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Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont toujours été
une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30% de tous les
médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont dérivés des produits naturels (des
plantes, des animaux, des bactéries et des champignons) ou sont des dérivés de produits
naturels. En dépit de cela, dans les derniéres décennies, principalement en raison de l'avancée
de la chimie de synthese, la recherche sur les produits naturels dans l'industrie pharmaceutique
a connu un lent déclin. Toutefois, des données récentes de l'industrie pharmaceutique montrent
que, pour certaines maladies complexes, les produits naturels représentent toujours une source
extrémement précieuse pour la production de nouvelles entités chimiques, car ils représentent
des structures privilégiées choisies par les mécanismes d'évolution sur une période de millions

d'années [1-4].

L'Algérie, de part sa situation géographique et climatique, possede une flore

particulierement riche et diversifiée depuis longtemps exploitée par la médecine traditionnelle

de ses habitants.Cette flore comprend environ 4000 taxons répartis en 131 familles et 917
genres. Le nombre d’endémiques nationales est de 464 (387 espéces,53 sous especes et 24
variétés) [5].Par ailleurs, on ne peut que se réjouir du fait que I’Algérie est un bon exemple de
pays en développement qui a pris conscience de la richesse et de I'importance de sa médecine
traditionnelle puisque touten s’efforcant de moderniser son systeme de santé sur le modéle
occidental, elle rend prioritaire I'étude des plantes médicinales par les laboratoires de recherche

universitaires, dans le but de rationaliser leurs utilisations encore trés répandues dans ce pays .

C’est sur la base de ce constat que repose cette étude qui est le fruit d’'une collaboration
entre le laboratoire de phytochimie et analyses physico-chimiques et biologiques de l'université
Mentouri de Constantine et 'UFR de médecine et de pharmacie de Rouen. Ces deux
laboratoires, depuis une dizaine d’années, développent des travaux en collaboration sur des
familles de plantes sélectionnées, pour contribuer a la valorisation de la flore algérienne, qui
n'a pas encore livré tous ses secrets dans les domaines de la phytothérapie et de la
chimiothérapie.

L’exploration des plantes médicinales en Algérie, actuellement menée au sein de notre
laboratoire, est consacrée exclusivement a la famille des Apiacées largement utilisée, d’'une
part, & des fins alimentaires et d’autre part, en médecine traditionnelle pour soigner certaines

pathologies.
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Les recherches poursuivies dans les deux laboratoires, dédiées a la découverte de nouveaux
composeés actifs, ont montré que les especes de la famille des Apiacées étaient une source de
métabolites secondaires particulierement variés [6,7] dont certains représentants sont de
structure originale. C’est par exemple le cas du carunoside, une furocoumarine, isolée de

Carum montanupdécrite pour la premiere fois [8].

Au-dela de cet objectif principal, visant la recherche de nouvelles structures a potentialités
biologiques, notre laboratoire oriente une partie de ses activités vers I'étude de nouvelles huiles

essentielles.

En effet, les huiles essentielles représentent aujourd’hui une importante part de marché dans
I'univers des cosmeétiques, de la santé et du bienétre. Les cosmétiques apres avoir privilégié la
piste des molécules de synthése, moins couteuses a produire, ont tendance aujourd’hui a se
retourner vers les molécules naturelles d’ou I'intérét des laboratoires pour les huiles essentielles
totalement naturelles. Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés
naturels qui peuvent étre rencontrés dans une large variété de plantes. Dans notre laboratoire, le
choix des espéces veégétales est fonction de leur abondance dans la nature et de leurs qualités
odoriférantes. De nombreuses études ont été publiées sur la composition d’huiles essentielles
obtenues a partir dedifférents organes des plantes et provenant de sites de récolte variés [9,10].

Pour notre part, conformément a l'axe de recherche principal de notre laboratoire
(laboratoire de phytochimie et analyses physico-chimiques et biologiques de l'université
Mentourie Constantine), la plante retenue dans le cadre du présent travail de recherche est

Cachrys libanotid.., espéce appartenant a la famille des Apiacées.
Objectifs

A ce jour, a notre connaissance, les résultats des recherches bibliographiques sur d’éventuels
travaux précédemment effectués sur cette espéce, ont montré que 'huile esse@etierge
libanotis L. n'a pas fait I'objet d’investigations sur le plan chimique et biologique. En
revanche, les travaux de Pireral [11] ont porté sur les coumarines que contient cette plante.

On peut donc souligner le caractére innovant de cette recherche, couplant une étude sur la
composition chimigue de l'huile essentielle de cette espéce et une étude phytochimique
relatives aux meétabolites secondaires isolé€aehrys libanotigécoltée en Algérie. Il serait
judicieux de procéder a une étude comparative entre les deux variétés et voir I'influence de

I'environnement et 'effet des variations géographiques sur la biogenése.
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Nos travaux seront présentés comme suit :

- Un premier chapitre, essentiellement bibliographique, est consacreé a une
présentation botanique de la famille des Apiacées, du genre Caelimgsqu’aux
travaux phytochimiques antérieurs relatifs aux métabolites secondaires les plus
couramment isolés de la famille et du genre. Ce chapitre rapporte également les
activités biologiques de la plus part de ces composés.

- Un deuxiéme chapitre présente des généralités sur les coumarines et les huiles
essentielles, la classification, les structures, les sources naturelles, la biosynthése,
les méthodes d’extractions et d’analyses et les utilisations thérapeutiques.

- Un troisieme chapitre, expérimental, consiste en la présentation de nos travaux avec
les protocoles d’isolement et de purification et la discussion des résultats obtenus.

- Enfin, nous présenterons une conclusion générale.
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Chapitre I :

Rappels botaniques et chimiques de la
famille des Apiacées et du genre
Cachrys



Chapitre 1

I-1La famille des Apiacées

| -1-1 Les Apiacées dans la systématique

Cette vaste famille a été créée par Antoine Laurent de Jussieu en 1789 sous le nom
d’'Umbelliferae, puis nommée Apiacées par John Lindley en 1836 [1]. Cette famille a été
également jusqu’a il y a quelques années tres fréquemment décrite sous le nom d’Ombelliferes,

en relation avec la structure en ombelles des inflorescences.

Selon la classification classique d’Arthur Cronquist [2, 3], basée sur des caractéres morpho-
anatomiques et chimiques, la famille appartient a la division des Magnoliophyta (encore
appelées Angiospermes ou plantes a fleurs), classe des Magnoliopsida, sous-classe des Rosidae
et ordre des Apiales. Cette position systématique est discutée au sein de la communauté
scientifique des Botanistes. En effet, d’autres auteurs classiques de référence tels que Thorne,
Dahlgren ou encore Takhtajan, la placent au sein des Araliales en raison de caractéres

morphologiques proches de la famille des Araliacées [4].

Dans la systématique classique, suivant en cel&rdeaux de Drude [5], les Apiacées se
répartissent en 3 sous-familles selon les caractéres morphologiques du fruit : les Apioideae
(sous-famille la plus vaste), les Hydrocotyloideae et les Saniculoideae.

Une autre classification, plus récente, est la classification phylogénétique dite «APG»
(Angiosperm Phylogeny Group), régulierement actualisée (derniere version APG Il 2009).
Celle-ci, basée sur des caractéres moléculaires issus de genes chloroplastiques permet de faire
apparaitre une dynamique évolutive ainsi que des liens de parenté existant entre les différents

taxons.

Selon cette classification, I'ordre des Apiales serait monophylétique. Les Apiacées occupent
une position assez haute dans I'évolution en faisant partie des Eu-dicotylédones évoluées
encore appelées Astérides. Malgré tout, les Apiacées n’en possedent pas tous les criteres, a
savoir par exemple des fleurs encore dialypétales, alors que la majorité des Astérides présentent
des fleurs gamopétales, reflet d'une adaptation évolutive a la protection des piéces
reproductrices. Par contre, le caractére tenuinucellé des ovules et la présence d'un seul
tégument, ou bien encore certains caracteres biochimiques, signent leur appartenance aux

Astérides.
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Une synthése de la position systématique de la famille des Apiacées selon les principaux

auteurs précédemment cités figure dans le tableau-01 suivant.

Auteur Engler Cronquist Thorne Dahlgren  Takhtajan APGIII
Supe-classe Tricolpées
(Eudicotylédones)
Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Tricolpées évoluées
Sous-classe| Archichlamyda¢ Rosidae Magnoliidae Cornidae Asteridae
Super-ordre Cornanae Aralianae Euastéridées lllou

Campanulidées

Ordre Umbelliflorae | Apiales Araliales Apiales

Famille Umbelliflorae Apiaceae

Tableau-01 : Position de la famille des Apiacées dans les systéemes de
classifications évolutives.
I-1-2 Répartition géographique
Cette vaste famille rassemble 446 genres pour environ 3500 especes cosmopolites [1], mais

elle est particulierement représentée dans les régions tempérées de I’hnémisphére nord et des

montagnes tropicales (figure-01).

- Préser

Figure-01 : Répartition géographique mondiale des Apiacees [6].
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Il s’agit d’une famille tres homogéene, une des plus faciles a reconnaitre, grace a ses
inflorescences en ombelles généralement composées, inversement les espéces sont parfois

difficiles a distinguer les unes des autres.

Les principaux genres somryngium avec 230 espéeceBupleurum, avec 180 espeéces,
Ferula , avec 170 especddmpinella , avec 150 especeBeucedanumavec 120 especes,
Hydrocotyle, avec 120 especeéngelica, avec 100 espécesymatium , avec 70 especes ,
Heracleum avec 65 espéces et Apitemec 25 espéces.

Les genres se répartissent entre les continents, avec une prédominance pour le continent

asiatique.
Continent Genres Endémiques
Afrique 126 divers 50
Amérique 197 52
Asie 265 159
Australie 36 11
Europe 139 29

Tableau-02 :Répartition mondiale des genres d'Apiacées [6]

La famille des Apiacées occupe une place importante dans la flore algérienne ou elle est
représentée par 56 genres, 130 especes (dont 24 endémiques) et 26 sous especes [7].

I-1-3 Caracteres botaniques généraux de la famille

La famille est relativement homogéne et caractérisée notamment par son inflorescence

typique, I'ombelle.
Il s’agit de plantes herbacées, annuelles, bisannuelles ou vivaces, parfois arbustives.

Les feuilles sont alternes, composées, rarement simples. Souvent, les pétioles sont élargis a
leur base, engainant la tige. La tige est souvent creuse. Les fleurs sont réunies en ombelles
simples ou composées, munies de bractées a la base appelées involucelles. Elles comptent 5
pétales et 5 étamines et un ovaire a deux loges. Les fruits sont formés de 2 mé&iraipesa

un axe central, le carpophore, se séparant a maturité. Chaque méricarpe présente deux faces :
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commissurale (plane) et dorsale (convexe). La face dorsale porte au moins 5 cotes séparées par
4 valléculescontenant des canaux sécréteurs courts (bandelettes) [8,9].

I-1-4 Composition chimique

La famille des Apiacées est connue pour la grande diversité en métabolites secondaires et

notamment pour ceux de leurs huiles essentielles.

L’ensemble des résultats de la littérature et de nos propres travaux nous a permis de recenser
pour cette famille une grande variété de coumarines [10-15], de sesquiterpénes [16-21], de
composeés acétyléniques [22-28], d’huiles essentielles [29-37], de flavonoides [38-42] et de
lactones sesquiterpéniques [43-45] . Ces principes actifs sont les principaux métabolites

secondaires de cette famille.

La présence de chromones [46-49], de chalcones [50,51], de saponines [52,53] et

d’alcaloides [54], a été signalée dans quelques especes de cette famille.

Notre étude s’est portée plus particulierement sur les huiles essentielles et les coumarines
des Apiacées en général dans la mesure ou les autres composés n’ont pas été abordés lors du

travail expérimental que nous avons réalisé.
I-1-4-1 Les huiles essentielles

Les Apiacées sont le plus souvent des plantes aromatiques. On note la présence de canaux
sécréteurs synthétise des huiles essentielles ou des gommes résines, leur conférant des odeurs et
saveurs caractéristiques. Ces propriétés organoleptiques font que de nombreuses espéces sont

largement utilisées comme légumes ou condiments.

Les huiles essentielles des Apiacées sont riches en dérivés phénylpropaniques tels que
I'anéthole Pimpinella anisum)l'apiol (Apium petroselinumgt la foeniculingFoeniculum

vulgare)

10
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OCH, /\)\
5 G

H4CO

o OCH,
CH=CH-CH; \/O CH=CH-CH

Anéthol Apiol Foeniculine
Et en terpénes commefecaryophylénne, le limonene ou la carvgsg].

Nous citons les travaux de Karlson qui a passé en revue la composition chimique des huiles
essentielles des fleurs et des feuilles de six especes de la famille des Apiacées : Aegopodium
podagraria, Anthriscus sylvestris, Carum carvi, Heracleum sibiricum, Laserpitium latifolium et
Pastinaca sativa. Un certain nombre de constituants communs sont retrouves de fagon
guasiment constante. Il s’agit dexdpinéne,a-pinene, ci3-ocimeéne, tran§-ocimene,
limonéne, sabinene et du myrcene, mais chaque huile essentielle est caractérisée par un

constituant spécifique, bien souvent largement majoritaire.

Heracleum sibiricunet Pastinaca sativa ont le méme composé majoritaire le cis-ocimene

suivi par le trans-ocimene avec des teneurs de 62% et 26,31% respectivement.

La plupart des monoterpénes possede des stéréo-isomeres, dus soit a la présence d’'un ou
plusieurs carbones asymétriques, soit a I'existence de configurations Z et E, par certaines
doubles liaisons. Généralement dans le végétal, on ne trouve qu’un stéréo-isomeére déterminé et
la forme active est souvent optiguement active et exclut le racémique. La compaosition
énantiomérique en monoterpenes chiraux est déterminée par chromatographie gazeuse

multidimensionnelle.

Le (+)- carene se trouve dans H-sibiricum et C. carvi, le (-) sabinene est le composé

majoritaire de L. latifoliunet A. sylvestris.

Des composés azotés, plusieurs esters aliphatiques a courte chaine et le linalol sont

identifiés exclusivement dans les senteurs aromatiques des fleurs [56].

Pour mieux voir, la composition chimique des huiles essentielles de la famille des Apiacées,

nous passerons en revue les huiles de différents genres de cette famille. On peut citer :

11
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> Les huiles essentielles de genReucedanum

Le genre Peucedanuragroupe 29 especes et de tres nombreuses études ont été menées sur

la composition chimique de I'huile essentielle de ce genre.

L’analyse de I'huile essentielle des parties aériennes et des fruits de Peuceddiuiltare
par GC et GC/SM a permis d’identifier 32 composés, le sabinéne (39,6 - 63,0%), I'anéthol
(29,5 — 1,8%), le f£aryophyllene (0,3 — 0,6%) o*phéllandrene (5,6 — 9,3%) et le (&)-

farneséne (1,1 — 12,8%) sont les composés majoritaires [57].

D’autres auteurs ont passé en revue la composition chimique des huiles essentielles de ce
genre pour les especes suivantes a savoir P.oreoselinum [58], P.offie8jale.grandd60]
, P.palustrg61], P.zeukeri [62] , P.cachrydifolia [63] , P.nashanense [64] et P.quangxiense
[65]. Le limonene reste I'un des principaux constituants majoritaires des huiles essentielles de
P.oreoselinumP.officinale P.grande, P.cachrydifolia et P.zenkeri avec des teneurs de 49 ,
9,42 ,10, 14, 36 et 23,2% respectivement, par contre, il ne figure pas dans I'huile essentielle
de P.verticillare qui se distingue des autres par une teneur plus importaotplegilandréene

(5,6 — 20,8%) trouvé en faible pourcentage dans les autres especes (0,2- 1,2%).

D’autres composés majoritaires caractérisent I'huile essentielle de P.verticillare I'athénol
(29,5%) et I'épicamphore (7,8%) que I'on ne trouve d’ailleurs dans I'huile essentielle d’aucune

autre espece du gerfPeucedanum.

Par ailleurs le nérol est présent (3,5%) dans la composition de 'huile essentielle de

P.verticillare et il est présent uniquement dans P.cachrydifolia sous forme de trace.

De méme, le myrcene est présent avec une teneur appréciable dans I'huile essentielle de
P.verticillare, P.palustre et P.zenkegt avec un pourcentage moins important dans P.officinale

et P.cachrydifolia.

Enfin, I'analyse par GC et (GC/SM) de I'huile essentielle de fruits de Peucedanum
tauricum a conduit a l'identification de monoterpenes hydrocarbonés (myrcene, limonene, (2)-
B-ocimene), oxygeéné, (linalol) et des sesquiterpénes hydrocarlwogtgenepn-copaene,

bourbonéne, guaia- 6,9 diéne, sélina-5,11- digrmaryophyllenea-guaine,a-humuléne) [66].

12
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Plus tard, Bartnik et ces collaborateurs séparent par GC préparative cinq sesquitergienes,

B-selinéne, ycadinéne et deux nouvelles structures de type guaine, guaia-1(10), 11-diéne et
guaia-9,11-diéne [67]. (figure-02).

La détermination structurale s’est faite en combinant les séquences les plus performantes de

RMN mono et bi dimensionnelle.

> Les huiles essentielles du genkrangos

De nombreuses études ont été réalisés sur le genre Prangos, la majorité d’entre-elles
concernent I'espece Prangfsulacea (L.) Lindl..

La fraction monoterpénique, notamment hydrocarboaé [§-pinene, sabinéne, limonene
et yterpinéne) reste globalement majoritaire pour la plupart des espéeces étudiées.

Les composés majoritaires identifiés dans I'huile essentielle des frittéedelacea de
Turquie sont I'epinene (16,7%), le-terpinene (30,2%), le p-cymene (9,9%), le f=)pcimene
(7,7%), le (Z2)B-ocimene (7,1%) et le germacrene-B (6,6%) [68].

La composition chimique de I'huile essentielle des parties aériennes de P.ferulacea en
provenance de I'lran est riche erp[héne (22,9%),-3-carene (16,0%}-pinene (12,6%) et
épi-a- bisabolol (7,7%) [69].

Les composés majoritaires présents dans I'huile essentielle des grainefguntlee
(33,8%), la-pinene (10,1%), le-@-carene (10,7%) et le limoneéne (8,9%).

Par ailleurs, I'huile essentielle des fruits de Prangos uechtestitiche en p-cymene
(10,9%), Bphellandrene (7,8%);terpinene (7,0%)x-phellandréne (6,3%y-pinéne (6,1%).
Signalons la présence du 7-épi-1,2 deshydrosesquicinéol qui a été identifié pour la premiere
fois dans cette espece [70].

En général, la composition présente plus de 80% de monoterpenes, 10% de phénols, et prés
de 8% de sesquiterpenes dans P.ferulacea et P.uechtritzii.

Par contre, 'analyse de I'huile essentielle des fruits de P.hegma@ntré une dominance
de sesquiterpenes de nature rare, dont les composés majoritairds-sisabolénal (18,0 —
53,3%), Bbisabolénol (2,3 — 14,6%);lfisaboléne (10,1, 12,1%), germacrene D (13,5%) et
germacrene-B (9,4%) [71].

De méme, I'huile essentiel de Prangos uloptera a montré une dominance des sesquiterpenes
allant jusqu’a (53%) [72, 73].

13
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> Les huiles essentielles du genvéngelica

Angelica archangelica (angélique) est riche en huile essentielle. Cette huile confére a la
plante un pouvoir anti-infectieux, imuno-stimulant, neurosédatif. Toute fois, du fait de la
présence de terpeénes, phénols, et bien d’autres composants, I'huile essentielle doit étre utilisée

avec précaution.
La plupart des travaux réalisés sur I'angélique portent sur les racines et les fruits.

Teneur en huile essentielle dans la racikealchangelica est de 0,4 a 0,8% obtenue par
entrainement a la vapeur d’eau, elle renferme une cinquantaine de constituants, essentiellement
représentés par les hydrocarbures terpéniques (80 a 99%iné&ne et I§-phellandréne, étant
les composés majoritaires (selon les travaux de Taskinen et Nykanen end-pnteite

représente 24% des constituants de I'huile essentielle) [74].

L’analyse d’'une chromatographie en phase gazeuse révéle que seulement les racines dont le
diamétre est supérieur a 5 mm ont une forte concentratiareefi-phellandréne, dont la

présence influence I'aréme de I'huile [75].

Les taux des différents hydrocarbures terpéniques varient d'une étude a 'autre, et méme au
sein d’'une méme étude, en fonction de nombreux facteurs tels que la température, la pression
ou la nature du solvant d’extraction. La composition en huile essentielle peut également varier
selon I'évolution végétative de la plante [76]. Une étude de I'huile essentielle de la racine
d’angélique montre méme que selon la partie de I'organe considéré (racines ou radicelles), sa

composition varie [77].

L’huile essentielle de racine d’angéligue contient également des lactones macrocycliques : le
12-méthyle-tridécanolide- découvert en 1975 par J. Taskinew-tiéddécanolide, lao-
heptadécanolide et te-pentadécanolide. Ce dernier, appelé également exaltolide, est un

composé musqué responsable de la forte odeur de la racine d’angélique.

Par ailleurs, la teneur en huile essentielle varie de 1 a 1,5% dans les Angslata
archangelica.

Qualitativement, la composition de I'huile essentielle du fruit d’angélique est proche de celle
de la racine, mais notons la présence dans I'huile essentielle des fruits de deux triterpénes :

I'acétate de lupéol et 'acétateodamyrine.

14
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Il existe quelques différences quantitatives, avec en particulier une prédominafice des
phellandréne et limonéne qui représentent respectivement 35 et 38% de la totalité de I'huile
essentielle selon I'étude de Lawrence en 1981 [76].

En 1980, Ashraf et ses collaborateurs ont découvert une quantité importante d’hexyl-méthyl-
phtalate dans I'huile essentielle de grainésndielica archangelica d’origine pakistanaise [78].

Nous citerons aussi la composition en huile essentielle d’autres espéces du genre Angelica

telle que A. sinensis Diels.

Selon les études menées par I'institut des plantes Médicina les de I’Académie de Chine, le
Danggui (nom chinois de A. sinenBigls) contient : de 0,2 a 0,4% d’huile essentielle dont les
principaux constituants sont le ligustilide (45%), le 3-n-butylidenephtalide (11,3%) et le n-
butylphtalide) [79].
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P RRISRS

o-phellandréne P-cymeéne |imonéne B-ociméne  myrcéne o-terpinéne y-terpinéne

PO T dde

B-phélandréne  Thuyene Sabingne  Linalol a-pinéne p-pinéne  Verbenene

b L 0

s-caréne B-farnésene B-bisaboléne y-cardinéne

B-cubébéne Guaia-1(10),11-diéne Guaia-9,11-diene

Figure-02 : Quelques principaux constituants identifiés dans les huiles essentielles de la

famille des Apiacées.
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I-1-4-2 Les coumarines

Les coumarines sont des molécules dérivées du phenylpropane, tres répandues chez les
Apiacées. On rencontre majoritairement les furocoumarines, linéaires ou angulaires dont le

noyau de base est le psoralene 1.

D’apreés la littérature, Murray, Mentez et Brown ont rapporté et décrit que plus de 410

especes appartenant a 87 genres de la famille des Apiacées contiennent des coumarines.

Les coumarines simples a I'exception de 'ombéllifergisent moins répandues. De méme

que les pyranocoumarines, dont la forme linéaire est absente chez les Apiacées [80].

/@il
HO o) o)

Psoraléne 1 Ombelliférone 2

- Les
dihydrofurocoumarines linéaires et angulaires marmésinetolumbianétine 4
précurseurs des deux types de furocoumarines, se rencontrent fréquemment dans la
famille des Apiacées. En particulier columbianétine, est présente dans les Apiacées
ou les furocoumarines angulaires sont rarement, voire jamais trouvées, justifiant
I'hnypothése d’'un systeme enzymatique moins bien développé pour I'élaboration de

la série angulaire dans la plupart des plantes [80]

X
N o) @] @)
Ho>mmuu<m
o 0 o) OH

Marmésine 3 Columbianétine 4

- Les deux types de furocoumarinesont bien répondus dans la famille, mais la série
angulaire est principalement confinée a quelques genres coderaclaum [81-
86], Pimpinella, Pastinaca [80] et presque absente dans d’autres, comme Angelica
[87-90], Prango491-95], Peucedanurn®6-100] et Seseli [101-113].
17
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L’investigation phytochimique menée par Tosun sur les fruits de Heracleum crenatidolium
conduit a la séparation et 'identification de trois furocoumarines angulaires, I'isobergapténe 5
la pimpinelline_6 la sphondine,7et trois furocoumarines linéaires, le bergapténe [13],
l'isopimpinelline [21], et le byakangélicol [12]. Le bergapténe [13] a montré une activité

anticonvulsivente significative [104].

Par ailleurs, les mémes furocoumarines angulaires ont été identifiées dans les racines de
Heracleum steven@tHeracleum villosa. En plus, des composés mentionnés, I'angélieine 8

éte isolée de Heracleum stevdaids].

De méme, Heracleutanatum a montré la méme composition en furocoumarines angulaires
gu’Heracleum steveniet la méme composition ddéracleum villosa en furocoumarines

linéaires (bergaptene, xanthotoxine, isopimpinelline) sans le psoraléne [106].

Les travaux effectués par Gupta en 1976 ont permis d’identifier deux nouvelles structures

dont 'Heratomine_%®t I'Heratomol_10dsolées des racines de Heracleum thomsoni [107].

Rl R2
Isobergaptenes OCH; H
Pimpinelline 6 OCH; OCH;
Sphondine 7 H OCH;s
Angélicine 8 H H
Hératomine 9 H OCH,-
CH=C(CH;),
Hératomol 10 H OH

Citons aussi, les travaux de Gupta sur Heracleum wallichii et H. nepatgnsat permis
d’identifier I'isobergaptene F’isopimpinelline 21 la sphondine @t le bergapténe 1208].
Plus tard, les investigations phytochimiques sur H.wallichii ont conduit a la séparation de trois

dihydrofurocoumarines, la columbianetindamarmeésine 8t le vaginidiol 17109].

OCH3
X
4
S 0 o)
O\/D<
O
Vaginidiol 11 Byakangélici?
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Les études menées par Hadacek sur le genre Peucedamoint de vue composition en
coumarines et leur activité insecticide a permis de voir que les différents types de structures de
coumarines notamment les coumarines simples, les furanocoumarines linéaires, les
dihydropyranocoumarines linéaires et angulaires sont pras@mésPeucedanum arenarium,
P.austriacum, P.coriaceum, P.longifolium, P.officinale, P.oreoselinum, P.ostruthium et

P.palustre[110]. Les différentes structures sont décrites ci-dessous :

R]_ R2
Bergaptend3 OCH; H

Isoimpératoring 14 /\/k H
0 =

Oxypeucédaning 15 /\<4\ H
© o
. OH
Hydrate d’oxypeucédanirib 5 H

Ostruthol 17 & H
N
(o]

Xanthotoxinel8 H OCH;

Impératorine 19 H /\/K
(®)
Angélate d’'isobyakangélicinec /\)<OH
o

i OCHg,
™

Isopimpinelline21 OCH; OCH;
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R1 R>

Peucédaning?2 H H

8-Méthoxypeucédaning? | H OCH;

H,CO o) o

Osthol 24 Ostruthine _25

CHy

Isobutyrate d’officinaline_26

Bien que les furanocoumarines angulaires sont abfeptésence de deux

dihydrofurocoumarines, columbianadine &7athamantine 28 été signalée.

