une configuration

p entre le sucre et 1’aglycone.

» Un premier signal sous forme d’un doublet de doublet (J= 11,6 Hz; 1,42 Hz)
d’intégration 1H résonant a dn 4,56 ppm et un second sous forme également d’un
doublet de doublet (J= 11,6 Hz ; 7,6 Hz) d’intégration 1H résonant a 61 4,18 ppm, ces
sighaux correlent tous les deux avec le signal du carbone se trouvant a é¢c 64,3 ppm
sur le spectre HSQC et sont attribuables par conséquent aux protons H-6’a et H-6’b

de la position-6 du sucre respectivement.

Figure 111-9: Spectre RMN-'H étalé (4 a 5 ppm) (400 MHz, DMSO-ds) du composé N4 .
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Figure 111-10: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-ds) du composé N4 .

Ces signaux indiquent clairement la présence d’une entité glycosylée dans la molécule.
L’analyse simultanée des spectres COSY (Figure 111-11) et HSQC (Figure 111-12) permet de

tirer les informations suivantes :

> Le proton anomérique a ox 4,72 ppm (1H, d ; J= 7,6 Hz); d¢ (101,8 ppm) corréle sur
le spectre COSY avec le proton a 6n 3,22 ppm résonant sous forme d’un multiplet que
’on peut attribuer a H-2’. Ce signal correle sur le spectre HSQC avec son carbone a

dc 70,7 ppm (C-27).

> Le H-2° (8n 3,22 ppm) corréle sur le spectre COSY avec le signal sous forme de
multiplet a 61 3,25 ppm attribuable & H-3’, celui-ci correle sur le spectre HSQC avec
le signal 73,7 ppm (C-3°).

> Le H-3" (&n 3,25 ppm) corréle sur le spectre COSY avec le signal a o4 3,65 ppm
attribuable a H-4’, celui-ci corréle sur le spectre HSQC avec le signal 74,7 ppm.

> Le spectre COSY montre également une tache de corrélation entre le proton H-4’ et
le proton a o1 3,29 ppm (couvert par le signal du solvant) qui ne peut étre attribué

qu’au proton H-5’. Ce dernier correle sur le spectre HSQC avec le signal a 6c 76,3

ppm.
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> Le proton H-5" méne a I’attribution du H-6’b a 6+ 4,18 ppm résonant sous forme de
doublet de doublet (J=11,6Hz ; 7,6 Hz) et H-6’a a 6n 4, 56 ppm résonant également
sous forme de doublet de doublet (J=11,6 Hz ; 1,42 Hz), tous deux corrélant avec le

signal résonant a d¢c 64,3 ppm.

Les valeurs des déplacements chimiques observées pour les carbones du sucre, et par
comparaison avec la littérature, permettent de confirmer que 1’entité glycosylée n’est autre que

le glucose [18].

Figure 111-11: Spectre COSY du composé N4 (zone correspondant aux protons du sucre).
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Figure 111-12: Spectre HSQC du composé N4 (zone correspondant aux protons du sucre).

L’analyse du spectre HMBC (Figure 111-13) permet de relier facilement les entités structurales
mentionnées précédemment, a savoir deux cycles aromatiques para-substitués et un glucose, et
de déduire facilement toutes les valeurs des déplacements chimiques de tous les carbones

quaternaires grace aux corrélations a longue distance.

En effet, ce spectre montre une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1" (61 4,72
ppm) et le signal a ¢ 150,7 ppm qui ne peut étre que le carbone aromatique porteur de 1’entité
sucre et par conséquent le carbone se trouvant en position para par rapport a celui-ci est porteur

d’un groupement hydroxyle.
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3,22/70,7

Figure 111-13: Spectre HMBC du composé N4 étalé (3 a5 ppm).

Ces observations permettent de déduire la portion suivante de la structure chimique (Figure 111-
14).

Figure 111-14: Structure partielle du composé N4.

Cette structure est en faveur de la molécule 4-hydroxyphényl- g-D-glucopyranoside connue

sous le nom de I’arbutine, une molécule isolée précédemment de 1’espece Arbutus unedo [19].
I1 est important de signaler que cette molécule a été également isolée d’autres especes [20][21].

Le méme spectre HMBC (Figure 111-15) montre également une autre tache de corrélation entre
les deux protons H-6"a et H-6’b du glucose et le carbone quaternaire a ¢ 165,9 ppm, ce qui

permet de relier le deuxieme cycle aromatique au glucose a travers une fonction ester.

L’ensemble de ces données mene a trancher la structure finale rapportée dans la figure 111-16,

connue sous le nom de p-hydroxybenzoylarbutine.
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Figure 111-15: Structure finale du composé N4.

Toutes ces données comparées avec celles de la littérature indiquent que ce produit dont le nom
est p-hydroxybenzoylarbutine a été déja isolé de 1’espece Arbutus unedo [19] . Les données

spectrales de ce produit sont rassemblées dans le tableau 111-12.

Tableau I111-9: Tableau des données spectrales du composé N4.

N° de la chaine Intégration Multiplicité, J (Hz) oH (ppm) dc (ppm)

Entité arbutine

1 / / / 150,7

H-2 ; H-6 2H d (8,9 Hz) 6,59 1159

H-3; H-5 2H d (8,9 Hz) 6,86 1179

4 / / / 152,6

H-1' 1H d (7,65 Hz) 4,72 101,8

H-2' 1H m 3,23 70,7

H-3' 1H m 3,25 73,7

H-4' 1H m 3,65 74,7

H-5' 1H dd (1,42 Hz; 7,6 Hz) 3,29 76,3

H-64 1H dd (11,6 Hz; 1,42 Hz) 4,56 64,3

H-6, 1H dd (11,6 Hz; 7,6 Hz) 4,18 64,3
Entité benzoyle

1" / / / 1459

H-2"; H-6" 2H d (8,7 Hz) 7,83 1319

H-3"; H-5" 2H d (8,7 Hz) 6,89 115,8

4" / / / 162,5

Benzoyle (C=0) / / / 167,5
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111.1.6.1.2 Identification du composé N5 (524-525)

Le composé N5 se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le MeOH. Ce composé
émet une fluorescence noir-violet sous lampe UV a 365 nm laissant envisager une structure de

type flavone ou flavonol substitué en 3 (3-OR).

L’analyse des données de la série spectrale UV (Tableau I11-10 et Figure 111-16) permet de

tirer les indications suivantes :

> Le spectre enregistré dans le méthanol présente deux bandes d’absorption, une a Amax =
265 nm (bande II) et I’autre a Amax = 352 nm (bande I) orientant vers une structure
flavonique de type flavonol substitué en position C-3.

> Le déplacement bathochrome de la bande I (AL = +43 nm) provoqué par 1’addition de la
base forte NaOH par rapport a celui enregistré dans le MeOH laisse supposer la présence
d’un OH libre en position 4’ (4’-OH). Ce méme spectre montre 1’apparition d’une

nouvelle bande a A= 327 nm, laissant supposer la présence d’un OH libre en position C-7.

> Cette hypothése (7-OH) est confirmée par le déplacement bathochrome de la bande II (AL
=+ 5nm) observé sur le spectre enregistré en présence de la base faible NaOAc par rapport

a celui enregistré dans le MeOH.

> L’addition de I’acide borique H3BO3 sur la solution précédente (produit N5 dans le MeOH
plus la base faible NaOAc) induit un déplacement bathochrome de la bande I (AA= +15
nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, indiquant ainsi la présence d’un
systéme ortho-dihydroxylé sur le cycle B (3°,4” di-OH), cette information est confirmée
par I’apparition d’un effet hypsochrome enregistrée sur la bande I (AA=-33 nm) dans le
spectre enregistré en présence de AlCIs+HCI comparativement au spectre enregistré dans
le AICI3 confirmant ainsi la présence du systeme ortho-di-OH sur le cycle B (3°,4° di-OH).

> L’effet bathochrome de la bande I (AA= +39 nm) observé dans le spectre UV enregistré
dans la solution (AICIs+HCI) comparativement a celui enregistré dans le MeOH, indique

la présence d’un OH libre en position C-5 (5-OH).
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Tableau I11-10: Données spectrales des résultats de la série spectrale UV du composé N5

. BANDE AUTRES
REACTIFS | BANDES BANDE Il COMMENTAIRES
MeOH 352 / 265 Flavonol 3-OR
+ NaOH 395 327 270 OH libreen 4’et 7
+AICs 424 / 270 OH libre en 5
ortho di-OH sur le
+AICI3+HCI 391 351 268 cycle B
+NaOAc 369 / 270 ORen7
+NaOAc+H:BOs | 367 / 262 ortho di-OH sur le
cycle B

Spectre stable avec NaOH apres 5 mn
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Figure 111-16: Série spectrale UV avec différents réactifs du composé N5.

L’ensemble de ces données, rassemblées dans le tableau I11-11, nous méne a proposer la

structure partielle suivante pour le composé N5 (Figure 111-17).

Figure 111-17: Structure partielle du composé N5.

L’examen du spectre RMN-'H (Figure 111-18) et le spectre étalé (Figure 111-19) montre que
son allure confirme bien qu’il s’agit d’un squelette de type flavonol substitué en position 3. En

effet, un examen attentif a ce spectre permet de tirer les informations suivantes :

% Un singulet large d’intégration 1H résonant a 61 7,28 ppm attribuable au proton H-2’ du
cycle B.
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< Un doublet de doublet (J=8,4 ; 2,0 Hz) d’intégration 1H résonant a on 7,23 ppm
attribuable au proton H-6" du cycle B.

< Un doublet (J=8,4 Hz) d’intégration 1H résonant a én 6,48 ppm attribuable au proton H-

5’ du cycle B.

Ces trois signaux confirment la di-substitution du cycle B dans les positions 3’ et 4°.

< Un doublet (J=1,84 Hz) d’intégration 1H résonant a 1 6,36 ppm attribuable au proton

H-8 du cycle A.

< Un doublet (J=1,84 Hz) d’intégration 1H résonant a én 6,19 ppm attribuable au proton

H-6 du cycle A.

Ces deux signaux confirment également la substitution du cycle A en positions 5 et 7.

% Un autre doublet (J=1,22 Hz) d’intégration 1H résonant a 61 5,36 ppm caractéristique
d’un proton anomérique d’une entité sucre. La petite valeur de la constante de couplage
(J=1,22 Hz) est en faveur d’un groupement glycosylé de type a-rhamnose. Cette
supposition est appuyée par la présence d’un signal sous forme d’un doublet (J=5,87 Hz)

d’intégration 3H résonant a o4 0,95 ppm.

Un ensemble de multiplets dans l'intervalle 3,2- 3,7 ppm attribuable par conséquent aux autres

protons du sucre.

L’ensemble des données relatives a la RMN-H de ce composé est indiqué dans le tableau 111

-11.

Tableau 111-11: Données de la spectrométrie RMN-H (250 MHz) du composé N5

Déplacement . . e .
chimique (3ppm) Intégration Multiplicité (J Hz) Attribution
7,48 1H S (large) H-2’
7,44 1H dd (8,3-2,1) H-6’
6,91 1H d (8,3) H-5’
6,36 1H d (1,84) H-8
6,19 1H d (1,84) H-6
5,36 1H d (1,22) H-1”
0,95 3H d (5,87) CHz du
3,2-3,7 - m rhamnose
Protons du sucre
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Figure 111-18: Spectre de RMN-!H (250 MHz, CDs0D) du composé N5.

Figure 111-19: Spectre de RMN-H (250 MHz, CDs0OD) étalé (4,25 a 8 ppm) du composé N5.
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L’ensemble de ces données montre que la structure du composé N5 est de type quercétine

substitué en trois par le rhamnose (Figure 111-20).

Figure 111-20: Structure du composé N5

Pour confirmer la nature et la position du sucre de ce composé, on a eu recours a I’hydrolyse
acide. Aprés concentration des phases organiques et aqueuses, nous avons procédé, d’une part,
a une co-chromatographie sur plaque analytique recouverte de terre siliceuse F254 et éluée par
le systéeme (acétone-eau) (9:1) de la phase aqueuse en présence d’échantillons authentiques des
sucres, il est apparu que le sucre en question est bien le rhamnose et d’autre part, nous avons
visualisé la phase organique sous lumiére de Wood qui a donné une fluorescence jaune

confirmant ainsi la position du sucre sur le C-3.

Toutes ces données permettent de confirmer la structure du composé N5 qui n’est autre que la
quercétine-3-O-a-L-ramnopyranoside connue sous le nom de quercitrine. Cette molécule a été

déja isolée de I’espece A. unedo [19].

v L’hydrolyse acide du composé N5 et la co-chromatographie en présence de témoins ont
confirmé la structure du sucre rhamnose, alors que la fluorescence jaune de la partie
aglycone obtenue sous la lampe 365 nm (la lumiere de Wood) indique que la position
occupée par ce sucre est le C-3.

I11.2 Résultats et discussion de la partie biologique

I11.2.1 Activité antibactérienne de deux huiles de P. graveolens et L. dentata

Les extraits de plantes sont largement réputes pour leur activité antibactérienne a large spectre

et sont considérés comme une source principale de composés actifs.

Cette étude a été réalisée pour évaluer I'effet des huiles essentielles extraites de Pelargonium
graveolens et de Lavandula dentata vis-a-vis des bactéries de référence. Dans notre travail,

I'activité antibactérienne de I'huile essentielle a été évaluée par les méthodes de diffusion sur
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gélose et de microdilution, et les résultats sont présentés dans le tableau 111-12. Les valeurs de
la concentration minimale inhibitrice (CMI) sont comprises entre 3,12 et 12,5 mg/mL.

