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Introduction générale

Bien avant I’ apparition de la science, de la médecine ou encore du médicament tel qu'il
est connu de nos jours, |’espece humaine par son instinct de survie, a appris a exploiter la
nature et atirer profit de ses bienfaits pour se soigner.

Au fil du temps, des cultures et des civilisations, |’homme a acquis par ses expériences
les connaissances nécessaires pour créer son propre remede, on retrouvera des traces écrites
qui remontent a I’Inde, a la Chine, a la Mésopotamie et a |’ Egypte, tel que le fameux traité
« Papyrus Ebers » découvert en 1862 datant de 1600 ans avant J-C, dans lequel environs 800
préparations a base de plantes sont inscrites.

Au cours des siecles, I' esprit scientifique se développa et |a phyotochimie également, a
rappeler que cette derniere est la science qui étudie les méhodes d extraction et de
purification des substances naturelles afin de trouver de nouvelles molécules susceptibles de
posseder des propriétés biologiques, telles que la morphine isolée au début du X1X siecle du

pavot ou encore la quinine extraite de |’ écorce de Quinqguina.

En se basant sur I’ utilisation des plantes appartenant a la famille Pinaceae en médecine
traditionnelle et sur leur grande richesse et diversité en méabolites secondaires
essentiellement des composes terpéniques, lignanes et composés phénoliques, faisant d’ elles
une source essentielle de principes actifs, notre recherche a été effectuée sur deux especes de
cette famille, Abies numidicade Lannoy et Cedrusatlantica(Endl) Manetti. A noter que le
genre Abies est connu pour ses bienfaits contre les indigestions, les maux d estomac et les
maladies pulmonaires (Fujita et a., 1995) et le genre Cedrus pour ses vertus médicinales,
notamment en aromathérapie ou ses huiles essentielles ont été testées pour leur pouvoir anti-
inflammatoire, antimicrobien (Hammer et al., 1999) ou encore contre la chute des cheveux
(Ormero et d., 2000).

Dans le cadre d'une investigation phytochimique et intéréts biologiques sur les deux
especes Abies numidica et Cedrusatlantica, notre présent travail se résume en I’ utilisation de
méthodes chromatographique pour I’isolement et |a purification des métabolites secondaires,
suivie de I'identification des structures de ces derniers et enfin la détermination de leur

potentiel biologique, e tout résumé dans ce manuscrit divisé en trois parties :

- La premiere parie comprend une étude bibliographique sur la famille Pinaceae, le
genre Abies, sur le genre Cedrus et sur les activités antioxydante ; anticholinestérase

et antimicrobienne. On abordera également les métabolites secondaires qui
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caractérisent ces deux genres et les différentes activités biologiques pour lesgquelles
ilsont été testés.

- La deuxieme partie décrit le matériel utilisé et résume les différentes étapes de
I’ extraction et de la purification des molécules des deux espéces A. numidica et C.
atlantica ainsi que les activités biologiques expérimentées, a savoir, |’ activité
antioxydante, |’ activité anticholinestérase et |’ activité antimicrobienne.

- Latroisieme partie consiste a la détermination structurale des produits isolés et la
discussion des résultats obtenus des tests biologiques réalises sur les composes purs
ainsi que sur les extraits de plantes tout en effectuant une étude comparative entre

les deux especes.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale et laliste des références bibliographique.
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1.1. Introduction sur la famille des Pinaceae

La famille des Pinaceae est une famille de coniféeres distribués essentiellement dans
I”’hémisphere nord. Il s agit souvent d arbres résineux a cones allongés qui peuvent atteindre
une grande taille (plus de 80 metres) et qui sont constitués d’ écailles disposées d’ une maniére
spirale (Quezel et Santa., 1962). La famille des Pinaceae compte entre 220 et 250 espéces
réparties en onze genres: Abies, Cedrus, Larix, Picea, Pinus, Pseudolarix, Peudotsuga,
Tsuga, Cathaya, Ketelaria et Nothotsuga (Farjon., 2001). En Algérie, les genres Abies,

Cedrus et Pinussont les plus abondants.

1.2. Position systématique de la famille des Pinaceae
Hart (1987) adivisé lafamille Pinaceae en deux groupes:
> Le premier groupe caractériseé par la présence de canaux de résine dans La
polyémbryonie de clivage et qui regroupe :Abies, Cedrus, Keteleeria, Pseudolarix et
Tsuga.
> Le deuxiéme est caractérisé par la Présence de canaux de résine dans le xyléme
secondaire et les feuilles Ayant un endoderme avec des bandes épai sses de Casparian
et il regroupe :Cathaya, Larix, Picea, Pinus Et Pseudotsuga.
D'autre part, sur la base des Structures morphologiques, végétatives et sur la base des
Organes, Frankis (1989), on distingue quatre sous-familles (Farjon., 1990):
e Pinoideae (Pinus)
e Piceoideae (Picea)
e Laricoideae (Cathaya, Larix et Pseudotsuga)

¢ Abietoideae (Abies, Cedrus, Keteleeria, Nothotsuga, Pseudolarix et Tsuga).

1.3. Présentation du genre Abies et del’ espéce A. numidica de Lannoy

Abies (Sapin) est le deuxieme genre de la famille Pinaceae aprés Pinus et le plus grand
genre dans la sous-famille abietoideae (Farjon., 2010) puisqu’il compte 50 espéces distribuées
majoritairement en Afriqgue du Nord (Maroc et Algérie), dans certains pays d Europe
(Espagne et Gréce), en Asie et en Amérique du Nord (Kukina et Shmidt., 2011). D’ aprés la
littérature, le genre Abies est riche en une large gamme de métabolites secondaires,
essentiellement des terpenes (diterpénes et triterpenes), d acides gras, de polyphénols; de

flavonoides et de lignanes.
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La détermination taxonomique du genre Abies s'est basée sur deux approches; la
premiere répondant a des critéres morphologiques et qui consiste a distinguer quatre groupes :
les sapins a aiguilles pointues et piquantes, les sapins a aiguilles émoussées, molles et souvent
émarginées a I’ apex, les sapins pontiques et le quatriéme groupe qui est constitué d’ Abies
Alba et Abies borisi-regis. La seconde approche est plutbét basée sur des criteres
biogéographiques et qui consiste a diviser les sapins méditerranéen en deux groupes: les
sapins méridionaux (Abies pinsapo, A. maroccana, A. numidica etA. cilicica) dont la bractée
est incluse dans le cone et les sapins du revers septentrional méditerranéen, Abies alba inclus,
dont les bractées sont exsertes (Durcey et Oswald., 1990)

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a |’ espéce Abies numidica de Lannoy
qui a été le sujet de notre étude phytochimique et pharmacologique. Il s'agit d'un arbre
atteignant 20 m dont les branches sont verticillées et étalées horizontalement avec les
derniéres qui sont généralement dressées. Ces cones sont oblongs-cylindriques, obtus,de 13-
20 cm de long. Les feuilles sont obtuses, raides et a face supérieure plane en plus de celle
disposées de part et d autre des rameaux inférieurs et moyens et qui sont toutes tres tordues a
la base.

A. numidica de Lannoy se trouve généralement dans les foréts humides des hautes montagnes
comme celle de Babor et Tababort. Il est également connu sous I’ appellations: Sapin de
Numidie, Sapin du Babor ou « Taoument » (Figure 1)( Quezel et Santa., 1962).

Figure 1. Abies numidicade Lannoy [1]
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1.4. Utilisation en médecinetraditionnelle du genre Abies

Certaines espéces du genre Abies ont été utilisées en médecine traditionnelle pour

leurs vertus thérapeutiques telles que :

1.5.

avant |

A.numidica: ses cones ont été utilisés contre I'indigestion, les maux d’ estomac, les
mal adies pulmonaires, vasculaires et vénériennes (Fujitaet a., 1995).

A. cilicica: sarésine est utilisée pour apaiser les maux d’ estomac et contre I’ abces par
I” application directe de larésine, ce qui favorise la suppuration (Sezik et a., 2001).

A. BommulirianaMattf : La résine de cette espece est aussi utilisée contre les maux
d estomac et I’indigestion. Elle est également utilisée pour la guérison des plaies en la
faisant bouillir avec les racines rapées de Salvia aethiopsis, le beurre et la cire
d’ abeille, le mélange est ensuite appliqué comme pommade tous les jours sur les
blessures pendant 5 & 10 jours (Fujita et al., 1995).

Quelques activités biologiques reconnues du genre Abies
Les especes du genre Abies ont été sujettes a plusieurs études scientifiques mettant en

eurs propriétés et leurs intéréts biologiques. Nous rapportons dans notre étude

bibliographigue certaines activités du genre Abies :

Activité de I'hormone juvénile des insectes : En 1965, des études ont été menées par
Slama et Williams sur I'extrait d'A. Balsamea. Les larves de l'insecte européen
Pyrrhocoris apterus exposées aux extraits sont mortes avant la fin de la
métamorphose et avantd’ atteindre la maturité sexuelle. Le compose actif a été isolé et
identifié alajuvabione en 1996 (Bowers et a., 1996 ; Manville et Kriz., 1977).

Activité antitumorale: La préparation aqueuse de parties mélangées de A. alba et
Viscum album a montré des effets antiprolifératifs sur les cellules L-1210. De plus, les
extraits prolongent significativement la durée de vie et réduisent la croissance
tumorale des rats traités (Karkabounas et al., 2000).

Activité antibactérienne: Les extraits de résines brutes d'A. cilicia se sont révélés
tres actifs contre sept bactéries. L'activité était similaire a |'antibiotique standard,
['amoxicilline (Kizil et a., 2002). Dans une autre étude, les extraits de chloroforme,
d'acétone et de méthanol des feuilles, résines, écorces, cones et fruits de cette espéece
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ont inhibé le développement de onze bactéries (Digrak et al., 1999).Les huiles
essentielles des espéeces d'Abies ont été trouvees pour la plupart avoir des activités
antibactériennes. Les huiles essentielles des especes A. alba et A. firma ont montré une
activité modeste, et celles des espéces A. koreana, A. cilicica subsp. cilicica, A.
cilicica subsp. isaurica, A. nordmanniana subsp. nordmanniana et A. nordmanniana
subsp. bornmuelleriana ont manifesté une activité puissante contre les bactéries et les
levures testées (Bagci et Digrak., 1991). Dernierement, I'huile essentielle d A.
balsamea a montré une activité contre Saphylococcus aureus. Les composés actifs
sont trois constituants mineurs, l'a-pinéne, le B-caryophylléne et I'humuléne (Pichette
et al.,2006).Les composes isolés d'A. mariesii et d'A. sachalinensis ont montré une
activité bactérienne contre les bactéries Gram (+) et contre les actinomycétes
(Hasegawa et al., 1985 ; Kuroyanagi et al., 2000).

Activité antifongique: La croissance mycélienne de plusieurs champignons
comestibles a été fortement inhibée par I'extrait lipophile et I'huile volatile de A.
sachalinensis (Yoneyama et al., 1989). A partir de I'huile de bois volatile, un principe
actif a éé isolé et identifié a la juvabione, qui a fortement inhibé la croissance
mycélienne de six champignons testés a une application de 300 mg / mL (Y oneyama
et a., 1990). En se basant sur ce résultat, I'extrait brut d'hexane et I'huile volatile
provenant du bois d'A. sachalinensis, ainsi que leurs produits saponifiés, ont été
anaysés pour des activités antifongiques contre six espéces de champignons
pathogénes provoquant des maladies du gazon. A une concentration de 200 mg/g,
toutes les substances testées présentaient des inhibitions faibles ou complétes des

croissances de cing espéces (Aoyama et Dois., 1992).

Activité anti-ulcérogene: Dans une expérience utilisant |'ulcére induit par |'aspirine
sur des rats albinos, I'éther de pétrole, le benzéne et les extraits de chloroforme d’ A.

pindrowont joué un réle protecteur (Singh et al., 2000).

Activité anti-inflammatoire: Dans les moddes dinflammation aigué ou subaigué,
I'cedeme de la patte du rat a été inhibé de maniére significative par cinq extraits
différents de feuilles d’ A. pindrow (Singh et al., 1998 ; Singh et Pandey., 1996 ; Singh
et Pandey., 1997) . En outre, les différents extraits de cette plante ont pu réduire la

poche de granulome induite par I'agent phlogistique a la fois exsudat, volume €t le
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poids du tissu glanulome (Singh et Pandey., 1997). L'extrait de benzene d’ A. pindrow
avait une action significative de protection des mastocytes (Singh et al., 2000). Les
extraits de MeOH et d'éther de pétrole des feuilles d’A. webbiana ont également
montré un effet anti-inflammatoire dans l'cdéme de la patte induite par le
carraghénine (Nayak et a., 2004).

Activité anti-hypertensive: L'extrait d'éther de pétrole de feuilles d'A. Pindrow a
provoqué une chute transitoire de la tension artérielle sans changement significatif de
lafréguence cardiaque et de larespiration d'un chien anesthésié, mais cette chute de la
pression artérielle a pu étre bloquée par I'atropine (Bhakuni et a., 1971 ; Singh et al.,
1998).

Activité antitussive: L'extrait méhanolique d’A. webbiana a présenté une activité
antitussive significative d'une maniere dose-dépendante sur un modele de toux induit
par le gaz SO, chez les souris. L'extrait a montré une inhibition maximale de la
fréguence de la toux de 71,69 et 78,67%, respectivement, par rapport au groupe
témoin, et était comparable a la codéine phosphate, un prototype antitussif (Nayak et
al., 2003). Dans une autre expérience sur le bronchospasme induit par I'histamine chez
les cobayes, les extraits de benzéne, d'acétone et d'EtOH des feuilles d'A. pindrow ont

montré des activités bronchoprotectrices (Singh et a., 2000).

Activité analgésique : Le prétraitement de 200 mg/kg, i.p., de cing extraits différents
de feuilles d’ A. pindrow a montré des activités analgésiques significatives aprés 45 a
90 min d'administration (Singh et a., 1998).

Activité anxiolytique: Dans plusieurs paradigmes expérimentaux de |'anxiété,
I'extrait éthanolique des feuilles d'A. pindrow a montré des effets anxiolytiques
significatifs (Kumar et al., 2000).

Toxicité: Les valeurs de DLs des extraits d'éther de pétrole, de benzéne, de CHCls,
d'acétone et d'EtOH des feuilles dA. Pindrow étaient respectivement de 360 ; 250 ;
325; 850; 425 mg/kg (Singh et al., 1998). Les valeurs DL, de MeOH, CHCI3 et
d'éther de pétrole des feuilles d'A. webbiana étaient de 985.67 ; 1387.14 et plus de
3200 mg/kg (Nayak et al., 2004).
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1.6. Meétabolitesisolésdu genre Abies

Les investigations phytochimiques desplantes du genre Abies menées depuis 1938 ont
conduit & la détermination des principaux métabolites secondaires du genre et qui sont
majoritairement des composes terpéniques essentiellement des triterpenes (Tableau 1),des
diterpénes (Tableau 2), un bon nhombre de sesquiterpénes (Tableau 3), de lignanes (Tableau
4) et de flavonoides (Tableau 5).

16.1. Terpenes:
16.1.1. Triterpenes:

Les espéces du genre Abies renferment majoritairement les triterpénes de type
lanostane. Les composés 1 & 57 sont des triterpénoides de lanostane, parmi lesquels 1 a 12
sont des 9B-lanost-7-enoides isolés principalement d’A. firma et A. sibirica; 13 -20 sont des
3,4-seco-9B-lanost-7-enoides; 21 a 30 sont des lanost-8-enoides isolés d'A mariesii et A
sibirica; 31 a33sont trois lanost-9 (11)- enoide isolés d’A. veitchii, A. faxoniana et A. alba,
réspectivement; 34 et 35sont deux lanosta-7,9 (11) -diénes isolés d’A. pindrow et A. veitchii;
36 et 37 sont7 (8, 9) abo-lanostanes, deux lactones triterpéniques de migration inhabituelle,
isolées a partir des écorces de tige d'A. mariesii. 38 a 41 sont des 8 (14, 13R) abeeso-17,13-
friedo-9pB-lanostanes; 42 & 50 sont des 3,4-seco-8 (14,13R) -beeo-17,13- Friedo-9B-lanostanes,
isolés principalement d’A. alba, A. sibirica et A. sachalinensis; 51 et 52 sont deux 13,17-
friedo-9-lanostanes isolé de A. mariesii; 53- 56 sont des mariésianoides et 57 est un 3,4-
secomariesianoide, qui ont été proposes pour un nouveau type de composes qui partagent le
méme sguelette C avec l'acide mariesique A (53). Les composés 58 a 64 sont
descycloartanes. Des gammaceranes, 65 a 67, etdeux hopanes, 68 et 69, ont éé isolés des

espécesA. mariesii et A. veitchii(Tableau 1).

H O\\\\”.

1R;=COCH, R, =Meg, R:=0
2R1= Mg R, = COOH, Rs= (@] (4)
3R1= HOCHg, Rg = Me, R3= Hg

11
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Milllle}
T

/
%,

GR]_: OH, R2 = H, R3: o-H
7R1: H, R2 = OH, R3: o-H
(5) 8R1: MeO, Rg = H, R3: o-H
9 R]_: MeO, R2 = H, R3: B-H

7
7,
%,

(10)

.....

14 R,= CHs, R2= H
(13) 15 R1= Rgz CH3
16 R]_: Et, Rzz H
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7
7,
7,

HyCO

© (20)

X
N

21R1 = Rz :Hz
22R1 = H2, R2 =0
23R 1= Rzz (@]

"

Ry
24R1: (X-OMC, R2=H2

25R,= =0, R,=OH (27)
26R 1= =O, RZ: H

\\\\\

7
2,

Ry

S
Ry

29 R1+R2= =0
30 R]_: H, RZ:OH
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S

MeO

(39 (36)

38A7, A ) R,= Me, R,= COOH
39A7, A¥R, = Me, R,= COOH

40A 8, A¥COR ;= COOH, R,= Me
41 A8 A¥COR, = Me R, = COOH

COOR,

43 R]_: RZ: H

44 R1: CH3, R2=H
45 R1:R2=CH3

46 R]_: Et, RZ: H

14



Partie 1 Chapitre 1

Apercu bibliographique sur le genre Abies

Z
2,

un

4TAYO R=H
48A" R= Me
49A¥R = H
50A¥R=Me

Ry

53 R1=OHY R,=Me, R;= COOH
54 R, =OH, R, = COOH, Ry= Me
(52) 55 R, =MeO R,= COOH, Rs= Me
56 R, =B-OH R, = Me, Ry= COOH

\\\\\\
8

-
7
7

or™ 58 R;=H R,= o-H
5O R; =MQ R,=0-H
60 R; =ACY R,=o-H

61 R1=MQ R,= B-H

(57)

\\\\\

(62)

15



Partie 1

Chapitre 1

Apercu bibliographique sur le genre Abies

Ry

66 R]_:(X-OH’ Rgz B-OH
67 R, =p-OH R,= 0-OH

68 R=a-OH
69 R=B-OH
Tableau 1. Lestriterpenesisolés du genre Abies
No. Nom Source Références
1 AcideFirmanoique A. sihirica (Raldugin et al., 1987;
Roshchin et al.,1987)
2 Acide (242)-3,23-Dioxo-9p-lanosta-7,24- Asdbirica (Raldugin et a. 1989;
dien-26-oique Roshchin et al.,1987)
3 (24E)-3-0Ox0-9p-lanosta-7,24-dien-26-o0l A. koreana (Kim et al., 2004)
4 Abiesatrine K A. faxoniana (Wang et a., 2015)
5 (249-3-0%x0-9B-lanost-7-ene-24,25-diol A. sachalinensis (Wada et al., 2002)
6 (23R)-3a-Hydroxy-9B-lanosta-7,24-dien- A. sibirica (Y aroshenko et Raldugin.
26,23-olide A. veitchii 1989) '
(Tanaka et
7 (23R)-3B-Hydroxy-9B-lanosta-7,24-dien- A. firma (Tanaka et
26,23-olide Matsunaga.,1991b)
A. mariesii (Ohira et Y atagai., 1992)
A. veitchii (Tanaka et Matsunaga.,

16
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Abieslactone

Grandisolide

Neoabieslactone |

(222)-3-0Ox0-9B-lanosta-7,22,24-trien-
26,23-olide

Firmanolide

Acide (25R)-23-0x0-3,4-seco-9b-lanosta-
4(28),7-diene-3,26-dioique

Abifarine M

Abifarine N

Abifarine O

Abifarine D

Acide abiesolidique

Methyl  (23R25R)-3,4-Seco-9f-
lanosta-4(28),7- dien-26,23-olid-
3-oate

Abifarine Q

(23R)-30-Hydroxy-7-oxolanosta-8,24-
dien-26,23-olide

(23R-3a-Hydroxy-7,11-
dioxolanosta-8,24- dien-
26,23-olide

(23R-3a-Hydroxy-1,7,11-
trioxolanosta-8,24- dien-26,23-
olide

Neoabieslactone
23-hydroxyl-3-oxolane-osta-8,24-dien-

26, Z3-olide
Neoabieslactone G
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A. amabilis
A. grandis
A. mariesi

A. procera
A. sibirica

A. veitchii

A. grandis

A. faxoniana

A sbhirica
A. koreana

A. firma
A alba
A. fargeii
A. fargeii
A. fargeii
A. fargeii

A. sihirica
A. sachalinensis

A. sachalinensis

A. fargeii

A mariesi

A mariesi

A. mariesi

A. mariesi

A. chensiensis

A. faxoniana

(Uyeo et al., 1968)

(Allen et al., 1971)

(Ohira et Y atagai.,
1992 ; Uyeo et al., 1968 ;
Takahashi., 1938 ;
Takayasu et a., 1990)
(Norin., 1972)
(Yaroshenko et Raldugin.,
1989)

(Tanaka et Matsunaga.,
1990)

(Allen et al., 1971)
(Wang et a., 2015)

(Raldugin et al., 1989)
(Kimet al., 2001)

(Hasegawa et al. 1987a)
(Leibyuk et al., 1991)
(Wu et dl., 2016)

(Wu et dl., 2016)

(Wu et dl., 2016)

(Wu et al., 2016)

(Raldugin et al., 1986)
(Wada et a. 2002)

(Wada et al., 2002)

(Wu et al., 2016)

(Tanaka et al., 2000)

(Tanaka et al., 2000)

(Tanaka et al., 2000)

(Ohira et al., 1992)

(Zhao et al., 2016)

(Wang et a., 2015)
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27

28

29

30

31

32

33

35

36
37
38
49

40

41

42

43

45

46

a7
48
49
50
51
52

Abifarine F

Acide (24E)-3,23-Dioxolanosta-8,24-dien-
26-oique

Abifarine K

Abifarine L

Veitchiolide

Neoabieslactone H

3a-Hydroxylanost-9(11)-en-26,23-olide
Pindrolactone

(23R)-30-Methoxylanosta-7,9(11),24-trien-
26,23-olide

Spiromarienonol A

Spiromarienonol B

Acide mariesiique C

Acide isomariesiique C

Acide (242)-8(14,13)-abeo-17,13-
friedo-3,23-Diox0-9-
lanosta-8,14(30),24-trien-26-oique

Acide (24E)-8(14,13)-abeo-17,13-
friedo-3,23-Diox0-9p-
lanosta-8,14(30),24-trien-26-oique

Acide (25R-23-0Ox0-3,4-secoabiesa-
4(28),7,14(30)-triene-3,26-dioique

Abifarine G
Abifarine H
Abifarine|

Abifarine J

Abiesanolide A
Abiesanolide B
Abiesanolide C
Abiesanolide D
Acide mariesiique B

Neoabieslactone K
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A. fargeii
A sibirica
A. fargeii
A. fargeii

A. veitchii

A. faxoniana

A. alba
A. pindrow

A. veitchii
A. mariesii
A. mariesii
A. mariesii
A. mariesii

A. sibirica

A. sibirica

A. alba

A. fargeii

A. fargeii

A. fargeii

A. fargeii

A. sachalinensis
A. sachalinensis
A. sachalinensis

A. sachalinensis

A. mariesii

A. faxoniana

(Wu et al., 2016)

(Raldugin et al., 1988)

(Wu et al., 2016)

(Wu et al., 2016)

(Tanaka et Mtsunaga.,

1990)
(Wang et a., 2015)

(Muller et Ourisson.,
1974)
(Tripathi et al., 1996)

(Tanaka et al.,1991a)

(Tanaka et al., 2004)
(Tanaka et al., 2004)
(Hasegawa et al., 1987h)

(Hasegawa et al., 1987b)

(Raldugin et al., 1992)

(Raldugin et al., 1992)

(Leibyuk et al., 1991)

(Wu et al., 2016)

(Wu et al., 2016)

(Wu et al., 2016)

(Wu et al., 2016)