Columbianadine 27 Athamantine 28

Par ailleurs, I'étude phytochimique plus récente menée sur I'extrait dichlorométhane des
fruits de Peucedanum tauricum a conduit a la séparation et a I'identification de trois
furanocoumarines linéaires : le bérgaptéendd peucédanine 22 I'hydrate d’oxypeucédanine

16 et de trois coumarines simples : I'officinaline, 2&Bobutyrate d’officinaline 2t la
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peuruthénicine_30C’est pour la premiére fois que les structures d’isobutyrate d’officinaline 26
et I'hydrate d’oxypeucédanine Bont décrites dans P.tauricyfi1].

R: R,
~
. Officinaline 29 Cl( OH
1
X
Peuruthénicine .
30 OH (
Ry o) o) o

En revanche, les furocoumarines linéaires sont largement distribuées dans le genre
Prangos, Angelica d?eucedanum

De profondes investigations effectuées sur plusieurs parties des plantes ont permis
d’identifier des coumarines des racines, des feuilles et des fruits de plusieurs espéces du genre

Prangosnotamment, Prangos pabularia, P.lipskipiornata, eP.ferulacea [112]
Les coumarines communes isolées sont des :

- Coumarines simples : osthaole, 2déranzine 3&t I'’hydrate de méranzine 32

R1 R>
Méranzine31 OCHs i
N )7(
H,C
Hydrate de OCH; L OH
{ o o : ;
meranzine 32
R OH

- Furocoumarines linéaires : xanthotoxol B8pératorine_19oxyimpératorine_34
hydrate d’oxyimpératorine 3bergapténe_13soimpératorine 14
hydroxypeucédanine 15hydrate d’'oxypeucédanine ,Jranférol 36

alloimpératorine_37prangosine 38t peucédanine 22
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Rl R2
Xanthotoxol33
H OH
Oxyimpératorine
34 H
- (0]
(©]
Hydrate /\)<)H
d’oxyimpératorine H o :
35 i
OH
Alloimpératorine CH,-CH=C-
37 (CHs)2 OH
Pranférol36 OCH,COH-
C(CHs)2 H

Prangosine 38

- Dihydrofurocoumarines : marmésing@antshimgine_3%prengélianine 40

(0]
O Prantschimgin&g OM\
%Ilm ----- [e)
A 0 0 0

Sprengélianine 40

Citons également, en plus des coumarines isolées des racines de Prangos uloptera par
Abyshev en 1968 [91] (osthole 2Z4oimpeératorine_14ydrate d’oxypeucédanihé, pranférol
36, prantshimgine_3@t marmésine)3Plus récemment, les travaux réalisés par I'équipe de
Razavi en 2008 ont mis en évidence trois nouvelles structures de coumarines glycosylées dont
6-O-[B-D-apiofuranosyl-(1+:6)-p-D-glucopyranosyl]-prénylétine 4B"-O-[B- D-
apiofuranosyl-(36)-B-D-glucopyranosyl]-hydrate d’oxypeucédanineet2"-O-[B- D-
apiofuranosyl-(3:6)-g- D-glucopyranosyl]-hydrate d’oxypeucédanine[433].
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o
O
7
OH

o
o
X
OH OH OH
oy O o )

HO

6-O-[B-D-apiofuranosyl-@& 6B-D-glucopyranosyl]-prénylétinel4

R R’
3"-O-[ B-D-apiofuranosyl-(1» 6)- B-D-apiofuranosyl-(1» 6)
B-D-glucopyranosyl]-hydrate H B-D-glucopyranosyl

oxypeucédanine_42

2”-O-[ B-D-apiofuranosyl-(1» 6)4 p-D-apiofuranosyl-(1» 6)-
B-D-glucopyranosyl]-hydrate B-D-glucopyranosyl H
oxypeucédanine_ 43

Angelica sylvestris, comme la majorité des Apiacées, contient un grand nombre de
coumarines, bien que des furanocoumarines angulaires aient été identifiées dans d’autres
espéeces du genfngelica, aucune n’a été isolée jusqu’a présent dans I'espéce sylvestris. Les

coumarines isolées en plus du bergapténet I'&oimpératorine_14sont ci-dessous [114].

Ry Ry

Aviprine 44 H

OH

Byakangélicine OCH;
45

OH
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m
)\/\)\/\)\/\o o o

Umbelliprénine_4

- Les dihydropyranocoumarineslinéaires sont présentes dans la famille des

Apiacées [115-116], mais leurs homologues angulaires sont plus fréquents [80].

On rappelle les travaux de Hadacek [110], les dihydropyranocoumarines isolées sont les
suivantes :

=
A
CI) [©]
[©) O o
Anomaline4? Xanthaline_48
(0]
-«
0 o
O O O

Peuarénine 49

On cite aussi les dihydropiranocoumarines linéaires isolées des racPescdelanum
arenarium[117].

R>

R X A: OCOCCH3=CHCHj

B: OCOCCH3(OH)CHCH 4Cl

5 5 5 C: OCOCC\H30—/CHCH3
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R]_ R2
Xanthaline 48 A A
Peuarénarine5( A C
Peuarénine 51 C C
Peuarine 52 A OCH;s
Peuchlorine 53 A B
Peuchlorinineb4 C B
Peuchloridiness B B
Cis-isokhéllacton&6 OH OH

De méme, Sesdhocconia montré une richesse en dihydropyranocoumarines angulaires
[118]. En plus de 'anomaline 4@&s autres structures sont citées ci-dessous :

OR,
Rl RZ
3’-angéloyl-4’-acétyleis-khellactone Ac
(isoptéryxine) 57 CHs y
~
CO—C=—=¢C
\CH3
3’-isobutyl-4’-acétyleis-khellactones8 Ac
CO—CH—CHj,
CH;
3’-angéloylcis-khellactonesg H
H CO—C==C—CHj,
CHj

Les travaux menés par Akihisa en 2003 ont conduit a la séparation et I'identification de six

dihydropyranocoumarines angulairegdgelica keiskeiLes coumarines identifiées sont ci-
dessous [119].

R1 R2

Lasépitine 60 5
| OH
|
Isolasérpitine 61 N
OH «
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|
3'-Sénécioyl N
khellactone 62 N OH
\O
4’-Sénécioyl . OH
khellactone 63 \
o b
Sélinidine_64
H N
\O
Ptéryxine 65 ):( OCOCH,

Du point de vue chimiotoxonomique I'absence de certaines coumarines est aussi importante
que leur présence ; il est intéressent de noter que les pyranocoumarines linéaires ne se
produisent pas dans la famille des Apiacées. Suite a une enquéte aupres de 300 espéces
appartenant a cette famille la séséline était la seule pyranocoumarine angulaire détectée [120,
80].

Séséline 66

I-1-5 Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques

La médecine traditionnelle reconnait a plusieurs especes de la famille des Apiacées des
vertus thérapeutiques certaines. Elles sont utilisées pour leurs activités anti-inflammatoire
[121-124], antimicrobienne [125, 126], antifongique [127, 128], analgésique [129],
antibactérienne [130], anticonvulsivante [131-134], antirhumatismale [135], antioxydante
[136], antitumorale [137, 138], cytotoxique [139, 140] et des propriétés chimiopréventives
[141], qui sont attribuées a différentes substances.

La plupart des Apiacées utilisées comme condiments sont également réputées pour leurs

nombreuses propriétés meédicinales. Les plus importantes :

- Pimpinellaanisum(I'anis vert), relaxant et utilisé dans les
troubles digestifs [142].
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- Petroselinum sativum(persil) posséde des propriétés
carminatives et stomachiques. Elle est également diurétique. En l'usage externe, les
feuilles sont utilisées pour calmer les piglres d’insectes, les irritations cutanées, les

contusions et les ecchymoses [143].

- Coriandrum sativum(coriandre), trés efficace dans les
affections gastro-intestinales [143].

- Angelica archangelica ('angélique officinale)
hépatoprotectrice [144].

- Foeniculum vulgare(fenouil) en plus de ses propriétés
diurétiques et carminatives possede des activités antioxydantes et anti-
inflammatoires [145].

- Angelica sinensispeut promouvoir la prolifération des
cellules endothéliales vasculaires ainsi que la synthese d’ADN. Eniefiéro, A.
sinensisstimule la croissance des cellules endothéliales et augmente le nombre de
cellules en phase S [146]. De plus, I'expression de VEGF (vascular endothelial
growth factor : facteur de croissance de I'endothélium vasculaire) est plus élevée ;
ainsi que celle de ICAM-L (intercellular adhesion molecule-l : molécule d’adhésion
intercellulaire) [147].

Ces observations suggerent ghe sinensispeut avoir un effet sur la genese et le

développement de la néo-vascularisation lors d’'ischémie cardiaque.

Une étude (2002) a été menée sur un modele de souris présentant des déficiences en
globules rouges, blancs, réticulocytes et en cellules de la moelle osseuse (précurseurs
hématopoiétiques). Ces souris ont recu des injections de décoction de raciseehsis
(contenant de la vitamine B12, de I'acide folinique et de la biotine) qui ont eu comme effet une
stimulation de I'hématopoiese. De plus, les polysaccharides induisent la différenciation des
cellules souches vers la lignée érythrocytaire. Ils pourraient étre un inducteur naturel d’ou une

perspective de développement et d’applications prometteuses [148].
I-2 Présentation du genreCachrys
I-2-1 Nomenclature [149].

Le genre Cachrys, initialement décrit par Linné (Sp. Pl. 246 1753), est un genre
monotypique a I'historique nomenclatural assez complexe car partagé avec deux autres genres :
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Hippomarathrum Link non P.G. Gaertn., B. Mey. & Scherb., Brangos Lindl., aux
délimitations floues et contradictoires selon les différents auteurs.

Les trois genres furent identifiés comme tels et séparés par certains auteurs. C’est le cas de
Boissier en 1872, Drude en 1898, Fiori en 1925, ou plus prés de nous Fedchenko en 1950 ou
encore Mouterde en 1970 [149].

Tutin quant a lui, regroupa les trois genres sous le genre unique de Cachrys en 1968 [151].

D’autres auteurs regroupérent les deux ge@aashrysL. et HippomarathrumLink sous le

genre Cachrygt séparérent le genRgangos

Il semble admis actuellement que les ger€ashryset Prangossont regroupés sous le
genre uniqueCachrysL. et que le genrélippomarathrumLink est bien séparé avec un statut
de nom conservé. Cette séparation repose notamment sur certains criteres morpho-anatomiques
compares des fleurs et des fruits [149] et sur la typificatioQathrys libanotisL. exposée

dans le paragraphe ci-apres.

Cette clarification nomenclaturale préalable du ge&Pmehrysnous apparait fondamentale
afin de pouvoir en conséquence nommer de facon certaine et officiellement reconnue les

spécimens étudiés lors de notre travail de recherche.
I-2-2 Caractéristiques botaniques

Plante vivace de 40-80 cm, glabre, a feuilles divisées en lanieres linéaires. Ombelles a 8
rayons en moyenne. Bractées de l'involucre et de linvolucelle lancéolées, entiéres ou
pennatiséquéees. Calice a dents persistantes, fleurs jaunes, styles divariqués, plus longs que le
stylopode. Fruits ovoides de 10 a 15mm, rétrécis au sommet, glabres, a péricarpe induré et a

cOtes épaisses non ailées.
Habitats : lieux arides, haies, cultures [7].
I-2-3Distribution

Le genreCachrys compte environ 100 espéces [150]. Il est répondu aussi bien sur le
territoire algérien qu’en Europe en Asie, et est largement distribué dans le bassin méditerranéen
[151-152].

I-2-4 Propriétés biologiques et pharmacologiques du gen@achrys
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I-2-4-1 Utilisations traditionnelles

En usage thérapeutique traditionnel, les feuilles Glehrys ferulacea (L.) Glestani
[=Prangos ferulecea (L.) Lindley] sont utilisées au Caucase comme condiment dans les salades
et en thérapie pour certains troubles digestifs. Cette est plante trés répandue dans les régions
méditerranéennes notamment en, Turquie, Irak, Iran, Inde et Serbie, ce taxon est en voie de
disparition [153].

- En Turquie, les espéces du genfachrys sont généralement prescrites
traditionnellement pour leurs propriétés toniques et carminatives. Elles sont
également utilisées pour traiter les vers intestinaux, stopper les hémorragies externes

et en application locale pour panser les plaies et les blessures [154].

- Manunta [155] suggeére gu& ferulacea était botaniquement identique au silphium
dont I'image de cette plante figurait sur la plupart des pieces de monnaie de
'ancienne colonie grecque Cyréne ; appelée aujourd’hui Shalhat en Lybie. Le
Silphium était utilisé comme condiment dans la cuisine gréco-romaine. Il est cité
dans des recettes d’Apicius ou cette plante était utilisée en fourrage dans les
paturages arides. Les animaux qui se nourrissaient de Silphium étaient furent soudain

tres recherchés pour la qualité de leur viande [155].

- En Serbie et les régions environnantes, les racines de la plante sont utilisées en

meédecine traditionnelle pour guérir les hémorroides.
I-2-4-2 Activités biologiques

Les travaux effectués sur les coumarines du gé&maehrysont mis en évidence des

propriétés pharmacologiques.
1-2-4-2-1 Activité anti-inflammatoire

Des études phytochimiques et biologiques visant la découverte et le développement de

nouveaux agents anti-inflammatoires a partir de sources naturelles ont été menées dans le

laboratoire de Abad et son équipe pendant un certain nombre d’années [156].

Dans cette étude trois furocoumarines naturelles (impératorine, isoimpératorine et
prantshimgine) isolées d@achrys trifidaont été évaluées comme inhibiteurs potentiels de

certaines fonctions des macrophages impliqués dans le processus inflammatoire.
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Ces furocoumarines on été testées dans deux systemes expérimentaux :

- Des macrophages « de péritoine » de souris stimulés par ionophore qui sont utilisés
comme source de cyclooxygénase-1(COX-1) et de 5-lipoxygénase (5-LO).

- Des macrophages péritonéaux de souris stimulés par des lipopolysaccakldaside
qui servent a tester l'activité de I'anti-cyclooxygénase-2 (COX-2) et de la nitrique-
oxydesynthase. Toutes les furocoumarines mentionnées ci-dessus ont montré un effet

significatif sur la 5- lipoxygénase (leucotriénes) avec des valeurs d’IC 50<15 pum.

L'impératorine et [’isoimpératorine montrent une ihibition de la libération de
prostaglandine E2 (via la COX-1 et la COX-2) supérieure a la moyenne, avec des pourcentages
d’inhibition similaires a ceux des meédicaments de référence, I'indométacine et le nimésulide,

respectivement.

Parmi les trois furocoumarines, seulement I'impératorine induit une réduction significative

de la production d’oxyde nitrique.

L’'impératorine et I'isoimpératorine peuvent étre classées comme inhibiteurs doubles, car il
était évident que les voies de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase du métabolisme

archaique ont été inhibées par ces composés.

Cependant I'inhibition sélective de la voie de la 5-lipoxygénase est suggérée comme étant la

principale cible de I'action de la prantschimgine.
I-2-2-2-2 Activité de photoprotection

L’exposition chronique de la peau aux radiations solaires est la principale cause de
mélanomes cutanés. Les radiations UV solaires affectant la peau sont limitées aux UVA (320-
400nm) et aux UVB (280-300nm). Alors que les UVB n’atteignent que I'épiderme et les
couches superficielles du derme, les UVA pénétrent plus profondément. La réponse biologique
a ce stress peut étre immédiate et passagére (inflammation, brulure), retardée et chronique
(vieillissement de la peau, cancer). Ce stress oxydant induit entre autre une augmentation des
radicaux libres, qui dégradent les composants cellulaires : lipides, protéines, bases nucléiques.
L'utilisation des antioxydants, comme les coumarines, peut prévenir ou diminuer les
dommages de la peau induits par les stress oxydants en particulier ceux des radiations UV

[157], en modulant la réponse cellulaire et en piégeant les espéces radicalaires oxygénées.
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Ainsi Menichini et ces collaborateurs ont étudié le potentiel de piéger les radicaux libres et
I'activité antioxydante de I'extrait chloroformique obtenue a partir des parties aérien@es de
pungensJan et sa phototoxité sur les cellules de mélanome A 375,"en vue de possibles
applications pharmaceutiques”. La relation entre antioxydant, activité¢ phototoxique et la

composition en polyphénols a été également étudiée [158].

Cette étude a démontré une forte activité phototoxique de la fraction riche en coumarine et
offre une nouvelle perspective pour le développement d’autres potentiels utiles en thérapie
photodynamique pour le traitement des cancers de la peau sans mélanome ainsi que pour les

mélanomes.
I-2-5 Travaux phytochimiques antérieurs

Une recherche bibliographique réalisée sur les especes duCgmireys montre que des
100 especes du genre distribuées dans le monde, environ une dizaine d’espéces avaient été
phytochimiquement étudiées. Les travaux de recherche de Menichini et collaborateurs montrent
que les especes du genre sont continuellement étudiées mais ces études tournent fréquemment

autour des mémes especes C. ferulacea et C. sicula.

Il apparait de 'ensemble des travaux publiés que ce genre est une source intéressante de

molécules bioactives dont les plus fréquentes sont les furocoumarines et les huiles essentielles.
I-2-5-1 Les coumarines

La plupart des travaux réalisés sur le genre Cagboytent sur les feuilles, les tiges, les
racines et les fruits. Les principaux composes isolés de ce genre sont une grande variété de

coumarines dont les furocoumarines linéaires sont les plus répandues.

Especes Origines Parties Structures Références
313 14,1518,
C. sicula Espagne ombelles 19 21, 39 40 62 [159]
racines 63, 64, 66
C. ferulacea (Sardaigne) feuilles 14,19 24 34 71 [160]
Italie racines
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C. ferulacea (Sicile) fruits 13,14 19 24 [161]
Italie
C.odontalgia Russie Fruits 3,13 14 19 24 [162]
34, 39
C. pubescens Racines 14,19 39 62 [163]
C. libanotis Espagne parties aériennes 3, 13 14 18 21, [164]
39,40 68 70
C. trifida Espagne parties aériennes 3, 13 14 15 18 [165]
19,21, 39 40 61
C. pungens (Calopezzati) | parties aériennes 1,4, 13 18 21, [158]
Italie 65, 67, 72
R1 R»
] Cnidiline 61 o/\/< OCH:
Cl
Saxaline 62 o H
OH
Tertio-O- oo
méthylheraclénol H o ’
63
Pabulénol 64 o H
H
Isooxypeucédaning OCH,COC(CHy3); H
65

32



Chapitre 1

HO
OH

H,CO o) o]

Uloptérol_66 3-Méthylsubérosine 67

X
Ri= Ry= Ry= CHy 7

Triméthylpsoraléne 68 Deltoine 6
R
3’-hydroxy-3',4'-
dihydroxanthylétine 70 OH
0
Décursinerl W
o}
X
(©) O O

OCO-C(CH34)=CH-CHj4
Jatamancine 72

I-2-5-2 Les huiles essentielles

Dans la littérature la majorité des études sur la composition chimique des huiles essentielles

porte sur les genres PrangesHippomarathrum étroitement liés a Cachrys [70, 71], [166].

L’espéceCachrys ferulacedL.) Galestani [=Prangos ferulacedL.) Lindley] est la plus
étudiée [68, 167].
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Les composés majoritaires de I'huile essentielle obtenue des fruitsqiméne (18,2%),

le sabinéne (15,9%), le limonene (15,1%), le cis-chrysantényl acétate (14,5%) et le 2,3,4-

trimethyl benzaldéhyde.

L’étude menée par Pala-Paul et collaborateurs, s’inscrit dans le cadre général des travaux

réalisés sur la valorisation des ressources naturelles en Espagne.

Les recherches ont porté sur la caractérisation de I'huile essentielle obtenue a partir des
différents organes de&Cachrys trifida (fleurs, feuilles, tiges+feuilles, racines) de quatre
échantillons récoltés dans des localités différentes d’une part, et sur I'influence de la période
de maturité de la plante sur la composition chimique de l'huile essentielle des quatre
populations d’autre part [168].

Les composés majoritaires sont résumeés dans le tableau-03

Fleurs Fruits Tiges et feuilles Racines
(%) (%) (%) (%)
¥y —Terpinéne 32.4-38,8 28,3-37,3 3,8-8,5 8,2-13,6
(E)-3-Ociméne | 27,3-36,8 _ 61,0-70,7 .
Limonéne 6,0-24,2 | 14,2-34,5 7,3-48,0 1,4-1,8
p-Cyméne 7,2-7,4 14 ,1-24,5 2,7-5,8 8,0-10,9
(E)-Nérolidol 0,4-3,1 Trace 2,7-5,8 Trace
a-Pinéne 1,2-15 3,8-11,3 0,9-4,3 0,1-0,6
Myrcene 11 0,9-2,8 0,8-1,9 1,1-1,4
Sabinene 0,7-1,2 0,5-0,9 0,2 Trace
(2)-6-Ociméne . 3,0-8,0 20,5-51,5 T-0,1
3-Phellandrene o 1,1-3,6 2,7-2,6 2,9-3,1
a-Phéllandréne 0,2-0,9 1,2-2,8 0,1-1,0 0,4-0,7
p-Cymeén-8-ol . L L 1,1-1,7
2,4,6-Triméthyl- . . _ 0,1-1,6
benzaldéhyde
(E, 2)-2,4- - . - 0,1-14
Décadiénal
Terpinoléne 0,3% 0,2-0,4 0,2-4,9 61,8-70,7

34



Chapitre 1

Tableau-03 :principaux constituants identifiés dans I'huile essentiell€alehrys trifida

Les fleurs contiennent le maximum d’huile essentielle avec une teneur de I'ordre de (1,8-

2%). Tandis que les racines en produisent moins avec un trés faible pourcentage. (0,2-0,3%).

La composition chimique des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation des parties
aériennes et des racines de Cachrys trifida est dominée par les hydrocarbures monoterpéniques
(92,5-98,7%), représentés principalement partierpinene, le limonéne et le (B)ecimene

dans les différentes populations.

Toutefois, I'huile essentielle des fleurs présente une composition riche gro(ijene

(27,3-36,8%), celle des fruits contient son isomere Iei{@gimene. (3,0-8,0%).

Par ailleurs, le terpinoléne est le constituant majoritaire de I'huile essentielle des racines
(61,8-70,7%) et se trouve avec un trés faible pourcentage dans les huiles essentielles (fleurs,

fruits, tiges+feuilles).

Enfin, le p-cymén-8-ol, le 2,4,6-triméthyl benzaldéhyde et le (E,Z)-2,4-décadiénal
caractérisent I'huile essentielle des racines de Cachrys trifida que I'on ne trouve dans I'huile

essentielle d’aucun autre organe de la plante.
> Cachrys siculal.

Pala-Paul est ses collaborateurs se sont intéressés a I'étude de la variabilité de la
composition chimique de 'huile essentielle de Cachrys sicula selon I'évolution végétative de la
plante, selon la partie de I'organe considéré (feuilles, fleurs, tiges ombelles, racines) et enfin

selon le site de cuelllette [169].

L’'analyse en (CG /MS) et (GC/FID) des différentes huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation montré qu’elles sont essentiellement représentes par les monoterpénes (95,2-
99,5%).

La teneur en sesquiterpenes est de (0,4-4,7%). Les composés majoritaires étant le p-cyméne
(7,3-36,7%)|'u-terpinéne (1,8-27,2%)z-pinene (3,9-4,8%), le sabinéne (3,1-21,3%), le
myrcéne (6,0-18,8%) , le (EBrocimene ( 1,8-27,2%) , le (§3-ocimene (1,8-27,2%) et le (2)-
B-ocinéne (0,1-17,2%). Les principaux constituants, avec leurs teneurs, des huiles essentielles

des différents organes @achrys Sicula sont réunies dans le tableau-04
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Constituants Tiges + feuilles  Ombelles Fruits Fleurs
p-Cymene 17,8-36,7 12,2-15,Y 7,3-7,5 21,0-24.,C
Myrcéne 6.1-18.8 15,2-17,9| 15,0-18,8 6,0-17,7
Sabinene 4.4-18.5 10,3-21,3| 4,0-13,1 3,1-3,9
a-Pinene 8,1-16,3 12,9-15,5| 19,1-21,8 3,9-17,5
y-Terpinéne 6,2-15,7 18,0-19,6 1,8-21,6 17,5-27,2
(Z) — B -Ociméne 3,8-10,5 3,2-8,6 2,7-7,0 6,2-12,9
a-Thujene t-5,1% 3,7-4,7 5,9-6,7 -
Limonene 0,4-4,3 2,5-3,4 2,0-2,6 t-3,9
Terpinolene 1,6-3,2 - . 1,3-1,6
Oxyde de trans t-3,2% _ _ 0,4-9,7
limonene
Linalol _ 1,0-1,9 . -
(E)-B- Ociméne _ 1,1-1,2 1,8-17,2 _
Terpinén -4-ol _ 1,1 0,6-5,6 _
p-Menta-1,5-dién-8-ol t-0,2 0,1 0,2-5,3 T
5-3-Caréne t-0,1 T 0,1-2,1 0,3
a-Terpinene t-2,5 0,1-1,7 1,7-1,7 1,1-2,2

Tableau-04: Principaux constituants identifiés dans les huiles essentielles de Cachrys

sicula.

L’analyse des huiles essentielles des différents organé3aderys sicula montre une

différence quantitative mais généralement la méme composition du point de vue qualitative
> Cachrys alpinaBieb.

L’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse de I'huile
essentielle des fruits deachrys alpina en provenance de Turquie obtenue par hydrodistilation
a conduit a I'identification de 29 composés représentant environ 98% de la composition totale
de l'huile dont lep-cyméne (9,3%), it-phellandrene (9,1%), le germacrene-D (8,2%) @t I’
pinéne (6,3%) [170].
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L’ a-humuléne présente le principal hydrocarbure sesquiterpénique de I'huile avec un

pourcentage de 33,1%.

I-2-5-3 Divers

D’apreés les études phytochimiques antérieures, sur le Gantays la plupart des produits

naturels signalés et répertoriés, appartiennent aux grands groupes des composés coumariniques,

et des huiles essentielles, la présence de composés acétyléniques [155], de flavonoides [158] et

de dérivés azotés [171] a été signalée dans quelques especes de ce genre.

Les premiers travaux réalis€achrys ferulacedsynonyme dd’rangos furelacea)
datent de 1996.

Plus recemment, les travaux publiés par I'équipe de Dokovic sur I'huile essentielle
des racines dé&€achrys ferulacea en prevenance du Montenegro, obtenue par
hydrodistillation, a permis I'isolement et la caractérisation d’une simple diyne la

3,5-nonadyine par CG préparative [155].

C’est pour la deuxiéme fois que la présence de la 3,5-nonadyine est signalée parmi
les produits naturels, elle est initialement isolée des racines des raciBekndum

tenuifolium

La 3,5-nonadyine a manifesté des propriétés biologiques sélertiwago. Elle
inhibe la production endogéne du monoxyde d’'azote (NO) dans les macrophages

péritonéaux de rats a des valeurs gh#®,7+0,8:M mais a cette dose elle n’'inhibe

pas la prolifération des lymphocytes T.

\ /

3,5-Nonadiyne

Les premiers travaux qui ont permis de caractériser la N-N'-di-O-tolyléthyléndiamine
a partir d’'une source naturelle commencent avec Pinar et al en 1975 [171]. Ce
compose a été séparé a partir de la fraction acidifiee de I'extrait méthanolique de la
plante entiére&Cachrys sicula, avec une teneur de 0,01% la détermination structurale
s’est faite en combinant des méthodes spectroscopiques, UV, IR, RMN et en
comparant avec les résultats spectraux d’'un échantillon de synthése [173]. Cette
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plante endémique des régions meéditerranéennes, trés répondue dans le sud

d’Espagne a montré une activité insecticide [174].