Tableau I11-12: L’activité antibactérienne in vitro des huiles essentielles des especes Pelargonium
graveolens et Lavandula dentata

Souches Halo d'inhibition (mm) Conc. minimales (mg/mL)
bactériennes
références HE diluée | HE brute | Contréle | Contrdle CMI CMB
(ATCC) 1 négatif positif
mg/mL) (DMSO)
PG| LD |PG|LD GEN | AMP [ P.G LD | PG | LD
K. pneumoniae - - 110 - - 11 - 3,12 - 6,25 -
700603
E. coli 25922 - - 10 | 11 - 20 - 3,12 | 3,12 | 3,12 | 3,12
S. aureus 25923 | - 10 | 17 | 18 - 23 - 6,25 | 3,12 | 12,5 [ 12,5
P. aeruginosa - - - - - 15 - - - - -
25953
E. faecalis 10 | 10 | 32 | 26 - 20 - 3,12 | 6,25 | 6,25 | 6,25
29212

ATCC: American Type Culture collection, HE: Huile essentielle, P.G : Pelargonium
graveolens, L.D : Lavandula dentata, Contrdle positif (Antibiotiques: Gentamicine et
ampicilline), Controle négatif (DMSO: Dimethylsulfoxide), (-): Pas d’effet. CMI

Concentration minimale inhibitrice, CMB : Concentration minimale bactéricide.

Généralement, si on compare l'activité antibactérienne de deux huiles essentielles brutes a celles
des huiles essentielles diluées, on constate que ces dernieres sont inactives a la concentration
utilisée (1 mg/mL) car elles n’ont présenté aucun effet inhibiteur contre les bactéries testées, a
I'exception de la souche E. faecalis dans le cas de P. graveolens ; tandis que 1’huile diluée de L.

dentata a présenté une activité modérée contre S. aureus et E. faecalis.

Nos résultats indiquent que I’huile essentielle de L. dentata est dotée d’une activité

antibactérienne avec l'ordre de résistance suivant : E. coli > S. aureus > E. faecalis.

L'huile essentielle de cette plante a montré une activité antibactérienne plus élevée contre E.
faecalis (26 mm) en exécrant un effet plus performant que celui de l'antibiotique testé, la

gentamicine (20 mm). De plus, I’huile essentielle de L. dentata a induit de bonnes zones
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d'inhibition contre S. aureus et E. coli avec les valeurs 18 mm et 11 mm, respectivement. En
revanche, les souches testées restantes : K. pneumoniae et P. aeruginosa se sont avérées
résistantes a cette huile essentielle. Le tableau 111-13 récapitule les pouvoirs antibactériens de

I’espéce Lavandula dentata, récoltée dans différentes régions :

Tableau I11-13: Comparaison de l'activité antibactérienne de notre huile essentielle de L.dentata avec

celles de diverses régions.

Souche Référence Halo d’inhibition | Région de récolte Référence
(ATCC) (mm) de L. dentata

K. pneumoniae 700603 - Algérie (Mila) | Cette étude

E.coli 25922 11

S. aureus 25923 18

P. aeruginosa 25953 -

E. faecalis 29212 26

K. pneumoniae ESBL 9,3 Algérie (Oran) [22]

S. aureus NCTC 6571 23,66 Tunisie [23]

E. faecalis 29212 22,16

E.coli JW 1772 21,33

P. aeruginosa SH 38 20,83

S. aureus 25923 25,25 Maroc [24]

P. aeruginosa 27853 13,5

E. coli 8739 8,8 Brésil [25]

S. aureus 6538 11,2

S. aureus 25923 14,4

S. aureus * 6,7 Arabie Saoudite [26]

K. pneumoniae * 10

P. aeruginosa * 21

E.coli * -

K. pneumoniae * 8,3 Maroc [27]
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Souche Référence Halo d’inhibition | Région de récolte Référence
(ATCC) (mm) de L. dentata

E.coli * 12

P. aeruginosa * -

E. coli * 12 Maroc [28]

S. aureus * 30

K. pneumoniae * 12

ESBL.: Extended-spectrum beta-lactamase; NCTC: National Collection of Type Cultures;
(*): Souche clinique; (-): Pas d’effet; les données sont exprimées en (mm).

Conformément a nos résultats, I'huile essentielle de L. dentata du Maroc a montré une activité
antimicrobienne contre 22 souches bactériennes testées, a I'exception de Pseudomonas
aeruginosa [13]. De méme, I'huile isolée d'une autre variété marocaine de L. dentata s’est avérée

inactive contre Pseudomonas aeruginosa [27].

D'autre part, E. coli semble étre résistante a I'HE provenant de L. dentata poussant en Arabie
Saoudite, par rapport aux autres souches testées [26], tandis qu'une autre étude algérienne a
rapporté que I'HE de L. dentata est active contre K. pneumoniae BLSE (béta-lactamase a spectre
étendu), une bactérie tres résistante aux antibiotiques en raison de la présence de cette enzyme
(BLSE) [29]. En outre, la meilleure activité de I'HE de la lavande tunisienne a été observée
contre S. aureus et E. faecalis [23]. De nombreuses autres études ont montré également que la
composition chimique des huiles essentielles affecte leur action antibactérienne, en particulier
des principaux composeés tels que le 1,8-cinéole peuvent étre des agents inhibiteurs efficaces
pour cette huile essentielle [30]. Selon des études antérieures, I'huile essentielle dans son
ensemble a un impact antibactérien plus fort que lorsque ses principaux constituants individuels
sont combines [31]. Cependant, I'application de ce type de produits naturels est suggestive pour

le développement de nouveaux antibiotiques.
111.2.1.1 Conclusion

Cette étude chimique et I'évaluation de l'activité antibactérienne des huiles de deux especes
Pelargonium graveolens et Lavandula dentata suggerent la possibilité de leur utilisation
thérapeutique contre les troubles infectieux. En outre, d'autres recherches sont nécessaires pour
identifier les composés actifs dans les autres extraits. Les résultats obtenus contribuent a

améliorer la valorisation du Pelargonium graveolens et de Lavandula dentata. A la lumiere de
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cette étude, il est possible d'utiliser ces plantes comme agents antibactériens naturels pour traiter
un certain nombre de maladies infectieuses. D'autres essais biologiques seront utiles pour
explorer d'autres utilisations potentielles de ces plantes, cribler leurs principes actifs et

déterminer leur toxicité.
111.2.2 Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits de I’espéce A. unedo

Les phases n-BuOH, AcOEt et CHCIs obtenues de ’espéce Arbutus unedo ont été également
testées pour leurs activités antibactériennes et sont considérées comme une source principale de
composés actifs. Cette étude a été réalisée pour évaluer I’effet de chaque phase contre les
bactéries de référence : S. aureus ATCC 29213 ; E. coli ATCC 25922; P.aeruginosa ATCC
27853, et les bactéries cliniquement isolées : Salmonella typhimurium, Morganella morganii,
Acinetobacter baumannii. L'objectif de ce travail était d'évaluer l'activité antibactérienne en
déterminant les valeurs CMI correspondant a une réduction de la croissance de 80 % ou plus par
rapport au controle. Cette valeur représente la plus faible concentration d'agent antimicrobien

qui inhibe complétement la croissance microbienne.

Les résultats, rassemblés dans le tableau I111-14 ont été présentés sous forme des histogrammes
(Figure 111-21; Figure 111-22 et Figure 111-23) dont les valeurs de concentration minimale

inhibitrice (CMI) sont comprises entre 500 et 900 pg/mL.

Tableau I11-14: Les CMIs des trois phases vis-a-vis de différentes souches bactériennes

Phase n-BuOH Phase AcOEt Phase CHCI;
La souche CMI (ug/mL) CMI (ug/mL) CMI (ug/mL)

bactérienne CMI: | CMIz | Moy CMIl1 | CMI2 | Moy | CMI1 | CMI2 | Moy

S.aureus 540 630 585 891 920 905,5 | 864 900 882
ATCC 29213 + * +
63,64 20,51 25,46
E.coli 1000< | 1000< | 1000< | 810 819 814,5 | 900 930 915
ATCC 25922 * +
6,36 21,21
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P.aeruginosa 693 738 7155 | 702 666 684 | 720 855 787,5
ATCC27853 * + *
31,82 25,46 95,46
Salmonella 630 639 6345 | 810 792 801 | 855 900 877,5
typhimurium + + *
6,36 12,73 31,82
Morganella 720 810 765 837 891 864 | 810 774 792
morganii + + *
63,64 38,18 25,46
Acinetobacter 630 657 6435 | 612 738 675 | 576 603 589,5
baumannii t + *
19,09 89,10 19,09

Figure 111-21: Les histogrammes présentant les CMIs de la phase n-BuOH contre différentes souches.
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Figure 111-22: Les histogrammes présentant les CMIs de la phase AcOEt contre différentes souches.
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Figure 111-23: Les histogrammes présentant les CMlIs de la phase CHCI; contre différentes souches.

Nos resultats ont révélé une activité antibactérienne de I'extrait n-BuOH avec l'ordre de
résistance suivant : E.coli > Morganella morganii > P.aeruginosa >Acinetobacter baumannii
> Salmonella typhimurium > S. aureus, et la capacité d'inhibition de cet extrait correspond aux
concentrations d'inhibition des différentes souches bactériennes, de sorte que I'inhibition de cet
extrait s'est avérée excellente contre la bactérie S.aureus ATCC 29213 avec une valeur de CMI=
585 + 63,64 ug/mL. Ces données indiguent que I'extrait n-BuOH de I'espéce A. unedo a un effet

inhibiteur sur la croissance des quatre autres souches bactériennes.

L'extrait AcCOEt a montré une activité antibactérienne avec l'ordre de résistance suivant : S.
aureus > Morganella morganii > E.coli >Salmonella typhimurium > P.aeruginosa >
Acinetobacter baumannii, et le pouvoir inhibiteur de cet extrait correspond aux valeurs de CMI
contre différentes souches bactériennes, de sorte que l'inhibition de cet extrait contre la bactérie
Acinetobacter baumannii s'est avérée supérieure avec une valeur de CMI= 675 + 89,10 pg/mL.
Ces données indiquent que I'extrait ACOELt peut inhiber de maniére significative la croissance

des cing autres bacteéries.
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L'extrait CHCls s'est également avéré efficace contre toutes les bactéries testées dans l'ordre de
résistance suivant : E.coli > S.aureus > Salmonella typhimurium > Morganella morganii >
P.aeruginosa > Acinetobacter baumannii, si bien que l'inhibition de cet extrait a été trouvée
meilleure contre la souche Acinetobacter baumannii avec une valeur de CMI =589,5 + 19,09
pg/mL. Ces données indiquent que I'extrait CHCIz peut inhiber la croissance des cing autres

bactéries testées (de la figure 111-24 a la figure 111-33).

Figure 111-24: Controle négatif (MeOH).

Figure 111-25: Inhibition des bactéries : S.aureus ; A.baumannii ; M.morganii ; P. aeruginosa et

S.typhimurium par la phase n-BuOH.

Figure 111-26: Inhibition des bactéries : S. aureus ; A.baumannii ; M.morganii ; E.coli ; P.aeruginosa

et S.typhimurium par la phase AcOEt.
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Figure 111-27: Inhibition des bactéries : S.aureus; A.baumannii; M.morganii ; E.coli; P.aeruginosa et
S.typhimurium par la phase CHCls.

Figure 111-28: Inhibition des bactéries : E.coli; P.aeruginosa et S.typhimurium par la phase n-BuOH.
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Figure 111-29: Inhibition des bactéries : S.aureus ; A.baumannii et M.morganii par la phase n-BuOH.
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Figure 111-30: Inhibition des bactéries : E. coli ; P.aeruginosa et S.typhimurium par la phase AcOEt.
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Figure 111-31: Inhibition des bactéries : S.aureus; A.baumannii et M.morganii par la phase AcOEt.
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Figure 111-32: Inhibition des bactéries : E.coli; P.aeruginosa et S.typhimurium par la phase CHCls.
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Figure 111-33: Inhibition des bactéries : S.aureus; A.baumannii et M.morganii par la phase CHCls.
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La méthode de dilution en gélose décrite dans une étude collaborative internationale sur
I'antibiogramme [32] a été soigneusement appliquée afin d’évaluer 1'activité antibactérienne in
vitro des extraits contre les espéces bactériennes suivantes : Staphylococcus aureus
Acinetobacter baumannii, Morganella morganii, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, en déterminant les valeurs CMI de chaque extrait dans la mesure ou
leur capacité d'inhibition dépend notamment de leurs effets enzymatiques spécifiques. 1l est
important de noter que le pouvoir inhibiteur varie selon les especes étudiées, et en fonction de

la concentration.

En général, les valeurs de CMI ont été trouvées comprises entre 500 pg / mL et 1000 pug / mL
dans les mémes conditions, et la concentration la plus efficace étant CMI1=585 + 63,64 ug / mL
correspondant a I’extrait N-BuOH vis-a-vis de I’espéce Staphylococcus aureus ATCC 25923,
tandis que cet extrait n’a montré aucune activité a des CMIs inférieures ou égales a 1000 ug /
mL vis-a-vis de 1’espéce Escherichia coli. Des CMIs assez actives des trois extraits (entre 500
et 600 pug / mL) ont été rapportées vis-a-vis de 1’espéce Acinetobacter baumannii, une bactérie

a Gram-négatif sensible a deux antibiotiques I’'imipénéme et la colistine.