(Kuroyanagi et al., 2000)
(Kuroyanagi et al., 2000)
(Kuroyanagi et al., 2000)
(Kuroyanagi et al., 2000)
(Hasegawa et al., 1987h)
(Wang et a., 2015)
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53 Acide 23-Oxomariesiique A A. sibirica (Raldugin et al., 1987b)
A. mariesii, (Hasegawa et al., 1987b)
A firma (Hasegawa et al., 1987b)
54 Acide(3R20R 242)-3-Hydroxy-23- A. sibirica (Raldugin et al., 1987b)
oxomariesia-7,14,24-trien-26-oique
55 Acide (BR20R242)-3-Methoxy-23- A. sibirica (Shevtsov et Raldugin.,
oxomariesia-7,14,24-trien-26-oique 1989)
56 Abiesatrine L A. faxoniana (Wang et a., 2015)
57 Acide anhydrosibirique A. sibirica (Shevtsov et Raldugin.,
1989)
A. sachalinensis (Kuroyanagi et al., 2000)
58 (23R-3a-Hydroxy-9,19-cyclo-9p-lanost-24-  A. marocana (Barrero et a., 1992;
en-26,23-olide Barrero et al., 1994)
59 Cyclograndisolide A. grandis (Allen et al., 1971 ; Kutney
etal., 1973)
A. alba (Muller et Ourisson.,
1974)
60 (23R)-30-Acetoxy-9,19-cyclo-9B-lanost-24-  A. marocana (Barrero et al., 1994)
en-26,23-olide A. pinsapo (Barrero et al., 1993)
61 Epicyclograndisolide A. grandis (Allen et al., 1971 ; Kutney
et al., 1973)
A. alba (Muller et Ourisson.,
1950)
62 Abifarine R A. fargeii (Wu et d., 2016)
63 Abietospiran A. alba (Steglich et al., 1979)
64 (23S25R)-3a-Acetoxy-17,23-epoxy-9,19- A. marocana (Barrero et a. 1996;
cyclo-9B-lanostan-26,23-olide Barrero et al., 1994)
65 Gammacerane-3,21-dione A. mariesii (Tanaka et al., 1994)
66 Gammacerane-3f3,21a-diol A. veitchii (Tanaka et al., 1992)
A. mariesii (Tanaka et al., 1994)
67 Gammacerane-3 o,21 3 —diol A. mariesii (Tanaka et al., 1994)
68 Hopane-3a, 22-diol A. veitchii (Tanaka et al., 1992)
A. mariesii (Tanaka et al., 1994)
69 Hopane-3, 22-diol A. mariesii (Tanaka et al., 1994)
1.6.1.2. Diterpenes:

Les composés 70 a 103 sont trois types de diterpénoides. Parmi ces33 composeés, 70-
79 sont des labdanes, 80 - 102 sont des abietanes, et 103 est le seul pimarane. Ces
diterpénoides ont été isolés principalement d’ A. marocana(Tableau 2).
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70 A’ (72)
71 A% 73 R= CH,OH
74 R= CH,-O-CO-(CH,),-COOH

Rz
R, \
(0]
76 R;=H, R,= H, R= a-OH 78 Ri= 0-OH, Ry= a-OH
(75) 77 Ri= OH, R= H, Ry~ p-OH 79 Ry= B-OH, R~ -OH

80 R=Me, R,=H,, R:=H, R,=H

81 R1= COOH, R2= Hz, R3= H, R4= H

82 R;= AcOCH,, R,=H,, Rz=H,R,=H
83 R,= CH,ORs, R~ a-OH, Rs= H, R,= H
84 Ry= CH,0R,, Ry= Hy, Ry= OH, Ry= H
85 R;= COOH, Ry= H;, R;= OMe, R;=H
86 R;= COOH, R,= 0-OH, R3= OMe, R,=H
87 R;= CH,OH, R,=H, R;=0OH, R,=H

88 R1= COOH, R2= =O, R3= H, R4= H

89 R1= CH20R7, R2= =O, R3= H, R4= H
90 R1= CHon, R2= H2, R3= OEt, R4= H
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91 R;= CH,ORs, Ry= H, Rs= H, R,;= OH
92 R;= COOH, R,= H, Rs= OH, Ry= Ac
93 R;= COOH, R,+Rs= =0, R,= Ac

94 R;=CH,0Rs, R,+R3==0, R,= Ac

Apercu bibliographique sur le genre Abies

95 R;=AcOCH,,R,=H, Rz= H,
96 R;= COOMe, R,=H, Rg=H,»
97 R;L: COOH, R2= H, R3= H2
98 R;L: CHO, R2= H, R3= H2

99 R;=HOCH,, R,= H, Rs= H,
100 R;=CH,ORs, R,= H, Rs= H,

7COOH 101 R=OH
102 R=H
Tableau 2. Les diterpenes isolés du genre Abies
No. Nom Source Référence
70 (122)-Labda-7,12,14-triene A. marocana (Barrero et a., 1992)
71 (122)-Labda-8(17),12,14-triene A. marocana (Barrero et al., 1992)
72 15-nor-8-labdanol A. Faxoniana (Wang et al., 2016)
73 Torreferol A. Faxoniana (Wang et al., 2016)
74 Abiesadine X A. Faxoniana (Wang et al., 2016)
A. georgei (Yang et a., 2010)
75 8-Hydroxy-14, 15-dinorr-11-labden-13-one A. georgei (Yang et al., 2008)
A. lasiocarpa (Manville et al., 1977)
76 Manool
A. sachalinensis (Numata et al., 1992)
77 3B-Hydroxy-13-epimanool A. pinsapo (Barrero et al., 1993)
78 (8R 125139-13-Hydroxy-8,12-epoxylabd-14- ) o ocana (Barrero et al., 1994)

ene
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79 (8R12R,13R)-13-Hydroxy-8,12-epoxylabd- A marocana (Barrero et a., 1996;
14-ene Barrero et al., 1994)
80 Dehydroabietane A. alba (Ribo et al., 1974)
A. marocana (Barrero et al., 1994)
. . A. firma (Kaneko et al., 1985)
Bl Acide dehydroabietique A sibirica (Raldugin et al., 1987b)
A. sachalinensis (Ohiraet Yatagai., 1994)
82 18-Acetoxyabieta-8,11,13-triene A. pinsapo (Barrero et al., 1993)
83 Abiesadine F A. georgei (Yang et a., 2010)
84 Abiesadine K A. georgei (Yangetal., 2010)
85 Abiesadine N A. georgei (Yangetal., 2010)
86 Abiesadine O A. georgei (Yang et al., 2010)
A.marocana (Barrero et al., 1994)
87 Daturabietatriene
A. georgei (Yang et a., 2010)
88 Acide 7-oxocallitrisique A. georgei (Yangetal., 2010)
89 Ethyl 7-ox0-8,11,13-abietatrien-18-yl A. fabri (Li etal., 2015)
succinate
90 15-ethoxy-8,11,13-abietatrien-18-ol A. fabri (Li etal., 2015)
91 Abiesanordine J A. georgei (Yang., 2008)
92 Abiesanordine K A. georgei (Yang., 2008)
93 Acide 17-Nor-7,15-dion-8,11, 13-abietatriene- 5 georgei (Yang., 2008)
18-oique
4 Abiesanordine N A. georgei (Yang., 2008)
95 18-Acetoxyabieta-7,13-diene A. pinsapo (Barrero et al., 1993)
96 Methyl abietate A. marocana (Barrero et al. 1991)
Acide abiti A. firma (Kaneko et al., 1985)
97 cide abietique A. nordmanniana (Sakar et al., 1999)
A. sibirica (Raldugin et al., 1987b)
08 Abietinal A. nordmanniana (Sakar et al., 1999)
A. firma (Kaneko et al., 1985)
0 Abietinol A. firma (Kaneko et al., 1985)
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100 Acide abietinol-18-succinique A. georgei (Yang et a., 2010)

Acide 15-Hydroxy-8,12a-epidioxyabiet-13-en- (Barrero et a., 1996;

101 A. marocana

18-oique Barrero et al., 1994)
. o . . A. marocana (Barrero et a. 1991;
102 Acide 8,12a-Epidioxyabiet-13-en-18-oique A <birica Barrero et al., 1994)
' (Leibyuk et al., 1991)
103 I sopimarinol A. firma (Kaneko et al., 1985)

1.6.1.3. Sesquiterpénes et monoterpenes:

Ces deux types de composés sont pour la plupart des constituants volatils. Bien que
des centaines de ces composants aient été identifiés a partir des huiles essentielles (Bagci et
al., 1999 ; Baran et a., 2007 ; Khan et al., 1988 ; Ohira et a., 1992), peu d’entre eux étaient
isolés, en particulier les monoterpénoides. Actuellement, seulement deux monoterpénes132et
133(Yang et a., 2014), ont éé isolés du genre Abies. Les composes 113- 131 sont des
sesquiterpenes rapportés d'especes Abies. Spécifiquement, 104 - 106 sont trois sesquiterpenes
acycliques isolés d’'A. albaet A. firma; 107 et 108 sont les seuls germacranes rapportés d'A.
pinsapoet A. delavayi; 109- 110 sont des humulanes, la plupart trouvés dans A. alba; 111est
un himachalane isolé d'A. alba; 112-113 sont des guayanes rapportés d’A. albaéga ement;
1144 116 sont des dodécanes isolés principalement d'A. alba; 117-126 sont des bisabolanes
isolés principdement d'A. sachalinensis; 127- 128 sont des eudesmanes trouves
principalement dans A. firma; 129 sont des cadinanes d'A. marocana; 130et 131 sont deux

autres types de sesquiterpenes rapportés d’ A. magnifica, A. alba et A. pinsapo (Tableau 3).

AN X xR 104 R=CHO
105 R=HOCH,
106 R=AcOCH, (107)
HO
H
(e}
OH i
(109) (110)
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‘||\\\\\\\

H
=
R H
R
" /
(111) 112 R=B-OH 114 R=B-H
113 R=a-OH 115 R= o-H
R,
H
H
H
o
$ o COOR,
H

(116) 117 R=H, R,= p-Me
118 R,;= Me R, = B-Me

R,

o COOR,

(119)
120 R=H, R,= -H
121 Ri= Me R, = o-H
(0]
(@]
HOOC \GIC
(122) (123)

(124) (125)
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“y, 7 7
H

(126) 127 R=0-OH
128 R=p3-OH
/:\ __—
(128) (130) (131)
HO—
OAc
OH
o)
OH
OH
(132) (133)

Tableau 3. Les sesquiterpenes isolés du genre Abies

No. Nom Source Référence
104 Farnesal A. firma (Kaneko et al., 1985)
105 Farnesol A. firma (Kaneko et al., 1985)
106 Farnesyl acetate A. firma (Kaneko et al., 1985)
107 Germacrene D A. pinsapo (Barrero et al., 1993)
108 (42)-60., 12-epoxy-4,10(15)-dien-70H,
13aH-germacrane 13-O-B-D- A. delavayi (Yang et a., 2014)
glucopyranoside
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. (Kaneko et al., 1985)
ﬁ' ﬂirr:;? o (Barrero et al., 1993)
109 a-Humulene A. zlba P (Khan et Pentegova.,
' 1988)
110 Humulene epoxide I A. nordmanniana (Sakar et al., 1999)
111 Himachalol A. alba (Khan et  Pentegova,
1988)
112 Cubebol A alba (Khan et Pentegova.,
1988)
113 4-Epicubebol A alba (Khan et Pentegova.,
1988)
114 Epicaryophyllene A. alba ( et Pentegova., 1988)
A. alba (Khan et Pentegova.,
1988)
115 Caryophyliene A. firma (Kaneko et al., 1985)
A. marocana (Barrero et al., 1992)
(Khan et Pentegova.,
) A. alba
116 Caryophyllene oxide 1988)
A. nordmanniana (Sakar et al., 1999)
117 Acide Todomatuique A. sachalinensis (Tsuchihashi et al.,
1940)
A. balsamea (Bowers et al., 1996)
: A. lasiocarpa (Manville et al., 1977)
118 Juvabione . '
A. pinsapo (Barrero et al., 1993)
A. sachalinensis (Numata et al., 1983)
119 Abiesesquine A A. holophylla (Xiaetal., 2012)
A.marocana (Barrero et al., 1994)
120 Acide 4’ -Dehydroepitodomatuique A. pinsapo (Barrero et al., 1989)
A. sachalinensis (Numata et al., 1992)
A. marocana (Barrero et al., 1994)
1 4’ -Dehydroepijuvabione A. pinsapo (Barrero et al.,, 1993)
A. sachalinensis (Numata et al., 1990)
122 9-0x0-1,3,5-bisabolatrien-12-oic acide A. delavayi (Yang et a., 2014)
123 Epijuvabienol ether A. sachalinensis (Numata et al., 1992)
124 (E)-a-Atlantone A. lasiocarpa (Manville et al., 1977;
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125 (25, 38, 95)-megastigman-5-en-3,9,11-_dejavayi (Yangetdl., 2014)
triol
126 L asiocarpenonol A. lasiocarpa (Manville et al., 1989)
127 a-Eudesmol A. firma (Kaneko et al., 1985)
128 B-Eudesmol A. firma (Kaneko et al., 1985)
. s A. marocana (Barrero et al., 1992)
129 cis-Calamenene A. pinsapo (Barrero et al., 1993)
130 Longicyclene A. magnifica (Smedman et al., 1968)
Longifolene A. alba (Khan et Pentegova.,
131 1988)
A. pinsapo (Barrero et al., 1993)
M onoter pénes
132 Bornyl acetate A. firma (Kaneko et al., 1985)
133 B- D-glucopyranosyl myrtenate A. delavayi (Yang et al., 2014)

1.6.2. Flavonoides:

Les composés 134 al44 sont 10 flavonoides isolés du genre Abies. Parmi ces composés,

134- 138 sont des flavones trouveées principalement dansA. amabilis,139 est une biflavone
isolée d'A. Webbiana et 140- 144 sont quatre chalcones rapportées d'A. pindrow(Tableau 4).

134 R1=Rut, R,=H, Rs=H
135R;=Rha R,= OH, R;=H
136 R;=Glc R,=OH, R;=H
137 R;=Gd,R,= MeO, Rs=H

OH, o O
NaVavaval
Me Q
Rut =
OH
OH OH OH
OH
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(139)

140 R,=OH,R,=H

141 R;=0OH R,=Glc

142 R; =H’ R,= Glc

143 R; =OH Ry= Ara-(1—4)-Glc

HO OH
O | OH

OMe (144)

Tableau 4. Les Flavonoides isolés du genre Abies

N° Nom Source Références
134 Kaempferol 3-O-rutinoside A. amabilis (Parker et al., 1979)
135 Quercetin 3-O-rhamnoside A. amabilis (Parker et al., 1979)
136 Quercetin 3-O-glucoside A. amabilis (Parker et al., 1979)
137 I sorhamnetin 3-O-galactoside A. amabilis (Parker et al., 1979)
138 Syringetin-3-O-rutinoside A. amabilis (Parker et al., 1979)
139 Abiesine A. webbiana (Chatterjee et al., 1984)
140 Okanine A. pindrow (Tiwari et al., 1980)
141 Okanin-4’-O-fl-d-glucopyranoside A. pindrow (Tiwari et al., 1980)
142 Butein-4'-O-fl-d-glucopyranoside A. pindrow (Tiwari et a., 1980)
143 2', 3,4, 3,4-pentahydroxychal cone-4’

(L-arabinofuranosyl-a-1-4-B-D-glucopyranoside A pindrow
P (Tiwari et al., 1980)

144 7,9,4 -trihydroxy-5-methoxy-8-methylchal cone A. delavayi (Yang et al., 2014)

1.6.3. Lignanes:
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Un 8-O-4'-neolignane(145), deux ditetrahydrofuranesl46 et 147, trois dérivés de 4
phényltétrahydronaphtal enel48-150, deux benzofurannes151-152, dix autres 153-163 ont été
isolés de plusieurs especes d'Abies (Tableau 5).

OH OH

/\/@io
H OMe
~ N OMe

(145) 146 R=0-OH
147 R=B-OH

OH

il

e OMe

R

MeO

HO

OMe
OMe

(151)

OH 148 R=OH OH
149 R= MeO (151)
150 R=EtO

154 R=0-OH
155 R=a-p-coumarate
156 R=3-OH

(157)
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MeO

HO

OMe

OMe OH

OH
OH OMe

158 R; =B-OH R, = a-H, Ry= H
159 R, =H R,= 0-H, Ry= a-OH (161)
160 Rl =H’ R2: (X-H, R3= H

OR
MeO
o)
HO
o)
OMe
OH 162 R=4-OH-C¢H,-CO
163 R=vanilloyl
Tableau 5. Les lignanes isolés du genre Abies
N° Nom Source Référence
145 Guaiacylglycerol-coniferyl — adehyde A sachalinensic (Sasaya et al., 1980)
ether
(Kim et al., 1994)
2’ lr(:arreana g (Barrero et al., 1996)
146 (+)-pinoresinol A' neohrolenis (Leont'eva et al., 1975)
A' ;Eha”:;;q (Numata et al., 1992;0zawa et
' b Tabei., 1988b ; Sasaya et al.,
1980)
147 o . . . (Numata et al., 1992 ;Ozawa et
+)- . s
(+)-Epipinoresinol A. sachalinensis Tabei., 1988b)
148 Todolactol B A. mariedi (Omori et al., 1994)
149 Todolactol C A. koreana (Kim et al., 1994)
A. sachalinensis (Ozawa et Sasaya., 19884)
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150 Todolactol D A. sachalinensis (Ozawa et Sasaya., 1988a)
151 . . .
Abiesol A A. sachalinensis (Ozawa et Sasaya., 1991)
(Barrero et al., 1996)
152 Sesquipinsapol B 2 nﬁr a (Barrero et a., 1994 ; Barrero et
- PINSapo al., 1993)
153 Secoisolariciresinol A. marocana (Barrero et al., 1996)
154 A :
A. mariedi (Omori et al., 1994)
Todolactol A A. sachalinensis (Ozawa et Tabei., 1988b)
155 Todolactol-A-o-p-coumarate A. mariesi (Omori et al., 1994)
156 (779-Todolactol A A. pinsapo (Barreroetal.,1994)
157 - _
Sesquipinsapol C A. pinsapo (Barreroetal.,1994)
158 . . . (Sasaya et al., 1980 ; Ozawa et
8'-Epitanegool A. sachalinensis al., 1988)
L A. marocana (Barrero et al., 1996)
159 'R)-9'-
(9'R)-9'-Hydroxylariciresinol A. pinsapo (Barrero etal., 1994)
(+)-Lariciresinol A. marocana (Barrero et al., 1996)
160 A. sachalinensis (Ozawa et al., 1988)
161 Sesquimarocanol A A. marocana (Barrero etal., 1996)
162 4,4 -dihydroxy-7-(4"" - :
A. nephrolepis
hydroxybenzoyloxy)-3,3' - A sj(la)ri)ricaep (Leont'evaet al., 1977)
dimethoxylignan-9,9'-olide '
163 4,4'-dihydroxy-3,3'-dimethoxy-7- A nephrolepis
(vanilloyloxy)lignan-9,9'-olide A sibirica (Leontevaet al., 1977)
1.64. Phénols:

6).

De 164-167 sont des phénols qui ont été isolées de différentes espéces Abies (Tableau
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0
Rs R, OMe
s o s
Me(CHy) o5
R1 OH
164 R;=OH R,=H, R;= COOH 166
165 R; =MeO R,= MeO, Rs= CHO (166)
HOOC NO,
NO,
(167)
Tableau 6. Les phénolsisolés du genre Abies
N° Nom Source Références
164 Acide coumarique A. nephrolepis (Gromova et al., 1977)
A. sachalinensis (Numata et al., 1983)
165 3,4-dimethoxycinamaldehyde A. marocana (Barrero et a., 1996)
166 Hexacosylferulate A. koreana (Kimet al., 2001)
167 Acide 3,5-dinitrobenzenoique A. alba (Kaneko et al., 1985)
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2.1. Présentation du genre Cedrus et I’ espece C.atlantica(Endl) M anetti

Le genre Cedrus est un genre ancien connu depuis le tertiaire avec une largerépartition
mais qui est plus au moins concentrée en trois grandes zones, au Liban (160 000 ha), en
Himalaya (500 000 ha), au Maroc et en Algérie.
Le nomCedrus est unnom d’ origine grec « kedros », il est classé parmi les spermatophytes
(plantes a graines) et plus précisément les gymnospermes (plantes a ovules nus). |l porte
descones (Coniferophyta) constitués d'écailles disposées en spirale. Une partie de ces feuilles
souvent unpeu incurvées est isolée sur les jeunes rameaux longs et les autresfasciculées en
rosette sur les rameaux courts latéraux. Ses conessont caractérises par des écailles minces qui

finissent souvent par se désarticuleret tomber (Quezel et Santa., 1962).

La classification actuelle du genre Cedrus est basée sur la répartition géographique
avec quatre especes : (Emberger et a., 1998)

- le cédre de I'Atlas ou Cedrus atlantica Manetti, endémique des montagnes nord
africaines

- lecedre du Liban ou Cedrus libani A. Rich, présent en Asie mineure, au Liban et en
Turquie

- le cedre de Chypre ou Cedrus brevifolia Henry, ne couvre que quelques dizaines
d'hectares dans|'ille de Chypre

- lecédre del'Himalaya ou Cedrus deodara G. Don est la plus répandue des especes, elle
peuple une partie de I'Inde, de I'Afghanistan et du Népal (Toth., 2005)

Une partie de notre étude est basée sur I'investigation phytochimique des cones
deCedrus atlantica (Endl) Manetti synonyme deCedrus libanotica ssp atlantica nommé
également« arz el Atla s »en Arabe ou « Idil »en berbére.

C’ est I'une des especes les plus importantes du point de vueéconomiqgue et écologique
de la montagne méditerranéenne. Lecedre de I'Atlas est un arbre de grande taille pouvant
dépasser les 40 métres de hauteur, avec des aiguilles de 1 a 2.5cm de taille, des cones dont la
longueur est de 5 a 8cm et de 3 a 5cm de diametre. Ces graines sont de 0.8 a 1.3cm de
longueur. Dans de bonnes conditions, le Cédre de |’ Atlas est capable de vivreplusieurs siécles.

Des spécimens presque millénaires sont recensés au Maroc.
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Figure2. Cedrus atlantica(Endl) Manetti[2]

2.2. Utilisation du genre Cedrus en médecine traditionnelle

Les espéces du genre Cedrus sont souvent utilisées dans la médecine traditionnelle et

cela pour différents usages, atitre d’ exemple:

C. deodara est recommandée dans le traitement de diverses affections comme les
rhumatismes, le diabéte, I'obésité, la gonorrhée, la bronchite chronique, les maux
d'estomac et les maladies cardiovasculaires. Egalement, L'huile et la gomme deCedrus
deodara ont une valeur médicinale et sont utilisées dans le traitement de la dyspepsie, de
I'insomnie, hoquet, fievre, écoulement urinaire, ozoéna, bronchite, démangeaisons,
glandes tuberculeuses, leucoderma, troubles de I'esprit, maladies de la peau et du sang.
Lesfeuilles sont utilisées dans le traitement de |'inflammation et sont appliquées contre les
glandes tuberculeuses. Le bois est amer et est utilise comme diurétique, diaphorétique,
carminatif. L'huile extraite du bois est utilisee comme analgésique, alexipharmique,
diaphorétique et est utilisée dans le traitement des bleus, 1ésions des articulations, des
furoncles, des glandes tuberculeuses, et contre les ulceres. Les écorces sont utilisées pour
soulager lafievre, ladiarrhée et la dysenterie (Shah., 2006). Cedrus deodaraest utiliséeen
préparation De V-gel, couramment utilisée comme antiseptique (Pandey., 2000)

C. libani est également utilisée en médecine traditionnelle contre les ulcéres (Sezik et a.,
2001).

2.3. Quelques activités biologiques reconnues du genr eCedrus

Les especes du genre Cedrus ont été testées pour différentes activités biologiques, on

citera quelques activités:
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- Activité antibactérienne:L'activité antibactérienne de I'extrait hydroalcoolique
d'aiguilles de Cedrus deodara a été évaluée sur cing bactéries d'origine alimentaire.L'analyse
in vitro a montré que |’extrait posséde une activité antibactérienne remarquable contre
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Saphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Bacillus
cereus, avec la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration bactéricide
minimale (MBC) de 0,78-12,5 mg / mL et 1,56-25 mg / mL, respectivement. D’ autres part, et
dans un jus de tomate fraichement pressée, il a éé observeé que |’ extrait possedait une capacité
efficace pour contréler le total des comptes de bactéries viables. L'acide shikimique a été isolé
de I’ extrait et identifié comme le composé antibactérien principal (Zeng et al., 2012).

- Activité antifongique : Les résultats obtenus de I’ activité antifongique des extraits n-
hexane et chloroformique de C. deodara contre Candida albicans, Issatchenkia orientalis,
Aspergillus flavus, A. niger, A. ochracoeus, A. parasiticus, A. sydowii et Trichophyton rubrum
ont présenté une concentration inhibitrice minimale (CMI) et une concentration minimale
microcide (MMC) dans la gamme de 200-6400 pg / mL et 400-6400 ng / mL. Les deux
extraits ont présenté une activité contre tous les champignons sauf C. albicans et |. orientalis.
Cependant, |'extrait n-hexane a montré une meilleure inhibition d’ A. ochraceous, A.
parasiticus et A. sydowii avec une CMI et MMC de 400 pg / mL et 800 pg / mL,
respectivement (Chaudhary et a., 2012).

- Activité hyperglycémiante: L'extrait éthanolique du bois de Cedrus deodara a
présenté une activité antihyperglycémiante sur des rats diabétiques induits par la
streptozotocine de 1 a 7 h. L'abaissement maximal de latension artérielle sest avéré étre de 7
h. Post-traitement (Ahmed et a., 2008), dans une expérience a dose unique sur des rats
diabétiques induits par la streptozotocine (Gupta et al., 2005 ; Upadhya et a., 2004), Cedrus
deodara a présente une baisse significative de 6% du taux de glucose sanguin. En 2009,
Shivanand et al ont formulé et évalué une préparation antihyperglycémiante obtenue a partir
de I'extrait éhanolique de Cedrus deodara (Shivanand et a., 2009).

- Activité anxiolytique : L'extrait alcoolique de bois de ceeur (50, 100 et 200 mg / kg
Poids corporel) de Cedrus deodara a été évalué pour son activité anxiolytique par le modele
de labyrinthe plus élevé, le modéle clair-sombre et |'actephotometre. Les résultats suggerent
gue l'extrait alcoolique réduit la crainte de 'aversion et produit une activité anxiolytique de
maniere dose-dépendante. L'estimation du GABA dans le cerveau de rat aprés administration
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d'extrait a montré une modulation significative des taux de GABA. Ces résultats suggerent
gue I'extrait alcoolique de bois de cceur de Cedrus deodara possede un effet anxiolytique
significatif par modulation des taux de GABA dans le cerveau (Dhayabaran et al., 2010 ;
Viswanathaet al., 2009).