T
N
T/\/

H

N-N'-di-O-tolylethylendiamine
Tres récemment, durant I'investigation phytochimique menée par Menichini [158]
sur I'extrait méthanolique des parties aériennes de Cachrys pungens en provenance
d’Italie, un précipité blanc s’est déposé.

La caractérisation du composé s’est faite par la détermination structurale de cette
molécule par spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN), les données
spectrales ont permis de lidentifier comme étant I'hespéridine (hespérétin-7-0-

rutinoside) un glucoside flavanone.

C’est la premiére fois qu'un flavonoide est signalé dans le geaochrys mais

I'hespéridine a été déja isolée dans la famille des Apiacées [173].

OH

et
. OH
O,
OCH,
HO Q
HO HO O\i;;:;lmm\
OH (o]

Hespéridinghespéritine-7-O-rutinoside)
ne étant

le 2,3,4-triméthylbenzaldéhyde aprés une série de chromatographies suivie d’'une
purification sur plaque préparative de silice de I'extrait benzénique des racines de
Cachryssicula [159].

La structure de ce composé a été élucidée par les analyses spectroscopiques de RMN

H et IR qui sont en accord par comparaison avec la bibliographie.

Il a été conclu que le 2,3,4-triméthylbenzaldéhyde est un produit de décomposition
thermique ou de décomposition di a la méthode d’extraction, il est considéré comme

un artefact. En effet en présence de traces d’acides et a température ambiante les
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esters de férulyles se décomposent partiellement par une réaction de réarrangement

(migration d’'un groupe méthyle) en 2,3,4- triméthylbenzaldéhyde .

Un examen attentif de quelques fractions |égérement plus polaires de la
chromatographie principale a permis de détecter et d’'isoler I'aldéhyde d'origine
identifie comme un mélange des esters de type senécioate angeélate et tiglate dans un

rapport 9 :7 :4 respectivement.

Ce produit pourrait étre considéré comme un indicateur de présence d’esters de
férulyle dans un extrait brut d’'une plante étudiée. Les esters de férulol ont été isolés

pour la premiere fois déerula hispanica.

/ CHO CHO

+

H
H
R= Ang, Sen, Tgl 2,3,4-triméthylbenzaldéhyde

- L’ombelliférose, un trisaccharide, a été isolé des fruits de Cachrys ferulacea [174].

Ce sucre est caractéristique de la famille des Apiacées comme matiére de réserve
[175].

La structure a été élucidée par les méthodes spectrométriques les plus performantes
de RMN 2 D C*H (COLOC) (shift corrélation by long range coupling).

I-3 L'especeCachrys libanotid..

I-3-1 Nomenclature et synonymies

L’historique nomenclatural d€achrys libanotid.. se révele également, ainsi que celle du
genreCachrysd’une grande complexité. En effe§achrys libanotissemble étre un complexe
spécifique insuffisamment étudié avant les travaux de Gruenberg-€eatigqui en tracent un
historique trés détaillé [149]. Si ce travail dépasse toutefois le cadre de notre recherche, nous
pouvons cependant exposer les conclusions nomenclaturales et taxinomiques auxquelles

aboutissent ces auteurs contemporains.
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C. libanotisfut décrit en 1737 par Linné dans lHertus Cliffortianus» sous 3 variétés
différentes (variétés alpha, béta et gamma), puis en 1753 dans le protolo@pedies
Plantarumsous I'espéc€achrys libanotispuis dans la seconde édition 8pecies Plantarum
en 1762.

D’autres auteurs vont concevoir postérieurement autrement ce taxon. C'est le cas de
Morison (1699) ou de De Candolle (1830). Selon I'opinion de Gruenberg-fetrag, C.
libanotis au sens de De Candolle doit étre inclus dans le géipppomarathrum. (Gruenberg-

Fertig et al, 1973), ce que nous présenterons en fin de paragraphe dans les synonymies.

La typification par Gruenberg-Fertigt al. de I'espéce. libanotis décrite (ainsi que le
genreCachrys) par Linné en 1753 (Sp. Pl. 246 1753) [176] repose sur les analyses comparées
des descriptions et dessins de différents auteurs ainsi que sur 'examen comparé d’exsiccata
issus de plusieurs herbiers internationaux tels que I'herbier de George Clifford au British
Museum de Londres (BM), celui de Gaspard Bauhin a Bale (BAS), ou encore I'herbier de

Burser (éléve de G. Bauhin) a Upsal en Suede (UPS).

Le spécimen choisi, en accord avec le protologu€.d#anotisdans leSpecies Plantarum
(1753) préecédemment cité, et admis comme lectotype de I'esfaxtwys libanotisL. par
Gruenberg-Fertiget al., est issu de I'herbier Burser. Il s’agit d’'un exsiccata portant des fruits

mdars, vu par Linné et identifié par lui comme Cachrys libanotis

Ce spécimen correspond aux espéCedrifida Mill. et C. laevigata Lam. (Ce dernier
identifié par Juel en 1936) [177].

En conséquence, nous pouvons présenter la nomenclat@elitbanotisL. ainsi que ses

synonymies de la facon suivante (Gruenberg-Fertig et al., 1973) :

Cachrys libanotid.., Sp. Pl. 246. 1753 p.p. excl. Hort. Cliff. 94 vArety p.p., et Morison,
Hist. s. 9t. If. 3 &f. 6

= C. libanotisL., Sp. PI. ed. 2, 355. 1762 p.p. excl. Morison, Hist. s. 9 T. If. 3&f. 6
= C. trifida Mill., Gard. Dict. Ed. 8 No. I. 1768

= C. laevigata Lam., Encycl. I: 259. 1783

= C. morisoniiAll., Auct. Fl. Pedem. 23. 1789

= C. libanotissensu Gouan (illégitime), Ill. Obs. Bot. 12. 1773
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= C. libanotissensu Lam., Fl. Frang. 3 : 467. 1778

En ce qui concern€achrys libanotissensu DC. non L. [178] et d’'aprés les travaux de
recherche des auteurs Gruenberg-Fettigl., nous proposons les synonymies suivantes :

Cachrys libanotissensu DC. non L.
= Hippomarathrum boccond@oiss., Ann. Sci. Nat. Bot. Ser. 3, 2 :74 (1844)
= Hippomarathrum libanoti¢L.) W.D.J.Koch ex DC., Prodr. 4 : 237 (1830)

= Hippomarathrum libanotisubspbocconei(Boiss.) Maire, Bull. Soc. Hist. Nat. Afr. Nord
25 : 302 (1934).

D’autres synonymes d€achrys libanotissont mentionnés (plus rarement) dans la

littérature ainsi que plusieurs variétés. Nous les citons pour information :
= C. libanotisSalzm. ex Ball (illégitime), J. Linn. Soc., Bot. 16 :463.1878
= C. humilisSchousb. (1800)
= C. peucedanoidd3sesf. (1798)
= C. amplifolia Ledeb., PI. Nov. 6.1831
= C. crispa Pers., Syn. PI. 1 : 311.1805
= C. longiloba DC., Prod.4 : 237.1830
= C. microcarpa M. Bieb., Tabl. Prov. Mer Casp. 113. 1798
= C. nudicaulisGodet ex DC., Prodr. 4 : 237. 1830
= C. libanotis var. leiocarpa (Boiss. & Reut.) Pau
= C. libanotisvar. pterochlaena (DC.) Pau
= C. pterochlaena var. leiocarpa Coss., Notes PI. Crit. 37.1849

Une autre combinaison sous un autre genre mise en synonymie a été également relevée

dans la littérature [179].

Cachrydium libanotid.ink, Handbuch 1 :339.1829
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I-3-2 Place systématique

D’apreés la position systématique de la famille des Apiacées selon Cronquist [3]

précédemment citée , Cachrys libanotis occupe la place systématique suivante :

Embranchement Magnoliphyta
Classe Magnoliopsida

Ordre Apiales

Famille Apiacées

Sous-famille Apioideae
Genre Cachrys
Espece libanotis

I-3-3 Description botanique

Dans la « nouvelle flore de I'Algérie » Quezel et Santa [7] ont reporté et décrit deux sous-
especes del. libanotis Koch. Celles-ci se distinguent par les bractées de I'involucre ainsi que

par leurs fruits :

- bractées de l'involucre entiéres ou incompletement pinnatiséquées et fruits lisses :
H. libanotisKoch ssp. Bocconei (Boiss.) Maire (= Cachrys libanbi)s
- Bractées de l'involucre bipennatiséquées et fruits plus ou moins tuberculeux sur les
coOtes (incluant H. crispatuomel et C. pungens Jan.) : H. libanétsech
ssp. pterochlaenum (Boiss.) Maire.
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Figure-03 : Cachrys libanotigfleurs, feuilles, tiges) [180].

1-3-4 Distribution

L’espéce Cachrys libanotisst répandue dans tout le bassin méditerranéen, dans le sud ouest de
I'Europe ainsi que dans tout le Maghreb [181, 182].

En Algérie, elle est répandue dans le Tell constantinois, I'Atlas Saharien ou constantinois, les
Aurés compris. Elle est présente dans les différentes régions allant de Skikda jusqu'a la frontiere

tunisienne [7].

Figure-04 : Distribution de Cachrys libanotis. en Afrique du Nord [179].
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Figure-05 : Distribution de Cachrys libanotls en Algerie [7].
I-3-5 Photoxicité deCachrys libanotisL.

Le terme de phytophotodermatose a été proposé en 1942 par le biologiste londonien Robert
Klaber [183], qui suggérait I'utilisation de ce terme pour toute réaction de la peau en contact
avec des plantes et irradiation solaire simultan@iyto>> signifiant plante, photo>> pour

lumiére et «ermatitis> pour inflammation de la peau).

Oppenheim fut probablement le premier auteur a décrire la phytodermatite phototoxique de
contact [184] qu'il dénomma «dermite des prés»>, encolerratitis bullosa striata

pratensis»»

Les premieres études sur la composition chimique de Cachrys libandasent de 1977.
Les dermatites provoquées aprés contact avec cette plante ont attiré I'attention d’un groupe de
chercheurs italiens [185, 186] qui ont isolé et identifié des furocoumarines comme étant les

principes actifs. Les 3 cas de dermatites signalées sont :
1% cas

Un homme agé de 33 ans lors d'un voyage en Alghero (coté Nord-ouest de Sardaigne
(Italie)), avait cueillie des fleurs jaunes d’une plante a I'état sauvage dans le maquis a environ
300m de la rive par un temps chaud. Apres 24h, un érytheme rouge vif s’est formé sur ses

mains dont la surface devient cedémateuse avec formation de petites vésicules. Avec un
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traitement les Iésions ont disparu aprés 15 jours, mais I'érythéme persista en laissant subsister
une hyperpigmentation résiduelle avec des démangeaisons pendant plus de deux ans.

2°™ cas

La femme du premier sujet &gée de 31 ans développe des plaques rouges enflées sur son
bras droit apres un contact avec les mains contaminées de son mari. Une hyperpigmentation a

persisté plus de 8 mois.

3eme

cas

Un chercheur de 25 ans lors de cette étude, verse accidentellement quelques gouttes de
I'extrait méthanolique de C. libanotsur sa main gauche, 24h plus tard un érythéme rouge

s’est formé et une hyperpigmentation persista pendant plus de 12mois.
Conclusion

La plante en question a été identifié a l'institut botanique et pharmaceutique de 'université
de Sassari comme étant Cachrys libanbtiCette espéce est rare dans 'ouest de la
méditerranée, et tres difficile a classer.

Les analyses effectuées par (HPLC-UV) et (GC-SM) sur I'extrait méthanolique des parties
aériennes de Cachrys libanotist montré que cette plante est riche en furocoumarines avec
une teneur de (1,13%) par rapport au poids de la plante avec des concentrations en
xanthotoxine de I'ordre de (42%) en triméthylpsoraléne de (4%) en isopimpinélline ( 6% ) et en
bergapténe (4%).

Ces composeés sont responsables des lésions observées. La phytophotodermatite apparait
24h apres le contact et est caractérisée par des lésions vésiculeuses rouges en cas d’exposition
au UVA. Les psoraléenes se combinent aux bases pyrimidiniques de I'’'ADN cellulaire de
I'épiderme par photoaddition, cette liaison empéche le réplication de I'ADN et déclenche un

processus inflammatoire.
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II-A Les coumarines
I1-A-1 Définition
Les coumarines, constituants naturels de nombreuses plantes et huiles essentielles, sont des

dérivés de la benze-pyrone, qui est formée par condensation d’'un cycle benzénique avec un

noyaua-pyrone.

La coumarine proprement dite, 1,2-benzopyrone, est la lactone de I'acide o-hydroxy-
cinnamique [1,2] (figure-01).

5 4

X A S G

— >
COOH =
OH ! o~ o
8
1

Acide c-hydroxycinnamiqu Coumarine

Figure-01 : Formule semi-développée de la coumarine.

Environ 1300 coumarines ont été identifiees, principalement comme métabolites secondaires

dans des plantes vertes, mais aussi dans les champignons et les bactéries [3-5].

Il existe de nombreuses substitutions possibles a partir de la structure de la coumarine, qui

expliquent I'existence d’'une grande variété de ces molécules dans la nature [6].

A coté des coumarines proprement dites, se placeistoesumarines qui représentent une
classe proche de celle des coumarines simples, mais leurs propriétés n'ont pas été étudiées
précisément (figure-02). Toutefois, il a été découvert que la 6-méthoxy-8-hydroxy-3-méthyl-
3 ,4-dihydrocoumarine, encore appelée 6-méthoxymelléine possede des propriétés
antibiotiques. Il s'agit d’'une phytoalexine, produite a partir de carottes aprés infection
fongique. Ces isocoumarines, possédant une faible toxicité vis-a-vis des mammiferes,

pourraient présenter des applications commerciales [6].

Les isocoumarines sont présentes dans la famille des Apiacées, on cite comme exemple les

trois nouvelles structures isocoumariniques isolées pour la premiéere fois de Coriandrum
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sativum a savoir les coriandrones C-E, en plus de la coriandrone A, coriandrone B,

coriandrine et de la dihydrocoriandrine (figure-03) déja isolées antérieurement [7].

X

o}

O

Isocoumarine

Figure-02 :
H3CO WCH3
O
o ol
HC—§
HsC OH

Coriandrone A

‘\\\\\\C Hs
O

OCH; O

Dihydrocoriandrine

OCH; O

Coriandrone C

H,CO CH3

OH O

6-méthoxymelléine

Formules des isocoumarines.

HsCO NCHs
o}
o} o}
HOY
HaC CH,

OCH; O
Coriandrine
H4CO \CH3
O
HsC oA OH (o]
H4C OH
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Coriandrone E
Figure-03: Structures des isocoumarines isolée€daandrum sativum

I'nétérocycle, elles sont apparentées chimiquement aux chrom(figpse-04).

O

(0)
Figure-04 : Formule d’'une chromone.

Des dérivés par synthese de la coumarine ( difénacoum , brodifacoum) sont utilisés comme

rodonticides anticoagulants. Ce sont des molécules de seconde génération : «superwarfarine» a

action anticoagulante prolongée.

Les mycotoxines (figure-05) sont des toxines élaborées par des champignons inférieurs a la
surface de nombreux aliments. Parmi celles-ci, les trois qui posent le plus de probleme en santé

publique, possédent une structure coumarinique :

- Les aflatoxines [8], produites par Aspergillus flavus ou Aspergillus clgwsdnsdes
hépatotoxines et I’Aflatoxines; st responsable d’'un cancer du foie chez 'homme.

- L’ochratoxine A [8], produite par Aspergillus crenophialum et Penicillium
viridicatus est néphrotoxique et pourrait donner des cancers du rein chez ’lhomme.

- La zéaralénone [8] et ses dérivés macrolides lactoniques , produits par des espéeces de

Fusarium , possedent des propriétés oestrogéniques .

OH (o]
CgHsCH(COOH)CH ,NHOC OH O CH3
(@]
O
CH,
cl 7 O
Ochratoxine A Zéaralénone
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Aflatoxines | R; | Ry Ry | R | Rs Rs Aflatoxines | R R2 R3
B:1 H | H 0 H |OCH Gy H H H
B2 H, | H2 0 H | OCH G, H, | H, H
B2a OH | H; 0 H |OCH G OH | 1, H
M1 H|H |OH |0 H | OCH GM, H H OH
P H | Ho |OH | O H | OCH
P, H 0 H OH Aflatoxine G, et ses dérivés
Q1 0O | OH | OCH
Ro H H H |[OH| H |OCH

Aflatoxine B; et ses dérivés
Figure-05 : Structures chimiques des trois principales mycotoxines.

Au cours de ce travail, nous nous intéresserons qu’aux coumarines naturelles (simples,
furanocoumarines et pyranocoumarines) utilisées en thérapeutique. On revanche les

isocoumarines et les mycotoxines ne seront pas traitées.
I1-A-2 Origine

Ce qu’on entend par «coumarine>>, nom donné en 1835 par Guibourt [9] Leur chef de fille,

la coumarine proprement dite, estdbenzopyrone, substance hétérocyclique fortement

odorante qui donne une odeur agréable a la feve Tonka.

Les coumarines tirent leur nom de « Coumarou»> nom vernaculaire de la feve Tonka

(Dipteryx odorata. (Aubl.) Willd., Fabacées) d’ou fut isolée la coumarine [10].

L’isolement de la coumarine a été rapporté pour la premiére fois par Vogel en 1820 [11].
Bien que la coumarine soit la premiére des coumarines décrites, elle n’a pas été la premiere a

étre isolée. En 1812 Vauquelin extrait un glycoside de la plzaypane alpina. Ce composé
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sera appelé plus tard Daphnine mais la structure est restée inconnue jusqu’en 1939 quand

Wessely et Sturm la décrivent comme -hydroxy-75-D-glucosyloxycoumarine (figu-06).

X

B-D-Glu-0 o) o

OH

Figure-06 : Structure de la Daphnine.
IT1-A-3 Les coumarines dans le régne végétal

Aujourd’hui, prés d’'un millier de coumarines ont été décrites dans plus de 800 especes de
plantes et dans les micro-organismes [3]. Les plus simples d’entre elles sont largement
distribuées dans tout le régne végétal. Elles sont surtout présentes chez les Dicotylédones et
sont abondantes dans certaines familles telles que : Oléacées, Loganiacées, Solanacées.
Certaines familles élaborent des structures tres variées avec des molécules parmi les plus
complexes en particulier les Rutacées, Astracées, Fabacées et Apiacées a la quelle appartient

I'espéce étudiée [12].

Dans la littérature, prés de 176 especes appartenant a la famille des Rutacées contiennent des

coumarines avec des structures trés variees [13].

Les coumarines sont formées dans les différentes parties des plantes et s’accumulent
essentiellement dans les fruits et les racines suivies par les feuilles et les écorces, ainsi que les

tissus ages ou lésés [14].
I1-A-4 Diversité structurale

A part la coumarine, la 4-méthylthio-5-méthyl coumarine isolée de la plante Onoseris
hyssopifolia [3], et la 3-chloro-7-méthoxy-4-méthyl-coumarine isolée récemment de Ficus
krishnae [15] toutes les coumarines sont substituées par un groupe oxygéné sur une ou

plusieurs des six positions du squelette principal.

Du point de vue structural, on les classe en coumarines simples avec des substituants sur le

cycle du benzéne (hydroxylées, alcoxylées et alkylées et leurs glycosides), les
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furanocoumarines, les pyranocoumarines, di et triméres, et le dernier groupe sera celui des

coumarines substitues en position 3 et ou 4 sur le cycle pyrone [16].

CH;  SCHs CHs
Cl
AN X
H,CO o) o}
0 0
4-méthylthio-5-méthylcoumarine 3-chloro-7-méthoxy-4-méthylcoumarine

IT-A-5 Structures chimiques

I1-A-5-1 Les coumarines simples

Ces composés sont tres répandues dans le regne végeétal et plus de 700 structures sont déja
décrites [17]. La majorité des coumarines sont substituées en C7 par un hydroxyle. La 7-
hydroxycoumarine connue sous le nom d’'ombélliférone est précurseur des coumarines 6,7-di-et

6 ,7 ,8 trihydroxylées.
Les divers groupes hydroxylés en C6, C7et C8 peuvent ensduite :
> Etre méthylés

Les coumarines les plus répandues dans le regne végétal possédent des substitutions (OH ou
OCHz)en6 et 7.

Les coumarines aglycones
. R6 R7 R8
Ombelliférone H OH H
Herniarine H OCH; H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCH;s; OH H
Scopanone OCH; OCH;s H
Fraxétol OCH; OH OH
Hydrangétine H H OCH;
Daphnétine H H OH
Isoscopolétine OH H OCH;
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Ou étre engagés dans une liaison hétérosidigue.
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Quelques glucosides de coumarine
Gluc =[-D-glucopyranosyloxy
Synonyme R6 R7 R8
Skimmine 7-O-glucosyl-ombelliférone H Gluc
Esculoside 6-0O-glucosyl-esculétol Gluc OH H
Cichoriine 7-O-glucosyl-esculétol OH Gluc
Scopoline | 7-O-glucosyl-6-méthoxycoumaring OCHB3  Glu¢ H

OH
@)
OH OH HO (@) @)
Esculoside
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Figure-06 : Exemples de structures de coumarines simples sous la forme aglycone ou
héterosidique.

> Etre prénylées

Ces molécules peuvent aussi étre associées avec des chaines isopréniques en C5, C10
(monoterpenes) ou plus rarement C15 (sesquiterpenes). Un élément structural commun a
beaucoup de coumarines est la prénylation : O-prénylation, ou prénylation en C6 ou en C-8 de

'ombelliférone ou de I'herniarine.
Les coumarines prénylées se rencontrent fréquemment dans la famille des Apiacées [18].

Elles sont trés répandues dans le genre Ferula [18t21dut les éthers de coumarines-

sesquiterpénes, des farnésyle coumarines cycliques.

On site le férulénol et ses dérivés qui sont responsables de la toxicité de I'espéce F.

communis var.breviedia qui provoque une maladie hémorragique mortelle (ferulosis) [22].

Férulénol

La réactivité importante de la chaine isoprénigue £ G, plus rarement, en;g;
explique I'existence d’un grand nombre de structure dérivées. (époxydées, mono-et dihydro-

xylées, cyclisées,....... etc.

La prénylation est également a I'origine des coumarines polycycliques, furano-et

pyranocoumarines et dans quelques cas il peut y avoir formation d’'un cycle.

Composés Synonyme R6 R7 R8
Aurapténe 7-géranyloxy coumarine H O-géranyl H
Subérosine 7-méthoxy-6-(3-méthyl-2-butényl) jamylényl | OCH H
coumarine
Osthol 7-méthoxy-8-(3-méthyl-2-butényl)- H OCH; |Amylényl
coumarine
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JOON m
)\/\)\/\o 0 o) —O0 o) o)

Auraptéene Subérosine

Figure-07 : Exemples de structures coumariniques prénylées.

II-A-5-2 Les coumarines complexes

I1-A-5-2-1 Les furocoumarines

Les furocoumarines sont des molécules tricycliques, produites par la condensation de deux
hétérocycles, coumarine (ou benzo-alpha-pyrone) et furane. La position du cycle furane permet
de distinguer deux types de furocoumarines : la série linéaire et la série angulaire. Les
furocoumarines constituent une classe de molécules abondantes, ou chaque membre se
distingue par la présence de divers groupements (hydroxy, alkoxy, géranyloxy...) sur les
carbones 5, 6 et 8 [23].

> La série linéaire
La série linéaire constitue le groupe tres important des psoralénes, molécules hautement
photosensibilisantes. Le noyau furane est en position 6-7. Les deux substiteaRssBnt en
position 5 et 8 ou encore en 2’ et 3.

Le psoraléne a été isolé pour la premiére fois de Psoralea corrylifolia.

Nom R1 R2
Psoraléne H H
Bergapténe (5-MOP) OCH H
Xanthotoxine (8-MOP) H OCH
Bergaptol OH H
Xanthotoxol H OH
Isopimpinelline OCH OCH;

Figure-08 : Structure chimique des principales furocoumarines linéaires.

> La série angulaire
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Les molécules appartenant a ce groupe sont en général tres peu photosensibilisantes. Le
noyau furane est en position 7-8 et les deux substituants sont en position 5 et 6 ou encore en 2’
et 3’ (figure-09).

Nom Ry Rz
Angélicine H H
Isobergaptene H OCH

Sphondine OCHl OH
Pimpinelline OCH OCH;s

Figure-09 : Structure chimique des principales furocoumarines angulaires.

> Les Dihydrofurocoumarines

Elles se distinguent des précédentes par la disparition de I'insaturation au niveau du cycle
furane. Les principales dihydrofurocoumarines linéaires et angulaires sont représentées dans la
(figure-10).

X
\ O (@) O
Ho>muum
O o) o) OH

Marmésine Columbianétine
A
o O (@]
(@]
Y%
(o]
Columbianadine Athamantine

Figure-10 : Structures de quelques dihydrofurocoumarines.
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On retrouve les furocoumarines majoritairement dans 4 familles taxonomiques : les
LégumineusesHsoralea sp. et Coronilla sp.), les Moracéeg(s carica), les RutacéeR|jta
graveolens, Citrus lemon, Citrus paradisi, Citrus bergamia) et les Apiagées( majus,

Pastinaca sativa, Apium graveolens, Petroselinum crispifi24].

. La répartition en furocoumarines varie d’une famille a l'autre. Alors que les Moracées et
les Légumineuses ne synthétisent principalement que deux types de molécules (psoraléne et
bergapténe pour les Moracées ; psoralene et angélicine pour les Légumineuses), les Rutacées et
surtout les Apiacées en synthétisent un large panel. Le bergapténe, la xanthotoxine et
I'isopimpinelline constituent néanmoins les formes principales dans ces deux familles [25].

I1-A-5-3 Les pyranocoumarines

I1-A-5-3-1 Les pyranocoumarines simples

La plupart des pyranocoumarines sont décrites dans la famille des Rutacées [26, 27] et des
Apiacées [29].

Composées formées par la fusion d’'un hétérocycle pyrane avec la coumarine.

- Soit dans le prolongement (forme linéaire) xanthylétine

- Soit latéralement (forme angulaire) séseline, visnadine .

=4 X
O (®) @)
Séseline Xanthylétine

Figure-11 : Structures de quelques pyranocoumarines simples.

I1-A-5-3-2 Les Dipyranocoumarines

Les dipyranocoumarines peuvent etre classées en trois groupes bien distincts, selon que le
substituant en position C4 de la lactone est soit un groupement n-propyle (calanolides), soit un

groupement phényle (inophyllums), soit un groupement méthyle (cordatolides).

Ces composés peuvent se classer en quatre groupes élémentaires :
- Groupel : Les dipyrano-coumarines tétracycliques, ou le cycle C porte un groupe

gem-diméthyle.
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- Groupe 2 : les dipyrano-coumarines tétracycliques dont les cycles pyraniques C et D
ont été inverseés.

- Groupe3 : Les pyrano-coumarines tricycliques qui comportent un équivalant non
cyclique des cycles C ou D de la structure tétracyclique des classes précédentes.

Certaines coumarines du groupe 3 sont des dihydrocoumarines dont la liaison C3-C4 est
saturée.