La comparaison des CMlIs et de la résistance des bactéries testées aux antibiotiques
correspondants confirme l'influence de la variété des bactéries a Gram-positif et Gram-négatif
sur I’activité inhibitrice. Cette stratégie nous permet de déduire une relation entre la sensibilité

bactérienne aux différents extraits et la résistance aux antibiotiques.

On note que I'effet antibactérien des trois extraits est lié a leurs compositions chimiques, et plus
particulierement aux groupes fonctionnels inclus dans leurs molécules principales (tanins,
flavonoides, terpénes et alcaloides), de sorte que les flavonoides sont synthétisés par les plantes
pour se protéger contre les infections microbiennes [33] car ils sont de puissants inhibiteurs de
I'ADN gyrase. Une étude récente a montré I'effet bactéricide des flavanones sur Staphylococcus
aureus [34]. Les tanins catéchiques et épicatéchiques ont été rapportés comme des agents

antimicrobiens efficaces [35].

Les trois phases : n-BuOH, AcOEt et CHCIs se sont révélées avoir une activité antimicrobienne

efficace contre certaines bactéries testées a différentes valeurs de CMI.
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Il convient de noter que les trois extraits ont montré des degrés d'activité antibactérienne
différentes contre toutes les souches bactériennes testées, a l'exception de I'espece a Gram
négatif : E. coli ATCC 25922 qui a révélé une résistance significative a l'effet antiseptique de la
phase BuOH a la concentration élevée (900 pug/mL), tandis que cette phase a montré une forte
activité contre S.aureus ATCC 29213 a une concentration minimale inhibitrice de 585 + 63,64
pg/mL, suivie de la phase CHClz avec une CMI de 589,5 + 19,09 pg/mL.

Il a été rapporté que les valeurs de CMI sont affectées par la composition des extraits bruts
comprenant une combinaison de phytoconstituants. En effet, le pouvoir antibactérien est
notamment lié a la nature de ces composants chimiques et a leurs proportions, plus précisément
aux groupes fonctionnels des composés majeurs (phénol, alcool, aldéhyde et cétone, etc.) [36],
qui peuvent influencer, d'une part, le mode de dispersion des principes actifs responsables de la
lyse cellulaire en introduisant une bréche dans la membrane bactérienne, et d'autre part, le degré

de tolérance intrinseque des souches bactériennes aux agents antimicrobiens [37].

En outre, les différences structurelles entre les bactéries a Gram-positif et Gram-négatif, qui sont
attribuées aux différentes variantes morphologiques de ces micro-organismes, entrainent une
détérioration de la perméabilité de la paroi cellulaire, ce qui constitue un facteur majeur de la

sensibilité bactérienne [38].
111.2.2.1 Conclusion

Les phases n-BuOH, AcOEt et CHCls, extraites de I'espece Arbutus unedo, une plante algérienne
destinée au traitement de certaines maladies, ont été étudiées pour leurs activités

antibactériennes en déterminant leurs concentrations minimales inhibitrices.

Les résultats ont montré que ces phases ont un effet inhibiteur sur certaines souches
bactériennes. En effet, cette étude a prouvé que cette plante possede des propriétés
antibactériennes et pourrait étre utilisée dans le développement de nouveaux agents
antibactériens. L'étude de la capacité d'inhibition in vitro par la méthode de dilution sur gélose
a montré que les trois extraits CHCIs, AcOEt et n-BuOH possédent un effet bactériostatique
remarquable en déterminant leurs CMI pour chaque espéce bactérienne.

Une exploration plus approfondie devrait étre consacrée a un large éventail de bactéries et de

champignons pour évaluer l'activité des extraits étudiés.
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D'autres études complémentaires visant a identifier les molécules actives responsables de ces
effets sont nécessaires pour leur application dans le traitement de diverses infections causées par

des bactéries pathogenes souvent multirésistantes.

L’effet inhibiteur de ces extraits est dii a la contribution d’un ensemble de molécules bioactives
pouvant endommager I’enveloppe bactérienne, une composante essentielle de la vie bactérienne.
Nous pensons que la composition qualitative et quantitative de ces extraits permettra une
meilleure classification des produits naturels et donc la standardisation de ces molécules
bioactives pour une éventuelle utilisation thérapeutique. Nous constatons que la composition
qualitative et quantitative de ces extraits permettra une meilleure classification des produits
naturels et donc la standardisation de ces molécules bioactives pour une éventuelle utilisation
thérapeutique. De plus, nos résultats indiquent que les molécules actives incluses dans ces
extraits pourraient avoir des applications thérapeutiques importantes. En effet, ces molécules
sont synthétisées par les plantes dans des conditions spécifiques et des études complémentaires
sont nécessaires pour mettre en évidence 1’influence de la structure cellulaire et la perméabilité
a ces molécules bioactives, voire les cibles spécifiques dans les systemes enzymatiques
cellulaires, sur la sensibilité microbienne. Sur le plan socio-économique, ces extraits et leurs
composants peuvent étre exploités dans la formulation de produits d'hygiene (shampooing,
savon, dentifrice...etc.), de produits de soin (crémes, baumes, lotions pour la peau) ou de
préparations cosmétiques sous forme de pommades ou pour traiter les infections cutanées sous
forme des lotions antiseptiques, mais ce procédeé est lié a la combinaison de certains excipients

(lanoline et vaseline) a des concentrations différentes.
111.2.3 Evaluation de I'activité antioxydante des extraits de I’espéce A. unedo
111.2.3.1 Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits ont été déterminées a l'aide du réactif de Folin-
Ciocalteu. La quantification des polyphénols totaux dans un extrait a été faite sur I'équation de
régression de la gamme étalon établie avec I'acide gallique utilisé comme référence a différentes
concentrations et dans les mémes conditions que I'échantillon. Les lectures ont été effectuées a

I'aide du spectrophotometre a 765 nm. Chaque valeur est la moyenne de trois lectures.
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Lafigure 111-34 présente la courbe d’étalonnage de I’acide gallique a différentes concentrations.

Figure 111-34: Courbe d’étalonnage de ’acide gallique.

111.2.3.2 Détermination de la teneur en flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides totaux des extraits ont été déterminées au moyen du réactif
trichlorure d’aluminium (AIClz). La quantification des flavonoides totaux dans un extrait a été
faite a partir de 1’équation de régression de la gamme étalon établie avec la quercétine utilisée
comme référence a différentes concentrations et dans les mémes conditions que 1’échantillon.
La lecture a été effectuée a l'aide du spectrophotometre a 415 nm. Chaque valeur est la moyenne

de trois lectures.
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La figure 111-35 présente la courbe d’étalonnage de la quercétine a différentes concentrations.

Figure 111-35 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Les teneurs en polyphénols et flavonoides des extraits n-BuOH, AcOEt et CHCIs sont
rassemblées dans le tableau I11-15. Les quantités les plus élevées des polyphénols et des
flavonoides ont été observées dans la phase n-BuOH (746,73 + 0,63ug EAG/mg ; 87,04 + 0,29
ug EQ/mg d’extrait) suivie de la phase AcOEt (323,97 1,10 ug EAG/mg ; 73,12 + 0,19 ug
EQ/mg d’extrait), puis I’extrait MeOH (253,41 + 0,83 pg EAG/mg ; 28,66 + 0,23 ug EQ/mg
d’extrait), alors que la phase CHCl3 s’est avérée pauvre en polyphénols et en flavonoides

(149,85 + 1,29 ug EAG/mg ; 13,81 + 0,20 pg EQ/mg d’extrait).

Tableau 111-15: Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans différents extraits.

Extraits Teneurs des polyphénols | Teneurs des flavonoides

(Mg EAG/mg) (Mg EQ/mg)

MeOH 253,41 + 0,83 28,66 + 0,23
CHCl; 149,85+ 1,29 13,81+ 0,20

AcOEt 323,97+ 1,10 73,12+ 0,19

n-BuOH 746,73 + 0,63 87,04 £ 0,29

Les polyphénols sont les métabolites secondaires les plus répandus dans le regne végétal et les
plus identifiés chez I’homme. La quantité et les positions de substitution des groupements

hydroxyles discernent les différences structurales entre les composés flavonoides.
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111.2.3.2.1 Détermination de I'activité antioxydante

Quatre tests (DPPH, ABTS, CUPRAC et Phénanthroline) ont été adoptés afin de déterminer le
pouvoir antioxydant des différents extraits de I’espéce A. unedo. Le tableau 111-16 résume les
valeurs des Clso (concentration correspondant a 50 % d'inhibition) et Aos (concentration

correspondant a l'absorbance 0,5) des tests in vitro liés au pouvoir antioxydant.

Toutes les méthodes utilisées dans cette étude ont révelé que le MeOH est le plus actif que les
autres phases, de méme que cet extrait est doté d'une efficacité antioxydante importante ou

modérée, par rapport a celle du BHA utilisé comme standard.

Tableau I11-16: Les CI(s)so et A(S) o5 de différents extraits et de BHA dans les tests in-vitro de

I’activité antioxydante

Clso (pg/mL) Aos (Hg/mL)

Agent (Moy £ SD) (Moy % SD)
antioxydant DPPH ABTS CUPRAC | Phénanthroline
BHA 573+£041 | 1,81+0,10 3,64+019 | 0,93+0,07
MeOH 4,74+0,07 | 530+0,18 4,02+0,10 | 0,92+0,06
AcOEt 8,87+0,33 | 10,02+0,26 | 4,74+043  1,02+0,03
n-BuOH 9,19+0,13 ' 10,37+052 ' 479+0,36 | 1,31+0,06
CHCIs 16,35+ 0,26 ' 30,18+0,69 | 27,40+0,44 8,11+0,3

Les résultats du pouvoir piégeur des radicaux DPPH ont montré que I’activité de I’extrait MeOH
(Clso = 4,74 £ 0,07 pg/mL) est plus élevée que celles des autres phases, suivie de ’activité de
la phase AcOEt (Clso = 8,87 + 0,33 pg/mL) dont la valeur est presque similaire a celle de la
phase n-BuOH (Clso = 9,19 £ 0,13 pug/mL) alors que la phase CHCIs a montré une Clsg = 16,35
+ 0,26 pg/mL. De plus, I’extrait MeOH est plus actif que le BHA utilisé comme antioxydant
standard (Clso = 5,73 £ 0,41 pg/mL), alors que les phases AcOEt et n-BuOH sont moins actives
que le standard (Figure 111-36).
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Figure 111-36: Les courbes des pourcentages d’inhibition des extraits MeOH, CHCl3, ACOEt et n-
BuOH selon le test DPPH.

L'activité du piégeage des radicaux ABTS a également montré que 1’extrait MeOH est plus actif
(Clso = 5,30 £ 0,18 pg/mL) que les autres phases, suivi de la phase AcOEt (Clso = 10,02 + 0,26
pg/mL) dont I’effet inhibiteur est presque similaire a celui de la phase n-BuOH (Clso = 10,37 £
0,52 pg/mL) mais trois fois supérieur a celui de la phase CHCI3z (Clso = 30,18 £ 0,69 pg/mL). Il
est a noter que toutes ces phases et méme 1’extrait MeOH ont une activité relativement plus

faible, comparée a celle du standard BHA (Clso = 1,81 £ 0,10 pg/mL) (Figure 111-37).
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Figure 111-37: Les courbes des pourcentages d’inhibition des extraits MeOH, CHCls, AcOEt, n-BuOH
selon le test ABTS.

Les résultats de test du pouvoir réducteur CUPRAC ont également montré que I’extrait MeOH
représente un agent antioxydant puissant (Aoso = 4,02 + 0,1 pg/mL), suivi de la phase AcOEt
(Aoso = 4,74 + 0,43 pg/mL), et la phase N-BuOH (Aoso = 4,79 = 0,36 pg/mL) puis la phase
CHCI3 (Aos0= 27,40 + 0,44 pg/mL).

Ces résultats indiquent que 1’extrait MeOH et ses phases AcOEt et n-BuOH sont plus actifs que
le BHA (Aoso = 3,64 = 0,19 pg/mL), tandis que la phase CHCI3 est moins active que les autres

phases testées et méme que le standard (Figure 111-38).
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Figure 111-38: Les courbes d’inhibition des extraits MeOH, CHClIs, AcOEt, n-BuOH selon le test
CUPRAC.

Les résultats du pouvoir réducteur de phénanthroline ont révélé que ’activité de 1’extrait MeOH
est supérieure (Aoso = 0,92 £ 0,06 pg/mL) a celles de la phase AcOEt (Aoso = 1,02 £ 0,03
pg/mL), et la phase n-BuOH (A o550 = 1,31 + 0,06 pug/mL) puis la phase CHCI3z (Aoso = 8,11 +
0,3 pg/mL), ainsi l'activité du piégeage de ’extrait MeOH est meilleure que celle du standard
BHA (Aoso = 0,93 + 0,07 pug/ mL) et méme les activités des phases AcOEt et n-BuOH sont
proches de celle du standard BHA, tandis que la phase CHCl3 est moins active (Figure 111-39).

Figure 111-39: Les courbes d’inhibition des extraits MeOH, CHCI3s, AcOEt, n-BuOH selon le test

phénanthroline.
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La détermination quantitative de nos extraits semble étre en accord avec 1’évaluation de leur
activité antioxydante, de sorte que les teneurs de nos extraits en polyphénols et en flavonoides

totaux affectent leur capacité a piéger les radicaux libres.

