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Introduction générale

La recherche des substances naturelles & activité pharmacologique connait depuis
quelques années une importance progressive, et elle suscite de plus en plus I’interét des
scientifiques, les plantes étant considérées comme une source importante de ces substances.
La flore mondiale comprend environ 390 800 espéces. Jusqu’a présent, moins de 10 % des
plantes ont été étudiées en terme de recherche de substances potentiellement thérapeutiques et
le nombre de molécules bioactives issues du monde végétal qui restent encore a découvrir est
inestimable [1, 2].

Les régions tempérées telles que la région méditerranéenne sont caractérisées par la
richesse et la diversité de leur flore. Les Lamiacées ou Labiacées constituent une famille
distribuée dans le monde entier, mais la region méditerranéenne offre le meilleur exemple de
la grande diversite de cette famille [3]. Cette famille présente un intérét qui se manifeste par
des applications variées. Dans le domaine de la parfumerie, elle est une importante source
d’huiles essentielles, telles que : celles des fleurs de la menthe (Mentha), de la lavande
(Lavandula) et du patchouli (Pogostemon). Dans le domaine agroalimentaire, elle renferme de
nombreuses herbes et condiments qui sont importants pour notre alimentation, telles que : le
basilic (Ocimum basilicum), le romarin (Rosmarinus officinalis), le thym (Thymus vulgaris),
et la sauge (Salvia officinalis) [4, 5].

Nous nous sommes intéressés aux sauges qui forment le genre Salvia. Plusieurs especes
de ce genre ont été étudiées du point de vue phytochimique et biologique [4-12]. C’est pour
cette raison que notre choix a porté sur I’espéce Salvia phlomoides, qui est étudiée pour la
premiere fois en Algérie dans le cadre de ce travail.

Notre deuxiéme choix a concerné la famille des Apiacées ou Ombelliféres. L’ importance de
cette famille est considérable, elle fournit a I’alimentation des légumes comme : la carotte
(Daucus carota) et le céleri (Apium graveolens), des condiments et des épices comme : le
persil (Petroselinum crispum), le cumin (Cuminum cyminum) et la coriandre (Coriandrum
sativum), et a la médecine des plantes ayant des activités pharmacologiques comme : le
fenouil (Foeniculum vulgare), I’angélique (Angelica sylvestris) et Ferula asafoetida gumpour
ses propriétés antispasmodiques [13].

Le genre Ferula dont plusieurs espéces ont fait 1’objet d’études phytochimiques occupe une
place importante dans cette famille [14-17].

Nous présenterons dans ce travail une étude sur ’espéce Ferula vesceritensis récoltée dans
deux régions différentes, de Constantine d’une part et de Mogheul au sud ouest de Bechar

d’autre part.
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Nous discuterons dans le cadre de ce travail les études phytochimiques et pharmacologiques
de deux especes citées plus haut : Salvia phlomoides et Ferula vesceritensis, en se basant sur
la recherche et I’isolement des métabolites secondaires de ces espéces, 1’identification de leur
structure et I’évaluation de 1’activité biologique des extraits et des composés isolés, ainsi que
la détermination de la composition chimique de leur huile essentielle.

Une partie de 1’étude phytochimique a été réalisée au sein de 1’unité de recherche
VARENBIOMOL (Université Freres Mentouri Constantine 1), elle a été complétée par un
stage de un mois au laboratoire de produits naturels (Université de Surrey et Université
d’Oxfordau au Royaume Uni).

Les activités biologiques ont été étudiées a I’Institut National du Cancer des Etats Unis, et au

Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine.

Les résultats de cette étude seront présentés sous forme d’une introduction et de six chapitres,
Le premier chapitre présente une revue bibliographique sur la famille des Lamiacées, le
genre Salvia et I’espéce Salvia phlomoides.

Le deuxieme chapitre présente une revue bibliographique sur la famille des Apiacées, le
genre Ferula et I’espéce Ferula vesceritensis.

Le troisieme chapitre est consacré aux travaux personnels concernant I’étude phytochimique
des deux espéces, qui comprend 1’extraction, le fractionnement des extraits et la purification
des produits obtenus.

Le quatrieme chapitre reporte la discussion des résultats obtenus et la détermination
structurale des composés isolés des deux especes.

Le cinquieme chapitre reporte les résultats de 1’évaluation des activités biologiques des
extraits et des composes isolés.

Le sixiéme chapitre porte sur 1’étude de la composition chimique des huiles essentielles des
deux especes.

Une conclusion générale cl6turera la présentation de ce travail et une liste des références

bibliographiques.
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Chapitre |

La famille des Lamiaceées,

le genre Salvia

et I’espéce Salvia phlomoides




La famille des Lamiacées est ’'une des plus étudi¢es. Elle est connue pour ses espéces
médicinales et aromatiques. Notre travail concerne I’espéce Salvia phlomoides.

I.1. Présentation de la famille des Lamiacées

Les Lamiacées sont nommées d’aprés le genre Lamier, la francisation du nom « Lamium » qui
désignait ces plantes chez les romains, signifiant « ortie », en référence a la ressemblance
superficielle de ses larges feuilles dentées avec celles de 1’ortie. Précédemment appelées
Labiacées, dérive du latin « labia » qui veut dire « lévre » qui caractérise ses fleurs qui ont
uneforme de « gueule » entourée de deux lévres [18].

Les Lamiacées ou Labiacées sont une importante famille botanique, elle regroupe environ 200
genres et 5500 especes [19].

Les plantes sont généralement aromatiques produisant des huiles essentielles, herbacées,
annuelles ou vivaces, a tiges quadrangulaires, de 30-150 cm de hauteur, avec des fleurs
attrayantes a symétrie bilatérale, a deux levres en différentes couleurs, généralement de rose a
rouge ou de violet a bleu [20].

Cette famille est distribuée a travers le monde, mais est particuliérement présente dans les
régions tropicales et tempérées et en région méditerranéenne [3].

En Algérie, la famille des Lamiacées comprend 28 genres et 146 especes [21].

1.2. Le genre Salvia

Le nom Salvia dérive du latin « salvare » signifiant « sauver » ou « étre sir et indemne »,
résume ses propriétés thérapeutiques vis-a-vis de nombreux types de maladies et sa popularité
en médecine traditionnelle. 1l est également connu sous le hom commun « sauge (sage) » en
francais et « sawge » en ancien anglais [22].

Salvia est I'un des plus grands et des plus importants genres de la famille des Lamiacées, il est

représenté par plus de 900 espéces [19].

1.2.1. Description et classification botanique
Les plantes de ce genre comprennent des espéces annuelles, bisannuelles ou vivaces.
Les tiges sont genéralement quadrangulaires inclinées comme les autres membres de la
famille des lamiacées. Les feuilles sont généralement entieres, mais parfois dentées ou
pennées [23]. Les fleurs se regroupent en inflorescences de type grappes ou panicules, dont
les couleurs vont du bleu au rouge, et rarement du blanc au jaune. La corolle est formée de

deux lévres. Les fruits sont ovoides lisses ou nutlets oblongues et dans de nombreuses especes
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ils ont un revétement mucilagineux. Plusieures especes de ce genre sont pourvus de poils au
niveau des feuilles, des tiges et des fleurs. Parfois, les poils sont glandulaires et sécrétent des
huiles volatiles donnant généralement une odeur distincte a la plante. Lorsque les poils sont
frottés ou brosses, certaines des cellules oléiferes sont rompues, libérant ainsi I'huile
essentielle [24].

Le genre Salvia appartient a la classification suivante [25] :

Tableau 1. Classification botanique du genre Salvia

| Régne || Plantes |
| Sous regne || Plantes vasculaires |
| Embranchement || Phanérogames |
| Sous Embranchement || Angiospermes |
| Classe || Magnoliopsida |
| Sous classe || Astéride |
| Ordre || Lamiales (Labiales) |
| Famille || Lamiacées |
| Genre || Salvia |

1.2.2. Distribution géographique

Ce genre est distribué dans différentes régions dans le monde, y compris les zones tempérées
et chaudes telles que : I’Amérique centrale et I’Amérique du sud (530 especes), 1’Asie
centrale / méditerranée (250 espéces), 1’Asie de I’Est (90 espéces) et I’Afrique du Sud (30
especes) [26,27]. Les espéces recensées en Algérie sont: Salvia balansae de Noé, Salvia
officinalis L., Salviachudaei Batt. et Trab., Salvia triloba L., Salvia lavandulaefolia Vahl.,
Salvia aucheri Benth., Salvia phlomoides Asso., Salvia jaminiana de Noé, Salvia verbenaca
L. Brig., Salvia horminum L., Salvia aegyptiaca L., Salvia silvestris L., Salvia tingitana Ette.,
Salvia sclarea L., Salvia aehiopisL., Salvia algeriensis Desf., Salvia barrelieri Ettling. et
Salvia argentea L. [21].

Figure 1. Distribution géographique du genre Salvia
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1.2.3. Utilisation

Plusieurs especes du genre Salvia ont montré des activités pharmacologiques, nottamment

antioxydantes,

neuroprotectrices,

cytotoxiques et antitumorales.

anti-inflammatoires,

antimicrobiennes,

antivirales,

Le tableau ci-dessous regroupe quelques exemples d’espéces du genre Salvia avec leurs

activités pharmacologiques.

Tableau 2. Activités pharmacologiques de quelques espéces du genre Salvia

Especes

Activités

Ref

DL U!LmL!mvmwm

. officinalis L.
. hydrangea

. lachnocalyx
. macilenta

. multicalis

. sclarea

. xanthocheila

Anti-oxydante

[5]
[6]

. hydrangea

. lachnocalyx
. macilenta

. multicalis

. sclarea

. xanthocheila

Neuro-protectrice

[7]

. africana-caerulea
. africana-lutea
. albicaulis

aurita

. chamelaeagnea
. disermas

. dolomitica

. garipensis

. lanceolata

. hamaensis

Anti-inflammatoire

[8]

S.

pratensis L.

S.glutinosa L.
S.aethiopis L.

Antimicrobienne

[9]

S.

officinalis

Antivirale

[10]

S.

hypargeia

Cytotoxique

[11]

S.

menthifolia

Anti tumorale

[12]
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1.2.4. Etudes phytochimiques antérieures du genre Salvia

134 especes du genre Salvia ont été étudiées jusqu’a 2011, permettant ’isolation de 773

molécules, nous pouvons les classer en sept groupes : les sesquiterpénoides, les diterpénoides,

les sesterpénoides, les triterpénoides, les stéroides, les polyphénols et autres composés [4].

Il considere comme une source de nombreux constituants naturels, y compris les

triterpénoides et les flavonoides qui sont les principaux composés des parties aériennes [28].

1.2.4.1. Flavonoides et tritérpenoides isolés du genre Salvia

Les tableaux 3 et 4 regroupent les molécules de type flavonoideset triterpénoides (Oléananes)

isolées de différentes espéces du genre Salvia.
* Flavonoides :
Tableau 3. Flavonoides isolés du genre Salvia.

| N° || Molécules || Espéces | Réf |
[ 01 ][ Nubatine | S. nubicola | [291 |
| 02 || 6,8-di-C-glucosylapigénine (vicenin-2) || S. officinalis | [30,31] |
03 || Lutéoline-7-O-p-D-glucoside | S. officinalis | [30,31] |
| S. triloba | 3821 |
| 04 || Lutéoline- 7-O-glucuronide || S. officinalis | [30,31] |
| 05 || Lutéoline-3’-O-glucuronide || S. officinalis | [30,31] |
| 06 || 6-hydroxylutéoline 7-O-glucoside || S. officinalis | [30,31] |
| 07 || 6-méthoxylutéoline 7-O-glucoside || S. tomentosa | 331 |
08 6-hydroxylutéoline 5-O-glucoside LS. verticillata I [34] |
| S. tomentosa | 3] |
| 09 || 6-hydroxylutéoline 7-O-glucuronide || S. officinalis | [80] |
10 || Apigénine-7-O-B-D-glucopyranosyl-(1"—4")-B-D- || S. uliginosa [36]
glucopyranoside
| 11 || Apigénine-7,4’-O-di-B-D-glucopyranoside || S. uliginosa | [36] |
12 || Delphinidine-3-O-[6-O-(p-coumaroyl)-B-D- S. uliginosa [37]
glucopyranoside]-5-O-[4-O-acetyl-6-O-malonyl-f-
D-glucopyranoside]
13 || Genkwanine-4'-O-a-L-arabinopyranosyl-(1—6)-p- || S. moorcroftiana [38]
D-galactopyranoside
14 || Genkwanine-4'-O-{a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)- S. moorcroftiana [38]
[a-L-rhamnopyranosyl-(1— 6)]-p-D-
galactopyranoside}
15 || Genkwanine-4'-[O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)- S. moorcroftiana [39]
3-D-galactopyranoside]
16 || Genkwanine-4'-[O-a-L-arabinopyranosyl-(1—3)- S. moorcroftiana [39]
a-L-rhamnopyranoside]
17 || 8-méthoxygenistein 7-O-a-L-rhamnoside 4'-O-f- S. triloba [40]
D-glucoside
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= Triterpénoides :
De nombreux triterpénoides ont été isolés des espéces de Salvia depuis 1976.
Selon leur structure, ces triterpénoides sont classés en six sous-groupes : triterpénoides de
type ursane ; oléanane ; lupane ; dammarane ; stéroides et autres triterpénoides.

Le tableau ci-dessous présente les triterpénoides de type oléanane isolés du genre Salvia.

Tableau 4. Oléananes isolés du genre Salvia

| N° || Molécules || Espéces | Réf |
| 01 || Acide 20,3p-dihydroxyoléan-28-oique || S.hierosolymitana || [41] |
| 02 || 1B,20,3B,110-tetrahydroxyoléan-12-éne || S. kronenburgii || [42] |
| 03 || 3p-acétoxyoléan-12-éne-2a,11a-dial || S. argentea | [43] |
| 04 || 3p-acétoxyoléan-12-gne-I,2a,11a-triol || S. argentea | 1431 |
| 05 || Acide 3B-hydroxy-I-oxo-oléan-12-én-28-0ique || S. virgata | 44 |
06 || Acide 3a,60,24-trihydroxyoléan-12-én-28-oique S. santolinifolia [45]
(salvin B)
| 07 || Salvinemorol || S. nemorosa | [46] |
| 08 || 24-nor-20,3p-dihydroxyoléan-4(23),12-éne || S.hierosolymitana || [41] |
09 || Acide 2R,3R-dihydroxy-24-nor 4(23),12- S. carduacea [47]
oléandién-28- oique
10 || Acide 2a,30,160-trihydroxy-24-nor-4(23),12- S. palaestina [48]
oléandién-28-oique
| 11 || Acide przewanoique B || S. przewalskii | [49] |
| 12 || Acide przewanoique A || S. przewalskii | [49] |
| 13 || 1B,110-dihydroxyoléan-18-én-3-one || S. deserta | [50] |
| 14 || 23-hydroxygermanicone || S. pomifera | [51] |
| 15 || Oléan-13(18)-éne-20,3p,11a-triol || S. pinnata | [52] |
[ 16 || Oléan-(13)18-éne-2p,3p-diol [ S. horminum | [53] |
| 17 || 3B-hydroxyoléanan-13p-28-lactone || S. lanigera | [54] |
| 18 || 20,20B-dihydroxy-3p-acétoxyurs-9(11),12-diéne || S. kronenburgii || [55] |
| 19 || 1B,20-dihydroxy-3p-acétoxyurs-9(11),12-digne || S. kronenburgii || [55] |
20 || Déacétyloxysessein-7a-(3B-hydroxyoléan-12-én- S. regla [56]
28-oate)(Reglin)

1.3. L’espéce Salvia phlomoides

Dans I’espece Salvia phlomoides (Famille des Lamiacées), le mot phlomoides vient du grec
« phlomis » et « phlomon » qui signifie « briler » et « flamme ». Les Grecs donnent ce nom

aux plantes dont les feuilles étaient utilisées comme meches de lampes [57].
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1.3.1. Description botanique
C’est une plante a tige droite, obtusément tétragone, sillonnée au milieu des faces et rameuse
dont les rameaux sont opposés et montants. Les feuilles pétiolées, ovales-oblongues, bordées
de dents peu profondes et écartées, vertes en dessus, pales en dessous. Toute la plante garnie
de poils blancs avec fleurs axillaires de couleur violet a bleu, assez distantes, disposées par

paires, ou verticillées de nombre de 2 a 4, et formant une sorte d’épi terminal, garni de
bractées [58].

Figure 2. Salvia phlomoides

1.3.2. Distribution géographique

Cette espece est présente en Espagne, en Algérie, au Maroc et en Tunisie [59, 60].

Figure 3. Distribution géographique de I’espéce Salvia phlomoides
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1.3.3. Etudes phytochimiques antérieures de Salvia phlomoides

Précédemment, quatre investigations ont é€té menées sur 1’espece Salvia phlomoides.

Une plante a été étudiée en Espagne (racines et parties aériennes). Cette investigation

phytochimique a permis

diterpénoides et des triterpénoides.

= Diterpénes :

I’isolement des

composés terpéniques,

essentiellementdes

L’étude phytochimique de 1’extrait acétone des racines a permis 1’isolement des diterpénoides

suivants :

Tableau 5. Diterpénoides isolés de Salvia phlomoides

N° || Molécules Structures chimiques Réf

01 || Déméthylcryptojaponol [61]
14-deoxycoléon U [61]

02

03 || Salviphlomone [61]

04 || 8,13-abiétadiéne [61]
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Tableau 5. Diterpénoides isolés de Salvia phlomoides (suite)

N° || Molécules Structures chimiques Réf
05 || 8, 11,13-abiétatriéne [61]
06 || Royléanone H [61]
07 || 7a-acétoxyroyléanone [61]
08 || Taxodione [61]
09 || Taxodone [61]
10 || Cryptojaponol - 10

11 || Sugiol [61]
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Une nouvelle étude de 1’extrait acétone des racines de Salvia phlomoides a permis 1’isolement

d’un diterpenoide de structure abiétane.

Tableau 5. Diterpénoides isolés de Salvia phlomoides (suite)

NO

Molécule

Structure chimique

Réf

12

6,11-dihydroxy-12-méthoxyabiéta-
5,8,11,13-tetraen-7-one

[62]

»  Triterpénes :

Une étude phytochimique de la partie aérienne de la plante Salvia phlomoides a conduit a

I’isolement de trois triterpenoides :

Tableau 6. Triterpenoides isolés de Salvia phlomoides

N° || Molécules Structures chimiques Réf
14 || Lupane-3p,11a,20-triol [63]
15 || 3B-acétoxylupane-11a,20-diol H§ [63]
16 || 3-keto-lupane-11a,20-diol H§ [63]
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Une autre étude phytochimique de 1’extrait acétone de Salvia phlomoides a permis d’isoler les
triterpénoides suivants :

Tableau 6. Triterpenoides isolés de Salvia phlomoides (suite)

N° || Molécules Structure chimique Réf

17 || Lupéol [64]

18 || Lup-20(29)- ene-2a,3B-diol [64]

A la lumiére de ces données, on peut confirmer le profil chimique pour le genre Salvia, on
trouve couramment des flavonoides et des triterpenoides dans leurs parties aériennes. C’est
pour cette raison que cette étude s’est concentrée a I’investigation phytochimique de 1’espéce

Salvia phlomoides, et aussi qu’elle n’a jamais fait I’objet d’études auparavant en Algérie.
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Chapitre 11

La famille des Apiacees,

le genre Ferula

et I’espéce Ferula vesceritensis




La famille des Apiacées est 1'une des plus importantes. Elle renferme un grand nombre

d’espéces aromatiques et alimentaires. Notre travail concerne 1’espéce Ferula vesceritensis.

I1.1. Présentation botanique de la famille des Apiacées

Le nom Apiacée vient du latin « Apis » et « Apium » qui signifient « abeille » et « Céleri », en
référence a leurs fleurs qui attirent les abeilles, et a I’espéce la plus connue de cette famille.
Elle est plus connue sous le nom Ombélliferes qui vient du latin« Umbella » et « Umbra » qui
signifient « Ombrelle ou Parasol » et « Ombre », caractérisant leur inflorescence typique, une
ombelle, qui permet évidemment de se mettre un peu a I’ombre [65].

IIs forment une importante famille qui comprend pres de 3500 espéces réparties en 463 genres
[66].

Ce sont principalement des plantes herbacées annuelles souvent aromatiques, parfois
bisannuelles ou vivaces, certaines ne fleurissent qu’une fois par an comme le genre Ferula.
Les tiges sont parfois robustes, peuvent atteindre deux metres de haut. Elles sont souvent
cannelées (sillons dans le sens de la longueur) et deviennent généralement creuses par
résorption de la moelle. Les feuilles, stipulées ou non, sont alternes, parfois simples, et parfois
composées, mais géneralement profondément a folioles finement découpées. Les fleurs,
généralement de petite taille due a l'inflorescence relativement condensée, a symétrie
pentameére, sont le plus souvent blanches ou jaunatres ou encore pourpres [65, 67].

Cette famille est distribuée a travers le monde, mais particulierement dans les régions
tempérées [68].

En Algérie, la famille des Apiacées comprend 55 genres [69].

11.2. Le genre Ferula

Le nom latin « Ferula » signifie « canne » en référence aux tiges cannelées de ce genre.
Ferula est I'un des genres les plus importants de la famille des Apiacées. Il regroupe environ
170 especes [70].

11.2.1. Description et classification botanique
Les plantes du genre Ferula sont vivaces, a tige de 1 a 4 m de hauteur, robuste et creuse.
Les feuilles sont toutes composées en lanieres linéaires. Les fleurs sont petites, en ombelles de
5 a 40 rayons, de couleur jaune, les latérales plus petites que la centrale. Les fruits sont ovales
ou oblongs, comprimés par le dos, glabres, entourés d’un rebord plan [71].

Le genre Ferula appartient a la classification phytogénétique suivante [25] :
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Tableau 7. Classification botanique du genre Ferula

| Régne || Plantes |
| Sous régne || Magnoliophyta |
| Classe || Magnoliopsida |
| Ordre || Apiales |
| Famille || Apiacées |
| Genre || Ferula |

11.2.2. Distribution géographique

Les plantes du genre Ferula sont originaires du bassin méditerranéen, ainsi que de I'Asie

occidentale et centrale [72].

Ce genre est distribué dans différentes régions de I’ Afrique [73-76].

En Algérie, il est représenté par 7 especes [69], qui sont: Ferula communis L., Ferula

cossoniana B. et T., Ferula longipes Coss., Ferula lutea, Ferula sulcata Desf., Ferula

tingitana L., Ferula vesceritensis Coss. et Dur.
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Figure 4. Distribution géographique du genre Ferula

11.2.3. Utilisation

De nombreuses espéces du genre Ferula sont utilisées pour leurs activités pharmacologiques,

y compris, cytotoxiques, antimicrobiennes, antioxydantes, antispasmodiques, hypotensives,

antifongiques et anti-inflammatoires.
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Le tableau ci-dessous représente les activités pharmacologiques de quelques especes du genre

Ferula.

Tableau 8. Activités pharmacologiques d’espéces du genre Ferula

| Espéces || Activités | Réf |
F. ovina Cytotoxique [77]
F. szowitsiana
F. persica
F. diversivittata
F. flabellilob
F. gummosa
F. persica
F. heuffelii Griseb. Antimicrobienne [78]
F. assafoetida [79]
F. gummosa [80]
F. gummosa Boiss. Antioxydante [81]
F. assafoetida [82]
F. szovitsiana [83]
F. asafoetida gum. Antispasmodique [13]

Hypotensive

F. latisecta Antifongique [84]
F. narthex Boiss. [85]
F. persica. [86]
F. hermonis Anti-inflammatoire [87]
F. gummosa Boiss. [88]

11.2.4. Etudes phytochimiques antérieures du genre Ferula
De nombreuses études phytochimiques ont été réalisées sur le genre Ferula, elles ont conduit
a ’extraction de centaines de métabolites secondaires, dont la plupart sont des terpenoides,
plus précisément des derives sesquiterpéniques de type daucane et sesquiterpenes
coumariniques. Les taleaux 9 et 10 regroupent les molécules de sesquiterpenes de type

daucane et coumariniques isolées de différentes espéces du genre Ferula.

D’autres especes du genre Ferula ont mis en évidence la preésence des flavonoides. Des

exemples de flavonoides isolés du genre Ferula sont résumes dans le tableau 11.
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= Sesquiterpenes de type daucane

Tableau 9. Sesquiterpénes de type daucane isolés du genre Ferula

| N° ][ Molécules || Espéces | Réf |
| 01 || 4-(4'-hydroxybenzoyloxy)dauc-4,8-diéne || F. sinaica [89]
| 02 || 14-(4"-hydroxy-3'-methoxybenzoyloxy)dauc-4,8-diéne |
| 03 || (1R,4R)-4-Hydroxydauca-7-én-6-one || F. hermonis [90]
| 04 || (1R,4R)-4-Hydroxydauca-7-&ne-6,9-dione |
|05 || (1R,3S,8S)-3-éthoxy-8-angéloyloxydauca-4-én-9-one |
| 06 || Feruhermonin B | F. [91]
| 07 || 4p,8p-dihydroxy-6a-p-hydroxybenzoyl-dauc-9-éne || hermonisBoiss.

08 4p,8B-dihydroxy-6a-(4-hydroxy-3-méthoxybenzoyl)-dauc-

9-éne

| 09 || Feruhermonin A |
[ 10 || Lancerdiol-p-hydroxybenzoate |
| 11 || Lancerdiol vanillate |
| 12 || Lancerotriol benzoate |
[ 13 || Lancerotriol-p-hydroxybenzoate |
| 14 || Lancerotriol vanillate |
| 15 || 2,3-époxy-jaeschkeanadiolbenzoate |
| 16 || Jaeschkeanin |
| 17 || 2,3-époxy-jaeschkeanadiol vanillate |
| 18 || Vaginatine |
| 19 || Jaeschkeanadiol benzoate |
| 20 || Jaeschkeanadiol-p-hydroxybenzoate |
| 21 || Jaeschkeanadiol vanillate |

= Sesquiterpenes coumarinigues

Tableau 10. Sesquiterpenes coumariniques isolés du genre Ferula

| N° || Molécules || Espéces | Réf
|01 || Szowitsiacoumarine A || F. szowitsiana [14]
| 02 || Szowitsiacoumarine B |
| 03 || Assafoetidnol A || F. assa-foetida [15]
| 04 || Assafoetidnol B |
| 05 || Farnesiferone B || F. flabelliloba [92]
| 06 || Flabellilobine A |
| 07 || Flabellilobine B |
| 08 || Fukanefuromarine A || F. fukanensis [93]
| 09 || Fukanefuromarine B |
| 10 ][ Fukanefuromarine C |
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Tableau 10. Sesquiterpenes coumariniques isolés du genre Ferula (suite)

| N° || Molécules || Espéces | Réf |
|11 || Fukanefuromarine D || F. fukanensis [93]

| 12 || Fukanemarine A |

| 13 || Gumosine || F. gumosa [94]

| 14 || Gumosides A |

| 15 || Gumosides B |

| 16 || Conferone || F. badrakema [95]

| 17 || Mogoltacine |

| 18 || Fésélol |

[ 19 || Férocaulidine |

| 20 || Ligupersine A |

| 21 || tunetacoumarine A || F. tunetanaPom. || [96] |
| 22 || epi-conferdione || F. foetida | 971 |
| 23 || Isofeterine || F. teterrima | [98]

| 24 || Lehmannolol || F. sinkiangensis

| 25 || Sinkianone |

| 26 || Fnarthexone || F. narthex Boiss. || [99] |
» Flavonoides

Tableau 11. Flavonoides isolés du genre Ferula

| N° || Molécules || Espéces || Réf |
01 || Apigénine F. longipes || [100]
02 || Apigénine-7-O-B-D-glucopyranoside

03 || Quercétine 3-O-a-L-rhamnoside

04 || Quercétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-O-
[2-O-caffeoyl]-B-D-glucopyranoside

05 || Quercétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-O-
B-D-glucopyranoside

06 || Kaempférol- 3-O-a-L-rhamnopyranoside

07 || kaempférol-3-O- a-L-rhamnopyranoside -7-
O- B-D-glucopyranoside

08 || Isorhamnétine-3,7-di-O-B-D-glucopyranoside

09 || Isorhamnétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-

O-B-D-glucopyranoside
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Tableau 11. Flavonoides isolés du genre Ferula (suite)

| N° || Molécules || Especes | Ref |
10 Lutéoline | F. assafoetida || [16] |
| F.conocaula || [101] |

| F. schair || [102] |

11 Lutéoline-7-0-B-D-glucoside | F. assafoetida || [16] |
| F. varia | 7] |

| F. schair | [102] |

[ 12 || Narcissine | F. lutea || [103] |

I1.3. L’espéce Ferula vesceritensis

Ferula vesceritensis est une espéce endémique algérienne appartenant a la famille des

Apiacées.

11.3.1. Description botanique

Ferula vesceritensis est une plante vivace, de 1 a 2 m de haut, avec une tige rigide et feuilles a

division allongée droite, fleurs jaunes a vertes a pétales larges portant des poils sur leur

nervure dorsale. Fruits ovales a sommets pointus [104, 105].

Figure 5. Ferula vesceritensis

11.3.2. Distribution géographique

L’espéce Ferula vesceritensis est présente dans le Sahara septentrional [106].
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11.3.3. Etudes phytochimiques antérieures de Ferula vesceritensis

Les investigations phytochimiques de Ferula vesceritensis ont conduit a la détermination de

COMpOosés sesquiterpéniques.

= Sesquiterpenes

Le fractionnement de 1’extrait dichlorométhane de la partie aérienne de Ferula vesceritensis a

permis 1’isolement des sesquiterpenes suivants :

Tableau 12. Sesquiterpenes isolés de Ferula vesceritensis

N° || Molécule Structure chimique Réf

01 || 10-Hydroxylancérodiol-6-anisate [107]

02 || 2,10-Diacétyl-8-hydroxyferutriol- [107]
6-anisate

03 || 10-Hydroxylancérodiol-6- [107]
benzoate

04 || Vesceritenone [107]
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Tableau 12. Sesquiterpenes isolés de Ferula vesceritensis (suite)

N° || Molécule Structure chimique Réf

05 || Epoxy-vesceritenol [107]

06 || Lasidiol-10-anisate [107]
OH

= Sesquiterpenes coumariniques :

Le fractionnement de I’extrait dichlorométhane des racines de Ferula vesceritensis a permis

I’isolement des sesquiterpénes coumariniques suivants :

Tableau 13. Sesquiterpenes coumariniques isolés de Ferula vesceritensis

N° || Molécule Structure chimique Réf
01 || 13- Hydroxyfésélol S [108]
_o o o
02 || 3-Angeloxycolladine m [108]
_~° o o
Ang-O " H
03 || Colladine m [108]
~° o o
NG
o H
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Tableau 13. Sesquiterpenes coumariniques isolés de Ferula vesceritensis (suite)

04 || Colladonine [108]
ey

“C’m
05 |[ Ferulénol OH [109]
[::]:iiI:”\&¢L\//\\/J\V/A\¢/L\
0" "0

Ainsi, le fractionnement de 1’extrait dichlorométhane de la partie aérienne de Ferula

vesceritensisa conduit a 1’isolement des sesquiterpénes coumariniques suivants :

Tableau 13. Sesquiterpenes coumariniques isolés de Ferula vesceritensis (suite)

N° Molécule Structure chimique Réf
01 Fésélol m [107]
o 0 o
02 Farnésiférol m [107]
AN
o O o

/

: HI : OH

Un autre traitement de 1’extrait dichlorométhane des racines de Ferula vesceritensis a permis

d’isoler les sesquiterpénes de type daucane suivants :
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Tableau 14. Sesquiterpenes daucanes isolés de Ferula vesceritensis

N° Molécule Structure chimique Réf
01 Fercomine _ [110]
Hd ;y___
02 Lancerodiol-p- o [110]
méthoxybenzoate o)
~o :
o}

03 Lapiférine /Y [110,
0”0 HO 111]
© (@)

o%\

Sur la base de ces données, nous avons voulu mettre en relief la richesse de ’espéce Ferula

vesceritensis en métabolites secondaires. Et pour avoir une meilleure connaissance de la

composition chimique de cette espece, la plante a été récoltée dans deux régions différentes de

I’ Algérie.
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Chapitre 111

Etude phytochimique




Notre travail concerne 1’étude phytochimique de deux espéces : Salvia phlomoides et Ferula

vesceritensis.