Les coumarines des groupes 1 et 2 peuvent également étre divisées en deux sous groupes,
selon qu’elles comportent un cycle chromanol ou un cycle chromanone, dépendant de la nature
de la fonction oxygénée portée par le carbone C4 dans les cycles 2,3-diméthylpyranes. Les
pseudo-calanolides C et D avaient d’abord été identifiés comme faisant partie du groupe |, avec
un groupe gendiméthyle sur le cycle C. Mais on s’est apercu grace aux déplacements
chimiques en RMNH qu’on avait affaire & des calanolides du groupe 2, oul le groupe gem-
diméthyle est porté par le cycle D [30, 31]. Les dipyranocoumarines se rencontrent largement
dans le genre Calophyllum qui est un groupe d’arbres tropicaux constitué d’environ 200

especes différentes, couvrant principalement la zone Indo-Pacifique [32].

Quelgues exemples de coumarines classés par série

> La série des Calanolides

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

(+) —Caknolide
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(+) =Inophyllum B 6,7-trans-Tomentolide A (+) —Teysmanone B

> La série des Cordatolides :

(+) — Cordatolide A (+) —Pseudo- cordatolide A (+) — Cordatolide E

Les coumarines peuvent également exister a deux états :
I1-A-5-4 Coumarines a I'état dimérique ou trimériques

Ce sont des composeés formés par la liaison de deux ou trois unités coumariques simples.
X Composés R R
> Daphinorétine | OCH | OH

R, , O 0 0
m Rutamontine OH OCH
5 o 5 Daphinorine OCH | O-Glu

Edgeworine H OH
(e}
ONa
(LT
O O
Dicoumarol Warfarine sodique

Figure-12 : Structures de coumarines a I'état dimérique.

Le dicoumarol (figure-12), isolé du Mélilot gaté en 1941 par Link [1], est un anticoagulant

antivitamine K. La warfarine, AVK obtenu par synthese, dérivé de la 4-hydroxcoumarine. Elle

est actuellement commercialisée en France sous le nom de COUM,ED(&primés

sécables de 2 ou 10mg).
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D’autre antivitaminiques K dérivés de la 4-hydroxycoumarine sont également

commercialisés :

- L’acénocoumarol SINTROM 4 m&,MINISINTROM 1mg®.
- Le tioclomarol APEGMONEZE:.

Les principales indications de ces médicaments sont la prévention de la maladie thrombo-
embolique, le port de prothéses valvulaires mécaniques ou biologiques, les valvulopathies, la
fibrillation auriculaire, I'infarctus du myocarde compliqué d’insuffisance cardiaque ou de

trouble du rythme ou d’anévrisme, les embolies récidivantes.

Des coumarines triméres ont été isolé&sideworthia chrysantha et8dgeworthia

gardneri de la famille des Thymelacées [33, 34].

X
Omo Edgeworoside A | (R=Rhamnose)

O Edgeworoside B | (R=Glucose)

HO [¢] e]
HO O. o]
O =

Figure-13 : Structure de coumarine a I'état trimérique.
II-A-5-5 Les coumarines substituées sur le cycle pyrone

Certaines coumarines sont substituées sur I'hétérocycle pyrone en C3 etxeniple la 4-
méthyl coumarine. Lorsque le substituaateRt un groupe phényle la molécule appartient aussi

a la famille des néo-flavonoides ou les 4-arylcoumarines.

R3 R2
R, N R, CHj
\
Rs 0 o}
Re O @)
4-méthyl coumarine Néo-flavonoide
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IT-A-6 Nomenclature

Les coumarines sont désignées en ajoutant au nom de la structure de base, les noms et
positions des résidus supplémentaires. La plupart des furocoumarines ont cependant des
dénominations reprenant le nom des plantes dans lesquelles elles ont été décrites pour la
premiére fois (le bergapténe présent dans Citrus bergamia, la rutarétine ou la rutarine dans
Ruta graveolen$, ou bien encore liées a leurs propriétés (la xanthotoxine pour sa couleur et
son activité biologique). On désigne dans certains cas I'isomére linéaire ou angulaire d'une

molécule par le préfixe iso- comme par exemple dans le cas de I'isopimpinelline [3].

IT-A-7 Voies de biosynthése
I1-A-7-1 Voie générale de biosynthese des phénylpropanoides

Les phénylpropanoides sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes
supérieures dont le précurseur est la phénylalanine, ainsi que la tyrosine chez les
monocotylédones. La synthése des acides aminés aromatiques (Phe, Tyr) est issue de la voie de
synthése du shikimate qui débute par une aldocondensation entre le phosphoénolpyruvate et
I'érythrose-4-phosphate (produit intermédiaire du cycle de Calvin) pour former un composé en
C7. Ce compose va ensuite se cycliser en un dérivé du cyclohexane et va subir une
déshydroxylation suivie d’'une réduction pour former le shikimate. Celui-ci va subir une
cascade de réactions menant a la synthése de la phénylalanine (figure-13)

A partir de la phénylalanine, la voie de biogenese des phénylpropanoides permet la synthése
de dérivés du phénylpropane dont le squelette de base est un composé en C6C3.

La voie des phénylpropanoides constitue le point de départ de la synthése de divers
métabolites (figure-14) [35].

H,PO5
PO,H
sz COOH
COOH

o)
COOH | H
5o
+
N —> —
HO o) o} CH,
OH | HO o g OH
PO;H,
OH

o
OH
Erythrose 4-phosphate  Phosphoénolpyruvat 3-déoxy-D-arabino-I'érythrose- . 3-déhydroquinate

phosphate
COOH l
oo COOH GOOH COOH
A — 1
H,PO;- O (o) CH,
o H,PO— O OH HO oH g oH
OH OH
OH
5-énolpyruvyl shikimate Shikimate

shikimate 3-phosphate 3-déhydroshikimate

3- phosphate
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Figure-13: Représentation de la voie de biosynthése de la phénylalanine [12].

La conversion de la phénylalanine en acide cinnamique par la phénylalanine ammonia-lyase

(PAL) marque I'entrée dans la voie des phénylpropanoides (figure-14).

La déamination oxydative de la phénylalanine en acide cinnamique est catalysée par la L-
phénylalanine amonia-lyase (PAL). La PAL est une enzyme clé a 'embranchement des voies
de biosynthése des phénylpropanoides et des acides aminés aromatiques. L’acide p-
coumarique se forme en général par hydroxylation de I'acide cinnamique grace a la cinnamate
4-hydroxylase (C4H) qui est une enzyme membranaire du réticulum endoplasmique.
Néanmoins, on peut également avoir une déamination oxydative de la tyrosine en acide p-

coumarique, réaction catalysée par la L-tyrosine amonia-lyase (TAL).
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COOH
m

phénylalanine

l PAL
COOH
AN =
------ >

. C2H oo

cinnamate coumarine
C4H
l ~ \

COOH \ COOH
/
NH; TAL N~ - >
HO HO

p-coumarate

(@) O 0}
tyrosine .
4CL
furocoumarines
COSCoA
X
HO
p-coumaroylCoA
4 ‘7 ’ ! N > ~
. | .
.7 1 N
- . : N .
‘/ : \A
|
N v .
Flavonoides Monolignols

Dérivés directs
(acide chlorogénique

acide caféique )

Figure-14 : Représentation partielle de la voie de biosynthese des phénylpropanoides. PAL :
Phénylalanine Amonia-lyase ; TAL : Tyrosine Amonia-Lyase ; C4H : Cinnamate 4-
Hydroxylase ; 4CL : p-Coumarate CoA Ligase [12].
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II-A-7-2 Voie de biosynthese des coumarines simples

Les coumarines simples sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide
cinnamique qui peut suivre ensuite deux voies : la premiére est initi€ée par une hydroxylation en
position 2 (ortho-hydroxylatiton) par 'enzyme cinnamate 2-hydroxylase (C2H) [36], il y a
ensuite isomérisation photocatalysée de la double liaison trans/cis et lactonisation (réaction
spontanée) (figure- 15). Cette voie conduit aux coumarines «vraies». La seconde voie,
beaucoup plus classique implique une hydroxylation du cinnamate en position 4 par I'enzyme
cinnamate 4-hydroxylase (C4H). L’acide p- coumarique ensuite est hydroxylée en position 2

donnant I'acide 2,4-dihydroxycinnamique qui conduit & 'ombelliférone (figure-15) [37].

COOH

!

phénylalanine

l COOH

COOH
N CaH coon C2H X
N .
HO OH
Cinnamate
. Cinnamate 4- Acide 2-
Acide p- Acide cinnamique  2-hvdroxylase :
coumarigue hydroxylase yaroxy coumarique
l “ Isomérisation
cis/trans
COOF
/@E\/
HO OH \
. COOH
Acide 2,4- OH

dihydroxycinnamique

| l\,' H20

o Coumarine
Ombélliférone

Figure-15: Schéma récapitulatif des voies de biosynthese des coumarines simples et
I'Ombelliférone [36].
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II-A-7-3 Voie de biosynthese des furocoumarines

La voie de biosynthése des furocoumarines, présente chez un nombre assez restreint
d’especes, implique la 2-hydroxylation du p-coumarate par I'enzyme coumarate 2-hydroxylase
(C2H). De maniere plus générale, on présumait que les hydroxylationtherdes C6C3
étaient faites par des enzymes a cytochrome P450 [37].

Le 2,4-dihydroxycinnamate va ensuite se condenser par estérification intramoléculaire
(lactonisation) pour former I'ombelliférone [38]. Ensuite, 'ombelliférone est prénylée par
I'ajout d’une unité isoprene, le diméthylallylpyrophosphate (DMAPP). Le groupement prényl
peut étre ajouté sur les carbones C6 ou C8 de 'ombelliférone, orientant la synthese
respectivement vers les furocoumarines linéaires ou angulaires. L’enzyme catalysant cette

réaction est la diméthylallyl tranférase (aussi appelée diméthylallylpyrophosphatase) [39].

La déméthylsubérosine est convertie en (+)-marmésine par cyclisation intramoléculaire
entre I'hydroxyle en C7 et la fonction alcene du prényl en C6 par la marmésine synthase. Cette
étape est catalysée par un cytochrome P450 localisé dans le réticulum endoplasmique chez

Ammi majug40].

La (+)-marmésine est ensuite métabolisée en psoraléne par libération d’'une molécule
d’acétone. La aussi, cette étape est catalysée par un cytochrome P450 localisé dans le réticulum
endoplasmique chez Ammi majus [40]. L'enzyme réalisant la conversion de la (+)-marmésine
en psoraléne, i.e la Psoraléne Synthase, a été clonée par la suite a partir de cellules élicitées
d’Ammi majug41].

L’hydroxylation en position 5 et 8 du psoralene géneére la formation de xanthotoxol et
bergaptol, cette double hydroxylation séquentielle est nécessaire pour permettre la formation du

5,8-dihydroxypsoraléne, précurseur physiologique majeur de l'isopimpinelline.

La O-méthylation du bergaptol et du xanthotoxol est catalysée par la O-méthyltransférase,

pour finalement donner la xanthotoxine et le bergapténe [42].

La (figure-16) rassemble les voies de biosynthése possible conduisant aux furanocoumarines

linéaires et angulaires.
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Figure-16 : Schéma récapitulatif des voies de biosynthése des furanocoumarines [37].
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IT-A-8 Activités biologiques

Les coumarines possédent de nombreuses propriétés biochimiques et pharmacologiques et
leurs activités dépendent de la structure et de la nature des substituants [43-45]. On peut citer
par exemple, des activités de réduction d’cedémes [46-48], de vasodilatation [49,50], anti-
inflammatoire [51,52], antimicrobienne [53-57], antivirale [58], antifongique [59],
antiplasmodiale [60], anticonvulsivante [61-63], antitumorale [64,65], anticancéreuse [66, 67],
d’inhibition d’enzyme [68, 69]. Elles peuvent aussi manifester des effets cestrogéniques [70],
anti-néoplasiques [71]. Elles inhibent I'agrégation plaquettaire [72] ainsi que I'activité de

I'acétylcholinestérase [73-75].

Kaneko [76] et Zhang [77] ont étudié en particulier I'influence de la structure des
coumarines sur leur activité antiradicalaire. lls ont mis en évidence que la structure
caractéristique des coumarines, c'est-a-dire la 1,2-pyrone, affecte peu I'activité antioxydante de
ces molécules. Par contre, la présence d’une fonction catéchol a un réle important pour les

propriétés antiradicalaires.

Activité Facteurs accroissant I'activité

Antiradicalaire -Nombre de groupements OH libre

-La présence d’'une partie catéchol

Inhibition de la -Absence de groupement en C5
xanthine oxydase -Présence de la double liaison C4-C3
-Groupement OH libres en C7,C6
-La petite taille des groupements

substituants la position C4

Cytotoxique -Présence d’'une partie catéchol
-2 groupements phénoliques en positigns
6,7 ou en 6,8

Tableau-01 :Effet de la structure sur les activités antioxydante, inhibitrice d’enzyme et
cytotoxique des coumarines [76,78, 79, 44].
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Les coumarines ont un potentiel cytotoxique pouvant s’avérer intéressant dans le cas d’'un
traitement antitumorale [44]. En effet, il est apparu que la cytotoxicité des coumarines est
dépendante de la cellule ciblée. De par leur propriété chélatante, antioxydante et anticoagulante
[80], les coumarines apparaissent comme des molécules potentiellement cytotoxiques a intéréts

thérapeutiques [44].

D’une maniére générale, les coumarines sont considérées comme des phytoalexines
produites en réponse a des attagues pathogénes ou des stress abiotiques [81]. Des études ont

d’ailleurs confirmé l'activité insecticide et larvicide des furocoumarines [82, 83].

La protection des plantes contre les herbivores, les insectes et les microorganismes

pathogenes est due aux propriétés phototoxiques de ces molécules [84].

Chez les humains, les furocoumarines sont a l'origine de problemes de photosensibilisation.
Bien que ce phénoméne de photosensibilisation soit incommodant pour les personnes saines, il
est en revanche mis a profit dans le traitement de certaines pathologies de la peau telles que le
vitiligo ou le psoriasis [85].

L'utilisation des furocoumarines est retrouvée dans le cadre des nouveaux développements
des divers domaines thérapeutiques, comme le traitement symptomatique de multiples scléroses
[86], la photochimiothérapie de lymphome a cellules T [87] et la chimiothérapie de tumeurs

résistantes a la polychimiothérapie [88].
I1-A-9 Propriétés physico-chimiques
II-A-9-1 Caracteres physiques

Les coumarines sont des solides cristallisés blancs ou jaunatres de saveur généralement

amere et présentant une odeur plaisante et caractéristique.

Le point de fusion de la coumarine se situe vers 68-70°C et son point d’ébullition est de
303°C [2].

I1-A-9-2 Solubilité

Les propriétés chimiques sont principalement dues a la fonction lactone insaturée,

notamment I'ouverture de I'anneau lactonique en milieu alcalin [12].
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La coumarine est largement soluble dans I'éthanol, le chloroforme et les huiles, alors qu’elle
est soluble en petite quantité dans I'eau bouillante et Iégérement soluble dans I'eau a 20°C [2].

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et dans les solvants organiques tels que

I'éther ou les solvants chlorés, avec lesquels on peut les extraire [2].

Les formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I'eau, et sont solubles dans
I'alcool [12].

Certaines coumarines sont sublimables et entrainables a la vapeur d’eau.
Elles forment des combinaisons insolubles avec les sels de plomb [1].

L’extraction est faite par I'éthanol ou les solvants organiques ; on peut les isoler a I'état de

complexes plombiques [1].
I1-A-9-3 Détection

5ml d’extrait éthéré obtenu aprés une maceération de 24 heures sont évaporés a l'air libre,
puis repris avec 2ml d’eau chaude. La solution est partagée entre 2 tubes a essai. La présence
de coumarines est révélée aprés ajout dans I'un des tubes de 0,5 mQie HIPE% et
observation de la fluorescence sous une lampe UV a 366nm. Une fluorescence intense dans le

tube ou il a été ajouté 'ammoniaque indique la présence de coumarines.
I1-A-9-4 Isolement

Les procédures d’isolement se réalisent pour la plupart des coumarines par des extractions
successives a l'aide de solvadespolarité croissante. Ainsi, I'éther de pétrole est frequemment
utilisé comme premier solvant. La plupart des produits coumariniques oxygéneés n’étant pas
solubles dans ce dernier, cette extraction est suivie de 'emploi de méthanol et éthanol comme

solvants. Cette technique permet d’obtenir la cristallisation des glycosides coumariniques.
I1-A-9-5 Caractérisation

La plupart des propriétés physico-chimiques citées précédemment sont mises a profit pour
la mise en évidence et I'identification des coumarines. Il est possible de séparer et de
caractériser les coumarines par les techniques de chromatographie sur couche mince (CCM), de
chromatographie gazeuse (GC) [89, 90], et de chromatographie liquide haute performance
(HPLC) [91-93].
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I1-A-9-6 Fluorescence sous la lumiére UV

Les coumarines sont caractérisées par une fluorescence sous UV a 366 nm de couleur bleue,

violéte ou rose, vert, jaune ou pourpre [94, 95]. Cette fluorescence est en général :

- Bleue pour les coumarines hydroxylées en 7 (Umbélliférone).
- Pourpre pour les coumarines prénylées.

- Jaune pour les furanocoumarines [95].

Cette fluorescence est intensifiée sur le chromatogramme, observé sous la lumiere UV
par les vapeurs de NHpar pulvérisation du chromatogramme par le réactif de Borntrager ou
I'acétate de plomb.

I1-A-10 Analyse structurale

> Spectroscopie infrarouge IR:

Cette technique fournit des informations sur les groupements fonctionnels d’'une molécule.

Pour les coumarines :

- L’absorption C=0 de la lactone conjuguée apparait pratiquement dans la région 1550-
1750 cni [96, 45].
- L’absorption OH du phénol est observée a 3558.cm

> Spectroscopie ultraviolette UV :

Les coumarines ont un spectre UV caractéristique, fortement influencé par la nature et la
position des substituants et profondément modifié en milieu alcalin : KOH, NaOH , Ns#DCH
en présence de Alggui forme un complexe avec les hydroxyles portés par des carbones
adjacents, ce qui induit un déplacement bathochrome [12].

Pour la coumarine, les absorptions maximales sont présentées dans deux bandes'a 276 cm
et 311 cnt. La présence des substituants alkylés induit des modifications des valeurs de la
bande en 311cthqui est déplacée vers 325¢18]. Selon la position des OH, le déplacement

est plus au moins fort [12].

> Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
En RMN du proton, I'observation d’'une paire de doublts de constante de couplage 9,5 Hz,

centrés entrd 6,1-6,4 et entrd 7,5-8,3 (CDCJ) correspond respectivement aux signaux des
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protons H3 et H4 et est caractéristique d’une coumarine non substituée sur le cycle pyrone.
Cependant la présence d’'une oxygene ou d’un substituant alkyle en C5, décale de facon

caractéristique la résonance du proton H4dvéf9-8,2 ppm [97, 98].

> Spectrométrie de masse

Les spectres de masse en impact électrique (1.E.) des coumarines dans les cas patrticuliers
des hydroxycoumarines et des alcoxycoumarines montrent un pic de base correspondant a la
perte du monoxyde de carbone (CO), une particule neutre fortement stable provenant du cycle
pyrone-carbonyle de I'ion moléculaire. S’il y a plusieurs groupements CO dans une molécule,
ils peuvent étre éliminés les uns apres les autres [99, 100].

+
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Figure-17 : Exemple de fragmentation en SM des coumarines [99, 100].
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I1-B Les huiles essentielles
I1-B-1 Définition

Selon la Pharmacopée Européenfid&dition définit I'huile essentielle comme : «produit
odorant et volatil généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiére
premiére végétale botaniquement définie, soit

- par entrainement a la vapeur d’eau, soit

- par distillation séche, soit

- par un procédé mécanique sans chauffage.

Une huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition
I1-B-2 Propriétés physico-chimique$12]

- Ce sont des liquides rarement visqueux (myrrhe) ou cristallisés a température ambiante
(camphre).

- Elles sont volatiles, ce qui les oppose aux huiles grasses (huile de noisette, huile
d’avocat, huile d'olive, etc...). Cette volatilité leur confere leur caractére odorant et est
a la base d’'un de leur mode d’obtention a partir du végétal (I'entrainement a la vapeur
d’eau).

- Elles sont pour la plupart, plus Iégéres que I'eau et non miscibles, tres peu solubles,
pour la plupart insolubles dans I'eau.

- Elles sont actives sur la lumiére polarisée et ont un indice de réfraction éleve.

- Elles sont totalement solubles dans les huiles grasses, particulierement solubles dans les

alcools a titres élevés et les solvants organiques.

- Elles ne sont que trés rarement colorées.
I1-B-3 Localisation et structure histologique des huiles essentielles
Toutes les parties des plantes aromatiques peuvent contenir de I'huile essentielle [101].

-Les fleurs bien sur, exemples : orange, rose, lavande ; le bouton floral (girofle) ou les

bractées (ylang-ylang).

- Les feuilles le plus souvent, exemples : eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge,

aiguilles de pin, de sapin.
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- Les organes souterrains, exemples : racines (vétiver), rhizomes (gingembre, acore)
- Les fruits, exemples : fenouil, anis, épicarpes des Citrus.
- Les graines : noix de mascade, coriandre.

- Le bois et les écorces, exemple : cannelle, santal, bois de rose.

Les huiles essentielles sont produites par diverses structures spécialement différenciées dont

le nombre et les caractéristiques sont tres variables.

- Les poils sécréteurs épidermiques rencontrés souvent chez les Lamiacées,

Géraniacées et Verbénacées. lls produisent les essences dites superficielles.

- Les organes sécréteurs sous-cutanés comprenant des cellules et des poches
sécrétrices qui sont généralement disséminées au sein du tissu végétal chez les

Myrtacées, Rutacées, ainsi que des canaux sécréteurs chez les Apiacées.

La composition chimique d’'une huile essentielle peut varier considérablement :

- Dans une méme plante selon les organes (feuille, fleur, fruit, bois).
- Dans I'année selon la saison pour une méme plante.
- Selon les conditions de culture pour une méme espéce végétale (ensoleillement,
humidité, longueur du jour, fertilité du sol).
- Selon les races chimiques (ou chemotypes) pour une méme espece (I'exemple
classique est le thym avec 7 races chimiques).
I1-B-4 Réle écologique
Parmi les composants majoritaires des huiles essentielles, nous trouvons les terpénoides qui
possédent un réle écologique lors des interactions végétales, comme agents allélopathiques,
c’est-a-dire inhibiteurs de la germination, mais aussi lors des interactions végétal-animal,
comme agent de protection contre les prédateurs tels que les insectes. lls interviennent

également, par leurs odeurs caractéristiques, dans I'attraction de pollinisateurs [102].
[I-B-5 Les méthodes d'extraction
I1-B-5-1 L'hydrodistillation

L'hydrodistillation est sans aucun doute le procédé chimique le plus ancien. En effet il fut
importé en Europe par les Arabes entre le Vllleme et le Xeme siécle mais le principe était déja

connu et utilisé par les Egyptiens dés le IVeme siecle apres J.C. Il est aussi le plus utilisé, le
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plus rentable et celui convenant le mieux a l'extraction des molécules en vue d'une utilisation
thérapeutique [103]. Cette méthode peut facilement étre reproduite en laboratoire et ne
nécessite pas beaucoup de matériel. Elle est réalisée en 2 étapes. La partie de la plante
contenant la molécule a extraire est placée dans un ballon avec de l'eau et quelques morceaux
de pierre ponce pour assurer le brassage de la solution. L’eau est portée a ébullition entrainant
avec elle les molécules aromatiques. En passant dans un réfrigérant, les vapeurs sont condensé

et I'huile essentielle se sépare par différence de densité.

Apres avoir laissé reposer le contenu quelques secondes, il est possible d'éliminer totalement

I'eau aromatique [104].
I1-B-5-2 L'hydrodistillation assistée par micro-ondes

Il existe divers exemples d'application de cette technique a I'extraction de certains organes
végétaux (hydrodistillation par micro-ondes, entrainement par micro-ondes et extraction par

solvants organiques assisté par micro-onde).

Le matériel végétal est placé en présence d'une quantité d'eau suffisante ou de solvant dans
un ballon disposé dans I'enceinte du four a micro-ondes. L'ensemble étant chauffé sans jamais
atteindre I'ébullition durant de courtes périodes. Ce procédé consiste a irradier par micro-ondes
de la matiére végétale et d'atteindre directement les systéemes glandulaires et vasculaires du
végétal. Le systeme de réfrigération ainsi que la partie prévue pour la récupération des essences

sont situés a l'extérieur du four [105, 106].
I1-B-5-3 L'hydrodistillation assistée par ultrasons

Les microcavitations générées par les ultrasons, désorganisent la structure des parois
végétales, notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion
et peuvent modifier I'ordre de distillation des constituants des huiles essentielles. Dans certains
cas, les rendements en huile essentielle sont augmentés et les cinétiques accélérés. L'utilisation
des ultrasons pendant I'hydrodistillation est inefficace. Une unité d’hydrodistillation équipée
d'une fontaine d'ultrasons peut permettre d'atteindre plus vite le point d'ébullition, mais ne
dégonfle pas les bulles [107, 108].

I1-B-5-4 Entrainement a la vapeur d'eau
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A la différence de I'hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I'eau et la
matiere végétale a traiter. Le principe de la distillation a la vapeur d'eau consiste a faire passer
la vapeur d'eau a travers la plante a une température adéquate pour détruire les cellules
végetales, libérer les molécules aromatiques et les entrainer dans un serpentin de
refroidissement. La, les vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un mélange «eau +
huile essentielle». Recueillies dans un essencier, I'huile essentielle et I'eau florale se séparent
par simple difféerence de densité. L'absence de contact direct entre I'eau et la matiere végétale,
puis entre I'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomeénes d'’hydrolyse ou de

dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile [109].

I1-B-5-5 Hydrodiffusion

L'hydrodiffusion est une variante de l'entrainement a la vapeur. Dans le cas de
I'nydrodiffusion, le flux de vapeur n'est pas ascendant. Cette technique exploite ainsi I'action
osmotique de la vapeur d'eau. Le principe de cette méthode réside dans l'utilisation de la
pesanteur pour dégager et condenser le mélange «vapeur d'eau-huile essentielle» dispersé dans
la matiére végétale. Comme pour l'entrainement a la vapeur d'eau, I'hydrodiffusion présente

I'avantage de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I'eau [109, 110].

I1-B-5-6 L' «expression» par solvant volatil

Le matériel végétal dont on veut extraire une huile est placé sur des grilles puis dans des
cuves appelées extracteurs. On les remplit de solvant et on effectue ainsi plusieurs extractions
successives. Le mélange est ensuite envoyé dans un décanteur ou on le laisse reposer. Cette
phase de repos va permettre d'obtenir deux phases: celle au fond contiendra I'eau contenue dans
les plantes, I'eau étant plus lourde que le solvant celui-ci sera a la surface. Les huiles
essentielles étant tres solubles dans le solvant se retrouvent dans la méme phase, il suffit donc
d’éliminer I'eau. Ensuite on évapore le solvant afin d'obtenir I'huile essentielle. On obtient
ainsi une «concrete» si le matériel végétal de départ consiste en fleurs fraichement cueillies, ou
un «résinoide» s'il est composé de racines, graines ou mousses. Apres obtention des extraits, on
effectue dans le cas des «concrétes» un lavage a l'alcool dans des batteuses pour séparer les
cires végétales. Ces cires sont ensuite éliminées grace a un glacage (action du froid) ainsi
qu'une filtration. Par évaporation de I'alcool on obtient «lI'absolu de concréte». Le «résinoide»

peut étre lui utilisé tel quel [103].