Le test de piégeage des radicaux (DPPH) des extraits de feuilles et de fruits, examiné par Asmaa
et al. (2019) [101] en utilisant des méthodes d'extraction par macération et par ultrasons
(sonication), a conduit & une Clsp = 2,5 + 0,1ug/mL en macération et a une Clsp = 52,4 + 0,1
pg/mL en sonication pour les feuilles, alors que I'extrait de fruit s'est révélé moins actif, mais le
test ABTS a montré que l'extrait de fruit est doté d’une activité antioxydante plus élevée (Clso
= 0,10 £ 0,01 pg/mL en macération et Clso = 0,03 £ 0,01 pg/mL en sonication) que I'extrait de
feuille (Clso=0,90 + 0,01 pg/mL en macération et Clsp = 0,03 £ 0,01 pg/mL en sonication).

Conclusion

Les extraits obtenus a partir de cette espece peuvent étre utiles dans la production de nouveaux
agents antioxydants en raison de leur teneur élevée en polyphénols et de leur activité
antioxydante importante. Toutefois, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
comprendre I'intérét de cet effet antioxydant chez les animaux et les humains, et c'est pourquoi
des études in vivo et cliniques sont nécessaires pour examiner les propriétés anti-Alzheimer et

antidiabétiques de différents extraits de cette plante.

111.2.3.3 Evaluation de ’activité anticholinestérase des extraits

Les résultats du test in vitro de I’inhibition de I’acétylcholinestérase sont présentés dans la figure

111-41 et résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau I11-17).

Tableau I11-17: Mesure de la capacité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase par les extraits
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Extrait Clso

(Mg /mL)
MeOH 8,40+ 0,18
CHCls 13,51 £ 0,85
AcOEt 11,53 £ 0,10
n-BuOH 11,23 £ 0,22
Galantamine | 6,27 + 1,15
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Figure 111-40: Les courbes d’inhibition de 1’acétylcholinestérase par les extraits MeOH, CHCls,
AcOEt et n-BuOH.

D’apres les résultats de 1a figure 111-40, on constate que :

e Le test anticholinestérase a montré que tous les extraits ont un effet inhibiteur contre
I’enzyme acétylcholinestérase a différents degrés, mais cet effet est trouvé inférieur a
celui de la galantamine utilisé comme medicament de référence dont la valeur de sa
concentration inhibitrice Clso = 6,27 + 1,15 pg/mL, a I’exception de I’extrait MeOH qui
montre une activité proche de celle de la galantamine avec une Clsop = 8,40 + 0,18

pg/mL.

e Le pouvoir inhibiteur des deux phases AcCOEt et n-BuOH (Cls0=11,53 + 0,10 ; 11,23 +
0,22 pg/mL) contre I’enzyme acétylcholinestérase s’est avéré meilleur que celui de la
phase CHCls.

111.2.3.4 Evaluation de ’activité antidiabétique des extraits de ’espéce A. unedo

Les résultats du pouvoir inhibiteur, obtenus du test a-amylase in vitro sont presentés dans la

figure 111-41 et résumés dans le tableau 111-18 ci-dessous :
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Tableau I11-18: Mesure de la capacité inhibitrice de a-amylase par les extraits

Extrait Clso (Mg /mL)

MeOH 10,57 £ 0,59
CHCls 36,78 +1,92
AcOEt 23,18 +1,20

n-BuOH 16,59 + 1,38

Acarbose 3650,93 +
10,70

Figure 111-41: Les courbes d’inhibition de a-amylase par les extraits MeOH, CHCI;, AcOEt et n-
BuOH.

D’apres les résultats de la figure 111-41, on constate que :
e Tous les extraits testés ont montré une activité inhibitrice vis-a-vis de I’enzyme a-
amylase qui se trouve supérieure a celle de 1’acarbose (Clso=3650,93 + 10,70 pg/mL)

qui est un médicament utilisé pour traiter le diabéte de type 2.

e Le pouvoir inhibiteur de I’extrait MeOH (Clso= 10,57 + 0,59 pg/mL) contre a-amylase
s'est avéré meilleur que ceux des autres extraits étudiés, tandis que la phase n-BuOH a

montré une bonne activité par rapport a celles des phases AcCOEt et CHCls.
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Ces résultats nous ont encouragés a tester également in vitro, I’activité inhibitrice de a-

amylase et de a-glucosidase par deux molécules connues de la plante.

Le résultat du dosage de polyphénols et de flavonoides de I’extrait MeOH utilisé pour
I’évaluation de I’activité antidiabétique a montré que les polyphénols de ce dernier sont

riches en flavonoides (11,31%b).

Les résultats du test d'inhibition de a-glucosidase ont indiqué que I'extrait MeOH (Clso
= 49,05 £ 0,23 pg/mL) est un inhibiteur puissant de cette enzyme en vertu du fait que
son pouvoir inhibiteur est supérieur a celui des molécules testées : la catéchine (Clso=
70,42 £ 0,14 pg/mL) et P’arbutine (4-hydroxyphényl-s-D-glucopyranoside) (Clso=
241,6 + 0,56 pg/mL) et méme les activités inhibitrices de cet extrait et ses composants
sont meilleures que celle de I'acarbose (Clso= 275,43 + 1,59 pg/mL).

Le test d'inhibition de a-amylase ont montré également que I'extrait MeOH (Clso =
10,57 + 0,59 pug/mL) est doté d’une activité plus forte que toutes les autres molécules
testées : la catéchine (Clso= 56,17 £ 0,82 pg/mL) et I’arbutine (4-hydroxyphényl-A-D-
glucopyranoside) (Clso= 743,44 £+ 0,51 pg/mL) et méme les activités de cet extrait et
ses composants sont meilleures que celle de I'acarbose (Clso= 3650,93 £10,70 pg/mL).

Des études antérieures ont rapporté que la catéchine [39] et I’arbutine [40] isolées de
I'extrait d'A. unedo ont une forte capacité a inhiber I'activité de a-amylase mieux que

celle de l'acarbose.

Merabti et al. (2018)[39] ont trouvé que ’effet inhibiteur de 1'extrait aqueux des racines
d’A. unedo vis-a-vis de a-glucosidase (Clso = 94,81 + 5,99 pg/mL) est plus important
que celui de a-amylase (Clso = 730,15 £ 0,25 pg/mL) et significativement plus puissant
que celui de I’acarbose vis-a-vis des deux enzymes (Clso =199,53 = 1,12 ng / mL) ;
(Clso = 396,42 + 5,16 pg / mL) respectivement. Par ailleurs, la catéchine s’est avérée
avoir une activité inhibitrice de a-glucosidase (Clso= 87,55 + 2,23 pg/mL) supérieure a
celle de I’acarbose (Clso =199,53 + 1,12 pg/mL).

Il est & noter que I'effet inhibiteur de la catéchine vis-a-vis de I'enzyme a-glucosidase a
été évalué dans des études précedentes indiquant que la catéchine inhibe sélectivement
la maltase plutét que la sucrase dans un systéme d'inhibition de a-glucosidase
immobilisée [41][42].
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Ceci indique que l'inhibition de a-glucosidase par la catéchine soit étroitement liée a la

présence d'un groupe hydroxyle libre en position-3 [43] .

La catéchine est un métabolite tres abondant dans le regne végétal, donc son utilisation,

en tant qu’agent antidiabétique, peut étre associée a d'autres phytoconstituants.

Yousefi et al. (2013)[40]ont étudié ’effet inhibiteur de l'arbutine et ont constaté que
cette molécule n’a inhibé que 75 % de I'enzyme a-glucosidase et 81 % de I'enzyme a-
amylase a la concentration la plus élevee (100 mg/mL). Les résultats de cette expérience
in vitro ont révélé que l'arbutine entraine une forte inhibition de a-amylase et de a-
glucosidase, mais moins puissante que celle de I'extrait MeOH, de sorte que cet effet
peut étre attribué a la contribution d'autres molécules présentes dans I'extrait tels que les
flavonoides, les terpénes et les tanins [44]. La figure 111-42 résume les résultats obtenus

pour les tests d’inhibition des deux enzymes a-glucosidase et a-amylase.

G

Figure 111-42: Histogrammes présentant I’activité antidiabétique de 1’extrait MeOH, la catéchine,

I’arbutine et I’acarbose (standard).

111.2.3.4.1 Investigation in silico de I’activité antidiabétique

Notre étude in silico a révélé que les enzymes hydrolysant les glucides, telles que a-amylase et

a-glucosidase, renferment des cibles principalement liées au diabéte sucré.
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L’étude cinétique et I’application des simulations computationnelles des enzymes dans le but de
tester le potentiel inhibiteur des produits naturels contre les enzymes a-glucosidase et a-amylase

pourrait étre d’un grand avantage dans le domaine thérapeutique.

En raison de la carence d'expériences in silico visant a établir les changements significatifs de
conformation des protéines provoqués par ces inhibiteurs, nous avons utilisé une combinaison
de docking moléculaire et de simulation de dynamique moléculaire pour élargir le champ des
options thérapeutiques, réduire les effets secondaires indésirables et faciliter la conception

computationnelle des médicaments.

L'exploitation des simulations de dynamique moléculaire peut améliorer le choix des outils
thérapeutiques, éradiquer les effets secondaires indésirables et aider a la conception
computationnelle des médicaments. L’objectif de notre étude est de déterminer I’effet des

produits naturels sur les enzymes a-glucosidase et a-amylase en utilisant la méthode in silico.

Les cibles 2ZEQ et 1IHNY jouent un réle critique lors des activités enzymatiques et sont
importantes dans 1’inhibition des enzymes hydrolysant les glucides : a-glucosidase (enzyme
présente sur la bordure en brosse de l'intestin gréle, responsable de la décomposition des
polysaccharides, des oligosaccharides et des disaccharides en monosaccharides pour faciliter
leur absorption) et a-amylase (enzyme digestive constitue le suc pancréatique et la salive,
requise pour le catabolisme des glucides a longue chaine comme I'amidon en unités plus petites),

respectivement.

Les scores énergeétiques de différentes interactions introduites par la catéchine et l'arbutine et
ainsi les types d'interaction molécule/complexe a-glucosidase ou a-amylase, enregistrés a 1’aide
du logiciel AutoDock Vina, sont présentés dans le tableau 111-19, le docking de ces molécules
et I'acarbose , utilisé comme référence, est appliqué dans les sites actifs de a-glucosidase (PDB
ID : 2ZEOQ) [45] et de a-amylase (PDB I1D: 1HNY) [46].
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Tableau I11-19: Les résultats du docking moléculaire, issus du logiciel AutoDock Vina dans les

sites actifs de a-glucosidase (2ZEO) et a-amylase (IHNY).

Molécule a-Glucosidase (2ZEO0) a-Amylase (IHNY)
Score Score
d’énergie d’énergie
(kcal/mol) (kcal/mol)

Acarbose 9,1 Liaisons H: -7,8 Liaisons H:
VAL(383) ;ARG(411/381) HIS(305); ASP(300/197)
;ASP(382/199) ;GLU(256) ;GLN(63).
;GLN(167). Liaisons Van Der Waals :
Liaisons Van Der Waals: HIS(299/101);ASP(356);
ASP(60/98); PHE TRP(357/58/59); THR(163);
(144/163/282); TYR(63); LEU(165/162);TYR(62);
TRP (49/430); ALA(198/307);GLU(233);1
HIS(103); ASN(58). LE(235);GLY(306);ARG

(195).

Catéchine -9 Liaisons H: TYR(63). -8,6 Liaisons H: ASP(197/300);
Liaisons ni-7 : ARG (197); ARG(195);HIS(299);GLU
HIS(325);ASP(326); (233).
GLU(256) Liaisons -7 : TYR (62);
;PHE(163);TYR(63). TRP(59).
Liaisons Van Der Waals : Liaisons Van Der Waals:
ASN (61) ; ASP(60) ; ALA(198); LEU(162);GLN
PHE(144);GLN(167);HIS (63); THR(163);
(103);ALA(200);ASP(199);AS LEU(165);HIS(101);TRP
P(98);TRP(49) (58).
;ASN(324);PHE(282).

Arbutine -6,9 Liaisons H : -6,6 Liaisons H:
GLU(256);ARG(197),ASP GLU(233);ASP(300).
(199); TYR(63);ALA(200). Liaisons ni-7 : TRP(59).
Liaisons Van Der Waals: Liaisons Van Der Waals :
ASN(258);PHE(282);ASP LEU(162);ILE(235);ALA(L
(326);ASN(324);HIS(325);TR 98);HIS(201);ASP(197);AR
P(49);ASP(98),PHE(144);GL G(195);HIS(299); TRP(58);
N(167);PHE(163);HIS TYR(62);THR(163);LEU(1
(103); ASP(60). 65); GLN(63).
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Le docking moléculaire de la catéchine et I’arbutine avec le site actif (2ZEOQ) de la cible
a-glucosidase a montré que les interactions moléculaires sont introduites par différentes
liaisons importantes: les liaisons hydrogenes, les liaisons hydrophobes et les liaisons
électrostatiques, ainsi que I'affinité d'interaction de la catéchine (-9kcal/mol) s'est avérée
meilleure par rapport & celle de I’arbutine (-6,9 kcal/mol), mais similaire a celle de
I'acarbose (-9,1 kcal/mol) utilisée comme reférence. De plus, cette molécule induit des
interactions via des liaisons hydrogeéne avec I’acide aminé : TYR(63); des liaisons de
Van Der Waals (électrostatiques) avec les acides aminés : ASN (61) ; ASP(60) ;
PHE(144); GLN(167); HIS(103); ALA(200); ASP(199); ASP (98); TRP(49);
ASN(324); PHE(282); et les liaisons hydrophobes de type empilement (n-w): ARG(197);
HIS(325); ASP(326); GLU(256); PHE(163); TYR(63) (Figure 111-43), tandis que
I’arbutine entraine des interactions via des liaisons hydrogéne avec les acides aminés :
GLU(256); ARG(197), ASP (199); TYR(63); ALA(200), des liaisons Van Der Waals
avec les acides aminés : ASN(258); PHE(282); ASP(326); ASN(324); HIS(325);
TRP(49); ASP(98), PHE(144); GLN(167); PHE(163); HIS (103); ASP(60) (Figure I11-
45).