- Activité anticholinestérase: Les extraits acétate d'éthyle, éthanol et cétone des
racines et des tiges de Cedrus Libani ont été téstés pour |’ activité inhibitrice des enzymes
acéthylcholinestérase et butyrylcholinesterase. Les resultats ont montré une meilleure activité
contre |’ acétylcholinésterase pour |’ extrait éhanolique des tiges [(44.07+0.2)%] a 100ug/ml
comparé aux autres extraits alors que pour la butyrylcholinéstérase, I’ extrait acétone des tiges
amontré la plus forte inhibition [(67.54+0.3)%] (Senol et a., 2015).

2.4. Métabolitesisolés du genre Cedrus

Les especes du genre Cedrus ont fait I’objet de peu de recherches phytochimiques,
ains les principaux constituants en terme de métabolites secondaires du genre Cedrussont
essentiellement des terpenes, des flavonoides et des lignanes outre les travaux réalisés sur les
huiles essentielles (Bouarene et a., 2004 ; Loizzo et a., 2007 ; Rhafouri et a., 2015).

24.1. Terpénes:
24.1.1. Sesquiterpenes

Les composés sesguiterpéniques sont majoritairement des bisaboléenes isolés
principalement des extraits apolaires du bois de C. deodara : Himasecolone (168) (Agrawal et
al., 1981), atlantolone (169), (E)-a-atlantone (124), (E)-(2S 3S, 6R)-atlantone-2,3-diol (172),
(E)-(2S 3S 69)-atlantone-2,3,6-trio (173)(Chaudhary et a., 2012) et de C. libani: a-torosol
(177), B-torosol (178), andirolactone (176) et trans- atlantone-6-ol (171) (Avcibash et a.,
1987), acide atlantonique (170), acide dihydroatlantonique (174) et acide libanotique (175)
(Avcibash et a., 1988).

HO

(168) 169 R;= OH, R,= CH3
170 R;= H, R;= COOH
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(@]
R
\ / ///,/,'

OH
124R=H 172R=H
171 R=OH 173 R=OH

COOH COOH
(175)
(174)
/
o)
O HOH,C

(176) )

HOH,C” : i

(178)

24.1.2. Diterpenes

Des composés diterpénique de squel ette labdane :13-epi-manool (179) et 3B-hydroxy-
13-epi-manool (180), de squelette abietane non aromatique : 9a,13a-epidioxiabiet-8(14)-en-
18-ol (181), 7a,18- diacetoxy, 9PB,13B-epidioxiabiet-8(14)-ene (182), 7a,18-diacetoxyabiet-
8(14)-en-13B-ol  (183), 7a,18-diacetoxy-13p-methoxyabiet-8(14)-ene  (184), 13-
hydroxyabiet-8(14)-en-7-one (185), 13p,18-diacetoxyabict-8(14)-en-7-one (186), acide
néoabietique (187), abietina (98), abietinol (99), acide abiétique (188) et palustradien-18-ol
(189) ainsi que des abietanes a cycle aromatique : dehydroabietina (190), dehydroabietinol
(191), 7-oxo-dehydroabietinol  (192), 15-hydroxydehydroabietinol  (193), 7a-
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hydroxydehydroabietinol (194) et acide déhydroabiétique (195) ont été isolés des cones de
Cedrus atlantica et C. libani (Barrero et a., 2005 ; Crowden et al., 1971).

179R=H
180 R= OH

OH

7,
.
R

OAc

183R=H 185 R= Me
186 R= CH,OAcC

98 R= CHO
(187) 99 R= CH,OH
188 R= COOH
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190 R;=CHO, R=H, Rs=H,R,=H
191 Ry;= CH;OH, R,=H, R;=H, R,=H
192 R;= CH,0OH, R;+R3= =0, R,=H
193 R;= CH,OH, R,= H, Rs=H, R,= OH
194 Ry= CH,OH, R,= OH, Rs=H, R,=H
195 R;= COOH, R=H, R=H, R,=H

(189)

24.2. Flavonoides

Principalement des dihydroflavonols isolés de I'extrait de bois de C. deodara:
taxifoline (196), cedeodarine (197), dihydromyricetine (198),cedrine (199) et cedrinoside
(200) (Agrawal et a., 1980b) et des aiguilles de cette espece:myricetin-3-O-p-D-
glucopyranoside (201) (Wu et al., 2015).

OR,

OR,
HO o O 196 R;=R,= R;=R,=H
Ra 197 R;=Me, R,=R;=R,=H
198 R;= Me, R,= Ry= H, R,= OH
Ry OH 199 R;= R,= Rz= H, R,= OH
OH fo) 200 R;=Me, R= G|C, Rs=H, R4= OH

°H (201

HO

OH

24.3. Lignanes

Les lignans sont des molécules présentes chez |a pluparts des Pinaceae. Celles isolées
du genre Cedrus, et plus précisement des extraits de bois de C. deodara, sont des
benzofuranes : Cedrusinine (202) (Agrawal et al., 1980a)et des dibenzylbutanes : Matairesinol
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(203), Nortracheogenin (204), Dibenzylbutyrolactollignane (205) (Tiwari et a., 2001) et
secoisolariciresinole (206) (Agrawal et a., 1982).

OH MeO.
o]
HO
il
oH
2
L=

OMe

(202) OH

203R;=H, R,==0
204 R,=OH, R,==0
MeO CH,OH
HO l CH,OH
‘ OMe

205 R]_: H, R2= OH
OH

(206)

244. Lesphénals:

Une étude phytochimique réaisée par Wu et al. en 2015 a révélé la richesse des
aiguilles de C. deodara en composés phénoliques et qui a abouti a |’ extraction d’un nouveau
COMPOSE : Acide 3-p-trans-coumaroyl-2-hydroxyquinique (207) en plus
de I’ acideprotocatechuique(208),  acidetrans-p-coumaric-O-B-D-glucopyranoside(209) et
I’ acide trans-ferulic-O-B-D-glucopyranoside (210).

COOH
OH
AN O HO COOH
OH
/@/\/\L( )
HO OH OH
(207) (208)
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OH
S
"Po OH D\/\ 209R=H
R OH

210 R=OMe

2.4.5. Autre composé :

Le composé (6S9R)-roseoside (211) a été isolé de Cedrus deodara(Wu et al., 2015).
HQ

HO 0 OH
OH
‘\\\\\\\\ \ ""’///O

OH

o (211)
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3.1. Introduction

Les plantes médicinales sont les sujets les plus importants en matiere d activités
biologiques. En effet, une plante est souvent soumise a plusieurs tests afin de déterminer son
réle ains que celui de ces composants dans la prévention ou I'inhibition des différentes
pathologies. Parmi ces activités, on citerales activités antioxydante, anticholinestérase ou

encoreantimicrobiennes qui ont été éudiées dans nos travaux de recherche.

3.2. Activitéantioxydante

Le stress oxydant, les radicaux libres et |es anti-oxydants sont des termes de plus en
plus utilisés dans le domaine de la recherche scientifique ou dans le domaine de la santé. En
effet, plusieurs maladies apparaissant avec I'age résultant du stress oxydant, car c'est en
vieillissant que nos défenses antioxydantes diminuent et que la production des radicaux libres
augmente tel que le cancer, I’ cedeme pulmonaire, le diabete, les maladies cardiovasculaires ou
encore la maladie d’ Alzheimer ou le réle des antioxydants a été observé dans le retardement
de cette derniére (Favier., 2003).

3.21. Lesradicaux libres

Un radica libre est une espece indépendante contenant un ou plusieurs
électronscdlibataires (non appariés) (Halliwell et Gutteridge., 1995). Les radicaux libres se
forment généralement par division hémolytiquede liaison covalente ou par transfert mono-
électroniques.

La réactivité des radicaux libres demeure dans le fait qu'ils réapparient leur éectron
célibataire par la recherche d’'un éectron, ce qui entraine la créaction d’ un nouveau radical
libre et donc I’ extension et |a prolifération du phénomeéne, ce qui va engendrer des réactions
en chaines entrainant la destruction ou la mutation cellulaire (Gardes-Albert, 2003).

3.2.2. Lesantioxydants

Un antioxydant est un composeé chimiquedont le réle est la prévention ou le
ralentissement de |’oxydation d’un substrat tendant a étre oxydé et cela méme en faible
concentration par rapport a ce dernier (Halliwell., 1995; Halliwell et Gutteridge., 1989 ;Sies.,
1993).

Les antioxydants peuvent étre naturels tels que |’ acide ascorbique (vitamine C), les

tocophérols (vitamine E), le p-caroténe (provitamine A) ainsi que les composés
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phénoliquesreprésentés par les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les coumarines
et les lignanes ou encore synthétiques tels que le butylhydroxytoluene (BHT), le
butylhydroxyanisole (BHA) ou encore la tétrabutylhydroquinone (TBHQ) qui sont largement
utilisés (Figure 3). En effet, la plupart des antioxydants synthétiquesou d’ origine naturelle
sont caractérisés par la présence de groupements hydroxyphénoliques dans leurs structures et
qui sont responsables des propriétés antioxydantes qui leur sont attribuées ains qu'a la
capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles
(OH") et superoxydes (O,) (Antolovich et a., 2002 ; Bartosz., 2003 ; Burda et Oleszek.,
2001 ; Rice-Evanset a., 1995).

N\
B-caroténe
OH OH
\4<
=
HO OH OCHj, CHs
Acide ascor bique BHA BHT

Figure 3. Structures d  antioxydants
3.23. Lesméthodes utilisées pour I’évaluation del’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes qui ont été mises au point pour I’estimation in vitro du
pouvoir antioxydant d'un échantillon, on citerales méthodes les plus utilisées :

3.23.1. Méthodedu DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical stable et de couleur violette
ensolution, il fut I’'un des premiers radicaux libres utilisés dans I’ étude visant a déterminer la
relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques (Blois., 1958 ; Brand-
Williams et al., 1995). Le DPPH est réduit en présence d'une substance réductrice
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(antioxydante) pour donner la couleur jaune du diphénylpicrylhydrazine(Blois., 1958). Cette
réduction est suivie par spectrophotomeétrie UV, en mesurant la diminution de |’ absorbance a
517nm; ce qui nous permet de mesurer le pouvoir antiradicalaires de I’échantillon testé
(Figure 4).

NO, NO,

DPPH- DPPH-H
Figure 4. Piegeage du radical DPPH" avec I’ antioxydant (AH)

3.2.3.2. Piégeagedel’ABTS"

La méthode ABTS est basée sur la capacité d’un antioxydant a inhiber le radical
libre ABTS obtenu a partir de I’ABTS [sd d ammoniumde I’acide 2,2’ -azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)] et cela en le comparant a un antioxydant de référence (Re
et al., 1999). La génération du cation radical ABTS est la base de I'une des méthodes
spectrophotométriques qui ont été appliquées pour déterminer I'activité antioxydante des
composes hydrophiles ou lipophiles (Sanchez-Moreno, 2002) (Figure 5).

"0,S s SO5
T
N
\
CoHs CoHs
lon ABTS
K2S,0g
‘0,8 s SO5
T
\
CoHs CoHe Radical ABTS-

Figure 5. Oxydation de |’ ABTS avec K,S,0get génération du radical ABTS ™
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3.23.3. Méthodedu CUPRAC
La méhode CUPRAC (cupric ion ReducingAntioxidantCapacity) (Apaket al., 2004)
estutilisée pour la réduction du Cu(ll) et par le traitement du Cu(l) avec un réactif
chromogéne Néocuproine (NC) (2,9 -diméthyl- 1,10-phénanthroline) (Gouda et al., 2010).
Le principe de cette méthode est basé sur la conversion des hydroxyles phénoliques en
quinones par la réduction du complexe Cu**Nc, produisant un complexe chromogéne de
Cu"%Nc qui absorbe 4450 nm (Figure 6).

Réactif CUPRAC bleu Produit jaune orangé
clair A=450 nm

Figure 6. Réduction du complexe chromogéne de Cu**-Nc

3.2.3.4. Chéation desions métalliques

Cette méthode a été dével oppée pour |’ évaluation de la réduction du fer ferrique (Fe**)
en fer ferreux (Fe?*) en présence d’ un antioxydant.

Selon la méthode de Decker et Welch, la mesure d’absorbance de la formation du
complexe Fe(l1)-Ferrozine est determinée apres le traitement des échantillons avec les ions
Fe?*. Ces derniers forment un complexe [Ferrozine - Fe**] qui absorbe a A 595 nm(Deker et
Welch., 1990) (Figure 7).
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Fe’ -TPTZ+ antioxydant réduit » Fe’".TPTZ (bleve intense a 595 nm

Figure 7.Réaction de test FRAP (Ferric reducing Antioxydant power) (Prior et al.,
2005).

3.2.3.5. Blanchissement du f-caroténe
Cette méthode spectrophotomeétrique développée par Miller (Miller., 1971), consiste
a mesurer la décoloration duf-caroténe issu de son oxydation par les produits de

décomposition de |’ acide linoléque & 470nm. Cette méthode est smple et rapide.

3.3. Activité Anticholinestérase

Lamaadie dAlzheimer estune maladie neurodégénérative évolutive qui se caractérise
par une dégénérescence cognitive et fonctionnelle (Amieva et al., 2007).Lors de I’ évolution
de cette maladie, la concentration d acétylcholine diminue (Gonzalez-Gross et al., 2001 ;
Venters Jr. et d., 1997). Une cholinestérase est une enzymequi joue le rdle de catalyseur dans
laréaction d'hydrolyse d'un ester de la choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et en
acide aceétique(Figure 8).L’inhibition de cette enzyme va provoquer une diminution du turn-
over de |’ acéthylcholine et donc diminution des symptémes de lamaladie d’ Alzheimer ; car il
a éé démontré qu'il existe une baisse de la concentration d’acéthylcholine, substance
importante pour lamémoire, chez les patients souffrant de lamaladie d’ Alzheimer.

L’ activié anticholinestérase d’ une substance ou d’'un extrait est determinée par la
méthode Ellman (Ellman et a., 1961).
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CH,
0]
)J\ | AChE  HsC
HsC SNT—CHs , \N+/\/SH
~
CH, HyC \CHg + HC OH
Acéthylthiocholine (ATCI) Thiocoline Acide acétique
HOOC, COOH
HooOC, DTNB COOH
‘ v
O,N S NZ SH NO
2 \S/\/|\ 2
+
Mélange disulphide Jaune Acide-5-thio-2-nitrobenzoique (TNB)

Figure 8. M écanisme chimiques de laméthode d’ Ellman

3.4. Activitéantimicrobienne

L’ évolution de la multi-résistance des bactéries pathogenes aux antibiotiques dle a une
utilisation de ces derniers d’ une maniére abusive et anarchigue, incite les chercheurs a étudier
les plantes a vertus thérapeutiques y compris leurs huiles essentielles visant la recherche de

nouvelles mol écul es possédant un pouvoir antibactérien élevé.

Pour cela plusieurs méthodes sont utilisées pour |’ évaluation du pouvoir antibactérien

d’extraits de plantes, d’ huiles essentielles ou de produits purs, on citera:

34.1. Laméthodepar diffusion :
34.1.1. La méthode de diffusion a partir de disques imprégnés (M éthode de
Kirby —Baner) (Bauer et a., 1966 ; Ericsson et Sherris., 1971)

Le principe de cette méthode se résume en disque de papier imprégné de I’ extrait ou
de I’ antibiotique a différentes concentrations déposé directement sur la gélose, uniformément
ensemencee avec le germe a tester. La croissance du germe est inhibée a une distance du
disque par rapport a sa sensibilité a I’ extrait ou a I’ antibiotique diffusé. La limite de la zone
d'inhibition est détectée a I'eil nu et Saccorde a I’endroit ou la croissance bactérienne

commence.
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L’interprétation de la zone d'inhibition se fait soit par rapport au diagramme de
références superposable aux zones d’inhibition, soit a I’aide d' une regle en fonction des
diametres données dans un tableau fournis par structures reconnues par |’ Organisme Mondial
de la Santé, ains les germes sont classées en «sensibles», «intermédiaires» ou

« résistantes ».
3.4.1.2. Laméhodedediffusion a partir despuits:

Le principe de cette méthode est similaire a celui de la méthode des disques, il consiste
a réaliser des puits dans la gélose de 2.5mm de profondeur, qui sont par la suite remplis
d’extraits ou d’ antibiotique a tester (Carbonnelle., 1980 ; Colins et Lync., 1976 ; Vandepitte et
al., 1994).

La lecture des zones d'inhibition se fait de la méme maniéere que dans la méthodes des

disgues.

3.4.2. Méthodesdedilution
Les techniques de dilution sont utilisées en milieu solide ou liquide. Le principe de ces
méthodes consiste a mettre en contact un inoculum bactérien standardisé avec des
concentrations croissantes de la substance antimicrobienne testée selon une progression bien
définie afin de déterminer la CMI de cette derniere (Burnichon et Texier., 2003).

3421 Méthode de détermination des concentrations minimales inhibitrices

(CMI) sur milieu solide

Comme il est indiqué, le but de cette méthode est 1a détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) de toute croissance visible aprées 18 a 24h d’'incubation en milieu
solide & partir de différentes concentrations de la substance antimicrobienne testée (Coallins et
Lync., 1976). Les essaies sont effectués selon le protocole standard de dilution sur Muller
Hinton agar pour les bactéries et sur la gélose Sabouraud supplémentée de glucose (2%)

lorsgu’il s agit de levure (Burnichon et Texier., 2003).
3.4.2.2. Méthodede contact direct sur milieu liquide

La technique en milieu liquide est utilisee dans le but de déterminer et de tester la
sensibilité de la souche bactérienne par rapport a des concentrations critiques supérieures ou

inférieures des substances antimicrobiennes ou uniquement par rapport a des concentrations
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critiquesinférieures. L’inoculation des galeries et |alecture des résultats peuvent etre réalisées
manuellement ou par I’ utilisation d’ automates : technique en 4h (1 a2 dilutions) ou en 24h (a
2 dilutions) (Burnichon et Texier., 2003).

3.4.3. Bioautographie

La méthode de bioautographie est utilisée afin de détecter |es composés antimicrobiens
au sein d'un extrait de plante (Rahalison et a., 1991). C’est une technique qui vise aidentifier
les substances responsables de I'inhibition de la croissance des organismes d'essai dans des
meélanges complexes. La bioautographie est basée sur la détermination de I'activité biologique

de I'ana yte (antibactérienne, antifongique, antiprotozoaire,anti-tumorale ou autres).
Les principaux domaines d application de |a bioautographie sont:

- La recherche de nouveaux composésactifs et de nouvelles substances antibiotiques
parl’ étude des activités biologiques des substances issues de plantes, de micro-
organismes ou de la chimie combinatoire. L'éude des antibiotiques et d'autres
composes biologiquement actifs dans I'eau potable, les eauxusées, également des
liquides organiques et des adiments. Le contrble de qualité des médicaments
antibiotiques.

- Ladéermination ou la détection de la toxicité (par exemple, les aflatoxines) ou de la
phototoxicité (par exemple des furocoumarines) des composés.

La bioautographie fait partie des méthodes de dépistage pour la détection de I'activité

biologique. 1l existe trois grandes techniques de bioautographie :

- La bioautographie directe : dans ce cas, la poussee des micro-organismes se fait
directement sur les plaques de chromatographie sur couche mince.

- Labiocautographie de contact : ou les plagues de chromatographie (CCM) sont mises
en contact, pendantun certain temps, avec le milieu de culture. Les composés
antimicrobiens sont transférés de la plaque CCM au milieu de culture.Les zones
d inhibition sont observées a ces endroits de transfert.

- La bioautographie d’'immersion : Dans cette méthode, une gélose ensemencée est
appliquée sur la plaque CCM (Rahalison et al., 1991). Cette technique peut étre
considérée comme un hybride de bioautographie directe et de contact
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A- Résultat de bioautographie pour
des fractions déposées sur la plaque
CCM apres migration.

B- Résultat de bioautographie pour
des composés purs déposés sur la
plague CCM sans migration.

Figure 9.Inhibition de la croissance bactérienne dans la bioautographie.

52



PARTIE 2

Matériel et méthodes



Chapitre 1

Mateériel utilise



Partie 2 Chapitre 1

Matériel utilisé
1.1. Matériel végétal

1.1.1. Récoltedelaplante Abies numidica de Lannoy

Les cones d’ Abies numidica ont été récoltés en Novembre 2013 dans la région de Djebel
El Ouehch Constantine (Est Algerien), la plante a éé récoltée et identifiée par Mr Kamel
Kabouche.

Figure 10. Coénes d’ Abies numidica de Lannoy ex carriere [3]
1.1.2. Récoltedelaplante Cedrusatlantica(Endl) Manetti ex carriere

Les cones de Cedrusatlantica ont été récoltés en Avril 2013 dans larégion de Khenchla
(Est Algérien). La plante a été identifiée par Mr Kamel Kabouche.
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Figure 11. Cones de Cedrus atlantica(Endl) Manetti ex carrtiere [4]

1.2. Matériel chromatographique
1.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une technique utilisée dans toutes les étapes

de I’ é&ude phytochimique afin de vérifier |’ état de pureté des produits isolés.

Dans notre partie expérimentale, nous avons utilisé pour I’analyse qualitative des
plagues prétes a I’emploi a support en aluminium ou en verre (Merck) : en phase normale,
Kieselgel 60 F254 Merck, 250 um et en phase inverse, RP 18 F254S, 200 umMerck.

Pour la chromatographie préparative, nous avons travaillé avec des plaques en verre (20 x
20cm) recouvertes de gel de siliceRp 18 F254S, 200 pumMerck.
Les plagues sont visualisées apres éution sous UV (254 et 365 nm) puis révélées par |’ acide

sulfurique dilué a 50% dans |’ eau.
1.2.2. Chromatographieliquide haute performance (CL PH)

Les analyses CLPH ont été effectuées sur un appareil Dionex munie dun
échantillonneur automatique ASI-100, d'une pompe Ultimate 3000 avec dégazeur intégré,
d'un détecteur a barettes de diodes UVD 240S. L’appareil est piloté par un logiciel

Chromeleon® version 1 et 2. Nous avons utilisé une colonne de phase inverse

(SolanuminterchromUptishere, C18-5um, prép-colonne 0,0um) pour une CLPH semi-
préparative avec un éuant a gradient binaire (H.O (pH 2,4 avec TFA), ACN) et un débit de 4
mL / min; Le chromatogramme a été surveillé a 205, 225, 254 et 350 nm.

56



Partie 2 Chapitre 1

Matériel utilisé
1.2.3. Flash Chromatographie

La flash chromatographie a été effectuée sur des colonnes C18 (phase inverse)
(Reveleris C18 phase inverse 40 g; CV 45 mL/min; 45 mg-1.35¢g d’ extrait) et sur gel de silice
normale (Revelerissilica40 um, 12 g; CV 17-36 mL/min; 45 mg-2.4g d’ extrait).

Figure 12. Appareil Flash chromatographie Reveleris

1.3. Méthodes physico-chimiques

1.3.1. Spectrométriede masse:

Les spectres ESIMS et HRESIMS ont été en enregistrés en mode positif et négatif sur
unspectromeétre Micromass Q-TOF (MANCHESTER, UK).
1.3.2. Spectroscopiede RMN :

L es spectres de résonance magnétique nucléaire du proton (*H) et du carbone (RMN-
13C)ont été enregistrés sur un spectrométre RMN BRUKER AVANCE DRX 11 500 (1H &
500 MHz et *C 4125 MHZz) et spectrométre RMN BRUKER AVANCE DRX 600 (1H a 600
MHz et **C 4150 MHz). Des expériences de RMN 2D ont été réalisées en utilisant un étalon
€quipé de microgrammes Bruker.

Les constantes de couplage ont été exprimées en Hz et les déplacements chimiques (9)

en ppmpar rapport au tétraméthylsilane (TMS).
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1.3.3. Pouvoir rotatoire:
Le pouvoir rotatoire a é&é mesuré sur un polarimetre de type Perkin-Elmer 241 ala
longueur d’onde de la raie D du sodium (A= 589 nm) dans une cuve de 10 cm a 20°C. Le
pouvoirrotatoire spécifique [o]p™° est exprimé en degré, et il est calculé & partir de laformule

suivante :
[a]o® = 100.0 /c

a: angle de rotation, en degré, lu sur le polarimetre.
| : longueur de la cuve de mesure.

C : concentration de lamolécule en solution en g/100 ml.

1.4. Analysestatistique

Les résultats des activités antioxydante et anticholinestérases ont exprimés en moyennes
+ SD danalyses en trois essais. Les valeurs de |Cso (Concentration d'inhibition a 50%) sont
caculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f
(concentrations)], les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification
sont faites par le test ANOVA univarié et par " student's t-test”. les différences sont

consi dérées statistiquement significatives au seuil de 0,05
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2.1. Chimieextractive

Les cones sechés et pulvérisés (1kg) sont mis a macéerer a température ambiante dans
un mélange hydroéthanolique (EtOH/H,O, 80/20, v/v) en répétant |’ opération 3fois apres
chaque 24h (24heure/3fois). Apres évaporation et concentration, 20g de I’ extrait brut obtenu
sont soumis a une VLC sur phase inverse éuée par un gradient de polarité du systéme
MeOH/H,0 (20 :80-100 :0).

Les fractions résultantes sont concentrées sous pression réduite a sec, passees en CLHP

analytique pour déterminer leur richesse.

Aprés une analyse qualitative, les fractions F60 :40(2.47g), F80:20(1.8g) et F100:0 (13g)
(MeOH/H0) ont été sujets de I’ étude phytochimique des cones d’ Abies numidica.