I1-B-5-7 L' «expression» mécanique
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Cette technique est utilisée pour extraire les huiles essentielles des agrumes de la famille des
Rutacées (citron, orange, mandarine, ainsi que la bergamote qui est issue d'un greffon de
citronnier et de bigaradier). C'est une méthode assez simple qui consiste a briser
mécaniquement (abrasion, compression, incision, perforation, ...) les poches a essence (souvent
au niveau de I'écorce ou péricarpe du fruit) pour recueillir un mélange d'essences odorantes et

d'eau.

Dans le cas des agrumes, on parle d' "essence" et non d'huile essentielle car aucune
modification chimique liée a des solvants ou a la vapeur n'a lieu (contrairement a
I'nydrodistillation ou a I'extraction par solvants volatils ou cette modification est possible)

[111].

I1-B-5-8 L'enfleurage

On distingue deux types d'enfleurage: a froid ou chaud; L'enfleurage a froid consiste a
piquer des fleurs fraiches dans de la graisse, cette derniére absorbant ainsi les molécules
odorantes. On remplace régulierement des fleurs pour gorger au maximum les graisses (on
estime qu'un kilo de graisse absorbe trois kilos de fleurs). C'est ce qu'on appelle le défleurage.
La graisse est ensuite lavée a l'alcool dans des batteuses, on évapore I'alcool et on obtient ainsi
une absolue de pommade.

L'enfleurage a chaud (ou digestion) consiste quant a lui a faire fondre dans de grandes
marmites au bain-marie de la graisse a laquelle on ajoute les fleurs. On renouvelle les fleurs
tous les deux jours environ. Puis on filtre le tout a travers plusieurs couches de tissus (lin et
coton) afin de séparer la graisse inutile de la pommade. On peut utiliser cette pommade telle
quelle ou la traiter par la méme méthode que pour I'enfleurage a froid afin d'obtenir une absolue
[111].

I1-B-5-9 L'extraction au CO, supercritique

Le terme supercritique signifie que le £8ous pression et a une température de 31°C, se
trouve entre I'état liquide et I'état gazeux. Lorsqu'il est dans cet état,,leSCO@apable de
dissoudre de nombreux composés organiques et c'est cette méme propriété dont les fabricants
se servent pour extraire les huiles essentielles. La matiére végétale est chargée dans l'extracteur
ou est ensuite introduit le GBupercritique (sous pression et réfrigéré). Le mélange est ensuite
recueilli dans un vase d'expansion ou la pression est considérablement réduite, Le CO

s'évapore et il ne reste plus que 'huile essentielle [112, 113].
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I1-B-5-10 Turbodistillation

C'est une hydrodistillation accélérée en discontinu. Son objectif est de limiter les
inconveénients dus soit a une longue durée d'extraction, soit a une superpression. Pour activer la
distillation a la pression atmosphérique, I'alambic est équipé d'une turbine qui permet, d'une
part la dilacération des matiéres végétales et, d'autre part un meilleur coefficient de transfert
thermique grace a l'agitation turbulente et l'augmentation de la surface de vaporisation. Le
procédé permet en outre la récupération des fractions les plus volatiles grace a un systeme de
condensation secondaire. La présence d'une colonne a plateaux contribue a I'enrichissement des
vapeurs en huile essentielle, d'ou une amélioration du rapport d'entrainement. Un systéme de
cohobage recycle les eaux aromatiques en téte de colonne afin de favoriser I'entrainement des

composeés non décantés [114].
[I-B-6 Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composes
odorants distincts. Il s'agit des terpénes, prépondérants dans la plupart des essences, et des
dérivés du phénylpropane, retrouvés en tant que composés majoritaires dans quelques- unes.
Divers autres constituants minoritaires leurs sont associés. De nombreux dérivés porteurs de

fonctions chimiques variées sont également considérés comme des composes terpéniques.
I1-B-6-1 Principales structures chimiques terpéniques

Le mot «terpéne» tire son origine du mot térébenthine. En 1818, la térébenthine a été
découverte comme étant un mélange d'hydrocarbures avec un ratio carbone/hydrogéne de 5/8.
Les isoprénoides ont une structure plus ou moins complexe issue de la condensation de
molécules a chaine carbonée linéaire a 5 atomes de carbone qui dérivent du 2- méthybutadiene
(isoprene). Le chimiste Ruzicka proposa une nomenclature pour les deérivés isopréniques en
fonction du nombre d’unités d’isoprene qui les constituent : monoterpene C10, sesquiterpénes
C15, diterpenes C20, sesterpénes C25, triterpénes C30 et carotenoides C40 [115-117].

>_\ Isoprene

I1I-B-6-1-1 Les monoterpenes
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Les terpenes proprement dit sont des hydrocarbures;e£rPlds de 900 monoterpenes
connus se trouvent principalement dans 3 catégories structurelles : les monoterpénes linéaires
(acyclique), les monoterpenes avec un cycle unique (monocycliques) et ceux avec deux cycles

(bicycliques). lIs résultent d'une fusion typique téte-a-queue des unités d'isoprene [102, 118].

> Les monoterpenes acycliques

Le géranyl pyrophosphate (GPP), le premier composé issu du mévalonate est le précurseur
de cette catégorie de monoterpenes. Dans ce groupe, le géraniol est le plus répandu dans le

regne vegeétal [116].
> Les monoterpénes monocycliques

Ces composés sont formés a partir du néryl pyrophosphate (NPP) ou du géranyl
pyrophosphate (GPP) [119]. Les composés aromatiques sont les plus importants dans cette

catégorie, comme lp-cymene et ses dérivés hydroxylés qui se trouvent associés @vec '

terpinéne. On distingue 4 groupes dans cette catégorie:

- Les hydrocarbures en ;6 contenant deux doubles liaisons: le D-limonene et les
phellandrénes sont les représentants les plus connus de cette famille.

- Les hydrocarbures en;i;s contenant une double liaison : les terpinéols sont les
plus fréquents dans cette famille.

- Les hydrocarbures emH,o: Les menthanes (hydrocarbures saturés) n'existent pas
a l'état naturel, mais on trouve leurs dérivés alcool et cétone correspondants: le
menthol et la menthone.

- Les hydrocarbures emgEl,o contenant un oxyde: dans cette famille, le cinéole ou

l'eucalyptol sont trés abondants.

> Les monoterpénes bicycliques

Ces composeés se trouvent dans un grand nombre d'huiles essentielles, surtout celles issues
des coniféres. La plupart de ces monoterpénes font partie des familles pinane, bornane ou
thujane tandis que les familles fenchane et carane sont moins représentées. Les monoterpenes

majeurs issus du pinane somri-fiinene et lg3-pinene qui sont largement distribués dans les

plantes. Le bornéol, l'isobornéol et camphre sont les terpenes les plus importants dans la famille

bornane. Les terpénes les plus communs de type thujane sont les cétones thujone et isothujone,
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les alcools et les hydrocarbures associés. La fenchone et les aledelschol et Ie-fenchol

sont des constituants majeurs de la famille fenchane. Enfin, le 3-caréne est le seul monoterpene

commun de la famille carane.
I1-B-6-1-2Les sesquiterpenes

Ce sont des hydrocarbures possédant 15 carbones, de formule Btste ICs'agit de la
classe la plus diversifiée des terpénes puisque plus de 3000 molécules y ont été recensées. Les
sesquiterpénes se divisent en plusieurs catégories structurelles: acyclique, monocyclique,

bicyclique, tricyclique, polycyclique.
> Les sesquiterpenes acycliques

lls sont susceptibles d'étre dérivés du trans-farnésyl pyrophosphate (FPP) qui constitue
I'analogue de la génération des monoterpenes acycliques a partir de GPP. Généralement tous les
monoterpénes acycliques ont un analogue sesquiterpéne direct [119].

> Les sesquiterpénes monocycligues

Les sesquiterpénes monocycliqgues sont divisés principalement en 4 familles-type:
bisabolane, germacrane, élémane et humulane. Le zingibéréne est un exemple de la famille du
bisabolane, que I'on trouve par exemple dans l'essence de Gingembre.

> Les sesquiterpenes polycycliques

Parmi les sesquiterpénes polycycliques, le caryophyllene est le plus important; on le

retrouve principalement dans le poivre et certaines épices.
I1-B-6-1-3 Les diterpenes

Ce sont des substances avec 20 atomes de carbone C20 élaborées a partir de 4 unités
d'isopréne; ils se forment a partir de leur précurseur, le géranylgéranylpyrophosphate (GGPP)
[116, 119]. Ces composés sont principalement présents dans les plantes supérieures et dans les
champignons. Il existe environ 2700 diterpénes dans la nature dont la majorité est sous forme
cycliqgue. Parmi les diterpenes linéaires, on rencontre la famille phytane dont le phytol est le
représentant le plus connu de la chlorophylle ou des vitamines K et E. Les diterpenes cycliques
sont des dérivés du cyclophytane. Le rétinol et le rétinal, deux formes de la vitamine A sont les

plus connus dans cette famille.

I1-B-7 La biosynthése des terpénoides dans le regne végétal
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Comme vu ci-dessus, les terpenes sont des produits d'un enchainement de leur unité de base,
et la biosynthése de terpénes se déclenche par activation de l'isopréne (activé par ATP). En
1956 un composé en C6 (acide mévalonique, MVA) a été découvert en tant que clé de la
biosynthese des terpénoides. Plus tard son intervention dans le métabolisme du cholestérol a été
démontrée et la voie métabolique, de l'acétyl-CoA jusqu'a l'isopréne actif par l'intermédiaire de
MVA a été élucidée [116, 119].

> La biosynthése d'unité de base isopréne

Deux molécules d'acétyl-CoA réagissent ensemble en donnant naissance a l'acétoacétyl-
CoA, lequel en fixant une troisieme molécule d'acéetyl-CoA forme pBdeydroxy{3-
meéthylglutaryl- CoA. Ensuite, la réduction en alcool du carboxyle combiné au CoA conduit a la
formation de MVA. En éliminant une molécule de £/@ MVA est converti en isopentényl
pyrophosphate (IPP) ou isopréne actif. C'est le IPP qui constitue l'unité isoprénique
d’enchainement, et il s'isomérise en diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP) [116, 119] (figure-
18).

Acylation Condensation

2 CHCO-SCoA — " 5 CHyCO-CH,-CO-S-CoA

Acettyl CoA Acetoacetyl CoA CHaCO-S-CoA (1)

(OH OH
® ° Reducti
NAD + B eduction (NADPH) (2)- a
Hydrolyse -b
HOOC  CHOH CoA-S-OC  CO-S-CoA
Ac. mevalonique B-hydroxy{3-methyl glutaryl CoA
(1) HMG-CoA synthetase
(2) HMG-CoA reductase
Figure-18 : Formation de I'acide mévalonique.
> La biosynthese des diphosphates d'isopentényle et de

diméthylallyle, équivalents biologiques de l'isoprene

Le diphosphate d'isopentényle (IPP) et le diphosphate de diméthylallyle (DMAPP) sont
les précurseurs des tous les isoprénoides chez tous les étres vivants. Ces deux métabolites
représentent les équivalents biologiques de l'isopréne dont ils possedent le squelette ramifié en
C5. La formation d'IPP a été considérablement étudiée dans les années 50. Deux voies de
biosynthese, tout a fait différentes, menent a I'lPP, la voie du mévalonate et voie du 2-C-
méthyl-D-érythriol 4-phosphate ou voie du MEP [116, 119].
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> La voie du mévalonate

La voie du mévalonate, la plus anciennement connue, utilise I'acétyl-CoA comme produit
de départ. Une succession de condensation de trois unités d'acétyl-CoA mene a la formation de
3-hydroxyméthyglutaryl- CoA (HMG-CoA) qui est réduit en mévalonate. Deux
phosphorylations consécutives fournissent successivement le mévalonate 5- phosphate et le
mévalonate 5- diphosphate. Ce dernier intermédiaire est ensuite soumis a une phosphorylation
de son hydroxyle tertiaire suivie d'une décarboxylation concomitante qui conduit a I'lPP.

Finalement I'lPP est isomérisé en DMAPP par une isomérase [116, 119] (figure-19, 20).

OH
& 2ATP  2ADP OHatP ADP

N A,

HOOC  CH,OH @@ Hooc  cHopPp @

(o p
_— )\/\ + CO, + HaPO
Z OPP 2 A

2

H_(\O/(:%OCHZOPP Pyrophosphate d'isopent-3-enyl
(IPP)

(3) mevalonate kinase
(4) phosphomevalonate kinase
(5) mevalonate-5-diphosphate decarboxylase

Figure-19 : Formation de l'isopentényl pyrophosphate (IPP) a partir de I'acide mévalonique.

)\/\ isomerisation )\/\
= oPP NX-"opp

IPP Pyrophosphate d'isopent-2-enyl
DMAPP

Figure-20 : Isomérisation de I'lPP en pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP).

> La voie du MEP

Les deux premiers précurseurs de cette voie sont le pyruvate et le glycéraldéhyde 3-
phosphate (GAP), tous deux issus directement du métabolisme du glucose. La premiere
réaction , catalysée par la 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase (DXS), conduit au 1-
désoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXP). Ce pentulose subit un réarrangement intramoléculaire
suivi d'une réduction concomitante de I'aldéhyde intermédiaire pour fournir le 2-C-méthyl-D-
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érythritol 4-phosphate (MEP). Ces deux réactions sont catalysées par la 1- désoxy-D-xylulose5-
phosphate isoméro-réductase (DXR). Les étapes suivantes correspondent a des modifications
du 2-C-méthyl- D-érythritol 4-phosphate : la formation du 4-(cytidine 5'-diphospho) -2-C-
méthyl-D-érythritol (CDP-ME) suivie de la phosphorylation de I'alcool tertiaire pour donner le
2-phospho-4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol (2PCDP-ME) et finalement la
formation du 2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate (MECDP). Ce composé est ensuite
transformé en diphosphate de(E)-4-hydroxy-3-méthylbut- 2ényle (HMBPP). Le dernier
précurseur de cette voie indépendante du mévalonate est finalement transformé soit en
diphosphate d'isopentényle soit en diphosphate de diméthylallyle. Toutes ces étapes constituent
la voie de biosynthése des isoprénoides avec comme intermédiaire le MEP [116, 119] (figure-
21).

Glycéraldéhyde  Pyruvate
3-phesphate

~
1-Déoxy-D-xylulose
2-C-Méthyl-D-érythritol-4phosphate
4-(Cytidine 5-diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol
2-Phospho-4-(Cytidine 5-di:hospho)-Z-C-méthyI-D-érythritoI
2-C-Méthyl-D-érythritt)l-2,4-cyclodiphosphate

Hydroxyméthylbute nyl-4-phosphate

r N
Diméthylallyl < Isopentényl
Diphosphate — Diphosphate
I\ J
’/ M Monoterpé
L : onoterpenes
Isopréne Géranyl diphospha P
l
Caroténoi - Géranylgéranyl diphosph: —  Diterpénes
¥ L
M Phytyl diphosphate
Acide abscissiat / \
Chlorophylle

Plastoquinone Ubiquinone

Figure-21 : Biosynthese des isoprénoides par la voie du MEP [120].
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> La biosynthése des terpénes

La condensation du diphosphate d'isopentényle (entité nucléophile) sur le diphosphate de
diméthylallyle ( entité électrophile) méne au diphosphate de géranyle (GPP,C10), précurseur

des monoterpénes (figure-22, 23).

~ oPP \
= oPP -
opp

pyrophosphate
de géranyle
(GPP)

pyrophosphate
de farmésyle
(FPP)

Figure- 22 : Formation du pyrophosphate de farnésyle (FPP) par
condensation du GPP avec I'IPP.
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Figure-23 : Voies de biosynthése des sesquiterpenes a partir du pyrophosphate de farnésyle
[12].

Une condensation supplémentaire de type téte-a-queue de I'lPP sur le GPP conduit au
diphosphate de farnésyle (FPP, C15), précurseur des sesquiterprenes. Une élongation
supplémentaire du diphosphate de farnésyle avec une entité d'IPP, conduit au diphosphate de
géranylgéranyle (GGPP), précurseur des diterpenes et des caroténoides. Tandis qu'une
condensation "téte-a-téte" de deux molécules de diphosphates de frénésyle aboutit au squaléne
(C30), précurseur des triterpénes, des stérols et des hopanoides. Enfin, les composeés

isopréniques en Cb5n, précursuers des polyprénols et des quinones, proviennent de
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condensations successives de I'IPP sur le GGPP. Les prényles transférases permettent
I'élongation des chaines prényles par addition d'une molécule d'IPP. Ces précurseurs acycliques
isopréniques peuvent subir différentes réactions chimiques (oxydations, cyclisations suivies de

transpositions), ce qui permet de dénombrer a ce jour plus de 22000 isoprénoides.

I1-B-8 Activités biologiques
Les huiles essentielles ont des propriétés medicinales nombreuses et variées. On peut citer :
I1-B-8-1 Propriétés anti-infectieuse

> Propriétés antibactérienne, antifongique

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques
contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne, par exemple contre les bactéries
endocanalaires [121] et d'origine fongique contre les dermatophytes [122]. Dans les
domaines phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs composés actifs
peuvent également étre employés comme agents de protection contre les champignons
phytopathogénes [123] et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires. Le
carvacrol, le p-cymene et jeterpinéne de I'huile essentielle d’Origanum acutidend des

effets fongiques contré&usarium oxysporum, Fusarium solaMonilinia fructicola et
Rhizoctonia solanjil124].

> Pouvoir antiviral

L’huile essentielle dé&alvia fructicosa a montré une activité virucide importante contre le
virus de I'herpes simplex type 1 (HSV-1).

Une destruction de I'enveloppe de HSV-1 par le traitement avec I'huile essentielle
d'origan a été décrite. Cet effet est d0 a une interaction entre I'huile essentielle avec
I'enveloppe et les glycoprotéines virales impliquées dans I'adsorption et la pénétration dans la
cellule hote [125].

> Pouvoir antiparasitaire

Des effets antiparasitaires ont été montrés par les huiles essentiliealgbtus globules
de Lavandula officinaligt de Citrus limonum
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Certains composants d’huiles essentielles empéchent le développement et détruisent les
parasites. Le groupe des phénols posséde une action puissante contre les parasites, les cétones

et les lactones possédent aussi une certaine toxicité [126].
> Pouvoir antiseptique

Toutes les huiles essentielles sont fortement antiseptiques en raison du haut pourcentage
d’alcools dans leur composition. Dans des préparations pharmaceutiques, les terpénes
phénoliques, comme le thymol et le carvacrol, sont souvent utilisés comme antiseptiques

antibactériens et antifongiques. Le thymol est tres irritant, astringent et caustique [125].
> Insectifuge et insecticide

Certaines huiles essentielles peuvent étre appliquées en cas de piqures d’ Mstaiwsca

quinquenervia et Ocimum gratissimufh28, 124].
> Propriétés cicatrisantes

Les huiles essentielles deavandula angustifolia et de€itrus limonum stimulent les
processus de cicatrisation.

I1-B-8-2 Propriétés anti-inflammatoires

Les huiles essentielles peuvent étre utilisées pour traiter les troubles articulaires
inflammatoires comme les tendinites [129]. Tung et ses collaberateures ont montré que I'huile
essentielle d€innamomum osmophloewrdes activités anti-inflammatoires. En outre, ils ont
aussi indiqué que le trans-cinnamaldehyde, I'oxide de caryophylléne, le L- bornéol, I'acétate de
L-bornyle, I'eugénol, le3-caryophylléne, le (E)-nérolidol et I'acétate de cinnamyle ont fait la
preuve dimportantes activités anti-inflammatoires dans la suppression de la production

d’oxyde nitrique par stimulation de LPS-macrophages [130].
I1-B-8-3 Propriétés a visée neurotrope
> Pouvoir analgésique, antalgique et anesthésique

De nombreuses huiles essentielles présentent une activité contre tous types de douleurs :
gastriques, musculaires, céphalées, rhumatismes [131, 132] Franca et al, ont montré les

propriétés analgésiques de I'huile essentiell@cdthum selloiet du méthylchavicol [133].
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L’huile essentielle diyptis fruticosaa une activité antinociceptive périphérique et analgésique
Menezes Peana ont montré que le (-) linalol possédent une activité analgésique [134, 135].

> Huiles essentielles sédatives

La prise de certaines huiles essentielRarifla frutescensSyzygium aromaticunagit sur
le moral et sur le bien-étre physique et psychique. Elles calment les anxieux et insomniaques,

tonifient les déprimés, détendent les nerveux, émotifs, hypertendus et irrités [136, 137].
I1-B-8-4 Propriétés digestives

Les huiles essentielles favorisent la motricité intestinale, stimulent les fonctions

hépatobiliaires et ont un pouvoir anti-fermentaire.

Une étude récente a examiné l'activité thérapeutique de I'huile essentielrottn
cajucara dans des ulcéres chroniques de I'estomac, en augmentant I'expression des facteurs de
croissance épidermique (EGF), le niveau plasmatique de somatostatine et en diminuant le

niveau de gastrine [139].

Wang et ces collaborateurs ont révélé gu’'une faible dose de I'huile essenti€lietde
tiglium avait augmenté la motilité gastro-intestinale, tandis qu'une forte dose avait des effets
inhibiteurs. Cette méme huile essentielle a d’autre part un effet semblable sur la contraction du

colon et de I'intestin gréle [139].

Outre ces applications, les huiles essentielles présentent d’autres activités pharmacologiques
et biologiques : elles sont antioxydantes [140-142], tonifiantes [143, 144], antispasmodiques
[145, 146], hypoglycemiantes [147, 148], cytotoxiques [149, 150], phototoxiques [118],
anticarcinogénes [151, 152].

I1-B-9 Analyses chimiques

I1-B-9-1 La Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d'analyse par séparation qui
s'appliqgue aux composés gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. La CPG est la technique usuelle pour l'analyse des huiles essentielles. Elle
permet d'obtenir la séparation de composeés volatils de mélanges trés complexes et 'analyse

quantitative des résultats a partir d'un volume d'injection réduit [153].
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Pour chacun des composés, des indices de rétention expérimentaux peuvent étre obtenus. lls
sont calculés a partir du temps de rétention du composé, encadré dans une gamme étalon
d'alcanes ou plus rarement d'esters méthyliques linéaires, a température constante (indice de
Kovats) ou en programmation de température (indice de rétention) [154]. Ces indices sont
ensuite comparés avec ceux des produits de référence (mesurés au laboratoire ou décrits dans la
littérature). Toutefois l'identification peut étre incertaine car il est fréquent d'observer des
variations expérimentales, parfois importantes, lorsque I'on compare les indices de rétention
obtenus au laboratoire et ceux de la littérature( en particulier sur colonne polaire). C'est
pourquoi la comparaison des indices sur deux phases stationnaires de polarité différente est
nécessaire. On mesure deux indices : l'un sur phase apolaire, I'autre sur phase polaire. Malgré
tout, ceci ne peut suffire a une identification compléte, sans I'apport du couplage entre la CPG
et une technique d'identification spectroscopique : en général la spectrométrie de masse
(CPG/SM).

I1-B-9-2 Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie
de Masse (CPG/SM)

Le couplage CPG/SM peut étre utilisé avec divers types d'analyseurs de masses et selon
plusieurs modes d'ionisation. Le mode d’ionisation par impact électronique (SM-IE) est la
technique la plus utilisée en routine et notamment dans le domaine des huiles essentielles. |l
permet de connaitre, dans la grande majorité des cas, la masse moléculaire d'un composé et
d'obtenir des informations structurales relatives a une molécule a partir de sa fragmentation
assez reproductibles et donc utilisables dans une banque de données [155].Dans la source
d'ionisation les molécules sont bombardées a l'aide d'électrons, conduisant ainsi & la formation
d'ions en phase gazeuse. Les ions sont ensuite dirigés vers l'analyseur de I'appareil. Il existe
plusieurs types d'analyseurs de masse dont les plus utilisés pour I'analyse des huiles essentielles
sont le «quadruplle» et le «piége a ions» (ou «ion trap» en anglais). La quadrupdle ainsi que
I'«ion trap» utilisent la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon leur rapport masse

sur charge (m/z).

En ce qui concerne I'«ion trap» (ou quistor), il est constitué d'une électrode circulaire,
couverte de deux calottes sphériques. Conceptuellement, on peut voir cet appareillage comme
un quadripble circulaire [156]. La superposition des tensions continues et alternatives permet
d'obtenir une sorte de «quadrupdle a trois dimensions» dans lequel les ions sont gardés captifs

«piégés» sur une trajectoire formant une sorte de huit a trois dimensions. Les ions de
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différentes masses sont présents simultanément dans la trappe, et on cherchera a les expulser en
fonction de leur masse pour obtenir le spectre. Cette technique consiste donc a produire des
ions directement dans la trappe par impact électronique. Il n'y a pas de source séparee. Les ions
sont formés par un flux d'électrons de courte durée et piégés au moyen de radiofréquences
[157].

Le faisceau d'ions ayant traversé I'analyseur de masse, est ensuite détecté et transformé en
un signal utilisable. Pour ce faire, il existe différents types de détecteurs capables de
transformer un courant ionique faible en un signal mesurable. Toutefois, les détecteurs les plus
courants sont les multicapteurs d'électrons ou de photons, permettant l'augmentation de

l'intensité du signal détecté.

Finalement, l'outil informatique enregistre les données provenant du spectrométre de
masse et les convertit en valeurs de masses et d'intensités de pics puis en courant ionique total.
II permet I'examen des données enregistrées et leur manipulation: spectres de masse,
chromatogrammes reconstitués, soustraction d'un spectre par rapport a un autre, calcul d'une

moyenne sur plusieurs spectres, etc....

Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensuite comparés avec ceux des produits de
référence contenus dans les bibliothéques informatisées disponibles commerciales (
NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Wiley Registry of Mass Spectral Data, contenant

plusieurs milliers de spectres.

En plus de leurs spectres de masse, les composés sont parfois recensés dans les banques
de données ou la littérature, en fonction soit de leur indice de rétention soit de l'indice de
Kovats (IK). Apres comparaison avec I'analyse d'un mélange d'alcanes réalisés dans les mémes
chromatographiques, en mode isotherme, l'indice de rétention spécifique (IK) pour chaque

composé peut étre calculé au moyen de la formule suivante:

t,—t

rm

t

rn+l " ‘rn

IR =100 n—t

n= nombre de carbones de I'alcane dont le temps de rétention précede celui du composé dont

on veut déterminer l'indice.

t=temps de rétention réduit du composé& (ito avec t temps de rétention du composépet t

temps de rétention d'un composé non retenu) en minutes.
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to= temps de rétention d’'un compos non retenu en minutes.

tr » = temps de rétention réduit de l'alcane dont le temps de rétention précéde celui du

composé (en minutes).

ty n+1= temps de rétention réduit de I'alcane dont le temps de rtention suit celui du composé

(en minute).