Le docking moléculaire de la catéchine et 1’arbutine avec le site actif (LHNY') de la cible
a-amylase a montré que les interactions moléculaires sont également effectuées par
différentes liaisons importantes: les liaisons hydrogénes, les liaisons hydrophobes et les
liaisons électrostatiques, ainsi que I'affinité d'interaction de la catéchine (-8,6 kcal/mol)
s'est retrouvée meilleure par rapport a celle de I’arbutine (-6,6 kcal/mol), et méme
supérieure a celle de I'acarbose (-7,8 kcal/mol) utilisée comme référence. De plus, cette
molécule induit des interactions via des liaisons hydrogéne avec les acides aminés :
ASP(197); ASP(300); ARG(195); HIS(299); GLU(233); des liaisons de Van Der Waals
(électrostatiques) avec les acides aminés : ALA(198); LEU(162); GLN(63); THR(163);
LEU(165); HIS(101); TRP(58); et des liaisons hydrophobes de type empilement (w-m)
avec les acides aminés : ALA(198); LEU(162); GLN(63); THR(163); LEU(165);
HIS(101); TRP(58) (Figure 111-44) alors que I’arbutine entraine des interactions via
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des liaisons hydrogéne avec les acides aminés : GLU(233); ASP(300), des liaisons Van
Der Waals avec les acides aminés : LEU(162); ILE(235); ALA (198); HIS(201);
ASP(197); ARG(195); HIS(299); TRP (58); TYR(62); THR(163); LEU(165); GLN(63),
et des liaisons hydrophobes de type empilement (n-m) avec 1’acide aminé :TRP(59)
(Figure 111-46).

111.2.3.4.1.a Les interactions de la catéchine

111.2.3.4.1.a.i a-Glucosidase

Figure 111-43: Les interactions de la catéchine avec le site actif de a-glucosidase (2ZEO).

287



Chapitre IIl : Résultat et discussion

111.2.3.4.1.a.ii a-Amylase

Figure 111-44: Les interactions de la catéchine avec le site actif de a-amylase (LIHNY).

111.2.3.4.1.b Les interactions de ’arbutine

111.2.3.4.1.b.i a-Glucosidase

Figure 111-45: Les interactions de I’arbutine avec le site actif de a-glucosidase (2ZEQ).
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111.2.3.4.1.b.ii a-Amylase

Figure 111-46: Les interactions de I’arbutine avec le site actif de a-amylase (LHNY).

111.2.3.4.1.c Les interactions de ’acarbose

111.2.3.4.1.c.i a-Glucosidase

Figure 111-47: Les interactions de I’acarbose avec le site actif de a-glucosidase (2ZEOQ).
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111.2.3.4.1.c.ii a-Amylase

Figure 111-48: Les interactions de 1’acarbose avec le site actif de a-amylase (LHNY).
111.2.3.4.2 Conclusion

Des tests in vitro de l'activité inhibitrice de a-amylase responsable du diabéte de type 2 ont
révélé un pouvoir inhibiteur causé par I'extrait MeOH et ainsi par les phases BUOH, AcOEt et

CHClIs a différentes concentrations.

A I’égard de I’extrait MeOH, la phase n-BuOH s’est avérée plus active, suivie de la phase
AcOEt, puis la phase CHCIs (moyennement active). Les tests in vitro de 1’activité antidiabétique
des molécules, la catéchine et ’arbutine isolées de 1'extrait MeOH de 1’espece Arbutus unedo
ont constaté que la catéchine est dotée d’une capacité importante a inhiber les activités de a-
glucosidase et de a-amylase, supérieure a celle de I'acarbose, un médicament qui interagit

localement dans I'intestin en réduisant I'absorption des glucides issus de certaines molécules.

En outre, les extraits de I’espece A. unedo peuvent étre impliqués dans la préparation de régimes
thérapeutiques riches en antioxydants et de suppléments nutritionnels présentant un effet
inhibiteur efficace sur les enzymes responsables du trouble métabolique, en tant que stratégie

ciblée pour le traitement de I'hyperglycémie.
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111.2.4 Conclusion générale

Nos perspectives seront destinées vers la réalisation des essais in vivo pour corroborer les effets
inhibiteurs exercés par ces extraits et leurs composants sur un modele animal pour mieux

comprendre les mécanismes d’action de toutes les voies thérapeutiques.

Il serait intéressant de proposer des formulations a base de plantes médicinales déja évaluées
pour leurs différentes activités biologiques, afin de déterminer un effet synergique ou
potentialisateur qui serait utile & la production de complément alimentaire ou d'un

phytomédicament.

Ces résultats nous ont encouragés a examiner le pouvoir inhibiteur de molécules bioactives,
isolées de ces phases, sur l'activité de l'acétylcholinestérase (AChE), et ainsi d'autres molécules,

en plus de la catéchine et de I'arbutine, sur l'activité de a-amylase et de a-glucosidase.
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Chapitre IV : Etude in silico des molécules bioactives de 1’espéce A. serratifolia Salisb et
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1VV.1 Introduction

La pandémie de COVID-19, une complication respiratoire infectieuse qui a touché
principalement 215 pays, a provoqué un désastre socio-économique et sanitaire important a
I'échelle mondiale. Au 27 janvier 2022, plus de 360 578 392 cas ont été recensés dans le monde

et 5620 865 déces cumulés ont eté enregistrés [1] .

Par conséquent, la majorité des cas ne présentent que des frissons, de la fiévre, une toux séche,
une faiblesse et une respiration difficile avec perte du godt et de I'odorat, tandis qu'une petite
minorité (0,2 % a 5 %) des cas développent une pneumonie et une défaillance multiviscérale qui

peut étre fatale, en particulier en I'absence d'une assistance médicale secondaire [2][3].

Le motif viral du SARS-CoV-2 est généralement créé par la combinaison de quatre protéines
structurelles : la nucléocapside (N), la membrane (M), I'enveloppe (E) et la pointe (S). Seules
les protéines (E), (M) et (S) sont visibles sur la surface extérieure de la particule virale, et en
particulier la protéine de la pointe apparaissant comme un bouton plus gros que les autres

protéines structurelles, bien que toutes ces protéines contribuent a la production virale [4].

En outre, la protéine spike du SARS-CoV-2 renforce I'adhérence et l'invasivité en incitant le
virus a se lier aux récepteurs et a traverser les cellules de I'n6te. Comme elle représente la fenétre
la plus exposée de l'architecture virale, la protéine spike sert d'immunogéne, car elle est

nécessaire a la réplication virale médiée par les récepteurs.

Les nouvelles variantes alpha [5] et béta [6] du SARS-CoV-2 ont été découvertes fin 2020,
suivies de la variante gamma [7] et de la récente variante delta/delta” du SARS-CoV-2 apparue
en 2021 (B.1.617/AY.1) [7][8][9] entrainant une nouvelle infection mondiale. De nouvelles
vaccinations doivent étre mises au point, méme si, avec des technologies de pointe telles que

I'assimilation de I'ARNm, le facteur temps est encore considérable [10].

Par conséquent, il est crucial d'améliorer de nouvelles strategies pharmacologiques et d'autres
modalités thérapeutiques pour faciliter le contrdle de la pandémie a I'avenir [11][12]. En raison
du besoin urgent de promouvoir et de sélectionner une substance efficace capable de prévenir
I'épidémie de SRAS-CoV-2, de nombreuses molécules font actuellement I'objet d'essais

cliniques afin d'examiner leur potentiel thérapeutique.
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Le nirmatrelvir a été utilisé comme médicament contre le SRAS-CoV-2 dans certains pays au

début de la pandémie, mais son utilisation a diminué avec le développement des vaccins.

Le ritonavir, le saquinavir, le darunavir, I'indinavir et I'ASC 09 ne sont que des médicaments

supplémentaires, qui ont été étudiés dans le cadre d'essais cliniques [13][14].

Pour renforcer leur systeme immunitaire contre la pandémie COVID-19, la société algérienne
utilise plusieurs préparations a base de plantes médicinales, parmi lesquelles I’espéce Arbutus
serratifolia Salisb, appartenant a la famille Ericaceae est utilisée en médecine traditionnelle pour
traiter une variété de maladies et de problémes, y compris les rhumes, la toux et les difficultés

respiratoires.

Les travaux en cours visent a identifier les composés actifs contre la principale protéase virale
en utilisant l'analyse du docking moléculaire aprés avoir testé leurs propriétés

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. Pour cette raison, les produits naturels suivants :

Pr(1): (1S,5R,6R,8S,95)-6,8-Dihydroxy-8-méthyl-1,5,6,7,8,9-hexahydrocyclopenta[c]pyran-1-
yl-$-D-glucopyranoside.

Pr(2): (1S,5R,6S,8S,95)-6,8-Dihydroxy-8-méthyl-1,5,6,7,8,9-hexahydrocyclopenta[c]pyran-1-
yl-p-D-glucopyranoside.

Pr(3): Carboxylate de méthyl ((1R,5R,6S,8R,9R)-6,8-Dihydroxy-8-méthyl-1-(5-D-gluco-
pyranosyloxy)-1,5,6,7,8,9-hexahydrocyclopenta [c] pyran-4-yle).

Pr(4): Carboxylate de méthyl ((1S,5S,8S,9S)-1-(5-D-glucopyranosyloxy)-8-hydroxy-8-
(hydroxyméthyl)-1,5,8,9-tétrahydrocyclopenta [c] pyran-4-yle).

Pr(5): Carboxylate de méthyl ((1S,5S,8S,9S)-1-(5-D-glucopyranosyloxy)-8-hydroxy-8-
(hydroxyméthyl)-1,5,6,7,8,9-hexahydrocyclopenta [c] pyran-4-yle).

Pr(6):(1S,5S,6S,8S,9R)-8-Méthyl-11-0x0-1,5,6,7,8,9-hexahydro-4H-2,12-dioxacyclopenta [cd]
indén-1-yl-#-D-glucopyranoside.

Pr(7): Acétate de méthyl ((1S,5S,6S,9S)-1-(5-D-Glucopyranosyloxy)-14-oxo-1,5,6,9-
tétrahydro-1H-2,15-dioxacyclopenta [cd] indén-8-yle).

Pr(8): Carboxylate de méthyl ((1S,5S,9S)-1-(f5-D-glucopyranosyloxy)-8-(hydroxyméthyl)-
1,5,6,9-tétrahydrocyclopenta [c] pyran-4-yle).
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Pr(9):(1R,5S,6R,7R,8S,9R)-6-Hydroxy-1-(5-D-glucopyranosyloxy)-1,5,6,7,8,9
hexahydrooxiréno[2°°,3°:4,5”"] cyclopenta [C] pyrane.

Pr(10):Acide((1S,5S,8R,9S)-1-(5-D-Glucopyranosyloxy)-8-hydroxy-8-(hydroxyméthyl)-
1,5,8,9-tétrahydrocyclopenta [c] pyran-4-yl) carboxylique.

Pr(11): Acide ((1S,5S,6R,8R,9S)-6,8-Dihydroxy-8-(hydroxyméthyl)-1-(5,D-glucopyranosyl-
oxy)-1,5,6,7,8,9-hexahydrocyclopenta [c] pyran-4-yl) carboxylique.

Pr(12): (1R,5R,6S,7R,8S,9S)-5,6-Dihydroxy-1-(#-D-glucopyranosyloxy)-1,5,6,7,8,9-hexa-
hydrooxiréno [2°°,3°:4°,5”’] cyclopenta [c] pyrane (Tableau 1V-1) ont été sélectionnés pour
I’application du docking moléculaire dans la protéase principale du SRAS-CoV-2 sur (PDB
ID:6Y84), en utilisant les logiciels Autodock Vina et UCSF Chimera.

Tableau I'V-1: Les structures chimiques de différentes molécules mises en étude

La molécule La structure chimique

Pr(1)

Pr(2)

Pr(3)
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La molécule La structure chimique

Pr(4)

Pr(5)

Pr(6)

Pr(7)

Pr(8)
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La molécule La structure chimique

Pr(9)

Pr(10)

Pr(11)

Pr(12)

IV.1.1 Evaluation in-silico des molécules

Le docking moléculaire est l'une des approches les plus cruciales pour la découverte et la
conception de médicaments, utilisée pour analyser les types d'interactions du ligand et de son
récepteur enzymatique, ainsi que la methode de docking en aveugle consiste a examiner toute
la surface de la macromolécule (proteine) et trouver des sites actifs consistants pour ces

interactions.
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Des expériences de docking moléculaire a I’aveugle ont été réalisées et testées sur la protéase
principale du SARS-CoV-2 en utilisant des médicaments spécifiques et certaines substances

bioactives.
IVV.1.2 Optimisation des ligands

Les structures 2D des molécules isolées de I'espéce Arbutus serratifolia Salisb. : Pr(1), Pr(2),
Pr(3), Pr(4), Pr(5), Pr(6), Pr(7), Pr(8), Pr(9), Pr(10), Pr(11) et Pr(12) ont été dessinées en utilisant
MarvinSketch [15] et pré-optimisées en utilisant I'algorithme Steepest Descent avec un critere
de convergence de 10 E® au niveau de théorie du champ de force MMFF94s. Ensuite, le meilleur
conformére a été enregistré apres une recherche conformationnelle et aprés cela, une
optimisation a été effectuée au méme niveau de théorie que celle implémentée dans le logiciel

Avogadro version 1.0.1 [16].