2.2. Séparation et purification desfractions:
2.2.1. Etudedelafraction F60 :40

La fraction F60:40 (1,2g) a été chromatographiée sur une flash colonne de phase
inverse (Cyg) avec un gradient de systéme MeOH/H,0 (20 :80 a 100). Les fractions obtenues
ont été recuelllies et regroupées selon leur profil CCM pour donner 6 sous fractions (Figure
13, Tableau?).
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Figure 13. Chromatogramme CLHP analytique de la fraction F60 :40

Tableau 7. Sous-Fractions obtenues par flash chromatographie de la F60 :40

Fraction SF1 SF2 SF3 SFA4 SF5 SF6

Poids(mg) | 18 12,2 12 15,6 23,3 25,8
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Aprés un passage en CLPH analytique, les sous fractions 5 et 6 ont été traitées par CLPH
semi-préparative en phase inverse par un gradient de systeme ACN/H,O (40 :60 a 100 :0 et
45 :55 2 0:100 ; 4mL/min, respectivement) pour I’ obtention des composés Al (1,8 mg), A2
(Img) et A3 (3,5mg).

2.2.2. Etudedelafraction F80:20:

Lafraction F80 :20 (1.8g) a été traitée en premier temps par une flash-colonne de gel de
silice normale avec un gradient de polarité du systéme cyclohexane/ CHCl3;/MeOH (60:40:0 a
0:0:100) pour obtenir 12 sous fractions. Aprés regroupement par profil en CCM (Tableau 2).
Seules les sous fractions 7 et 9 ont été étudiées aprés une analyse qualitative en CLHP

anaytique.

Tableau 8. Sous-Fractions obtenues par flash chromatographie de la F80 : 20

Fractions |SF1 |SF2 |SF3 |SF4 |SF5 |SF6 | SF7 | SF8 | SF9 | SF10
Poids(mg) |401 |221 |323 |365 |[405 |186 |803 |21,2 |756 |19,6

e Lasous fraction 7 a été fractionnée par flash-chromatographie sur une colonne
de phase inverse dluée par un gradient de systeme MeOH/H,0 (50 :50 a 100 :0)
(Figure 14), les sous fractions 7-SF1 et 7-SF7 ont été traitées par HPLC semi-
préparative sur colonne de gel de silice RP18 avec un systeme isocratique
ACN/HO (57 : 43; 4ml/min) et un gradient ACN/H,O (71,5: 28,5 a 80:20;
4ml/min) respectivement ce qui a permis la séparation des produits A1 (1,8mg),
A4 (3,8mg) et A5 (1,9mg).
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Figure 14. Chromatogramme CLHP analytique de la fraction SF7

e La sous fraction 9 a été pré-séparée par une flash-chromatographie sur une

colonne de gel de silice phase inverse avec un gradient de systeme MeOH/H,O
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(45:55 a 100 :0) (Figure 15), aprés regroupement des sous fractions, seule la
sous fraction 9-SF3 a été étudiée par passage en CLHP semi-préparative avec un
gradient de systeme ACN/H,0 (43 :57 a 100; 4ml/min) et une purification sur
une plaque préparative de phase inverse pour obtenir les composés A1(1,8mg) et
A6 (1,4mg).
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Figure 15. Chromatogramme CLHP analytique de la fraction SF9

2.2.3. Etudedelafraction F100:0:

La fraction F100% (2g) a été pré-séparée sur une flash-colonne de gel de silice C,g avec
un gradient de polarité du systéme MeOH/H,O (60 :100) pour obtenir 7 sous fractions.Apres
regroupement par profil CCM (Tableau 9). Seules les sous fractions 2 et 4 ont été étudiées

apres une analyse en CLHP analytique révélant leurs richesses.

Tableau 9. Sous-Fractions obtenues par flash chromatographie dela F100 :0

Fractions | SF1 SF2 SF3 SF4 SF5 SF6 SF7

Poids(mg) | 22,5 32,2 17,8 38,3 21 19,4 38,7

e La sous fraction 2 a éé étudiée par CLHP semi-preparative par colonne de
silice Cyg éluée par un gradient de polarité du systeme ACN /H,0(60 :40 a 85 :
15 ; 4ml/min) (Figure 16) pour obtenir le composé A7 (1,3mg).
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Figure 16. Chromatogramme CLHP analytique de lafraction SF2
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La sous fraction 4 a été séparée par CLHP semi-préparative en phase inverse,
I"éution est réalisée par un gradient de systeme ACN /H,O (51:49 a88:12;
4ml/min) (Figure 17) ce qui apermis |’ obtention des deux composes A2 (1mQ)
et A8 (6mg).
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Figure 17. Chromatogramme CLHP analytique de la fraction SF4

Toutes les étapes d’ extractions et |es composés résultants sont résumés dans le shéma

suivant :

Cones sechés et pulverisés (1kg)

EtOH-H,O (80/20)
(3x24h)

v

Extrait EtOH/H,O (20g)

VLC Cyg
Gradient MeOH-H,0 (20:80- 100:0)

v v v

20:80 40:60 60:40 80:20 100:0
(2479) (1.89) (29)
CC C18 CC 302 CC C18
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Figure 18. Schéma d’ extraction et de purification des composés des cones d’ Abies numidica
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3.1. Extraction:

1kg de matériel végétal récolté est seché, broyé et mis a macérer dans 1l du systéme
EtOH/H,O pendant 24h, |'opération est répétée 3fois pour une extraction totale des

meétabolites secondaires polaires et apolaires.

L’ étude de 20g de I'extrait hydroéthanolique est entamée par une VLC sur gel de silice
greffée Cyg avec un gradient de systeme MeOH/H,O (20 :80 - 100 :0) ce qui permet d avoir
guatre fractions C40:60 (0,8g), C60:40(2,43g), C80:20(2,7g) et C100:0(13g)
(MeOH/H0).

Chague fraction est passee en CLHP anaytique pour déterminer son profil

chromatographique et avoir une idée sur sarichesse.

3.2. Séparation et purification :
3.2.1. Etudedelafraction C40:60

La fraction C40 :60 (0,80g) est pré-séparée par flash chromatographie sur une colonne
de phase inverse avec un gradient de polarité du systeme ACN/H,O (10 :90 a 100 :0) ce qui
permet de la fractionner en 7 sous fractions (Figure 19, Tableau 10). Apres une analyse en

CHPLC analytique et en plague CCM, seule la sous fraction SF19-43 a été traitée.

Figure 19. Chromatogramme CLHP analytique de lafraction C40 :60
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Tableau 10. Sous-Fractions obtenues par flash chromatographie de la C40 :60

Fractions 1-6 7-18 19-43 44-60 61-69 70-90 | 91-100

Poids (mg) 32,9 23,7 73 36,8 35,7 48,4 80,9

e 3 composes sont isolés par CLPH semi- préparative de la sous fractions SC19-
43 en phase inverse par un gradient de systéme ACN/H,O (18 :82a30:70;
4ml/min) ce qui apermis|’isolement des composés C6 (1.3mg, Rt= 15.207
min), C7 (3mg, Rt= 12.861 min) etC9 (1.1mg, Rt= 8.641 min).

3.2.2. Etudedelafraction C60 :40

Lafraction C60 :40 (0,6g) a subit une séparation sur une colonne de gel de silice greffée
éluée par le systeme ACN/H,0 (25 :75 a 60 :40) (Figure 20) pour donner apres regroupement
par profil CCM 8 sous fractions (Tableau 11) dont la SC 24-35 a été purifiée.

Figure 20. Chromatogramme CLHP analytique de lafraction C60 :40

Tableau 11.Sous-Fractions obtenues par flash chromatographie de la C60 :40

Fractions 1-7 8-11 |12-19 |20-23 |24-35 |36-39 |40-42 | 4348

Poids(mg) | 26,1 | 25 352 | 133 | 648 |318 |226 |756

e Delaméme maniere que la sous fraction précédente mais avec un systeme
isocratique ACN/H,0 (30 :70; 4ml/min), SC24-35 est purifiée pour obtenir e
compose C8(4.8mg, Rt= 8.692 min).
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Etudedelafraction C80 :20

Lafraction C80 :20 (1,8g) est chromatographiéesur une flash colonne de gel de silice
normale avec CHCl3/MeOH (100 :0 a0 :100%) (Figure 21) comme phase mobile, ce qui a

permis de lafractionner en 11 sous fractions (Tableau 12).

Figure 21. Chromatogramme CLHP analytique de lafraction C80 :20

Tableau 12.Sous-Fractions obtenues par flash chromatographie dela C80 : 20

Fractions Poids (mg)
1-5 36,4
6-18 180
19-25 24
26-60 152
61-67 148,8
68-71 148,2
72-74 61
75-80 51,6
81-89 40,7
90-106 25,6
107-Fin 101,7

e Du point de vue de sarichesse apres une analyse en CLHP analytique, la sous
fraction SC 6-18 est traitée par une flash chromatographie sur gel de silice
greffée Cyg par un gradient de systéme ACN/H,0 (40 :60 & 100 :0). Deux des
sous fractions résultantes ont permis |’ obtention et la purification par HPLC

semi-préparative en colonne de phase inverse des composés C12 (2.1mg, Rt=
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13.11 min), C15 (3.1g, Rt=13.83 min), C17 (2.4mg, Rt= 12.24 min)et
C20(2.3mg, Rt= 14.27 min).

e |aSC 61-67 (148.8mg) a subi une séparation sur une flash colonne avec
comme phase stationnaire le gel de silice normale éluée par un gradient de
systeme Hexane/ ACOET/MeOH. 4 composés ont été extraits d’ une des sous
sous fractions par HPLC semi-préparative par un systéme isocratique
ACN/H20 (55 :45, 4ml/min)C4(2.2mg, Rt= 15.93 min), C5 (4.7mg, Rt= 14.56
min) et C13(4mg, Rt=7.03 min).

o LaSC 72-74 aété séparée et purifiée et a permis|’ extraction des composés
C8(0.9mg, 5.98 min) et C11(1.8mg, Rt= 15.99 min).

e Lecomposé C16 (1.9mg, Rt=17.03 min) a été extrait et purifiéde la SC 75-80.

3.2.4.Etudedelafraction C100:0

2g delafraction C100 :0 a subi une séparation sur flash colonne de silice normale
éluée par un gradient de systéme Hexane/CHCl3/MeOH (10:0:0a0:0:1).

TSR SN SO e )

- - I
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Figure 22. Chromatogramme CLHP analytique de lafraction C100 :0

Tableau 13.Sous-Fractions obtenues par flash chromatographie dela C100 :0

Fractions 1-37 | 3841 |42-44 | 4550 |51-62 |63-67 |68-75 | 76-99
Poids(mg) | 44,6 38 35.9 43,5 48,7 75,7 23,8 35,7

e Une CLPH semi-préparative a été réalisée pour la séparation et la purification
dela SC38-41. Un seul compose a été isolé C14(1.9mg).
e Lecomposé C18 (2mg, Rt= 11.24 min) est isolé de la sous fraction SC45-50.
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e SC68-75 est séparée et purifiée par CLHP semi-préparative avec un systéme
isocratique ACN/H20 (80 :20 ; 4ml/min), ce qui apermis|’isolement des deux
composes nouveaux C1 (0.9mg, Rt= 13.81 min), C2 (1.3mg, Rt= 16.03 min)
en plus de C3(0.9mg, Rt= 14.98 min) et C19(1.5mg, Rt=7.30 min)

e Lescomposés C10(5.3mg, Rt=10.92 min) et C21(1.2mg, Rt= 6.53) ont &té

isolés de la sous fraction SC76-99.

Letravail phytochimique décrit ci-dessus est résumé dans le shéma suivant :
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Cones séchés et pulvérisés (1kg)

EtOH-H,0 (80/20)
(3x24h)

Extrait EtOH/H,O (20g)

VLC Cys
Gradient MeOHI-H,0 (20:80- 100:0)

v

40:60
(0,89)

CCCus

19-43

(73mg)

CCCys

CLHP

|, C6 (1.3mg)

—»C7(3mg)

Lp-C9 (1.1mg)

v v v

60:40 80:20 100:0
(2,479) (1.89) (20)
CC Clg CC C18 CC C18
24-35 6-18 61-67 72-74 75-80 38-41 45-50 68-75 76-99
(64,8mg) (180mg) (148,8mg) (61mg) (51,6mg) (38mg) (43,5mg) (23,8mg) (35,7mg)
CCCys CCSO,
CLHP CLHP CLHP CLHP CLHP CLHP CLHP CLHP

—» C1 (0.9mg)

—» C12 (2.9mg) > C4(2.2mg) —» C2 (1.3mg)
- »C17(2.4mg) H»C5 (4.7mg) -»C8 (0.9mg) -»C3 (0.9mg) »C10(5.3mg)
Ly C8(0.9mg) -»C20(2.2mg) L .C13 (4mg) | »C11(1.8mg)  LpC16(9mg) | pC14(L9mg) LpC18(2mg)  LpC19(1.5mg) | »C21 (1.2mg)

Figure 23. Schéma d’ extraction et de purification des composés des cones de Cedrusatlantica
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Dosage des polyphénols et activités biologiques

4.1. Dosagesdes polyphénols
La détermination de la teneur en polyphénols totaux est réaliséepar le test de Folin-

Ciocalteu (Singleton et al., 1999 ; Djeridane et al., 2006). Une courbe d’ étalonnage est établie
avec |’ acide gallique et les résultats sont exprimés en équivalence d’ acide gallique. Ces tests
ayant comme principe le phénoméne d’ oxydo-réduction ne sont pas spécifiques a une classe
de polyphénols et souffrent d’interférences avec les acides aminés de type tyrosine et d’ autres
composes non phénoliques tels que |’ acide ascorbique (Dykes et al., 2006).

Nous avons dose |es polyphénols totaux des extraits des fractions résultantes de laVLC
des cones d abies numidica (F40 :60, F60 :40, F80 :20).

4.1.1. Modeopé&atoire

Le contenu en polyphénols totaux des fractions extraits d’ Abies numidicaest estimé par
la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Singleton et Rossi. Cette méthode consiste a réduire
le réactif FCR congtitué par un mélange dacide phosphotungstique (H3PW1204) et
dacide phosphomolybdique (HsPM012040)de tungstene (WsO,3) et de molybdene
(MogOys) et qui se traduit par une coloration bleue en présence de polyphenols indiquant leur
oxydation. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et

possede une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.

Un volume de 125 pl de solution d’ extrait est préparé a partir d’' 1 mg dans 1 ml d’eau
distillée auquel sont gouté 500 pLd’eau distillée puis 125 L du réactif de Folin-Ciolcalteu.
Apres 3 min, 1250 pl de carbonate de sodium (20 g/L) sont additionnés. la lecture est faite a
760 nm apres 90 minutes de repos dans I’ obscurité et a température ambiante. L’ acide
galique (50-500 pg/mL) est le standard utilisé pour établir la courbe d’ éalonnage a partir de
laquelle la concentration des polyphénols totaux des fractions est calculée. Le résultat est
exprimé en pg d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg

d’extrait)
4.2. Activité antioxydante

L’ étude de |’ activité antioxydante des différentes fractions des extraits VLC des cones
d’abies numidica est testée selon trois méthodes différentes : Piégeage de I’ABTS, méthode
CUPRAUC, blanchissement du B-caroténe.
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4.2.1. Test delacapacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La réduction du cuivre a été mesurée par la méthode CUPRAC décrite parApak et al.
2004. Une solution de: 50 pL Cu (1) (20 mM), 50 ul neocuprine (7,5 mM), et 60 uL de
solution tampon NH;Ac (1 M, pH = 7,0) est préparée. Différentes concentrations d’ extrait
ont été gjoutées au mélange initia jusqu'aun volume final de 200 uL. Les microplaquesde 96
puits ont étémises a 1’abri de la lumiére, et aprés 1 h, I'absorbance est mesuréea 450 nm. L’a-
tocophérol et le BHT ont été utilisés comme standards. Les résultats ont été calculés atitre de

Aos (Ug/ mL) correspondant ala concentration indiquant 0,50 d’ absorbance.
4.2.2. Activité deblanchissement du p-caroténe

L'activit¢ de blanchissement du p-caroténe des fractions VLC de [’extrait
hydroéthanolique d’ Abies numidicaa été évaluée en utilisant le systeme le modele de I'acide
B-caroténe-linoléique(Decker et Welch., 1990).Une solution est préparée a partir de 0,5 mg de
B-caroténe dissoute dans 1 mL de chloroforme a laquelle est ajout¢ un volume de 25uL
d'acide linoléique et de 200 mg de Tween 40. Aprés concentration et évaporation du
chloroforme sous vide, 100 mL d'eau distillée saturée en oxygene, ont été additionnés avec
agitation vigoureuse. L’absorbance de la solution du B-caroténe doit étre comprise entre 0.8 et
0.9 nm.Un volume de 40pL d' extrait a différentes concentrations a été gjouté a 160uL de la
solution préparée précédemment. L’ absorbance a été mesurée a 470 nm en utilisant un lecteur

de microplaque. Les résultats ont ét¢ comparés a ceux du BHA et I’a-tocophérol.
4.2.3. Activité du piégeagede I’'ABTS

L'activité de piégeage de|’ABTS™ a été déterminée selon le procédé deRe et al 1999,
avec de légéres modifications. L’ABTS™ a été produit par la réaction entre 2,45 Mmde
persulfate de potassium et 7 mM de |’ ABTS dans I'eau, la solution est stockée dans |'obscurité
a température ambiante pour une durée de 12 h. L'oxydation de I'ABTS commence
immédiatement mais I'absorption n'est pas maximale et se stabilise apres 6 heures de
temps. Le radical cation est stable sous cette forme depuis plus de 2 jours dans I'obscurité a
température ambiante. Avant utilisation, I"’ABTS a été dilué pour obtenir une absorbance de
0,708 £ 0,025 a 734 nm avec de I'éthanol. Ensuite, 40uL de la solution d’ extrait dissout dans
I'éthanol a différentes concentrations est additionnée a 160uL de la solution de L’ABTS™.
Apres une attente de 10 min, I'absorbance a été mesurée a 734 nm en utilisant un lecteur de

microplaques a 96 puits.
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Les pourcentages d'inhibition ont éé mesurés pour chaque concentration par rapport a
une absorbance a blanc de I’ éthanol. La capacité de piégeage de L’ ABTS "a été calculée en
utilisant I'équation suivante:

ABTS inhibition (%) = £centrole”AExtraity 100

Acontrole

4.3. Activitéanti-cholinestérase

Les activités acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE) des deux
extraits hydroal colique des plantes Abies numidica et Cedrus atlanticaont été mesurées par la
méthode spectrophotométrique décrite par Ellman (Ellman et a., 1961)avec une |égére
modification. AChE de |'anguille électrique ainsi que la BChE du sérum de cheva ont été
utilisés, tandis que I’iodure d’ acétylthiocholine et le chlorure de butyrylthiocholine ont été
employés comme substrats. Le DTNB [5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoique)] a été utilisé pour la
mesure de |'activité de la cholinestérase. L'éhanol a été utilisé comme solvant pour dissoudre
les composés d'essai O et les contréles. Un volume de 150 pL de tampon phosphate de sodium
(100Mm, pH 8,0), 10 pL d'une solution d'échantillon dissoute dans de I'éthanol a différentes
concentrations et un volume de 20 pLI’ AChE (5,32 x 10°3U) ou BChE (6,85 x 10°U) ont été
mélangés et incubés pour une durée de 15 min & 25°C puis 10 pL de DTNB(0,5mM) ont été
gjoutés. Ensuite, la réaction a été additionnée par 20 uLd’iodure d’ acétylthiocholine (0,71
mM) ou le chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM). Les hydrolyses de ces substrats ont été
suivies par spectrophotomeétrie par la formation d'une couleur jaune d'anion 5-thio-2-
nitrobenzoate de méthyle, selon le résultat de la réaction de DTNB avec thiocholine, libéré
par I'hydrolyse enzymatique de liodure dacétylthiocholine ou le chlorure de
butyrylthiocholine, respectivement, a une longueur d'onde de 412 nm, en utilisant un lecteur
de microplaques & 96 puits (SpectraMax PC340, MolecularDevices, Etats-Unis). Les mesures
et les calculs ont été évalués en utilisant le logiciel PRO Softmax v5.2. Le pourcentage
d'inhibition de I'AChE ou BChE a été déterminé par comparaison des vitesses de réaction
d'échantillons par rapport al'échantillon témoin (éthanol dans du tampon phosphate, pH 8) en
utilisant laformule (E - S) / E x100, ou E est I'activité de I'enzyme sans échantillon d'essai, et
S, est |'activité de I'enzyme avec |'échantillon de test. Les expériences ont été réalisées en

triple. La galantamine a été utilisée comme composeé de référence.

. A —A .
Inhibition (%) = C”"Z”‘e Extraity 100
Controle
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4.4. Evaluation del’activitéantimicrobienne

Dans notre étude, le test de |’ activité antimicrobienne a été testé en premiers temps sur
les extraits hydroéthanoliques des deux plantes Abies numidica et Cedrus atlantica. Une fois
gue les résultats éaient positifs, les composés isolés ont été testés a leur tour afin de
déterminer les produits actifs et responsables de I’ activité.

L’ activité antimicrobienne des extraits d’A. numidica et de C. atlanticaa été réalisee par la
méthode de diffusion en milieu solide et liquide afin de déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI). Cette derniere désignela concentration minimale apres 18 a 24h
d’incubation a 37 °C d’ extrait qui inhibe toute croissance visible en milieu solide.

Les composés isolés ont éte évalués par la méthode de bioautographie pour déterminer ceux
qui sont actifs avant de passer ala détermination de la CMI de chague produit par |a méthode
de diffusion en milieu liquide.

L’ éude biologique a été réalisee contre 17 bactéries et cinq levures (appartenant au genre

Candida) en culturein vitro(Tableau 14).

4.4.1. Préparationsdesdifférentes concentrations:

Les extraits hydroal coliquessont préparés a desconcentrations de 1,00 %, 0,50 %, 0,25
%, 0,12 %, 0,06 % et 0,03 % (de 10 mg/mL a0,3mg/mL).
Pour obtenir la concentration de 1 %, 2 mL d extrait de concentration 1,1 g/mLsont mis dans
une boite de Petri, alaquelle sont gjoutés 18 mL de gélose de Mueller Hinton(MHA) a chaud
(donc al’état liquide), I’ ensemble est homogénéi sé, la gélose se durcit enrefroidissant. Pareil,
pour la concentration de 1,5 %, 1 ml d’ extrait est introduit dans une boite de Petri avec 19 ml
de gélose.
Pour les quatre autres concentrations restantes, quatre tubes contenant chacun 5mL
d’ eaudistillée sont préparés. 1 ml de chaque tube est déposédans une boite de Pétri a auquelle
19 ml de gélose sont gjoutés.

4.4.2. Préparation des souches microbiennes et culturein vitro :

Apres la sélection des différentes bactéries, résistantes ou non aux antibiotiques, 22
souches microbiennes dont 8 bactéries Gram (-), 9 Gram (+) et cing levures appartenant au
genre Candida ont été testées dans la determination de I’ activité antimicrobienne des deux

extraits hydroéthanoliques d’ A. numidica et C. atlantica(Tableau 14).
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L es micro-organismes sont cultivés, dans des tubes contenant un milieu MHA, a partir
desuspension des souches contenues dans un milieu liquide BH (Brain Heartcysténé),aprés
incubation d’'une durée de 24 heures a température 37°C, pour obtenir la suspension
microbienne, 10 mL de liquide RC (Ringer Cystéine) sont additionnés aux tubes MHA, il est
nécessaire de bien mélanger pour assurer une répartition homogéne des micro-organi smes.
Une goutte de chaque suspension estrécupérée pour étre ajoutée dans un tube contenant 10
mL de solution RC.

Pour finaliser la culture dans les boites de Pétri, un volume de 1 mL de suspension de
chague tube est prélevépour remplir les puits de la plague de I’ ensemenceur automatique
(Appareil de STEERS). La surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum des souches
aétudier(l’inocul ateur atétes multiples de I’ appareil de STEERS, permet
I’ ensemencementd’ au maximum36 souches différentes par boite). Deux boites témoin "avant"
et "apres’|’ ensemencement ont été réalisées pour verifier la stabilité des concentrations des
inocula. La culture des micro-organismes se fait par incubation des boites de Pétri, pour une
durée de 24 heures, a 37 °C. Aprés ce temps, les colonies sur les boites de Pétri seront
dénombrées visuellement. Cette méthode permet de connaitre e nombre d'unités prélevées
pouvant former une colonie (UFC). Cette technique ne tient compte que des micro-

organismes viables qui peuvent se dével opper dans les conditions de croissance utilisées.

Tableau 14. Les souches testées.

Type Gram (+) Gram( -) Levures
Bacillus subtilis Escherichia coli CIP 54.127 | Candida glabrata
EnterococcusfaecalisATCC | Salmonellaenterica Candida tropicalis
1034

Souches | Staphylococcus aureus Serratiamar cescens Candida kefyr
8325-4
Staphylococcus aureus CIP | Proteus vulgaris Candida albicans
53.154
Saphylococcus epidermidis | Klebsiellapneumoniae Cryptococcusneoformans
Micrococcusluteus Providenciastuartii
Listeria innocua Pseudomonas aeruginosa

ATCC9027
Sreptococcus pyogenes Shigellasoneli
Enterobacter cloaceae
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4.4.3. Bioautographie:

C'est une méthode qui permet de détecter les composés antimicrobiens au sein d’un
extrait de plante. En effet, la bioautographie est une méthode de laboratoire qui vise a
découvrir les substances qui affectent les taux de croissance des organismes d'essai dans des

mélanges complexes.
4.4.3.1. Modeopératoire:

- Préparation de la plaque CCM (déposer I’ extrait sur la plague et faire la migration ;
COMPOSES purs sans migration)

- Mettre la plague dans le dessiccateur pour stériliser

- Pour I’ obtentiond’ une concentration bactérienne de 10%/mL, les micro-organismes sont
cultivés dans des tubes en milieu MHA (Mueller-Hinton Agar). Aprés un jour, 10 mL
deliquide RC (Ringer Cystéine) sont additionnés aux tubes. Ensuite, des dilutions sont

réalisées selon I’ explication sur lafigure suivant :

e
W 1 ml de m 1mlde m 1ml de

suspension suspension suspension

Suspension bactérienne —

Dans10 ml deliquide RC

9ml RC 9ml RC

- Flacon de
gélose MHA

Figure 24. Préparation des dilutions

- Les CCM développées et stérilisées sont déposees dans des boites de culture de forme
carrées auxquelles est gjoutés 30 ml de suspension gél ose-bactérienne. L’ incubation se

fait pour une durée de 24 heures a température 37°C.