I11.1. Salvia phlomoides
111.1.1. Récolte du matériel végeétal

La plante a été récoltée dans la région de Constantine, Est de I’Algérie au mois d’Avril de
I’année 2012. Elle a été identifiée par Monsieur Mohamed Kaabache, Professeur au
département de biologie et écologie végétales de 1’université Ferhat Abbas Sétif 1. Un
spécimen (SP-125-5-06) a ¢été déposé a I'unité de recherche VARENBIOMOL, Université
Freres Mentouri Constantine 1.

Les feuilles et les fleurs sont soumises a un séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons

solaires. Elles ont été ensuite broyées et pesées : 1400 g.

111.1.2. Protocole d’extraction
L’étude phytochimique de Salvia phlomoides a été réalisée a partir de la partie aérienne
(feuilles et fleurs) préalablement broyée.
1400 g de feuilles et de fleurs sont laissés macérer dans un mélange de solvants MeOH/H,0
(8/2, vIv) a température ambiante pendant 72 heures. Cette opération est répétée 3 fois avec
renouvelement du solvant, le macérat est filtré et le filtrat est récupéré.
L’extrait hydroalcoolique obtenu est concentré sous vide (a température 30-35°c), puis il est
repris avec 560 ml d’eau distillée (a raison de 400 ml pour 1000 g du matériel végétal sec)
Iégerement chauffée (25-30 °C), on agite le mélange et on le laisse pendant une nuit au frais,
puis on filtre.
La solution ainsi obtenue (Filtrat) est soumise a une extraction de type liquide-liquide
successivement avec de I’éther de pétrole, du chloroforme, de 1’acétate d’éthyle et du n-
butanol. Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduite a sec et

pesées, pour donner les masses suivantes :

Tableau 15. Masse et rendement des extraits de Salvia phlomoides

| Extrait I Masse (g) || Rendement (%) |
| Extrait éther de pétrole || 0,24 I 0,017 |
| Extrait chloroformique || 6 I 0,42 |
| Extrait acétate d’éthyle I 6 I 0,42 |
| Extrait n-butanol I 12 I 0,85 |
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Le protocole d’extraction est résumé dans la figure 6.

Feuilles et fleurs
1400 g

Macération a température ambiante (72 H)
Dans MeOH/H,0 (8/2 v/v) (3 fois)

Filtration
\ 4

Extrait Hydroalcoolique

Concentration + 560 ml H,O distillée (25-30 °C)
Filtration

Filtrat

Extraction par Ether de pétrole (1 fois) Décantation

Y

v v
Phase aqueuse Phase organique
Extraction par CHCI; (3 fois) Concentration
Décantation A4
¢ : Extrait Ether de pétrole
240 mg
Phase organique Phase aqueuse

Concentration

Extraction par AcOEt (3 fois)
Décantation

Extrait CHCl; 4
609 v

Phase aqueuse Phase organique

Extraction par n-butanol (4 fois) Concentration
Décantation

¥ \ [ Extrait ACOEt ]
Phase organique Phase aqueuse 69

Concentration

4

Extrait n-buOH
12¢g

Figure 6. Protocole d’extraction de Salvia phlomoides
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111.1.3. Etude des extraits
Les extraits obtenus ont été analysés par CCM pour déterminer le meilleur systéme d’élution
pour la séparation en CC.
Nous avons retenu les extraits dont le profil chromatographique montre la richesse en
métabolites secondaires, a savoir, les extraits acétate d’éthyle et chloroforme.
Ces deux extrait sont subi la premiére étape de fractionnement sur colonne conduisant a
I’obtention d’un certain nombre de fractions.
Les fractions obtenues ont été analysées par CCM pour réunir les fractions qui présentent le
méme profil chromatographique, et déterminer un nouveau systeme de solvants susceptible de

mieux séparer les composes.

Les séparations chromatographiques ont été effectuées avec des colonnes de gel de silice
(Merck 230-400 mesh) de différents diameétres (15 et 40 mm), ou des colonnes de séphadex
(LH-20) de 15 mm de diametre.

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de gel de silice 60 F254 sur feuilles
d’aluminium (Merck). Apres développement, les plaques ont été observées sous lampe de
Wood (A =365 nm). Ensuite, elles ont été pulveérisées avec une solution de vanilline- H,SO, a

1 %, puis chauffées jusqu’a apparition de taches de différentes couleurs.

I11.1.3.1. Fractionnement de I’extrait chloroforme
L’extrait chloroforme a subi une séparation préliminaire par CC.
En effet, cet extrait est dissous dans un volume de 6 ml de MeOH, puis mélangé a une petite
quantité de gel de silice. Le mélange est séché jusqu’a obtention d’une poudre homogéne.
La poudre obtenue est déposée sur une colonne (diamétre 40 mm), remplie d’une phase
stationnaire constituée de 180 g de gel de silice (a raison de 30 g de gel de silice pour 1 g
d’extrait de plante), élué par un gradient DCM/CH3COCHj3 de polarité croissante.
Des volumes de 100 ml sont recueillis et regroupés selon la similitude de leur profil

chromatographique sur CCM, pour donner vingt et une fractions.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 16.
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Tableau 16. Résultat du fractionnement de ’extrait chloroforme de Salvia phlomoides

| Systéme de Solvants (%) || Fractions || Fractions N° dela || Poids

[ DCM | CH;COCH; | regroupées || fraction || (mQ)

| 100 I || 1-10 | 1-10 |1 130 |
| 99 | 1 || 11-20 |l 11-20 | 2 112 |
| 98 || 2 || 21-30 |l 21-30 [IE 170 |
| 97 Il 3 || 31-40 |l 31-40 | 4 | 92 |
| 96 | 4 || 41-50 || 41-50 | 5 | 78 |
| 95 Il 5 || 51-60 || 46-70 6 220

| 94 || 6 || 61-70 |

| 93 |7 || 71-80 || 71-90 7 145

\ 92 H 8 H 81-90 \

|91 |9 | 91-100 || 91-125 8 303

| 90 Il 10 || 101-110 |

| 89 || 11 | 111-120 |

| 88 || 12 || 121-130 || 126-155 9 400

| 87 Il 13 | 131-140 |

| 86 | 14 || 141-150 |

| 85 | 15 || 151-160 || 156-170 10 177

| 84 || 16 | 161-170 |

| 83 || 17 || 171-180 || 171-200 11 262

| 82 |l 18 | 181-190 |

| 81 | 19 || 191-200 |

| 80 Il 20 | 201-210 || 201-215 | 12 106 |
| 75 |l 25 || 211-220 || 216-225 | 13 171 |
[ 70 Il 30 || 221-230 || 226-230 || 14 | 56 |
| 65 Il 35 || 231-240 || 231-245 | 15 | 184 |
| 60 | 40 || 241-250 || 246-260 16 197

| 55 || 45 || 251-260 |

| 50 |l 50 || 261-270 || 261-310 17 407

| 45 |l 55 || 271-280 |

| 40 | 60 || 281-290 |

| 35 Il 75 || 291-300 |

[ 30 Il 70 || 301-310 |

| 25 || 75 || 311-320 || 311-340 18 202

| 20 |l 80 || 321-330 |

| 15 | 85 || 331-340 |

[ 10 Il 90 || 341-350 || 341-370 19 288

|5 Il 95 || 351-360 |

I || 100 || 361-370 |
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Tableau 16. Résultat du fractionnement de I’extrait chloroforme de Salvia phlomoides (suite)

CH3;COCH; MeOH Fractions Fractions N° dela | Poids
regroupées || fraction || (mg)
| 95 5 || 371-375 || 371-405 20 312
| 90 | 10 || 376-385 |
| 85 Il 15 || 386-390 |
| 80 Il 20 || 391-395 |
| 75 |l 25 || 396-400 |
| 70 Il 30 || 401-405 |
| 60 | 40 || 406-415 || 406-440 21 394
| 50 |l 50 || 416-420 |
| 40 |l 60 || 421-425 |
| 30 || 70 || 426-430 |
| 15 || 85 || 431-435 |
0 100 436-440

I11.1.3.2. Etude des fractions de I’extrait chloroforme

» Etude de la fraction 14
Cette fraction contient un précipité de couleur blanche (Mprscipie = 30 mg). Ce précipité est
filtré, lavé avec CH3COCHj3 et dissous dans CHCls, puis testé sur une plague CCM analytique
de gel de silice, élué avec le systtme DCM/CH3;COCHS3; (9/1, v/v). Il a donné une seule tache
de couleur rose apres pulvérisation avec de la Vanilline- H,SO, a 1% et chauffage.

C’est le composé 1 isolé des fractions regroupées 226-230.

= Etude de la fraction 9
Cette fraction a subi une séparation par CC. Elle est déposée en haut d’une colonne (diamétre
15 mm). La quantité de gel de silice utilisée comme phase stationnaire est de 30 g. L’¢lution a
été réalisée par un systéme isocratique DCM/ACOEt (1/1, v/v). Des volumes de 5 ml sont
recueillis et regroupés selon la similitude de leur profil chromatographique sur CCM, pour

donner six fractions.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 17.
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Tableau 17. Résultats de la séparation sur colonne de la fraction 9

Systéme de solvants || Sous fractions || N° de lasous || Poids
regroupées fraction (mg)
50% DCM [ 1-11 |1 || 54 |
50% AcOEt | 12 || 2 || 27 |
| 13-20 [IE || 67 |
L21 L4 24 |
‘ 22-29 H 5 H 78 \
\ 30-54 H 6 H 113 ‘

L’analyse des sous fractions N° 2 et 4 sur plague CCM avec le systéme d’élution
DCM/MeOH (9/1, v/v) donnent pour les deux, une seule tache de couleur rose apres
pulvérisation avec de la Vanilline-H,SO4 a 1% et chauffage, ce sont les composé 2 et 3 isolés
des sous fractions 21 et 12 respectivement.

» Etude de la fraction 5
Un precipité de couleur blanche a été formé, ce préecipité est filtré (Mprecipite = 50 mg). Il est
dissous dans CHClj; et testé en utilisant une plaque CCM analytique avec un systéme d’élution
isocratique 100 % DCM. Il a donné une seule tache de couleur rose apres pulvérisation avec
de la Vanilline-H,SO4 a 1% et chauffage, c’est le composé 4 isolé des fractions regroupées
41-50.

» Etude de la fraction 3
Un precipité de couleur jaune a été formé, ce précipité est filtré (Mprscipie = 110mg). 1l est
dissous dans CHCI; et testé en utilisant une plaque CCM analytique avec un systeme d’élution
isocratique 100 % DCM. Il a donné une seule tache de couleur violette sous lampe de Wood
(A= 365 nm), c’est le composé 5 isolé des fractions regroupées 21-30.

111.1.3.3. Fractionnement de ’extrait acétate d’éthyle
L’extrait acétate d'éthyle a été fractionné par CC.
Il est dissous dans un volume de 6 ml de MeOH, puis mélangé a une petite quantité de gel de
silice. Le mélange est séché jusqu’a obtention d’une poudre homogene.
Cette poudre est déposée sur une colonne (diametre 40 mm) remplie de gel de silice utilisé
comme phase stationnaire (une quantité de 180 g de gel de silice a éte utilisée, a raison de 30
g de gel de silice pour 1 g d’extrait de plante), et élué avec un gradient CHCIl3/CH3;COCHj3 de
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polarité croissante. Des volumes de 100 ml sont recueillis et regroupés selon la similitude de
leur profil chromatographique sur CCM, pour donner seize fractions.
Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 18.

Tableau 18. Résultat du fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle de Salvia phlomoides

Systeme de solvants (%) || Fractions Fractions N°dela || Poids
regroupées || fraction (mg)
CHCl, CH3COCH;

| 100 Il o | 1-14 | 1-14 | 01 285 |
| 95 || 5 || 15-23 || 15-23 | 02 | 97 |
| 90 Il 10 || 24-31 || 24-31 | 03 | 110 |
| 88 | 12 || 32-50 || 32-53 04 270

[ 86 [ 14 [ 51-67 | 54-67 05 490

| 84 |l 16 || 68-83 | 68-75 06 160

[ 82 [ 18 | 84-95 | 76-91 07 136
80 20 [96-107 | 92-115 08 133

| 78 | 22 | 108-115 |

| 76 || 24 || 116-127 ][ 116-135 09 193

[ 74 [ 26 [ 128-139 | 136-151 10 145

| 72 Il 28 || 140-151 |

| 70 Il 30 || 152-167 || 152-191 11 456

| 68 | 32 || 168-179 |

| 66 || 34 | 180-191 |

| 60 Il 40 || 192-203 || 192-231 12 676

| 55 || 45 || 204-211 |

| 50 |l 50 | 212-219 |

| 45 | 55 || 220-227 |

[ 40 Il 60 || 228-242 || 232-235 13 86

| 34 || 66 || 243-247 || 236-247 14 325

| 30 Il 70 || 248-260 || 248-269 15 246

| 26 || 74 | 251-258 |

[ 20 L 80 | 269-266 | 270-300 16 279

| 16 || 84 || 267-274 |

| 10 Il 90 | 275-282 |

| 5 Il 95 || 283-290 |

|0 | 100 | 291-300 |

I11.1.3.4. Etude des fractions de I’extrait acétate d’éthyle
Parmi les fractions regroupées, seules N° 5, 9 et 13 ont été étudiées, a cause de leur simplicité

et de leur poids relativement important.
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Etude de la fraction 5

Cette fraction est soumise & une séparation par CC. Elle est déposée sur une colonne

(diametre 15 mm).La quantité de la phase stationnaire est de 30 g de gel de silice, éluée avec

un gradient CHCI3/CH3;COCHj; de polarité croissante. Des volumes de 5 ml sont recueillis et

regroupes selon leur profil chromatographique sur CCM, pour donner dix sous fractions. Les

résultats de cette séparation sont comme suit :

Tableau 19. Résultat de la séparation sur colonne de la fraction 5

| Systéme de solvants (%) || Sous Sous N° dela || Poids

CHCl, CHsCOCH, || fractions || fractions sous (mg)

regroupées || fraction

| 100 |0 | 1-17 | 1-56 1 26
| 99 |1 | 18-39 |
| 98 | 2 | 40-48 |
| 97 | 3 || 49-56 |

96 4 57-63 57-85 2 20
| 95 |5 || 64-70 |
| 94 | 6 | 71-78 |
| 93 |7 || 79-85 |
| 92 | 8 || 86-92 || 86-100 3 23
| 91 | 9 | 93-100 |
| 90 || 10 || 101-108 || 101-126 4 29
| 89 | 11 || 109-126 |
| 88 | 12 | 127-143 || 127-143 || 5 || 230
| 87 | 13 || 144-152 ][ 144152 |[ 6 | 23
| 86 | 14 || 153-178 || 153-160 7 19
[ 85 [ 15 [ 179-187 || 161-187 8 155
| 84 | 16 || 188-206 || 188-289 9 31
| 83 | 17 || 207-227 |
| 82 | 18 || 228-253 |
| 81 | 19 || 254-280 |
| 80 || 20 || 281-289 |
| 79 | 21 || 290-310 || 290-370 10 29
| 78 | 22 || 311-329 |
| 77 | 23 || 330-342 |
| 76 || 24 || 343-349 |
| 75 || 25 || 350-356 |
| 50 || 50 || 357-363 |
[0 || 100 || 364-370 |
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Les deux sous fractions N° 5 et 8 donnent chacune une seule tache de couleur violette sous
lampe de Wood (A = 365 nm) en utilisant une plaque CCM analytique et un systéme d’élution
CHCI3/CH3COCHgs (7/3, viv). Ce fractionnement conduit a I’isolement des composés 6 et 7

des sous fractions 5 et 8 respectivement.

= Etude de la fraction 9
La fraction N° 9 a subi une séparation par perméation de gel selon le poids moléculaire.
Elle est déposée sur une colonne (diameétre 15 mm), remplie de 30 g de gel sephadex LH 20,
en utilisant un systeme isocratigue DCM/MeOH (9/1, v/v) comme éluant.

Le tableau suivant résume les résultats obtenus.

Tableau 20. Résultat de la séparation sur colonne de la fraction 9

Systeme de solvants Sous N° de Poids
fractions lasous (mg)
regroupées || fraction

90% DCM [ 1-10 |1 | 36 |

10% MeOH [11-33 2 [ 47 |

[34-39 3 [ 35 |
| 40-47 | 4 | 33 |
\ 48-52 H 5 H 21 ‘

Le test sur plaque CCM de la sous fraction N° 3 éluée par le systeme de solvants
DCM/MeOH (9/1, viIv) donne sous lampe de Wood (A = 365 nm) une tache de couleur bleue.

C’est le composé 8 isolé des sous fractions regroupées 34-39.

» Etude de la fraction 13
Un précipité de couleur jaune s’est formé. Ce précipité est filtré (Mprecipie = 56 mg). Il est
dissous dans CH3COCHj5 et testé en utilisant une plaque CCM avec un systéeme d’élution
CHCI3/CH3COCHg (7/3, viv). 1l a donné une seule tache de couleur violette sous lampe de

Wood (A =365 nm). C’est le compose 9 isolé des fractions regroupees 232-235.
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I11.2. Ferula vesceritensis

111.2.1. Récolte du matériel végétal
La plante Ferula vesceritensis a été récoltée en Mai 2013, dans deux régions différentes, I’une
dans la région de Constantine (Est de 1’Algérie), et I’autre dans la région de Mogheul (Sud
Ouest de Bechar (Sud de I’Algérie)). Elles ont été identifiees par Monsieur Mohamed
KAABACHE, Professeur au Département de Biologie et Ecologie Végétales, Université
Ferhat Abbas Sétif 1. Des spécimens ont ¢été déposés a I'unité de recherche
VARENBIOMOL, Université Fréres Mentouri Constantine 1. Aprés un séchage dans un
endroit sec et a I’abri de la lumiere, les parties aériennes ont été broyeées et pesees :
m; : masse Ferula vesceritensisde Constantine : 1000 g
m, : masse Ferula vesceritensis de Mogheul (Bechar) : 1000 g

I11.2.2. Protocole d’extraction
Les parties aériennes (feuilles et fleurs) de Ferula vesceritensis (Constantine et Bechar) sont
mises a macérer dans un mélange de solvants EtOH/H,0 (7/3, v/v) a température ambiante
pendant 72 heures. Cette opération est répétée 3 fois avec renouvelement du solvant. Les
macérats sont filtrés et les filtrats sont récupéres.
Les extraits hydroalcooliques obtenus sont concentrés sous vide (a température 30-35 °C),
puis ils sont dilués avec I’eau distillée (a raison de 400 ml pour 1000 g du matériel végétal
sec) légerement chauffée (25-30 °C), on agite les mélanges et on les laisse pendant une nuit
au frais, puis on filtre.
Les solutions ainsi obtenues (Filtrats) sont soumises a une extraction de type liquide-liquide
successivement avec de 1’éther de pétrole, du chloroforme, de 1’acétate d’éthyle et du n-
butanol.
Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduite a sec et pesées pour

donner les masses suivantes :

Tableau 21. Masse et rendement des extraits de Ferula vesceritensis

| Plante | F. vesceritensis (FvC) I F. vesceritensis (FvB) |
| Extrait | Masse (g) || Rendement (%) || Masse (g) || Rendement (%) |
| Etherdepétrole || 004 || 0,004 |l 005 | 0,005 |
| Chloroformique || 5 I 05 I 4 I 0,4 |
| Acétate d’Ethyle || 5 I 0,5 I 4 I 0,4 |
| n-Butanol I 10 || 1 I 8 I 08 |
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Le protocole d’extraction est résumé dans la figure 7.

Feuilles et fleurs
1000 g

Macération a température ambiante (72 H)
Dans EtOH/H,0 (7/3 v/v) (3 fois)

Filtration
v

[ Extrait Hydroalcoolique ]

Concentration + 400 ml H,O distillée (25-30 °C)

Filtration
\ 4

[ Filtrats ]

Extraction par Ether de pétrole (1 fois)

Décantation

v
[ Phase aqueuse ] [ Phase organique ]
Extraction par CHCl; (3 fois) Concentration
Décantation v
* Extrait Ether de pétrole
FvC:40mg FvB :500 mg
[ Phase organique ] [ Phase aqueuse ]
Concentration Extraction par AcOEt (3 fois)
Décantation
Extrait CHClI; v
FVC:5g FvB:4g v
[ Phase aqueuse ] [ Phase organique ]
Extractionparn-butanol (4 fois) Concentration
4 Décantation v
v v Extrait AcOEt
[ Phase organique ] [ Phase aqueuse ] FvC:5g FvB:4g

Concentration l

Extrait n-butanol
FvC:10g FvB:8g¢g

Figure 7. Protocole d’extraction de Ferula vesceritensis
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111.2.3. Etude des extraits
Les extraits obtenus sont analysés par CCM pour déterminer le meilleur systéme d’élution qui
donne les meilleurs résultats de séparation en CC.
Et comme la majorité des composés isolés précédemment de Ferula vesceritensis proviennent
de I’extrait dichlorométhane, nous avons choisi d’etudier 1’extrait acétate d’éthyle.
Nous retenons 1’extrait dont le profil chromatographique signale la richesse en métabolites
secondaires, a savoir, 1’extrait acétate d’¢thyle de Ferula vesceritensis (Constantine).
L’extrait acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (Constantine) a subi une premiére étape de
fractionnement sur colonne conduisant a 1’obtention de certain nombre de fractions.
Les fractions obtenues sont analysées par CCM pour réunir les fractions qui présentent le
méme profile chromatographique, et de déterminer un nouveau systéme de solvants
susceptible de mieux séparer les composés.
Les séparations chromatographiques ont été effectuées sur une colonne de séphadex LH-20 de
diamétres 40 mm, et une colonne de gel de silice (Merck 230-400 mesh) de diamétre 15 mm.
Les analyses par CCM ont été effectuées surdes plaques de gel de silice 60 F254 sur feuille
d’aluminium (Merck). Apreés développement dans des cuves, les plaques ont été observées
sous lampe de Wood (A = 365 nm). Ensuite, elles ont été pulvérisées par le réactif de la

Vanilline- H,SO4 a 1%, puis chauffées jusqu’a apparition de taches de différentes couleurs.

II1.2.3.1. Fractionnement de ’extrait acétate d’éthyle
L’extrait acétae d’éthyle a subi une séparation par permeation selon le poids moléculaire.
Il a été déposé en haut d’une colonne (diamétre 40 mm), sur une couche de 20 cm de
séphadex, élué par le systéme isocratique DCM/MeOH (9/1, v/v).
Des volumes de 50 ml sont recueillis et regroupés selon leur profil chromatographique sur

CCM, pour donner cinq fractions. Le tableau 22 résume les résultats obtenus.

Tableau 22. Résultat du fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis

(Constantine).

Systéme de solvants || Fractions N° de la Poids
regroupées || fraction (mg)
90%DCM | 1-16 |1 || 505 |
10%MeOH [17-25 2 [ 410 |
| 26-39 | 3 || 465 |
| 40-61 | 4 || 653 |
| 62-100 Il 5 || 1423 |

Page | 34



I11.2.3.2. Etude des fractions de I’extrait acétate d’éthyle
On a procédé la séparation de la fraction N° 5 & cause de son poids relativement important.

» Etude de la fraction 5
La fraction N° 5 est soumise a une séparation par CC. Elle est déposée en haut d’une colonne
(diametre 15 mm), sur une couche de 30 cm de gel de silice utilisé comme phase stationnaire,
et eluée par le systéme de solvants isocratique DCM/MeOH (7/3, v/v). Des volumes de 10 ml
sont recueillis et regroupés selon leur profile chromatographique sur CCM, pour donner dix

fractions.

Tableau 23. Résultat de la séparation sur colonne de la fraction 5

Systéme de solvants || Sous N° de la Poids
fractions sous (mg)
regroupées || fraction

70 % DCM [ 1-20 |1 | 70 |

30 % MeOH | 21-28 || 2 || 54 |

| 29-33 | 3 || 44 |
| 34-44 | 4 | 96 |
| 45-70 |5 | 180 |
| 71-90 | 6 | 214 |
[ 91-110 | 7 | 177 |
| 111-173 | 8 | 275 |
| 174-190 |9 | 186 |
| 191-200 | 10 | 39 |

Les sous fractions N° 2, 4 et 9 donnent chacune une tache de couleur violette sous lampe de
Wood (A = 365 nm) en utilisant une plaqgue CCM et un systéme d’élution DCM/MeOH (9/1,
v/v). Ce sont les composés 10, 11 et 12 isolés des sous fractions regroupées 21-28 (62-100),
34-44 (62-100) et 174-190 (62-100) respectivement.

Les travaux de separation et de purification des composés isolés des deux especes ont abouti a

I’obtention de neuf composés de Salvia phlomoides et trois composés de Ferula vesceritensis.
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Chapitre IV

Analyse structurale des composés isoles




Les composés isolés des deux especes Salvia phlomoides et Ferula vesceritensis sont soumis

a des analyses structurales pour identifier leur structure chimique.

IV.1. Appareillage

IV.1.1. Spectroscopie de RMN
Les spectres RMN 1D et 2D ont été enregistrés sur un spectrométre Bruker AVANCE 111, 500
MHz pour *H et 125 MHz pour **C, en utilisant les solvants deutérés CDClz et CD3OD.
Les déplacements chimiques 6 ont été exprimés en ppm par rapport au signal du TMS, utilisé
comme référence interne (0 ppm).
Les constantes de couplage J ont été mesurées en Hz.

Les données ont été traitées a 1’aide du logiciel TopSpin.

IV.1.1.2. Spectrométrie de masse
Les SM-HR-ESI ont été réalisés sur un spectrométre Brucker MicroToF en utilisant un
systeme CLHP Agilent 1100 pour introduire les échantillons.

IV.1.1.3. Spectroscopie IR
Les spectres IR ont été enregistrés en utilisant un spectrophotometre Perkin-Elmer (2000
IRTF), avec une fenétre KBr.

IV.2. Détermination structurale des composeés isolés
IV.2.1. Détermination structurale du composé 1

Figure 8. Structure du composé 1
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La revélation de la plaqgue CCM du compose 1 avec de la Vanilline-H,SO4 a 1% suivi du
chauffage donne une tache de couleur rose persistante. Ceci est en faveur de la présence d’un

triterpene.

Le spectre de masse HR-ESI (Figure 9) du composé 1 montre un pic quasi moléculaire a m/z
= 481,36522 correspondant a [M+Na]*, soit une masse moléculaire égale a 458,37545

indiquant une formule brute C3yHs003, et un nombre d’insaturation N; = 6.

= [M+Na]~ S s it o s o = a7

Measured
Spectrurm

Formule brute
C30H5003

Reltio Aundance

a8s 3soss

e St e g i

7o Theoretical
Spectrum

Relatio sty

aa3 37ios

Figure 9. Spectre de masse HR-ESI du composé 1

Le spectre IR (Figure 10) du composé 1 indique la présence de deux bandes caractéristiques :
un groupe hydroxyle (-OH) & 3365,61 cm™, et une double liaison (C=C) & 1452,09 cm™.
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Figure 10. Spectre IR du composé 1
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Figure 11. Spectre RMN*H du composé 1 dans CDCl3

Le spectre RMN *H (Figure 11-12) montre la présence de huit signaux sous forme de
singulets dans la région blindée entre 0,75 et 1,17 ppm d’intégration de trois protons chacun,
correspondant a des groupements méthyles d’un squelette triterpénique pentacyclique,
résonant a 640,75 ;0,84 ;0,94 ;0,95;1,01 ;1,03 ;1,09 et 1,17 ppm.

' M \ 8 méthyles

Figure 12. Spectre RMNlH'éig}gi -1- du composé 1 dans CDCl;

Il montre aussi (Figure 13) un signal a 6y 4,86 ppm sous forme d’un singulet large (W1, = 4,1
Hz) correspondant a un proton éthylénique, et trois signaux : deux sous forme d’un multiplet a
dn 3,72 et 4,01 ppm, et un sous forme d’un doublet de doublets (J = 9,6 ; 3,2 Hz) & 4 3,00
ppm, correspondants a des protons de type oxyméthine.

A partir de ces protons, 1’analyse des corrélations hétéronucléaire *Jy.c observées sur le

spectre HSQC permet d’attribuer les déplacements chimiques des carbones les portant (Figure
14, 15).
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Figuré 13. Spectre RMN*H eIargl -2- du compdsé 1 dans CDCI3
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Figure 14. Spectre HSQC élargjzi(-l)- du composé 1 dans CDCl;
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Figure 15. Spectre HSQC élaréim-mz-du composé 1 dans CDCl;
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Le spectre RMN **C (Figure 16) du composé 1 révéle clairement la présence de trente atomes
de carbone. Il confirme la présence d’un triterpéne. Il nous a permet de distinguer huit signaux
dans la région blindée entre 14,6 et 31,5 ppm correspondants aux huit méthyles angulaires
d’un squelette triterpénique pentacyclique [112] résonant a ¢ 14,6 ; 17,0 ; 17,6 ; 18,3 ; 25,5;
28,9 ; 29,3 et 31,5 ppm, et dans la région déblindée deux signaux résonants a o6c 130,2 et
141,7 ppm correspondant aux déplacements chimiques des carbones éthyléniques d’une

double liaison.
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—130.1826

05

Carbones

) CET?OPES méthyléniques
éthyléniques [ e
s
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T d
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Figure 16. Spectre RMN*C du composé 1 dans CDCls

La superposition des spectres RMN *3C et DEPT-135 (Figure 17) du composé 2 montre la

présence de :

- Sept carbones quaternaires résonant a d¢c 32,6 ; 34,5; 39,5; 40,3; 43,0; 43,2; et 141,7
ppm,

- Huit méthylénes résonant a 6¢ 18,2 ; 27,7 ; 33,5; 35,7 ; 37,5 ; 37,8 ; 38,7 et 49,7 ppm,

- Et sept méthines résonant a 6¢ 37,6 ; 56,2 ; 56,5 ; 70,1 ; 77,4 ; 81,0 et 130,2 ppm.
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Figure 17. Superposition desspectres RMN™C et DEPT-135 du composé 1 dans CDCls
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Cette analyse signifie un triterpene de type oléanane (Figure 18).
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Figure 18. Structure d’un triterpéne de type oléanane

La comparaison des donnees sepctrales des groupements méthyles caractéristiques d’un
squelette triterpénique pentacyclique identifiés précédemment (Figure 19) avec ceux rapportés
dans la littérature [112], confirme I’identité des C-23, C-24, C-25, C-26, C-27, C-28, C-29 et

C-30. Les valeurs des 6¢ et 6y sont répertoriées dans le tableau 24.
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Figure 19. Spectre HSQC élargi -3- du composé 1 dans CDCl3

A partir du proton résonant & 8y 0,82 ppm, I’analyse des corrélations hétéronucléaire *Ji.c
observées sur le spectre HSQC (Figure 20) permet d’attribuer le déplacement chimique de
carbone le portant 6¢c 56,2 ppm. Ce méthine d’apres les données de la littérature [112] est
attribuable a C-5.

Cette attribution est confirmée par les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure 21)

de ce carbone (C-5) avec les protons des groupements méthyles Hz-23 (64 1,03 ppm), H3z-24
(61 0,84 ppm) et H3-25 (61 1,17 ppm), et un proton résonant a 6y 1,39 ppm attribuable a H-9.