Le format de fichier SDF 2D obtenu a été transformé au format SDF 3D a l'aide du convertisseur
SMILES et du générateur de structures [17].

IV.1.2.1 Lasimilitude médicamenteuse et les calculs des propriétés ADMET

Les propriétés pharmacocinétiques et I'efficacité pharmacologique des molécules mises en test
ont été vérifices en utilisant ’application Pre ADMET version 2.0 [18]. Parallélement, Pre
ADMET prédit les principaux paramétres ADME correspondant aux propriétés : absorption,
distribution, métabolisme, extraction (élimination), et méme la toxicité. Les paramétres de
similitude médicamenteuse (Adme-Tox) des molécules présélectionnées ont été établis en
utilisant Web Suisse ADME [19] et de Pro-Tox 1l [20].

Selon les régles de Lipinski, Egan, Ghose, Muegge et Veber [18], les propriétés de similitude
médicamenteuse des molécules d'Arbutus serratifolia Salisb : Pr(1), Pr(2), Pr(3), Pr(4), Pr(5),
Pr(6), Pr(7), Pr(8), Pr(9), Pr(10), Pr(11) et Pr(12) ont été examinées pour confirmer qu'elles

n'enfreignent pas les régles précédentes.

IV.1.2.2 Préparation du récepteur et de son site liant

Les composants viraux essentiels impliqués dans l'attachement, la réplication et la reproduction
des particules virales dans les cellules hotes, y compris la protease principale, la protéine de
pointe, la protéine liante a 'ARN et le domaine liant a I'ARN N-terminal ont été visualisés dans
la structure 3D du SARS-CoV-2. Ces entités protéiques ont été découvertes comme des cibles

pratiques pour l'inhibition du cycle de vie virale dans les cellules hétes humaines.
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En general, la structure 3D de la protéase principale du SARS-CoV-2 (PDB ID : 6Y84) a été
extraite de la base de données PDB du RCSB. Les affinités de liaison résultant des interactions
entre le ligand et le récepteur ont été mesurées en utilisant les acides aminés estimés avec leurs

poches de liaison a partir du serveur Q-sitefinder [21].
IVV.1.3 Docking moléculaire

A l'aide de I'AutoDock Vina 1.1.2, une procédure de docking a I'aveugle (blind docking) a été
appliquée pour soumettre les structures SDF préparées des molécules isolées d'Arbutus
serratifolia a I’assimilation du docking moléculaire. Le logiciel Discovery Studio Visualizer a
été utilisé pour visualiser les résultats [22]. Cette procédure consiste a trouver la poche
d’interaction de ces ligands dans la protéine principale. Par conséquent, le site d’interaction
prédit de la cible protéique spécifique a été mis en docking avec les produits naturels suivants :
Pr(1), Pr(2), Pr(3), Pr(4), Pr(5), Pr(6), Pr(7), Pr(8), Pr(9), Pr(10), Pr(11) et Pr(12). Les étapes
suivantes, mettent en évidence la méthodologie la plus utilisée dans la procédure de docking

moléculaire.

IV.1.4 Préparation des protéines

Les interactions des molécules mises en étude avec les cibles du coronavirus ont été établies via
la protéine (PDB ID : 6Y84). Dans notre travail, le logiciel UCSF Chimera a été utilisé pour
minimiser I'énergie de la structure cristalline et ainsi tous les hétéroatomes et les molécules d'eau

des protéines ont été éliminés en utilisant I’ AutoDock Vina [23].

Par conséquent, I'optimisation de la liaison H et I'insertion des charges de Kollmann ont été
effectuées et enregistrées sous forme de charges pdbgt. Dans cette étape, un fichier pdbgt
(Protein Data Bank, Partial Charge (Q), and Atom Type (T)) sera créé, y compris les atomes et

les charges partielles.

IV.1.5 Détermination du site actif et de la grille

1000 pas du champ de force MMFF94 ont été appliqués, avec un facteur d'échelle de Van Der
Waals de 1,00 et une coupure de charge de 0,25. Une boite de grille de taille (X, Y, Z) :(33,42
A;63,72 A;60,08 A) a été utilisée comme boite restreinte pour I’étude conformationnelle et la
recherche de différents éventuels positions des molécules mises en docking, avec des parametres
centraux (X, Y, Z) : (12,9 A;1,31 A; 5,8 A). L'analyse critique et le docking moléculaire sont

deux mots techniques utilisés pour indiquer le type et 1'énergie du processus d’interaction.
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Généralement, la version du Drug Discovery Studio détermine les sites actifs qui seront utilisés
comme coordonnées du ligand dans les grilles originales de la protéine cible (BIOVIA Dassault
Systems), et a l'aide du logiciel Discovery Studio, le chercheur doit localiser les interactions non

covalentes [24].

IV.1.6 Interactions ligand-récepteur

La visualisation de la pose de la molécule dite “Lead” représentant la molécule principale ayant
une activité pharmacologique susceptible d’étre utile sur le plan thérapeutique a été utilisée pour
examiner la facon et les sites d’interaction des molécules de I'A. serratifolia avec leurs cibles
protéiques du SARS-CoV-2 dans le complexe mis en docking [25]. Ces molécules ont été
établies en vue des poses 2D et 3D, et leur optimisation géométrique a été examinée. Les
résultats des interactions de ces molécules traitées par le logiciel LigPLOT" dans la cible

protéique, sont présentés dans le tableau 1V-4.
IV.2 Reésultats et discussion

IV.2.1 Similitude médicamenteuse (Druglikness) et calculs ADMET

Les résultats des calculs de similitude médicamenteuse des molécules suivantes : Pr(1), Pr(2),
Pr(3), Pr(4), Pr(5), Pr(6), Pr(7), Pr(8) , Pr(9), Pr(10), Pr(11) et Pr(12) a I'aide du serveur ADME
suisse ont montré que Pr(6) posséde un poids moléculaire de 358,34 Da, le nombre d'accepteurs
et de donneurs de liaison hydrogene est 9 et 4 respectivement. Le produit Pr(6) est également
doté d'une excellente TPSA (surface polaire topologique) de 1’ordre de 134,91 A?, d'une
lipophilie (iLog P) et d'une solubilité dans l'eau (Log S ESOL) estimées a 2,12 et -1,28
respectivement. Ces résultats sont entierement cohérents avec les régles de Lipinski, Veber et
Muegge pour optimiser les propriétés médicamenteuses. Les propriétés de similitude
médicamenteuse des Pr(8) et Pr(9) se sont révélées conformes a la regle de Lipinski (Tableau
1V-2).

304


https://paperpile.com/c/6Z9dOD/ns9f
https://paperpile.com/c/6Z9dOD/vOz1

Chapitre IV : Etude in silico des molécules bioactives de 1’espéce A. serratifolia Salisb et

Pactivité anti-SARS-CoV-2

MW : masse moléculaire ; nHA :

Tableau 1V-2: Les propriétés physicochimiques prédites des molécules mises en étude

Molécule

Pr(1)
Pr(2)
Pr(3)
Pr(4)
Pr(5)
Pr(6)
Pr(7)
Pr(8)
Pr(9)
Pr(10)
Pr(11)
Pr(12)

MW nHA nRB

(Da)
348,35 24 3
348,35 24 3
406,38 28 5
404,37 28 6
392,36 27 5
358,34 25 3
414,36 29 6
388,37 27 6
332,3 23 3
390,34 27 5
390,34 27 5
348,3 24 3

nHBA

9
9
11
11
11
9
11
10
9
11
11
10

nHBD

ON~NOO O, DJdOOOO

MR
m3/mol

77,67
77,67
88,57
88,09
84,25
79,28
89,71
86,89
70,63
83,77
83,77
71,83

TPSA
(A%
149,07
149,07
175,37
175,37
186,37
134,91
161,21
155,14
141,37
186,37
186,37
161,6

iLogP

1,61
1,34
2,26
14

0,59
2,12
1,86
2,11
2,01
1,28
1,18
1,15

nombre des atomes lourds ; nRB : nombre des liaisons

rotatoires ; NHBA : nombre des accepteurs d’hydrogene ; nHBD : nombre des donneurs

d’hydrogéne ; MR : réfractivité molaire

lipophilicité (lipophilie).

TPSA : surface topologique polaire ; i LogP :

D'autre part, les caractéristiques ADME de ces molécules calculées a partir de I'application Web

preADMET ont révélé que Pr(6) présente de bonnes propriétés pharmacocinétiques

correspondant aux parameétres d'absorption, de biodisponibilité et de distribution tels que HIA

avec une valeur de 38,89 %, la solubilité dans I'eau pure avec une valeur de 18,79 mg/mL, et

I"association aux protéines plasmatiques avec une valeur de 34,98 % (Tableau 1V-3).

Tableau 1V-3: Les propriétés ADMET des molécules étudiées.

Absorption Biodisponibilité Distribution

Molécule HIA Caco-2 | MDCK SP BS PWS PPB Pénétration

(%) CP CP (logKp) mg/mL mg/mL (%) BBB

nm/s nm/s cm/s

Pr(1) 17,77 6,35 0,53 - 4,97 96,02 247,92 22,08 0,05
Pr(2) 17,77 6,35 0,53 - 4,97 96,02 247,92 22,08 0,05
Pr(3) 10,52 14,34 0,51 -4,94 28,38 386,60 21,55 0,03
Pr(4) 12,20 14,65 0,51 -4,89 26,34 337,98 20,69 0,03
Pr(5) 10,51 14,66 0,51 -4,98 7,1 237,51 24,15 0,03
Pr(6) 38,89 14,71 0,51 -5,14 5,35 18,79 34,98 0,03
Pr(7) 27,13 12,95 0,61 -5,14 4,78 73,53 31,31 0,02
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Pr(8) 251 17,05 0,5 - 5,04 2,19 142,71 29,09 0,03
Pr(9) 23,62 4,43 0,53 -5,19 106,21 150,78 25,61 0,33
Pr(10) 6,93 13,27 0,51 -49 315,24 719,48 17,70 0,03
Pr(11) 3,03 10,58 0,52 - 5,06 536,45 2837,86 10,44 0,04
Pr(12) 11,61 2,27 0,52 - 5,20 84,92 177,38 14,57 0,28

HIA: human intestinal absorption; Caco-2 CP: cancer coli or colon cancer cell permeability
(https://en.wikipedia.org/wiki/Caco-2); MDCK CP: Madin-Darby Canine Kidney cell
permeability; SP (logKp): skin permeability; expressed as logarithmic skin permeability
(logKp) predicted by quantitative structure-activity relationship (predicted logKp) against
values experimentally observed (observed logKp); BS: buffer solubility; PWS: pure water

solubility; PPB: plasma protein binding; BBB: blood-brain barrier.

IV.2.2 Etude du docking moléculaire

Les résultats du docking moléculaire de différentes molécules avec une cible principale de
protéase a l'aide du logiciel AutoDock Vina ont montré que les affinités de liaison sont

comprises entre (- 6,5 et - 8,0 kcal/mol) (Tableau 1V-4).

Le Pr(7) présente l'affinité la plus élevée (-8,0 kcal/mol) avec la protéase principale du SARS-
CoV-2, qui est nécessaire a la réplication et a la reproduction du virus SARS-CoV-2, et ses
interactions sont induites par différents résidus, dont les acides aminés suivants:His-163;Arg-
188;GIn-192;Thr-190;Glu-166 forment des interactions liantes a I'nydrogene et autres acides
Cys-145 ; Asn-142; Ser-46 ;GIn-189; Pro-168; Leu-167; Met-49/165 et Phe-140

donnent lieu a des interactions non liantes (tableau 1V-5). Les résultats des interactions du

aminés :

docking de toutes les molécules étudiées et les orientations de leurs poses sur le site actif (PDB
ID : 6Y84) sont presentés dans le tableau 1V-4.
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Tableau 1V-4: Les résultats du docking des molécules étudiées avec la protéine principale du SARS-
CoV-2 (PDB ID:6Y84).

Molécule Score Les différentes interactions
(kcal/mol)
Pr(1) -6.7
Pr(2) -7.7
Pr(3) -7.1
Pr(4) -7.0
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Pr(5) -7,4
Pr(6) -7,2
Pr(7) -8,0
Pr(8) -7,4
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Pr(9) -6,4
Pr(10) 7,4
Pr(11) 7,0
Pr(12) 73
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Tableau I1V-5: Les différents acides aminés responsables des interactions des molécules étudiées avec

la cible protéique principale de COVID-109.