I1I-B-9-3 Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a un Détecteur a
lonisation de Flamme (GC/FID)

Le détecteur a ionisation de flamme (FID) est le plus populaire des détecteurs. Son principe
de fonctionnement est le suivant. Lorsque le soluté est bralé dans une flamme d'hydrogéne, il se
forme par combustion du CO et €Qui sont ensuite ionisés en CACO," . Ces ions sont
collectés par une électrode, souvent en forme de grille cylindrique centrée autour de 'axe de la
flamme et portée a un potentiel variant entre 100 et 300 V. Le courant ionique est ensuite
amplifié et enregistré. C'est un détecteur universel qui répond a tout composé organique: (il ne
répond pas aux gaz permanents ainsi qu’'a un certain nombre de gaz minéraux et organiques :
CO, CQ, COS, CSs2, S9H,0, NHz, NO, O, HCOOH, HCHO, SiG). Ce détecteur est trés
sensible mais nécessite des débits gazeux trés stables. Le courant trés faible qui résulte de la
détection est fortement amplifié et transformé en une tension mesurable par un électrometre.
L'aire du pic varie selon la quantité de composé élué dans une relation linéaire sur un tres large
domaine de concentrations. Comme par ailleurs la réponse (signal/ masse) du détecteur FID est
assez comparable pour de nombreux composés organiques (contrairement au cas de la détection
en SM ou les réponses peuvent étre tres différentes), la GC/FID est trés utile pour l'analyse
quantitative et notamment pour l'analyse semi-quantitative des huiles essentielles (par

normalisation directe des aires du chromatogramme sans aucun étalonnage préalable).
[I-B-10 Etablissement de structure des produits isolés

La stratégie de I'analyse d'une huile essentielle commence par une étude de GC-MS, qui
permet l'identification des composants de I'huile par la comparaison des spectres de masse de
I'echantillon avec celles d'une bibliotheque de spectre. Pour certains cas douteux et/ou pour les
molécules non identifiées dans les bibliotheques de spectres, on peut avoir besoin d'isoler les

produits et d’étudier leurs spectres RMN.
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Un composé inconnu a besoin d'une élucidation compléete de sa structure. Pour cela la
spectroscopie RMN est toujours la meilleure méthode pour la détermination de la structure.
L'interprétation des spectré$i, °C, DEPT(90-135), COSY, HMQC, HSQC, HMBC et
NOESY conduit généralement non seulement a la détermination de la structure de la molécule,

mais aussi a la détermination de sa configuration relative [158].
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III-1 Récolte et identification botanique

Les parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) ont été collectées au cours de la période de
floraison a El Kala, wilaya d’Etaref, au Nord-Est de I'Algérie en juin 2001. L’identification
a éte faite par le Docteur Gérard de Belair de l'université Badji Mokhtar d’Annaba. Un
spécimen a été déposé au laboratoire de phytochimie et analyses physicochimiques et
biologiques (équipe N4), Campus Chaabet Ersas , université Mentouri-Constantine , avec
le numéro d’acquisition ChifaDZUMCAPHL00004.

Les analyses ont porté sur les parties aériennes du matériel végétal travaillé apres

séchage a I'abri des rayons solaires.

I1I -2 Etude de I'huile essentielle d€achrys libanotisl.

II1-2-1Extraction de I'huile essentielle

Les parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) de Cachrys libdn@st soumises a une
hydrodistillation en se servant d'un dispositif d'extraction type Clevenger. L'opération
consiste a immerger une quantité de la masse végétale (20g) dans un ballon en verre (de 1
litre) contenant 500 ml d'eau distillée. Le mélange est porté a ébullition a l'aide d'un chauffe
ballon. Les vapeurs chargées de I'huile essentielle passent a travers le réfrigérant ou aura lieu
la condensation. Les gouttelettes d’huile ainsi produites s'accumulent dans le tube rempli au
préalable d'eau distillée. En raison de la différence de densité, I'huile surnage a la surface de
I'eau et elle est récupérée, puis séchée par un déshydratant (sulfate de sodium) pour éliminer
le peu d'eau susceptible d'avoir été retenu dans I'huile. L'hydrodistillation dure de 2 a 3
heures. Les huiles essentielles obtenues sont conservées dans des flacons inactiniques a l'abri

de la lumiére et a une température de 4 C°.

II-2-2 Analyse des huiles essentielles
III-2-2-1 Chromatographie en phase gazeuse avec détecteur a ionisation
de flamme

L’analyse chromatographique en phase gazeuse a été effectuée a l'aide d'un
chromatographe en phase gazeuse Varian 3400 équipé d'un détecteur a ionisation de flamme
(FID) et d'une colonne capillaire en silice fondue Macherey Nagel (50 m x 0,25 mm de
diamétre interne x 0,25 um épaisseur du film). La phase stationnaire est une phase apolaire
SE 52 (phényl 5%, 95% diméthylpolysiloxane). Le chromatogramme a été réalisé en

maintenant la température du four a 60°C puis la température a été programmeée de 60°C a
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280°C avec un pas de 3°C/min. L'injecteur et le détecteur ont été maintenus a une
température de 280°C. L'azote a été utilisé comme gaz vecteur. Le chromatographe en phase

gazeuse a été exploite en mode splitless.

III-2-2-2 Chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse

L'échantillon a été analysé par GC-MS. Les analyses ont été effectuées sur un
chromatographe gaz Agilent 6890 équipé d'une colonne capillaire en silice fondue de 50 m
de long, 0,25 mm de diametre et 0,25 um d’épaisseur du film, avec une phase stationnaire
apolaire (phényle 5%, 95% méthylpolysiloxane), directement relié a un spectromeétre de
masse quadripble Hewlett-Packard 5973. Le gaz vecteur est I'hélium. Le chromatographe en
phase gazeuse a été exploité en mode splitless.

Les conditions chromatographiques sont les suivantes: four chauffé avec une
programmation de température de 60° C a 280° C a une vitesse de 3 °C/min et maintien de
la température finale pendant 20 min. L’injecteur et la ligne de transfert ont été maintenus a
une température de 280°C. Pour chaque échantillon, l'analyse a été réalisée par impact
électronique (IE) a 70 eV ou par ionisation chimique (IC) avec le méthane comme gaz sous
pression utilisé. La température de la source d'ions a été maintenue a 250°C.

III-2-2-3 ldentification des composés

L’identification des composeés a été réalisée par la comparaison des spectres de masse des
produits de I'huile avec les spectres de masse des bibliothéques commerciales informatisées
(Wiley-275 et NIST-98) et avec ceux de la base de données élaborée par le laboratoire a
partir de substances authentiques.

La formule modifiée de Van den Dool et Kratz [1] a été utilisée pour calculer les indices
de rétention. La colonne et les conditions d'analyse utilisées pour la détermination des
indices de rétention sont celles qui sont deécrites ci-dessus dans la section sur la
chromatographie en phase gazeuse.

La confirmation a été faite par la comparaison des indices de rétention des produits

séparés avec ceux deécrits dans la librairie Adams [2].

IT1-2-3Résultats et discussions

Les parties aériennes @achrys libanotig180) ont été hydrodistillées selon la procédure
décrite dans la pharmacopée européenne [3], pour obtenir 1ml d’huile ce qui correspond a
un rendement de 0,55% V/M.
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La composition et les pourcentages des composants identifiés dans I'huile essentielle sont
résumés dans le tableau-01. Les composés sont classés par ordre de leur indice de rétention
(IR) calculé sur une phrase stationnaire apolaire .La chromatographie gazeuse révele la
présence de 31 composés représentant 81.1% de la composition globale de I'huile
essentielle composée de 31.9% de monoterpenes , 45.4% de sesquiterpenes et 3.8%
d’hydrocarbures

Les monoterpenes non oxygénés et oxygénés représentent 89.2% et 10.8%

respectivement de la composition globale en monoterpenes de 'huile essentielle

- Ley-terpinéne (6.4%) suivie par le p-cyméne (5.5%) et limonéne (5.1%) semblent
étre représentatifs des monoterpénes non oxygenes.

- Le p-cymén-8-ol (2.5%) est représentatif des monoterpénes oxygenés.

- La composition de I'huile essentielle en sesquiterpénes domine. Le pourcentage
en sesquiterpenes non oxygenes et oxygenes sont de 76.6% et 23.4%
respectivement de la composition global en sesquiterpenes de I'huile essentielle.

- La composition de I'huile essentielle est dominée par les sesquiterpenes non
oxygénes (34.8% du total) dont le germacrene-D (18.2%) est le constituant
majoritaire de cette classe et de I'huile essentielle .L'oxyde de caryophylleéne
(5.1%) est le constituant majoritaire des sesquiterpénes oxygénés.

Des résultats similaires ont été trouves seulement pour I'analyse quantitative de I'huile
essentielle des fruits de Cachrys alpina [4] ou les sesquiterpénes non oxygénés dominent

avec lea-humuléene comme composé majoritaire.

Tableau-01 : Composition de I'huile essentielle des parties aériennes de Cachrys

libanotisL.
N° Produit Formule brute PM IR %
1 a-Pinene C10H15 136 940 1.2
2 Verbenéne GH14 134 962 traces
3 Sabinéne G Hie 136 979 3.1
4 B-Pinéne CioHis 136 984 4.0
5 Myrcéne Go Hie 136 993 3.2
6 a-Terpinéne CioHie 136 1023 traces
7 p-Cymene GoHis 134 1030 55
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8 Limonéne Go His 136 1033 5.1

9 y-Terpinéne CioHie 136 1063 6.4
10 a-Terpinolene CioHis 136 1094 traces
11 allo-Ocimene GoHis 136 1131 traces
12 Pinocarvone L H1.0 150 1172 0.2
13 Terpinen-4-ol @ Hi1g0 154 1184 0.1
14 p-Cymeén-8-ol Go H140 150 1193 2.5
15 Myrténol Go Hi160 152 1204 0.1
16 Thymol méthyl- C10 H160 164 1233 traces

éther
17 Thymol Go H140 150 1293 0.5
18 Carvacrol Go H1,0 150 1305 traces
19 Bicycloéleméne Hoq 204 1317 0.4
20 a-Cubébeéne CisHa24 204 1355 0.9
21 a-Copaéne CisHoa 204 1383 4.0
22 Cl5H24 C15H24 204 1393 2.6
23 B-Cubebene CisHzg 204 1396 15
24 CisHog CisHos 204 1428 1.7
25 Calarene GH24 204 1438 1.2
26 CisHog CisHos 204 1454 0.2
27 CisHog CisHos 204 1473 0.1
28 ar-Curcumeéne GHo2o 202 1487 0.1
29 Germacrene-D f6H 24 204 1491 18.0
30 015H24 C;|_5H 24 204 1503 1.0
31 y-Cadinéne C15 H 24 204 1531 24
32 cis-Calamenéne 16H 2 202 1533 0.4
33 a-Calacorene CisH2o 200 1554 0.3
34 Spathulénol GH2,0 220 1590 4.1
35 Oxide de CisH 240 220 1597 5.1
Caryophyllene
36 CisH24 0 Cis H240 220 1616 0.9
37 GsH240 CisH24,0 220 1658 0.5
38 Neophytadiéne 4oH 38 278 1836 3.8
Traces :%< 0,01, IR : Indice de rétentioRM : poids moléculaire
Famille de Composés %
Monoterpenes hydrocarbonés 89,2%
Monoterpenes oxygeneés 10,89
Sesquiterpénes hydrocarbonés 76 .6%
Sesquiterpénes oxygénés 23 ,4%
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Les noms et les formules des principaux composés identifiés dans I'huile essentielle de

Cachrys libanotid.. sont résumés dans le tableau-02.

Tableau-02 : Structure des composés identifiés dans I'huile essentielladarys

libanotis L.
N° Nom du produit Formule Structure

1 a-Pinene CioH16

(monoterpéne)
2 Verbénéne CioH1a

(monoterpéne)

. —~

3 Sabinéne CioH16 )

(monoterpene) 4%

4 G-Pinéne CioH1s %
(monoterpene)

5 Myrcéne CioH16
(monoterpene) X P

6 o —Terpinéne
(monoterpene) CaoH1s
p-Cyméne
7 (monoaromatique) CioH1a (
8 Limonene CioH1s {>/<
(monoterpene)
9 y-Terpinéne CioH16 —
7N
(monoterpéne) >_/\J/_
10 a-Terpinoléne CioH16 NV
(monoterpéne) A
11 allo-Ocimene CioH16
(monoterpéne) N X X
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12 Pinocarvone CioH10 dl/gw/ ’

(monoter-oxyq)
O

13 Terpinén-4-ol CioH160
(monoter-oxyq)

14 p-Cymeén-8-ol CigH1O @—F
(monoter-oxyg) o

15 Myrténol CiH10
(monoter-oxyq) o

16 Thymol méthyl ether CioH:10 _
(monoter-oxyg) °

17 ThymOI Ci0H:1.0 on
(monoter-oxyq)

18 Carvacrol Ci0H:1.0
(monoter-oxyg) Ho

20 Bicycloélemene CisHa4
(sesquitepéne) )

21 w-Cubébene CisHos &@T\
(sesquiterpene) T3 :

P

22 a-Copaéne o
(sesquiterpene) CisHaz4

24 3-Cubébene CisHag [_..--L_ ( P
(sesquiterpene) ~ <>

26 Calarene CisH 24
(sesquiterpene) 0
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28 ar-Curuméne CisHaz
(sesquiterpene)

29 Germacrene-D CisHoa
(sesquiterpene)

31 y-Cadinene
(sesquiterpéne) CisHag
32 cis-Calaméneéne CisHa2

(sesquiterpene)

Sejeegiel

33 a-Calacoréne CisHzo
(sesquiterpene)

Q
W,

<

34 SpathUIénOI CisH..0
(sesqg-oxy)

35 | Oxide de caryophylléne CisH,.0
(sesqg-oxy)

38 Néophytadiéne CooHzs
(diterpéne)

III-2-4 Conclusion

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constitués de plusieurs dizaines,
voir de plus d’'une centaine de composés, principalement des terpénes. Les huiles
essentielles peuvent contenir également des composés aliphatiques (monoterpéniques) ou

des phénylspropanoide.

Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiéres premieres destinées a
différents secteurs d’activité tels que la pharmacie, la cosmétique, la parfumerie et

I'agroalimentaire.
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L’étude de la composition chimique des huiles essentielles a permis a la science des
arébmes de se développer telle gu’elle est aujourd’hui . Les spécialistes dans ce domaine sont
toujours a I'affut de nouvelles substances pouvant servir dans l'industrie du parfum ou des
ardbmes. Ainsi donc, toute plante qui possede une odeur agréable peut étre soumise a un
traitement d’extraction par la vapeur d’eau afin d’en soutirer I'huile essentielle qui sera
étudiée quand a sa composition chimique et quant & ses caractéristiques physiques afin d’en

vérifier le potentiel d’exploitation économique.

Cette recherche portant sur I'analyse de I'huile essentielle de Cachrys lidarentest
comme objectif I'évaluation de la productivité de cette espéce en terme d’huile essentielle

de méme que l'identification des constituants de cette huile.

L’étude de I'huile a été effectuée sur les parties aériennes de la plante. La détermination
de la composition chimique et le rendement a nécessité l'utilisation de différentes méthodes
d’analyses. Elle a été analysée par chromatographie en phase gazeuse (CG /FID ) et

spectrométrie de masse (CG/SM).

La méthode d’extraction par hydrodistillation a permis d’obtenir une teneur en huile de

0,55% et son analyse nous a permis d’identifier 31 composeés.

On peut remarquer la présence, en proportions importantes des sesquiterpenes avec
prédominance des sesquiterpénes hydrocarbonés dont le germacréne- D est le constituant

majoritaire.

II1-3 Etude des métabolites secondaires @achrys libanotis L.

ITI-3-1 Extraction par gradient de solvant

Les résultats des analyses préliminaires ont conduit a envisager une extraction des
parties aériennes de Cachrys libanatipar gradient de solvant. 686g du matériel Végétal
ont été réduit en poudre par broyage, celle-ci a été successivement extraite par macération a

froid avec des solvants de polarité croissante, d’abord dans le cyclohex8he €hsuite
dans le dichlorométhane #3l) et enfin dans le méthanol%3l) jusqu'a I'épuisement en

laissant macérer a chaque fois pendant 24h.

Les filtrats récupérés ont été évaporés a sec sous vide & une températuresentre 40
45C (figure-01).

126



Chapitre 111

Les masses des différents extraits des parties aériennes sont résumés dans le tableau-03.

Masse de la plante : 6869 Rendements
Masse de I'extrait cyclohexanique .22¢g 1.88%
Masse de I'extrait dichlorométhanique 3By 2.38%
Masse de I'extrait méthanolique 899 1157%

Tableau-03 :Masse et pourcentage des différents extraits des parties aériennes des C.
libanotis L.

Les résultats des tests préliminaires sur plaques CCM effectués sur les différents
extraits obtenus nous ont orienté dans notre choix qui s’est porté sur I'extrait méthanolique
qui a montré une plus grande richesse en métabolites se référerant bien sur aux nombre de
taches visualisées sous UV a 254 et 365 nm.
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[ Cachrys libanotid.. parties aérienneﬁ

Séchées et broyées

[ Poudre 6869 }

Macération dans le cyclohexane

Extrait brut cyclohexanique Marc
12,87

‘ Macération dans C,CL,

[ Extrait dichlorométhane ] Marc

Macération dans MeoH

Extrait Marc
méthanolique brt

Figure-01: Récapitulatif de I'extraction des parties aériennes de C.libanotis avec les différents
solvants.

III-3-2 Etude phytochimique de I'extrait méthanolique

Les 79.39g de I'extrait on été dissous dans le méthanol. L’élimination de la
chlorophylle se fait par précipitation par I'eau portée a ébullition

200ml d’eau chaude sont ajoutés a la solution méthanolique .On laisse reposé dans le
réfrigérateur, apres une nuit, le mélange est filtré sous vide .Le filtrat obtenue est épuisé
successivement par l'acétate d’éthyle (Extrait A) et le BUOH (phase B) (figure-02).

Une plague CCM a usage analytique de control a montré que les deux phases A et B
ont le méme profil chromatographique ce qui nous as amené a les mélanger. Le mélange
des deux phases et nommeé la phase C (Phase A + Phase B = Phase C).
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Parties aériennes
broyées 686g

MeoH (3:3l) a froid concentré a 40°C

[ Extrait méthanolique ]

H,0 distillée (200 ml) précipitation de la
chlorophylle par HO a chaud

[ 300 mlde filtrat ]

AcOEt (100ml), décantation

[ Phase aqueuse } [ Phase organique }

BuOH (3:100ml), décantation

Phase A (m=2.041 g)

[ Phase aqueuse } [ Phase organique }

Séchage par N8O, anhydre filtration
concentration a T=40° ¢

Phase B (m=1@65 g)

Figure-02 : Récapitulatif de I'extraction de I'extrait méthanolique des pase®nnes de
C.libanotisL.

III-3-3-Fractionnement de la phase C

Le fractionnement de la phase C a été réalisé par chromatographie sur colonne. 14g de la phase C
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sont déposés sur une colonne de gel de silice 60 Merck de granulometrie (70-200 pum)

préparé dans le dichlorométhane.

L’élution a été faite par le dichloromethane avec des pourcentages croissant de méthanol.
Nous avons réalisé des fractions de 100 ml, le suivi de la composition est effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support aluminium (usage
analytique), les plaques sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365) puis réveélées par la
vanilline sulfurique ( 1g de vanilline , 2ml d’acide sulfurique et 100ml d’éthanol 95%) , puis

chauffage quelques minutes & 100

Les fractions sont réunies suivant leurs chromatogrammes sur couche mince. Le tableau-

04 rassemble les résultats de cette colonne.

N de fraction| % de C)CL, | %de MeoH| Lot Masse en Remarques
(mg)
Fi—=F 100 0 Solvant
Fzs—Fq1 97 3 A 50 mg Phtalates
Fio—=Fus 97 3 B 11,2 mg Une tache qui absorbe
a 365 nm
Fis = Fso 95 5 C 33,1 Mélange complexe
F31—F3s 2 produits majoritaires
90 10 D 682,8 qui absorbent a 254 et
365 nm
Fss— Fs0 2 produits majoritaires
90 10 E 495,2 qui absorbent a 365
nm
Fs1— Fss 80 20 F 1999,8 Mélange complexe
Fao — Fi25 Mélange complexe
80 20 G 1784,7 avec 2 produits
majoritaires
F126—=Fi36 Mélange complexe
60 40 H 1723,6 avec 2 produits
majoritaires
F137— Fia6 Mélange complexe
50 50 I 1866,7 avec 2 produit
majoritaires
F147 —F160 30 70 J 1982.4 Mélange complexe
Fie61 = Fi70 Mélange complexe
0 100 K 1979,5 avec un précipité blanc
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F1g0—= F195 0 100 L 1072 Fin de colonne
mélange complexe

Tableau-04 : Résultats de fractionnement de la phase C des parties aériennes de
C.libanotis L.

» Traitement du lot B

La fraction B a donné le produit H255 (m=11,2 mg) a I'état pur dont la plaque analytique
apres réveélation par la vanilline sulfurique et chauffage montre un spot de couleur pourpre.

Ce produit est soluble dans le chloroforme.

» Traitement du lot D (m=682.8 mQ)

Cette fraction a été chromatographiée sur colonne de gel de silice de granulométrie : 20-
40um, élution par 'acétate d’éthyle a 100% , volume de chaque fraction 15ml, nombre de
fractions obtenu es : 34 .Ces fractions ont été réunies en cinq fractieDs) @pres le suivi
de la composition par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support

Aluminium (usage analytique).

La sous-fraction a donné les produits , H288 et H279 qui ont été séparés par
chromatographie préparative sur couche mince de gel de silice aprés 3 élutions avec le
systeme ChLCIl,-AcOEt (7 :3) comme éluant1288 absorbe a 254et H279 a 365 nm.

» Traitement de lot Em=495.2 mq)

Le lot E a été chromatographié sur colonne de gel de silice granulométrie : 20-40um
préparé dans le dichlorométhane. Elution par AcOEt 100% volume de chaque fraction 15ml,
nombre de fractions obtenues 40 sont regroupées selon le suivi de leurs compositions en six
fractions de Ea & par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support

Aluminium (usage analytique).

La sous-fraction Ea donné le composé H253 a I'état pur sous forme de poudre blanche
dont la plaque analytique aprés révélation par la vanilline sulfurique et chauffage montre un
spot de couleur pourpre ce produit est soluble dans }€Clét sa masse est de 60,5 mg.

Ce produit se trouve aussi dans le lot F et c’est le produit majoritaire de la plante . On le

trouve tres majoritaire dans le lot F.
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La sous-fraction Fa donné le composé H274 (m=19 mg) qui a été purifie par
chromatographie préparative sur couche mince de gel de silice aprés deux €élutions avec

le systéeme de solvant GEL,/AcOEt (4 :6) comme éluant.

» Traitement du lot Gm=1784,7 mq)

Le lot G a été chromatographié sur colonne de gel de silice (20-40um) préparé dans
CH,CL, élution par le mélange GBL,/ AcOEt (2 :8) volume de chaque fractions 30ml,
200 fractions ont été recueillies et rassemblées en 6 sous-fractions index¢@s@e®
raison a la fois des masses et des profils chromatographiques seules les sous fgaetions G
Gs ont fait I'objet d’'une étude ultérieure.

La sous — fraction &(m=33mg) a donné le produit H275 a I'état pur sous forme
d’aiguille blanche de masse 9mg soluble dans le Chloroforme qui s’est formé sur les parois

du tube dans la sous-fraction.G

La sous fraction §(m=540mg) a été chromatographié sur colonne de gel de silice (20-
40um) élution par gradient de solvants ACOET /MeOH (100 : 0 a 50 : 50) on recueille un
total de 100 fractions de 20ml qui ont été chromatographiées et réunies a nouveau pour
donner le produit H284 (m=12 mg) qui a été purifié par chromatographie préparative sur
couche mince de gel de silice apres 2 élutions avec le systeme de solvants AcOEt/ MeOH/
H20/ AA (7.5:1:1:0.5).

» Traitement du lot Hm=1723.6 mgq)

Le lot a été chromatographié sur colonne de gel de silice (20-40um) avec un systeme
d’élution AcOEt/ MeOH (9 : 1). Six sous-fractions sont obtenues;cdieH.

La sous-fraction H(65 mg) a donné le produit H278 a I'état pur sous forme d’un

précipité blanc de masse (23 mg).

La sous-fraction k(365 mg) a donné le produit H285 qui a été purifié par
chromatographie préparative sur couche mince de gel de silice aprés 3 élutions avec le
systeme de solvant AcCOEt/ MeOH{®f A-A (7,5:1:1:0,5).

Comme éluant, ce produit absorbe a 365 nm et donne un spot de couleur violet a 365nm

révélé avec la vanilline donne un spot pourpre de masse 9 mg.

» Traitement du lot (m=1866.7 mg)
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Le lot | a été chromatographié sur colonne de gel silice (20-40um) élution par gradient de
solvants AcCOEt/ MeOH (100 : 0 a 0: 100). On recueille un total de 200 fractions de 30m|

chacune. Celles-ci ont été regroupées en cing sous — fractions indexégsde |

La sous-fraction 3l(m=366 mg) a donné le produit H277 (m=40mg) sous forme de
poudre blanche.

> Traitement du lot K

Le lot K a donné le produit H290 a I'état pur sous forme de poudre blanche de masse
(m=70mg).
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II1-3-5 Détermination de structures des composes isolés

I11-3-5-1 Détermination de structure du composé H253

Le spectre de masse en ‘E@gure-04), donne une masse d'un pic a 301 [M+Ng

formule brute @H150s, ce qui indique un degré d’insaturation de sept.

Figure-04: Spectre de masse en’H& composé H253.

Le spectre RMNH (figure-05) présente deux systémes AB. Un doublet AR &.60 et
ady6.17 0 = 9.4 Hz) caractérisant une coumarine non substitué aux positions 3 et 4 [5]. Un
autre doublet AB &, 7.31 et 2146.84 (J = 8.5 Hz) attribuables aux protons H-5 et H-6. Le
couplage ortho du proton H-6 et le singulet intégrant pour trois prot@ps3a89 (OCH)
confirment la présence dans cette molécule d’'un squelette de type coumarine substitué aux
positions 7 et 8 [6] (figure-06). Le méme spectre présente d’'une part des signaux de type ABX
ady 2.98 (2H, dJ = 8.8 Hz) et &y 3.58 (1H, dd, = 8.6, 4.1 Hz) assignés aux protons H-1' et
H-2' respectivement, et d’autre part un singuléf; 4.28 intégrant pour 6H correspondant aux

deux méthyles géminés du groupe hydroxy isopropyle [7] (figure-07).
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Figure-05: Spectre RMNH (300 MHz, CDCJ) du composé H253.

Les corrélations observées sur le spectre Gds\H (figure-08) consolident ces hypothéses.

Figure-06 Figure-07
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Figure-08: Spectre CosyH- *H (300 MHz, CDCJ) du composé H253.

Le spectre RMN-’C (figure-09) et la séquence DEPT 135 (figure-10) confirment les

données de la masse par la présence de 15 résonances, incluant :

- Six carbones quaternaires de type sp dont quatre oxygénés.

- Quatre groupements CH de typé spun groupement CH oxygéné de type sp
- Un méthylene.

- Un méthyle oxygéné.

- Deux méthyles liés a un carbone quaternaire portant un groupement hydroxyle.
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Figure-09: Spectré*C (75 MHz, CDCJ) du composé H253.

T
160

I e
*** Current Data Parameters ***
NAME 7 05jui~1
EXPNO 2
I s e ot R
150 140 130 120 i1o 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
(ppm)

Figure-10: Spectre DEPT 135 (75 MHz, CREIldu composé H253.
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L’évaluation du spectre HMQC (figure-11) nous a permis de démontrer que :

- les protons éthyléniques situég®.17p, 6.84,04 7.31 et &y 7.60 sont portés par
les carbonesrésonnand@113.1,5¢c 107.9,5¢c 127.3 et &¢ 144.6.
- Le proton méthylene @&y2.98 est attaché au carbone résonn@p24.9.

- Le proton &43.58 est lié au carbone situés8.6.

Figure-11: Spectre HMQC (300 MHz, CD£l du composé H253.