Les résultats sont observés par une solution de para-iodonitrotétrazolium (INT) a 2
mg/mL qui est vaporisée sur la surface de la gélose et incubée de nouveau pendant quatre

heures. L'INT est alors transformé par une déshydrogénase en un composé d’ une couleur

77



Partie 2 Chapitre 4

Dosage des polyphénols et activités biologiques

rouge foncé. L’inhibition de la croissance bactérienne est révélée par la présence de zones
claires

4.4.4. Dé&ermination dela CMI en microplague

La méthode de dilution en milieu liquide est une méthode qui permet |a détermination
des paramétres (CMI) d'inhibition de la croissance microbienne par les extraits ou les
composes actifs. Chaque microplaque est utilisée pour mesurer I’ activité microbienne d’un
extrait (ou d’un composé) contre maximum 8 souches bactériennes.

4.4.4.1. Modeopératoire:

- Unvolume de 100 pL de MH (milieu liquide de Mueller Hinton) est introduit dans les
puits Al aH9, ains que danslespuits A1l aH11 et dansle puits A12.

- -4

O0000000-|

Témoin de stérilité

00000000
0000000 0*
00000000
OO0000000-
OO0O0O00000:-
00000000
000000004
00000000~
Q00000003
OOOOOOOY:

Témoin de culture

OOOCOO00k

Figure 25. Plague de microdilution

Les puits A1 a H9 représentent les dilutions de différentes souches bactériennes, les
puits A1l a H11 représentent les témoins de culture des bactéries et enfin le puits A12
représente le témoin de stérilité du milieu de culture.

- déposer 100 pL d extrait végétal (ou compose actif) dans les puits A1 a H1. Faire des
dilutionsderaison 2 (100 uLde Al dans A2 et ainsi de suite).

- Unvolume de 100 pL de souche bactérienne est mis dans les puits A1 aH9 et A1l a
H11 (désinfecter la microplaque al’ acool, vortexer le tube contentent la souche avant
del’ gouter).

- Lesplagues sont mises aincubation al’ éuve pendant 24 heures et a 37°C.

- Lalecture est faite a 24 heures par turbidité du milieu, et pour avoir une lecture plus

précise, on peut pulvériser lamicroplague par le réactif del’INT.
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Dosage des polyphénols et activités biologiques

Le composé est prépareé a neuf concentrations de 500ug/mL a 1,9ug/mL.

N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pg/ml | 500 | 250 | 125 | 625 | 31,2 | 156 | 78 | 39 | 19 - TC | TS

(TC : Témoin de culture, TS : Témoin de stérilité)
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Partie 3 Chapitre 1

Identification des produits isolés d’ Abies numidica

1.1. Dé&ermination structurale desditer penesisolés des Cénesd’ Abies
numidica

L’ éude phyto-chimique des fractions VLC F60 :40, F80:20 et F100 :0de I’ extrait
hydroéthanolique des cones d' Abies numidica a permis la séparation de huit diterpenes purs
(A1-A8) qui ont été identifiés grace aux méthodes spectrales (RMN). Ces derniers sont des

dérivés abiétatrienes dgaidentifiés dans le genre Abies.

1.1.1. ldentification du composé Al :
e Analysedu spectre RMN *H

Sur le spectre RMN *H du composé A1 (Figure 26) on repére les signaux suivants :

- Quatre méthyles sous forme de quatre singulets résonnant entre oy 1.16 et 1.54
ppm attribuables aux protons H-16, H-17, H-19 et H-20.

- Un massif de protons observé entre 6y 1.51 et 2.51 ppm correspondant aux protons
CH et CH; des cyclohexanes

- Un signal déblindé sous forme d’un doublet a 4 4.71ppm attribuable & un CH-OH
avec une constante de couplage J = 4.7Hz indiquant une configuration o en
position 7

- Trois signaux aromatiques raisonnant entre oy 7.26 €t 7.45 ppm sous forme de
doublets (H-11, J =8.4Hz et H-14, J= 2.2 Hz) et d' un doublet de doublets (H-
12,647.36ppm, J = 8.3 et 2.2 Hz) indiquant des couplages ortho et méta.

T1H sur MayaN9-3p2p2
AVE00 19/02/2014

dans MeOD

CH et CH 2

" | i Wyl g i
W)\ A F -0 ISP UL W o R St A

1"
i e 2 y— e AR £ 3 . e
25 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 ppm

Figure 26. Spectre RMN *H du composé A1
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e Analysedu spectreRMN *C

Sur le spectre *C (Figure 27), les signaux repérés sont :

Quatre méthyles apparaissant de dc 16.3 a 30.5 ppm attribuables respectivement aux
carbones C-19, C-20, C-16 et C-17.

Un ensemble de carbones entre d¢ 18.6 et 48 ppm attribuables aux carbones CH, (C-1, C-
2, C-3, C-6), CH (C-5) et aux Cquaternaires (C-4, C-10) des cyclohexanes.

Un signal résonnant a d¢ 67.5 ppm attribuables au CH-OH en position 7

Un carbone quaternaire déblindé vers ¢ 71.4 ppm indiquant la présence d’ un groupement
hydroxyle (C-15)

Un ensemble de carbones dont le déplacement chimique entre 6c 123.3et 126.1 ppm
attribuables aux carbones tertiaires aromatiques C-11, C-12 et C-14 et entre oc 135.8 et
147. 8 ppm attribuables aux carbones quaternaires C-8, C-9 et C-13.

Un carbonyle observé a 6c183.8 ppm indiquant la présence d'un acide ou d’'un ester (C-
18).

13C sur MayaN8=3FP2Zp2 dans MeOD
AVEDQD 19/02/2014
14 l2 7
9 13 8
) ‘ i Jl
_ . w*.L
—r—r —————— T AR A — - T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 71 70 59 68 ppm
16
17
20 2
19
_L____“,__,_Al R J‘. o T I S S 1 J~ T T SR (W SNt _u‘.J ...... e S
v - 2 d ; . s 7 . , ., z 2 ¢ - % . % ¥ = % ; : : S e R
40 35 30 25 20 15 ppm

Figure 27. Spectre RMN **C du composé A1
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e Analysedu spectre COSY

Le spectre COSY *H-'H permet I’identification des protons présentant un couplage
spin-spin par des pics diagonaux Ou Croisés, en un sens, cette expérience est la réalisation
simultanée de toutes les expériences de découplage qui permettent la visualisation des protons
aliphatiques.

Aprés |’identification des protons caractéristiques sur le spectre RMN *H, I’ expérience COSY
(Figure 28) va nous permettre la localisation des protons non anal ysables sur le spectre proton

et qui apparaissent pour la plupart entredy 1.51 et 2.51 ppm (Tableau 15)
Les corrélations observées sont :

- Lesprotons H-2 corrélent alafois avec les protons vicinaux H-1 et H-3

- Lesdeux protons H-6 vicinaux aux protons H-5 et H-7

- Leproton H-12 montre une tache indiquant sa corrélation avec le proton H-11 avec
une constante de couplage (J = 8.4Hz) indiquant sa position ortho et avec le proton H-

14 (J = 2.2Hz) indiquant sa position méta.

16 19 20
1H sur MayaN9-3P2p2 dans MeOD X |
AV600  19/02/2014
” 2b
14 12 11 S l1a 6a 3a2a6b3bilb
_h,_, & w I, PR e M AN ppm
U | A ¢
7 7"7 3 5 = i = 1.2
_ ] o
£ “ e 273 |
| =08 O | i 14
1 i T
oo 8 a
)l | N 12y B PPN
:-;‘ 7(4 7.3 7.2 ppm &
£ | §7/6b 0 e
‘; = 1.8
£| 0
= 0
— = 120
= ¢ ]
2 07/(..‘ i i .
] - 2.2
! @ﬂ 1/2a+2b
< t 1a/1kh
] .___@._.D _y - ; 2.4
T N s
J—— . —— : ; — 2.6
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figure 28. Spectre COSY du composé A1
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e Analysedu spectre HSQC J-modulé

Aprés la locaisation des protons hybridés sp®, I'analyse des corréations
héteronucléaires Jy.c observée sur le spectre HSQC J-modulé permet I’identification et
I’ attribution des déplacements chimiques des carbones les portant (C-1, C-2, C-3, C-5, C6 et
C-11, C-12 et C-14) (Figures 29-30).

Les valeurs des ¢ sont répertoriées dans le tableau 15.

HSQC sur MayaN9-3P2pZ dans MeOD q
AV&00 19/02/2014 ‘ |
/' e
l_fu‘“'_;/v\ AMrn_ MMM’L_J Uy \ijl ppm
ﬁ T ] 1 '3! 16
| H-2a+H-2b/ (-2 | 1-19/C119 [
I 20
| [ [ | |
; | H-20/C-2D,,
i - O
| ! L 24
1 | . |
l 26
28
— —oiiies d 30
| o c===| H-6a+H-6b/C-6 | e @ '
] - 4 H-16 /(-16 | -
H-17/(-17 ‘
‘ 34
; (. H-3a+H-3bAC-3 | -
H-Ta/C-1 e e | - H-1b
j— = { === 38
e H-5/-5 [ '
] . | \ — | a=] | -
25 2.4 2.3 2.2 21 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 ppm

Figure 29. Spectre HSQC de 641.1 22.6 ppm du composeé A1
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HSQC sur MayaN9-3P2p2 dans MeOD
AV600 19/02/2014
i
,:.———J:l— oM M ppm T pem
I [ |
.‘ ! ! — | 1220 i ‘
‘ ‘ ||
| o
| ‘ . | ‘ _ Pasase =T - 67.5
| | | |
| H-11/C-11 |
e [ -+ 123.0 i
[ 68.0
—J . 1
b} | | |
| I 123.5 | |
{_” IF 68.5
)l 124.0 |
i ‘ ‘ 1 124.6 +— 69.0
— | 125.0
H——t—————+— 1 69.5
125.5
i <l» 126.0 70.0
{ |
[
[ ] b
] [
| SIS R N e
A0 N i ppm 485 4.80 475 4.70 ppm

Figure 30. Spectre HSQC de 6y 4.65 a7.50 ppm du compose Al

e Analysedu spectreHMBC

L’ analyse HMBC détecte les couplages & deux, trois et méme quatre liaisons (*Ju.c,
3J4-c et “Ju.c) entre protons et carbones et permet de corréler les carbones quaternaires avec

les protons voisins.
L’ analyse du spectre HMBC du composé A1 (Figures 34-35) montre:

- Une corréation du proton H-1 avec le C-10.
- Destaches de corrélation du proton H-3 avec le carbone quaternaire C-4 et le méthyle

C-19.
- Lesprotons H-19 montrent une corrélation avec le C-4 et le C-18.

Par ces corrélations, on détermine la position du C-19 et du carbonyle C-18 qui sont portés par le

carbone quaternaire C-4 et sur la nature du C-18 qui est un acide.
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Figure 31. Corrélations COSY et HMBC du compose Al

- Le proton H-5 corréle avec les carbones quaternaires C-4 et C-10, les deux méthyles
C-19 et C-20, avec le carbonyle C-18 et avec le carbone quaternaire aromatique C-9
respectivement.

- Les protons H-6 correlent avec les carbones quaternaires C-4 et C-10 et avec le
carbone quaternaire aromatique C-8.

- Leproton H-7 corréle avec les trois carbones aromatiques C-8, C-9 et C-14 et avec le
carbone C-5.

- lesprotons H-20 montrent une corrélation avec les carbones quaternaires C-10 et C-9.

Figure 32. Corrélations COSY et HMBC du compose Al

- Les protons aromatiques H-12 et H-14 correlent avec le carbone quaternaire C-15 qui
par son déplacement chimique deblindé (8¢ 71.39ppm) indique qu’il est directement
attaché au cycle aromatique et a un groupement hydroxyle.

- les protons méthyliques H-16 et H-17 sont repérés par leurs corréations avec le carbone C-
15.
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Figure 33. Corrélations HMBC du composé A1

17 19 20
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Figure 34. Spectre HMBC de 6¢ 20 a 180ppm du composé A1l
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16 1 20
17
HMBC sur MayaN9-3P2p2 dans MeOD
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Figure 35. Spectre HMBC de 8¢ 120 a 185ppm du compose Al
e Analysedu spectre NOESY

L’ analyse du spectre NOESY du composé A1, nous permet de déterminer |a configuration de
I” hydroxyle en position 7.

La constante de couplage du proton H-7f (J = 4.7Hz) indique qu’il est en position equatoriale
en plus de sa corrélation avec les protons méthyliques H-20, H-6a et H-6b et ala corrélation entre
le proton méthylique H-20 et le méthyle H-19.
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Figure 36. Spectre NOESY du composé A1

Toutes ces données nous permettent de proposer la structure : Acide 7a, 15-
dihydroxydehydroabietiquenommé également acide 7a, 15-dihydroxy-8, 11, 13-abietatrien-18-
oique (Prinz et a., 2002) isolé précédemment d’ Abies georgei Orr (Yang et a., 2010)

R
o
N

HOOC

Al: Acide 70, 15-dihydroxydehydroabietique
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Tableau 15. Déplacements chimiques RMN *H (600 MHz) et **C (150 MHz) du composé A1 dans
le CD;0OD

N° dcppm oy ppm, Mult, J (Hz) N° dc ppm oy ppm, Mult, J (H2)
1 38.2 la: 2.36,d,12.5 11 123.3 7.26,d,8.4
1b:151,dd,131; 3.7
2 18.6 2a:1.85 m 12 123.9 7.36, dd, 8.3; 2.2
2b:1.71, m
3 36.8 3a:1.94,dd, 13.0; 3.8 13 146.5 -
3b:164,d,12.2
48 - 14 126.2 7.45,d,2.2
39.9 2.51,dd, 13.1; 1.7 15 714 -
309 6a:2.14,1d, 135; 5.0 16 305 154,s
6b: 1.75,d, 15.5
67.5 4.71,d,4.7 17 304 153 s
135.8 - 18 183.8 -
147.8 - 19 16.4 1.26,s
10 37.2 - 20 232 1.16,s

1.1.2. ldentification du compose A2 :

Les spectres RMN *H et **C J-modulé du produit A2(Figures 37-38) sont trés proches
de ceux du composé Al (Figures 26-27) avec tous les signaux caractéristiques sauf pour le
signal du proton H-7 qui est localis¢ a oy 2.90 ppm sous forme d’un multiplet au lieu de oy
4.71 ppm indiquant la présence d un CH en position 7 au lieu d'un CH et le blindage des
signaux des protons et du carbone C-6 di alaperte de |’ hydroxy a C-7 du composé A1, ce
qui est montré dans le spectre HSQC (Figure 40) et par ses corréations COSY (Figure 39).

2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 pPpPm

Figure 37. Spectre RMN *H du composé A2
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Figure 38. Spectre RMN **C du composé A2
e Analysedu spectre COSY

Le spectre COSY (Figure 39) du composé A2 montre les mémes corrélations que du composé
Al

1617 19 20
mayaN4-p4-500

= 3a 3b
7 1a 5 6a 2a 2b 6l 1b -
T - R AN B S S PP

= 7.2
‘ ppm
E3
%
I - 1.8
3
— 2.0
= 2.2
J = -2.4
— 2.6
il | t—1-2.8
& ;j#; Soitimre %
1 e ‘ = = e ——— 3.0

29 2.8 2.7 26 25 2:4 23 22 21 20 19 18 1.7 1.6 15 1.4 1.3 1.2 ppm

Figure 39. Spectre COSY du composé A2
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e Analysedu spectre HSQC
L es déplacements chimiques sont notés dans | e tableau 16.
mayaN4-p4-500 ‘
hsgc
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q M V.| MJW ppm
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% o0 | ‘ . [
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Figure 40. Spectre HSQC du composé A2
[ ]

Analyse du spectre HMBC

Le spectre HMBC (Figure 41) du composé A2 montre les mémes corrél ati
composeA L.

ons que celui du
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160
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180

PP

Figure 41. Spectre HMBC du composé A2
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L’ ensembl e des données nous a permis d’ établir la structure du composé A2 comme étant :
Acide 15-hydroxydehydroabietique (Cheung et al., 1993), isolé également d’ Abies georgel et d§ja
identifié dans lafamille Pinaceae dans Pinus massoniana (Cheung et al., 1993) et Larix
kaempferi(Tanakaet al., 1997).

N
S

HOOC\\\\
A2 : Acide 15-hydroxydehydroabietique

Tableau 16. Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et **C (125 MHz) du composé A2 dans
le CD;0OD

N° dcppm oy ppm, Mult, J (Hz) N° dc ppm oy ppm, Mult, J (H2)
1 38.0 la:2.38,d 11 124.6 7.14,d
1b:1.45,d
2 18.2 2a:1.85 m 12 123.6 7.22
2b:1.72,m
3 36.7 3a:1.85 m 13 146.2 -
3b:1.69, m
47.3 - 14 121.8 7.22
45.1 2.19,dd 15 71.3 -
215 6a:1.88, m 16 30.5 151, s
6b:1.54, m
29.9 290, m 17 304 151, s
134.0 - 18 181.1 -
147.4 - 19 15.6 129, s
10 37.9 - 20 241 123;s
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| dentification du composé A3:

Les spectres RMN *H (Figure 42) et *C (Figure 43) du composé 13 montrent les

meémes signaux caractéristiques du produitAl. Cependant I’ absence du signal du proton H-7 a

81 4.71ppm et I’apparition d’un pic 4 5¢ 199.3ppm sur le spectre RMN **C indique |a

présence d’une fonction cétone et le déplacement chimique déblindé des protons H-6 (dn

2.84-241ppm).

mayaN7—1p2—-500

i o S B S g

T &IF

| 20

—imn.12

Figure 42. Spectre RMN *H du composé A3

7 HC=0

mayaZK6040-5p2
13C

.

1
L. -
. : \ - : ; T T : ; ; : T -

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 ppm
16
17

.1 Sk, sk
: ! : ; T :
50 a5 40 35 30 25 20

ppm

Figure 43. Spectre RMN *3C du composé A3
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e Analysedu spectre COSY

Le spectre COSY (Figure 44) du composé A3 montre les mémes corrélations que le composé

A1 avec seule différence I’ absence de corrél ations liées au proton H-7.

mayazZK6040-5p2 19 20
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_% e} . -
14 12 11
- b“ ppm a : [.5¢ 1b. )
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- b 0
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o T 7.8 . [
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14712 .0
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8.1 80 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 PPmM 7 - 2‘/'? ﬁe
a = = 2.6
= L 28
6a/5 6a/6b \
T T T !

2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 ppm

Figure 44. Spectre COSY du compose A3

e Analysedu spectre HSQC
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Figure 45. Spectre HSQC du composé A3
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e Analysedu spectre HMBC

Pour |a détermination de la position de lafonction cétone, le spectre HMBC montre les
corrélations suivantes (Figures 46-47) :

- Lesprotons H-6 et H-5 correlent avec |e carbone portant 1a fonction cétone
Les protons aromatiques H-11 et H-14 montrent une tache de corrélation avec le

carbone a 199.3 ppm.

D’ apres ces observations, la fonction cétone est localisée en position 7ce qui explique le déblindage

des protons H-6.
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Figure 46. Spectre HMBC de 6y 0.8 2 3.1 ppm du compose A3
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Figure 47. Spectre HMBC de 6y 7.4 28.1 ppm du compose A3

Ainsi lastructure du composé A3 a été établie comme : Acide 15-hydroxy-7-oxo- 8, 11,13-
abietatrien-18-oique (Matsumoto et al., 1988) isolé uniquement d’ Abies georgei Orr.

N
N

HOOC

A3: Acide 15-hydroxy-7-oxo- 8, 11,13-abietatrien-18-oique
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Tableau 17. Déplacements chimiques RMN *H (500 MHZ) et *C (125 MHz) du composé A3 dans le
CD30OD

Ne° dcppm on ppm, Mult, J (Hz) Ne dc ppm oy ppm, Mult, J (H2)
1 37.1 la:248,d,13.0 11 1235 7.48,d
1b: 1.62,td, 12.9; 2.1
2 17.8 2a:195m 12 130.9 7.76,dd, 8.2; 2.2
2b:1.82, m
3 36.5 3a:1.83 13 147.9 -
3b:1.79
46.1 - 14 122.7 8.10,d,2.1
4.1 2.68,dd, 14.2; 3.1 15 71.2 -
375 6a: 2.84,dd, 17.7; 3.5 16 30.3 156, s
6b:241,dd, 17.7;3.1
199.3 - 17 30.3 156, s
129.9 - 18 179.7 -
154.1 - 19 15.4 1.37,s
10 375 - 20 224 132,s

1.1.4. ldentification du compose A4

Pour |’identification du composé A4, les spectres RMN *H (Figure 48) et **C (Figure 49) ont
été comparés a ceux du produit A1 (Figures 26-27) qui sont tres proches avec un septuplet en plus a
On 2.97/8¢ 33.5 et I’absence du signal correspondant au carbone quaternaire C-15 a d¢ 71. 39 ppm
pour le produit A4.

9

7 CH-OH
i

Ll
;]\

LT
ﬂ“.j\) Lon Jr'\f'\, ;

- ; S ,
7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 ppm

1.4 1.3 1.2 1:1 1.0 ppm

2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5

Figure 48. Spectre *H du composé A4
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Figure 49. Spectre **C du composé A4

e Analysedu spectre COSY

En plus des corrélations observées précédemment sur le spectre COSY (Figure 28) du
compose Al. L’analyse COSY du produit A4 (Figure 50) permet de mettre en évidence la

corrélation entre les protons H-16 et H-17 avec le signal déblindé apparu sur le spectre *H indiquant
gu’il s'agit du proton H-15.

mayaN7-7p6-500
cosy
7 6a 6b
I J&,MMLMMM\MN

_A
”(%_3 o - ‘_:'i?u" i = PPmM
%
z i
L’ 1.6
SI e 7/6b e
é —11.8
3 |
=
? N J—L 2.0
j'm" Ll s
] / -
15/16+17|
F 2.8
4| & B |
- LA T
4.5 4.0 3.5 3.‘0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figure50. Spectre COSY du composé A4
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e Analysedu spectre HSQC J-modulé:

L’ analyse du spectre HSQC (Figure 51) permet |’ attribution du déplacement chimique du
carbone portant le proton a dy2.97 ppm avec sa corrélation au signal d¢ 33.5 ppm et qui correspond a

un CH en position 15.

16

19I 17 20
mayaN7-7p6-500 ’ ‘
hsgc ‘ } ‘
Ml
15 5 2 2 i 2 I
la 6a 3a 2a 2b 6p3b 1b U I
m%.“_—_kﬁ;,_/\f\i\—:,__w\&%,dyﬁw = B 7 7Lru/M wl\b«d ppm
| l r (== ||
‘ | o 16
\ | Q-2/H-2a+H-2b E ”$'9 |
‘ i o e { 18

20

| | 22

| | | L~I()+(—]?f’n"
H-16+H-1 m
T T - 207
.
|

‘ H-28
| | 50
] C—fi/H—6=|+H—qb 06 ‘ | [
C-15[/H-15 ‘ 32
= = 34
| C-+3/H-3a+H-3b
] . | y : 50 36
B | lam
E 4 @
O-1/H-Ta i &
| [
ﬁ‘ C-5/05 | 40
2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 23 2.2 21 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 ppm

Figure51. Spectre HSQC du composé A4

e Analysedu spectreHMBC :

L’ analyse du spectre HMBC (Figure 53) du produit 4 confirme lalocalisation du
proton H-15 avec sa corrélation aux carbones méthyliques C-16 et C-17 ainsi que les carbones

aromatiques C-12, C-13 et C-14 ce qui expligue son déplacement chimique déblindé.

Figures2. Corréations COSY et HMBC du compose A4
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Figur e53. Spectre HMBC du composé A4
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e Analysedu spectre NOESY

Le spectre NOESY (Figure 54) montre les memes corrélations que le compose Al

(Figure 30)
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_luJL A M ppm
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i / 35
.‘ 4.0
| /

: 45
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=L 7 A |
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Figure 54. Spectre NOESY du composé A4

La structure du compose A4 a pu étre ¢établie comme: Acide 7o-
hydroxydehydroabietique (Miguel Del Corral et al., 1994) isolé d Abies gerogei, Abies
nukiangensis (Li et a., 2014) Larixkaempferi (Tanak et al., 1997) et de I’ espece Callicarpa
kwangtungensisde lafamille Verbenaceae (Xu et al., 2016).

X
R
N

HOOC'

A4 : Acide 7a- hydroxydehydroabietique
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Tableau 18. Déplacements chimiques RMN *H (500 MHZ) et *C (125 MHz) du composé A4 dans e
CD30OD

Ne° dcppm &y ppm, Mult, J (Hz) N° dc ppm oy ppm, Mult, J (H2)
1 37.6 la: 2.38,d,12.6 11 123.6 7.22,d,8.2
1b:1.52,dd, 13.1; 3.7
2 18.3 2a:1.87,dd, 13.7; 3.3 12 125.8 7.13,dd, 8.2; 1.9
2b:1.76, dt, 13.8; 3.0
3 36.2 3a:1.95,dd, 13.1; 4.0 13 145.9 -
3b:1.67,dd,4.7; 1.7
371 - 14 127.9 7.21,d,1.8
39.5 2.55, dd, 13.0; 1.95 15 335 297, m
30.9 6a: 2.14,td, 13.9; 4.7 16 23.7 1.27,s
6b:1.69, m
67.1 4.72,d, 3.3 17 229 1.25,s
135.7 - 18 180.8 -
146.8 - 19 15.7 1.29,s
10 37.6 - 20 23.3 1.18,s

1.1.5. Ildentification du compose A5:

La détermination structurale du compose A5 a été basée sur la comparaison des

spectres RMN *H (Figure 55) et *C (Figure 57) avec ceux du composé A3.