Molécule AG Les interactions via les liaisons H (A) Les interactions non liantes
(kcal / mol)
Pr(1) -6,7 His-163(3,25) ; His-41 ;
His-164(3,03) ; Cys-145;
Glu-166(2,94) ; Thr-25;
Thr-26(2,8 /2,96) ; Asn-142 ;
Gly-143;
Met-165
Pr(2) 77 Glu-166(2,84) ; Met-49 ;
His-163(3,21) ; Met-165 ;
Ser-46 ;
Cys-44 ;
Cys-145;
Thr-25;
Gly-143;
His-41,;
Pr(3) 7.1 His-41(2,76/3,05) ; Met-49 ;
His-163(2,8) ; Met-165 ;
Glu-166(2,93/3,14) ; Asn-142 ;
Thr-25(3,27) ; Cys-44 ;
Cys-145 ;
Thr-45;
Phe-140 ;
Leu-141;
Gly-143;
Pr(4) -7,0 His-163(3,29) ; Met-49:
His-41(3,02/3,10) ; Met-165;
Glu-166(3,00/3,16) ; Cys-44;
Thr-26(3,06) ; Ser-46;
Gly-143(2,98) ; Thr-45;
Asn-142(3,15) ; Thr-25;
Leu-141(2,87) ; Cys-145;
Pr(5) -7,4 His-163(3,26); Thr-45;
Glu-166(2,98); Met-49;
Thr-26(3,15); Met-165;
Ser-46;
His-41;
Cys-44;
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Molécule AG Les interactions via les liaisons H (A) Les interactions non liantes
(kcal / mol)
Thr-25;
Cys-145;
Asn-142;
Gly-143;
Pr(6) 7,2 Thr-26(2,95/3,15) ; Thr-25;
Glu-166(2,93) ; Thr-45 ;
Gly-143(3,21) ; His-41 ;
His-164 ;
Met-49 ;
Met-165 ;
Cys-44 ;
Cys-145 ;
Leu-141;
Leu-27;
Asn-142 ;
Ser-46 ;
Pr(7) -8,0 His-163(2,97) ; Cys-145 ;
Arg-188(3,02/3,19) ; Asn-142 ;
GIn-192(3,00) ; Ser-46 ;
Thr-190(3,02/3,10) ; GIn-189 ;
Glu-166(3,02) ; Pro-168 ;
Leu-167 ;
Met-165 ;
Met-49 ;
Phe-140 ;
Pr(8) 7.4 His-41(2.81/3.3) ; Thr-25;
Cys-44(3.19) ; Thr-26 ;
Glu-166(2.85/3.14) ; Thr-45 ;
Asn-142(2.98) ; Met-49 ;
Gly-143(2.9) ; Met-165 ;
Cys-145 ;
Leu-141 ;
Pr(9) -6,4 Cys-44(3,12) ; Glu-166 ;
Thr-25(3,11) ; Cys-145;
Asn-142(3,05/3,11/3,14) ; Met-49 ;
Met-165 ;
His-41 ;
His-164 ;
Pr(10) 7.4 His-163(3,27) ; Met-49 ;
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Molécule AG Les interactions via les liaisons H (A) Les interactions non liantes
(kcal / mol)
Glu-166(2,97) ; Met-165 ;
Thr-26(2,97) ; His-41 ;
Cys-44 ;
Cys-145;
Ser-46;
Thr-45;
Thr-25;
Gly-143;
Pr(11) -7,0 His-41(2,98) ; Glu-166 ;
Cys-145(3,32) ; His-164 ;
Cys-44(2,87) ; Met-49 ;
Thr-25(3,18) ; Met-165 ;
Ser-144(3,14) ; GIn-189 ;
Leu-141(2,91) ; Thr-45;
Gly-143;
Asn-142 ;
Pr(12) 7,3 His-163(3,33) ; His-41;
Glu-166(3,12) ; Thr-25;
Gly-143(3,08/3,11) ; Asn-142;
Met-165;
Cys-145;

1IVV.2.3 Conclusion

Des recherches récentes ont été consacrées a l'identification d'inhibiteurs efficaces du SRAS-
CoV-2 parmi ces produits naturels de Pr(1) a Pr(12), qui ont été isolés a partir de I'espéce

Arbutus serratifolia Salisb.

Les produits suivants : Pr(6):(1S,5S,6S,8S,9R)-8-Méthyl-11-o0xo0-1,5,6,7,8,9-hexahydro-4H-
2,12-dioxacyclopenta [cd] inden-1-yl-f-D-glucopyranoside, suivi de Pr(8):Carboxylate de
méthyl ((1S,5S,9S)-1-(B-D-glucopyranosyloxy)-8-(hydroxyméthyl)-1,5,6,9-
tétrahydrocyclopenta [c] pyran-4-yle) et Pr(9): (1R,5S,6R,7R,8S,9R)-6-Hydroxy-1-(f-D-
glucopyranosyloxy)-1,5,6,7,8,9-hexahydrooxiréno [2°°,3":4”°,5’] cyclopenta [C] pyrane sont
dotés d'une excellente similitude médicamenteuse avec de bonnes propriétés

pharmacocinétiques ADME avec non-violation de différentes regles d’authentification.
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Pr(7):Acétate de méthyl (1S,5S,6S,9S)-1-(8-D-Glucopyranosyloxy)-14-oxo-1,5,6,9-tétrahydro-
1H-2,15-dioxacyclopenta [cd] indén-8-yle) et Pr(2): (1S,5R,6S,8S,9S)-6,8-Dihydroxy-8-
méthyl-1,5,6,7,8,9-hexahydrocyclopenta[c]pyran-1-yl-f-D-glucopyranoside se sont revélés étre
les meilleurs inhibiteurs de la protéase principale du SARS-CoV-2, montrant des meilleures

affinités d’interaction de -8,0 kcal/mol et -7,70 kcal/mol, respectivement.

En outre, ces molécules ont induit de bonnes interactions via les liaisons hydrogéne avec le site
actif de la protéine en provoquant un réarrangement conformationnel significatif dans le site
liant au ligand. Ces résultats qui ont été comparés a ceux des medicaments antiviraux :
Ritonavir et Nirmatrelvir (-1,73 et -1,93 kcal/mol), respectivement [26] [21] ont conduit a
suggerer ces composes phytochimiques comme inhibiteurs prometteurs de la protéase du SARS-
CoV-2. Cependant, d'autres tests expérimentaux in vitro et in vivo sont nécessaires pour

améliorer leurs activités pharmacologiques.
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Les nitroarenes sont une classe de composés nitrés ayant un large éventail d'applications dans
le domaine de la synthése organique, ce qui leur confére une valeur de production élevée dans
les industries pharmaceutiques et commerciales. Cependant, la plupart des réactions, y compris
les composés nitrés, sont effectuees a lI'aide de solvants organiques volatils et inflammables et,
plus particulierement, les réactifs utilisés sont hautement toxiques, difficiles & préparer et a
stocker afin d'éviter les agents responsables de la pollution, ce qui rend la préparation des

composés tres delicate et leurs applications assez restreintes.

Compte tenu des caractéristiques précédentes, I'étude de la chimie verte correspondant aux
réactions des composés nitroarenes avec I'éthanol en milieu alcalin devient lI'un des sujets de

recherche les plus importants en chimie organique.

Une gamme de composes nitroarénes difféeremment substitués a été réduite avec succes en
milieu alcalin a l'aide de borohydrure de sodium sous catalyse de diséléniure de diphényle, qui
est considéré comme un bon transmetteur d'électrons pour obtenir les produits: azoxybenzene;
2,2’-diméthylazoxybenzéne; 3,3’-diméthylazoxybenzéne; 4,4’-diméthylazoxybenzeéne; 4,4’-
dichloroazoxybenzéne; 4,4’- dibromoazoxybenzéne; 4,4’-diiodoazoxybenzéne; 4,4’-
dicarboxylazoxybenzeéne; 4,4’- diméthoxyazoxybenzéne et 4,4’- diacétylazoxybenzéne avec
différents rendements. Il est a noter que les produits 3,3’-diméthylazoxybenzeéne et 4,4’-

diacétylazoxybenzene ont été favorablement synthétisés (73 % et 79 %), respectivement.

Les résultats obtenus au cours de notre étude dépendent notamment de la position et de la nature
des substituants liés au nitroaréne dans la mesure ou les groupes électroattracteurs facilitent la
formation des composés azo ou azoxy, bien que les groupes électrodonneurs empéchent la

réduction a des différents degrés correspondant au pouvoir électroattracteur.

Les espéces Pelargonium graveolens L'Hér, Lavandula dentata L. récoltées dans la région
Marechou (Mila) et I’Arbutus unedo L. collectée dans la région d'ElI Milia (Jijel) ont subi une
extraction hydraulique pour obtenir leurs huiles essentielles qui se sont révélées riches en
monoterpénoides aprés 1’analyse chromatographique et 1’identification structurale de leurs

composants en utilisant CG/MS.
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Sept produits ont été isolés et purifiés de 1’extrait AcOEt issu de 1’espéce A. unedo dont deux

ont éte identifiés comme étant p-hydroxybenzoylarbutine et la quercitrine.

La détermination des teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits MeOH, n-BuOH,
AcOEt et CHCIs des especes d'A. unedo a révelé que I'extrait n-BuOH suivi de I'extrait ACOEt
sont riches en flavonoides et en polyphénols, de sorte que leur activité antioxydante, testée en
utilisant les méthodes DPPH, ABTS, CUPRAC et Phenanthroline, s'est avérée meilleure que
celles des extraits MeOH et CHCla.

L'activité antibactérienne des huiles essentielles des deux especes, P. graveolens et L. dentata a
¢été évaluée en déterminant les diamétres des zones d’inhibition, les concentrations minimales

inhibitrices (CMIs) et bactéricides (CMBSs).

Les extraits CHCIs, AcOEt et n-BuOH de I’espéce A.unedo ont été également testés pour leur
activité antibactérienne contre les souches : E.coli ; S.aureus ; Salmonella typhimurium
;Morganella morganii ; P.aeruginosa et Acinetobacter baumannii en utilisant la méthode de
diffusion en gélose et ont montré un effet bactériostatique important en déterminant leurs CMls
contre chaque espéce bactérienne, et plus particulierement le pouvoir inhibiteur s'est avéré
meilleur dans le cas des extraits n-BuOH et CHCI3 vis-a-vis des souches : Staphylococcus
aureus ATCC 29213 (Gram positif) et Acinetobacter baumannii (Gram négatif) ,une souche
cliniquement isolée & des CMIs = 585 + 63,64 pug/mL et 589,5 + 19,09 pug/mL, respectivement.

Les activités d’inhibition enzymatique testées sur les extraits obtenus de 1’espéce A. unedo, sont

également liées a leur effet antioxydant, agissant sélectivement au niveau cellulaire.

Il convient de noter que ces extraits et leurs composants peuvent renforcer le systéme de défense
enzymatique antioxydant et jouer un réle important dans la prévention des maladies causées par
des infections parasitaires telles que le psoriasis et l'eczéma, ou de certains troubles

métaboliques tels que le diabéte sucré et la maladie d'Alzheimer.

La catéchine et ’arbutine, deux molécules isolées de I’espece A. unedo, ont donné des scores
énergétiques importants dans leurs interactions avec les sites actifs (2ZEOQ) et (LHNY) des cibles
a-glucosidase et a-amylase respectivement par le biais de differentes liaisons importantes avec
des résidus clés. En particulier, la catéchine (-9 kcal/mol avec le site actif de a-glucosidase et -
8,6 kcal/mol avec le site actif de a-amylase) a entrainé des affinités avec des scores énergétiques

meilleurs que ceux donnés par ’arbutine (-6,9 kcal/mol avec le site actif de a-glucosidase et -

318



6,6 kcal/mol avec le site actif de a-amylase). En outre, le score énergétique de la catéchine s’est

avéré meilleur que celui de I’acarbose (-7,8 kcal/mol) utilisé comme référence.

Cette molécule naturelle pourrait étre utilisée comme composant d'un médicament candidat

prometteur pour le traitement du diabéte.

Les composés phytochimiques, séparés de I’espece A. serratifolia Salisb. a partir de Pr(1)
jusqu’a Pr(12) ont été testés pour leurs propriétés pharmacocinétiques et ainsi une simulation en
appliquant le docking moléculaire a été réalisée au site liant principal de la protease (PDB ID :
6Y84) en utilisant les logiciels AutoDock Vina et UCSF Chimera, ainsi que les propriétés
ADMET et la similitude médicamenteuse de ces molécules ont été calculées respectivement a
I'aide de I'application Web preADMET et du serveur ADME suisse respectivement, afin
d'identifier lesquels de ces produits naturels sont potentiellement responsables de cette activité
inhibitrice. Toutes les molécules testées ont induit des affinités dans la poche d'interaction (PDB
ID : 6Y84), avec des scores énergétiques allant de modérés a meilleurs (de -6,4 a -8,00
kcal/mol).

Le produit Pr(6) suivi de Pr(8) et Pr(9) présentent une excellente similitude médicamenteuse et
de bonnes propriétés pharmacocinétiques ADMET sans aucune violation des différentes regles
conformes aux normes internationales. 1l convient de noter que les molécules Pr(2) et Pr(7) ont
été repérées comme des meilleurs inhibiteurs avec des affinités de liaison (-7,7 kcal/mol et -8,0

kcal/mol), respectivement.
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Résumé

Les composés aromatiques contenant des fonctions azo ou azoxy sont largement utilisés dans
I'industrie chimique comme pigments de coloration, additifs alimentaires, indicateurs, initiateurs

de réactions radicalaires et agents thérapeutiques.

Le traitement des nitroarénes avec du borohydrure de sodium dans de I'éthanol alcalin en
présence de quantités catalytiques de diséléniure de diphényle a température ambiante conduit
a la formation des composés azoxyarenes correspondants par la réaction des nitroarenes avec du
phénylséléniure de sodium engendré in situ. A des températures plus élevées, une réduction

supplémentaire en composés azoarénes peut avoir lieu.