Page | 41



M . MJ
o230 L=
=
- E» B
= o &= - =
F=
B -
‘ g -
= _ K
o =
&
J H-5
=g c5 <= &§,0,82 ppm
' ; T 5:56,2 ppm ; -®
== 20 1= o o5 F2 tppwml
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Figure 21. Spectre HMBC élargi -1- du composé 1 dans CDCl;

Toujours sur le spectre HMBC (Figure 22), il montre aussi une tache de corrélation avec le

proton oxyméthine résonant sous forme d’un doublet de doublets (J = 9,6 ; 3,2 Hz) a 6y 3,00

ppm attribuable a H-3, ce qui permet de placer un groupement hydroxyle (-OH) dans la

position C-3.
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Figure 22. Spectre HMBC du composé 1 dans CDCl3
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Sur le spectre COSY (Figure 23), le proton oxyméthine H-3 montre une tache de corrélation
avec 1’oxymeéthine résonant sous forme d’un multiplet a 64 3,72 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au H-2. Cela permet de placer un deuxieme groupement hydroxyle (-OH) en C-2.
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Figure 23. Spectre COSY du composé 1 dans CDCl;

Les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure 24) entre le proton oxyméthine H-3
et les carbones quaternaires résonants a 6c 39,5 ppm et d¢ 40,3 ppm permettent 1’attribution
de ces carbones a C-4 et C-10 respectivement.
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Figure 24. Spectre HMBC élargi -2- du composé 1 dans CDCl3

Sur le spectre COSY (Figure 25), la tache de corrélation entre le proton H-9 (64 1,39 ppm) et
le proton oxyméthine résonant sous forme d’un multiplet a é4 4,01 ppm permet son

attribution au proton H-11, ce qui confirme I’emplacement d’un troisieme groupement
hydroxyle (-OH) en C-11.
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Figure 25. Spectre COSYélargi -1-du composé 1 dans CDCl;

Sur le spectre HMBC (Figure 26), le proton H-11 (4 4,01 ppm) montre une tache de
corrélation avec le méthine résonant a é¢c 37,7 ppm, et ce dernier correle avec les protons Hs-

27 (64 0,75 ppm) et le proton éthylénique résonant sous forme d’un singulet large a oy 4,86

ppm.
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Figure 26. Spectre HMBC élargi -3- du composé 1 dans CDCl3

Et selon le spectre HSQC (Figure 27), ce méthine (¢ 37,7 ppm) porte le proton résonant sous
forme d’un doublet large a oy 2,43 ppm, ce signal est attribuable sans ambiguité a H-13.

Le spectre HMBC (Figure 28) montre également des taches de corrélation entre le proton H-
13 (3 2,43 ppm) et les carbones quaternaires résonant a é¢c 34,5 et 141,7 ppm, ainsi que le
méthine résonant a d¢c 130,2 ppm, ces taches de corrélation permettent 1’attribution de ces
carbones a C-17, C-18 et C-19 respectivement. Ce dernier, et selon le spectre HSQC (Figure

15), porte le proton éthylénique résonant sous forme d’un singulet large a oy 4,86 ppm.
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Figure 27. Spectre HSQC élargi -5- du composé 1 dans CDCl3
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Figure 28. Spectre HMBC du composé 1 dans CDCl3

Cette attribution est confirmée gréace aux corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure
29) entre le carbone résonant a 6¢c 130,2 ppm attribuable & C-19 et les protons H3-30 (o4 0,95
ppm) et H3-29 (o4 0,94 ppm), et entre le carbone résonant a 6¢c 141,7 ppm attribuable & C-18
et les protons Hs-28 (6 1,01 ppm). Cela nous a permet de localiser la double liaison entre C-
18 et C-19.

La configuration relative du composé 1 a été déterminée en utilisant le spectre NOESY
(Figure 30). Les corrélations observées entre H-3/H3-23, H-3/H-5, H-2/H3-24, H-2/H3-25, Hs-
24/H3-25 H-5/H-9, H-9/H3-27, H-11/H3-26, H-11/H3-25, H-13/H3-26, H-13/H3-28, H-19/H-
12a et B, H-19/H3-29, H-19/H3-30, confirment que les groupements hydroxyles portés par C-2
et C-11 sont de configuration a, et le groupement hydroxyle porté par C-3 est de configuration

B.
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Figure 30. Spectre NOESY -1- du composé 1 dans CDCl3

Le spectre HSQC (Figure 31) indique 1’attribution du déplacement chimique du carbone C-1

résonant a ¢ 4

9,7 ppm avec les protons H-1 résonant a o 1,05 et 3,10 ppm.
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Figure 31. Spectre HSQC élargi -6- du composé 1 dans CDCl3
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Le proton résonant a 6y 3,10 ppm corréle avec les protons Hs-25 resonant a 6y 1,17 ppm sur le
spectre NOESY (Figure 32), ce signal est attribuable a H-1p. La valeur du déplacement
chimique de H-1p indique que celui-ci est fortement déblindé, ceci est d0 a I’influence des
deux groupements hydroxyles en position C-2a et C-11a. Celui-ci est en position équatoriale,
il se trouve spatialement entre les atomes d’oxygene de ces deux groupements qui sont
également en position équatoriale.

L’effet du groupe 1lo-hydroxy sur la résonance de H-1P a été également observé dans le
composé 3B, 11a, 28-trihydroxyolean-18-éne, dans lequel le proton H-1B résone a oy 2,67
ppm [113].
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Figure 32. Spectre NOESY -2- du composé 1 dans CDCl3

Dans le cas de notre compose, les effets simultannés des groupements hydroxyles en C-11a et
C-2a provoquent un déblindage déplacant la résonance vers 64 3,10 ppm. Cette attribution est
confirmée par la valeur des constantes de couplage (J = 12,8 ; 4,6 Hz), au couplage géminal
avec le proton H-1a (12,8 Hz), et au couplage axial-équatorial avec le proton H-2p3 (4,6 Hz).

L’ensemble de ces données permet d’attribuer au composé 1 la structure 20, 3B, 1la-
trihydroxyoléane-18-¢éne. C’est une nouvelle structure d’un triterpéne pentacyclique décrite

pour la premiere fois dans la littérature.

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 1 sont

reportees dans le tableau 24.
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Tableau 24 : Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN'H du composé 1

| Position || 8°C || DEPT-135 || &'H |
1 49,7 CH, 81,05 m
3,10 dd (J=128; 4,6 Hz)
|2 695 || CH 13,72 m |
|3 836 | CH || 3,00 dd (J=9,6;3,2Hz) |
L4 [395 |/ C [E |
|5 || 56,2 |/ CH 0,82 m |
6 18,2 CH, 51,58 m
B 1,37 m
7 375 CH, 81,35 m
B 1,49 m
E [432_]c E |
19 56,5 | CH 1,39 m |
[ 10 403 | C [E |
(11 711 | CH || 401 m |
12 38,7 CH, 5129 m
B1,74 m
[ 13 37,7 |[CH || 2,43 doublet large (Wi, = 19,7Hz) |
[ 14 1430 |/ C E |
15 27,7 CH, 51,12 m
B1,70 m
16 35,7 CH, 81,35 m
B1,43 m
|17 1345 |/ C E |
|18 11417 || C E |
| 19 [ 130,2 ][ CH || 4,86 singulet large (Wy, = 4,1Hz) |
[ 20 326 |/ C [E |
21 33,5 CH, 51,33 m
145 m
22 37,8 CH, 81,35 m
B1,42 m
[ 23 1289 || CH;, | 1,03 s |
| 24 | 17,0 ][ CH, 10,84 s |
| 25 18,3 ][ CH, 117 s |
| 26 176 || CH, 1 1,09 s |
| 27 | 146 || CH, 1 0,75 s |
| 28 Il 255 || CH, | 1.01 s |
| 29 315 |[CHs 0945 |
| 30 1293 ][ CH;, 0,955 |
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IVV.2.2. Détermination structurale du composé 2

Figure 33. Structure du composeé 2

La revélation de la plague CCM du composé 2 avec de la Vanilline-H,SO4 a 1% suivi du
chauffage donne une tache de couleur rose persistante. Ceci est en faveur de la présence d’un

triterpene.

Le spectre de masse HR-ESI (Figure 34) du composé 2 montre un pic quasi moléculaire a m/z
= 523,37570 correspondant a [M+Na]®, soit une masse moléculaire égale & 500,385931

indiquant une formule brute C3,Hs,04 et un nombre d’insaturation Nj= 7.

3 ars7o [M+MNal™ s s s i -

Formule brute Measured
SR
C32H=204 PpPectrurm

Reltve Abundanes

sze. sse7e sza ai1os5e
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Figure 34. Spectre de masse HR-ESI du composé 2

Le spectre IR (Figure 35) indique la présence de trois bandes caractéristiques : un groupe
hydroxyle (-OH) & 3368,53 cm™, un carbonyle (C=0) & 1720,55 cm™, et une double liaison
(C=C) & 1453,59 cm™.
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Figure 35. Spectre IR du composé 2

Les spectres RMN *H et *C du composé 2 présentent de grandes similitudes avec ceux du

composé 1 décrit précédemment, avec I’existence de quelques différences.

Le spectre RMN *H (Figure 36, 37) montre la présence des huit signaux correpondant aux
huit méthyles oléaniques résonant a oy 0,75 (H3-27); 0,88 (H3-24) ; 0,94 (H3-29); 0,95 (Hs-
30); 0,99 (H3-23); 1,01 (H3-28) ; 1,08 (H3-26) et 1,17 (H3-25) ppm.

Il montre par ailleurs (Figure 38), les autres signaux de type oxyméthine a oy 3,81 et 4,01
ppm correspondant aux protons H-2f et H-11p ainsi que le signal a oy 4,87 ppm

correspondant au proton H-19.
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Figure 36. Spectre RMN'H du composé 2 dans CDCl;
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Spectre RMN'H élargi -2-du composé 2 dans CDCl5

Comme dans le composé 1, il existe deux groupements hydroxyles en C-2 et C-11. Ceci est

confirmé par ’observation de corrélations sur le spectre HSQC (Figure 39) qui permet

d’associer les protons de type oxyméthine H-2 (o4 3,81 ppm) et H-11 (64 4,01 ppm) aux

carbones résonant respectivement a 6c 67,8 et dc 71,0 ppm, et sur le spectre COSY (Figure

40) qui montre les taches de corrélation entre H-9 (64 1,40 ppm) et H-11 (64 4,01 ppm).

De méme, la double liaison est localisée entre C-18 (6¢ 141,6 ppm) et C-19 (6¢ 130,2 ppm), le
spectre HMBC (Figure 41) montre les taches de corrélation entre C-18 et H3-28, entre C-19 et
Hs-29, et entre C-19 et H3-30.
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Figure 41. Spectre HMBC élargi -1-du composé 2 dans CDCl;
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L’analyse des spectres RMN *3C et DEPT-135 (Figure 42 et 43) du composé 2 montre la
présence de trente-deux signaux au lieu de trente. 1ls nous permettent de distinguer les huit
méthyles oléaniques résonant a 6c 14,6 ; 17,6 ; 17,8 ; 18,2 ; 28,9 ; 29,3 ; 25,5 et 31,5 ppm
attribuables respectivement aux C-27, C-24, C-26, C-25, C-23, C-30, C-28, C-29, les sept
carbones quaternaires résonant a é¢c 32,6 ; 34,5; 39,5; 40,1; 43,0 ; 43,2 et 141,6 ppm, et les
huit méthylenes résonant a 6¢ 18,2 ; 27,7 ; 33,5 ; 35,6 ; 37,5 ; 37,8 ; 38,7 et 50,9 ppm.
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Figure 42. Spectre RMN*C du composé 2 dans CDCls
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Figure 43. Spectre DEPT-135 du composé 2 dans CDCl3

L’apparition d’un autre méthyle résonant a 6y 2,13 ppm (Figure 44), le déblindage du signal
H-30 a 64 4,50 ppm (d, J = 10,0 Hz) (Figure 45), et I’apparition de deux carbones
supplémentaires résonant a d¢c 21,4 et 172,6 ppm (Figure 42), indiquent la présence d’un

groupement acétate porté par le carbone C-3 dans le composeé 2.
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Figure 45. Spectre RMN'Hélargi -4- du composé 2 dans CDCls

Ceci est confirmé par la valeur du déplacement chimique du carbone C-3 a oc 84,8 ppm
identifié grace a sa corrélation avec le proton H-3 sur le spectre HSQC (Figure 46), et par les
taches de corrélation entre H-3a (64 4,50 ppm), H-2B (64 3,81 ppm), H-1B (34 3,20 ppm) et
H-1a (34 1,05 ppm) sur le spectre COSY (Figure 47).

6,2,13 pplm

1 (ppm)

c-3 _i 5.84,8ppm V¥
&

Flgure 46. Spectre HSQC elargl 1 du composeé 2 dans CDCI3
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De plus, la tache de corrélation observée entre le méthyle (64 2,13 ppm) et le carbonyle (d¢
172,6 ppm) sur le spectre HSQC (Figure 46).
Ainsi que les correélations entre le carbone quaternaire (3¢ 21,4 ppm) et le proton H-3 (64 4,50

ppm) sur le spectre HMBC (Figure 48).
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Flgure 47, Spectre COSY -2-du composé 2 dans CDCl;
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Flgure 48. Spectre HMBC du composé 2 dans CDCI3

Les corrélations observées sur le spectre NOESY (Figure 49) entre H-3/H3-23 (64 4,50/0,99
ppm), H-2/H3-25 (64 3,81/1,17 ppm), H3-24/H3-25 (64 0,88/1,17 ppm) confirment que la
configuration du groupement hydroxyle en C-2 est a, et celle du groupement acétoxy en C-3
est B.
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De méme, les corrélations entre H-11/H3-25 (64 4,01/1,17 ppm), H-13/H3-26 (64 2,42 /1,08
ppm), H-13/H3-28 (oy 2,42/1,01 ppm) et H-13/H-11 (o4 2,42/4,01 ppm) confirment que tous

ces groupements ont une configuration f, et que le groupe hydroxyle en C-11 est a.
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Figure 49. Spectre NOESY du compose 2 dans CDCl;

T
LS

L’ensemble de ces données permet d’attribuer la structure 3B-acétoxy,2a,l1a-dihydroxy
oléane-18-éne au compose 2. C’est une nouvelle structure d’un triterpene pentacyclique qui

est décrite pour la premiére fois dans la littérature.

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 2 sont

reportées dans le tableau 25.

Tableau 25. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 2

| Position || 8"C | DEPT-135 |[&'H |
1 50,9 CH, a1,05m
B 3,20 dd (J=12,9; 4,7 Hz)
| 2 |l 67,8 || CH || 3,81 d(J=10,0 H2) |
| 3 848 || CH [ 450 m |
L4 1395 |[C IE |
E 561 | CH | 0,88 m |
6 18,2 CH, ol,51 m
B 1,38 m
7 35,6 CH, al,32 m
B 1,48 m
E [#2 ]c E |
|9 II56,4 || CH | 1,40 m
[ 10 401 J[C -
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Tableau 25. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 2

(suite)
Position || 6 ®°C || DEPT-135 o 'H
11 71,0 CH 4,01 m
12 38,7 CH, a 1,30 m
B1,72 m
13 37,7 CH 2,42 doublet large (W, = 19,8 Hz)
14 43,0 C )
15 27,7 CH, a 1,09 m
B 1,69 m
16 37,5 CH, al,34 m
B 1,45 m
17 [345 ][ C - |
|18 1416 ][ C E |
| 19 |l 130,2 |[ CH |l 4,87 singulet large (Wy,=4,1Hz) |
[ 20 1826 |/ C E |
21 33,5 CH, al,32 m
B 1,44 m
22 37,8 CH, 1,34 m
1,42 m
| 23 1289 || CHs 10,99 s |
| 24 1176 || CH; 110,88 s |
| 25 || 18,2 || CH; 117 s |
| 26 1178 |[CH, |l 1,08 s |
| 27 146 || CH, 10,75 s |
| 28 Il 255 || CH; Il 1,01 s |
| 29 1315 |[CH; 10,94 s |
| 30 1293 || CH; 10,95 s |
|31 11726 || C - |
| 32 21,4 || CH, 213 s |
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IV.2.3. Détermination structurale du composé 3

Figure 50. Structure du composeé 3

La revélation de la plague CCM du composé 3 avec de la Vanilline-H,SO4 a 1% suivi du

chauffage donne une tache de couleur rose persistante. Ceci est en faveur de la présence d’un

triterpene.

Le spectre de masse HR-ESI (Figure 51) montre un pic quasi moléculaire a m/z = 523,37570

correspondant & [M+Na]®, soit une masse moléculaire égale a 500,385931 indiquant une

formule brute C3,Hs,04 et un nombre d’insaturation N = 7, identiqguement au composeé 2.

[(MaeNal™

C3>2Hs>2O0O,4 Spectrum

Relave Aundance

Relave blensty

Formule brute Measured

Figure 51. Spectre de masse HR-ESI du compose 3
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Le spectre IR (Figure 52) présente les mémes bandes caractéristiqgues du composé 2 : le
groupe hydroxyle (-OH) & 3461,98 cm™, le carbonyle (C=0) & 1720,90 cm™ et la double
liaison (C=C) & 1460,83 cm™.

48 291661

45.0

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 a0
om-1

Figure 52. Spectre IR du composé 3

Les spectres RMN *H, RMN *C et DEPT-135 (Figure 53-57) du composé 3 montrent les
mémes signaux caractéristiques du compose 2 :

- Neuf groupes de méthyle résonant sous forme de singulets a 64 0,75; 0,87; 0,94; 0,95; 1,01;
1,04; 1,09; 1,20 et 2,06 ppm, et 6¢c 14,5; 16,9; 17,6; 18,0; 21,7; 25,5; 28,8; 29,3 et 31,5
ppm.

- Deux signaux résonant a 6y 3,17 et 4,01 ppm attribuables aux protons de type oxymeéthine.
Le spectre HSQC (Figure 57) permet d’attribuer les déplacements chimiques des carbones
les portant 6¢c 81,0 et 70,1 ppm.

- Un signal sous forme d’un singulet large (Wi, = 4,5 Hz) a 64 4,85 ppm correspondant & un
proton éthylénique, corréle avec le carbone résonant a 6y 130,2 ppm sur le spectre HSQC
(Figure 58)

- Huit carbones quaternaires résonant a oc 32,6 ; 34,5; 40,2 ; 43,0; 43,2; 1417 et 172,6
ppm.

- Huit méthylenes résonant a 8¢ 18,1 ; 27,7 ; 33,5 ; 35,6 ; 37,5 ; 37,8 ; 38,6 et 48,6 ppm.

- Sept méthines résonant a é¢ 37,6 ; 56,0 ; 56,1 ; 70,1 ; 77,4 ; 81,0 et 130,2 ppm.
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Figure 54. Spectre RMN'H élargi -1- du composé 3 dans CDCl5
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Figure 55. Spectre RMN™H élargi -2-du composé 3 dans CDCl;
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Figure 56. Spectre RMN"C du composé 3 dans CDCl;

LB 12 ¢ 126-155) sifica

—130.1646
~ 561118
- 55,9831

0 509655
I —mae

8 -CH, e
Figure 57. Spectre DEPT-135 du composé 3 dans CDCl3
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Figure 58. Spectre HSQC du composé 3 dans CDCl3
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Cependant, 1’apparition des signaux a 6c 172,6 et 21,7 ppm, et a &y 2,06 ppm, indiquent la
présence d’un groupement acétate. Le spectre HMBC (Figure 59) montre une tache de
corrélation entre le groupement carbonyle a 6¢ 172,6 ppm et les protons a 64 2,06 ppm.

|
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6,2,06 ppm . o

- s P
® .

C-19/ H,-29 /H,-30

C-18/ H,-28

6.172,6 ppm

1 (ppm)

2.5 2.0 1.0 0.5

1.5
f2 (ppm)

Figure 59. Spectre HMBC élargi du composé 3 dans CDCl;

Par ailleurs, le deblindage du proton H-2 de 64 3,72 ppm dans le composé 1 a 6y 5,01 ppm
dans le composé 3 indique I’acétylation de ce composé en cette position. Le spectre HSQC
(Figure 58) montre la tache de sa corrélation avec le carbone C-2 résonant a é¢c 77,4 ppm, et
avec H-3 (o 3,17 ppm), H-1a (84 1,05 ppm) et H-1B (34 3,05 ppm) sur le spectre COSY
(Figure 60).

La position de la double liaison est confirmée dans le spectre HMBC (Figure 59) par les
taches de corréation entre le carbone C-19 (8¢ 130,2 ppm) et les protons H3-29 (64 0,94 ppm)
et H3-30 (84 0,95 ppm), et entre le carbone C-18 (6¢ 141,67 ppm) et les protons H3-28 (641,01

ppm).
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Figure 60. Spectre COSY 'a‘[;m(’:omposé 3 dans CDCl;
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Les corrélations observées sur le spectre NOESY (Figure 61) entre H-3 et H3-23 (64 3,17/1,04
ppm), H-2 et H3-25 (6 5,01/1,17 ppm), Hs-24 et H3-25 (64 0,87/1,17ppm) confirment que la

configuration du groupe acétoxy en C-2 est a, et celle du groupe hydroxyleen C-3 est .
Les corrélations entre H-11 et H3-25 (614 4,01/1,20 ppm), H-13 et H3-26 (64 2,42/1,09 ppm) et
H-13 et H3-28 (864 2,42/1,01 ppm), H-13 et H-11 (84 2,42/4,01 ppm) confirment qu’ils ont tous

une configuration f et le groupement hydroxyle en C-11 est a.
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Figure 61. Spectre NOESY du composé 3 dans CDCl;
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L’ensemble de ces résultats permet d’attribuer au composé 3 la structure 2a-acétoxy,33,11a-

dihydroxy oléane-18-éne. C’est une nouvelle structure d’un triterpéne pentacyclique qui est

décrite pour la premiére fois dans la littérature.

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 3 sont

reportées dans le tableau 26.

Tableau 26. Données relatives aux spectres RMN *C, DEPT-135 et RMN *H du composé 3

| Position |[8"C | DEPT-135 | &'H |
1 48,6 CH, o 1,05 m
3,05 dd (J=4,8; 11,6 Hz)
[ 2 Il 77,4 || CH | 501 m |
B 81,0 |/ CH 13,17 dd(J=6,4;10,3H2) |
L4 1302 |/ C - |
| 5 56,0 || CH 10,82 m |
6 18,1 CH, al,53 m
B 1,36 m
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Tableau 26. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 3

(suite)
| Position |[8™C || DEPT-135 |/ &'H |
7 3,6 CH, al1,32 m
B 1,48 m
E 432 ][ C E |
19 |I56,1 |[CH || 1,40 m |
[ 10 402 | C [E |
|11 | 7014 || CH || 401 m |
12 38,6 CH, 1,30 m
B1,72 m
| 13 1376 | CH || 2,42 doublet large (W.,=28,0Hz) |
| 14 1430 ][ C [E |
15 27,7 CH, 1,09 m
B 1,69 m
16 375 | CH, al,32 m
B 1,48 m
L 17 1345 [ C [E |
|18 1417 |[C [E |
[ 19 || 130,2 || CH || 4,85 singulet large (W, = 4,5 H2) |
[ 20 13268 | C [E |
21 335 || CH, al,32 m
B 1,43 m
22 378 CH, al1,35 m
B1,41 m
| 23 28,8 |[CHs 1,04 s |
| 24 16,9 ][ CHs | 0,87 s |
| 25 Il 18,0 || CH; 1 1,20 s |
| 26 | 17,6 || CHs 1,09 s |
| 27 |l 145 |[CH, 10,75 s |
| 28 1255 |[CHs [1,01 s |
| 29 1315 || CHs | 0,94 s |
[ 30 1293 [ CH; 0,95 s |
[31 1726 ][ C E |
| 32 121,7 |[CH, || 2,06 s |
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IV.2.4. Détermination structurale du composé 4

30

29

Figure 62. Structure du composé 4

La révélation de la plaqgue CCM du composé 4 avec de la Vanilline-H,SO4 & 1% suivi du

chauffage donne une tache de couleur rose persistante. Ceci est en faveur de la présence d’un

triterpene.

Le spectre RMN *H (Figure 63 et 64) du composé 4 montre dans la zone comprise entre 84

0,77 et 1,08 ppm, huit signaux sous forme de six singulets et de deux doublets, correspondant

a des groupements méthyles d’un squelette triterpénique pentacyclique de type ursane. Ceci

est confirmé par les deux signaux apparaissant a 6c 126,1 et d¢c 138,1 ppm correspondant aux

déplacements chimiques des carbones éthyléniques C-12 et C-13 de la double liaison.

+1200

6

Figure 63.

5 4 3 2 1 o
f1 (ppm)

Spectre RMN'H du composé 4 dans CDCl;
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Figure 64. Spectre RMN'H élargi -1- du composé 4 dans CDCl;

Le spectre RMN *H (Figure 65) montre aussi un singulet large a &y 5,25 ppm (J = 3,2 Hz)
caractéristique du proton éthylénique H-12 comme sa corrélation dans le spectre HSQC
(Figure 66) avec le carbone C-12 résonant a 6¢ 126,1 ppm.

Il montre également un doublet de doublets a &4 3,22 ppm (J =10,8 ; 5,11 Hz) correspondant

au proton oxyméthine H-3 d’un triterpéne.

£ rned A AP bttt A o

Figure 65. Spectre RMN'H élargi -2- du composé 4 dans CDCl5

Le spectre RMN 3C (Figure 67) indique la présence de trente atomes de carbone, il nous
permet de distinguer, et particulierement dans la région blindée, huit signaux résonant a dc
15,6 ;15,8;17,2;17,3;23,8;28,3; 28,3 et 21,3 ppm, confirmant la présence d’un squelette
triterpénique pentacyclique [112], et dans la région déblindée, trois signaux caractéristiques
résonant a o¢c 79,2 ; 126,1 et 138,1 ppm attribuables respectivement aux carbones C-3, C-12 et

C-13 (Figure 56).
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Figure 66. Spectre HSQC du composé 4 dans CDCl3
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Figure 67. Spectre RMN*C du composé 4 dans CDCl;
Aussi, on peut confirmer selon le spectre DEPT-135 (Figure 68), la présence de six carbones
quaternaires, sept méthines et neuf méthylénes. Les valeurs de leurs déplacements chimiques

sont répertoriées dans le tableau 27.

L’analyse des corrélations hétéronucléaires *Jy.c sur le spectre HSQC permet d’attribuer les

déplacements chimiques des carbones méthyléniques avec leurs protons (Figure 69).
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Figure 68. Spectre DEPT-135 du composé 4 dans CDCl3
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Figure 69. Spectre HSQC élargi -1- du composé 4 dans CDCl3

A partrir des protons caractéristiques identifiés précédemment, le spectre COSY (Figure 70)
permet de déterminer les déplacements chimiques:
- Des protons H-2 résonant a 64 1,26 et 1,60 ppm gréace a leurs corrélations avec le
proton vicinal H-3.
- Des protons H-1 résonant & 64 1,65 et 1,75 ppm gréce a leurs corrélations avec le
proton H-2.
- Des protons H-11 résonant a 64 1,90 et 2,00 ppm grace a leurs corrélations avec le
proton vicinal H-12.

- Du proton H-9 résonant a 6y 1,55 gréace a sa correlation avec le proton H-11.

Les déplacements chimiques des carbones correspondants sont déterminés par 1’examen du
spectre HSQC (Figure 71).
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Figure 71. Spectre HSQC élargi -2- du composé 4 dans CDCl3

Le signal de carbone C-3 résonant & ¢ 79,2 ppm présente sur HMBC des corrélations avec les

protons des groupements méthyles Hs-23 (840,95 ppm) et H3-25 (814 0,77 ppm) (Figure 72).

Toujours sur le spectre HMBC (Figure 72), le proton H-3 résonant a 6y 3,22 ppm corréle
avecle carbone C-24 (6¢ 15,6 ppm), le méthyléne résonant a d¢ 29,9 ppm (attribuable a C-2),
et le méthine résonant a d¢ 55,4 ppm (attribuable & C-5), ceci est confirmé par ses corrélations
sur le spectre HSQC (Figure 71).
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Figure 72. Spectre HMBC du composé 4 dans CDCl3

Il montre également (Figure 73) des taches de corrélation entre les protons du groupement
méthyle :
- H3-25 (64 0,77 ppm), le méthine résonant a 6c 47,7 ppm et le carbone quaternaire
résonant a d¢ 38,9 ppm,
- H3-23 (64 0,95 ppm) et le carbone quaternaire résonant a d¢ 38,9 ppm,
- H3-27 (64 1,08 ppm), le carbone quaternaire résonant a dc 42,2 ppm, le méthylene
résonant a d¢ 28,2 ppm et C-13 (3¢ 138,1 ppm).
- Hs-29 (64 0,86 ppm), le carbone quaternaire résonant a oc 38,8 ppm, et le méthine
résonant a d¢ 52,9 ppm,
- Hs3-30 (640,79 ppm) et le méthine résonant a d¢ 39,0 ppm.
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Figure 73. Spectre HMBC élargi du composé 4 dans CDCl;
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Toutes ces corrélations permettent de repérer les carbone C-8 (8¢ 42,2 ppm), C-9 (6¢ 47,7
ppm), C-10 (d¢ 38,9 ppm) et C-15 (o¢ 28,2 ppm), C-17 (6¢ 38,8 ppm), C-18 (d¢ 52,9 ppm) et

C-20 (8¢ 39,0 ppm).

L’ensemble de ces données permet d’attribuer au composé 4 la structure de 1’a-amyrine.

11 s’agit d’un triterpéne pentacyclique, isolé notamment de Salvia pilifera [114], Orthosiphon

stamineus [115] (Famille des Lamiacées), et dePyrus bretschneideri Rehd. (Famille des

Rosacées) [116], mais il est décrit pour la premiére fois dans 1’espéce Salvia phlomoides.

Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les données décrites

dans la littérature [117].

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 4 sont

reportées dans le tableau 27.

Tableau 27. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 4

| Position || & ®°C || DEPT-135 || & 'H |
1 36,9 CH, 1,65m
1,75m
2 29,9 CH, 1,26 m
1,60 m

13 79,2 || CH 13,22 dd (J=10,8;511Hz) |

L4 | 39,7 LC - |

|5 | 55,4 || CH 10,72 d (J = 11,4 Hz) |
6 18,5 CH, 1,37 m
1,58 m
7 331 CH, 1,32m
1,47 m

8 [ 42,2 Lc |- |

E 477 ][ cH [ 1,55 m |

| 10 1 38,9 L E |
11 235 CH, 1,90 m
2,00 m

| 12 | 126,1 || CH || 5,25 t (J =3,2 Hz) |

[ 13 (1381 |/ C - |

[ 14 [ 48,1 L C - |
15 28,2 CH, 1,86 m
1,10 m

Page | 71


https://journals.tubitak.gov.tr/chem/abstract.htm?id=8971

Tableau 27. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 4

(suite)
Position 6 °C DEPT- o'H
135
16 27,4 CH, 1,32m
1,62 m
[ 17 1388 [ C [E |
| 18 | 52,9 || CH | 2,18 m |
[ 19 | 39,2 || CH | 0,96 m |
| 20 || 39,0 || CH [1,33m |
21 30,8 CH, 1,32m
1,53 m
22 37,2 CH, 1,35 m
1,42 m
[ 23 | 28,3 || CH, 0955 |
| 24 | 15,6 || CHs | 0,855 |
| 25 | 15,8 || CHs 10,77 s |
| 26 17,2 || CH; [ 0935 |
[ 27 [ 23,8 |[ CH; 1,085 |
| 28 | 28,3 || CH, [ 098s |
| 29 17,3 || CH, | 0,86 d (J =6,4Hz) |
| 30 | 21,3 || CH; 10,79 d (J=7,2 H2) |

IV.2.5. Détermination structurale du composé 5

OH

4l
O

Figure 74. Structure du composé 5

La fluorescence violette du composé 5 sous lampe de Wood (A = 365 nm) désigne un

composé flavonique.
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Le spectre RMN'H (Figure 75-77) de ce composé montre qu’il s’agit d’un flavonoide. Il

comporte les signaux suivants:

- Deux signaux aromatiques résonant sous forme d’un doublet d’intégration 2H chacun a oy
7,02 ppm (J = 8,4 Hz) et oy 7,85 ppm (J = 8,4 Hz), caractéristiques des protons du noyau B
d’un flavonoide substitué en position 4°. Ils sont attribuables respectivement aux protons H-
3’, H-5" et H-2’, H-6". Le spectre COSY montre des taches de corrélation entre ces protons
(Figure 78).

- Deux signaux aromatiques résonant sous forme d’un doublet d’intégration 1H chacun a oy
6,36 ppm (J = 1,6 Hz) et 64 6,48 ppm (J = 1,6 Hz), attribuables & H-6 et H-8 respectivement,
indiquant un noyau A d’un flavonoide disubstitué en position 5 et 7. Le spectre COSY montre
des taches de corrélation entre ces deux protons (Figure 78).

- Un signal résonant sous forme d’un singulet d’intégration 1H a dy 6,57 ppm caractéristique
du proton H-3.