Sur le spectre HMBC (figure-12) nous avons identifié les corrélations existantes d’'une part
entre lecarbone C-7 et les protons du groupement méthoxyle ce qui conforte I'attachement de
ce dernier en position 7 et d’autre part entre le carbone C-8 et le proton H-1' du groupement

hydroxy isopropyle ce qui confirme I'attachement de ce dernier en position 8.
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Figure-12: Spectre HMBC (300 MHz, CDg}l du composé H253.

Toutes ces données rassemblées dans le tableau-05 et comparées a celles de la littérature [8,
9] permettent d'identifier la structure du composé H253 a celle de I'hydrate de méranzine
(figure-13).

Figure-13 : Hydrate de méranzine.
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Tableau-05 : Déplacements chimiqueggpm)*°C (75 MHz) et'H (300 MHz) du
composé H253 (CDG).

Position| *C 1H (m, JHZz) Corrélationg Corrélations Corrélations HMBC
COSY HMQC
2 162.0
3 113.1| 6.17 (1H,d, 9.4 H-4 C-3 C-10, C-2
4 144.6| 7.60 (1H, d, 9.4 H-3 C-4 C-5,C-2,C-9
5 127.3| 7.31(1H, d, 8.5 H-6 C-5 C-4,C-9, C-7
6 107.9| 6.84 (1H,d, 8.7 H-5 C-6 C-8, C-10
7 160.1
8 116.2
9 153.7
10 113.4
1 259 | 298 (2H,d, 8.8 H-2' C-1 C-2', C-8, C-9, Ct7
2' 78.6 3.58 (1H, dd, H-1' c-2'
8.6, 4.1)
3 73.5
3-CH; | 26.4 1.28 (3H, s) C-3, C-2'
3-CH; | 24.6 1.28 (3H, s) C-3, C-2'
7-OMe | 56.6 3.89 (3H, s) C-7
OH 3.06 (2H, large s

II1-3-5-2 Détermination de structure du composé H255

La formule moléculaire du composé H255,5H;60;3

est déduite sur la base de l'ion

moléculaire & m/z 244 [M} obtenu en Impact électronique (figure-14). Le spectre de masse El
montre également des ions a m/z 229 [MsCH a m/z 213 [M - CKO] ¥, a m/z 201 [M — CO
- CHs] * et a m/z 189 [M+ H- 2CCO] La formule molécule indique un degré d’insaturation de

8. Une insaturation en plus par rapport a celle du H253 confirme la présence dans cette

molécule d’une double liaison éthylénique sur la chaine latérale en position 8.
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Figure-14: Spectre de masse en EI du composé H255.

La mesure du spectre proton du composé H255 (figure-15) est superposable a celle de la
meranzin hydrate. En effet, son spectre RMNse distingue de celui de H253 par
I'apparition d’'un multiplet &y 5.23 relatif au proton oléfinique H-2 ' et par I'absence du
doublet de doublet &, 3.58 du proton porté par un carbon spygéné dans le composé

H253. Ce qui permet de déduire la présence d’'une double liaison a ce niveau.L’ensemble
de ces données rassemblées dans le tableau-06 et associées a celles obtenues par
spectrométrie de masse, permettent d’identifier le composé H255comme étant I'osthole
(figure-16) [10, 11].
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Figure-15: Spectre RMN2H (300 MHz, CDCJ) du composé H255.

Figure-16 : Osthole
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Tableau-06 : Déplacements chimiqueggpm)*H (300 MHz) du composé H255 (CO{I

Position 1H (m, Hz)
3 6.25 (1H, d, 9.5)
4 7.62 (1H, d, 9.5)
5 7.30 (1H, d, 8.7)
6 6.84 (1H, d, 8.7)
1 3.54 (2H, d, 7.4)
2' 5.23 (1H, m)
3'-CHs 1.67 (3H, s)
3'-CHs 1.84 (3H, s)
7-OMe 3.93 3H,5s)

I11-3-5-3 Détermination de structure du composé H285

Le spectre proton de ce composeé (figure-17) montre une similitude structurale avec le
composeé H253, la difféerence majeure par rapport au composé H253 réside en la présence
des signaux de la partie osidique, notamment le proton anomérique H-1" résonant sous
forme d'un doublé&, 4.58(J=7.7Hz) d’un Bglucose.

Figure-17: Spectre RMN*H (300 MHz, CROD) du composé H285.
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L’expérience CosyH-'H (figure-18) montre les corrélations entre les protons oléfiniques

H-3/ H-4 et H-5/ H-6 et également entre le proton H-1"et H-2".

/| 2%
[ ' ik g
| \ | ’ H | s B
/ o\ \ A, ! It I\ 2 &
_ J_/“\ A :,"M‘ s ,\\ - . 4 )Y N V\,\n\ 77777 7J' \\u ~ § §
g l H-3/H-4 ) |' 82 L]
SN w1 [
S I
Ry o H6/MHS L
[~
21 - > I
| ~ ‘

Figure-18: Spectre Cos}H- *H (300 MHz, CROD) du composé H285.

Les spectres RMNC, et DEPT 135 (figures19 et 20) de ce composé se différencient de
ceux du composé H253 par I'apparition des signaux des carbones relgtifdumose et

par le déblindage d’environ 8.8 ppm du carbone quaternaire C-3' résoba2a3 par
rapport au méme carbonequaternaire C-3’ situabd 3.5 du H253 (figure-21). Cette

donne nous permet d’ores et déja de placergrifose en position 3’ [12].

H253 H285

Figure-21

145



Chapitrelll

Figure-19: Spectré®C (75 MHz, CROD) du composé H285.
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Figure-20: Spectre DEPT 135 (75 MHz, GDD) du composé H285.

L’examen du spectre hétéronucléaire HMQB-t°C) & courte distance (figure-22), nous a

permis d’effectuer les attributions aux atomes de carbones de cette molécule.
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Figure-22: Spectre HMQC (300 MHz, GODD) du composé H285.

Sur le spectre HMBC (figure-23) nous avons identifié la corrélation existanteentre lecarbone
C-3' et le proton anomérique H-1" dugBicose ce qui conforte I'attachement de ce dernier en
C-3'. Le rattachement du C-1" au carbone C-8 est justifié par la corrélation entre H-1'b et C-8.
La corrélation entre les protons du groupement méthoxyle et le carbone C-7 démontre la
position de ce dernier en 7.
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Figure-23: Spectre HMBC (300 MHz, G®D) du composé H285.

Les ions fragments a m/z 246 [M+1 - €HGIu]™, am/z 213 [M-1- CO - 4© - Glu]*
et am/z 188 [M- 1 - Cid 2CO - Glu]" Observés sur le spectre de masse en El (figure-24)

consolident nos hypothéses.

Figure-24: Spectre de masse en EI du composé H285.

L’ensemble de ces données regroupées dans le tableau-07, et appuyées avec celles de la
littérature [13] ont permis de conclure que le composé H285n’est autre queOks- 3'-

glucopyranoside de I'hydrate de méranzine (figure-25).
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Figure-25: 3'-O-B-glucopyranoside de I'hydrate de méranzine.

Tableau-07 : Déplacements chimiquegppm)*3C (75 MHz) et'H (300 MHz) du
composé H285 (CEDD)

Position | C 1H (m, JHZz) Corrélationg Corrélations| Corrélations HMBC
COSY HMQC
2 164.3
3 1134 6.25 (1H, d, 9.3) H-4 C-3 C-10
4 146.3 7.89 (1H, d, 9.4) H-3 C-4 C-2,C-9
5 128.9 7.50 (1H, d, 8.7) H-6 C-5 Cc-9, C-7
6 109.4 7.05 (1H, d, 8.7) H-5 C-6 C-8, C-10
7 162.8
8 117.5
9 155.1
10 114.7
7-OMe | 57.1 3.95 (3H, s) C-7
l'a 26.6 3.12 (1H, d, 9.9) C-1
1'b 26.6 | 2.97 (1H, dd, 9.9, 13.5) H-2' C-1
2' 78.1 3.32 (1H, m) H-1'b Cc-2'
3 82.3
3-CH; | 24.2 1.36 (3H, s)
3-CH; | 23.1 1.35 (3H, s)
1" 99.0 4.58 (1H, d, 7.7) H-2" c-1" C-3'
2" 75.6 3.26 (1H, d, 7.7) H-1" c-2"
3" 78.4
4" 72.1
5" 78.5 3.10 (m)
6"a 63.0 3.84 (1H, d, 12.1) C-6"
6"b 63.0 | 3.70 (1H, dd, 5.2, 11.8) C-6"
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I11-3-5-4 Détermination de structure du composé H284

La mesure du spectre de masse ES en mode positif du composé H284 (figure-26) a indiqué
la présence d’un ion moléculaire & m/z 497 [MJddrrespondant a une formule brute en
C,3H30012, ainsi que divers ions a m/z 455 [M-¢BO0] *, & m/z 413 [M-GH:0] ¥, & m/z
415[M+H-CH30-CHs-CO] ¥, @ m/z 304[M+H-Glu-CH * et m/z 245[M+H-Glu-Ch-C,H30,]

+

Figure-26 : Spectre de masse en'EQu composé H284.

Le spectre proton de ce composé (figure-27) présente une grande ressemblance structurale
avec celui du composé H285, hormis quelques légeres différences concernant les
déplacements chimiques des protons on observe en effet :

- La disparition du signal du proton H-3 permettant ainsi de montrer que ce composé

est substitué en position 3,
- le déblindageAd = + 0,17 ppm), du proton H-4 qui apparait sous la forme d'un

singulet confirmant également la présence d’un substituant en position 3.
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Figure-27: Spectre RMNH (300 MHz, CROD) du composé H284.

Le spectre CosyH-'H (figure-28) de ce composé montre quelques corrélations,
notamment celles entre les protons H-6 et H-5 du noyau 1,2 benzopyrane et celles entre les

protons H-1" et H-2” de la partie osidique.

Figure-28: Spectre CosyH- *H (300 MHz, CROD) du composé H284.
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Le spectre RMN*’C de ce composé (figure-29) différe de celui du composé H285 d’une
part par le déplacement chimique du carbone C-3, cette différence de déplacement d’environ
5,6 ppm vers les bas champs est caractéristique d’'un carbone quaternairggépé, et
d’autre partpar une difference de déplacement d’environ 3 ppm vers les hauts champs du
carbone C-4. La jonction C-O ente le carbone C-3 et le groupement acétate est consolidée par

I'apparition des signaux de ce derniedcal80.7 relatif au carbone C-11 du groupe carbonyle

et adc 24,6 correspondant au groupement méthyle [14].

Figure-29: Spectré®C (75 MHz, CROD) du composé H285.

La mesure du spectre DEPT 135 (figure-30) du composé H284 montre entre autre la
disparition du signal du carbone C-3 confirmant ainsi que ce dernier est un carbone

quaternaire.
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Figure-30: Spectre DEPT 135 (75 MHz, GDD) du composé H284.

L’examen du spectre hétéronucléaire HMQE-{°C) & courte distance (figure-31),

nous a permis d’effectuer les attributions aux atomes de carbones de cette molécule.
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Figure-31: Spectre HMQC (300 MHz, GOD) du composé H284.

Le spectre HMBC (figure-32) présente les corrélations les plus importantes, notamment
celle entre lecarbone C-3' et le proton anomérique H-1Bdjucose et celle entre les
protons du groupement meéthoxyle et le carbone C-7. On note également la corrélation

entre le groupement méthyle et le carbone C-11.
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Figure-32: Spectre HMBC (300 MHz, GI®D) du composé H285.

L’ensemble de ces données rassemblées dans le tableau-08, nous a mené a la structure du
compose H284. Ce composé n'a jamais été décrit dans la littérature. Nous lui avons donné

le nom de " 3-acétyl-30-B-glucopyranoside de I'hydrate de méranzine " (BgBa3).

Figure-33: 3-acétyl-3’-OB-glucopyranoside de I'hydrate de méranzine.
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Tableau-08 : Déplacements chimiqueggpm)*°C (75 MHz) et'H (300 MHz) du
composé H284 (C{DD).

Position | C 1H (m, JHZz) Corrélationg Corrélations| Corrélations HMBC
COSY HMQC
2 162.9
3 119.0
4 143.3 8.06 (1H, s) C-4 C-3,C-9
5 128.4 7.44 (1H, d, 8.7) H-6 C-5 C-9, C-7
6 109.9 7.02 (1H, d, 8.6) H-5 C-6 C-8, C-10
7 160.1
8 117.6
9 153.9
10 114.7
11 180.7
12 24.6 1.85 C-11
7-OMe | 57.2 3.90 (3H, s) C-7
l'a 26.7 3.32 (1H, d, 9.9) H-1'b C-1
1'b 26.7 | 3.09 (1H, dd, 9.9, 13.9 H-1'a C-1
2' 72.1 3.32 (1H, d, 9.9) H-1'a, H-1b C-2'
3 82.3
3-CH; | 24.1 1.36 (3H, s) C-3, C-2'
3-CH; | 23.1 1.35 (3H, s) C-3, C-2'
1" 99.0 4.53 (1H, d, 7.7) H-2" c-1" C-3'
2" 75.6 3.19 (1H, d, 7.7) H-1" c-2" c-1"
3" 78.3
4" 78.1
5" 78.4
6"a 62.9 3.78 (1H, d, 12.8) C-6"
6"b 62.9 | 3.65(1H, dd, 5.4,12.8 C-6"

I11-3-5-5 Détermination de structure du composé H274

Le spectre RMNH de ce composé (figure-34) met en évidence les protons caractéristiques
tu cyclea-pyrone, en occurrence le H-3a5.95 (d,J = 9,5 Hz) et le H-4 a&d 7.30 (d,J =
9.5 Hz). Le signal du singulet & 6.53 révele la présence dans cette molécule d’'un cycle
aromatique tri substitué d’une coumarine linéaire appartenant soit au systéme dihydrofurane,
soit au systeme dihydropyrane (figures 35 et 36). La nature tu cycle lactonique qui est fusionné
au reste de la molécule est déduit par la présence dusigndlé6 (dd, 1H, J = 8.0, 9.3 Hz) et
des signaux &y 3.17 (1H, dd, 8.2, 15.9 Hz) e®a 3.01 (1H, dd, 9.6, 15.9 Hz) correspondant a
un systeme ABX. Sur le méme spectre, on observe trois singulets, 1un3.88 intégrant
pour trois protons assignables au groupement méthoxyle et deux autres intégrant également

pour 3H ady 1.35 et ady 1.15 relatifs aux deux groupements méthyles. Les déplacements
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chimiques vers les bas champs de ces deux groupements méthyles suggerent qui sont portés par
un carbone oxygéné. A ce stade de la démonstration, nous avons quatre structures probables

pour ce cCOmpose.

Figure-34: SpectreRMN*H (300 MHz, CDC}) du composé H274.

OMe

= X
. NN
O/ \ (@) o /‘\ ‘
HO O O o
OMe HO /

H274a H274b

Figure-35: Systeme dihydrofurane.
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OMe HO AN

HO

@) @) @) OMe

H274c H274d
Figure-36 : Systéme dihydropyrane.

Le spectre RMN ¥°C (figure-37) et le spectre DEPT 135 (figure-38) montrent la présence
de :

- Deux méthyles
- Quatre méthynes dont trois’s&t un sp oxygéné.
- Un méthyléne

- Six carbones quaternaires.

Si on soustrait de la formule brute de ce composé, les deux oxygéenes du cycle pyrone,
'oxygéne du groupement méthoxyle et I'oxygéne du cycle lactonique des deux systéemes
proposés, l'oxygéne restant serait celuidu groupement hydroxyle. L'absorptden7a.7
indique que ce groupement hydroxyle est lié a un carbone quaternaire [15], ce qui €limine les
représentations H274c et H274b. En effet, les signaux du carbone tertiaire et du proton porté

par ce dernier sont facilement discernables en RMN [16] :

- a oy 4.7 et a d 85-90 pour 2'-(2-hydroxyisopropyl)
dihydrofuranocoumarines, dans notre @as4.66 etdc 91.6pour la position du
carbone C-2/,

- a oy 3.9 et 70 pour 3'-hydroxydihydropyranocoumarines pour

la position C-3'.
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Figure-37 : Spectré®C (75 MHz, CDCJ) du composé H274.

Figure-38: spectre DEPT 135 (75 MHz, CD{LIdu composé H274.
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La mesure du spectre Co¥y-'H (figure-39) montre une corrélation due & un coupfdge
entre le proton H-5 et I'un des protons porté par le carbone C-3' permettant ainsi de placer le

groupement meéthoxyle en position C-8, ce qui élimine la représentation H274b.

Figure-39 : spectre CosyH- 'H (300 MHz, CDCJ) du composé H274.

L’attribution de tous les protons de la structure H274a a mené a lattribution des quinze

atomes de carbone grace au spectre HMQC (figure-40).
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Figure-40: Spectre HMQC (300 MHz, CD£l du composé H274.

La corrélation entre le proton H-5 et le carbone C-3' observée sur le spectre HMBC (figure-
41) conforte la position du groupement méthoxyle en C-8.
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Figure-41: Spectre HMBC (300 MHz, CDg}l du composé H274.

Les ions fragments am/z 262 [M-1-gH, am/z229[M -1 - CH- H,O-CHy] et a
m/z 203 [M-1 - CH — GH,O] observés sur le spectre de masse en |E (figure-42) confirment

Nnos suppositions.

Figure-42: Spectre de masse en EI du composé H274.

L’ensemble de ces données regroupées dans le tableau-09, et appuyées avec celles de la
littérature [17] ont permis de conclure que le composé H274n’est autre que 8-méthoxy
marmeésine (figure-43).
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Figure-43: 8-méthoxy marmésine
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Tableau-09 : Déplacements chimiques(dpm)**C (75 MHz) et'H (300 MHz) du
composé H274 (CDGg)

Position | C 1H (m, JHZz) Corrélationg Corrélations| Corrélations HMBC
COSY HMQC
2 161.6
3 111.5 5.95 (1H, d, 9.5) H-4 C-3 C-10, C-2
4 144.8 7.30 (1H, d, 9.5) H-3 C-4 C-5,C-2,C-8
5 114.1 6.53 (1H, s) C-5 C-4,C-9, C-8, C-3'
6 125.9
7 150.7 150.7
8 128.5 128.5
9 143.2 143.2
10 113.2
2' 91.6 | 4.66 (1H,dd, 8.0,9.3) H-3'a,H-3b C-2 C-2', C-8, C-9, C-7
3'a 30.5| 3.01(1H, dd, 9.6, 15.9) H-2' C-3 C-6, C-4'
3b 30.5 | 3.17 (1H, dd, 8.2, 15.9) H-2' C-3 C-6, C-4'
4' 72.7
4'-CH; | 26.5 1.35 (3H, s) Cc-4', C-2'
4'-CH; | 24.8 1.15 (3H, s) C-4', C-2'
8-OMe | 51.2 3.38 3H, s)

II1-3-5-6 Détermination de structure du composé H279

Les données spectrales relevées du spectre BMflgure-44) de ce composé montrent

une similitude structurale avec le composé décrit précédemment, la différence notoire par

rapport au compose H274 réside en I'absence du signal du groupement méthoxyle.Le signal du

H-3' qui apparait sous forme d'un triplet & 3.82 est caractéristique du systeme

dihydropyrane [18].
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Figure-44: Spectre RMNH (500 MHz, CDC}) du composé H279.

La mesure du spectre RMNC (figure-45) confirme cette hypothése. En effet, on détecte
deux signaux adc69,2 et adc 78,9 attribuables respectivement a C-3' et a C-2' et

caractérisantle systeme dihydropyrane [19].
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Figure-45: Spectré*C (100 MHz, CDGJ) du composé H279.

Le spectre de masse obtenu en ES mode positif (figure-46) donne un ion pseudo
moléculaire am /z285,0739 [M +Na]correspondant aune formule emi€i60s, révélant

ainsi la présence des deux groupes hydroxyles dans cette molécule.

| 488.0/81

. ' _ 284.0674 | | 287.0808
238.0689 2450816 247.1180 261.1149263.0922 ,64 ngs9  275-1136577 gago 4 ‘ I 2

) 293.1 7%?
0 T I 1 T T T T T T T T T T T T T T T T z
240.0 245.0 250.0 255.0 260.0 265.0 270.0 275.0 280.0 285.0 290.0
Minimum: 10.00 0.0
Maximum: 100.00 100.0 5.0 50.0
Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT Formula
285.0739 100.00 285.0739 0.0 0.0 7.5 22.8 Cl4 H14 05 Na

286.0781 17.32 -—=

Figure-46: Spectre de masse en'Efsl composé H279.
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L’emplacement du groupe hydroxyle en position C-8 est consolidé d’'une part par la
corrélation due & un couplagkentre le proton H-5 et H-4'b sur le spectre CtsyH (figure-
47) et d’autre part par les deux corrélations entre H-5/H-4'b et H-5/ H-4’a sur le spectre
ROESY (figure-48).

Figure-47: Spectre CosH- *H (300 MHz, CDC}) du composé H279.

166



Chapitrelll

Figure-48 : Spectre ROESY (400 MHz, CD{LIldu composé H279.

L’ensemble de ces données tableau-10, associées a celles obtenues par spectrométrie de
masse,nous a permis d’'identifier le composé HZE®composé est totalement original,

nous lui avons attribué le nom de 8-hydroxy décursinol (figure-49).

Figure-49: 8-hydroxy décursinol
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Tableau-10: Déplacements chimiqueg@pm)**C (125MHz) et'H (500 MHz) du
composeé H279 (CDg)

Position C 1H (m, JHz)
2 160.4
3 113.1 6.16 (1H, d, 9.5)
4 1436 7.48 (1H, d, 9.5)
5 116.2 6.69 (1H, S)
6 118.7
7 140.8
8 132.2
9 143.4
1 113.5
2' 78.9
3 69.2 3.82 (1H, 1, 5.4)
4'b 30.8 3.05 (1H, dd, 4.4, 16.7)
4a 30.8 2.78 (1H, dd, 5.7, 16.7)
2"-CH 25.0 1.38 (3H, s)
2" -CH 22.1 1.33(3H, s)

I11-3-5-7 Détermination de structure du composé H275

Le spectre RMNH (figure-50) présente :

- Deux systemes AB, I'un &, 7.60 et &y 6.18 J = 9.5 Hz) relatif aux protons du
cycle pyrone et l'autre &, 7.23 et &y 6.86 (J = 8.4 Hz) attribuable aux protons H-
5 et H-6 respectivement.

- Deux singulets &y 1.39 et ady 1.28 intégrant chacun pour trois 3H et qui sont
assignables aux deux groupements méthyles.

- Un doublet &y 3.66 (1H,J = 10.3 Hz) relatif au proton H-3’,un doubleb8.34
(1H, J = 14.7 Hz) et un doublet de doubletda 2.61 (1H,J = 10.6, 14.7Hz)
correspondant aux protons H-4'b et H-4’a respectivement.

- Un singulet &y 3.45 d’'une surface de 3H relatif au groupement méthoxyle.
Ces données spectrales sont en faveur d’un systeme dihydropyrane angulaire [20].

L’analyse des spectres RMNC- et DEPT 135 (figures 51 et 52) a permis la confirmation

de ces éléments révélant ainsi la présence de:

- Cing méthynes dont quatre®st un sp.
- Un méthylene.

- Six carbones quaternaires.
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- Deux méthyles.
- Un groupement méthoxyle.

Les signaux résonnanidg 80.8 et &¢ 73.8 relatifs respectivement aux carbones C-3' et C-

2' caractérisent le systeme dihydropyrane.

Figure-50: SpectreRMN2H (300 MHz, CDC}) du composé H275.
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Figure-51: SpectréC (100 MHz, CDGJ) du composé H275.

c-4'

160 150 140 130 120 110 100

90 80 70 60 50 40 30 20 ‘ 10 ﬂ’

Figure-52: Spectre DEPT 135 (75 MHz, CDEldu composé H275.

L’attribution compléte des signaux a été réalisée par I'analyse des spectres de corrélations

homonucléaires COSY (figure-53) et hétéronucléaires HMQC (figure-54).
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Figure-53: Spectre CosH- *H (300 MHz, CDC}) du composé H275.

Figure 54: Spectre HMQC (300 MHz, CD4I du composé H275.
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La position du groupe méthoxyle en position C-3' a été déterminée par les corrélations sur
le spectre HMBC (figure-55) entre les protons des deux groupements méthyles et le carbone
C-3.

Figure-55: Spectre HMBC (300 MHz, CDg}l du composé H275.

Par comparaison des données de la littérature [21] avec ceux du composé H274 rassemblées
dans le tableau-11, la structure suivante a été attribuée a ce composé comme étant la3’-méthoxy
dihydroséselétine (figure-56).

Figure-56: 3’-méthoxy dihydroséselétine
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Tableau-11: Déplacements chimique§gpm) *°C (75 MHz) et'H (300 MHz) du
composé H275(CDGg).

Position | ™°C 1H (m, JHZz) Corrélationg Corrélations| Corrélations HMBC
COSY HMQC
2 161.9
3 112.5 6.18 (1H, d, 9.5) H-4 C-3
4 144.7 7.60 (1H, d, 9.5) H-3 C-4
5 127.7 7.23 (1H, d, 8.4) H-6 C-5
6 115.0 6.86 (1H, d, 8.4) H-5 C-6
7 160.4
8 114.3
9 153.6
10 112.8
2' 73.8
3 80.8 3.66 (1H, d, 10.3) H-4'b C-3
4'a 25.8 | 2.61 (1H, dd, 10.6, 14.7) H-4'b Cc-4'
4'b 25.8 3.34 (1H, d, 14.7) H-4'a C-4'
2'-CH; | 26.9 1.39 (3H, s) C-3, C-2'
2-CH; | 23.0 1.28 (3H, s) C-3, C-2'
3'-OMe | 51.3 3.45 (3H, s)

I11-3-5-8 Détermination de structure du composé H288

Le spectre RMN'H du composé H288 (figure-57) présente de grandes similitudes avec
celui du Composé H275.
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Figure-57: SpectreRMN2H (300 MHz, CDCJ) du composé H288.

On reconnait les protons caractéristiques du noypyrone a savoir les protons H-3 et H-4,
les protons H-5 et H-6 du noyau aromatique et le proton H-3' du cycle lactonique qui est
légerement déblindé\p = +0,84 ppm). On note aussi la présence de deux groupes méthyles et
un groupement méthoxyle. La difféerence se résume a la disparition des signaux relatifs aux
deux protons H-4’a et H-4’b dans la région [2,60 -3,50 ppm] qui étaient présents sur le spectre
proton du composé H275 et l'apparition d’'un signal sur le spectre proton du composé H288
sous forme de doublet intégrant pour un 1W,35.75 relatif a H-4" et confirmant ainsi la
présence d’'un groupement hydroxyle dans cette molécule.

Cette analyse conduit a deux structures probables pour ce composé (figure-58). Une étude
bibliographique sur les composés 3'-O- méthylkhellactone et 4'-O-méthyl khellactone résumeée

dans le tableau-12 nous a permis d’enlever cette ambiguité [22, 23].
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H288a H288b
Figure-58

Tableau-12 : Déplacements chimiques de H-3' et H-4'

H-3' H-4'
4'-O-méthyl-cis-khellactone &, 4.68 (d, J = oy 3.80 (d, J =5.4 Hz)
5.4Hz)
4'-0O-méthyl-trans- oy 3.92 (d, J =5.4 Hz)
khellactone oy 4.58 (d, J = 3Hz
4'-O-méthylkhellactone
3'-O-méthyl-trans- 043.39 (d, J = on45.12 (d, J = 4.5 Hz)
khellactone 4.5Hz)
OMe
3'-O-méthylkhellactone
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On remargue aisément d’aprées les données du tableau-12 que les déplacements chimiques et
les constantes de couplage de H-3' et H-4' favorisent la représentation H288a dont les données
sont reportées dans le tableau-13. Les ions fragments relevés sur le spectre de masse en IE
(figure-59) a m/z 226 [M-2-pD-2CHs] "et & m/z 198 [M-2-KD-2CH;-CO] “caractérisent les

dihydropyranocoumarines de type khellactone [24].