Une étude phytochimique a été menée sur les parties aériennes de trois plantes médicinales
algériennes : Pelargonium graveolens L'Heér, Lavandula dentata L. récoltées dans la région
Marechou (Mila) et I’espéce Arbutus unedo L. collectée dans la région d'El Milia (Jijel) en
matiere d’extraction hydraulique des huiles essentielles (HE) dont leurs compositions ont été
analysées et identifiées en utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/SM). Les rendements d’extraction ont été estimés comme suit :
(0,02236%) de I’HE obtenue de 1’espéce P. graveolens I'Hér.( 0,1543%) de I’HE obtenue de
I’espéce L. dentata L. et (0,012%) de I’HE obtenue de 1’espéce A. unedo L., si bien que les
molécules majoritaires isolées sont le g-citronellol (14,46%0) ; §-sélinene (12,32%) ; trans-
géraniol (11,73%o) issues de P. graveolens, puis le 1,8-cinéole (34,84%), L-camphre(11,78%),
fenchone (5,44%b) isolées de L. dentata et le menthone (67,13%); pulégone (15,38%); D-
limonéne (2,84%) isolées de A. unedo. Il est intéressant de noter que ces trois espéces sont
riches en monoterpénoides: A. unedo (90,29%); L. dentata (56,39%b) et P. graveolens (48,3%).

La séparation et la purification de sept produits de 1’extrait AcOEt de 1’espece A. unedo ont éte
effectuées par la combinaison des méthodes chromatographiques (CC de gel de silice et de
sephadex, CCM et papier Whatman), alors que I’identification structurale de deux produits : le
p-hydroxybenzoylarbutine et la quercitrine a été effectuée en utilisant les techniques
spectroscopiques : UV ; RMN 1D (*H, *C) et RMN 2D (HSQC, HMBC et COSY) et par

comparaison avec des données de la littérature.
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L’extrait n-BUOH de I’espéce A. unedo présente des teneurs en flavonoides et en polyphénols
plus élevés, suivi de I’extrait AcOEt, puis 1’extrait MeOH, alors que ’extrait CHCl3z en contient
des quantités moyennes, de sorte que les taux d'inhibition des radicaux libres et ainsi le pouvoir
réducteur exercé par les extraits ACOEt et n-BuOH sont proches de ceux de I'antioxydant
standard BHA du fait que les fractions polaires renferment des groupes donneurs d'atomes

d'’hydrogene.

Les résultats de 1'évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles des deux espéces
P. graveolens et L. dentata vis-a-vis de cing souches de référence ATCC: Staphylococcus
aureus 25923 et Enterococcus faecalis 29212 (Gram positif) ; Escherichia coli 25922,
Klebsiella pneumoniae 700603 et Pseudomonas aeruginosa 25953 (Gram négatif) en utilisant
la méthode de diffusion sur gélose avec la détermination des CMIs se sont avérés étre en faveur
pour les deux extraits huileux contre Enterococcus faecalis 29212 avec des zones d’inhibition
de 32 mm et 26 mm respectivement, en constatant un effet plus performant que I'antibiotique
testé, la gentamicine (20 mm). De plus, ’huile de L. dentata a induit des zones d'inhibition
importantes contre S. aureus 25923 et E. coli 25922 avec les valeurs suivantes de 18 mm et 11
mm, respectivement, tandis que la concentration minimale inhibitrice a été estimée a 3,12

mg/mL.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits ACOEt, n-BuOH CHCIs de 1’espéce A.
unedo contre onze souches bactériennes, a montré un effet inhibiteur significatif exercé par les
deux extraits n-BuOH et CHCIz vis-a-vis des souches : Staphylococcus aureus ATCC 29213
(Gram positif) et Acinetobacter baumannii (Gram négatif) isolée cliniguement avec des CMls
=585 £ 63,64 pg/mL et 589,5 + 19,09 pg/mL) respectivement.

La mesure de la capacité inhibitrice envers 1’acétylcholinestérase (activité anti-Alzheimer),
réalisée sur les extraits MeOH, n-BuOH, AcOEt et CHCIs a révélé que tous ces extraits ont un
effet inhibiteur contre I’enzyme acétylcholinestérase a différents degrés, mais cet effet a été
trouvé inférieur a celui de la galantamine utilisé comme medicament de référence dont la valeur
sa concentration inhibitrice Clso = 6,27 £+ 1,15 pg/mL, a I’exception de I’extrait MeOH qui a
présenté une activité proche de celle de la galantamine (Clso = 8,40 + 0,18 pg/mL), et ainsi
I’activité inhibitrice des deux phases ACOEt et n-BuOH (Clso = 11,53 £ 0,10 ; 11,23 + 0,22
pg/mL) contre ’enzyme acétylcholinestérase s’est avérée meilleure que celle de la phase

CHCls.
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Les résultats des tests d'inhibition de a-glucosidase et a-amylase (activité antidiabétique) ont
montré que I'extrait MeOH avec ses concentrations inhibitrices (Clso = 49,05 £ 0,23 pg/mL pour
’activité inhibitrice de a-glucosidase et Clso= 10,57 + 0,59 pg/mL pour I’activité inhibitrice de
a-amylase) est doté d’un pouvoir inhibiteur supérieur a ceux des autres molécules testées : la
catéchine (Clso= 70,42 £ 0,14 pg/mL pour I’activité inhibitrice de a-glucosidase et Clso= 56,17
+ 0,82 ug/mL pour I’activité inhibitrice de a-amylase) et I’arbutine (Clso= 241,6 £ 0,56 pg/mL
pour I’activité inhibitrice de a-glucosidase et Clso= 743,44 + 0,51 ug/mL pour D’activité
inhibitrice de a-amylase), et méme les activités inhibitrices de cet extrait et ses composants se
sont révélees meilleures que celle de I'acarbose (Clso= 275,43 + 1,59 pg/mL pour activité
inhibitrice de a-glucosidase et Clso= 3650,93 £10,70 pug/mL pour ’activité inhibitrice de a-
amylase). Le docking moléculaire de la catéchine et I’arbutine avec les sites actifs (2ZEO) et
(LIHNY) des cibles a-glucosidase et a-amylase respectivement, a montré que les interactions
moléculaires sont principalement introduites par différentes liaisons importantes en induisant
des affinités avec de meilleurs scores énergétiques pour la catéchine ((-9 kcal/mol) avec le site
actif de a-glucosidase et (-8,6 kcal/mol) avec le site actif de a-amylase) par rapport a celles de
I’arbutine (-6,9 kcal/mol avec le site actif de a-glucosidase et (-6,6 kcal/mol) avec le site actif
de a-amylase). De plus, le score énergétique de la catéchine s’est avéré meilleur que celui de
I'acarbose (-7,8 kcal/mol) utilisée comme référence. Cette molécule naturelle pourrait étre

utilisée comme composant d’un médicament candidat prometteur pour le traitement du diabete.

L’étude in silico et la simulation moléculaire en appliquant le docking et les propriétés ADMET
sur les molécules bioactives de I’espéce A. serratifolia a été réalisée sur douze produits naturels

de Pr(1) jusqu’a Pr(12) afin d’examiner leur pouvoir inhibiteur envers SARS-CoV-2.

Les produit Pr(6), suivi de Pr(8) et Pr(9), présentent une excellente similitude médicamenteuse
et de bonnes propriétés pharmacocinétiques ADMET sans aucune violation des différentes
regles liées aux normes internationales. De plus, les molécules Pr(7) et Pr(2) se sont avérees
étre de bons inhibiteurs de la principale protéase du SRAS-CoV-2, conduisant a de meilleures
affinités avec des scores énergétiques de (-8,0 kcal/mol) et (-7,70 kcal /mol) respectivement, et
sont méme plus efficaces que les antiviraux de référence : Ritonavir et Nirmatrelvir (-1,73 et

-1,93 kcal/mol) respectivement.
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Les mots clés : Fonctions azo ou azoxy, nitroarenes, diséléniure de diphényle, Pelargonium
graveolens L'Hér, Lavandula dentata L, Arbutus unedo L, huile essentielle, polyphénols,
flavonoides, activité antioxydante, activité antibactérienne, activité anti-Alzheimer, activité

antidiabétique, étude in-silico.
Abstract

Aromatic compounds containing azo or azoxy functions are widely used in the chemical
industry as color pigments, food additives, indicators, initiators of free-radical reactions and
therapeutic agents. The treatment of nitroarenes with sodium borohydride in alkaline ethanol in
the presence of catalytic amounts of diphenyldiselenide at room temperature leads to the
formation of the corresponding azoxyarene compounds through the reaction of nitroarenes with
sodium phenylselenide generated in situ. At higher temperature, further reduction to azoarene

compounds can take place.

A phytochemical study was carried out on the aerial parts of three Algerian medicinal plants:
Pelargonium graveolens I'Hér, Lavandula dentata L. collected from the Marechou region (Mila)
and the species Arbutus unedo L. collected from the EI Milia (Jijel) region, for hydraulic
extraction of essential oils (EO), whose compositions were analyzed and identified using gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). Extraction yields were estimated as follows:
(0.02236%) of the EO obtained from the species P. graveolens L'Hér.( 0.1543%) of the EO
obtained from the species L. dentata L. and (0.012%) of the EO obtained from the species A.
unedo L., so that the majority molecules isolated are g-citronellol (14.46%); oJ-selinene
(12.32%); trans-geraniol (11.73%) from P. graveolens, followed by 1,8-cineole (34.84%), L-
camphor (11.78%), fenchone (5.44%) from L. dentata and menthone (67.13%); pulegone
(15.38%); D-limonene (2.84%) from A. unedo. Interestingly, all three species are rich in
monoterpenoids, with A. unedo (90.29%), L. dentata (56.39%) and P. graveolens (48.3%).

Separation and purification of four products from the EtOAc extract of A. unedo were carried
out using a combination of chromatographic methods (silica gel and sephadex CC, TLC and
Whatman paper), while the structural identification of two products: p-hydroxybenzoylarbutin
and quercitrin, was carried out using the following techniques: UV; 1D NMR (*H,®C) and 2D
NMR (HSQC, HMBC and COSY) and by comparison with literature data.
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The n-BuOH extract of A. unedo species shows higher flavonoid and polyphenol contents,
followed by the EtOAc extract, then the MeOH extract, while the CHCI3 extract contains
average quantities, so that the free radical inhibition rates and thus the reducing power exerted
by the EtOAc and n-BuOH extracts are close to those of the standard antioxidant BHA, as the
polar fractions contain hydrogen atom donor groups.

The results of the evaluation of the antibacterial activity of essential oils from the two species
P. graveolens and L. dentata against five ATCC reference strains: Staphylococcus aureus ATCC
29213 (Gram-positive) and Acinetobacter baumannii (Gram-negative) clinically isolated with
MICs = 585 + 63.64 pg/mL and 589.5 + 19.09 pug/mL respectively.

The assessment of the inhibitory capacity towards acetylcholinesterase (anti-Alzheimer
activity), carried out on MeOH, n-BuOH, EtOAc and CHCI3 extracts revealed that all these
extracts have an inhibitory effect against the acetylcholinesterase enzyme to varying degrees,
but this effect was found to be lower than that of galantamine used as a reference drug, whose
inhibitory concentration value 1Cso = 6.27 £ 1.15 ug/mL, except for the MeOH extract which
showed an activity close to that of galantamine (ICso = 8.40 + 0.18 pg/mL), and thus the
inhibitory activity of both EtOAc and n-BuOH phases (ICso=11.53+£0.10; 11.23 £ 0.22 pg/mL)

against the enzyme acetylcholinesterase was better than that of the CHCI3 phase.

The results of the a-glucosidase and a-amylase inhibition tests (anti-diabetic activity) showed
that the MeOH extract with its inhibitory concentrations (ICso = 49.05 + 0.23 pg/mL for a-
glucosidase inhibitory activity and ICso= 10.57 + 0.59 pg/mL for a-amylase inhibitory activity)
has a higher inhibitory power than the other molecules tested: catechin (ICso= 70.42 + 0.14
pg/mL for a-glucosidase inhibitory activity and 1Cso= 56.17 = 0.82 pg/mL for a-amylase
inhibitory activity) and arbutin (ICso=241.6 + 0.56 pg/mL for a-amylase inhibitory activity),and
even the inhibitory activities of this extract and its components were found to be better than
those of acarbose (ICso= 275.43 £ 1.59 pg/mL for a-glucosidase inhibitory activity and 1Cso=
3650.93 +£10.70 pg/mL for a-amylase inhibitory activity).

Molecular docking of catechin and arbutin with the active sites (2ZEQ) and (LHNY) of the a-
glucosidase and oa-amylase targets respectively, showed that molecular interactions are
introduced by different important bonds inducing affinities with good energy scores for catechin
((-9 kcal/mol) with the a-glucosidase active site and (-8.6 kcal/mol) with the a-amylase active
site) compared with those for arbutin (-6.9 kcal/mol with the a-glucosidase active site and (-6.6

kcal/mol) with the a-amylase active site).
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In addition, the energy score of catechin was found to be better than that of acarbose (-7.8
kcal/mol) used as a reference. This natural molecule could be used as a component of a

promising drug candidate for the treatment of diabetes.

The in silico study by applying molecular docking and ADMET properties of bioactive
molecules from A. serratifolia species was carried out on twelve natural products from Pr(1) to

Pr(12) to examine their inhibitory potency towards SARS-CoV-2.

The products Pr(6) followed by Pr(8) and Pr(9) show excellent drug similarity and good
ADMET pharmacokinetic properties, without any violation of various standard rules. In
addition, Pr(7) and Pr(2) were proved to be good inhibitors of the main SARS-CoV-2 protease,
resulting in better affinities with energy scores of (-8.0 kcal/mol) and (-7.70 kcal/ mol)
respectively, and even more effective than the reference antivirals Ritonavir and Nirmatrelvir

(-1.73 and -1.93 kcal/mol) respectively.

Keywords: Azo or azoxy functions, nitroarenes, diphenyldiselenide, Pelargonium graveolens
L'Hér, Lavandula dentata L, Arbutus unedo L, essential oil, polyphenols, flavonoids,
antioxidant activity, antibacterial activity, anti-Alzheimer activity, antidiabetic activity, in silico

study.
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