- Un signal résonant sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 6y 12,80 ppm, ceci est
caractéristique d’un groupement hydroxyle (-OH) en position 5 d’un flavonoide.

- Deux signaux résonant sous forme d’un singulet d’intégration 3H chacun a éy 3,88 et 3,89

ppm correspondant a deux groupements méthoxyles (O-CHys).

xxxxxxxxxxxxxxxxx
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Figure 75. Spectre RMN *H du composé 5 dans CDCl5
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L’attribution de ces protons avec leurs carbones est obtenue par analyse du spectre HSQC
(Figure 79).

Tableau 28. Attribution HSQC du compose 5

Position dc (ppm) du (ppm)
E [ 104,5 6,57 |
|6 [ 98,2 6,36 |
E [ 92,8 6,48 |
[2°,6° [ 128,2 7,85 |
13,5 | 114,7 | 7,02 |
La 56,0 3,89 |
Lb 55,7 3,88 |
H-2’, H-6 H-3',H-5" H-3 H, | H,

ob 16-2016-mkl/42
B 21-30

ft (ppm)

iy
o

2 (ppm)

Figure 79. Spectre HSQCdu composeé 5 dans CDCl;

L’analyse des spectres RMN®C (Figure 80) et DEPT-135 (Figure 81) indiquela présence de
dix-sept atomes de carbone dans la structure du composé 5, dont :

- Huit carbones quaternaires aromatiques résonant a d¢ 105,7 ; 123,8 ; 157,9; 162,4
162,8 ; 164,2 ; 165,6 et 182,6 ppm, (le signal a 6¢c 182,6 ppm relatif au groupement
carbonyle).

- Pas de methylénes.

- Sept méthines aromatiques résonant a 6c 92,8 et 98,2 ppm (noyau A), 6c 104,5 ppm
(noyau C), 8c114,7 et 128,2 ppm (noyau B (C-3°, C-5) et (C-2’, C-67)),

- Deux méthyles résonant a ¢ 55,7 et 56,0 ppm.
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Figure 80. Spectre RMN *C du composé 5 dans CDCl;
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Figure 82. Spectre HMBC élargi du composé 5 dans CDCl3
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L’analyse du spectre HMBC (Figure 82) permet d’assigner les déplacements chimiques des
autres carbones et protons de ce composé.

Il montre des taches de corrélationentre le singulet aromatique H-3 (3 6,57 ppm) et les deux
carbones quaternaires résonant a 6c 105,7et ¢ 123,8 ppm attribuables respectivement aux

carbones C-10 et C-1’ du noyau A et C d’un flavonoide.

Il montre également des taches de corrélation entre les protons du noyau A, H-6 avec les
carbones résonant a 6c 92,8 et 105,7et ppm attribuables respectivement aux carbones C-8 et
C-10, et le proton H-8 avec les carbones résonant a 6c 92,8 et 105,7 ppm attribuables
respectivement aux carbones C-6 et C-10.

Ainsi, des corrélations entre les protons du noyau B, H-3" et H-5" avec le carbone quaternaire
résonant a 8¢ 123,8 attribuable a C-1°

16-21
21-30

F160

C

F165

170

L (ppm)

2 (ppm)

Figure 83. Spectre HMBC élargi du composé 5 dans CDCl;

Toujours sur le spectre HMBC (Figure 83), les taches de corrélation entre les deux
méthoxyles résonant a oy 3,88 et 3,89 ppm attribuable a C, et C, avec les carbones
quaternaires résonant a oc 164,24 et 162,41 ppm attribuables au carbone C-7 et C-4’

confirment leurs localisations en position C-7 et C-4.

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 5 sont

reportées dans le tableau 29.
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L’ensemble des données précédentes nous permet d’établir la structure du composé 5 comme
étant la 5-hydroxy-7,4 -diméthoxy flavone, connue sous le nom de I’apigénine 7.4-

diméthyléther.

Il s’agit d’un flavonoide, isolé précédemment de Salvia reuterana Boiss. [118], Thymus
vulgaris L. [119] (Famille des Lamiacées), et de Kaempferia parviflora [120] (Famille des
Zingibéracées), mais c’est la premiére fois qu’il a isolé de 1’espece Salvia phlomoides.

Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les données décrites

dans la littérature [121].

Tableau 29. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 5

| Position | 8 2C || DEPT-135 || 6'H |
[ 2 | 165,6 [ C - |
13 || 104,5 || CH | 6,57 s |
L 4 [ 182,6 L C - |
|5 | 157,9 L C - |
IB | 98,2 [ CH 6,36d(J=1,6Hz) |
| 7 | 164,2 [ C - |
| 8 | 92,8 || CH | 6,48d(J=16Hz) |
E [ 162,8 L C - |
[ 10 [ 105,7 L C - |
Lr [ 123,38 [ C - |
|2 | 128,2 || CH | 785d(J=84Hz) |
IEX | 114,7 || CH | 7,02d(J=84Hz) |
L4 [ 162,4 L C - |
| 5 | 114,7 || CH 7,02d (J=84Hz) |
K3 [ 128,26 [ CH [ 785d (J=84Hz) |
| a || 56,00 || CHs 3,895 |
| b || 55,74 || CHs 3,885 |
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IV.2.6. Détermination structurale du composé 6

|
OH O

Figure 84. Structure du composeé 6

La fluorescence violette du composé 6 sous lampe de Wood (A = 365 nm) est caractéristique

d’un squelette flavonique.

Le spectre spectre RMN *H (Figure 85 et 86) de ce composé permet d’observer des signaux
entre 6 et 8 ppm caractéristiques des noyaux aromatiques d’un flavonoide :

- Deux doublets d’intégration 2H, le premier a dy 7,88 ppm et le second a &4 6,95 ppm avec
une constante de couplage J = 8,4 Hz due & un couplage ortho, attribués aux protons H-2’ et
H-6’, H-3" et H-5 respectivement, indiquant un noyau B parasubstitué.

- Deux doublets d’intégration 1H a &y 6,23 ppm et oy 6,48 ppm avec une constante de
couplage J = 2,3 Hz due a un couplage méta, attribués aux protons H-6 et H-8 respectivement,
indiquant un noyau A substitué dans les positions 5 et 7.

- Un signal sous forme d’un singulet a 6y 6,62 ppm attribuable au proton H-3.

nnnnn

nnnnn
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s
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Figure 85. Spectre RMN *H du composé 6 dans CD;0D
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Figure 86. Spectre RMN *H élargi du composé 6 dans CDs0D

A partir de ces protons caractéristiques, le spectre HSQC (Figure 87) permet d’attribuer les

déplacements chimiques des carbones les portant (C-3, C-6, C-8, C-2’, C-3’, C-5’ et C-6").

H-2’, H-6" H-3’, H-5" H-3

| 8
“ | q
LY S - S — L S . JU -
eb16-2016-mk103
B SEA |

-100
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120

6.5
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Figure 87. Spectre HSQC du composé 6 dans CD3;0D

Le spectre RMN™C (Figure 88) révéle la présence de treize signaux, dont les deux
déplacements chimiques 6c 117,0 ppm et d¢c 129,4 ppm sont attribuables a deux carbones

chacun, et un signal de carbonyle a 6¢ 183,9 ppm.
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Figure 88. Spectre RMN **C du composé 6 dans CD;0D

L’analyse de spectre DEPT-135 (Figure 89) révele la présence de huit carbones quaternaires
résonant a ¢ 105,3; 123,8; 159,4 ; 162,7 ; 163,2 ; 166,1 ; 166,3 et 183,9 ppm, et confirme
les sept méthines identifiés précédemment C-8 (6¢ 95,0 ppm); C-6 (6¢c 100,1 ppm); C-3 (d¢c
103,8 ppm); C-3°,C-5" (8¢ 117,0 ppm) et C-2°,C-6" (¢ 129,4 ppm ).

oooooo

7 méthines

uuuuu

120
f1 (ppm)

Figure 89. Spectre DEPT-135 du composé 6 dans CD30D

L’analyse du spectre HMBC (Figure 90) permet d’identifier les autres carbones. Les
corrélations observeées entre le proton H-8 (64 6,48 ppm) avec le méthine a 6¢c 100,1 ppmet le
carbone quaternaire a 8¢ 105,3 ppm, et les corrélations entre le proton H-6 (64 6,23 ppm) avec
le carbone quaternaire a 6¢c 105,3 ppm permettent 1’attribution de ces carbones au C-6 et C-10
respectivement du noyau A d’un flavonoide. Le spectre COSY (Figure 91) indique une tache

de corrélation entre ces deux derniers protons.
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Figure 91. Spectre COSY du composé 6 dans CD3;0D

Toujours sur le spectre HMBC (Figure 90), les taches de correlation entre les protons H-3’, H-
5’ (dy 6,95 ppm) et les carbones quaternaires résonant a ¢ 123,2 et 162,7 ppm, permettent
I’attribution de ces carbones a C-1’ et C-4’. Ainsi que les taches de corrélation entre les
protons H-2 et H-6" (81 7,88 ppm) et les carbones quaternaires résonant a d¢c 166,1 et 162,7
ppm permettent leurs attribution a C-2 et C-4’, confirmant la présence d’un systéme AA’XX’

du noyau B d’un flavonoide.
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Par ailleurs sur le spectre HMBC (Figure 90), le proton oléfinique H-3 (64 6,62 ppm) donne
des taches de corrélation avec les carbones quaternaires C-10 (3¢ 105,30 ppm), C-1° (d¢
123,28 ppm), C-2 (8¢ 166,1 ppm), et le carbonyle résonant a 6¢c 183,9 ppm attribuable a C-4.

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 6 sont

reportées dans le tableau 30.

L’ensemble de ces données permet d’affirmer que le composé 6 est I’apigénine.
Il s’agit d’une flavone tres commune, précédemment isolée de Salvia microstegia Boiss. et
Bal. [122], Thymus sibthorpii Bentham. [123] (Famille des Lamiacees), et de Lysimachia

vulgaris L. [124] (Famille des Primulacees).

Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les données décrites
dans la littérature [125].

Tableau 30. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 6

| Position || 8 ®°C | DEPT-135 || 6'H |
2 (166l | C || |
| 3 || 103,8 || CH | 6,62 |
|4 [ 1839 L C | |
5 (1632 [c || |
| 6 || 100,1 || CH 6,23d(J=2,3Hz) |
L 7 | 166,3 [ C | |
| 8 | 95,0 || CH | 6,48d(J=2,3Hz) |
E | 159.4 L C | |
| 10 [ 1053 [ C | |
BE [ 123,2 [ C | |
|2 | 129,4 || CH | 788d(J=84Hz) |
|3 | 117,0 || CH | 6,95d(J=84Hz) |
4 [ 162,7 L C | |
| 5° [ 117,02 [ CH 6,95d (J=84Hz) |
3 || 129,45 || CH | 788d(J=84Hz) |
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IVV.2.7. Détermination structurale du composé 7

4]
OH O

Figure 92. Structure du composeé 7

La fluorescence violette du composé 7 sous lampe de Wood (A = 365 nm) suggére une

structure flavonique.

Les spectres RMN'H et RMN *3C présentent des similitudes avec ceux du composé 6. Ils
permettent de reconnaitre tous les signaux caractéristiques des noyaux aromatiques d’un

flavonoide.

Le spectre RMN *H (Figure 93, 94) révéle clairement la présence de :

- Deux protons résonant sous forme de doublets a &4 6,22 et 6,46 ppm avec une
constante de couplage J = 2,0 Hz caractéristiques des protons H-6 et H-8, indiquant un
noyau A disubstitué en position C-5 et C-7.

- Trois protons aromatiques sous forme de : deux doublets résonant a &y 6,93 ppm (J =
8,2 Hz) attribuable a H-5" et a oy 7,39 ppm (J = 2,3 Hz) attribuable a H-2’, et un
doublet de doublets résonant a &y 7,41 ppm (J = 8,2; 2,3 Hz) attribuable a H-6,
indiquant un noyau B disubstitué en position C-3’ et C-4’.

- Un singulet résonant a 6y 6,56 ppm attribuable au proton H-3.
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Figure 93. Spectre RMN *H du composé 7 dans CD;0D
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Figure 94. Spectre RMN *H élargi du composé 7 dans CD;0D

Les déplacements chimiques des carbones C-3, C-6, C-8, C-2°, C-5" et C-6 ont
détérminés par 1’analyse du spectre HSQC (Figure 95).
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Figure 95. Spectre HSQC du composé 7 dans CD3;0D
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Tableau 31. Attribution HSQC du composé 7

Position dc (ppm) o (ppm)
[3 [ 1038 | 6,56 |
(6 [ 100,1 [ 6,22 |
E (95,0 6,46 |
| 22 | 1141 | 7,39 |
5 [ 116,7 [ 6,93 |
6 || 120,2 [ 7,41 |

L’analyse combinée du spectre RMN C (Figure 96) et DEPT-135 (Figure 97) révéle la
présence dequinze atomes de carbone répartis en :

- Neuf carbones quaternaires a d¢ 105,2 ; 123,6 ; 147,0; 151,0; 159,4 ; 183,8; 163,2;
166,2 et 166,3 ppm, dont le déplacement chimique d¢ 183,8 ppm correspondant a une
fonction carbonyle,

- Six méthines a d¢ 95,0; 100,1; 103,8; 114,1; 116,7 et 120,2 ppm. (ldentifiés
précédemment par examen du spectre HSQC : C-8, C-6, C-3, C-2°, C-5’ et C-6").

ooooo
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Figure 96. Spectre RMN **C du composé 7 dans CD;0D
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Flgure 97 Spectre DEPT 135 du composé 7 dans CD30D
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L’attribution des autres carbones est obtenue par analyse du specrte HMBC (Figure 98).

Les taches de corrélation entre le singulet aromatique H-3 (64 6,56 ppm) et les carbones
quaternaires a d¢c 105,2 ; 123,6 ; 166,2 et 183,8 ppm permettent leurs atributions aux carbones
C-10, C-1’, C-2 et le carbonyle en position C-4.

| e e

6.8
f2 (ppm)

Figure 98. Spectre HMBC du composé 7 dans CD3;OD

Parmi les corrélations observées du noyau B, le spectre HMBC (Figure 98) montre des taches
de corrélation entre le proton H-5" (34 6,93 ppm) et les carbones quaternaires a dc 123,6 ;
147,0 et 151,0 ppm. lls sont attribuables & C-1°, C-3” et C-4’. Et la corrélation entre le proton
H-6’ (dn 7,41 ppm) et le méthine a 8¢ 114,1 ppm permet son attribution a C-2°.

Le proton H-5" corréle & son tour avec le proton H-6’ sur le spectre COSY (Figure 99).

L {ppm)

7.2

E—— L l i|| H-5, H-6’

6.8
2 (ppm)

Figure 99. Spectre COSY du composé 7 dans CD3;0D
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Le spectre HMBC (Figure 98) montre également des taches de corrélation entre le proton H-6
(8 6,22 ppm) et les carbones quaternaires resonant a 6c 163, et 166,3 ppm attribuables a C-5
et C-7, et la corrélation entre le proton H-8 (34 6,46 ppm) et le carbone quaternaire résonant a

d¢c 159,4 ppm permet son attribution au carbone C-9.

Les valeurs des déplacements chimiques des carbones quaternaires C-3” (6¢ 147,0 ppm), C-4’
(6¢c 151,0 ppm), C-5 (8¢ 163,2 ppm) et C-7 (3¢ 166,3 ppm) indiquent qu’ils sont des carbones
oxygenés, et le composé7 est tétra-substitué, dont les deux noyaux A et B ont deux groupes

hydroxyles chacun.

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 7 sont

reportées dans le tableau 32.

L’ensemble de ces données permet d’attribuer au composé 7 la structure de la lutéoline.

Il s’agit d’une flavone, isolée auparavant de Salvia chloroleuca [126], Solenostemon
monostachys Brig. [127] (Famille des Lamiacées), et de Lysimachia nummularia L. [124]
(Famille des Primulacées), mais isolée pour la premiére fois de I’espéce Salvia phlomoides.
Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les données de la
littérature [128].

Tableau 32. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 7

| Position || 8 °C | DEPT-135 |[&'H |
[2 1662 | C - |
13 || 103,8 [ CH | 6,56s |
L4 1838 [ C [E |
E 1632 | C E |
| 6 [ 100,1 | CH || 6,22d (J=2,0 Hz) |
L7 1663 | C - |
| 8 |l 95,0 [ CH |[ 6,46 d (J=2,0 Hz) |
E 1594 || C [E |
[ 10 (1052 | C [E |
L (1236 ][ C - |
[ 22 I 1141 Il cH |l 7,39d (J=2,3 Hz) |
K 1470 | C [E |
L4 (1510 I C [E |
|5 || 116,7 | CH || 6,93d (J=8,2 Hz) |
I3 [ 120,2 | cH [ 741dd(J=82;23Hz) |
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IVV.2.8. Détermination structurale du composé 8
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Figure 100. Structure du composé 8

Le composé 8 donne une fluorescence bleue sous lampe de Wood (A = 365 nm), suggérant

une structure d’un acide phénolique.

Le spectre RMN'H (Figure 101, 102) montre des signaux caractéristiques d’un noyau
aromatique tri-substitué dans les positions 1, 3 et 4, avec notamment :
- Deux doublets d’intégration 1H chacun, un résonant a oy 6,77 ppm (J = 8,2 Hz), et
’autre résonant a oy 7,03 ppm (J = 2,1 Hz), attribuables a H-5 et H-2 respectivement.
- Un doublet de doublets d’intégration 1H (J = 8,2 ; 2,1 Hz) a 64 6,92 ppm, attribuable a
H-6. Le spectre COSY (Figure 103) montre des taches de corrélation entre ces protons

indiquant la substitution du noyau aromatique en position 3 et 4.

N1

Figure 101. Spectre RMN *H du composé 8 dans CDsOD
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Le spectre RMNH montre aussi deux doublets d’intégration 1H chacun a oy 7,51 et 6y 6,20
ppm (J = 15,9 Hz), cette valeur de constante de couplage indique la présence de deux protons
éthyléniques en position trans. Ce systeme est caractéristique des groupements de type

cinnamique rencontrés dans les acides phénoliques.

Feb26-2016-mki.180.fid
LB 34-39 ( 116-135) sephadex

uuuuu

Figure 102. Spectre RMN *H élargi du composé 8 dans CD;0D
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Figure 103. Spectre COSY du composeé 8 dans CD3;0D

L’analyse des spectres RMN **C (Figure 104) et DEPT-135 (Figure 105) permis de mettre en
évidence la présence de neuf atomes de carbone avec une fonction carboxylique a d¢ 171,21
ppm, parmi lesquels on dénote la présence de quatre carbones quaternaires a ¢ 127,8 ; 149,4 ;
146,8 et 171,2 ppm, pas de carbones éthyléniques, et cinq méthines a ¢ 115,0 ; 115,7 ; 116,4 ;
122,7 et 146,8 ppm. Les déplacements chimiques des protons correspondants sont déterminés
par spectre HSQC (Figure 106).
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Figure 105. Spectre DEPT-135 du composé 8 dans CD3;0D
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Figure 106. Spectre HSQC élargi du composé 8 dans CD3;0
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Tableau 33. Attribution HSQC du composé 8

Position d¢ (ppm) o (ppm)
2 [115,0 7,03 |
[5 [ 116,4 [ 6,77 |
(6 [ 122,7 | 6,92 |
[- |[ 146,8 [ 7,51 |
| - | 115,7 | 6,20 |

Les carbones résonant a doc 115,0; 116,4 et 122,7 ppm indiquent la présence d’un

pyrocatéchol.

Le spectre HMBC (Figure 107) permet la localisation de la fonction carboxylique et le les

carbones éthyléniques.

08— —— =
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Figure 107. Spectre HMBC élargi du composé 8 dans CD;OD

Il montre des taches de corrélation entre le proton résonant a 6y 7,51 ppm et les carbones C-2,
C-6, le carbone quaternaire résonant a oc 127,8 ppm qui ne peut étre attribué qu’a C-1,
permettant son attribution au proton H-7. Ce proton correle a son tour avec le carbone a d¢c
146,8 ppm (C-7) sur le spectre HSQC (Figure 106) et avec le proton a dy 6,20 ppm sur le
spectre COSY (Figure 103).

Les corrélations entre le proton résonant a dy 6,20 ppmet les carbones C-1 et C-7 confirment
son attribution au proton H-8, et les corrélations observées entre les protons H-2, H-5, H-6, H-

8 et le carbone C-7 confirme la localisation de la double liaison entre C-7 et C-8.
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Toujours sur le spectre HMBC (Figure 107), les corrélations entre les protons H-2, H-5 et H-6
avec le carbone quaternaire a ¢ 149,4 ppm permettent I’attribution de ce carbone a C-4.

Il ne reste que le signal résonant a 6c 146,7 ppm que nous pouvons par conséquent 1’attribuer
acC-3.

Par toutes ces corrélations, on constate que la fonction carboxylique est en position 9.

Les déplacements chimiques a oc 146,7et 149,4 ppm relatifs aux carbones oxygénés
attribuables aux C-3 et C-4 indiquent que deux groupements hydroxylés sont liés aux
positions 3 et 4. L’absence de carbones supplementaires dans le spectre RMN™C indique

qu’il s’agit de deux groupements hydroxyles (-OH).

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 8 sont

reportées dans le tableau 34.

Ces résultats permettent d’établir la structure de 1’acide caféique.
C’est un acide phénolique présent dans plusieurs plantes telles que Salvia officinalis L. [129],
Thymus vulgaris L. [130] (Famille des Lamiacées), et Cinnamomum verum [131] (Famille des

Lauracées), mias isolé pour la premiére fois de 1’espéce Salvia phlomoides.

Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les données de
littérature [132].

Tableau 34. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 8

| Position |[8®C |[DEPT-135 | &'H |
L1 (1278 | C [E |
I | 1150 || CH | 7,03d (3 =2,1Hz) |
L3 1468 | C E |
L4 1494 | C E |
|5 [116,4 || CH [ 6,77d (J =8,2 Hz) |
| 6 I[122,7 ][ CH I[6,92dd (J=21;8.2 Hz) |
| 7 || 1468 | CH || 7,51d (J = 15,9 Hz) |
| 8 | 1157 || CH || 6,20d (J =15,9 Hz) |
E 17112 | C - |
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IVV.2.9. Détermination structurale du composé 9

OH
HOY—%0

OH O

Figure 108. Structure du composé 9

La fluorescence violette du composé 9 sous lampe de Wood (A = 365 nm) est caractéristique

d’un squelette flavonique.

Les spectres RMN'H (Figure 109) et RMN **C (Figure 112) du composé 9 présentent des

similitudes avec ceux du composé 6 identifi¢ comme 1’apigénine.

Cette ressemblance a été vue sur le spectre RMN *H du composé 9 a partir des deux doublets
a oy 6,50 ppm (H-6) et 3y 6,65 ppm (H-8) du noyau A d’un flavonoide, deux doublets a dy
7,90 ppm (H-2’, H-6’), et 6y & 6,93 ppm (H-3,H-5"), et un proton oléfinique a dy 6,82 ppm
(H-3) du noyau C.
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Figure 109. Spectre RMNH du composé 9 dans CDsOD
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Le spectre COSY (Figure 110) montre les taches de corrélation entre H-6 et H-8, et entre H-2’

et H-3’.

| Feb17-2016-mkL45.ser
—) LB 232-235 A A le.s

r7.0

fl (ppm)

|
]
fi -7.5

ul

| = re.0

8.0 75 70 6.5
f2 (ppm)

Figure 110. Spectre COSY élargi -1- du composé 9 dans CD3;0D

Les corrélations observées sur le spectre HSQC (Figure 111) permet d’attribuer
déplacements chimiques des carbones les portant.
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Figure 111. Spectre HSQC élargi -1- du composé 9 dans CD3;0D

les

La différence réside dans 1’apparition des signaux entre 6y 3,42-3,94 ppm, caractéristiques des

protons du sucre, représenté par un doublet résonant a oy 5,09 ppm avec une constante

decouplage J = 7,4 Hz caractéristique du proton anomeérique H-1"", porté par le carbone

résonant a 6¢c 101,6 ppm attribuable au C-1"" d’apres le spectre HSQC (Figure 111) signifiant

une configuration 3-O-glycosidique.
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L’analyse des spectres RMN *3C (Figure 112) et DEPT-135 (Figure 113) révéle la présence
de vingt et un atomes de carbone, parmi lesquels on distingue un méthylene, huit carbones

quaternaires et douze méthines.
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Figure 112. Spectre RMN**C du composé 9 dans CDs0D
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Figure 113. Spectre DEPT-135 du composé 9 dans CD3OD

Conformément au spectre RMN *H, les carbones résonant a 8¢ 62,7 ; 71,2; 74,7 ; 77,8;
78,4 et 101,6 ppm sur le spectre RMN *3C (Figure 112) montre bien la présence d’un sucre.
Ces valeurs sont indiquatives d’un groupement glucopyranosyle attribuables a C-6"’, C-4"’,
C-27,C-57,C-3" et C-1" [133].

Le spectre HSQC (Figure 114) permet de démontrer leurattribution aux protons résonant
repectivement a oy 3,94 (Ha-6"") et 3,72 (Hy-6"") ; 3,42 (H-4""); 3,50 (H-2""); 3,52 (H-5") ;
3,55 (H-6"") et 5,09 (H-1"") ppm.
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Figure 114. Spectre HSQC élargi -2- du composé 9 dans CD3;0D

Les corrélations observées sur le spectre COSY (Figure 115) confirment les attributions des
protons dugroupement glucopyranosyle, entre le proton anomérique H-1"" et H-2"". H-2"" et
H-3’, H-3 et H-4>’, H-4"" et H-5"’, Hy-6"" et Hy-6"".
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Figure 115. Spectre COSY élargi -2- du composé 9 dans CD3;0D

Le spectre RMN *C (Figure 112) montre également des signaux entre 8¢ 104,1 et le signal

d’un carbonyle a 6c 184,0 ppm relatifs & un squelette flavonique :
dc:162,9;101,1; 164,8 et 104,1 ppm pour le noyau A.

8¢:123,0;129,6 ; 117,0 et 162,8 ppm pour le noyau B.
dc:164,8 ;96,0 ; 184,0; 158,9 et 107,0 ppm pour le noyau C.
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Figure 116. Spectre HMBC élargi du composé 9 dans CD;0OD

Sur le spectre HMBC (Figure 116) :

f1 ppm)

- Les corrélations entre le proton H-3, H-6, H-8 et le carbone quaternaire a 6¢c 107,0

ppm attribuable a C-10.

- Les corrélations entre les protons H-2°, H-6’ ; H-3’, H-5" et le carbone quaternaire

oxygené permet son attribution a C-4’.

- Les corrélations entre le proton H-3 et le carbone quaternaire a ¢ 164,8 ppm et le

carbonyle a ¢ 184,0 ppm permettent 1’attribution de ces carbones a C-2 et C-4

respectivement.

- La tache de corrélation entre le proton H-8 et le carbone quaternaire a ¢ 166,7 ppm

permet 1’attribution de ce carbone & C-7.
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Figure 117. Spectre HMBC élargi du composé 9 dans CD;0D
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Le spectre HMBC (Figure 117), montre également des taches de corrélation entre le proton H-

2’ et les carbones C-4>’, C-3”’ et C-1"", et entre le proton H-4"’ et le carbone C-5"".

Par ailleurs, la tache de corrélation (Figure 118) entre le le proton anomérique H-1"" et le

carbone C-7 permet de localiser le groupement glucopyranosyle en position 7.
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Figure 118. Spectre HMBC du composé 9 dans CD3;0

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 9 sont

reportées dans le tableau 35.

Ces données permettent d’établir la structure de 1’apigénine -7-O-- glucoside.

Il s’agit d’une flavone, plus précisemment un hétéroside, isolé antérieurement de Salvia
macrosiphon Boiss. [134], Stachys tibetica Vatke. [135] (Famille des Lamiacées), et de
Saussurea stella Maxim. [136] (Famille des Asteracées), mias isolé pour la premiére fois de

I’espece Salvia phlomoides.

Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les données décrites
dans la littérature [137].
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Tableau 35. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 9

| Position | 8 2C | DEPT-135 || 6 'H |
[2 1648 | C [E |
|3 | 96,0 |l CH 6,82 |
L4 1840 |/ C |- |
E 1629 | C [E |
| 6 [ 1011 | CH [ 6,50d (J=2,3 Hz) |
L7 1667 | C [E |
| 8 || 104,1 || CH | 6,65d (J=2,3 Hz) |
E 11589 |/ C |- |
[ 10 [1070 | C [E |
L 1230 | C [E |
[ 2 | 129,6 | CH | 7,90d (J=8,4 Hz) |
|3 | 117,0 | CH || 6,93d (J=8,4 Hz) |
4 1628 |/ C [E |
| 5° [ 117,0 [ CcH [6,93d (J=84Hz) |
| 6 | 129,6 | CH | 7,90d (J=8,4 Hz) |
[1” | 101,6 | CH || 5,09 d (J = 7,4Hz) |
2> | 74,7 | CH || 3,50 m |
KR | 78,4 | CH [ 3,55 m |
| 4> 71,2 | CH | 3,42 m |
| 5> 77,8 | CH [ 3,52 m |
6” 62,7 CH, | H, 3,94dd (J=12,0;19Hz) |

| Hp 3,72dd (J=12,0;6.3Hz) |
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IV.3. Détermination structurale des composés isolés de Ferula vesceritensis

IV.3.1. Détermination structurale du composé 10

4[]
OH O

Figure 119. Structure du composé 10

La fluorescence violette de ce composé sous lampe de Wood (A = 365 nm) est caractéristique

d’un squelette flavonique.
D’aprés 'analyse des deux spectres RMN 'H (Figure 120) et RMN **C (Figure 121), ce
composé est le méme que celui isolé de la phase acétate d’éthyle de Salvia phlomoides

(composé 6).

Le spectre RMN'H indique la présence d’un signal résonant sous forme d’un singulet & &
6,61 ppm attribuable au proton H-3 du noyau C d’un flavonoide.

uuuuu

H-2’,H-6" H-3",H-5"

Figure 120. Spectre RMN'H du composé 10 dans CD;0OD
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Il montre aussi quatre doublets: deux doublets a &4 6,22 et 6,47 ppm (J = 2,3 Hz)
d’intégration 1H chacun, attribuables respectivement aux protons H-6 et H-8 du noyau A.Et
deux autres doublets a 6y 6,94 et 7,87 ppm (J = 8,4 Hz) d’intégration 2H chacun,
caractéristiques d’un noyau B substitué en position 4’. Ils sont attribués aux protons H-3’ et

H-5°, H-2’ et H-6" respectivement. Ce spectre proton est celui de 1’apigénine.

Le spectre RMN™C présente les signaux correspondants & ceux de cette molécule.

uuuuuu

11111
1 (ppm)

Figure 121. Spectre RMN**C du composé 10 dans CD;0D

L’ensemble de ces données est représenté dans le tableau 36.
Tableau 36. Déplacements chimiques RMN *H et RMN *3C du composé 10

| Position || 8 ®°C | 6 H |
[ 2 [ 166.,0 - |
| 3 || 103,8 | 6,615 |
L4 | 1838 - |
|5 [ 162,7 - |
| 6 [ 100,1 1622d(J=23Hz) |
| 7 [ 166.3 - |
| 8 || 95,0 || 6,47d (J=2,3Hz) |
19 | 159,4 - |
[ 10 [ 105,3 Il - |
Lr [ 1232 |- |
|2’ || 129,5 | 787d(0=84Hz) |
IER | 1171 1694d(J=84Hz) |
4 | 163,2 - |
|5 1171 1694d(J=84Hz) |
|6 || 129,2 | 787d(0=84Hz) |
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Il s’agit d’une flavone, isolée precédemment de Ferula longipes [100], Ammoides atlantica
[138] (Famille des Apiacées), et de Lysimachia vulgaris L. [124] (Famille des Primulacees),
mais isolée pour la premiére fois de I’espéce Ferula vesceritensis.

Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les donnees dela
littérature [125].

IVV.3.2. Détermination structurale du compose 11

1l
OH O

Figure 122. Structure du composé 11

La fluorescence violette de ce composé sous lampe de Wood (A = 365 nm) suggérant une

structure de type flavonique.