- Sur le spectre RMN proton du composé A5 (Figure 55) on note la présence de deux
doublet a oy 3.43- 3.08 ppm en plus des signaux similaires dé§jaidentifiés sur le spectre

'H du composé A3 (Figure 42).
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Figure 55. Spectre *H du composé A5

Une comparaison avec |e spectre *C J-modul é (Figure 43) du composé A3 décrit

précédemment montre 1’absence du pic caractéristique du carbonyle 6¢c 179.7 ppm (C-

18) et I’apparition d’un pic a 6¢c 69.5 ppm indiquant la présence d’un CH,-OH.

| e
16
17
18
._J PR LA Lot " 7 7;1. i) —
Figure56. Spectre *C du composé A5
e Analysedu spectre COSY :

Le spectre COSY du produit A5 (Figure 57) montre les mémes corrél ations observées
sur le spectre COSY du composé A3(Figure 45) avec en plus une tache de corrélation entre

les deux protons (H-18a et H-18b) du méthylene a oy 3.43 et 3.08 ppm ce qui hous laisse
supposer qu’il est attaché a un carbone quaternaire.
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Figure 57. Spectre COSY du compose A5
[}

Analyse du spectre HSQC :

Par |e spectre HSQC (Figure 58) on détermine e déplacement
18 (6n 3.34-3.08ppm /¢ 69.5 ppm)

chimique du proton H-

HSQC sur MayaN7-1P3 dans MeOD
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Figure 58. Spectre HSQC du composé A5
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e Analysedu spectreHMBC :
La corréation 3Jy.c observée sur |e spectre HMBC (Figure 60)

- Lesprotons CHzrésonnant a oy 3.43 — 3.08ppm correlent avec les carbones C-4 6¢
47.9 ppm, C-19 a 8¢ 16.3ppm, C-5 a 5c42.3 ppm et avec C-3 a 3¢ 34.6 ppm. Ceci
indique que le CH,-OH est attaché ala génine en position 4.

HO
18 19

o~

Figure 59. Corrélation HMBC du compose A5

HMBC sur MayaN7-1P3 dans MeOD
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11 18a 18b
J,:i - T s J._AJ_H A ppm
B . 15
[] ] . " ‘
C-19/H}18a+H}18b ; 9
20
] .
=t 25
= ] ’11 F 30
C-3/H-18a+H-18b ¢
—— (I | - N -
: hang !
— P Cam e ook | B s e "”\ o
. g f—140
C-5/H-18a+H118b
3 P8 B ‘ |
- S BV S ! 45
—— C-4/H418a+H}18b N
= . 5 \ ' |

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 60. Spectre HMBC du composé A5
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L’ ensembl e des données précédentes nous permet d’ établir la structure du composé A5
comme : 7-oxodehydroabietinol (Tannaka et a., 1997) isolé de Cedrus atlantica (Barreo et
al., 2005) et d’ Abies nukiangensis (Li et al., 2014).

X
R
N

HOH,C'
A5 : 7-oxodehydroabietinol

Tableau 19. Déplacements chimiques RMN *H (600 MHz) et **C (150 MHz) du composé A5 dans le
CD30D

Ne° dcppm &y ppm, Mult, J (Hz) N° oc ppm oy ppm, Mult, J (H2)

1 374 la:243,d,125 11 1235 7.46, d, 8.3
1b:152,d, 3.6

2 17.9 2a:1.93,dd, 13.8; 3.3 12 130.7 7.74,dd, 8.3; 2.2
2b:1.77, dquad, 10.4; 3.4

3 34.6 3a: 1.65, dd, 13.6; 4.9 13 147.6 -
3b:1.38,dt,12.8; 3.1

4 47.8 - 14 122.6 8.09,d,2.2

5 42.3 2.28,dd, 11.3; 6.6 15 71.2 -

6 35.4 2.7,dd, 11.5;5.2 16 30.3 154,s

7 200.2 - 17 30.3 154,s

8 130.1 - 18 69.5 18a:3.43,d,11.3

18b:3.08,d, 11.3
9 154.7 - 19 16.3 0.97,s
10 374 - 20 22.8 131, s

1.1.6. ldentification du compose A6 :

Les spectres *H (Figure 61) et *3C J-modul é (Figure 62) révélent la présence de 28

protons et 21 carbones. Une comparaison avec |es spectres *H et **C J-modulé du composé
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A1l (Figures 26-27) décrit précédemment met en avant la présence d’un singulet a 4 3.07 / 6¢

49.5 ppm correspondant a un groupement méthoxyle (O-CHs).

14
7 CH-OH
. (¥
A M
' >
17
A
26 28 24 23 =22 21 =20 ae a8 a7 16 s a4 0 i
. l ,
Figure 61. Spectre "H du composé A6
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Figure 62. Spectre **C du composé A6
e Analysedu spectre COSY :

Le spectre COSY du composé A6 (Figure 63) montre les mémes corrélations
observeées sur le spectre COSY du compose Al (Figure 28) avec I’ absence de corrélation du
singulet a oy 3.07 / ¢ 49.5 ppm, ce qui nous indique qu'il peut étre attaché un carbone

guaternaire.
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cosy sur MayaN9-3P2pl dans MeOD
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Figure 63. Spectre COSY du compose A6

e Analysedu spectre HSQC :
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Figur e 64. Spectre HSQC du composé A6
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e Analysedu spectreHMBC

La corrélation en 3JH-C observée sur le spectre HMBC (Figure 65) entre le proton du
groupement méthoxyle et le carbone C-15 (8¢ 77.3 ppm) de la génine, montre que ce
méthoxyle est porté par le carbone quaternaire C-15.
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Figure 65. Spectre HMBC du composé A6

Ainsi, toute cette analyse spectrale permet d’ attribuer la structure suivante au composé
A6: Acide 7a-hydroxy-15-methoxy-dehydroabietiquenommé Abiesadine O isolé pour la
premiére fois d’Abies georgeii Orr (Yan et a., 2010). Les déplacements chimiques du
composé A6 sont répertoriés dans le tableau 20.

8
S

N
HoOOC

A6 : Abiesadine O
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Tableau 20. Déplacements chimiques RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) du composé A6

dansle CD30D
Ne° dcppm on ppm, Mult, J (Hz) Ne dc ppm oy ppm, Mult, J (H2)
1 37.6 la: 2.36,d,125 12 125.7 7.36,dd, 8.3; 2.2
1b:151,dd, 13.1; 3.7
2 18.3 2a:185 m 13 142.7 -
2b: 1.76, dquad, 10.7; 3.2
3 36.2 3a:1.94,dd, 13.0; 3.8 14 127.6 7.45,d, 2.2
3b:1.64,d,12.2
434 - 15 77.3 -
39.5 2.51,dd, 13.1; 1.7 16 26.8 154,s
30.9 6a: 2.14,d, 13.5; 5.0 17 26.8 153, s
6b:1.75,d, 155
67.0 4.71,d,4.7 18 180.9 -
135.7 - 19 15.7 1.26,s
148.0 - 20 13.2 1.16,s
10 37.2 - 21 49.5 3.07,s
11 123.81 7.26, d, 8.40 - - -

1.1.7. ldentification du compose A7 :

Le spectre *H (Figure 66) du produit A7 montre certaines similitudes avec ceux du
produit A4 (Figure 48).

En effet la présence des signaux caractéristiques aux protons

aromatiques entre oy 7.33 et 7.92 ppm, les méthyles sous forme de doublets entre oy 1.24 et

1.33 ppm attribuables aux protons H-16, H-17 et H-19 et H-20 et le signal sous forme de

septuplet a 642.95 ppm attribuable a H-15. Cependant I’absence du proton H-7 a dy 4.72 ppm

et le déblindage des signaux ady 3.02-2.65 ppm pour les H,-6 suggére I’ oxydation du carbone

C-7.
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Figure 66. Spectre'H du composé A7
Cette hypothése est confirmée par |’ analyse du spectre **C- modul é (Figure 67) avec
- D’apparition d’un pic a 6¢c 200 ppm attribuable a une fonction cétone (C-7)
- disparition du pic a ¢ 180.8 ppm caractéristique de lafonction acide.
En plusde
- I’apparition d’'un pic a 71.6 ppm attribuable a un carbone quaternaire oxygéné (C-4)
7
8
et m————— : NI W — |l —
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Figure 67. Spectre **C du composé A7
e analysedu spectre COSY :

Le spectre COSY du composé A7 est semblable a celui du composé A4 (Figure 50)

avec | absence de corréation du proton H-7 comme seule différence.
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COSY sur MayaZKN2P4 dans CDC1l3
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Figure 68. Spectre COSY du composé A7
e analysedu spectreHSQC :
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Figure 69. Spectre HSQC du composé A7
e Analysedu spectreHMBC :

En plus des corréations notées sur le produits A4, par I’analyse HMBC (Figure 53), la

fonction cétone est localisée et confirmée sur le carbone C-7 par |’ observation des taches de
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corrélation avec les protons H-5, H-6 et avec les protons aromatiques H-11 et H-14 sur le
spectre HMBC du compose A7 (Figure 71-72).
On note également une corrélation entre les protons Hy-3, H-5, H»>-6 et H3-19 avec le carbone

quaternaire observé a d¢ 71.6 ppm ce qui nous indique qu'’il s agit du carbone oxygéné C-4.

Figure 70. Corrélations HMBC du composé A7

115



Partie 3 Chapitre 1

Identification des produits isolés d’ Abies numidica

18
HMBC sur MavaZKN2P4 dans CDC13
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Figure7l. Spectre HMBCde 840.6 a 3.2ppm du composé A7
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HMBC sur MayaZKN2P4 dans CDC13
AV600 04/02/2014
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Figure 72. Spectre HMBC de 617.1 28.0 ppm du composé A7
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Le composé A7 est donc identifié : 4-hydroxy-18-nor-8,11, 13-abietatriene-7-one (Lee

et al., 1995)

HO

AT7: 4-hydroxy-18-nor-8,11, 13-abietatriene-7-one

Tableau21.Déplacements chimiques RMN 'H (600 MHz) et **C (150 MHz) du composé

A7dansle CDCl;

Ne° dcppm &y ppm, Mult, J (Hz) N° oc ppm oy ppm, Mult, J (H2)
1 37.2 la:2.34,d,26 11 1239 7.33,d,81
1b:1.62, m
2 20.2 2a:1.87,dquad, 14.1; 3.5 12 1325 7.43,dd, 8.2, 2.2
2b:1.72,qt, 10.4;3.2
3 42.6 3a: 1.96, ddt, 10.68; 2.8 13 146.9 -
3b: 148, 1td, 12.4; 4.0
71.6 - 14 125.1 7.92,d,21
511 2.16,dd, 14.3; 3.6 15 33.6 295 m
35.1 6a 3.02,dd, 17.9; 3.6 16 23.8 1.28,d,1.64
6b: 2.65, dd, 14.3; 4.7
199.0 - 17 23.8 1.27,d,1.74
130.7 - 18 - -
152.7 - 19 22.8 1.33's
10 38.6 - 20 22.8 1.24,s
1.1.8. Ildentification du compose A8

L’ analyse du spectre *H (Figure 73) du composé A8 montre certaines similitudes avec

les spectres des produits dgaidentifiéstel gu’il a été décrit précédemment avec les signaux

des quatre méthyles entre oy 0.89 et 1.28 ppm, les signaux des CH, CH, entredy 1.24 et 2.45
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ppm. Cependant, |a différence est notée par I’ absence des signaux aromatiques et la présence

d’un triplet a dy 6.71 ppm attribuable a un proton éthylenique (H-14, J= 2.4 MH2z).

mayaN4-—-p2-500
sroton

e :
I~ NSNE SN
Ga = 6b
14 C=C P k
I I T
~ M MM A MM
——— e e
6-‘70 Ppl“ﬁ 2.5 z.4 2.3 Ppm
8 2 & =
I ) \/
19 20
16 17
] 15 /’\
1 s ' i "
e ,‘N ] A .f\,}\}\;\/\"v‘\ rlu«‘vl\f;/‘-‘_,'\ wl ,‘\ i ,'.,\ /,',\ i pree i \—\;\ i e A N A \‘ \
e -, o . e i - o= T o
2!1 ZID 1.‘9 1.8 1‘.7 1'.6 115 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 pPpm

Figure 73. SpectreH du composé A8

L’ analyse combinée des spectres RMN*3C (Figure 74) et HSQC (Figure 77) permet de
compter 20 atomes de carbones se répartissant entre les quatre méthyles entre d¢c 13.4 et 16.29
ppm, des CH,, CH et les carbones quaternaires entre 6¢c 17.5 et 51.8 ppm, un carbone
quaternaire oxygéné (C-13) a 5c 71.1ppm, deux carbones éthyleniques a ¢ 138.1 (C-8) et o¢
140.6 ppm (C-14), un carbonyle a d¢ 180. 3 ppm et une cétone a dc 200.6 ppm.

7 18 8

L i L \ 0 | YT
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|
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Figure 74. Spectre **C du composé A8
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e Analysedu spectre COSY :

L’ analyse du spectre COSY (Figures 75-76) permet de visualiser les corrélations
suivantes :

- Lesprotons H,-1 avec les protons H,-2 et |le méthyle H-20.

- Lesprotons H,-3 avec le méthyle H3-19 et Hp-2

- Leproton H-9 avec les protons H,-11

- Leproton H-15 avec les deux méthyles H-16 et H-17

- Leproton éhylénique H-14 avec les protons H-12 et H-9 d’ ou |e déplacement
chimique deblindé de ce dernier (8c51.8 ppm).

20
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6a 5 ©6b L 1a 1S11a 2 11b
. ppm
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g -+ & _= B
| =k 1b/20)
i —1.4
. 3 1.6

2.2
= o o]

E
d ca/5
-3

=3 2.4
_6a/6b J
-

RV T B L
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b
L]
(]
=
;ﬂ b
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L. 2=

h — F { i T J a T ¥
2.5 2.4 2.3 2.2 21 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 ppm

Figure 75. Spectre COSY de 6y 0 a2.5ppm du compose A8
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Figure 76. Spectre COSY de 64 0 26.8 ppm du composé A8
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e Analysedu spectre HSQC

Apreslalocalisation des protons cycliques, I’ analyse des corrélations héteronucl éaires
13,1.c observée sur le spectre HSQC permet I’ identification et I’ attribution des déplacements
chimiques des carbones les portant (C-1, C-2, C-3, C-5, C-6, C-9, C-11, C-12 et C-14)
(Figure 77).

Les valeurs des ¢ sont répertoriées dans le tableau 22.

HSQC | 14

—JI" ____ ppm

hayaN4-p2-500 N
3 2 |
138 6as5 6b 9 1a 1511a12a 11b 12b Ib

MM,JUU' \___ ppm

I 140_! [ | @ {-20H-2
C-14/H-14 = | 15
i = C-2/H-2 e s C- 3 6 |e

1
ChoH-19 C-1p/H-17
i ‘
80 Tl H-

2}

\

: ; 20
|

|

[

C-12/H-12a H-12b
. o B

30

35

| o - & e \ By
C-6/H-6a  H-6} a1

-5/H-5 . |
|

45

H— Y 50
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Figure 77. Spectre HSQC du composé A8
e Analysedu spectreHMBC

L’ analyse du spectre HMBC (Figures 79-80) va nous permettre lalocalisation de la
double liaison, du carbone quaternaire oxygéné, du carbonyle et de lafonction cétone.
En plus des corrélations communes déja observées sur les spectres des produits 1-7, on note :
- Unetache de corrélation entre les protons H-16, H-17 et H-15 et le carbone
guaternaire oxygéné C-13 est observée
- Une corrélation entre les protons H-5 et H-6 et le carbone a 6c200.6 ppm

- Le méthyle H-19 correle avec les carbonyles a 6c 180.3 ppm.
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Figure 79. Spectre HMBC de 6c 0 a 75 ppm du composé A8
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Figure 80. Spectre HMBC de 6c20 4200 ppm du compose A8

La structure du compose A8 est : Acide 13B-hydroxy-70x0-8, 14-abieten-18-oique
isolé Larix kaempferi (Ohtsu et al., 2000) et d’ Abies georgii Orr (Yang et al., 2010)

S
O
N

N
HOOC"

A8:Acide 13B-hydroxy-70x0-8, 14-abieten-18-oique
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Tableau 22. Déplacements chimiques RMN *H (600 MHz) et **C (150 MHz) du composé A8 dans le
CDs0D

Ne° dcppm &y ppm, Mult, J (Hz) N° dc ppm oy ppm, Mult, J (H2)
1 379 la:1.91,d,131 11 17.9 11a:1.76, m
1b:1.24,m 11b: 1.6, m
2 175 1.67, m 12 29.1 12a: 1.7, m
12b: 1.53, m
3 36.8 177, m 13 711 -
4 45.8 - 14 140.6 2.72,d,2.4
5 44.2 2.39,dd, 11.7; 3.5 15 37.7 1.78, m
6 38.4 6a: 2.45, dd, 16.7; 3.5 16 15.2 0.98,d,6.8
6b: 2.31, dd, 16.6; 3.4
200.6 - 17 16.3 0.89,d, 6.9
138.1 - 18 180.3 -
51.8 2.09,m 19 155 1.28,s
10 33.2 - 20 134 0.95, s
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2.1. Détermination structurale des composesisolés de cones de Cedrus

atlantica

La détermination structurale des produits isolés des fractions VLC C,g de I’ extrait
hydroethanolique des cones de Cedrus atlanticaF40 :60, F60 :40, F80 :20 et F100:0 a été
basée sur I’ analyse des spectres de résonnance magnétique nucléaire (RMN)
monodimentionnelle’H et *3C, bidimentionnelle homonucléaire*H-*H COSY, *H-'H NOESY,
et hétéronuclaires *H-*C HSQC, *H-*C HMBC, sur I’ analyse des spectres de masse haute
résolution HR-ESI ainsi que sur la comparaison avec les données de |alittérature.
L’ éude phytochimique des cones de C.atlantica a permis la séparation de trois acides
tocotrienoliques (C1-C3), trois flavonoides (C4-C6), trois lignanes glycosides (C7- C9) et
douze diterpenes abietanes(C10- C21).

2.1.1. Détermination structurale des acidestocotrienoliques C1-C3:
21.1.1 Identification du composé C1

e Analysedu spectre de masse

L e spectre de masse haute résolution obtenu en HR-ESI-M S en mode positif (figure
81) du produit C1, montre un pic d’'ion pseudo-moléculaire am/z 479.2766 [M+Na] +, soit

une masse moléculaire égale a 456.27 correspondant a une formule brute en C2sH400s.

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

191 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:

C:28-28 H:0-1000 7Li:0-1 0O:0-25 Na:0-1 1:0-1

F68-78 P5

14HR594 39 (1.736) AM (Cen,4, 80.00, Ar,5000.0,472.67,0.70,LS 20); Sm (SG, 1x1.00); Sb (5,40.00 ); Cm (38:40) 1: TOF MS ES+
2.386+003
100 479.2766
%
1 480.2823
| 4132730 4632582 4812622 6334602 677.4946 7355179 787.1161
ol 161.4195203.0413 247.1367 3211859 " ™77 T 559.4250 603.4703 e L Baakred

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Minimum: =l 5
Maxcimum: 5.0 5.0 50.0

Mass Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT Formula

479.2766 479.2773 -0.7 -1.5 B.5 0.2 C28 H40 O5 Na

Figure 81 : Spectre de masse HR-ESI-M S du composé C1
e Analysedu spectre H*
Sur le spectre de RMN *H du composéC1 (Figure 82), les signaux repérés sont :
- Unensemble de CH; et CHzentre 6y1.27 et 6142.29 ppm
- Un proton aromatique sous forme d’un singulet résonant a 646.51 indiquant la

substitution des autres positions du cycle.
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- Trois protons éthyléniques H-11 (8 5.27ppm), H-15 (814 5.25 ppm) et H-19 (o 6.74)

ppm
- Un pic a 643.76 ppm caractéristique d' un groupement méthoxyle (O-CHy) attribuable
aH-26.
nisl | o
awl ||
i Wy 1 ” || | l |
||'4 ¥ (F O | | 1 ll|t L | |1
7.0 E néb oo L :"ELO- i .0 E R ;;L 3.0 " 2.8 i PE ;-H E Ll i

Figure 82. Spectre RMN *H du composé C1

e Analysedu spectreRMN *C
Le spectre RMN **C (Figure 83) montre:
- DesCH; et CH3 observés entre dc12.6 et dc 40.7ppm

- Unensemble de CH et C quaternaires entre 6cl117.1 et 6c146.2 ppm

- Trois signaux caractéristiques a des carbones éthyléniques adc 125.9ppm, o¢
126.2ppm et adc 143ppm attribuables aux C-11, C-15 et C-19.

- Un signal versdc75.9 ppm attribuable & un carbone quaternaire oxygéne (C-2).

- Un pic résonnant adc 172.4 ppm caractéristique d’ un acide ou d’ un ester.

- Un O-CHs raisonnant a d¢ 60.4 ppm assignable au C-26.

127




Partie 3 Chapitre 2

Identification des produits isolés de Cedrus atlantica

carbone

5 C-26

CH2
A

= - T v - - 5 T T v T ——— T T v ¥ — s
50 a5 40 35 30 25 20 15 ppm

Figure 83. Spectre RMN **C du composé C1
e Analysedu spectre COSY
Apres|’analyse de masse en HR-ESI-M S mode positif, qui nous oriente vers une
structure CpgHa0Os et | analyse des spectres RMN *H (Figure 82) et *C (Figure 83) nous
révélant la présence d’ un noyau aromatique, de carbones éthyléniques, d’ un groupement
methoxyle et d’ une fonction carbonyle, I’ analyse RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC et
NOESY) nous permet la détermination structurale du composé.

Les corrélation *H-"H observées sur le spectre COSY (Figures 85-86) sont :

- Unecorréation entre le proton H-4 et le proton H-3

- Le proton H-9(8y 1.56 ppm) corrée avec le proton H-10

- Unetache de corréation entre H-13 et H-14

- Unecorréation entre les protons H-17 et H-18
On releve également les corrélations des protons éthyléniques (Figure 86):

- H-11 avec les protons H-10 et les protons méthyliques H-24.

- H-15avec H-14 et avec le méthyle H-23

- H-19 avec le proton H-18 et avec les protons portés par le méthyle H-22.
En plus d’ une tache de corréation entre le proton aromatique H-7 et le proton méthylique H-
27.
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W%ﬂ

Figure 84. Corréations COSY du composé C1
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Figure 85. Spectre COSY de oy 1.5 a2.9 ppmdu composé C1
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Maya F68-75p5
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Figure 86. Spectre COSY de 64 1.5 a7 ppm du composéC1l

e Analysdes spectresHSQC
L’ analyse des spectres HSQC (Figures 87-88) permet de déterminer |es déplacements
chimiques des carbones portant |es protons aliphatiques identifiés sur les spectres COSY
(H2C: C-3,C-4, C-9, C-10, C-13, C-14, C-17, C-18 et H3C : C-22, C-23, C-24, C-25, C-26 et
C-27).

L es déplacements chimiques sont notés dans | e tableau 23.
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27 25
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Figure 87. Spectre HSQC de 6y 1.2 22.8 ppm du composé C1
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Figure 88. Spectre HSQC de 6y 1.5 a7 ppm du composé C1
e Analysedu spectreHMBC
Les corrélations *H-*3C observées sur les spectres HMBC (Figures 92-94) sont :
- Des taches de corrélations entre le proton aromatiques H-7résonnant a 6y 6.51 ppm

avec les carbones aromatiques C- 8a, C-5, C-6 et avec le méthyl C-27
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- Leproton H-26 (O-CHg) apparraissant a 6y 3.76 ppm montre une tache de corrélation
avec le carbone aromatique C-5 ce qui détermine sa position.

- Le proton méthylique H-27 corréle avec les carbones quaternaires aromatiques C-7 (dc
117.1 ppm), C-8a (8¢ 146.2 ppm) et C-8 (6¢c 122.4ppm). Ceci nous indique qu’il est

rattaché au cycle aromatique par le carbone C-8.
27
gy
7 83,

4a

HO 5)

OCH
26 °

Figure 89. Corrélation HMBC du noyau aromatique du composé C1

On note également :
- Unecorréation entre le proton H-3 et les carbones quaternaires C-2 et C-4a résonnant
respectivement a 8¢75.9 ppm et 6¢ 116.1 ppm.
- Leproton H-4 correle avec les carbones aromatiques C-4a, C-5 et C-8a et avec le

carbone quaternaire C-2

- Une corréation entre le proton méthylique H-25 et le carbone quaternaire oxygéné C-

2 (8¢75.9 ppm), C-3 (8¢ 32.1 ppm) et le méthiléne C-9 (5¢ 40.3 ppm).

27

HO

OCH
26 3

Figure 90. Corrélations HMBC du noyau chromane du composé C1

Les corrélations des ptotons methyléniques sont :

- H-22/C-19, C-20 et avec le carbonyle C-21 (8¢ 172.3 ppm)

- H-23/C-15,C-16 et C-17

- H-24/C-11,C-12et C-13
Et enfin les corrélations des protons éthyléniques :

- H-11(6y45.25 ppm)/ C-9 et C-24

- H-15 (64 5.26 ppm)/ C-13, C-17 et C-23
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- H-19 84 6.73 ppm)/ C-17, C-18, C-21 (COOH) et C-22.