Figure 59: Spectre de masse en El du composé H275.

L’ensemble de ces données permet d’identifier H288 comme étant le 4'-hydroxy-3'-méthoxy
dihydroséselétine (figure-60).

Figure-60: 4'-hydroxy - 3'-méthoxy- dihydroséselétine

Tableau-13 : Déplacements chimiqueggpm)*H (300 MHz) du composé H288 (CD{!

Position 1H (m, Hz)
6.23 (1H, d, 9.6)
7.65 (1H, d, 9.3)
7.39 (1H, d, 8.4)
6.80 (1H, d, 8.3)
4.50 (1H, d, 4.7)
5.75 (1H, d, 4.5)
1.37 (3H, s)
1.31 (3H, s)
3.48 (3H, s)

Ol0|R X olo|Mw

BININ
1

o)
S| F\F
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I11-3-5-9 Détermination de structure du composé H278

Sur le spectre de masse du composé H278 (figure-61) réalisé en électrospray (SM-ESI) en
mode positif, on observe un ion moléculaire a48% [M+Na] indiquant une formule brute de
Ca0H240.

Figure-61: Spectre de masse en’'Efsl composé H278.

Le spectre de RMNH (figure-62) présente les signaux caractéristiques d'une
dihydrofuranocoumarine linéaire :

- La partiea-pyrone (cycle B) est représentée par les deux signaux du systéme AB a
o4 7.95 (d,J = 9.5 Hz) et ady 6.22 (d,J = 9.5 Hz) relatifs a H-4 et H-3
respectivement.

- Deux singulets a du cycle A & 7.49 et &y 6.82 attribuables a H-5 et H-8
respectivement.

- Les multiplets &y 4.81, ady 3.29 et &by 3.21 caractérisent la partie dihydrofurane
(cycle C).
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Sur ce méme spectre on observe également :

Deux singulets légerement déblindés d’'une surface de trois protand .26 et a

on 1.23.

- Un doublet centré sur 4.78 ppih £ 7.8Hz) relatif au proton en 1" d'yhglucose
couplant avec le proton en 2", la corrélation de ce couplage di axial est visible sur le
spectre CosyH-H.

- Un multiplet ady 4.81 intégrant pour quatre protons dont un correspondant a H-2'
et les trois autres sont relatifs aux groupements hydroxyles de I'hexose.

- Un triplet ady 4.28 assignable au groupement hydroxyle portée par le carbone C-6"

de I'hnexose.

Figure-62: Spectre RMNH (400 MHz, DMSO) du composé H278.

L’expérience CosyH-'H (figure-63) met en évidence les corrélations attendues entre : H-
3etH-4, H-1"et H-2", H-3'a, H-3'b et H-5 (coupldgy H-3'a, H-3'b et H-2". Les trois

groupements OH et certains protons de I'hexose, H-6"a, H-6"b et 6"-OH.
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Figure-63: Spectre Cos}H- *H (400 MHz, DMSO) du composé H278.

L'analyse des spectresRMNE (figure-64), DEPT 135 (figure-65) et DEPT 90 (figure-66)

ont fourni plus d’indications. Ces spectresont ainsi montré la présence de :

Un signal a § 90.6 relatif au carbone C-2' du cycle C d’'une dihydrofuranocoumarin.

Un signaldéblindé &c 77.4 (\d = +4.7ppm) relatif au carbone quaternaire oxygéné
C-4’comparé a celui du composé H275 (figure-37) révélant d’'ores et déja [gyue le

glucose est porté par ce carbone.
Dix méthynes dont quatre $psaturés.
Deux méthylenes dont un oxygené.
Deux méthyles.

Six carbones non protonés.

Ainsi, les 20 signaux dénombrés ont permis le calcul de la formule bigie,Gy

correspondant a un poids moléculaire de 408 uma en accord avec les résultats fournis par

I'expérience de masse enES
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Figure-64: Spectré*C (100 MHz, DMSO) du composé H278.

Figure-65: Spectre DEPT 135 (100 MHz, DMSO) du composé H278.
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Figure-66: Spectre DEPT 90 (100 MHz, DMSO) du composé H278.

L’attribution compléete des signaux a été réalisée par I'analyse des spectres de corrélations
homonucléaires COSY et hétéronucléaires HSQC (figure-67).

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC a conduit a I'établissement des
connections géminale®d-**C-RMN du composé H278. Il a ainsi pu étre démontré que les
protons localisés a47.49 et ady6.82 correlent aux signaux centrégd24.4 et a6c97.3

respectivement.
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Figure-67: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO) du composé H278.

L’'analyse du spectre de corrélations hétéronucléaires observées a longue distance HMBC
(figure-68) a permis la confirmation de la liaison du sucre a I'aglycone en montrant clairement
le couplage du proton anomérique du glucose H-1"avec le carbone C-4’' de I'aglycone. Les
corrélations observées entre le proton H-8 et les carbonesC-7 et C-9 confirment la position de
ce dernier. Par ailleurs, les corrélations constatées d’'une part entre H-4/C-2 et H-3/C-2 et
d’autre part entre H-5/C-7 et H-8/C-7 nous ont permis d’attribuer le signal résorigatb2 6

au carbone C-7.
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Figure-68: Spectre HMBC (600 MHz, DMSO) du composé H278.

Par comparaison des données de la littérature [25, 26] avec ceux du composé H278qui sont

reportés dans le tableau-14, la structure suivante a été attribuée a ce composé (figure-69).

Figure 69: Marmésinine.
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Tableau-14 : Déplacements chimiqueggpm)*°C (100 MHz) etH (400 MHz) du
composé H278(DMSO).

)

Position | ™°C 1H (m, JHZz) Corrélationg Corrélations| Corrélations HMBC
COSY HMQC
2 160.9
3 111.8 6.22 (1H, d, 9.5) H-4 C-3 C-2,C-10
4 145.2 7.95 (1H, d, 9.5) H-3 C-4 C-2, C-9, C-5, C-3
5 124.4 7.49 (1H, s) C-5 C-7,C-9, C-4, C-10
6 126.1
7 163.6
8 97.3 6.82 (1H, s) C-8 C-7,C-9, C-6, C-10
9 155.5
10 112.7
2' 90.6 4.81 (1H, m) H-3'a, H-3 C-2 C-3, C-6, C-7, C-4'
3'a 29.3 3.29 (1H, m) C-3 C-7,C-6, C-5, C-4'
3b 29.3 3.21(1H, m) C-3 C-7,C-6, C-5, C-4'
4' 77.4
4'-CH; | 23.6 1.26 (3H, s) Cc-3, C-2'
4'-CH; | 22.3 1.23 (3H, s) Cc-3, C-2'
1" 97.8 4.41 (1H, d, 7.8) H-2" c-1" cC-4
2" 74.0 2.86 (1H, m) C-2" C-1"
3" 77.0 3.04 (1H, m) C-3"
4" 70.6 3.04 (1H, m) c-4"
5" 77.3 3.19 (1H, m) C-5"
6"a 61.4 | 3.40(1H, dd, 4.6, 12.5 C-6"
6"b 61.4 3.27 (1H, m) C-6"
4.81 (30H,m)
6"-OH 4.28
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I11-3-5-10 Détermination de structure du composé H277

Le spectre de masse en électrospray positif (figure-70) donne un ion molécuiaize a
447[M+Na] *, correspondant a une formule brute enHz,0:0. Cette formule différe d'un
atome d’oxygene parrapport a celle du composé H278, ce qui peut laisser supposer la présence

d’'un groupement hydroxyle dans cette molécule.

Figure-70: Spectre de masse en'EfS composé H277.

Le spectre RMNH (figure-71) de ce composé présente de grandes similitudes avec celui
du H278. La seule difféerence se résume a la disparition du sighal @82 relatif au
proton H-8 attestant la présence du groupement hydroxyle a cette position. Les deux
corrélations relevées sur le spectre Ci$yH (figure-71) qui sont dues aux couplages a
longue distance®J) entre H-5/H-3'a et H-5/H-3'b confortent la position du groupement OH

en position 8.
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Figure-71: Spectre RMNH (400 MHz, DMSO) du composé H277.
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Figure-72: Spectre CosH- *H (400 MHz, DMSO) du composé H277.

Les spectres RMNEC (figure-73), DEPT 90 (figure-74) et DEPT 135 (figure-75) de ce
composeé ressemblent a ceux du H278. La différence de taille par rapport au composé H278
réside donc en la disparition du signal du meéthyne résonnanB@.3 et I'apparition d’'un
signal situant &c 128.8 relatif a un carbone non protoné, confirmant ainsi la position du

groupement OH en 8.
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Figure-73 : Spectré’C (100 MHz, DMSO) du composé H277.

ca c3 vz | ca"

C5

T T T T
150 100 50 [ppn

Figure-74: Spectre DEPT 90 (100 MHz, DMSO) du composé H277.
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Figure-75: Spectre DEPT 135 (100 MHz, DMSQO) du composé H277.

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC (figure-76) a permis
I'établissement des connections géminakes*C-RMN du composé H277

Figure-76: Spectre HSQC (400 MHz, DMSQO) du composé H277.
189



Chapitrelll

L’'analyse du spectre de corrélations hétéronucléaires observées a longue distance HMBC
(figure-77) a dévoiléune corrélation entre le proton H-5 et le carbone C-3' suggérant
I'attachement du groupe OH en C-8, ainsi qu’une corrélationentre le proton anomérique H-1" et

le carbone C-4’consolidant la position hglucose.

Figure-77: Spectre HMBC (600 MHz, DMSO) du composé H277.

Sur la base de ces résultats reportés dans le tableau-15 et comparés avec ceux de la
littérature [26], la structure du composé H277, présentée ci-dessous, a pu étre établie comme

étant la 8-hydroxymarmeésinine (figure-78).

Figure 78: 8-hydroxymarmeésinine.
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Tableau-15 : Déplacements chimiqueggpm)*°C (100 MHz) etH (400 MHz) du
composé H277 (DMSO).

Position | C 1H (m, JHZz) Corrélationg Corrélations| Corrélations HMBC
COSY HMQC
2 160.8
3 111.0 6.19 (1H, d, 9.5) H-4 C-3 C-2,C-10
4 145.1 7.90 (1H, d, 9.5) H-3 C-4 C-2,C-9, C-8, C-10
5 114.0 6.99 (1H, s) C-5 C-7,C-9, C-4, C-10
6 126.0
7 151.7
8 128.8
9 144.3
10 113.5
2' 90.3 4.80 (1H,t,9.2) H-3'a, H-3b C-2' C-3, C-6, C-7, 4'-CH
3'a 30.2 3.37 (1H, m) C-3' C-7,C-6, C-5, C-4'
3b 30.2 3.18 (1H, m) C-3 C-7,C-6, C-5, C-4'
4' 77.4
4'-CH; | 23.8 1.28 (3H, s) C-3, C-2'
4'-CH; | 21.3 1.24 (3H, s) C-3, C-2'
1" 97.8 4.44 (1H, d, 7.8) H-2" C-1" c-4
2" 74.0 2.87 (1H, t, 8.1) Cc-2" Cc-1"
3" 76.9 3.04 (1H, m) C-3"
4" 70.5 3.04 (1H, m) c-4"
5" 77.4 3.16 (1H, m) C-5"
6"a 61.3 3.39 (1H, m) C-6"
6"b 61.3 3.33 (1H, m) C-6"
4.80 (20H, m)

I1I-3-5-11 Détermination de structure du composé H290

Sur le spectre de masse (figure-79) réalisé en electrospray en mode positif et a haute
résolution, nous observonsun ion quasi-moléculaitézF 633,1788 [M+NaJcorrespondant &

une formule brute defHs4015(masse calculée 610,1795)
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Figure-79: Spectre de masse en’Efsl composé H290.

Le spectre RMN=C (figure-80) et le spectre DEPT 135 (figure-81) révélent vingt-huit
signaux comprenant deux méthyles dont un oxygéné, deux méthylénes dont un oxygéné, size
méthynes dont onze oxygénés et huit carbones non protonés. Les sidpaidx7a adc 42.4 et
a dc 197.3 sont propres aux carbones C-2, C-3 et C-4 du cycle C d'une flavonone [28]. Ces
spectres montrent également des signaux correspondant a deux carbones anoméxiques a
99.8 (C-1"- glucose) eta& 100.9 (C-1"- rhamnose). Le déblindage du signal du carbone C-6"
centré adc 66.4 (\d~ 5ppm) suggere que le composé H290 est une flaeodmtycoside

avecle rhamnose en position terminale.
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Figure-80: Spectré*C (100 MHz, DMSO) du composé H290.

Figure-81: Spectre DEPT 135 (100 MHz, DMSO) du composé H290.
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La mesure du spectre RMMt (figure-82) met en évidence un systéme AMX
caractéristique d’une flavonone avec des résonantieba0 (1H, ddJ = 3.2, 12.2 Hz, H-2),
ady 3.31 (1H, m, H-3ax) et&, 2.78 (1H, dd,) = 3.2, 17.2 Hz, H-3eq). L’analyse de la région
aromatique de ce spectre a permis de constater la présence de trois protons arondatiques a
6.92 attribuables a H-2', H-6' et H-5'suggérant ainsi que le cycle B est disubstitué. Deux
doublets (dJ=2.2 Hz), intégrant chacun pour un protof;d6.12 (H-8) et a o4 6.14 (H-6),
dont les constantes de couplage indiquent qu’ils ont une position retaiasur le cycle A,
ce qui laisse penser que C-5 et C-7 sont des carbones quaternaires oxygénés. On remarque
également la présence de deux signaux (voire les spectres HSQC (figure-84) et HMBC
(Figure-85) I'un ady 12.0 (1H, s) assignable au groupement hydroxyle chélaté porté par le

carbone C-5, et l'autre a4 ®.25 (1H, s) qui peut étre attribué a 4’-OH ou a 3'-OH.

Figure-82: Spectre RMN*H (400 MHz, DMSO) du composé H290.

Les doublets &y 4.97 0 = 7.5 Hz) et &y 4.52 (= 1.3 Hz) correspondent aux protons
anomeériques dufjlucose et dua-rhamnose respectivement.Les corrélations obsereées
Cosy*H-'H (figure-83), permettent de déduire la présence du diglycoside et du systéme AMX

d’'une flavonone.
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Figure 83: Spectre Cos{H- *H (400 MHz, DMSO) du composé H290.

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC (figure-84) a conduit a

I'établissement des connections géminales*C-RMN du composé H290
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Figure 84: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO) du composé H290.

L’analyse du spectre de corrélations hétéronucléaires observées a longue distance (figure-
85) a permis la confirmation de la liaison du sucre a I'aglycone en montrant clairement le
couplage du proton anomérigue du glucose H-1" avec le carbone C-7 de l'aglycone. Par
ailleurs, la corrélation observée entre le protamy .52 relatif a H-1" et le carbone situé a
5c66.4 relatif a C-6"consolide la jonction 1-6 de I'enchainement glucose-rhamnose. La
localisation du méthoxyle en C-4’ a aussi pu étre possible par les corrélations détectées entre 4'-
OCHy/C-4’, 3'-OH/C-3' et 3-OH/C-2'.
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Figure-85: Spectre HMBC (400 MHz, DMSO) du composé H290.

L’ensemble des données précédentes regroupées dans le tableau-16 nous permet d’identifier
le composé H290comme étant la 7-darhamnopyranosyl-(1-6)-5-glucopyranosyl]-3’, 5, 7-

trihydroxy- 4’-méthoxyflavanone) ou hespéridine (figure-86).

5 | 4
o}

Figure-86: Hespéridine.

Tableau-16 : Déplacements chimiqueggpm)*°C (100 MHz) etH (400 MHz) du
composé H290 (DMSO)

Position| C 1H (m, JHZz) Corrélations| Corrélations| Corrélations HMBC
COSY HMQC
2 78.7 5.50 (1H, dd, 3.2, 12.2 H-3ax, H-3eq C-2
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3ax | 42.4 3.31 (1H, m) C-3
3eq 424 2.78 (1H, dd, 3.2, 17.2) H-3ax C-3
4 197.3
5 163.4
6 96.7 6.14(1H, d, 2.2) C-6 C-8, C-10
7 165.5
8 95.9 6.12(1H, d, 2.2) C-8 C-6
9 162.8
10 103.7
4-OMe | 56.1 3.77 (3H, s) C-4'
1 131.3
2 114.5 6.92 (1H, m) C-2 C-2,C-3,C-1,C-6
3 146.8
4 148.3
5 112.5 6.92 (1H, m) C-5 C-6,C-2
6 118.3 6.92 (1H, m) C-6 C-2,C-1, C-2'
1" 99.8 4.97 (1H, d, 7.5) H-2 C-1 C-7
2" 73.3 3.21 (1H, m) H-1" c-2"
3" 76.6 3.25 (1H, m) C-3"
4" 69.9 3.15 (1H, m) C-4"
5" 75.9 3.53 (1H, m) H-4 C-5"
6'a 66.4 3.80 (1H, d, 10.0) H-5" C-6"
6'b 66.4 3.38 (1H, m) C-6" c-1"
1" 100.9 452 (1H, d, 1.3) H-2 C-1 C-6'
2" 70.6 3.63 (1H, m) H-1"
3" 71.1 3.42 (1H, m)
4" 72.4 3.17 (1H, m)
5" 68.6 3.40 (1H, m) C-5"
6" 18.2 1.09 (3H, d, 6.2) H-5"
5-OH 12.10 (1H,s) C-5, C-6, C-10
3'-OH 9.25 (1H,s) C-3,C-2'
2"-OH 5.39 (1H, d, 5.0) H-2"
3"-OH 5.18 (1H, d, 5.4) H-3"
4"-OH 5.16 (1H, d, 4.9) H-4"
2"-OH 4.60 (1H, d, 4.4) H-2"
3"-OH 4.46 (1H, d, 6.1) H-3"
4"-OH 4.68 (1H, d, 5.5) H-4"
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Conclusion générale

Cette étude s'inscrit dans le cadre d’'une contribution a la valorisation des

ressources naturelles de I'Algérie.

Les résultats de nos recherches bibliographiques et de nos études expérimentales
nous ont permis de mieux connaitre Cachrys libaratiespéce algérienne

appartenant a la famille des Apiacées, sous différents aspects.

Nos travaux expérimentaux nous ont permis tout d’abord d’étudier la composition
chimique de I'huile essentielle de Cachrys libanbtigui, & ce jour, n’avait jamais
fait I'objet d’investigation phytochimique.

La détermination cette composition a nécessité I'utilisation de différentes méthodes
d’analyses, en particulier la chromatographie en phase gazeuse (CG/ FID) et la

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/ MS).

La méthode d’extraction par hydrodistillation a permis d’obtenir une teneur de
0,5% V/M d’huile essentielle. Son analyse nous a permis d’identifier 31 composés. Le
germacrene D (8,0%), leterpinéne (6,4%), le p-cymene (5,5%), I'oxyde de
caryophyllene (5,1%) et le limonene (5,1%) sont les composants majoritaires de cette
huile essentielle. On peut remarquer que la composition de cette huile essentielle est
dominée par les sesquiterpenes non oxygénes (dont le germacrene-D est le constituant
majoritaire) ce qui, parmi les huiles essentielles de divers Cachrys étudiées
antérieurement, n’avait été observé que dans la composition de I'huile essentielle des

fruits de Cachrys alpina.

Dans un second temps, I'étude phytochimique des parties aériennes de Cachrys
libanotisL. a permis d’identifier onze composés presqu’uniquement de type
coumarine, parmi lesquels desant de structure originale n’ayant antérieurement
jamais été décrites.

La détermination de structure de ces composés a été réalisée a I'aide de méthodes

spectroscopiques de RMN mono et bidimensionnelles et de spectrométrie de masse.
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Le fractionnement de la phase butanolique et la phase acétate d’éthyle réunies
ensemble a conduit & I'isolement de doumarines :
- Quatre coumarines simples, qui sont : I'osthole, I'hydrate de méransine, le 3'’-
O-B-glucopyranoside de I'hydrate de méransine et une nouvelle structure a la

guelle nous avons attribué le nom de 3-acétyl-3F-ghucopyranoside de

I'hydrate de méransine,

- Trois dihydropyranocoumarines dont deux sont angulaires : la 3'-méthoxy
dihydroséselétine, et la 4’-hydroxy-3’-méthoxydihydrosésélétine et une
nouvelle dihydropyranocoumarine linéaire : le 8-méthoxy décursinol,

- Trois dihydrofurocoumarines linéaires : la 8-méthoxy marmésine, la

marmesinine, et la 8-hydroxy marmésinine.

L’étude phytochimique des parties aériennes de Cachrys libdnotispermis

également l'isolement d’un flavonoide : I'héspéridine.

Les huiles essentielles d’'une part et les coumarines d’autre part sont des
composants fréquemment présents dans les plantes de la famille des Apiacées ainsi
que dans celles appartenant au genre Cachrys. Les résultats obtenus lors de notre étude
phytochimique des parties aériennes de Cachrys libanotis sont donc tout a fait en
accord avec les travaux antérieurement publiés sur cette famille et sur ce genre avec
prédominance, comme chez les autres espedéaaleysantérieurement étudiés, de
fuurocoumarines linéaires. En effet les métabolites secondaires de type coumarine ont

été majoritairement trouvés dans 'extrait méthanolique étudié.

A l'issue de la présente étude, les perspectives suivantes peuvent étre dégagées.

Il est tout d’abord intéressant de poursuivre les travaux entrepris sur I'étude
phytochimique de Cachrys libanotis variété algérienne, en se focalisant sur les
extraits cyclohexanique et dichlorométhanique des parties aériennes en vue d’isoler
des métabolites secondaires appartenant a d’autres familles chimiques et de structure

originale.

Par ailleurs, une valorisation biologique de Cachrys libandtise part de son
huile essentielle avec la recherches de propriétés antibactériennes et antifongiques et
d’autre part des tests biologiques seraient a effectuer sur I'ensemble des coumarines

gue nous avons isolées, en vue de leur valorisation dans le domaine pharmaco-
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meédicinal vue I'utilisation de cette plante en médecine traditionnelle algérienne pour
soulager les douleurs de rhumatisme. Elle est utilisée sous forme de compresses sur les

articulations de genou.
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Matérielles et méthodes
I- Appareillage
» Analyse CPG-SM

Les analyses en CPG-SM ont été realisées avec un chromatographe en phase gazeuse
Agilent 6890 équipé d’'une colonne capillaire apolaire Macherey Nagel Permabond SE 52 (50m
x 0,25mm ID x 0,25um), le gaz porteur a été I'hélium. Le four est chauffé entre 60 et 280 °C a
une vitesse de 3 °C/mn, la température finale a ensuite été maintenue pendant 20 min,
I'injecteur a été quant a lui maintenu a une température de 280 °C. L'appareil GC est
directement interfacé avec un spectrometre de masse Hewlett Packard 5973 opérant en mode

E.l (Impacte Electronique). La ligne de transfert a été maintenue a une température de 280 °C.
» Analyse CPG-FID

Les analyses en GC-FID ont été réalisées avec un chromatographe en phase gazeuse Varian
Star 3400 CXéquipé de la méme colonne que celle utilisée panalyse GC-MS. Le gaz
porteur été de l'azote. Les conditions chromatographiques ont été similaires a celles décrites
dans le paragraphe précédent. L’injecteur et le FID ont été maintenus a une température de 280
°C.

» Spectroscopie de masse (SM)

Les spectres de masse ont été enregistrés soit en impact électronique (EIMS) soit en
ionisation chimique (CIMS).

EIMS : I'énergie appliquée sur les filaments lors des analyses est de 70 eV, la température de
la source et celle des quadripbles sont maintenues respectivement a 280°C et 150°C.

CIMS : I'énergie électrique est de 235 eV, le gaz réactif utilisé ici est le méthane, la
température de la source et celle du quadripble sont maintenues respectivement a 250°C et
106°C.

» Spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

L'ensemble  des  spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN)
monodimensionnels’i RMN, *C RMN, J-mod et Dept 90 et 135) et bidimensionnels
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(HMQC, HMBC, HSQC, ROESY, COSY, NOESY) ont été enregistrés sur des appareils types
BRUKER de fréquences 300, 400, 500, et 600 MHz. Les déplacements chindjjsest(

exprimés en ppm et les constantes de coupldgam{ exprimées en Hz).

II- Méthodes chromatographiques

» Chromatographie sur Couche Mince

Les chromatographies sur couche mince (CCM) sont effectuées sur gel de siligg, 60 F
épaisseur 0,25mm, sur feuille daluminium (Merck). La phase mobile est généralement
constituée d'un mélange binaire ou ternaire de solvants, variable selon le type de séparation

recherchée.
Apres développement de la CCM, la plaque est révélée :

1)- par examen en lumiére ultraviolette a 254 et 366 nm,
2)- par pulvérisation du réactif a la vanilline sulfurique (1g de vanilline, 2 ml d'acide

sulfurique et 100 ml d'éthanol 95%), puis chauffage quelques minutes a 100°C.
» Chromatographies sur colonne

Les chromatographies sur colonne sont effectuées sur une phase stationnaire de silice 60

Merck de différentes granulométries (70-200pum, 20-45um ou 6-35um).

La taille de la colonne est choisie en fonction de la quantité d'extrait a disposition. Les
systemes d'élution utilisés sont composés de meélanges de solvants dans les proportions

déterminées au préalable par CCM.
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Résumé

Cette étude a été consacrée a I'étude phytochemique des parties aériennes de Cachrys
libanotis L. variété Algérienne de la famille des Apiacées.

Notre expérimentation a permis, d’'une part la séparation et la purification de onze composés
grace a l'utilisation de diverses techniques chromatographiques (CCM, CC). Toutes ces
structures ont été établies par méthodes spectrales (SM et RMN), parmi les composés isolés dix

coumarines dont deux sont de structure originales et un flavonoide.

D’une autre part, cette étude a permis I'analyse de la composition chimique de I'huile
essentielle de Cachrys libanotispar I'utilisation de différentes méthodes d’analyses : la
chromatographie en phase gazeuse (CG/ FID) et la chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (CG/ MS). Le germacrene D (8,0%grf@nene (6,4%), le p-
cymene (5,5%), 'oxyde de caryophyllene (5,1%) et le limonéne (5,1%) sont les composants

majoritaires de cette huile essentielle.

Mots clés :Cachrys libanotid.. Apiacées, coumarines, huiles essentielles.

Summary

The subject of this work concerns the phytochemical study of Cachrys liban&tosn east

Algeria, species of the Apiaceae family.

Isolation and purification of compounds from aerial parts of Cachrys libahoivere
performed by several chromatographic methods (CCM, CC), the structures were established by
spectral methods (NMR, MS).

Eleven secondary metabolites were identified. Ten of the isolated compounds are coumarins,

whose two are described for the first time. The last one is a flavonoid.

The chemical composition of the essential oil of Cachrys libahotigas analysed by (GC-
FID) and (GC-MS). Thirty-one compounds were identified, the main components were:
germacrene-D (8,0%);terpinene (6,4%), p-cymene (5,5%), caryophyllene oxide (5,1%) and

limonene (5,1%).

Key words: Cachrys libanotid.., Apiaceae, coumarins, essential oil.