D’aprés I’analyse des deux spectres RMN *H (Figure 123) et RMN *C (Figure 124), ce
composé est le méme que celui isolé de la phase acétate d’éthyle de Salvia phlomoides

(composé 7).

Le spectre RMN 'H a révélé la présence d’un singulet aromatique a 8y 6,55 ppm attribué & H-
3, et des protons aromatiques méta couplés résonant a oy 6,21 et 6,45 ppm apparaissant sous
forme de doublets (J = 2,0 Hz) attribués a H-6 et H-8 respectivement, ainsi que d’autres
protons aromatiques résonant a oy 7,40 ; 6,91 et 7,42 ppm attribués a H-2’, H-5" et H-6

respectivement. Ce spectre est celui de la lutéoline.
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Figure 123. Spectre RMN™H du composé 11 dans CD;0D

Le spectre RMN*C présente les signaux correspondants & ceux de la lutéoline.
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Figure 124. Spectre RMN™C du composé 11 dans CDz0D

L’ensemble de ces données est représenté dans le tableau 37.

Le composé 11 a donc été identifié comme étant la lutéoline. 11 s’agit d’une flavone, isolée
antérieurement de Ferula conocaula [101], Ammoides atlantica [138] (Famille des Apiacées),
et de Lysimachia nummularia L. [124] (Famille des Primulacées), mias isolée pour la

premiére fois de I’espéce Ferula vesceritensis.

Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les données de la
littérature [128].
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Tableau 37. Déplacements chimiques RMN *H et RMN **C du composé 11

| Position || 8 °C | 6H |
[2 1662 |- |
| 3 || 1038 |l 6,55 s |
L4 11838 |- |
IE (1632 |- |
IB [ 100,1 [6,21d (J=2,0Hz) |
L7 1663 |- |
| 8 |l 95,0 | 6,45d (J =2,0 Hz) |
L9 11594 |- |
10 (1052 |- |
LI (1236 |- |
[ 2 | 114,1 | 7,40d (3 =2,3Hz) |
3 11470 |- |
L4 11510 |- |
B | 116,7 [6,91d (J=8,2Hz) |
6 | 120,2 | 742dd(0=82;23Hz) |

IV.3.3. Détermination structurale du composé 12

Figure 125. Structure du composé 12

La fluorescence violette de ce composé sous la lampe de Wood (A = 365 nm) suggére une

structure de type flavonique.
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Le spectre RMN *H (Figure 126) révéle la présence de :
- Deux doublets a 6y 6,51 et 6,80 ppm d’intégration 1H chacun, attribuables aux H-6 et H-8.
- La présence du systeme ABX a oy 7,42 (H-6’), 7,40 (H-2’) et 6,91 (H-5’) ppm
caractéristique d’un phenyl 1,2,4 trisubstitué du noyau B.

- Un singulet a 6y 6,62 ppm d’intégration 1H attribuable a H-3.

Lorsqu’on compare le spectre RMN 'H du composé 12 avec celui du 11, la différence
observée se situe dans la région (dy 3,43 - 3,94 ppm) correspondant & un fragment du sucre
supplémentaire dans le composé 12. Avec I’apparition d’un doublet a 6y 5,08 ppm (J = 7,5
Hz) correspondant a un proton anomérique. Ce proton corréle avec le carbone résonant a oc
101,6 ppm selon le spectre HSQC (Figure 127). Ces résonannces avec la valeur de constante

de couplage sont caractéristiques de la position anomérique C-1’" d’un -O-p glycoside.
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Figure 126. Spectre RMN'H du composé 12 dans CD;0D

A partir de ces protons caractéristiques, 1’analyse des corrélations sur le spectre HSQC

(Figure 127) permet I’attribution des carbones les portants.

Le spectre RMN®C (Figure 128) indique la présence de vinght et un atomes de carbone, dont

quinze sont attribués a la génine et six au sucre.
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Flgure 127. Spectre HSQC élargi du composé 12 dans CD3;0OD
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Figure 128. Spectre RMN**C du composé 12 dans CD;0D

Le spectre DEPT-135 (Figure 129) nous permet de distinguer neuf carbones quaternaires, un
méthyléne et onze méthines, parmi lesqueles les signaux a éc 62,4 ; 71,2 ; 74,7 ; 77,8 ; 78,3 et
101,6 ppm correspondants aux déplacements des carbones d’un groupement glucopyranosyle
[133], corrélent respectivement avec les protons résonant a 6y 3,73 et 3,94 ; 3,43 ; 3,53 ; 3,56 ;
3,58 et 5,08 ppm selon 1’analyse du spectre HSQC (Figure 127).

Le spectre COSY (Figure 130) du composé 12 montre des taches de corrélation entre les

protons H-6 et H-8 du noyau A, et entre le proton H-5" et H-6" du noyau B.
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Figure 129. Spectre DEPT-135 du composé 12 dans CD;0OD
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Figure 130. Spectre COSY du composé 12 dans CD;0D

Il montre également une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1"’ et le proton a
dn 3,53 ppm permet son attribution aH-2"", ce proton H-2"’ corréle a son tour avec le proton a
On 3,58 ppm permet I’attribution de ce proton a H-3"’. Toujours sur le spectre COSY, le
proton H-3"" correle avec le proton a oy 3,43, qu’il est attribuable a H-4°’. Ce proton correle

avec le proton a 6y 3,56 ppm permet son attribution au proton H-5".
Sur le spectre HMBC (Figure 131), les corrélations entre le proton H-3 et les carbones

quaternaires résonant a o¢c 105,2 ; 123,6 ; 166,6 et 183,7 ppm permettent I’attribution de ces
carbones a C-10, C-1°, C-2 et C-4.
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Figure 131. Spectre HMBC élargi -1- du composé 12 dans CD3;0OD

Aussi, les corrélations entre les protons H-2°, H-5" et le carbone quaternaire oxygéné a oc
147,7 ppm permettent son attribution & C-3’, et la tache de corrélation entre H-6" et le carbone
quaternaire oxygéné a d¢c 151,1 ppm permet I’attribution de ce carbone a C-4°.

Le spectre HMBC (Figure 132) montre également des taches de corrélation entre H-2" et les
carbones C-4>’, C-3”’ et C-1"’, et entre H-4"’ et le carbone C-5’, et il permet de relier le C-1"’
en C-7, ceci grace a la tache de corrélation observée entre le proton anoumeérique H-1"" et le

carbone C-7.
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Figure 132. Spectre HMBC élargi -2- du composé 12 dans CD3;0D

Les données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 12 sont

reportées dans le tableau 38.
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Tableau 38. Données relatives aux spectres RMN **C, DEPT-135 et RMN *H du composé 12

| Position || 8 ®°C | DEPT-135 |[&'H |
[2 1666 |/ C - |
|3 || 104,1 || CH |l 6,625 |
L4 1837 ][ C E |
E 1639 ][ C - |
IB | 101,2 | CH [ 6,52d (J = 1,9 Hz) |
L7 L1668 |/ C - |
| 8 Il 95,0 || CH |l 6,81d (J=1,9 H2) |
L9 11593 ][ C E |
[ 10 [1052 ][ C - |
L 1236 ][ C E |
[ 2 || 1141 | CH | 7,40d (3 =2,0 Hz) |
KR 1475 | C E |
L4 (1511 ][ C E |
|5 [ 116,7 [ CH [ 6,91d (J=8,5Hz) |
I3 || 120,5 | CH || 7,42dd (J=85 ;2,0 H2) |
[1” || 101,6 | CH | 5,07d (J=75H2) |
2> || 74,7 | CH | 3,53 m |
KR 78,3 | cH | 3,58 m |
| 4> || 71,2 | CH | 3,43 m |
| 5> || 77.8 | CH [ 3,56 m |
6 || 62,4 | CH, || H,3,94 dd (J =10,0; 1.3 Hz) |
| I | | H,3,73dd (J =10,0; 5,2 Hz) |

L’ensemble des données permettent de définir le composé 12 comme étant la lutéoline -7- O-

B- glucoside, connue également sous les noms de glucolutéoline, lutéoloside, cinaroside et

cynaroside.

Il s’agit d’une flavone plus précisément un hétéroside, isolé notamment de Ferula varia [17],

Foeniculum vulgare [139] (Famille des Apiacées), et de Dendranthema morifolium [140]

(Famille des Asteracées).

Cette structure a été confirmée en comparant ces données spectrales avec les données de la

littérature [140].
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Chapitre V

Activités biologigques




L’étude des activités biologiques des extraits végétaux et des composés issues des plantes est

actuellement un parmi les thémes de recherche les plus importants.

Les résultats de 1’étude phytochimique de Salvia phlomoides et Ferula vesceritensis ont

montre une richesse en triterpénes et en flavonoides.

Les triterpenes présentent un véritable panel de propriétés pharmacologiques qui comporte par
exemple des activités antimicrobiennes, antivirales et anti-inflammatoires. Ces activités sont
variées selon les types de squelette triterpénique.

Les ursanes, les oléananes et les lupanes sont les principaux squelettes de base des triterpénes
pentacycliques, ils ont montré une cytotoxicité significative sur des lignées cellulaires

tumorales [141].

Aussi, les flavonoides sont bien connus pour leurs propriétés pharmacologiques comme
I’activité vasculoprotectrice, antihépatotoxique, antiallergique, anti-inflammatoire et
essentiellement pour leurs actions antitumorales et antioxydantes [142].

En vue d’explorer ces activités biologiques, les nouvelles structures des triterpenes isolés de
I’espece Salvia phlomoides ont été évaluées pour leurs propriétés anticancéreuses, et les

extraits ont été évalués pour leurs propriétés antioxydantes en utilisant différentes méthodes.

V.1. Activité anticancéreuse
L’activité anticancéreuse d un composé correspond a sa capacité a bloquer la prolifération des
cellules cancéreusesqui se différencient des cellules normales par la présence d’anomalies

génétiques et fonctionnelles.

Il existe des anticancéreux dits cycle-dépendants qui attaquent les cellules présentes dans le
cycle et des anticancéreux dits phase-dépendants qui attaquent les cellules pendant une
certaine phase du cycle, enfin ceux dits non cycle-dépendants qui peuvent agir sur toutes les
populations cellulaires en division. Ceci explique pourquoi, avant 1’administration d’un
anticancéreux phase ou cycle-dépendant, il est indispensable que le maximum de cellules se
trouvent en évolution dans le cycle et non pas en péeriode de repos.

Certains anticancéreux permettent de recruter les cellules en période de repos et de les faire

entrer dans le cycle, d’autres permettent de bloquer les cellules dans une phase déterminée du
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cycle. C’est pourquoi la chimiothérapie est basée sur I’association de plusieurs médicaments
anticancéreux afin de potentialiser leur action.

La séquence de chimiothérapie consiste généralement en 1’administration d’un agent qui
recrute le maximum de cellules dans le cycle, d’un agent qui les synchronise dans une phase
de mitose par exemple et d’un ou plusieurs produits qui agissent sur les cellules bloquées dans
cette phase [143].

Les anticancéreux sont d’origine naturelle, synthétique ou hémisynthétique.

En effet, les anticancéreux d’origine naturelle appartiennent aux différentes classes chimiques
telles que les alcaloides, les monoterpenes, les diterpenes et les triterpénes.

Le tableau suivant donne quelques exemples des anticancéreux issus des produits naturels.

Tableau 39. Exemples d’anticancéreux issus des extraits végétaux (plantes et arbres)

| Molécule || Source || Classe chimique || Réf |
| Vinblastine || Catharanthus roseus Vinca-alcaloide [144]

[ Vincristine | (Pervenche de Madagascar)

| Paclitaxel || Taxus brevifolia || Diterpéne || [145] |
| Les épothilones A et B || Sorangium cellulosum || Macrolide || [146] |
| CombretastatinA-4 || Combretum caffrum || Stilbéne || [145] |
| Camptothécine || Camptotheca acuminata || Alcaloide || [147] |
| Omacetaxine (homoharringtonine) || Cephalotaxus harringtonia || Alcaloide || [148] |
| Flavopiridol || Betula sp || Triterpéne || [145] |
| B-Lapachone || Tabebuia avellanedae || Quinone || [149] |
| Alcool périllique || Lavandula sp || Monoteréne || [150] |
| Thapsigargin || Thapsia garganica || Sesquiterpéne || [151] |

V.2. Méthode d’évaluation de P’activité anticancéreuse
La cytotoxicité in vitro des composés 1 (2a, 3B, 11a-trihnydroxyoléan-18-éne), 2 (3B-acétoxy,
20, 1la-dihydroxyoléan-18-eéne) et 3 (2a-acétoxy, 3B, 1la-dihydroxyoléan-18-ene) a été

évaluée sur un panneau de 60 lignées cellulaires cancéreuses humaines, appelé le NCI-60.

V.2.1. Principe de la méthode NCI-60
Les composés soumis au criblage a 'INC sont testés initialement & une seule dose de 10° M
(ou 15 pg/mL) dans un panneau de 60 lignées cellulaires cancéreuses humaines dérivées de
neuf types de cellules cancéreuses : leucémie, poumon, mélanome, colon, systeme nerveux

central, ovaires, rein, prostate et sein [152]. Seuls les composeés qui présentent une inhibition
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de croissance significative dans le criblage & dose unique (10° M) sont évalués par rapport au

panneau de 60 cellules & cing niveaux de concentration (10 M, 10°, 10®, 107 et 10® M). Le

pourcentage d'inhibition de croissance a cing doses est effectué pour une évaluation efficace

des composés ayant une activité antiproliférative.

Le tableau 40 présente la liste des cellules cellulaires cancéreuses humaines utilisees.

Tableau 40. Liste des 60 lignées cellulaires cancéreuses humaines utilisées dans le criblage

dans I’Institut National du Cancer des Etats Unis [153].

Panneau Ligne cellulaire Temps de Densité
doublement d’inoculation
(heure) (cellules/puits)
ICCRF-CEM 26,7 140000 |
IHL-60(TB) 28,6 140000 |
Leucémie [K-562 19,6 5000 |
IMOLT-4 27,9 130000 |
IRPMI-8226 1335 20000 |
ISR 28,7 20000 |
|A549/ATCC 22,9 17500 |
[EKVX 43,6 20000 |
IHOP-62 139 120000 |
Cancer du poumon HOP-92 79,5 120000 |
INCI-H226 61 20000 |
INCI-H23 33,4 1120000 |
INCI-H322M 35,3 20000 |
INCI-H460 17,8 17500 |
INCI-H522 38,2 1120000 |
ICOLO 205 23,8 115000 |
[HCC-2998 31,5 115000 |
Cancer du c6lon [HCT-116 [17.4 /5000 |
[HCT-15 20,6 120000 ]
IHT29 19,5 15000 |
[KM12 23,7 115000 |
ISW-620 20,4 120000 ]
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Tableau 40. Liste des 60 lignées cellulaires cancéreuses humaines utilisées dans le criblage

dans I’Institut National du Cancer des Etats Unis (suite)

Panneau Ligne cellulaire Temps de Densité
doublement d’inoculation
(heure) (cellules/puits)
ISF-268 33,1 115000 |
ISF-295 29,5 120000 |
Cancer du SNC [SF-539 [35,4 [15000 |
ISNB-19 34,6 115000 |
ISNB-75 62,8 120000 |
U251 23,8 17500 |
ILOX IMV/I 20,5 17500 |
IMALME-3M 46,2 20000 |
IM14 26,3 115000 |
, IMDA-MB-435 25,8 115000 |
Mélanome
ISK-MEL-2 45,5 20000 |
ISK-MEL-28 35,1 110000 |
ISK-MEL-5 25,2 110000 |
[UACC-257 38,5 20000 |
[UACC-62 31,3 110000 |
IGR-OV1 31 120000 |
Cancer des ovaires IOVCAR-3 34,7 120000 |
|OVCAR-4 41,4 115000 |
IOVCAR-5 48,8 1120000 |
IOVCAR-8 26,1 120000 |
INCI/ADR-RES 134 115000 |
ISK-OV-3 48,7 20000 |
786-0 22,4 120000 |
|A498 66,8 125000 |
_ IACHN 27,5 120000 |
Cancer du rein CAKI-L 39 10000 |
IRXF 393 62,9 115000 |
ISN12C 29,5 115000 ]
ITK-10 51,3 115000 |
lUO-31 41,7 115000 y
Cancer de la prostate  |PC-3 27,1 17500 ]
IDU-145 32,3 110000 |
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Tableau 40. Liste des 60 lignées cellulaires cancéreuses humaines utilisées dans le criblage

dans I’Institut National du Cancer des Etats Unis (suite)

Panneau Ligne cellulaire Temps de Densité
doublement d’inoculation
(heure) (cellules/puits)
IMCF7 25,4 110000 |
IMDA-MB-231/ATCC 41,9 20000 |
_ IMDA-MB-468 62 12000 |
Cancer du sein [HS 578T 53,8 20000 |
IMDA-N 22,5 115000 |
IBT-549 53,9 1120000 |
T-47D 45,5 20000 |

Ce panel est associé a deux programmes :

» Le premier (Compare) vise a comparer les profils de cytotoxicité des molécules
testées avec ceux des agents connus, de mécanisme d’action bien identifié, afin de
rechercher des modéles de chimiosensibilité pouvant permettre d’identifier
rapidement des mécanismes d’action réalisables, et surtout des molécules
susceptibles d’atteindre des cibles originales.

= Le second (Discovery) vise a associer les profils de chimiosensibilité des lignées
cellulaires a leurs caractéristiques moléculaires, afin d’identifier les déterminants de

la chimiosensibilité et de la chimiorésistance des cancers 154].

Une base de données pharmacologiques et moléculaires obtenues sur le panneau NCI-60 :

= Données pharmacologiques:
La cytotoxicit¢ d’un composé sur une lignée cellulaire est exprimée sous la forme de la
concentration inhibitrice de 50 % de la croissance cellulaire (Clsp) dans un test standardisé, les
Clsp ayant été normalisées pour obtenir un z-score (logarithme de la Clsy auquel est retranchée
la moyenne des valeurs obtenues sur les 60 lignées, le résultat étant divisé par 1’écart-type).
Cette normalisation permet de comparer les composés entre eux, méme s’ils possédent des
grandes différences de cytotoxicité intrinseque (les platines ou le 5-fluoro-uracile sont actifs a
des concentrations de 1’ordre du micromolaire, alors que les taxanes sont actifs a des

concentrations de I’ordre du nanomolaire).
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= Donneées moléculaires :
- Profils d’expression génique : a partir des microarrays d’ADN réalisés sur plusieurs
plates-formes sur le panneau des 60 lignées.
- Profils d’expression des micro-ARN.
- Profils d’expression de 94 protéines.
- Nombre de copies des génes.
- Profil de méthylation d’un ensemble de genes, en particulier suppresseurs de tumeurs.

- Données issues du séquengage d’exome (exomeseq) [154].

V.2.2. Mode opératoire

V.2.2.1. Culture cellulaire
Les lignées cellulaires tumorales humaines se développent régulierement dans un milieu de
culture spécifique pour chaque cellule (RPMI 1640 pour les cellules du cancer du sein,
contenant 5 % de sérum feetal bovin et 2 mM de L-glutamine).
Pour un test de criblage spécifique, les cellules sont inoculées dans des plaques de
microtitrage a 96 puits de 100 ul aux densités de 5 000 a 40 000 cellules par puits (en fonction
du temps de doublement des lignées cellulaires).
Aprés inoculation de cellules, les plaques de microtitrage sont incubées a 37 ° C dans une
atmosphere saturée contenant 5 % de CO,, 95 % d'air et 100 % d'humidité relative pendant 24
h avant lI'addition du composé testé [153].
Apres 24 H, deux plaques de chaque lignée cellulaire sont fixées in situ avec TCA, pour

mesurer la population cellulaire pour chaque lignée au moment de I'addition du composé (Tz).

Les composés testés sont solubilisés dans DMSO a 400 fois la concentration finale désirée, et
conservés a 1’état congelé (a -20 °C) avant I’utilisation. Une aliquote congelée est décongelée
et diluée a deux fois la concentration finale désirée dans un milieu complet contenant 50 pug /
ml de gentamicine lors de ’utilisation.

Des dilutions sont effectuées pour avoir un total de cing concentrations du composé plus le
contrdle.

Des aliquotes de 100 ul des différentes dilutions du composé sont ajoutées dans des puits de
microtitrage appropriés contenant 100 pl du milieu, ce qui donne les concentrations finales

requises [153].
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Remarque :
La plupart des composés sont solubilisés dans de I'eau ou du DMSO.
Les solubilisations nécessitant du THF, de I'Ethanol, du Méthanol ou d'autres solvants volatils

sont préparées a I'état frais pour réduire I'évaporation.

Apreés I'ajout du compose, les plaques sont incubées pendant 48 heures supplémentaires a 37 °©
C dans une atmosphére saturée contenant 5 % de CO,, 95 % d'air et 100 % d'humidité
relative, ainsi qu’une bande d'étalons (Adriamycine, NSC 123127 préparée et conservée de la
méme maniere que les composés). Une solution de TCA froid (50 % a 0°C) est ajoutée pour
bien séparer les cellules adhérentes (les cellules encore en agrégats).

Les cellules sont fixées in situ par I'addition de 50 ul de TCA froid (50 % a 0°C) et incubées a
4 °C pendant 60 minutes. Le surnageant est éliminé, et les plagues sont lavées cinq fois avec

de I'eau de robinet et séchées a l'air.

V.2.2.2. Test de cytotoxicité
Le test de cytotoxicité cellulaire a été réalisé en utilisant la SulfoRhodamine B.
C’est un colorant aminoxanthéne de couleur rose vif qui peut former un complexe
électrostatique avec des résidus basiques des acides aminés des protéines dans des conditions
Iégérement acide [155].

Une solution de SulfoRhodamine B (SRB) (100 pl a 0,4 %) dans de I'acide acétique (a 1 %)
est ajoutée a chaque puits. Les plaques sont incubées pendant 10 minutes a température

ambiante.

Apres incubation, les plaques de coloration non liée sont lavées cing fois a I'acide acétique a 1
% et séchées a l'air, et les plaques avec coloration liée sont ensuite solubilisées avec Tris base
(Trisma 10 mM, pH = 10,5).

L'absorbance est déterminée par lecture sur un lecteur de plaques a une longueur d'onde de
515 nma temps zéro (T,), contrdle de la croissance (C) et croissance en présence du composé

testé de différentes concentrations (T;) [153].

V.2.2.3. Calcul
On effectue 7 mesures de I'absorbance, [temps zéro, (T,), contrdle de la croissance (C), et test

de croissance en présence de composé expérimental aux cing niveaux de concentration (T;)].
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La croissance des cellules tumorales est calculée a chaque niveau de concentration du
compose testé, et l'inhibition de la croissance des cellules tumorales est exprimée en
pourcentage et calculée comme suit :

[(Ti- T)/(C-T,)] x 100 (concentrations pour lesquelles T; > T,)

[(Ti- T,)/T,] x 100 (concentrations pour lesquelles T; < T,)

ICsp est calculée a partir de [(Ti-T,) / (C-T,)] x 100 = 50 : Concentration qui inhibe 50 % de la
croissance cellulaire.

ICT est calculée a partir de T; = T,: Concentration causant une inhibition totale de la
croissance des cellules tumorales.

ClLso est calculée a partir de [(T;-T,) / T,] x 100 = -50 : Concentration causant la mort de 50 %

des cellules tumorales [153].

V.2.3. Résultats

Les résultats & la dose de 10°M sont présentés sous forme graphique de pourcentage de la
croissance des cellules tumorales par rapport au contrdle et au nombre de cellules au temps
Zéro.

les valeurs concernant chaque lignée figurant sous forme d’une barre centrée sur la moyenne,
dirigée a droite quand la valeur est supérieure a la moyenne calculée dans les 60 lignées, et a
gauche dans le cas inverse (quand la valeur est inférieure a la moyenne calculée dans les 60
lignées) [156].

Cela permet de détecter I’inhibition de la croissance (valeurs comprises entre 0 et 100) et la
letalité (valeurs inférieurs a 0).

Exemples :

Une valeur de > 100 signifie : pas une inhibition de croissance.

Une valeur de 0 signifie : pas de croissance nette au cours de 1’expérience.

Une valeur de -40 signifie : 40 % de létalité.

Une valeur de -100 signifie que toutes les cellules sont mortes [153].
Le tableau ci dessous réesume les resultats du pourcentage de croissance des cellules tumorales

lors du test & la dose 10 M en présence des composés testés 1, 2 et 3.
(Voir figure 133, 134 et 135).
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Exemple : pour le composé 2, une valeur de 61,78 pour de la lignée cellulaire RPMI-8226 de

leucémie signifie une inhibition de croissance égale a 38,22 % de la cellule tumorale.

Tableau 41. Résultats du pourcentage de croissance de la dose unique anti tumorale

Pann/ligne cell 1/ NSC793185 || 2/ NSC793186 || 3/ NSC793187
‘ Leucémie ‘
| CCRF-CEM | 111,57 | 88,69 | 10619 |
\ HL-60 (TB) || 114,24 || 116,49 || 120,25 \
| K-562 | 116,86 | 97,27 | w771 |
\ MOLT-4 H 102,42 H 88,43 H 87,10 \
\ RPMI-8226 H 111,16 H 61,78 H 124,21 \
| SR I 91,29 I 84,38 I 87,14 |
| Cancer du poumon |
\ AB549/ATCC H 93,94 H 76,68 H 93,99 \
\ EKVX H 102,21 H 90,34 H 96,51 \
\ HOP-62 H 93,02 H 102,68 H 101,38 \
\ HOP-92 H 113,44 H 122,61 H 114,78 \
\ NCI-H226 H 100,58 H 99,94 H 99,36 \
\ NCI-H23 H 102,49 H 99,48 H 95,73 \
\ NCI-H322M H 106,14 H 102,09 H 117,52 \
| NCI-H460 I 103,57 I 63,73 | 10221 |
\ NCI-H522 H 88,65 H 65,59 H 102,74 \
‘ Cancer du colon ‘
\ COLO 205 H 90,82 H 94,50 H 117,08 \
\ HCC-2998 H 102,50 H 98,54 H 106,62 \
\ HCT-15 H 107,03 H 95,45 H 100,49 \
\ HT29 H 100,40 H 69,64 H 97,83 \
\ KM12 H 102,88 H 98,29 H 104,81 \
\ SW-620 H 103,97 H 109,35 H 08,74 \
‘ Cancer du SNC ‘
\ SF-268 H 103,04 H 99,27 H 101,36 \
\ SF-295 H 98,85 H 98,34 H 103,87 \
| SF-539 I 97,03 | 10320 || 10161 |
\ SNB-19 H 108,29 H 106,52 H 104,01 \
| SNB-75 | 94,53 | 91,77 | 91,56 |
\ U251 H 103,23 H 96,39 H 97,55 \
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Tableau 41. Résultats du pourcentage de croissance de la dose unique anti tumorale (suite)

‘ Mélanome ‘
| LOXIMVI I 96,83 I 95,62 I 98,71 |
\ MALME-3M H 103,76 || 104,92 || 106,72 |
\ M14 H 103,05 || 94,26 || 99,26 |
\ MDA-MB-435 H 103,60 || 106,31 || 99,76 |
\ SK-MEL-2 H 106,63 || 103,01 || 107,29 |
\ SK-MEL-28 H 106,68 H 108,80 H 105,97 \
\ SK-MEL-5 H 106,59 H 104,72 H 114,04 \
\ UACC-257 H 106,50 H 105,60 H 110,42 \
| UACC-62 I 106,75 I 105,72 I 97,43 |
‘ Cancer des ovaires ‘
\ IGROV1 H 103,96 H 102,34 H 105,83 \
\ OVCAR-3 H 106,41 H 98,56 H 101,27 \
\ OVCAR-4 H 108,69 H 108,25 H 106,19 \
\ OVCAR-5 H 106,39 H 117,97 H 105,92 \
\ OVCAR-8 H 102,19 H 97,56 H 103,90 \
\ NCI/ADR-RES H 104,58 H 93,77 H 103,58 \
| SK-OV-3 I 78,17 I 88,32 I 107,19 |
‘ Cancer du rein ‘
\ 786-0 H 104,12 H 99,25 H 99,28 \
\ A498 H 109,33 H 115,80 H 118,79 \
\ ACHN H 105,95 H 97,00 H 102,49 \
\ RXF 393 H 121,14 H 121,49 H 111,25 \
\ SN12C H 104,34 H 109,17 H 99,92 \
\ TK-10 H 106,34 H 114,83 H 103,76 \
\ UOo-31 H 90,55 H 91,11 H 84,15 \
‘ Cancer de la prostate ‘
\ PC-3 H 91,61 H 86,06 H 84,93 \
\ DU-145 H 108,30 H 101,90 H 106,54 \
| Cancer du sein |
| MDA-MB-231/ATCC || 118,22 I 117,81 I 113,04 |
| HS578T I 100,41 | 101,57 | 99,14 |
\ BT-549 H 102,24 H 87,70 H 101,56 y
\ T-47D H 82,44 H 71,85 H 82,28 ]
\ MDA-MB-468 H 110,40 H 112,88 H 115,66 ]
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Figure 133. Résultats du pourcentage de croissance des cellules tumorales en présence du
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Figure 134. Résultats du pourcentage de croissance des cellules tumorales en présence du

composeé 2
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Figure 135. Résultats du pourcentage de croissance des cellules tumorales en présence du
composeé 3

Le tableau ci-dessous montre les résultats de 1’inhibition de croissance des cellules tumorales
exprimeés en pourcentage en présence des composés testés 1, 2 et 3.

(100 — pourcentage de croissance des cellules)

Pl : Pas d’Inhibition.

Tableau 42. Résultats de 1’inhibition de croissance des cellules tumorales (Effet anti tumorale

des composés testés 1, 2 et 3).

1/ NSC793185 2/ NSC793186 || 3/ NSC793187

Pann/ligne cell

| Leucémie

| CCRF-CEM

Pl

11,31 H

Pl

| HL-60 (TB)

Pl

PI H

Pl

\ K-562

Pl

2,73 H

Pl

\ MOLT-4

Pl

11,57 H

12,90

\ RPMI-8226

Pl

38,22 H

Pl

| SR

8,71

15,06 H

12,86
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Tableau 42. Résultats de I’inhibition de croissance des cellules tumorales (suite)

Pann/ligne cell 1/ NSC793185 2/ NSC793186 3/ NSC793187
| Cancer du poumon |
| AB549/ATCC || 6,06 H 23,22 H 6,01 \

EKVX PI 9,66 3,49

HOP-62 6,98 PI PI
| HOP-92 || PI H Pl H PI \
| NCI-H226 || P H 0,06 H 0,64 \
| NCI-H23 || Pl H 0,52 H 4,27 \
\ NCI-H322M H Pl H Pl H PI \
\ NCI-H460 H P H 36,27 H PI \
\ NCI-H522 H 11,35 H 34,41 H PI \
‘ Cancer du cdlon ‘
\ COLO 205 H 9,18 H 5,50 H PI \
\ HCC-2998 H PI H 1,46 H PI \
\ HCT-15 H PI H 4,55 H PI \
\ HT29 H Pl H 30,36 H 2,17 \
\ KM12 H PI H 1,71 H PI \
| SW-620 I PI I PI I 1,26 |
‘ Cancer du SNC ‘
| SF-268 I PI I 0,73 I PI |
\ SF-295 H 1,15 H 1,66 H PI \
\ SF-539 H 2,97 H Pl H PI \
\ SNB-19 H Pl H Pl H PI \
| SNB-75 I 5,47 I 8,23 I 8,44 |
| U251 I PI I 3,61 I 2,45 |
‘ Mélanome ‘
\ LOX IMVI H 3,17 H 438 H 1,29 \
| MALME-3M I PI I PI I PI |
\ M14 H PI H 5,74 H 0,74 \
\ MDA-MB-435 H Pl H PI H 0,24 \
\ SK-MEL-2 H Pl H PI H PI \
\ SK-MEL-28 H PI H Pl H PI \
\ SK-MEL-5 H PI H Pl H PI \
| UACC-257 I PI I PI I P |
\ UACC-62 H PI H PI H 2,57 \
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Tableau 42. Résultats de I’inhibition de croissance des cellules tumorales (suite)

| Pann/ligne cell || LNSC793185 | 2/ NSC793186 || 3/NSC793187 |
‘ Cancer des ovaires |
\ IGROV1 H PI H Pl H PI |
\ OVCAR-3 H Pl H 1,44 H PI |
| OVCAR-4 I PI I PI I PI |
\ OVCAR-5 H P H Pl H PI \
\ OVCAR-8 H P H 2,44 H PI \
| NCI/ADR-RES I PI I 6,23 I PI |
\ SK-OV-3 H 21,83 H 11,68 H PI |
‘ Cancer du rein ‘
\ 786-0 H PI H 0,75 H 0,72 \
\ A498 H Pl H PI H PI \
\ ACHN H PI H 3,00 H PI \
\ RXF 393 H P H PI H PI \
\ SN12C H P H Pl H 0,08 \
| TK-10 I PI I P I PI |
\ UOo-31 H 9,45 H 8,89 H 15,85 \
‘ Cancer de la prostate ‘
\ PC-3 H 8,39 H 13,92 H 15,07 \
\ DU-145 H PI H Pl H PI \
| Cancer du sein |
\ MDA-MB-231/ATCC H PI H PI H PI \
| HS578T I PI I PI I 0,86 |
| BT-549 I PI I 12,30 I PI |
\ T-47D H 17,56 H 28,15 H 17,72 \
\ MDA-MB-468 H Pl H Pl H PI \

Parmi les 3 composés, le composé 2 (3B-acétoxy, 2a, 11a-dihydroxyolean-18-ene) est le plus
actif & la dose de 10° M, il présente un effet inhibiteur contre 32 lignées de cellules tumorales,
les souches les plus sensibles sont la lignée RPMI-8226 de la leucémie avec un pourcentage
de 38,22 % de I’inhibition de croissance des cellules tumorales, ainsi que les lignées NCI-
H460 et NCI-522 du cancer du poumon avec un pourcentage de 36,27 % et 34,41 %
d’inhibition de croissance des cellules tumorales respectivement.ll présente aussi un
effetinhibiteur contre des lignées cellulaires du cancer du célon, cancer du SNC, cancer des

ovaires, mélanome, cancer du rein, cancer de la prostate et cancer du sein.
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V.3. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu [157]
selon la méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller [158].