OCH
263

Figure 91. Corrélation HMBC du composé C1
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Figure 92. Spectre de 6c115 a170 ppm HMBC du composé C1
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Figure 93. Spectre de 515 a45ppm HMBC du composé C1
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Figure 94. Spectre de 8¢ 20 a150 ppm HMBC du composé C1

134



Partie 3 Chapitre 2

Identification des produits isolés de Cedrus atlantica

e Analysede spectre NOESY

Sur les spectres NOESY (Figures 96-97), les corrélations observées sont:

- Une corrélation entre le proton H-10 et les protons méthyliquesH-24 et H-25

- Leproton H-18 corréle avec les protons methyliques H-22 et H-23.

- Unecorréation entre le proton H-11 et H-13

- Une corréation entre les protons H-15 et H-17

- Une corrélation entre H-4 et les protons du methoxyle (H-26) ce qui confirme encore

une fois salocalisation sur le C-5.

Parallelement, aucune corrélation entre les protons H-10 et H-14 et entre ce dernier et H-18.
Cela indique que toute la chaine du diterpene est de transconfiguration (Min-Cheol et al.,
2011) et par les données littéraire, la configuration du carbone asymétrique C-2 est définie
comme R (Drotleff& Ternes 2001).

22 25
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4 18 14113
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|
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[ w L 1.8
2
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,@ $ H-18/H-23
i) — 24
4
\ 7 H-4/H-28€
! @ !
5 2.8

Figure 96. Spectre NOESY de oy 1.2 22.8 ppm du compose C1
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Figure 97. Spectre NOESY de oy 3.5 a6.5 ppm du compose C1

Ainsi, toute cette analyse spectrale en plus d’un pouvoir rotatoir [a]p”™ égale & -0.8°
permet d’ attribuer la structure nouvelle suivante au composé C1 : acide 11E-15E-19E-9-(2,8-
dimethyl-5-methoxy-chroman-6-ol)-12,16,20-trimethyl-11,15,19-tridecatrienoique =~ nomme

également acide cedratlantique.

OCH,
C1: acide 11E-15E-19E-9-(2R,8-dimethyl-5-methoxy-chroman-6-ol)-12,16,20-trimethyl-
11,15,19-tridecatrien-21-oique (acide cedratlantique)

21.1.2 Identification du compose C2

e Analysedu spectre de masse
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Le spectre de masse haute résolution obtenu en HR-ESI-MS en mode positif (figure
74) du produit C2, montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a nVz 463.2828 [M+Na] +, soit

une masse mol éculaire égale a 440.29 correspondant a une formule brute en C2sH400a.

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

96 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:

C:28-28 H:0-1000 7Li:0-1 O:1-12 Na:0-1 [:0-1

F 68-75 P8

14HR595 61 (2.714) AM (Cen.4, 80.00, Ar,5000.0,472.67,0.70.LS 20); Sm (SG, 1x1.00); Sb (5.40.00 ); Cm (59:64) 1: TOF MS ES+
2.84e+003
100, 463.2828
|
% |
4642849
413.2750
304.2599 350011 99289 4142778 4792636 5153838 5594138 6034357  647.4659 7704

ol 2110910 247.1269 3011552 675.4814 7a3.52897T® ?nﬁfi

175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775

Minimum -1.5

Maximum: 5.0 5.0 50.0

Mass Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT Formula

463.2828 463.2824 0.4 0.9 8.5 2.5 C28 H40 04 Na

Figure 98 : Spectre de masse HR-ESI-M S du composé C2
e AnalysedesspectresRMN'H et °C
Les spectres RMN *H (Figure 99) et **C (Figure 100) du composé C2 présentent une
similitude avec les spectres du compose C1. La différence réside dans |’ absence du signal
correspondant au méthoxyle et la présence d’'un signal attribuable a un CHjz (84 2.8/ ¢
10.6ppm).

mayaF68-75-P8-500

H-5
aromatique
H-19 !
-
i
S
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Figure 99. Spectre RMN*H du composé C2
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Figure 100. Spectre RMN **C du composé C2
e Analysedu spectre COSY
Les spectres COSY (Figures 102-103) du compose C2 présentent une grande
similitude avec les spectres COSY (Figures85-86) du composé C1 decrits précédemment avec
comme seules différences, la corrélation du proton aromatique H-5 avec les protons
méthyligques H-26 et |e protons H-4 avec | es protons méthyliques H-27(Figure 101).

Figure 101. Corréations COSY du noyau aromatique du composé C2
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Figure 102. Spectre COSY de 6y 0.9 &2.7 ppm du composé C2
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Figure 103. Spectre COSY de 64 1.0 a6.5 ppm du composé C2
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e Analysedu spectre HSQC
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Figure 104. Spectre HSQC du composé C2

e Analysedu spectre HMBC
L’analyse des spectres HMBC (Figures 106-107) montre les memes taches de
corrélation que le composé C1 (Figure 94), la seule différence réside au niveau du cycle
aromatique avec les corrélations des deux méthyls 26 et 27 :
- H-26 corréle avec les carbones aromatiques C-5, C-6, C-7 et le C-8 ce qui nous
indiquesa position sur le C-7.
- H-27 montre des taches de corrélation avec les carbones aromatiques C-4a, C-7, C-8 et

C-8ace qui le positionne sur e carbone quaternaire C-8.

Figure 105. Corrélations HMBC du composé C2
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Figure 106. Spectre HMBC de ¢ 15 a 75 ppm du compose C2
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Figure 107. Spectre HMBC de 8¢ 110 a 180 ppm du composé C2

e Analysedu spectre NOESY
L’ analyse du spectre NOESY (Figure 108) du composé C2 est similaire a celle du

composé C1 décrit précedemment avec une configuration trans de la chaine sesquiterpénique

et la configuration R du carbone asymétrique C-2.
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Figure 108. Spectre NOESY du compose C2

Avec un [a]p?° de valeur — 0.5°, la structure du composé C2 a été identifiée comme Acide y-

garcinoique isolé précédemment de Garcinia amplexicaulis (Alsabil et a., 2016).

C2: Acidey-garcinoique.

2.1.1.3. ldentification du composé C3
e Analyse du spectre de masse
L e spectre de masse haute résolution obtenu en HR-ESI-M S en mode positif (figure
109) du produit C3, montre un pic d’'ion pseudo-moléculaire a m/z 430.3046 [M+Na)] +, soit

une masse moléculaire égale a 390.31 correspondant a une formule brute en C27H4103
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Monaisotopic Mass, Even Electron lons

48 formuiale) evaluatad with 1 resuits within imits (up to 50 best Isotopic matehes for éach mass)

Elements Used

C:27-27 H0-1000 0O:3-14 Na: 01 K 0-1

F100 SF 68-75 P7

15HRSE6 175 (5.696) AM (Cen 4, 80.00, Ar,5000.0,522.43,0.70,LS 20k Sm (SG, 1100} Sb (5.40.00 | Cm (161:176) 1. TOF MS ES+

100- 3411118

b 281.0837

2099018 32138 [M21142 3854473

2270575 2330806 2511414

N e WO SO N AP AT W e 2
I A S
Minimum 1.5
Madx imen
Maso alec. Mase mba P OHE i-FIT Formula

Figur e 109.Spectre de masse HR-ESI-M S du composé C3
e Analysedes spectresRMN *Het *C

le composé C3 montre une forte ressemblance avec le composé C1 décrit
précedemmentau niveau des spectres RMN *H et **C (Figures 82-83). Cependant |a différence
est observée au niveau du noyau aromatique avec deux signaux attribuables a C-5 (6y 6.34/5¢
113.6 ppm) et C-7 (6146.43/ 6¢c 116.6 ppm)avec une constante de couplage J= 2.8 Hz indiquant
une position méta et la substitution des positions 6 et 8. On note également |’absence d’'un
méthyle (C-27) et du signal attribuable au groupement carbonyle et la présence d’un CH,-OH
sous forme d’un singulet résonnant a 6y 3.92/0¢ 69.0 ppm (Figures 110-111)
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Figure 110. Spectre RMN *H du composé C3
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Figure 111. Spectre RMN **C du composé C3

e Analysedu spectre COSY
Une comparaison avec les spectres COSY (Figures 85-86) du composé C1 montre les
memes corrélation *H-'H (Figures 112-113). les seules différences notables sont :

La corrélation des deux protons aromatiques H-5 et H-7

Corrélation du proton méthylique H-26 avec le proton H-7
Corréation des protons H-21 (CH,-OH) avec le methyle H-22 (Figure 113).
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Figure 112. Spectre COSY de 6y a0.8 a2.8 ppm du compose C3
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Figure 113. Spectre COSY de 6y 3 &6.5 pmm du composé C3
e Analysedu spectre HSQC

Par |’ analyse du spectre HSQC (Figure 114), on détermine |es déplacements
chimiques des carbones portant les protons aromatiques (C-5 et C-7) ains que les CH,-OH

(C-21) (Tableau 23).
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Figure 114. Spectre HSQC du composé C3
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e Analysedu spectre HMBC

Les corrélations apparentes sur les spectres HMBC (Figuresl16-117) sont pour la
plupart semblables a celles du composés C1 décrit précédemment avec une différence au
niveau du cycle aromatique et avec le remplacement du carbonyle par le CH,-OH :

- Le proton methylique H-26 corréle avec les carbones aromatiques C-6, C-7, C-8 et C-
8a

- Le proton H-21 (CH,-OH) résonnant a oy 3.92 ppm montre des taches de corrélations
avec les carbones ethyléniques C-19(6¢ 126.7 ppm), C-20 (d¢ 135.8 ppm) et avec le
methyl C-22 (&¢ 13.7 ppm).

(‘COSY /HM BC

Figure 115. Corrélations COSY et HMBC du compose C3
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Figure 116. Spectre HMBC de 6¢ 15 & 75 ppm du composé C3
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Figure 117. Spectre HMBC de 6¢ 115 a 180 ppm du composé C3

L’analyse des spectres de RMN *H, *C, COSY, HMBC permet d'identifier le
composé C3 comme étant 6-(E)- deoxy- amplexichromanol (Lavaud et al., 2015)

C3: 3-(E)- deoxy- amplexichromanol

Tableau 23. Déplacement chimiques en RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) des
composesC1- C3 dansle CD;0OD

Atome C1 C2 C3
O, Mult., dc Sy, mult., O¢ O, Mult., d¢
J(Hz2) J(H2) J(Hz2)
1
2 - 75.9 - 74.7 - 76.2
3 3a 1.79, dd, 321 3a:1.73, m 315 3a:1.81,dd,13.7;6.9 328
13.7,6.8 3b:1.76, dd, 13.4; 6.7
3b: 1.71, dd, 3b: 1.78, m
13.7,6.8
4 2.73,td,6.8,1.5 184 2.68,t,7.1 21.9 2.7,1d,7.3; 3.2 23.7
4a - 116.1 - 117.7 - 122.3
5 - 144.4 6.35s 111.7 6.34,d, 2.8 113.6
6 - 142.8 - 147.3 - 148.9
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7 6.51, s 117.1 - 121.8 6.43,d, 2.8 116.6
8 - 122.4 - 124.3 - 127.8
8a - 146.2 - 144.8 - 146.5
9 %9a 1.62, m 40.3 9a 1.61, m 39.1 %9a:1.62, m 40.7
9b: 1.56, m 9b: 1.52, m 9b:1.55 m
10 2.14,q9,7.8 23.2 214,q,7.7 21.9 2.14,t,15.1 23.2
11 527,1,7.6 125.9 5.14,q,5.8 124.6 5.17,t,6.3 125.9
12 - 135.8 - 134.3 - 135.8
13 2.01,t,7.3 40.7 2.00,t,6.4 39.3 201 m 40.5
14 210, m 275 210, m 26.1 14a 2.1, m 275
14b: 2.01, m

15 525,t,7.4 126.2 5.15,q, 5.8 124.8 512,1,7.2 125.6
16 - 135.1 - 133.7 - 135.8
17 2.10,m 39.4 210, m 37.9 2.01, m 40.7
18 229,q,74 28.3 229,q,71 26.9 213, m 275
19 6.74,1, 6.6 143.0 6.74,1,6.6 141.9 54,td,7.3;7.1 126.7
20 - 129.5 - 129.5 - 135.8
21 - 172.4 - 171.0 3.92s 69.0
22 1.82, s 12.6 181, s 13.0 1.65s 13.7
23 1.62, s 16.0 1.61, s 14.6 16s 16.1
24 1.60, s 15.9 1.60, s 145 16s 15.9
25 1.27,s 24.4 1.26, s 23.1 1.27s 245
26 3.76, s 60.4 2.90, s 10.7 2.09s 16.3
27 2.06, s 15.9 2.80, s 10.7 - -

2.1.2. Déermination structurale des composés flavonoides C-4-C6
Parmi les molécules extraites des cones de C.atlantica, trois flavonoides (C4- C6) ont

été isolés a partir des fractions F80 :20 et F40 :60dont un possede une structure nouvelle
(C4).

2.1.2.1. ldentification du composé C4
e Analyse du spectre de masse du composé C4
L e spectre de masse haute résolution obtenu en HR-ESI-M S mode positif (Figure 118)
du composéC4, montre un pic d'ion pseudo-moléculaire anvz 761.1851 [M+Na] +, soit une

masse mol éculaire égale a 738.2 correspondant & une formule brute en CaoHz4014
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Monoisotopic Mass, Even Bectron lons
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Figure 118. Spectre de masse HR-ESI-M S du composé C4

e Analysedu spectre RMN 'H
L’ analyse du spectreH (Figue 119) du produitC4montre :
- Deux doublets a dy 6.15ppm et le second a 6y 6.31ppm avec des constantes de
couplage J= 1.9Hz attribuables respectivement a H-6 et H-8 confirmant I’ oxydation
des positions 5 et 7.
- Trois signaux aromatiques attribuables aux protons du cycle B : H-2' (64 7.85ppm, d,
J= 19Hz), H-5 (64 6.89 ppm, d, J= 8,4Hz) et H-6' (64 7.6ppm, dd, J= 8.4;
1.9 Hz)indiquant sa substitution en position 3' et 4'.
- Un singulet a 6y 3.95ppm caractéristique d’ un groupement méthoxyle.
Ces données nous orientent vers |’ origine de la partie aglycone : isorhamnetineg(Mabry et al.,
1970; Markham., 1994).
Cette proposition sera confirmée par la suite par I'analyse des spectres RMN 2D (COSY,
HSQC, HMBC et NOESY).

Un proton anomérique sous forme d’un doublet a 6y 5.48ppm avec une constante de

couplage J= 7.9Hz caractéristique d’une - configuration (Mabry et al., 1970).

- Un ensemble de protons résonnant entre 0p3.62 et 6py5.2 ppm correspondant aux
déplacements chimiques d’ un glucose (Kosuge et a., 1985)

- Quatre protons ¢éthyléniques sous forme de doublets a oy 6.66 ppm, oy 6.29ppm, Oy
7.80ppm et oy 7.48ppm avec des constantes de couplages J =16Hz attribuables aux
H-2", H-2", H-3" et H-3" en configuration trans (Markham, 1982; Markham and
Geiger, 1994; Abdel-Shafeek et a., 2000; Hosny and Rosazza, 1998).

- Des protons aromatiques entre oy 7.44 et oy 7.66ppm attribuables a deux cycles

aromatiques symeétriques.
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Figure 119. Spectre RMN *H du composé C4
e Analysedu spectre RMN*®C
Sur le spectre de RMN *C (Figure 120), les signaux caractéristiques suivants sont
observeés:

- Un signal vers d¢ 177.9 ppm indiquant la présence d une flavone.

- Les carbones quaternaires C-5 et C-7 résonnant respectivement vers dc 161.6 et a d¢
164.6 ppm confirmant leur hydroxylation.

- Les pics a ¢ 157.5 ppm et 6c 157 ppm attribuables aux C-2 et C-8a. Et les pics a d¢
93.4 ppm, 3¢ 98.6 ppm et vers dc 104.2 ppm correspondent aux carbones C-8, C-6 et
C-4adu noyau A.

- Les carbones aromatiques du noyau B a d¢c 112.8 ppm et d¢c 122.6 ppm attribuables a
C-2 et C-5' respectivement et ceux a dc 121.5 et 5c 114.6 ppm attribuables aux C-1' et
C-6.

- Unpic caractéristique d' un O-CHj3 a 6¢ 55. 3 ppm.

- Un proton anomérique a d¢c 102.2ppm

- Un massif de carbone entre d¢c 62.7 et ¢ 77.6 ppm attribuables aux carbones du sucre
caractéristiques d’ un exhose (sucre).

- Deux pics a ¢ 166.9 ppm et a 6c 166.6 ppm indiquant |a présence soit de carbonyles
d’ acide soit d’ esters (C-1", C-1"")

- Quatre carbones éthyléniques vers ppm oc 117.7ppm, 6c 116.8, 6¢c 145.1 ppm et d¢c
145 ppm attribuables au C-2", C-2"", C-3" et C-3""respectivement.
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- Des C-H et des carbones quaternaires entre dc 127.9 -134.5ppm assignable aux deux

cycles aromatiques.

Maya SF29-37P5

3
3
4 C=0 1 1 7 5 2 8a 4 3 Jt
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Figure 120. Spectre RMN ~°C du composé C4

L'analyse RMN 'H et C est en faveur d'un squelette flavonoide de type:
isorhamnetine par la présence de méthoxyle (843.95/0¢ 55.2 ppm) et d une partie osidique
identifié comme un glucose par les déplacements chimiques, en plus de la présence de deux
cycles aromatiques.

e Analysedu spectre COSY
Sur le spectre COSY (Figure 122), les corrélations observeées sont :
- Leproton H-6 corréle avec le H-8 du noyau aromatique.
- Destaches de corrélation du proton H-6' avec les deux protons H-2' et H-5' du noyau

aromatique B.

- Descorréations entre les protons du sucre : 1" /2", 2" /3", 3" /14", 4"/5" et 5" /6".

- Unecorrédationentre2"/ 3" et entre 2" /3.

- Corrélations des protons des cycles aromatiques 5" /6™ et 5"/6"™, 8"/ 7™, 9" et 8"/7"",
9™,
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Maya

4.4 4.2 4.0 3.8 4 ppm
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Figure 122. Spectre COSY du composé C4

o Analysedes spectresHSQC
L’ analyse des corrélations hétéronucleaires Jy.c sur les spectres HSQC des produits

C4 (Figures 123-124) permet d'identifier et d'attribuer les déplacements chimiques aux
carbones du sucre et des cycles aromatiques correspondant aux protons dgja identifiés par

I’analyse COSY.
Les valeurs de 8¢ sont répertoriées dans le tableau 24.
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Figure 123. Spectre HSQC de ¢ 55 & 105 ppm du composé C4
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Figure 124. Spectre HSQC de ¢ 90 & 145 ppm du composé C4

e Analysedu spectre HMBC

L’ analyse des spectres HMBC (Figure 128-130) nous permet la confirmation de la

partie aglycone, |'identification de la fonction carbonyle et la localisation de cette derniére
ainsi que les liaisons ethyléniques et les cycles aromatiques.
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Les corrélations repérées sont :
- Corrélations du noyau A, proton H-6 avec les carbones C-4a, C-5, C-7, C-8 et C-8a
et le proton H-8 avec C-4a, C-6, C-7 et C-8a.
- Destache de corrélation entre les protons du noyau B : H-2' /C-2, C-1', C-3' et C-4';
proton H-5'/C-1', C-3', C-4' et enfin la corrélation du proton H-6' avec C-2, C-2' et
C-4.
- Lacorrédation du méthoxyle avec le carbone C-3' confirmant ainsi la partie aglycone

comme étant : isorhamnetine.

Figure 125. Corrélation HMBC du compose C4

- Le proton anomérique H-1" corréle avec le carbone C-3 indiquant ainsi sa position par
rapport ala génine.

- Corréations du sucre: H-2"/C-3" et C-1"; H-4"/C-3"; C-3" et C-6"; H-5"/C-1" et C-
3", également les corrélations des protons H-3" et H-6" avec les carbonyls C-1" et C-
1™ respectivement, indiquant que les deux carbonyles sont attachés au sucre en

position 3 et 6.

OH

o .
M\/>C:
Figure 126. Corrélation HMBC du composé C4
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- Les protons éthyléniques montrent les corrélations suivantes: H-2" corréle avec les
carbone quaternaire C-1" et le carbone quaternaire aromatique C-4" ; H-3" avec C-1",
C-2", avec le carbone quaternaire aromatique C-4" et C-5" ; le proton H-2"" corréle
avec les carbones C-1" et C-4™ et le proton H-3" avec C-1" et C-4™.

Par ces corréations, on conclu gque les carbonyles sont des esteres et non des acides liés au

glucose d’'un coté et aux carbones éthyléniques C-3" et C-3"'d’un autre coté d' ou leurs

déplacements chimiques déblindés et que ces derniers sont attachés aux cycles
aromatiques.

Et enfin les corrélations des deux cycles aromatiques avec :

- Corréation du proton H-5" avec les carbones C-6" et C-7"

- Corrélation du proton H-5"" avec les carbones C-6"" et C-7"".

Ces corrélations confirme la présence d’ acide cinnamique (Atta-ur-Rahman et a., 1998;

Hosny and Rosazza, 1998).
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Figure 127. Corrélation HMBC du compose C4
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Figure 128. Spectre HMBC de 6¢ 55 a 105 ppm du composé C4
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Figure 129. Spectre HMBC de 6¢ 114 a 134 ppm du composé C4
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Figure 130. Spectre HMBC de 8¢ 146 a 168 ppm du compose C4

La structure du composé C4 a pu étre éablie comme étant une structure nouvelle:

isorhamnetin

cedratlanticoside.

(3,6-O-di-E-cinnamoyl)-3-O-4-D-glucopyranoside

nommeé  également

C4 : isorhamnetin (3,6-O-di-E-cinnamoyl)-3-O-$-D-glucopyranoside (cedratlanticoside).
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2.1.2.2. ldentification du composé C5

L’ analyse des spectres RMN *H (Figure 131) et *C (Figure 132) du composés C5,
nous revele une grande ressemblance avec ceux du compose C4 identifié précedemment avec
I” absence du méthoxyle (C-7') comme différence notable dans le produit C5 par rapport au
composé C4.AinsiCing protons aromatiques attribuables a H-2' (64 8.3/8¢ 130.9 ppm, d,
J=8.9Hz), H-3' (8146.86/6¢ 114.7 ppm, d, J= 10.1HZz), H-5' (64 6.87/6c114.6 ppm, d, J= 8.8H2)
et H-6' (6y 8.3/6¢ 130.8 ppm, d, J= 8.8Hz) indiquant sa substitution en position 4'sont
identifiés, ce qui nous oriente vers |'origine de la partie aglycone qui est identifiée en

kampférol (Krauze-Baranowska et al., 2013)
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Figure 131. Spectre RMN *H du composéC5
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Figure 132. Spectre RMN **C du composéC5
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e Analysedu spectre COSY
Le spectre COSY (Figure 133) du produit C5 est semblable a celui du produit C4, sauf

pour les corrélations des protons du noyau B en raison de I’ absence de substituant en position
3.
Les corrélations observées en plus de celles déja observées précédemment sont :

- Corréation entre H-2' et H-3

- Corréation entre H-5' et H-6'
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Figure 133. Spectre COSY du composéC5
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e Analysedu spectre HSQC
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Figure 134. Spectre HSQC du composé C5

e Analysedu spectreHMBC

La seule différence entre le spectre HMBC (Figure 135) du produit C5 et les spectres

HMBC du composé C4 décrit précédemment réside dans I'absence de groupement
méthoxyle attaché au carbone C-3' et donc I’ absence de corrélation confirmant ainsi la partie

aglycone comme étant : le kampférol.
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Figure 135. Spectre HMBC du composé C5
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Ainsi le composé C5 est identifié comme étant : Daglesioside 1V, isolé uniquement de
I’espece Pseudotsuga menziesii(Pinaceae) (Krauze-Baranowska et al., 2013) et jamais
identifié dans le genre Cedrus.

HO l O

o)
oH O
o OH
o
— oH © ©
\
C5: Daglesioside IV
2.1.2.3. Ildentification du composé C6
e Analysedu spectre RMN'H

Le spectre *H du produit C6 (Figure 136) montre :

- Deux doublets a 6y 5.9ppm (J= 2.1Hz) et 6y 5.94ppm (J= 2.10H2z) attribuables aux H-
8 et H-6.
- Deux doublets déblindés, le premier a dy 4.94 ppm (J= 11.5Hz) et le second a oy

4.52ppm (J=11.5 Hz) attribuables aux deux méthines oxygénés H-2 et H-3 indiquant
une trans-configuration.

- Trois signaux aromatiques, oy 6.82ppm (d, J=8.1Hz), oy 6.87 ppm (dd, J=8.2 Hz;
1.9Hz) et un doublet a oy 6.98 (J= 1.9Hz) attribuables respectivement aux protons du
noyau B ; H-5', H-6" et H-2'.
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Figure 136. Spectre RMN *H du composé C6

e Analysedu spectre RMN °C
L’ analyse combinée des spectres **C (Figure 137) révéle les signaux suivants::

- Les CH aromatiques du noyau C : C-6 et C-8 apparaissant a dc 97.3 ppm et oc 96.3
ppm respectivement, et ceux du noyau B a 6¢c 115.9ppm, 6c 116.1 et dc 120.9 ppm
attribuablesa C-2', C-5'et C-6'.

- Cing carbones quaternaires aromatiques oxygénés entre d¢c 145-168.7 ppm attribuables
aux carbones C-3, C-4', C-8a, C-5et C-7.

- Deux signaux assignables au carbones C-2 et C-3 a o 85.1 ppm et 73.7 ppm
respectivement.