Le reactif FCR constitué par un mélange d’acide phospho tungstique (HsPW1,040) et d’acide
phospho molybtique (H3PMo01,040), il est réduit lors de I’oxydation des phénols en mélange
d’oxydes de tungsten (WgO,3) et de molybdéne (MogOy3).

La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux possédant une
absorption maximale aux environs de A = 750-765 nm.

L’acide gallique est utilis¢ comme étalon.

La courbe d’étalonnage est obtenue a partir des solutions d’acide gallique de différentes
concentrations (25-200 pg/ml) en fonction de I’absorbance de chaque solution déterminée a A
=760 nm.

HO
OH

HO
OH

Figure 136. Structure de I’acide gallique

V.3.1. Mode opératoire
» Préparation de la solution de I’extrait de plante
1 g d’extrait est dissous dans un volume de 1 ml de MeOH.
Extraits utilisés :
- Acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia phlomoides.

- Acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est et Sud).

» Préparation de la solution de Carbonate de Sodium Na,COsa 7,5%
7,5 g de Na,COj sont dissous dans 100 ml H,O distillée (solution S;).
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» Préparation de la solution de Folin Ciocalteu FCR dilué 10 fois
1 ml de la solution FCR concentré (2 M) est complété a 10 ml avec de 1’cau distillée (9 ml)

(solution Sy).
= Préparation de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique
1 mg de I’acide gallique est dissous dans un volume de 5 ml de MeOH donne la solution S;

(0,2 mg/ml). Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme suit :

Tableau 43. Dilutions de 1’acide gallique

Concentrations de Volume S; Volume MeOH
I’acide gallique (un (un
(Lg/ml)
| 25 I 25 I 175 |
| 50 I 50 I 150 |
| 75 I 75 I 125 |
| 100 I 100 I 100 |
| 125 I 125 I 75 |
| 150 I 150 I 50 |
| 175 I 175 I 25 |
| 200 I 200 I 00 |

* Procédure
Un mélange constitué de : 20 ul d’extrait de plante + 100 pl de S, (1:10) + 75 pl de S; (7,5 %)
est mis a I’obscurité pendant une heure. La lecture est faite a 765 nm.
Un blanc est préparé de la méme mani¢re en remplacant I’extrait par le solvant utilisé
(MeOH).
Pour I’étalon de I’acide gallique: 20 pl de chaque dilution sont transférées dans une
microplaque + 100 pl S, (1:10) + 75 pl de S; (7,5 %). Le mélange est incubé pendant une

heure. La lecture est effectuée a 765 nm.

V.3.2. Résultats
La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique a été tracée en utilisant les valeurs des absorbances
obtenues pour les différentes solutions de I’acide gallique ainsi préparées. Elle est représentée
dans la figure 137. L’analyse quantitative des phénols totaux a été réalisée en adaptant la
méme procédure utilisée pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage, en remplagant

1’acide gallique par les extraits des plantes.
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La quantité des phénols totaux dans les extraits est exprimée en équivalant d’acide gallique en
milligramme par un gramme de matiére végetale (mg/qg).
L’analyse a été réalisée en trois essais, apres on a calculé la moyenne des teneurs.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant.

y = 0.0061x + 0.145
R? = 0.9935
1.6
e
8 1.2
= 1
Y o.8
=
& 0.6
B
S 0.4
38
= 0.2
o
o] 50 100 150 200 250
Concentration de I'acide gallique (ng/mil)

Figure 137. Courbe d‘étalonnage de 1’acide gallique

Tableau 44. Résultats de la teneur en polyphénols totaux des extraits

Espéce Extrait Teneur en polyphénols Moyenne || Ecart

mg/g d’extrait type

T, T, Ts

Salvia phlomoides Acétate d’éthyle 225,66 || 235,83 219,5 226,99 8,24

Salvia phlomoides n-butanol 119,66 || 138,16 128,5 128,77 9,25

(Fértl;'avesce”te”SiS Acétate d’éthyle || 163,00 || 162,83 || 153,00 || 159,61 5,72
S

Ferula vesceritensis || Acétate d’éthyle 40,66 40,83 30,00 37,16 6,20
(Sud)

Les résultats montrent que 1’extrait acétate d’éthyle de Salvia phlomoides est plus riche en
polyphénols avec une teneur de 226,99 mg/g d’extrait, que 1’extrait n-butanol avec une teneur
de 128.77 mg/g d’extrait.Ainsi qu’une grande richesse aux polyphénols de I’extrait acétate
d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est) avec une teneur de 159,61 mg/g d’extrait par rapport a
celui deFerula vesceritensis (Sud) qui présente une faible teneur égale a 37,16 mg/g d’extrait,
et aux réesultats obtenus de celui de Ferula vesceritensis de la région de Ghardaia étudiee
précédemment avec une teneur de 61,91 mg/g d’extrait [159].
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V.4. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides est basé sur la formation d’un complexe entre Al" et les
groupements hydroxyles des phénols (flavonoides). Ce complexe jaune absorbe la lumiere
visible a une longueur d’onde A =415 nm [160].

La quercétine est utilisée comme étalon. La courbe d’étalonnage est obtenue a partir des
solutions de la quercétine de différentes concentrations (25 - 200 pg/ml) en fonction de

I’absorbance de chaque solution déterminée a A = 415 nm.

OH O
OH

HO O OF

OH

Figure 138. Structure de la quercétine

V.4.1. Mode opératoire
» Préparation de la solution de I’extrait de plante
1 mg d’extrait est dissous dans 1 ml de MeOH.
Extraits utilisés :
- Acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia phlomoides.

- Acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est et Sud).

» Préparation de la solution d’acétate de potassium CH;COOK 1M
9,80 g de CH3COOK sont dissous dans 10 ml de H,O distillée (solution S;).

= Préparation de la solution de nitrate d’aluminium (AI(NO3));, 9H,0)
10%
10 g de (AI(NO3)3) sont dissous dans 100 ml de H,O distillée (solution S,).

* Préparation de la gamme d’étalonnage de la quercétine
1 mg de la quercetine dans un volume de 5 ml de MeOH donne une solution S3 de 0,2 mg/ml.

Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme suit :
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Tableau 45. Dilutions de la quercétine

Concentrations de la Volume S; Volume MeOH

guercetine (pg/ml) (uh (uh
| 25 I 25 I 175 |
| 50 I 50 I 150 |
| 75 I 75 I 125 |
| 100 I 100 I 100 |
| 125 I 125 I 75 |
| 150 I 150 I 50 |
| 175 I 175 I 25 |
| 200 I 200 I 00 |

=  Procédure

Pour I’extrait de plante : 50 pl d’extrait de plante + 130 ul MeOH + 10 ul S; + 10 ul S.

La lecture est faite a 415 nm aprés 40 min.

Un blanc est préparé en remplagant les réactifs par le MeOH (50 pl d’extrait de plante + 150

pl MeOH).

Pour I’étalon de la quercetine: 50 pl de chaque dilution sont transférées dans une

microplaque de 96 puits + 130 pl MeOH + 10 pl S; + 10 ul S,.

La lecture est faite a 415 nm aprés 40 min.

V.4.2. Résultats

La courbe d’étalonnage de la quercétine a été tracée en utilisant les valeurs des absorbances

obtenues pour les différentes solutions de la quercétine préparées. Elle est représentée dans la

figure 139. L’analyse quantitative des flavonoides totaux a été réalisée en adaptant la méme

procédure utilisée pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage, en remplacant la quercétine

par les extraits des plantes.

3.5

2.5

1.5

Absorbance (415 nm)

0.5

50

100

150

y =0.0149x + 0.0742
R? = 0.9872

200 250

Concentration de la quercétine (pg/ml)

Figure 139. Courbe d’étalonnage de la querceétine
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La quantité des flavonoides totaux dans les extraits est exprimée en équivalant de la
quercétine en milligramme par un gramme de matiére végétale (mg/g).
L’analyse a été réalisée en trois essais, aprés on a calculé la moyenne des teneurs.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 46.

Tableau 46. Résultats de la teneur en flavonoides totaux des extraits

Espéece Extrait Teneur en flavonoides mg/g Ecart

d’extrait Moyenne type
T T2 T3

Salvia Acétate d’éthyle 49,21 58,78 53,50 53,83 4,79

phlomoides

Salvia n-butanol 23,50 26,42 26,71 25,54 1,77

phlomoides

Ferula Acétate d’éthyle 158 168,14 188,71 171,61 15,64

vesceritensis (Est)

Ferula Acétate d’éthyle 11,92 11,92 12 11,94 0,04

vesceritensis(Sud)

Conformément aux résultats des teneurs en polyphénols totaux, les résultats des teneurs en
flavonoides montrent que ’extrait acétate d’éthyle de Salvia phlomoides est plus riche en
flavonoides avec une teneur de 53,83 mg/g d’extrait, que I’extrait n-butanol avec une teneur
de 25,54 mg/g d’extrait.Ainsi qu’une grande richesse en flavonoides de 1’extrait acétate
d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est) avec une teneur de 171,61 mg/g d’extrait par rapport a
celui de Ferula vesceritensis (Sud) qui présente une faible teneur égale a 11,94 mg/g
d’extrait.

A titre de comparaison, une ¢tude sur I’extrait acétate d’éthyle effectuée sur un échantillon de

la région de Ghardaia a montré une teneur de 10,57 mg/g d’extrait [159].

V.5. Activité antioxydante

L’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés thérapeutiques, a
augmente considérablement [161-163].

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine
C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques.

En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des groupes

hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
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partie, a la capacité de ces composés naturels a pieger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OH") et superoxydes (02°) [164-167].

V.6. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiee des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode  définitive par  laquelle [D’activit¢é  antioxydante peut é&tre  mesurée
quantitativement d’une fagon bien précise. Généralement il faut combiner les réponses de
tests différents pour avoir une indication sur I’activité antioxydante du composé a tester [168-
170].

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro ou in vivo, ’activité antioxydante.
Parmi ces méthodes, on a choisi d’appliquer cinq méthodes, a savoir : Piégeage du radical
libre DPPH’, Réduction du radical cation ABTS™ (sel d’ammonium de I’acide 2,2'-Azino-Bis
(3-éthylbenzoThiazoline-6-Sulphonique), Piégeage du radical superoxyde O,”, CUPRAC
(Cupric Reducing Antioxidant Aapacity) et FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), pour
¢tudier la capacité antioxidante des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia
phlomoides, et I’extrait d’acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (région Est (Constantine) et
région Sud (Bechar)).

V.6.1. Piégeage du radical libre DPPH’
Le test au radical libre DPPH" est recommandé pour des composés contenant les groupes-SH,
-NH et -OH [171]. 1l s’effectue a température ambiante, pour éliminer tout risque de
dégradation thermique des molécules thermolabiles. Le test est largement utilisé pour

I’évaluation des extraits trés riches en composés phénoliques [172-183].

V.6.1.1. Principe de la méthode
Le composé 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut I’'un des premiers radicaux libres utilisé pour
étudier la relation structure-activité antioxydant des composés phénoliques [184-185].
Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette
délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres. DPPH" reste dans sa
forme monomeére relativement stable a température ordinaire.
La délocalisation provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de
DPPH".
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La mesure de [Defficacit¢é d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPH", mesurable par

spectrophotométrie a A = 517 nm.

(L, 0 (2,

|
N

NH
Antioxidant
02N N02 T— 02N No2
N02 NOZ
DPPH" DPPH-H

Amax = 517 nm

Figure 140. Piégeage du radical libre DPPH’

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de

mécanismes:

1- la libération de I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide de
certaines acides et dérivées phénoliques) ;
2- la libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des
anthocyanes) [163,174].
Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal d’action est le
piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur le DPPH" alors transformé en
une molécule stable DPPHH [186, 187].

L’¢évaluation de D’activité antioxydante s’est faite par la détermination de ICsp, c’est la
quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPH" [187,188]. Les ICso sont
calculés graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés: pourcentage
d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés et les standards.

Dans cette approche, 1’activité est définie par I’indice de la réduction de I’activité anti-
radicalaire en pourcentage %, ou I’absorbance du mélange réactionnel qui contient le radical
libre et I’échantillon del’antioxydant estreliée avec I’absorbancedu mélange sans aucun
antioxydant (solution témoin ou contréle) a un temps t :

% de piégeage du radical DPPH" = [(Abscontrote — AbSt)/ AbScontrale] X 100%.

Abscontrole : @bsorbance du controle.

Abs; : absorbance en présence d’extrait.

Chaque test est répété trois fois, le résultat est présenté par la moyenne des trois essais.
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Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport & un antioxydant de référence, comme I’acide
ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluéne) ou le
Trolox® (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique), dont la structure

moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E [186].

V.6.1.2. Mode opératoire
L’activité anti radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie, par le dosage du DPPH
selon le protocole décrit par Blois. M. S. 1958 [184]. Le BHT et le BHA sont utilisés comme

standards antioxydants.

=  Préparation de la solution d’extrait de plante
1 mg d’extrait est dissous dans 1 ml de MeOH.
Différentes concentrations d’extraits de plantes ont été utilisées : 200 ; 100 ; 50; 25; 12,5;
6,25 et 3,125 pg/mL.
Extraits utilisés : - Acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia phlomoides.

- Acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est et Sud).

» Préparation de la solution de DPPH
6 mg de DPPH est dissous dans un volume de 100 ml de MeOH, cette solution est conservée a
-20°C a I’abri de la lumiére.

L’absorbance est de 0,5 nm (a A =517 nm) dans le spectrophotometre.

» Procédure
Le dosage spectrophotométique a été effectué dans des microplaques de 96 puits, et il a été
réalisé en troix répétitions :
Une solution de 160 pl de DPPH + 40 pl de solution d’extrait de plante est préparée. La
lecture est effectuée a 517 nm aprés 30 min dans ’obscurité en utilisant un lecteur de

microplaques de 96 puits.

V.6.1.3. Résultats
Les radicaux libres stables de couleur bleue ont été réduits a diphenyl picrylhydrazine de

couleur jaune en présence d’un antioxydant.
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Le graphique linéaire de la concentration en fonction des pourcentages d'inhibition a éte

préparé et les valeurs des Clso exprimées en ug/ml ont été calculées par analyse de régression

linéaire (Figure 141).
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Figure 141. Courbe représentant I’activité antioxydante mesurée par la méthode du piégeage
du radical libre DPPH’

Les résultats montrent que I’extrait acétate d’éthyle de Salvia phlomoides présente le

pourcentage d’inhibition le plus élevé (Clsgp = 7,55 £ 0,27 pg/ml) en comparaison avec

I’extrait n-butanol (Clsp = 13,79 £ 0,46 pg/ml), et meilleur que celui du standard BHT (Clsp =

22,32 £ 1,19 pg/ml).

Ainsi que I’extrait acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est) est plus actif par rapport a

celui de Ferula vesceritensis (Sud) et meilleure que le standard BHT. Ils possedent des
valeurs des Clsp = 8,44 £+ 0,48 et Clsp = 38,30 £ 0,64 pg/ml et Clsp = 22,32 £ 1,19

respectivement.

Les résultats ont été enregistrés en moyenne + écart type (Tableau 47).

Tableau 47. Résultats du piégeage du radical libre DPPH’

| Espéce || Extrait | Clg (ug/ml) |
| Salvia phlomoides || Acétate d’éthyle ||  7,55+027 |
| Salvia phlomoides || n-butanol | 13,79+046 |
| Ferula vesceritensis (Est) || Acétate d’éthyle || 844+048 |
| Ferula vesceritensis (Sud) || Acétate d’éthyle || 38,30+0,64 |
| BHT | 2232+1,19 |
| BHA | 573+041 |
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V.6.2. Réduction du radical cation ABTS™
La méthode de radical ABTS figure parmi les tests les plus utilisés pour déterminer la

concentration des radicaux libres.

V.6.2.1. Principe de la méthode
Elle est basée sur la capacité d’un antioxydant a inhiber le radical libre cationique ABTS™ de
coloration bleue obtenu a partir de ’ABTS en le transformant en ABTS" incolore par
piégeage d’un proton par I’antioxydant [189].
La décroissance de I’absorbance causée par 1’antioxydant refléte la capacité de capture du

radical libre.

Figure 142. Réduction du radical cation ABTS™

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule :

% d’inhibition du radical ABTS™ = [(AbScontrsle — AbSt)/ AbScontrsle] X 100 %.

ADbScontrole : @bsorbance du contrdle.

Abs; : absorbance en présence d’extrait.

Chaque test est répété trois fois, le résultat est présenté par la moyenne des trois essais [190].
L’¢évaluation de I’activité¢ antioxydante est faite par la détermination de ICsp, c’est la quantité
d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de ABTS™". Les ICs sont calculés graphiquement
par les régressions lineaires des graphes tracés représentant le pourcentage d’inhibition en

fonction de différentes concentrations des extraits testés et les standards.

V.6.2.2. Mode opératoire
L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. 1999 [189].
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= Préparation de la solution de ’extrait de plante
Img d’extrait est dissout dans 1ml de MeOH.
Différentes concentrations d’extraits de plantes ont été utilisées : 200 ; 100 ;50 ; 25;12,5;
6,25 et 3,125 pg/mL.
Extraits utilisés :
- Acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia phlomoides.

- Acétate d’éthyle deFerula vesceritensis (Constantine et Bechar).

= Préparation de la solution ABTS"
Deux solutions de 7 mM ABTS (19,2 mg ABTS (M (ABTS) = 548,68 g/mol) dans 5 ml H,O
distillée) et 2,45 mM persulfate de potassium (3,3 mg K;S,05(M (K;S,03g) = 270,32 g/mol)
dans 5ml H,0 distillée)sont préparées et mises a 1’abri de la lumiére pendant 16 heures.
Attendre 16 H a I’abri de la lumiére.

Les deux produits en solution aqueuse ABTS et K,S,0g sont mélangées et mis a 1’abri de la
lumiére pendant 12-16 H. L’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée par de 1’eau
distillée a 0,700 £ 0,020 a 734 nm avant I’usage.

» Procédure
Le dosage spectrophotométique a été effectué dans des microplaques de 96 puits, et il a été
réalisé en trois répétitions :
Une solution de 160 pl (ABTS") + 40 pl extrait de plante de différentes concentrations est
préparée.
Une quantité égale (160 pl solution ABTS") a été ajoutée au controle (40 pl de MeOH).
Le BHT et le BHA ont été utilisés comme des antioxydants de référence.
La lecture est faite a 734 nm aprés 10 min en utilisant un lecteur de microplaques de 96 puits.
L’activité ABTS" a été exprimée en % et calculée pour chaque concentration par rapport a
I’absorbance du contrdle par I’équation suivante :

% d’lnhlbltlon du I‘adical ABTS.+ = [(AbScontr6|e - AbSt)/ AbScontr6|e] X 100%

V.6.2.3. Résultats
Les radicaux libres ABTS™ de coloration bleue ont été réduits en ABTS" incolore en présence

d’un antioxydant.
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Le graphique linéaire de la concentration en fonction des pourcentages d'inhibition a été

préparé et les valeurs des Clso exprimées en pg/ml ont été calculées par analyse de régression

linéaire (Figure 143).
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Figure 143. Courbe représentant I’activité antioxydante mesurée par la méthode de

réduction du radical cation ABTS™

Les résultats du test de réduction du radical ABTS™ montrent que 1’extrait acétate d’éthyle de

Salvia phlomoides possede la meilleure activité antioxydante par rapport aux autres extraits

avec une veleur de la Clsp = 6,96 £ 0,21 pg/ml, mais il reste moins actif que les standards
utilisés BHT (Clsp = 1,29 + 0,30) et BHA (Clso = 1,81 + 0,10). Cependant, ’extraits acétate

d’éthyle de Ferula vesceritensis (Sud) présente une Clso = 19,25 £ 6,20 pg/ml est moins actif

que celui de Ferula vesceritensis (Est) (Clsp= 12,44 £ 1,89).

Les résultats ont été enregistrés en moyenne + écart type (Tableau 48).

Tableau 48. Résultats du test de réduction du radical cation ABTS™

| Espéce || Extrait | Clg (ug/ml) |
| Salvia phlomoides || Acétate d’éthyle || 6,96+021 |
| Salvia phlomoides || n-butanol | 1425+129 |
| Ferula vesceritensis (Est) || Acétate d’éthyle ||  1244+1,.89 |
| Ferula vesceritensis (Sud) || Acétate d’éthyle ||  1925+6,20 |
| BHT |l 1,29+030 |
[ BHA | 181+010 |

V.6.3. Piégeage du radical superoxyde O,

Le test au radical superoxyde est utilis¢é pour évaluer la capacité d’un produit a capter un

radical libre O,".
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V.6.3.1. Principe de la méthode
Dans cette méthode, le radical réduit le NBT?#* (Nitro Blue Tétrazolium) de couleur jaune en
bleu de formazan de couleur pourpre qui absorbe a A = 560 nm.
Le radical libre superoxyde a été formé par du DMSO alcalin qui réagit avec le NBT pour
produire du formazan coloré [191]. Un composé antioxydant capable de capter 1’anion

superoxyde empéchera la formation du bleu de formazan et la solution restera jaune.

Les absorbances obtenues permettent de calculer un pourcentage d’inhibition de la réduction
du NBT?* par rapport & un témoin constitué du milieu réactionnel dépourvu de composé
antioxydant. On trace une courbe représentant le logarithme du pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration de composé testé et on déterminela Clsy (concentration inhibant
50 % de I’activité) [192].

Le taux de réduction du NBT est déterminé par lecture de 1’absorbance spectrophotométrique
al=1560nm [192]. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du NBT selon la
formule :

% d’inhibition du NBT = [(Abs— AbScontrate)/ Absi] X 100%.

Abs; : absorbance en présence d’extrait.

ADscontrole : @bsorbance du controle.

Chaque test est répété trois fois, le résultat est présenté par la moyenne des trois essais.

V.6.3.2. Mode opératoire
L’activité antioxydante piégeage du radical superoxyde O, est déterminée par la méthode de
Rao and Kunchandy 1990 [191].

= Préparation de la solution de I’extrait de plante
1 mg d’extrait est dissout dans 1ml de MeOH.
Différentes concentrations d’extraits de plantes ont été utilisées : 200 ; 100 ; 50; 25; 12,5;
6,25 et 3,125 pg/mL.
Extraits utilisés :
- Acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia phlomoides.

- Acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est et Sud).

* Préparation de la solution DMSO alcalin
20 mg de NaOH sont dissous dans 1 ml de H,O complété a 100 ml par le DMSO.
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» Préparation de la solution de NitroBlue Tetrazolium (NBT)
10 mg de NBT sont dissous dans 10 ml de H,O distillée.

* Procédure
Le dosage spectrophotométique a été effectué dans des microplaques de 96 puits, et il a été
réalisé en trois répétitions :
Une solution de 40 pl extrait de plante de différentes concentrations + 130 pl DMSO alcalin +
30 pl NBT est préparee.
Une quantité égale (130 ul DMSO alcalin + 30 pul NBT) a éeté ajoutée au contréle (40 pl de
MeOH).
Le a-Tocophérol et I’acide ascorbique ont été utilisés comme des antioxydants de référence.

La lecture est faite a 560 nm en utilisant un lecteur de microplaques de 96 puits.

V.6.3.3. Résultats
La courbe représentant le logarithme du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration des composés testés a été preparé et les valeurs des Clsy exprimées en ug/ml

ont été calculées par analyse de régression linéaire (Figure 144).
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Figure 144. Courbe représentant I’activité antioxydante mesurée par la méthode du

piégeage du radical superoxyde O,

L’évaluation de I’activité antioxidante par la méthode du piégeage du radical superoxyde O,
montre que les deux extraits acétate d’éthyle de Salvia phlomoides et de Ferula vesceritensis
(Est) sont les plus actifs, présentant des valeurs des Clso = 1,54 £+ 0,53 et 3,40 + 2,52 pg/ml
respectivement. Ces deux valeurs sont meilleures que celle de 1’ a-Tocophérol (Clso= 3,89 £

1,02 pg/ml). Les résultats ont été enregistrés en moyenne * écart type (Tableau 49).
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Tableau 49. Résultats du test de piégeage du radical superoxyde O,

| Espéce || Extrait | Clg (ug/ml) |
| Salvia phlomoides || Acétate d’éthyle || 1,54+053 |
| Salvia phlomoides || n-butanol | 712+102 |
| Ferula vesceritensis (Est) || Acétate d’éthyle || 340+252 |
| Ferula vesceritensis (Sud) || Acétate d’éthyle ||  1531+0,22 |
| a-Tocophérol | 389+102 |
| Acide ascorbigue | 116+007 |
V.6.4. CUPRAC

CUPRAC ou test de capacité antioxydante par réduction de cuivre est une méthode utilisée

pour déterminer 1’activité antioxydante pour les polyphénols y compris les flavonoides [193].

V.6.4.1. Principe de la méthode
La méthode CUPRAC est basée sur la réduction du Cu®* en Cu® en présence du réactif de
Néocuproine (2,9 -diméthyl- 1,10-phénanthroline). Le suivi de la diminution de
I’absorbanceest fait par spectrophotométrie a A = 450 nm suite a la réduction du complexe

Cuivre-Néocuproine en présence d’un antioxydant [194].
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Figure 145. CUPRAC

Le pourcentage de la réduction du Cu®* est calculé selon la formule :
% de la réduction du Cu®* = [(A¢ — A1)/ Ao] x 100 %.

Ao : absorbance de CuCl,.

A : absorbance de CuCl; en présence d’extrait.

Chaque test est répété trois fois, le résultat est présenté par la moyenne des trois essais.
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V.6.4.2. Mode opératoire
Le Cupric Reducing Antioxidant Capacity ou la Capacité Antioxidante par réduction du
Cuivre est determinée par la méthode CUPRAC décrite par Apak et al. 2004 [194].

= Préparation de la solution de I’extrait de plante
1 mg d’extrait est dissous dans 1 ml de MeOH.
Différentes concentrations d’extraits de plantes ont été utilisées : 200 ; 100 ; 50 ; 25; 12,5;
6,25 et 3,125 pg/mL.
Extraits utilisés :
- Acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia phlomoides.

- Acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est et Sud).

= Préparation de la solution d’ACNH,
Un meélange de 1,927 g d’acétate d’ammonium (ACNH4 M (ACNH,4) = 77 g/mol)) + 25 ml
H,O distillée est préparé, il donne une solution transparente S; (pH = 7.0).

» Préparation de la solution de CuCl,-2H,0
Un mélange de 0,042625 g de CuCl,-2H,0 (M (CuCl,-2H,0) : 170,50 g/mol) + 25 ml H,O
distillée est préparé, il donne la solution S, de coloration bleue.

» Préparation de la solution de Néocuproine
Un mélange de 0,039 g Neocupronin (M (Néocuproine) = 205,27 g/mol) + 25 ml EtOH est

préparé, il donne la solution Ss.

* Procédure
Le dosage spectrophotométique a été effectué dans des microplaques de 96 puits, et il a été
réalisé en trois répétitions :
Une solution de 40 pl extrait de plante de différentes concentrations + 60 ul S;+ 50 pl S+ 50
ul Ssest préparée.
Une quantité égale (60 pl S;+ 50 pl Sp+ 50 pl S3) a été ajoutée au contréle (40 pl de MeOH).
Le BHT et le BHA ont éte utilisés comme des antioxydants de référence.
La lecture est faite a 450 nm apres une heure de temps en utilisant un lecteur de microplaques
de 96 puits.
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V.6.4.3. Résultats

La courbe représentant 1’absorbance en fonction de la concentration des extraits testés a été

préparée et les valeurs des Agsoont été detreminés (Figure 146).
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Figure 146. Courbe représentant I’activité antioxydante mesurée par la méthode CUPRAC

Les résultats du test CUPRAC confirment les résultats des tests précédents. Il montre aussi

que P’extrait acétate d’éthyle de Salvia phlomoides est le plus actif. Cet extrait avec une valeur

de Agso = 5,53 + 0,26 pg/ml montre une meilleure activité antioxydante par rapport au BHT

(Aos0=19,62 + 0,87 pug/ml).

L’extrait acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis de (Sud) avec une valeur de (Agso = 26,19 +

0,53) montre une faible activité par rapport aux standards BHT (Ags0= 9,62 + 0,87 pg/ml) et

BHA (Aoso = 3,64 + 0,19 pg/ml), par contre celui de Ferula vesceritensis (Est) avec une

valeur de (Aos0 = 10,07 + 0,20 pg/ml) montre une activité proche de celle de BHT.

Les résultats ont été enregistrés en moyenne + écart type (Tableau 50).

Tableau 50. Résultats du test CUPRAC

| Espéce || Extrait | Agso(ugiml) |
| Salvia phlomoides || Acétate d’éthyle || 553+026 |
| Salvia phlomoides || n-butanol | 1144+048 |
| Ferula vesceritensis (Est) || Acétate d’éthyle ||  10,07+020 |
| Ferula vesceritensis (Sud) || Acétate d’éthyle || 26,19+053 |
| BHT | 962+087 |
| BHA |  364+019 |
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V.6.5. Réduction des ions ferriques (FRAP)
Le pouvoir réducteur du Fer (Fe**) est un test utilisé pour déterminer I’activité antioxydante

des extraits dans un milieu neutre en mesurant le pouvoir des antioxydants.

V.6.5.1. Principe de la méthode
La méthode de réduction du Fer est basée sur la réduction des ions Fe** & des ions de Fe** par
les antioxydants qui donnent la couleur bleue [195].
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Figure 147. Réduction des ions ferriques (FRAP)

L’activité antioxydante des extraits est comparée par rapport aux BHA, BHT et 1’acide
ascorbique (Vitamine C) en tragant une courbe d’étalonnage.Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits [157].

Le pourcentage du pouvoir réducteur du Fer est calculé selon la formule :

% du pouvoir réducteur du Fer = [(Ao — A1)/ Ag] x 100%.

Ay : absorbance de FeCls; A; : absorbance de FeCls en présence d’extrait.

Chaque test est répété trois fois, le résultat est présenté par la moyenne des trois essais [195].

V.6.5.2. Mode opératoire
L’activité Reducing power est déterminée par la méthode Oyaizu 1986 [195, 196].

= Préparation de la solution de I’extrait de plante
1 mg d’extrait est dissout dans 1 ml de MeOH.
Différentes concentrations d’extraits de plantes ont été utilisées : 200 ; 100 ; 50; 25; 12,5;
6,25 et 3,125 pg/mL.
Extraits utilisés : - Acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia phlomoides.

- Acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis (Est et Sud).
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» Préparation de la solution de KzFe(CN)g
1 g de K3Fe(CN)g est dissout dans 100 ml d’H,O distillée.

» Préparation de la solution de TCA 10%
1 g de TCA est dissous dans 10 ml de H,O distillée.

» Préparation de la solution de FeCl3 0.1%
1g FeClzest dissous dans 100 ml de H,O distillée.

»  Procédure
Le dosage spectrophotométique a été effectué dans des microplaques de 96 puits, et il a été
réalisé en trois répétitions :
Une solution de 10 pl extrait de plante de différentes concentrations + 40 ul phosphate buffer
+ 50 ul KsFe(CN)g est préparée et incubée a 50 °C pendant 20 min
Apreés incubation, 50 pul TCA 10 % + 40 pl H,O distillée + 10 pl FeCl; 0.1 % sont rajoutés.
Un blanc est préparé en remplagant 1’extrait de plante par le MeOH. (10 pul MeOH + 40 ul
phosphate buffer + 50 pl KsFe(CN)g : incubation a 50°C pendant 20 min + 50 pul TCA 10 % +
40 ul H,O distillée + 10 pl FeCl; 0.1 %).
Le BHT, le BHA et I’acide ascorbique ont été utilisés comme des antioxydants de référence.

La lecture est faite a 700 nm en utilisant un lecteur de microplaques de 96 puits.

V.6.5.3. Résultats

La courbe représentant 1’absorbance en fonction de la concentration des extraits testés a été

préparée et les valeurs des Agso ont été déterminées (Figure 148).
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Figure 148. Courbe représentant 1’activité antioxydante mesurée par la méthode du FRAP
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Tous les extraits ont montré une valeur de (Agso > 50 pg/ml) selon le test de FRAP.

Ils possédent tous une activité inférieure aux BHA (Aoso = 8,41 = 0,67 pg/ml) et 1’acide

ascorbique (Agso = 9,01 + 1,46 pg/ml).

Tableau 51. Résultats du test de réduction des ions ferriques

| Plante [ Agso(ug/iml) |
| Salvia phlomoides || Acétate d’éthyle || > 50 |
| Salvia phlomoides || n-butanol I > 50 |
| Ferula vesceritensis (Est) || Acétate d’éthyle || > 50 |
| Ferula vesceritensis (Sud) || Acétate d’éthyle || > 50 |
| BHT I > 50 |
| BHA |  841+067 |
| Acide ascorbique | 901+146 |

L’activité antioxydante doit étre conclue sur la base de plusieurs méthodes d’évaluation.

Dans cette étude, les deux espéces Salvia phlomoides et Ferula vesceritensis montrent une

capacité antioxydante élevée en appliquant cing méthodes différentes.

Ces méthodes ont révélées une trés bonne inhibition des radicaux libres DPPH’ et O,™, en

particulier, 1’extrait acétate d’éthyle de I’espéce Salvia phlomoides et 1’espéce Ferula

vesceritensis (Est) comparée aux résultats obtenus dans les autres tests (Réduction du radical

cation ABTS™", CUPRAC et FRAP) ou les extraits ont montré une faible activité.

Ce résultat est d0 aux principaux composés antioxydants retrouvés dans I’extrait acétate

d’éthyle des deux especes.
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Chapitre VI

L_es huiles essentielles




Les Lamiacées et les Apiacées figurent parmi les grandes et les plus importantes familles des
plantes aromatiques, elles secretent des huiles essentielles qui leurs conférent des odeurs et
saveurs caractéristiques, ce qui explique leur utilisation comme aliments et condiments, en
cosmétique et en phytothérapie.

Salvia phlomoides Asso. et Ferula vesceritensis Coss. et Dur. ont fait I’objet d’une analyse de

leurs huiles essentielles.

VI1.1. Salvia phlomoides
VI1.1.1. Travaux antérieurs sur les huiles essentielles du genre Salvia
Plusieurs espéces du genre Salvia récoltées dans différentes régions du monde ont fait 1’objet
d’études de leurs huiles essentielles.
Parmi les travaux les plus récents, on peut citer ceux menés sur les huiles essentielles de

quelques espéces du genre Salvia dans le tableau 52.

Tableau 52. Composants majoritaires des huiles essentielles de quelques espéeces du genre

Salvia étudiées durant les trois derniéres années (2014-2018).

Espéces Composants (%) Région Réf
mayjoriatires
S. ringens | 1.8-cinéole | 31,99 || Macédoine || [197]
| Camphene | 17.06 |
| Bornéol | 11,94 |
| a-Pinéne [ 1152 |
S. officinalis | 1,8-Cinéole | 275 || Albanie [198]
| Camphor [ 115 |
S. officinalis | o-Thujone | 165 | Grece [198]
| B-Thujone | 164 |
| 1,8-cinéole | 88 |
S. montbretii B-Caryophylléne 32,8 Turquie [199]
B-pinéne 9.8
a-Humuléne 82
12-Hydroxy-3- 6,6
caryophylléneacétate
Germacréne D 4.9
a-Pinéne 45
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Salvia étudiées durant les trois dernieres années (2014-2018) (suite).

Tableau 52. Composants majoritaires des huiles essentielles de quelques especes du genre

Especes Composants (%) Région Réf
majoriatires
S. staminea | Linalyl acétate | 2330 || Turquie || [200]
| Linalool | 22,05 |
| Spathulenol | 10,02 |
| Oxidede caryophyllene || 545 |
| o-Terpinéol | 489 |
| sclareol | 485 |
| Sclareoloxide | 289 |
S. syriaca | 1, 6-Cinéole | 46,45 || Iran [201]
| Camphre | 27558 |
S. aristata Benzéne,1,3-bis- 95,42 Iran [201]
pheoxypheoxy
S. discolor | Intermedeol | 57,37 || Allemagne || [202]
| E-caryophyllene | 17,81 |
| Germacréne D | 398 |
| o-Humuléne | 311 |
| Linalool | 300 |
S. sclarea | Linalyl acétate | 36,33 || Allemagne || [202]
| Linalool | 2347 |
| Sclareol | 1462 |
| o-Terpinéol | 812 |
S. plebeian | Oxidede caryophylléne || 1554 ||  Chine [203]
| y-Eudesmol | 14,03 |
| t-Cadinol | 10,21 |
| Calamenene | 963 |
| Copagne | 570 |
| y-Cadingne | 530 |
| Cadaléne | 528 |
| o-Muuroléne | 519 |
| Ledol | 514 |
| o-Cadinol | 508 |
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Tableau 52. Composants majoritaires des huiles essentielles de quelques especes du genre

Salvia étudiées durant les trois dernieres années (2014-2018) (suite).

Especes Composants (%) || Région Réf
majoriatires
S. lavandulifolia || g-Caryophylléne | 1187 || perou [204]
| Spathulenol | 813 |
| Néomenthol | 7.75 |
| Pulégone | 6,97 |
| AcideHexadécanoique || 6,85 |
| Germacrene-D | 570 |
| Bicyclogermacréne | 453 |
| Oxidede caryophyllene || 3,97 |
| Humuléne | 3,29 |
S. pratensis L. | E-caryophylléne | 21,9 || Croatie || [205]
| Germacréne D [ 10,2 ]
| Linalool [ 17,7 |
| Linalool acétate | 153 |
| Limonéne [ 98 |
S. indica Hexahydrofarnesyl 24,6 Iran [206]
acétone
| B-lonone [ 10,7 |
| Acide palmitique | 96 |
| Manoyloxide | 78 |

Cependant, seulement quatre especes S. officinalis, S. algeriensis, S. Barrelieriet S. chudaei

Batt. Et Trab., parmi celles déterminées en Algérie, ont été étudiées pour leurs huiles

essentielles.

Tableau 53. Composants majoritaires des huiles essentielles d’espéces du genre Salvia

étudiées en Algérie

| Espéces || Composants majoriatires | (%) || Région || Réf ]
S. officinalis || g-Thujone | 2452 || Algérie || [207]
| 1,8- Cinéole | 1592 |
| Camphre 16,86 |
| B-Thujone | 650 |
| Veridiflorol | 635 |

Page | 148



Tableau 53. Composants majoritaires des huiles essentielles d’espéces du genre Salvia

étudiées en Algérie (suite)

| Espéces || Composants majoriatires | (%) || Région || Réf |
S.algeriensis || Feuilles | Algérie || [208]
| B-Demascenone | 2296 |
| B-Guaiéne [ 1131 ]
| 2-Butanone, 1(2, 3,6-triméthylphenyl) [ 631 ]
| 1-(2-Cyanoethyl)-2-éthyl-4-méthylimidazole | 424 |
Benzéneéthanal, 4 [1,1diméthyléthyl]a-méthyl 4,02
| 2-Naphthalenamine,5,6,7,8-tetrahydro | 39 |
\ Fleurs H \
| B-Guaiéne | 3432 |
| Camphre | 15,27 |
S-algeriensis Bicyclo [2.2.1] heptan-2-one,1,7,7-triméthyl s Algerie || [208]
| Bornyl acétate | 599 |
| Eucalyptol (1,8 Cinéole) | 488 |
| Myrtenyl acétate | 466 |
| B-Gurjunéne | 405 |
S. Barrelieri || qjilles Algeérie || [208]
2-Buténlone,1(2,6,6-trimethyl-1,3cyclohexadien-1yl)E 8,05
Propanal, 2-méthyl-3-phenyl 7,32
Mégastigmatrienone Il 6,59
a-Thujenal 3,28
Acid hexadécanoique 2,91
Phytol 2,8
Mégastigmatrienone | 2,76
3-Nonen-5-one 2,52
1-(3-Methylbutyl)-2,3,5-triméthylbenzéne 2,08
Fleurs
3-Cyclohexen-1-one, 2-iso propyl-5-méthyl- 13,72
Gerany| acétate 9.2
Phénol, 3-methoxy-2,4,5-tri méthyl- 7,06
Oxide de caryophylléne 4,66
a-Terpinéol 4,53
Linalool 381
Caryophylléne 318
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Tableau 53. Composants majoritaires des huiles essentielles d’espéces du genre Salvia

étudiées en Algérie (suite)

| Espéces || Composants majoriatires | (%) || Région || Réf |

S. chudaei || Bornyl acétate | 205 || Algérie || [209]
Batt. et Trab |5 F  desmol | 136 |

| B-Caryophylléne [ 106 |

| Valencene | 93 |

| t-Cadinol 93 |

| o-Pinéne | 69 |

| y-Cadingne [ 58 |

Ces résultats ont montré que les huiles essentielles des especes du genre Salvia différaient
dans leurs compositions chimiques au niveau qualitatif et quantitatif.

Par ailleurs des échantillons de la méme espece provenant de régions géographiques
différentes peuvent produire des huiles essentielles de composition différente.

En ce qui concerne I’espece Salvia phlomoides, aucune étude chimique n’a été réalisee

auparavant sur cette espece.

V1.1.2. Extraction des huiles essentielles de Salvia phlomoides

La partie aérienne de la plante Salvia phlomoides a été soumise a une distillation par
entrainement a la vapeur d'eau. Cette technique ne met pas en contact direct de I'eau et la
matiere végétale a traiter.

200 g des parties aériennes sont mises dans un ballon traversé par de la vapeur d’eau. Le
passage de la vapeur a travers la plante provoque 1’éclatement des cellules qui libérent 1'huile
essentielle. La vapeur chargée d'huile essentielle est condensée par refroidissement dans un
condenseur avant d'étre récupérée. Le distillat, de densité différente, se sépare au niveau du
séparateur, dont I’huile essentielle constitue la phase supérieure.

L’huile essentielle obtenue était de coloration jaune avec un rendement de 1 %, elle est

conservée dans un flacon en verre ambré au réfrigérateur a 4 °C.

VI1.1.3. Analyse et identification des constituants des huiles essentielles de Salvia
phlomoides
L’huile essentielle a été analysée sur un chromatographe Agilent Technology 6890 N équipé
d’un détecteur FID et couplé a un spectromeétre de masse Agilent MSD 5975 B inerte, et muni
d’une colonne de type HP-5 MS (20 m * 180 um, épaisseur du film : 0,18 pum).
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La température initiale du four est de 50 °C, puis augmentee a 325 °C a raison de 8 °C par

minute. L’injection s’est faite par mode split avec un rapport de split de 150 : 1.

Les conditions opératoires sont :
Pour la CG/FID :

Tempeérature : 280 min
Gaz vecteur : Hy (flux : 35 ml/min)
Flux d’air : 450 ml/min

Pour la CG/MS :

Vitesse linéaire : 48 cm/sec
Potentiel d’ionisation : 70 eV
Temps de scan : 3 min

Bande de scan : de 30 4400 u

Les composants d'huiles essentielles ont été identifiés en fonction de leur indice de rétention

(ou bien Indice de Kovats), déterminés par référence a une série homologue d'alcanes relatifs

analysée en paralléle aux mémes conditions chromatographiques que les huiles essentielles.

Les résultats de cette analyse sont présentés dans le tableau suivant.

Les résultats de ’analyse des huiles essentielles de Salvia phlomoides montrent la présence

de 23 composés (97,44 %).Les constituants majoritaires sont : 6,10,14-Triméthyl-pendécane-
2-one (28,26 %), Dibutyle Phtalate (14,51 %), Phytol (7,23 %), a-Humuléne (5,83 %), Oxyde
de Caryophylléne (5,66 %) et B-Caryophylléne (4,94 %).

Ces constituants majoritaires représentent 66,43 % des composés totaux.

Cette huile est caractérisée par la présence :

Des apocaroténoides, avec un pourcentage de 28,26 % de 6,10,14-triméthyl-
pendécane-2-one (Hexahydrofarnesyl acétone) et 1,81 % de E-B-ionone.

Des phtalates : la présence de Dibutylephtalate avec une teneur de 14,51 %.

Des composés oxygeneés : a-Humulene est le composé sesquiterpénique principal avec
une teneur de 5,83 %, on trouve également le terpénoide Oxyde de Caryophylléne
(5,66 %) et le B —Caryophylene (4,94 %).

Dea alcools terpéniques : Phytol est le composé majoritaire avec un pourcentage de
7,23 %, tandis que Terpinén-4-ol, a-Terpinéol et Linalool sont présents avec des
teneurs de 2,14 ; 1,94 et 1,33 % respectivement.

Des composés hydrocarbonnés, parmi lesquels: Heptacosane est le composé

majoritaire 3,55 %
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Tableau 54. Composition des huiles essentielles de Salvia phlomoides

N° Indice de Composé Pourcentage
Rétention (%)
| o1 ][ 1098 | Linalool | 1,33 |
| 02 || 1100 | Nonanal I 1,79 |
|03 || 1174 || Terpinén-4-ol I 2,14 |
| 04 || 1186 || o-Terpinéol I 1,94 |
| 05 || 1255 | Carvenone | 1,00 |
| 06 || 1383 | B-Damascenone-E | 1,47 |
| 07 || 1402 | Méthyl eugénol I 3,23 |
| o8 || 1417 || B-Caryophylléne I 4,94 |
| 09 || 1434 | Nerylacétone | 0,34 |
| 10 || 1452 || o-Humuléne I 5,83 |
|11 || 1487 || E-B-lonone I 1,81 |
|12 || 1582 || Oxyde de Caryophylléne I 5,66 |
| 13 ][ 1670 || 2-Pentadécanone I 1,52 |
| 14 || 1701 || Geranyltiglate I 0,96 |
| 15 || 1766 || Bornyl Benzoate I 1,20 |
| 16 || 1840 || 6,10,14-Triméthyl-pendécane-2-one || 28,26 |
|17 || 1913 || Farnésyl Acétone <5E 9E> I 2,42 |
| 18 || 1964 || Dibutyle Phtalate | 1451 |
| 19 || 2099 | Méthyloléate I 1,61 |
| 20 || 2105 || Phytol I 7,23 |
|21 || 2135 || Acide Oléique I 3,33 |
| 22 || 2483 || Pentacosane I 1,37 |
| 23 || 2672 | Heptacosane I 3,55 |

En accord avec les résultats d’analyses précédentes, les huiles essentielles de certaines

espéces du genre Salvia, les composés Hexahydrofarnesyl acétone, Phytol, a-Humuléne,

Oxyde de caryophylléne et B-Caryophylléne sont trouvés comme composés majoritaires.

Par contre, Dibutyle Phtalate était trouvé avec des pourcentages plus faibles.

Page | 152



V1.2. Ferula vesceritensis

V1.2.1. Travaux antérieurs sur les huiles essentielles du genre Ferula

Les huiles essentielles du genre Ferula ont fait 1’objet de plusieurs investigations au cours des

derniéres années.

Le tableau 55 présente les composants majoritaires des huiles essentielles de quelques especes

du genre Ferula.

Tableau 55. Composants majoritaires des huiles essentielles de quelques especes du genre

Ferula étudiées durant les trois dernieres années (2014-2018)

Espéces Composants (%) Région || Réf
majoriatires
F. tingitana L | Feuilles | Lybie |[ [210]
| o-Thujene | 23 |
| Elemol | 83 |
| Eudesmol | 97 |
| Cadinol | 138 |
‘ Fleurs H ‘
| o-Thujene | 135 |
| Elemol | 89 |
| Eudesmol | 06 |
| Cadinol | 22 |
F. gummosa ‘ y-Eleméne H 14,1 ‘ Iran || [211]
‘ Germacréne B H 11,8 ‘
| (E)-y-Bisabolene || 107 |
| Viridiflorene | 81 |
‘ Epizonaren H 6.2 ‘
F. lutea | 5-3-Caréne | 72,6 || Tunisie || [212]
| o-Pingne | 58 |
| Myrcene | 51 |
| o-Phellandrene || 40 |
F. cupularis | D-Limonéne | 2504 | Iran || [213]
| 3-2-Caréne | 1581 |
| Sabingne | 796 |
| B-Phellandréne | 68 |
| o-Terpinoléne | 561 |
| 5-3-Caréne | 521 |
| p-Mentha-1-en-9-0l || 275 |
| y-Terpinéne | 219 |
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Tableau 55. Composants majoritaires des huiles essentielles de quelques especes du genre

Ferula étudiées durant les trois dernieres années (2014-2018) (suite)

Espéces Composants (%) Région Réf
majoriatires
F.communis L | Feuilles | Iltalie [214]
| B-Eudesmol | 121 |
| a-Eudesmol | 121 |
| Hedycariol | 103 |
| Fleurs |
| a-Pinéne |l 105 |
| y-Terpinéne | 76 |
| Hedycariol | 84 |
| Fruits |
| a-Pinéne | 559 |
| B-Pingne | 16,8 |
| Myrcéne | 59 |
F.communis L | Racines I | Italie [214]
| (E)-B-Farneséne || 95 |
| B-Cubebgne | 82 |
| (E)-Caryophyliéne || 7,2 |
| F. elaeochytris || a-Pinéne |l 71,8 || Liban || [215] |
F. gummosaBoiss B-Pinéne 19,88 Iran [216]
| Guaiol | 8,00 |
| Shyobunone | 6,96 |
| 5-Cadinéne | 465 |
| a-Pinéne | 316 |
| B-Phellandréne || 3,28 |
| Myrtenol |l 28 |

Cependant, seulement les deux espéces Ferula lutea et Ferula vesceritensis, parmi celles

déterminées en Algérie, ont été étudiées pour leurs huiles essentielles.

Tableau 56. Composants majoritaires des huiles essentielles d’espéces
Feulaétudiées en Algérie
Especes || Composants majoriatires (%) Région Réf
F.lutea || 2,36-Triméthylbenzéne || 25.0 || Algérie | [217]
| Cis-chrysanthenol | 208 |
\ a-Pinéne H 10,9 \
| Thymol | 102 |

du genre
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du genre

Tableau 56. Composants majoritaires des huiles essentielles d’espéces
Feulaétudiées en Algérie (suite)

Espéces Composants majoriatires (%) Région Réf
F. | Fleurs [ Algérie || [218]
vesceritensis \a-Pinéne “ 16.1 | (Ghardaia)

| o-Phellandreéne | 243 |

| Elixene 63 |

| carotol | 107 |

‘ Tiges |

| a-Pinene | 174 |

| -Pinene | 89 |

| Fenchylacétate | 88 |

| carotol | 108 |

| Aristolone | 141 | Algérie [219]
| Aristoléne [ 96 | (Ghardaia)

| I-Cadino [ 51 |

| a-Cadinol | 48 |

| 5,9-Tétraddécadyne | 2472 || Algérie [220]

| Germacrene D | 2451 | (Ghardaia)

| Cububene [ 857 |

| a- Bisaboléne | 857 |

| Dihydrocarvylacétate | 620 |

| Nerylaceton | 445 |

| B-Pinene [ 243 || Algérie |[ [221]

[ w-Pinene [ 173 | (Ghardaia)

| Limonéne | 100 |

| B-Pyrcene | 66 |

| carotol | 61 |

‘ Shyobunol H 18,1 ‘ Algérig [222]
d-Cadinéne 14,2 (Ghardaiz)

L’espéce Ferula vesceritensis récoltée dans la méme région (Ghardaia) a fait 1’objet de

plusieurs études qui ont montré I’extréme diversité de cette espece.

Dans ce travail, Ferula vesceritensis est récoltée dans les régions de Bechar et de Constantine.
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V1.2.2. Extraction des huiles essentielles de Ferula vesceritensis
Les feuilles et les fleurs de Ferula vesceritensis cueillies précédemment dans la région de
Bechar (Sud), ont été soumises a une distillation par entrainement a la vapeur d'eau. Une
quantité de 200 g du matériel végétal est mise dans un ballon dans lequel est injecté de la
vapeur d’eau fournie par une chaudiere. Les vapeurs de I’eau chargées d’huile essentielle se
condensent en contact du réfrigérant, et le distillat se sépare au niveau du séparateur, dont
I’huile essentielle constitue la phase supérieure.
L’huile de cette plante était de coloration jaune avec un rendement de 1 %, elle est conservée
dans un flacon en verre ambréau réfrigérateur a 4 °C.
Les parties aériennes de Ferula vesceritensis cueillies précédemment dans la région de
Constantine (Est) ont été hydrodistillées selon la méthode de Clevenger.
150 g du matériel végétal et 1,7 1 de I’eau distillée sont introduits dans un ballon réacteur de 2
1 et portés a I’ébullition pendant 3 heures. Les vapeurs de 1’eau chargées d’huile essentielle se
condensent en contact du réfrigérant, et le distillat se sépare au niveau du séparateur, dont
I’huile essentielle constitue la phase supérieure.
L’huile était de coloration jaune avec un rendement de 0,66 %, elle est conservée dans un

flacon en verre ambréau réfrigérateur a 4 °C.

V1.2.3. Analyse et identification des constituants des huiles essentielles de Ferula
vesceritensis

L’analyse chromatographique de I’huile essentielle de Ferula vesceritensis (Sud) a été
effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse CPG Hewlett-Packard 6890 couplé a un
spectrométre de masse 5973A. La CPG est équipée d’un détecteur FID et d’une colonne de
type DB-5 MS (20 m * 180 pum * 0,18 um). Un volume de 0,2 ul de I’huile est injecté en
mode split avec une température d’injection de 300 °C et un rapport split de 200 :1. La
température initiale du four est de 50 °C pendant 3 min, puis augmentée a 320 °C (8°C / min).
Les conditions opératoirespour la CG-FID :

- Température : 300 min

- Gaz vecteur : H, (débit : 1 ml/min)
Les parametres d’exploitation SM :

- Potentiel d’ionisation : 70 eV

- Vitesse linéaire : 44 cm / sec

- Bande de scan : de 50 a4 550 u
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L’analyse chromatographique de 1’huile essentielle de Ferula vesceritensis (Est) a été
effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse CPG Varian CP3800 couplé & un
spectrometre de masse SM Saturn 2200. La CPG est équipée d’une colonne de type HP-5 MS
Ultra Inert (30 m * 250 um * 0,25 um), I’Hélium est utilisé comme gaz vecteur avec un debit
de 1.2 ml/min. Un volume de 0,1 pl de I’huile est injecté en mode split avec une température
d’injection de 240 °C. La température initiale du four est de 50 °C, puis augmentée a 260 °C
(9°C / min).
Les parametres d’exploitation SM :

- Potentiel d’ionisation : 70 eV

- Vitesse linéaire : 29 cm / sec

- Raportdesplit:1:30

- Temps de scan : 4 min

- Bande de scan : de 30 4 350 u
L’identification des constituants est basé sur leur temps de rétention, leur indice de rétention
(ou bien Indice de Kovats), déterminés par référence a une série homologue d'alcanes relatifs
analysée en parallele aux mémes conditions chromatographiques que les huiles essentielles, et
par comparaison avec les spectres de masse de la base de données de 1’appareil.
Les résultats de cette analyse sont présentés dans les deux tableaux suivants (Tableaux 57 et
58).

Tableau 57. Composition des huiles essentielles de Ferula vesceritensis (Bechar)

N° Indice de Composé Pourcentage
Rétention (%)
|1 ] 979 || o-Pinéne I 1,13 |
| 2 || 989 | B-Pinéne I 0,75 |
| 3 || 995 | Limonéne I 0,34 |
| 4 || 1004 || Benzéneacétaldéhyde I 0,67 |
| 5 | 1028 || Linalool I 0,75 |
| 6 || 1035 || Acide butanoique | 065 |
| 7 || 1043 || lIso-pentanoate de 2-méthyl-butan-1-yle || 0,77 |
| 8 || 1046 || 2-n-Butylacrolein | 056 |
| 9 || 1070 || Trans-Verbenol | 046 |
| 10 |[ 1085 || 2-Méthyl-2-acide buténoique I 1,58 |
| 11 || 1096 || Cis-méta-mentha-2,8-diéne | 042 |
| 12 || 1099 || Exo-Acétate de Fenchyle I 0,77 |
| 13 || 1109 || Acétate de Bornyle I 1,07 |
| 14 || 1161 || 2-Undecanone | 088 |
| 15 ][ 1183 | 2-Dodecanol | 083 |
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Tableau 57. Composition des huiles essentielles de Ferula vesceritensis (Bechar) (suite)

N° Indice de Composé Pourcentage
Rétention (%)

| 16 || 1198 || 4-Vinyl-2-méthoxy-phenol I 0,28 |
| 17 || 1222 | 1-Ethyl-3-piperidone I 1,3 |
| 18 || 1226 || a-Cubébéne I 2 |
| 19 || 1252 || B-Bourbonnéne I 0,56 |
| 20 || 1257 || 2,4-Undecadiéne I 1,49 |
| 21 || 1263 || E-a-Caryophylléne I 1,32 |
| 22 || 1265 || 1-Pentadecene I 149 |
| 23 || 1302 || B-Copaéne I 0,63 |
| 24 || 1311 || Géranyl acétone I 0,9 |
| 25 || 1318 || (Tetrahydropyran-4-yl)-(n-pentyl)-éther || 0,73 |
| 26 || 1321 || a-Humuléne | 031 |
| 27 ]| 1350 || 7-0-H,10-B-H-cadina-1(6),4-diéne I 0,7 |
| 28 || 1357 || Germacréne-D I 2.14 |
| 29 || 1369 || Cis-Muurola 4,14-5-diéne | o072 |
| 30 || 1376 || a-Muuroléne I 3,53 |
[ 31 || 1381 || y-Cadinéne [ 478 |
| 32 || 1387 | 3-Cadinéne | 1549 |
| 33 || 1400 || Isolédéne I 4.64 |
| 34 || 1411 || Cadina-1,4-diéne | 049 |
| 35 || 1461 || a-Cadinéne I 0,93 |
| 36 || 1464 || y-Calacoréne | 105 |
| 37 || 14718 || Erémophiléne | 046 |
| 38 || 1480 || Dauca-5,8-diéne I 41 |
| 39 || 1512 || Eudesm-7(11)-en-4-ol I 0,79 |
| 40 || 1514 || Gaiol I 1,63 |
| 41 || 1532 || Epicubénol (Origan) I 0,44 |
| 42 || 1579 || B-Maaliéne | 063 |
| 43 || 1622 || Epi-o-Cadinol | 348 |
| 44 ]| 1625 || Sélina-3,7(11)-diéne | 287 |
| 45 || 1669 || a-Cadinol I 29 |
| 46 || 1677 || Bulnésol I 0,91 |
| 47 || 1716 || 4-Acetyl-2,2 6-triméthyl-indanone | 037 |
| 48 || 1751 || Shyobunol | 1828 |
| 49 || 1758 || Isodalauca-6,9-diéne I 0,4 |
| 50 || 1799 || a-Sinensal I 0,76 |
| 51 || 1722 ||  2-Pentadécanone-6,10,14-triméthyl || 0,54 |
| 52 || 1726 || Isobutyl benzoate I 0,27 |
| 53 || 1745 || Pentyl benzoate I 0,46 |
| 54 || 1760 || Cyclopentylcyclohexane | 068 |
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Les huiles essentielles de Ferula vesceritensis récoltée dans la région de Bechar sont

caractérisées par la présence de 54 constituants. Les composants majoritaires sont : Shyobunol
(18,28 %), 6-Cadinene (15,49 %), y-Cadinene (4,78 %), Isolédéne (4,64 %) et Dauca-5,8-

diene (4,1 %). En accord avec la littérature, tous ces composants ont été trouvés auparavant

dans les huiles essentielles du genre Ferula. L’echantillon de Ghardaia a titre d’exemple est
constitué principalement de Shyobunol (18,1 %) et de 5-Cadinene (14,2 %) [222].

Tableau 58. Composition des huiles essentielles de Ferula vesceritensis (Constantine)

N° Temps de Composé Pourcentage
Rétention (%)
11 || 4182 | a-Thujéne I 0,15 |
12 || 4304 || o-Pingéne I 4,07 |
13 || 4516 || Camphéne I 0,19 |
14 ]| 4870 || Sabingne I 0,54 |
5 || 4935 | B-Pinéne I 1,84 |
16 || 5018 | 6-Méthyl-5-hepten-2-one I 0,10 |
(7 || 5091 | B-Myrcéne I 0,50 |
'8 ]| 5136 || Ethylamylcarbinol I 0,20 |
|9 || 5520 | Trans-Sabinéne hydraté I 0,23 |
110 || 5649 || p-Cymeéne I 1,32 |
(11 || 5733 || D-Limonéne I 4,12 |
(12 || 5775 || 1,8-Cinéole I 2,12 |
113 ]| 5946 || Salicylaldéhyde I 0,36 |
(14 ][ 6189 | y-Terpinéne I 1,33 |
115 || 6319 || Terpinéol I 0,23 |
(16 || 6672 || 2-Nonanone I 0,20 |
117 ]| 6.809 || Linalool I 0,42 |
118 || 6935 || n-Amylisovalerate I 0,37 |
119 || 7178 || 3-Octanyl acétate I 0,21 |
120 || 7509 || Trans-Pinocarveol I 0,27 |
(21 || 7581 || Cis-Verbenol I 0,22 |
(22 || 7733 || p-Menthan-3-one I 0,10 |
123 || 7813 || 2-Décanone I 0,10 |
124 || 7942 || Endo-Bornéol I 1,22 |
(25 || 8117 || 4-Terpinéol I 0,39 |
(26 || 8212 | Neo-Menthol I 0,19 |
[27 || 8360 || 6-Undécanol I 1,56 |
128 || 8436 || Cis-Dihydrocarvone I 1,03 |
129 || 879 | Trans-(+)-Carveol I 0,82 |
[30 || 8912 | Pulégone I 0,10 |
[31 | 9.003 | Cis-p-Menth-2,8-dienol I 0,69 |
(32 || 9109 || p-Menth-4(8)-en-3-one I 0,24 |
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Tableau 58. Composition des huiles essentielles de Ferula vesceritensis (Constantine) (suite)

N° Temps de Composé Pourcentage
Rétention (%)
133 || 9261 | D-Carvone | 1310 |
134 ]| 9372 || Cis-Piperitoneoxide I 1,32 |
135 || 9471 | 1,1'-Bicyclopentyl I 0,12 |
136 || 9512 | Cis-Salvéne I 0,09 |
137 || 9619 | Seudenone I 0,12 |
138 || 9676 | 1-Dodécanol I 0,41 |
139 || 9874 || Thymol I 1,80 |
140 || 9972 | 2-Undecanol I 0,34 |
141 || 10018 || Carvacrol I 0,34 |
142 || 10432 || Dihydrocarvyl acétate | o078 |
143 || 10676 || Car-3-en-2-one I 0,13 |
|44 ]| 10969 || Trans-Carveyl acétate | 056 |
145 || 11113 || Rotundifolone I 8,49 |
46 || 11174 || 3-Piperidinone | 036 |
l47 || 11227 || o-Cubébéne | 038 |
[48 || 11273 || 2-Butanone | 027 |
49 || 11372 || B-Bourbonene | 057 |
50 || 11436 || B-Eléméne I 0,33 |
|51 || 11508 || Cis-Jasmone I 0,31 |
|52 || 11577 || Cinérolon | 046 |
53 || 11.733 || 2,4-Undecadiéne I 0,81 |
|54 ]| 11828 || 2,4-Décadienal | 015 |
|55 || 11885 || Caryophylléne I 1,40 |
|56 || 11.957 || Cis-Géranylacétone I 0,12 |
|57 || 12223 || Trans-Géranylacétone | 074 |
|58 || 12276 || Trans-B-Farneséne | 025 |
|59 || 12364 || a-Humuléne | 022 |
160 || 12486 || Germacréne D I 0,42 |
(61 || 12649 || y-Muuroléne | 068 |
162 || 12695 || o-Curcuméne I 0,20 |
163 || 12744 || B-Cubébéne I 1,43 |
|64 || 12968 || o-Muuroléne I 0,81 |
|65 || 13.086 || Germacréne A I 0,21 |
|66 || 13181 || y-Cadingne | 115 |
167 || 13292 || 3-Cadinéne I 2,49 |
|68 || 13485 || o-Cadinéne I 0,25 |
169 || 13535 || o-Copaene-8-ol I 0,24 |
(70 || 13573 || Calacoréne I 0,30 |
|71 ]| 13649 || 2-Isopropyl-1-pyrroline | 063 |
(72 || 13744 || Nerolidol I 0,44 |
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Tableau 58. Composition des huiles essentielles de Ferula vesceritensis (Constantine) (suite)

N° Temps de Composé Pourcentage
Rétention (%)
|73 || 13831 || a-Calacoréne I 0,19 |
|74 ]| 13915 || a-Bisabolol | 022 |
175 || 14.022 || Germacréne D-4-ol I 0,95 |
176 || 14.060 || Spathulénol I 0,43 |
(77 || 14147 || Caryophylléneoxide | 055 |
|78 || 14284 || Guaiol | 077 |
179 || 14409 || Aromadendréne | 024 |
180 || 14482 | Alloaromadendreneoxide I 0,25 |
181 || 14531 | a-Copaéne I 0,47 |
182 || 14.603 || 1-Cyano-8-hydroxy-7 methoxyisoquinoline || 0,23 |
183 || 14702 || Cadina-1,4-diéne | 086 |
184 || 14782 || Ethanone I 142 |
185 || 14873 || tau.-Cadinol I 2,21 |
186 || 14926 || Epizonaren I 264 |
187 || 15.044 || a-Cadinol I 313 |
|88 || 15196 || 5-Azulenemethanol | 069 |
189 || 15250 || o-Selingne | 048 |
90 || 15333 || Dehydroaromadendrene I 0,68 |
|91 || 15497 || 1H-Indéne I 285 |
192 || 15554 || 2,3,4,5-Tetrahydropyridazine I 2,28 |
(93 || 15664 || Naphthaléne I 0,86 |
|94 ]| 15759 || Farnésol | 013 |
|95 || 15904 || 3-(4-Methoxyphenyl)isoxazol-5(4H)-one || 0,14 |
196 || 16.021 || Trans-Farnesal | o018 |
97 16.105 a-Hexyl-5-1sopropylidéne-6-methyldeca- 0,09
3,6, 9-trien-2-one
|98 || 16181 || Trans-Calamenéne | 009 |
(99 || 162091 || Deacetyl-Coralloidin-B | 012 |
100 || 16550 || Isobutyl benzoate | 032 |
(101 || 16.793 || (35,4R,5S,6R,7S)-Aristol-9-en-3-ol I 0,15 |
1102 || 16.869 || Quinoline I 0,15 |
1103 || 16.953 || Spathulénol I 0,16 |
(104 || 17.006 || Acide pPentadécanoique I 0,10 |
(105 || 17.090 || Trans-Nuciferol | 010 |
106 || 17.189 || 2-Pentadécanone I 0,13 |
107 || 17364 || 1,2-Ethanediol I 0,13 |
(108 || 17500 || Acide Phthalique I 0,25 |
[109 || 18113 || Cis-Nerolidol | 014 |
[110 || 18470 || Acide Palmitique | 024 |
[111 || 18504 || Cyclopentylcyclohexane I 0,18 |
[112 || 18546 || Dibutylphthalate | 025 |
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Tableau 58. Composition des huiles essentielles de Ferula vesceritensis (Constantine) (suite)

N° Temps de Composé Pourcentage
Rétention (%)

113 || 18763 || Phenyl benzoate I 0,36 |

[114 ]| 20.093 || Phytol | 016 |

115 || 21466 || Acide 3-Methylbut-2-enoique I 0,10 |

Les composés identifiés représentent 94,37 % des composés qui constituent 1’huile essentielle
de Ferula vesceritensis récoltée dans la région de Constantine (115 produits).

Cette huile est caractérisée par la présence de plus d’une centaine de constituants, la plupart
sont présents en faible proportion, et les composants majoritaires sont : D-Carvone (13,10 %),
Rotundifolone (8,49 %), D-Limonéne (4,12 %), a-Pinéne (4,07 %) et a-Cadinol (3,13 %).
Cette composition est différente par rapport a I’huile essenticlle de Ferula vesceritensis

étudiée précédemment.

A noter que c¢’est la premiére fois pour le genre Ferula que les composants majoritaires sont
D-Carvone et Rotundifolone.

Par contre le monoterpene bicyclique a-Pinéne, le sesquiterpéne a-Cadinol et I’hydrocarbure
terpénique D-Limonéne ont été trouveés parmi les composés majoritaires dans les huiles
essentielles de certaines espéces du genre Ferula. Cette différence dans la composition des
huiles essentielles des deux plantes peut étre due principalement au changement géographique
et climatique, mais le type d’extraction des huiles essentielles, les conditions opératoires de
I’analyse ainsi que les méthodes d’identification peuvent influencer aussi les résultats de la

composition chimique des huiles essentielles.
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Conclusion générale

Ce sujet de recherche a caractere phytochimique et pharmacologique, est axé sur 1’étude de la
chimie de deux espéces, 1I’'une Salvia phlomoides Asso. de la famille des Lamiacées, et 1’autre
Ferula vesceritensis Coss.et Dur. de la famille des Apiacées. De méme 1’évaluation de
I’activité biologique des extraits et des composés isolés de ces deux especes, ainsi que 1’étude

de la composition de leurs huiles essentielles ont été effectuées.

Les phases acétate d’éthyle et chloroforme de Salvia phlomoides et la phase acétate d’éthyle
de Ferula vesceritensis (Est) ont subi des fractionnements par utilisation des techniques
chromatographiques (CC et CCM). lls ont abouti a la séparation de douze composés.

Les structures chimiques des composés isolés ont été établies par les différentes méthodes
d’analyse spectrale (RMN 1D, RMN 2D, SM-HR-ESI et IR), et la comparaison avec les
données spectroscopiques rapportées dans la littérature.

Les composes isolés sont :

e De Salvia phlompoides :

20, 3B, 11a-trihydroxyoléane-18-ene (1)
- 3B-acétoxy, 2a, 11a-dihydroxyoléane-18-ene (2)
- 20-acétoxy, 3B, 11a-dihydroxyoléane-18-éne (3)
- a-amyrine (4)
- 5-hydroxy-7,4’-diméthoxyflavone (5)
- Apigénine (6)
- Lutéoline (7)
- Acide caféique (8)
- Apigénine-7-O-B-glucoside (9)
e De Ferula vesceretensis (Est):
- Apigénine (10)
- Lutéoline (11)
- Lutéoline-7-O-B-glucoside (12)

Les composés 1, 2 et 3 sont de nouvelles structures, isolés pour la premiére fois a partir d’une

plante, et les composés 4, 5, 6, 7, 8 et 9 sont nouveaux pour 1’espece Salvia phlomoides.

Les composes 10, 11 et 12 sont nouveaux pour I’espéce Ferula vesceritensis.
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La cytotoxicité in vitro des composés 1, 2 et 3 a éte évaluée sur un panneau de 60 lignees
cellulaires cancéreuses humaines, désignées par « NCI-60 ». Le composé 2 était le plus actif,
il présente un effet inhibiteur contre 32 lignées de cellules tumorales, les souches les plus
sensibles sont les RPMI-8226 de la leucémie avec un pourcentage de 38,22 % d’inhibition de
croissance des cellules tumorales.

Les extraits acétate d’éthyle et n-butanol des deux espéces montrent une grande teneur en
polyphénols et en flavonoides. Leur activité antioxydante a été évaluée par plusieurs
méthodes (Piégeage du radical libre DPPH’, réduction du radical cation ABTS™, piégeage du
radical superoxyde O,”, CUPRAC et réduction du Fer FRAP). Les résultats montrent un
potentiel antioxydant remarquable des extraits testés, dont 1’extrait acétate d’éthyle de Salvia
phlomoidesest le plus élevé, et 1’extrait acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis de 1’Est est

plus actif que celui du Sud.

L’huile essentielle de Salvia phlomoides a été étudiée pour la premiére fois dans ce travail,
cette étude est une contribution a une meilleure connaissance de sa composition, en vue de sa
valorisation. Les résultats de I’analyse et ’identification par CG-SM montrent la présence de
23 composés, dont les composés majoritaires sont 6,10,14-triméthyl-pendécane-2-one
(Hexahydrofarnesyl acétone) (28,26 %), Dibutylephtalate (14,51 %), Phytol (7,23 %), a-
Humuléne (5,83 %), Oxyde de caryophylléne (5,66 %) et B-Caryophylléne (4,94 %).

L’¢étude de la composition chimique des huiles essentielles de Ferula vesceritensis récoltées
de Bechar montre aprés analyse par CG-SM la présence de 54 Composés, dont les composés
majoritaires sont: Shyobunol (18,28 %), 6-Cadinéne (15,49 %), y -Cadinéne (4,78 %),
Isolédéne (4,64%) et Dauca-5,8-diene (4,1 %), par contre celle récoltée de Constantine est
majoritairement composé de D-Carvone (13,10%), Rotundifolone (8,49 %), D-Limonéne
(4,12 %), a-Pinéne (4,07 %) et a-Cadinol (3,13%). Il est important de mentionner que c’est la
premiere fois pour le genre Ferula que les composants majoritaires sont D-Carvone et

Rotundifolone.
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RESUME

Ce travail concerne 1’étude phytochimique et pharmacologique de deux espéces Salvia
phlompoides Asso .de la famille des Lamiacées et Ferula vesceritensis Coss.et Dur. de la
famille des Apiacées.

La séparation et la purification par les méthodes chromatographiques des extraits
chloroforme et acétate d’éthyle de Salvia phlomoides ont permis d’isoler neuf composés,
quatre triterpenes dont trois nouvelles structures, quatre flavonoides et un acide phénolique, et
trois composés de type flavonoides del’extrait acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis. La
détermination struturale des composés isolés a été réalisée grace a I’analyse des spectres IR,
SM-HR-ESI, RMN 1D et 2D (RMN *H, RMN *C, DEPT-135, HSQC, HMBC, COSY et
NOESY), ainsi que par la comparaison avec les données de la littérature.

L’évaluation de la cytotoxicité des nouveaux triterpénes a montré un effet inhibiteur
sélectif contre le panneau des lignées cellulaires tumorales humaines INC-60 de I’institut
National du Cancer des Etats Unis. L’évaluation de 1’activité antioxydante par différentes
méthodes des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de Salvia phlomoides, et de I’extrait
acétate d’éthyle de Ferula vesceritensis indiquent une capacité antioxydante importante.

L’analyse par CG et CG-SM des huiles essentielles des deux espéces a montré que celle
de Salvia phlomoides, étudiéé pour la premiére fois, est majoritairement composée de
Hexahydrofarnesyl acétone, Dibutyle phtalate, Phytol, a-Humuléne, Oxyde de caryophylléne
et B-Caryophylléne, et les composants majoritaires de [’huile essentielle de Ferula
vesceritensis (Sud) sont : Shyobunol, 3-Cadinéne, Y-Cadinéne, Isolédéne, et Dauca-5,8-diene.
Alors que pour Ferula vesceritensis (Est), D-Carvone et Rotundifolone ont été trouves comme

composants majoritaires pour la premiere fois dans le genre Ferula.

Mots cles : Lamiacées, Salvia phlomoides, triterpénes, oléananes, cytotoxicité, Apaiacées,

Ferula vesceritensis, flavonoides, activité antioxydante
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ABSTRACT

This work deals with phytochemical and pharmacological study of two species Salvia
phlomoides Asso. from Lamiaceae family and Ferula vesceritensis Coss. Et Dur. from the
Apiaceae family.

The separation and purification by chromatographical methods of chloroform and ethyl
acetate extract of Salvia phlomoides led to the isolation of nine compounds including four
triterpenoids from which three are new, four flavonoids, one phenolic acid, and three
flavonoids from the ethyl acetate extract of Ferula vesceritensis. The structural determination
of the isolated compounds was established on the basis of spectral analysis IR; ESI-HR-MS,
1D and 2D NMR (*H NMR, *C NMR, DEPT-135, HSQC, HMBC, COSY and NOESY), and
comparison with literature data.

Evaluation of the cytotoxicity of the new triterpenoids showed a selective inhibitory
effect against the panel of human tumor cell lines NCI-60 of the National Cancer Institute of
the United States of America. Evaluation of the antioxidant activity by different methods of
the ethyl acetate and n-butanol extracts of Salvia phlomoides and ethyl acetate extract of
Ferula vesceritensis indicates an important antioxidant capacity.

The GC and GC-MS analysis of the essential oils of the two species showed that the
essential oil of Salvia phlomoides (studied for the first time) was mainly represented by
Hexahydrofarnesyl acetone, Dibutyle phtalate, Phytol, a-Humulene, Caryophyllene Oxyde
and B-Caryophyllene, and major components of the essential oil of Ferula vesceritensis
(South) were Shyobunol, 5-Cadinene, Y-Cadinene, Isoledene and Dauca-5,8-diene, while for
Ferula vesceritensis (East), D-Carvone and Rotundifolone were found as major components

for the first time in the genus Ferula.

Key words : Lamiaceae, Salvia phlomoides, oleanane triterpenoids, cytotoxicity screening,

Apaiaceae, Ferula vesceritensis, flavonoids, antioxidant activity.
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Three previously unreported triterpenoids 2a,3f,11a-trihydroxyolean-18-ene 1, 3B-acetoxy,2a,11a- dihydrox-
yolean-18-ene 2 and 2a-acetoxy,3p,11a-dihydroxyolean-18-ene 3 were isolated from the chloroform extract of
aerial parts (leaves and flowers) of Salvia phlomoides collected from the Constantine region in the east of Algeria.
Structures were determined using NMR spectroscopy and HR-ESI mass spectrometry. Compounds 1, 2 and 3
were tested against the NCI panel of human tumour cell lines at a single dose of 10 pM. Compound 2 was the

most active showing a 38% growth inhibition against the leukaemia RPMI-8226 line.

1. Introduction

Salvia, one of the largest genera of the Lamiaceae family, is re-
presented by over 900 species (Standley and Williams, 1973). Many
species from the Salvia genus have been reported to produce com-
pounds with pharmacological properties including antioxidant, neuro-
protective (Asadi et al., 2010; Ben Farhat et al., 2009; Orhan et al.,
2012), anti-inflammatory (Kamatou et al., 2010), antimicrobial
(Veli¢kovié et al., 2002), antiviral (Schinitzler and Nolkemper, 2008),
cytotoxic (Topcu et al., 2008) and antitumor (Fiore et al., 2012) ac-
tivities. The major constituents of the aerial parts of the genus are fla-
vonoids and triterpenoids(Topcu, 2006). This investigation of the che-
mical constituents of Salvia phlomoides was undertaken to investigate
the flora of Algeria, and it led to the isolation of previously unreported
oleanane triterpenoids 1, 2 and 3.Previously root material sourced in
Spain was investigated and yielded a range of abietane diterpenoids
(Hueso-Rodriguez et al., 1983; Rodriguez, 2003) and aerial parts
yielded a range of 3,11- and 2,3 oxygenated lupane derivatives (Savona
and Rodriguez, 1980; Garcia-Alvarez et al., 1981).

2. Results and discussion

Fractionation of the chloroform extract of the aerial parts of Salvia
phlomoides led to the isolation of three unreported triterpenoids, com-
pounds 1-3 (Fig. 1), a-amyrin and 5-hydroxy-7,4"-dimethoxyflavone.
The EtOAc extract yielded caffeic acid and the flavonoids, apigenin,

* Corresponding author.
E-mail address: sbenayache@yahoo.com (S. Benayache).

https://doi.org/10.1016/j.phytol.2018.02.004

luteolin and apigenin-7-O-glycoside, all reported for the first time from
this species.

The HR-ESI spectrum of compound 1, isolated as a white solid,
showed a [M + Na]* ion at m/z = 481.36522, consistent with the
molecular formula CsoHsoOsfor the compound. The IR spectrum
showed a hydroxy group stretch at 3365 cm ™", The'*C NMR spectrum
in conjunction with the DEPT spectrum (Table 1) showed 30 signals
including 8 upfield methyl group proton signals of a pentacyclic tri-
terpenoid (Mahato and Kundu, 1994), two signals in the alkene region
(8c130.2 and 8:141.7) six fully substituted, eight methylene and six
methine (including three oxymethine) carbons indicating an oleanane
triterpenoid. A resonance at §:56.2 was assigned as C-5 and it showed
correlations in the HMBC spectrum with the 3H-23 (841.03), 3H-24
(81;0.84), oxymethine H-3 (8;3.00, dd, J = 3.2, 9.6 Hz), 3H-25 (§51.17)
and H-9 (8;1.39) resonances. The H-3 resonance showed coupling in
the COSY spectrum with the H-2 oxymethine resonance (8y 3.72, m),
which, in turn, showed correlations in the HMBC spectrum with the C-4
(8¢39.5) and C-10 (8.40.3) resonances. The COSY spectrum showed
coupling between the H-9 and H-11 oxymethine resonance (8;; 4.01, m)
so the third hydroxy group was placed at C-11. The H-11 resonance
showed a correlation in the HMBC spectrum with the methine C-13 (8¢
37.7) resonance, which, in turn, showed a correlation with the 3H-27
(8110.75) and alkene H-19 (834.86) resonances. The H-13 resonance
(812.43) showed correlations in the HMBC spectrum with the C-18
(8¢141.7), C-19 (8¢ 130.2) and C-17(8. 34.5) resonances, the C-18 re-
sonance showed correlations with the 3H-28 (81.01) resonance, and
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1:R1=R2=R3

=OH
2 R, = OAc, Ry=R5 = OH,
3 R2 = OAC, R1 = R3 =0OH

Fig. 1. Structures of compounds 1, 2 and 3 isolated from Salvia phlomoides.

the H-19 (8u4.86)resonance showed correlations with the 3H-29
(810.95)and 3H-30 (810.95) methyl group proton resonances. Thus the
double bond was placed at C-18.

The relative configuration of compound 1 was determined using the
NOESY spectrum where correlations were seen between the H-3/3H-23,
H-3/H-5; H-2/3H-24, H-2/3H-25, H-5/H-9, H-9/3H-27, H-11/3H-26,
H-11/3H-25, H-13/3H-26, H-13/3H-28, H-19/H-12a and f, H-19/3H-
29, H-19/3H-30, 3H-24/3H-25 resonances confirming that the hydroxy
groups were at C-2a, C-3p and C-11a. The downfield chemical shift of
H-1a was unusual. The HSQC spectrum clearly showed a correlation
between the C-1 resonance (8¢ 49.7) and the H-1 resonances at 8 3.10
and 8 1.05. The unusually downfield H-1 resonance at 8y 3.10 was
seen to correlate with the 3H-25(841.17) resonance in the NOESY
spectrum and was thus assigned as H-1f. This assignment was con-
firmed by the two coupling constants (J = 4.6,12.8 Hz), the 12.8 Hz
coupling constant would be due to geminal coupling with H-1a and the
4.6 Hz coupling constant would be due to axial/equatorial coupling
with H-2f. A model shows that H-1p lies directly between the oxygens
of the hydroxy groups at C-2a and C-11. A literature search on the
effect of a 11a-hydroxy group on the H-1f resonance showed that in
3B,11a,28-trihydroxyolean-18-ene, the two H-1 resonances occurred at
8y 1.14 and 8y 2.67 (Osorio et al., 2012), thus a hydroxy group at C-
11a has a marked downfield effect on the H-1[ resonance here, and the
hydroxy group at C-2a in compound 1 causes an additional deshielding
effect moving the resonance to the unusual downfield shift of &y
3.10.Thus compound 1 was identified as 20,3p,11a-trihydroxyolean-
18-ene.

Compound 2 was isolated as a white solid. HR-ESI analysis indicated
a [M + Na]* peak at m/z = 523.37570, indicating a molecular formula
of CapHsy04for the compound. The IR spectrum displayed bands at
3368 and 1720 cm ™ ascribed to hydroxy and carbonyl stretches re-
spectively. The NMR spectra were very similar to those of compound 1
except that the '3C NMR spectrum showed an extra carbon resonance at
8c172.6 and nine methyl group carbon resonances. The 'H NMR
spectrum showed an addition downfield methyl group proton re-
sonance at 8y 2.13, indicating that one of the hydroxy groups present in
compound 1had been converted to an acetate. The acetate was placed
at C-3f as the H-3 resonance seen at 8 3.00, in compound 1 had shifted
downfield to 8y 4.50(d, J = 10.0 Hz) in compound 2. Coupling between
the H-3a/H-2f (84 3.81)/two H-1 (843.20, 811.05) resonances was
seen in the COSY spectrum. Thus compound 2 was identified as 3B-
acetoxy,2a,11a-dihydroxyolean-18-ene.
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Compound 3 was obtained as a white solid, and the HR-ESI mass
spectrum displayed an [M + Na]* ion at m/z = 523.37570 corre-
sponding to a molecular formula of C3,Hs,04 as for compound 2. The
IR spectrum showed bands at 3461 and 1720 cm ™! characteristic of
hydroxy group and carbonyl stretches respectively. The '°C and 'H
NMR spectra again indicated the presence of a monoacetate with re-
sonances at 8¢ 172.6 and 8¢ 21.7and 8y 2.06 and the resonance as-
cribed to H-2 in compound 1 shifted downfield to 8y 5.01. The COSY
spectrum showed coupling between the H-3 (8y 3.17), H-2 (84 5.01)
and two H-1 (8y 3.05 and 1.05) resonances confirming the structure to
be 2a-acetoxy-3f,11a-dihydroxyolean-18-ene.

Compounds 1-3 have not been reported previously. Analogous
2,3,11-hydroxylupenyl derivatives have been reported from Salvia
phlomoides from Spain, and 2a,3p-dihydroxyolean-18-ene was reported
from Salvia cabulica (Shazia et al., 2001)so it is not surprising that these
oleanyl derivatives have now been found in the Algerian collection.

Compounds 1-3 showed weak selective inhibitory effects in the
NCI60 human tumour cell line screen at a single dose of 10 pM, with
compound 2 the most active. Compound 2 showed 38% growth in-
hibition against the RPMI-8226 leukaemia cell line, 36 and 34% against
the non-small cell lung cancer NCI-H460 and NIC-H522 cell lines re-
spectively, and30% inhibition of the colon cancer HT29 cell line. Full
screening data is supplied in the Supplementary data.

3. Experimental section
3.1. General experimental procedures

IR spectra were recorded using a Perkin-Elmer (2000 FTIR) spec-
trophotometer using KBr windows. 'H, '3C and 2D NMR spectra were
recorded on a Bruker AVANCE III NMR spectrometer, operating at
500 MHz for *H and 125 MHz for **C, using standard experiments from
the Bruker pulse programs library. Chemical shifts are reported in ppm
(8) referencing the solvent signal (CDCl; or CD3;0D) as internal stan-
dard respect to TMS (0 ppm), and coupling constants (J) are measured
in Hz. HR-ESIMS was performed on a Bruker MicroToF Mass
Spectrometer, using an Agilent 1100 HPLC to introduce samples.
Gravity column chromatography was performed using silica gel (Merck
230-400 mesh) packed 1 or 4 cm diameter columns. Compounds were
visualized under UV light at 365 nm, followed by spraying with 1%
vanillin-H,SO,4 spray reagent and heating.

3.2. Plant material

Aerial parts (leaves and flowers) of Salvia phlomoides were collected
in April 2012 from Constantine in the east of Algeria (Coordinates: N
36°3244.97” E 6°62’34.35”, 680 m a.m.s.1.) and authenticated by Prof
Mohamed Kaabache, Department of Biology and Plant Ecology,
University of Setif 1, Algeria. A voucher specimen (SP-125-5-06) has
been deposited at the VARENBIOMOL Research Unit Herbarium,
University of Constantine 1, Algeria.

3.3. Extraction and isolation

Aerial parts ofSalvia phlomoides(1400 g of flowers and leaves) were
shade dried and macerated with MeOH/H,0 (8/2, v/v) at room tem-
perature for 3 x 48h, followed by filtration. After filtration, the ex-
tracts were concentrated using a rotary evaporator and diluted with
distilled water (500 ml, 25 °C), agitated and left to stand overnight. The
resulting aqueous solution was extracted successively with petroleum
ether, CHCl3, EtOAc and n-butanol. The organic extracts were con-
centrated to obtain to yield four extracts: petroleum ether (0.24 g),
CHCl5 (6.0 g), EtOAc (6.0 g) and n-butanol (12.0 g). The chloroform and
ethyl acetate extracts were examined in this work.

The chloroform extract was fractionated by column chromato-
graphy over silica gel 60 (Merck 230-400 mesh), with gradient elution
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Table 1
NMR data of compounds1-3 in CDCl3,
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No 1 2 3 No 1 2 3
'3C NMR data 'H NMR data

], 49.7 50.9 48.6 la 1.05m 1.05m 1.05m

B 3.10dd (J = 4.6, 12.8) 3.20dd (J=47,12.9) 3.05dd (J = 4.8, 11.6)
2 69.5 67.8 77.4 2 3.72m 3.81m 5.01m
3 83.6 84.8 81.0 3 3.00dd (J = 3.2, 9.6) 4.50d (J = 10.0) 3.17dd (J = 6.4,10. 3)
4 39.5 39.5 30.2 4 = - =
5 56.2 56.1 56.0 5 0.82m 0.88m 0.88m
6 18.2 18.2 18.1 6a 1.58m 1.51m 1.53m

B 1.37m 1.38m 1.36m
7 35.7 35.6 35.6 7a 1.35m 1.32m 1.32m

B 1.49m 1.48m 1.48m
8 43.2 43.2 43.2 8 - - =
9 56.5 56.4 56.1 9 1.39m 1.40m 1.40m
10 40.3 40.1 40.2 10 = - -
11 71.1 71.0 70.1 11 4.01m 4.01m 4.01m
12 38.7 38.7 38.6 12a 1.29m 1.30m 1.30m

B 1.74m 1.72m 1.72m
13 37.7 37.7 37.6 13 2.43brd (W2 =19.7) 2.42br d (W, = 19.8) 2.42brd (W,

2=28.0)

14 43.0 43.0 43.0 14 - - -
15 27.7 27.7 27.7 15a 1.12m 1.09m 1.09m

B 1.70m 1.69m 1.69m
16 37.5 37.5 37.5 16a 1.35m 1.34m 1.32m

B 1.43m 1.45m 1.48m
17 34.5 34.5 34.5 17 - - -
18 141.7 141.6 141.7 18 - - -
19 130.2 130.2 130.2 19 4.86br d (W2 = 4.1) 4.87 br d (Wy,2 = 4.1) 4.85 br d (Wy» = 4.5)
20 32.6 32.6 32.6 20 - - -
21 33.5 33.5 33.5 2la 1.33m 1.32m 1.32m

B 1.45m 1.44m 1.43m
22 37.8 37.8 37.8 22a 1.35m 1.34m 1.35m

B 1.42m 1.42m 1.41m
23 28.9 28.9 28.8 23 1.03s 0.99s 1.01s
24 17.0 17.6 16.9 24 0.84s 0.88s 0.87s
25 18.3 18.2 18.0 25 1.17s 1.17s 1.20s
26 17.6 17.8 17.6 26 1.09s 1.08s 1.09s
27 14.6 14.6 14.5 27 0.75s 0.75s 0.75s
28 25.5 25.5 25.5 28 1.01s 1.01s 1.04s
29 315 315 31.5 29 0.95s 0.94s 0.94s
30 29.3 29.3 29.3 30 0.95s 0.95s 0.95s
Ac ot 172.6 172.6 - - -

- 21.4 21.7 Ac - 213s 2.06s

3-OH - - - 3-OH 217d (J = 3.2Hz)
2-OH - - - 2-OH 1.86 br s (Wy,

2 =10.5Hz)

*Values in parenthesis are J orW,,, in Hz.

using CH,Cl,/acetone with increasing polarity to yield 21 fractions of
100 cm®. Fraction 3 gave a yellow precipitate (110 mg) identified as 5-
hydroxy-7,4’-dimethoxyflavone (Yang et al., 1995), fraction 5 gave a
white precipitate (50 mg) identified as a-amyrin (Chaturvedula and
Prakash, 2013), fraction 14 gave compound 1 as a pure white pre-
cipitate (30 mg) which was separated by filtration. Fraction 9 was
fractionated further using flash chromatography using a 1/1: CH,Cly/
EtOAcsolvent mixture collecting 10 cm® fractions. Sub-fractions 21 and
12, gave pure compounds 2(24 mg) and 3(27 mg) respectively.

The ethyl acetate extractwas fractionated by column chromato-
graphy over silica gel 60 (Merck 230-400 mesh), with gradient elution
using CHClz/acetone with increasing polarity to yield 16 fractions of
100 cm®. Fraction 5 was further separated to yield apigenin (230 mg)
(Alwahsh et al., 2015) and luteolin (155 mg) (Lee et al., 2013), fraction
9 yielded, after further purification, caffeic acid (35 mg) (Diiriist et al.,
2001) and fraction 13 yielded apigenin-7-O-glucoside (56 mg)
(Giivenalp et al., 2006).

The structures of known compounds were confirmed by comparison
of NMR data against literature values as referenced above. A detailed
separation scheme is provided in the Supporting information.
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3.4. Compound screening

The anticancer activity of compounds1-3 was evaluated at a single
dose of 10 pM against the NCI60 panel of human tumour cell line which
is derived from nine cancer cell types: leukaemia, lung, melanoma,
colon, nervous system, ovary, renal, prostate and breast cancer ac-
cording to the NCI protocol (Shoemaker, 2006).

4. Compound characterization

2a,3B,11a-trihydroxyolean-18-ene (1):white solid;IR (neat on KBr
Windows) vmayx 3365cm ™% 'H NMR (CDCls, 500 MHz) and'*C NMR
(CDCl;, 125MHz) data are given in Table 1; HR-ESIMS m/z
481.36522[M + Na] * (caled for C30Hs003Na,481.36576).

3B-acetoxy, 2a,11a-dihydroxyolean-18-ene (2): white solid;IR (neat on
KBr windows) vmax 3368 and 1720 cm™%; *H NMR (CDCl3, 500 MHz)
and '*C NMR (CDCls, 125 MHz) data are given in Table 1; HR-ESIMS
m/z 523.37570 [M]" (calcd for C32Hs204Na, 523.376330).

2a-acetoxy-3p,11a-dihydroxyolean-18-ene (3): white solid;IR (neat on
KBr windows) vmay 3461 and 1720 em™; 'H NMR (CDCls, 500 MHz)
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and '*C NMR (CDCls, 125 MHz) data are given in Table 1; HR-ESIMS
m/z 523.37570 [M]™ (caled for C3,Hs,0,4Na, 523.376330).
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