- Un carbone quaternaire observé a 6198.5 ppm caractéristique d’un carbonylr fr

flavonone (C-4)
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Figure 137. Spectre RMN **C du composé C6
e Analysedu spectre COSY
Le spectre COSY (Figure 138) permet d observer :
- Une corrélation entre les protons H-6 et H-8.
- Leproton H-6' corréle avec les protons H-2' et H-5'.
- Corréation du proton H-2 avec le proton H-3.
Maya F29-43P7 8 6
cOSY - N\ 2 3
ppm
—JTwl e
1 4.6
4.7
4.8
e 2/3 e
o —= || @ 8
6.80 5.0 4‘,9 48 47 46 45 ppm

6.85

6.90
6.95
2'/6"
— | I
1 + 7.00
7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 ppm

Figure 138. Spectre COSY du composé C6
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e Analysedu spectre HSQC
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Figure 139. Spectre HSQC du composé C6

e Analysedu spectre HMBC
L’ analyse du spectre HMBC (Figure 140) montre :
Une tache de corré ation du proton H-2 avec les carbones C-3, C-4 et C-1..
Le proton H-3 montre des corrélations avec les carbones C-2, C-4, C-1', C-2' et C-6'
Des corrélations entre le proton H-6 et C-4a, C-5, C-7 et C-8.
Corrélations du proton H-8 avec les carbones C-6, C-7 et C-8a.

Pour |e noyau aromatique B, les corrélations observées sont :

H-2' corrédle avec C-2, C-3', C-4' et C-6'.
H-5' corréle avec C-1', C-3', C-4' et C-6'

H-6' corrdle avec C-2, C-2', C-3' et C-4'.
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Figure 140. Spectre HMBC du composé C6
e Analysedu spectre NOESY
Les corréations observeées sur le spectre NOESY (Figure 141) sont :

- Corrélation entre les deux protons H-2 et H-3
- Corrélation entreleH-2', H-2 et le H-3

- Corrélation du proton H-3 avec le proton aromatique H-6’
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Figure 141. Spectre NOESY du composeé C6

L’ analyse des spectres de RMN *H, **C, COSY et HMBC en plus d’un pouvoir rotatoir
positif, permet d'identifier le composé C6 comme étant : (+) Taxifoline(Agrawal et al., 1981) isolé
précédemment de Cedrus deodara (Awad et al., 2015), d’ Abies alba (Benkovic et al., 2014).

OH

OH

OH o}
C6: (+) Taxifoline
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Tableau 24. Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) des
composesC4- C6 dansle CD3;0D

Atome C4 C5 C6
Sy, mult., Oc Oy, mult., O¢ Oy, mult., O¢
J(H2) J(Hz2) J(Hz2)
1
2 - 1575 - 157.9 452,d,11.5 85.1
3 - 133.7 - 133.7 494, d,11.5 73.7
4 - 177.9 - 177.9 - 198.5
4a - 104.2 - 104.2 - 101.8
5 - 161.6 - 161.6 - 165.3
6 6.15,d, 1.9 98.6 6.14, d, 2.0 98.6 594,d, 21 97.3
7 - 164.6 - 164.5 - 168.7
8 6.31,d,1.3 93.4 6.32,d,29 93.4 59,d, 2.2 96.3
8a - 156.9 - 157.0 - 164.5
1 - 1215 - 121.2 - 129.9
2 7.85,d,1.9 112.8 8.3,d,8.9 130.9 6.98,d,1.9 115.9
3 - 146.9 6.86, d, 10.1 114.7 - 147.2
4 - 149.6 - 160.2 - 146.3
5 6.89, d, 8.5 114.6 6.87,d, 8.8 114.6 6.82,d,8.1 116.1
6 7.6, dd, 8.4; 122.6 8.3,d, 8.8 130.8 6.87,dd,8.2;29 120.9
1.9
7 39s 55.2 - - - -
1" 548d7.9 102.2 5.3,d,5.7 102.2 - -
2" 3.75,td, 9.4 ; 72.8 3.74,1d,9.4;15 72.7 - -
1.38
3" 52,193 74.3 52,192 775 - -
4" 3.62,19.1 68.9 3.62,m 68.8 - -
5" 3.68, m 77.5 3.65,m 74.3 - -
6" 45,1, 20 62.7 6a: 4.38, dd, 62.8 - -
11.8;20
6b:4.1,m
i - 166.9 - 166.9 - -
2" 6.65, d, 16.0 116.8 6.65, d, 16.0 116.9 - -
3" 7.8,d, 16.0 145.0 7.8,d,15.9 144.9 - -
4" - 1345 - 1345 - -
5" 7.66, m 127.9 748, m 127.9 - -
6" 7.44, m 127.9 7.44, m 127.9 - -
7" 742, m 130.1 745 m 130.1 - -
8" 744, m 127.9 744, m 128.6 - -
g™ 7.66, dd, 7.4; 127.9 7.44, m 128.6 - -
3.7
i - 166.6 - 166.6 - -
2" 6.29, d, 16.2 117.7 6.3,d, 16.2 117.7 - -
3™ 7.48, d, 16.2 145.1 7.51,d,16.1 145.1 - -
4" - 134.1 - 134.2 - -
5 7.48 128.6 7.65,dd,7.6;39 128.6 - -
6" 7.42 128.6 7.42,d,1.6 128.6 - -
" 7.43 130.1 7.45,dd, 145;1.4 130.1 - -
8" 7.44 128.6 7.42,d,1.6 128.6 - -
g™ 7.44 128.6 7.65,dd,7.6;39 128.6 - -

168




Partie 3 Chapitre 2

Identification des produits isolés de Cedrus atlantica

2.1.3. Déermination structurale des neolignanes:
Trois produits (C7- C9) de type neolignanes ont été isolés des fractions F40:60 et

F80 :20 des cones de Cedrusatlantica(Endl) Manetti ex carriere

2.1.3.1. ldentification du composé C7
e Analysedu spectreH*
L’ analyse des spectres *H (Figure 102) des trois composés montrent
- Cing protons aromatiques entre oy 5.59 ppm et oy 7.0 ppm.
- Un doublet vers 6y 5.51 ppm caractéristique d’un CH-OH attribuable au H-7
- Deux CH; a &y 2.58 ppm et oy 1.81 ppm assignable aux protons H-7' et H-8
respectivement
- Deux signaux déblindés qui apparaissent a oy 3.58 et a oy 3.77-3.87 ppm attribuables
aux deux CH,-OH : H-9 et H-9

- Un méthoxyles qui résonne a oy 3.84 ppm.

a8
g L
- ™
2 20 6 CH-OH
B e et A B ot e T e s — — e R e
7.0 6.9 6.8 6.7 6.8 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.6 PpmMm

oMe Mo = ). Ve ; "I:'Lf‘ 1 =

S ———— e ————————————————ssssssm—SSES S ———_——————_—————L S R
3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 PPM

Figure 142. Spectre RMN *H du composéC7

e Analysedu spectre RMN*C

Sur les spectres *C (Figure 143) les signaux observés sont :

- Cinqg carbones résonnant entre oc 110.5 et d¢c 119.7 ppm attribuables aux CH
aromatiques

- Un ensemble de carbones quaternaires aromatiques observés entre dc 129.8 ppm et d¢
136.7 ppm et entre d¢c 141.9 ppm et 5c 149.1 ppm pour |es carbones oxygénés.

- Deux pics résonnant a 6c 62.3 ppm et 5¢c 65.1 ppm assignable aux deux CH, oxygénés
C-9 et C-9.
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- Un CH3-OH a 6¢ 56.3 ppm.

Maya F29-43P4
b

carbone

i 7
CH aromatiqués

Cq :Irunl:lliqucs ~
e

I T
1
3 4 a4 5 ‘ 1 3
- - ,.J_ ~ J_ .‘ [ J I A, J
T T ¥ T T T T T T T
150 145 140 135 130 125 120 118 PPM
CH:-OH OMe 8'
9 10 7t
| | J ﬂ ‘
J 1 L l 1
‘ : ‘ : T : : y : ; ;
85 80 75 70 65 60 =19 50 45 40 35 pPpm

Figure 143. Spectre RMN **C du composéC7

Aprés |’ analyse des spectres RMN *H et °C, I'identification structurale de composé

C7 se poursuit avec I’ é&ude des spectres RMN 2D.

e Analysedu spectre COSY
L’ analyse des spectres COSY (Figures 145-146) permet |'identification des protons

diphatiques par les corrélations *H-'H.

Les corrélations observées sont :

- Corrélations des protons aromatiques : H-6/ H-5 en position ortho (J= 8.2 Hz) et avec
H-2 en position méta (J= 8.8Hz)

- H-2 corréle avec les protons H-6' et avec le proton H-7'.

- Lesprotons H-8 corréle avec le H-7' et avec les protons H-9' (CH,-OH).

- Unetache de corrélation entre H-8 et les protons H-7 et H-9

- Lesprotons H-10 du méthoxyle corréle avec le H-2 aromatique.

Figure 144. Corrélations COSY du composé C7
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Figure 145. Spectre COSY de 6y 1.8 a4.0ppm du composeé C7
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Figure 146. Spectre COSY de 6y 6.6 & 7.0 ppm du composé C7

e Analysedes spectresHSQC
Le spectre HSQC (Figure 147) permet I’ identification des carbones portants les

protons dgaidentifiés sur le spectre COSY .

L es déplacements chimiques sont notés dans | e tableau 25.
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Figure 147. Spectre HSQC du composé C7

e Analysedu spectre HMBC

Sur le spectre HMBC (Figures 151-152), on note :

Des corrélations entre le proton H-2 et les carbones C-1, C-3, C-4, C-6 et C-7.

Une tache de corréation du proton H-5 avec les carbones C-1, C-3 et C-4

Le proton H-6 corréle avec les carbones C-2, C-4 et C-7

Le H-10 (O-CH3z) montre une tache de corréation avec le carbone quaternaire

aromatique C-3 ce qui détermine sa position.

Figure 148. Corrélations HMBC du composé C7
H-7 montre une corrélation avec les carbones C-1, C-2, C-6, C-8, C-9, C-3 et C-4'
Le proton H-8 correle avec les carbones C-1, C-7, C-9, C-2', C-3' et C-4'
Corrélation entre les protons H-9, C-8, C-7 et C-3..
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OCH,

Figure 149. Corrélations HMBC du compose C7

- LeH-2 corrédleavec C-8, C-4, C-5,C-6'et C-7'
- Leproton H-6' montre une tache de corréation avec les C-2', C-4, C-5' et C-7..

- Leproton H-8 correle avec le carbone C-1', C-7" et C-9..

OCH,4

Figure 150. Corrélations HMBC du composé C7
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Figure 151. Spectre HMBC de 6¢ 30 290 ppm du composé C7
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Figure 152. Spectre HMBC de 6110 a 150 ppm du composé C7
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Ainsi la structure du composé C7 a été identifiée comme éantent-cedrusineisol ée pour
la premiére fois de Cedrus deodara(Agrawal et al., 1980a) et d§a identifié dans le genre

Abies, Abiesholophyla Maxim. (Kim et a., 2013)

H,CO oH

HO [
OH

OH
C7 : ent-Cedrusine

2.1.3.2. ldentification du composé C8
Les spectres RMN *H (Figure 153) et **C (Figure 154) du composé C8 présentent les
mémes signaux des spectres RMN *H et *3C du composé C7 avec en plus la présence d'un
signal 843.84/ 8¢ 55. 3 ppm attribuable & un second méthoxyle CHs-OH.
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Figure 153. Spectre RMN *H du composé C8
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Figure 154. Spectre RMN **C du composé C8
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e Analysedu spectre COSY
Le spectre COSY du produit isolé C8 (Figure 155) montre les mémes corrélations du
spectre COSY du produit C7 dgadécrit (Figures 145-146).

maya F72-742
cosy ) ﬁ | J___._.‘L_l_——/bl~l—)~—‘— ppm I
I I I N i-__- 1.0

== 6-5
2 O O O L

2.5 2 ppm

Figure 155. Spectre COSY du composé C8

e Analysedu spectre HSQC
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Figure 156. Spectre HSQC du composé C8
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e Analysedu spectre HMBC
Sur le spectre HMBC (Figure 157), on releve les mémes taches de corréations

observeées avec le produit C7 avec en plus la corrélation du proton du méthoxyle H-11 avec le
carbone quaternaire aromatique C-5'.
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Figure 157. Spectre HMBC du composé C8

Le composé C8 a été identifié comme éant (7R, 8S)dihydrodehydrodiconiférol

(Fukuyama et al., 1996). Ce neolignane a déja été séparé de Cedrus deodora (Agrawal et al.,
1980a).
OCHj,

H,CO

HO i
OH

OH
C8: (7R, 89)dihydrodehydrodiconiférol

177



Partie 3 Chapitre 2

Identification des produits isolés de Cedrus atlantica

2.1.3.3. ldentification du composé C9
L’analyse des spectres RMN *H (Figure 158) et *C (Figure 159) du composé C9
montre les mémes signaux caractéristiques du composé C7 avec en plus:
- Un doublet a oy 5.36/0c 101.4 ppm avec une constante de couplagel= 1.5Hz
attribuable a un proton anomérique de a-configuration.
- Deux signaux caractéristiques d’un sucre entre oy 3.45 - 4.08ppm et entre 6c70.8- 73.3

ppm avec un doublet attribuable a un CH3 a 6y 1.2/6¢ 17.9 ppm indiquant la nature du

sucre comme : o-rhamanose.
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Figure 158. Spectre RMN *H du composé C9
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Figure 159. Spectre RMN **C du composé C9
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e Analysedu spectre COSY
En plus des corrélations déja observées sur les spectres COSY du composé C7, les
spectres COSY (Figures 160-161) du produit C9 montrent en plus les corrélations entre les
protons du sucre :
- Unecorréation entre le proton H-2" et les protons H-1" et H-3"
- La corrélaion du proton H-5" avec les protons H-4" et H-6"confirmant ains la

naturedu sucre : le rhamnose.
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Figure 161. Spectre COSY de 64 2.5 a5.5 ppm du composé C9
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e Analysedes spectresHSQC
Les spectres HSQC (Figure 162) permettent I’identification des carbones portant les
protons identifiés et les protons osidiques.

L es déplacements chimiques sont notés dans | e tableau 25.
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Figure 162. Spectre HSQC du composé C9

e Analysedu spectre HMBC
L’ analyse des spectres HMBC (Figures 163-164) révéle des corrélations similaires
avec le compose C7 avec en plus les corrélations intermol écul aires des atomes du rhamnose :
- Leproton H-7 corréle avec les carbones C-2, C-4', C-6, C-1" et C-9,
- Le proton anomérique H-1" montre des taches de corréations avec les carbones C-3",
C-4 et C-5confirmant sa liaison au carbone quaternaire aromatique C-4.

- Corrélations entre le proton H- 4"et les carbones C-2", C-5" et C-6".
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Figure 163. Spectre HMBC de 6¢ 55 & 90 ppm du composé C9
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Figure 164. Spectre HMBC de 6110 a 155 ppm du composé C9
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Ainsi, toute cette analyse spectrale permet d’ attribuer la structure suivante au composé

C9 : isomassonianoside B(He et al., 2011) isolé précédemment de Keteleeria evelyniana (He

et a., 2011) et de Santalum album L. (Santalaceae) (Kim et a., 2005).

H5CO oH

OH
OH

OH

C9: Isomassonianoside B

Tableau 25. Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) des
composés C7-C9dans le CD3;0D

Atome C7 C8 C9
Oy, mult., Oc Oy, mult., O¢ dn, mult., Oc
J(H2) J(Hz2) J(H2)
1 - 135.1 - 133.4 - 139.1
2 7.0,d,1.9 110.5 6.97,d,1.9 109.1 7.08,d,1.8 111.2
3 - 149.1 - 147.7 - 152.1
4 - 147.4 - 146.1 - 146.4
5 6.78,d, 8.2 116.1 6.78,d, 8.1 114.7 7.1,d,8.3 119.7
6 6.9, dd, 8.2; 119.7 6.85, dd, 8.2; 118.3 6.96, dd,8.2; 2.0 119.6
18 1.9
7 551,d,6.1 88.7 551,d,6.2 87.6 5.58,d,5.7 88.3
8 3.47,dd, 55.8 349, m 54.1 348, m 55.9
12.9:; 6.3
9 9a:3.87, m 65.1 9a: 3.85, t 63.6 9a: 3.88, m 65.2
9b: 3.77, dd, 9h: 3.78, t, 9b: 3.8, m
11.0; 7.4 12.9
10 3.84,s 56.3 3.87,s 54.9 3.84,s 56.4
11 - - 3.84,s 55.3 - -
1 - 136.7 - 1355 - 129.5
2 6.63,d,0 116.7 6.75, s 116.5 6.59,d,5.2 1171
3 - 129.8 - 128.5 - 136.9
4 - 146.5 - 146.1 - 146.4
5 - 141.9 - 143.8 - 141.9
6 559,d, 1.1 116.9 6.75, s 112.7 6.62,d,5.1 116.9
7 258,t,154 327 2.65,t,15.4 315 2.59,t,154 32.7
8 181, m 35.8 1.84, m 344 1.82,dd, 13.3; 6.6 35.8
9 3.58t, 13.1 62.3 3.59t,12.9 60.8 3.58,t,12.9 62.3
1" - - - - 5.36,d,15 101.4
2" - - - - 4,08,dd,3.3;1.7 72.1
3" - - - - 3.92,d,54 72.1
4" - - - - 345 m 73.8
5" - - - - 3.86,d,5.3 70.8
6" - - - - 1.23,d,6.2 17.9
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2.1.4. Détermination structurales des composés diter péniques :
L’ extraction des composées diterpeniques a été essentiellement réalisée a partir des
deux fractions VLC des cones de CedrusatlanticaF80 : 20 et F100 :0.
Douze molécules C10- C21 de squelette abietane ont été isolées et identifiées par les
méthodes spectrales.
2.1.4.1. Elucidation structurale des composés C10- C13
21411 ldentification du composé C10
e Analysedu spectre RMN *H
Le spectre RMN *H du composéC10 (Figure 165) montre :
- Quatre méthyles sous forme de singulets entre oy 1.0 et 1.25 ppm attribuables aux
méthyles H-16, H-17, H-19 et H-20.
- Unmassif de protons CH et CH; résonnant entre o41.4 et 2.35 ppm
- Trois protons aromatiques observés entre o47.12 et dy 7.2 ppm sous forme de doublet
de doublet (J= 8.2 et 1.9H2z) attribuable a H-12 et de doublets H-11 (J= 8.2Hz) et H-14
(J= 1.9H2) indiquant des positions méta et ortho respectivement.
- Un CH sous forme d’un multiplet a oy 4.75ppm caractéristique d’un CH-O assignable
au H-7
- Un septuplet qui apparait vers 642.87 ppm attribuable a H-15
- Deux doubletsentre 6 3.76 et 4.03ppm caractéristique d’ un CH,-OH attribuable au H-
18.

N7 \7
7 CH-OH

e .l P CH-OH
' 12 w 18a 18b

1! Ty

1 11
m— e e A —— e —

.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 pPpm 2.9 Ppm

Ty o
4.80 4.75 ppm T

CH et CH: i | |

Figure 165. Spectre RMN *H du composé C10

e Analysedu spectreRMN *C
Sur le spectre RMN *C (Figure 166), les signaux repérés sont :
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- Quatre méthyles attribuables a C-19 et C-20 qui résonnent respectivement a 6c 17.8 et

a0c 249 ppmet C-16 et C-17 a dc 24.4 ppm.

- Un ensemble de carbones observé entre ¢ 19.7 et 5¢ 40.3 ppm attribuables a des Cyua,
CH et CH..

- Six carbones aromatiques entre 6c 125.4 et dc 148.4 ppm

- Un signal déblind¢ vers d¢ 68.8 ppm caractéristique d’ un CH-O attribuable a C-7.

- Un CH; oxygéné attribuable au C-18 raisonnant vers dc 73.8 ppm

- Deux carbonyles caractéristiques d’un acide ou d’un ester résonnant a d¢c 172ppm et d¢c

176.6 ppm attribuables aux C-1' et C-4'.

MayaPB83-99p6
carbone

wrorpgtiqr
' Y
14, 12
11
v < 13 8
1 R-C=0 °
4' L J
A . L.,
7 ——————y— T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 PPM
Cq.CH et CH2
A ) 20
4
10
T T e g T v Y
50 a5 40 35 30 25

18

e s S o

70 ppn

19

ppm

e Analysedu spectre COSY
L’analyse des spectres COSY (Figurel68-169) du composé ClOmontrent les

corréations *H-'H suivantes:

Figure 166. Spectre RMN “°C du composé C10

- Une corrélation entre le proton aromatique H-12 avec le proton H-11 et H-14 (Figure

169)

- Destaches de corrélation entre les protons H-2 et les protons H-1 et H-3

- Une corréation entre les protons H-6 €t le proton H-5

- Unetache de corréation entre les protons H-7 et les protons H-6.

- Une corréation entre le proton H-15 avec les protons methyliques H-16 et H-17

- Unecorréation entre les protons H-2' et H-3'
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Figure 167. Corrélations COSY du compose C10

COSY sur MayaP83-99P6 dans CD30D
AV600 28/310/2014
= 18a 18b -
5
L Il . 1l ™
-
L]
87/6b
7/6a
-
1S/ 16+17 3.0
.
3.5
- -
ki
%qul Sh 4.0
- L -
a5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 168. Spectre COSY de 6y 1.0 &5 ppm du composé C10
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Figure 169. Spectre COSY de 6y 7.10 a 7.25 ppm du composé C10
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e Analysedu spectre HSQC

L’analyse des corrélations héteronucléaires *J,.c observées sur le spectre HSQC
(Figures 170-171) permet d'identifier et d’ attribuer 1es déplacements chimiques des carbones
portants les protons aliphatiques d§alocalisés (C-1, C-2, C-3, C-5, C-6)

Les valeurs des d¢ sont répertoriées dans le tableau 26
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Figure 170. Spectre HSQC de 6y 1.0 2.9 ppm du composé C10
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Figure 171. Spectre HSQC de 6y 3.7 &7.25 ppm du compose C10

e Analysedu spectreHMBC
Les corrélations observees sur les spectres HMBC (Figures 176-177) sont :
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- Les corrélations du proton aromatique H-11 avec les carbones aromatiques C-12, C-
13, C-14, C-8 et le carbone C-10.

- Unetache de corréation entre le proton aromatique H-12 et les carbones C-9, C-14 et
C-15.

- Unetache de corréation entre le proton aromatique H-14 et le carbone quaternaire C-
13 en plus de cC-9 et C-13.

- Le proton H-15 montre une tache de corrélation avec les carbones aromatiques C-12,
C-13 et C-14 indiquant sa position sur le carbone quaternaire C-13 d’'ou son effet
deblindé.

- Les protons méthyliques H-16 et H-17 correlent avec le carbone quaternare

aromatique C-13.

Figure 172. Corrélations HMBC au niveau de cycle aromatique

- Leproton H-7 (CH-OH) corréle avec les carbones aromatiques C-8, C-9 et C-14
indiquant son attachement au cycle aromatique.

- Leproton H-6 montre une corrélation avec le carbone C-5 et |le carbone quaternaire C-
10

Figure 173. Corrélations du compose C10
- Leproton H-5 correle avec les carbones quaternaires C-4 et C-10 et avec les carbones
meéthyliques C-19 et C-20.
- Leproton méthylique H-19 montre des taches de corré ation avec les carbones C-3,

C-5, C-18 et avec le carbone quaternaire C-4 indiquant salocalisation.
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- Leproton méthylique H-20 corréle avec e carbone aromatique C-9, avec les carbone

C-1 et C-5 et avec le carbone quaternaire C-10.

Figure 174. Corrélations HMBC du composé C10

- Les protons H-18 montrent des taches de corrélations avec Les carbones C-3, C-4 et
C-5, avec le carbone méthylique C-19 et le carbonyle C-1 indiquant ainsi sa position
liée au C-4 et au carbonyle.

- Leproton H-2'corréle avec le C-3' et le carbonyle C-1' indiquant qu’il s agit d’ un ester.

- Leproton H-3' correle avec le carbonyle C-4' indiquant qu’il s agit d'un acide.

Figure 175. Corrélations du compose C10
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Figure 177. Spectre HMBC de 6¢ 125 a 175 ppm du composé C10
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Le diterpenes C10 est donc identifié comme abiesadine F isolé pour la premiere fois
d’ Abies georgei Orr (Xian-Wen et al., 2010)et jamais dans |le genre Cedrus .

HO

(o]
C10: Abiesadine F

21.4.1.2. ldentification du composé C11
Les spectres RMN *H (Figure 178) et **C (Figure 179) du composé C11 montrent une
forte ressemblance avec ceux composé C10 identifié précédemment. La seule différence est
notée au niveau du carbone C-15, qui par son déplacement chimique déblindé sur le spectre
3C du composé C11(5¢ 71.4ppm) et par |’ absence de signal correspondant sur le spectre *H
indiquant son oxydation.
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Figure 178. Spectre RMN *H du composé C11
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Figure 179. Spectre RMN **C du composé C11
e Analysedu spectre COSY
Les corrélations observées sur le spectre COSY (Figure 180) du composé C11 sont
similaires a celles d§ja décrites dans le composé C10 avec une seule différence notable sur

I’ absence des taches de corrélations liées au proton H-15.
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Figure 180. Spectre COSY du composé C11
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e Analysedu spectre HMBC
Les corrélations du spectre HMBC (Figure 181) du composé C11 sont identiques a

celle du composé C10 décrit précédemment.

16

17
maya F72-74p4
HMBC o
18a 18b 2'3
Ll — - L ppm
— ol [ : % 20 .
c2m3 - i o
. o I X %
e (| f‘ ! E T B RTY ki HIN
B :
J 60 ©
_¥1I.. o | «C-15H-16+H-17
—11.. A o :
80 ©
100 ¢
B b s
120
— | .
= |"- H
i - 5 & | i
2 - : - 140
. :
= sa ™ = H L 4 i
160
C-1//H-18 C-1'/H-2'
" Jd o g {-4/H-3
- — T |

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 181. Spectre HMBC du composé C11

Ains le composé Cllest identifié comme étant |'abiesadine L isolé uniquement
d’ Abies georgei(Xian-Wen et al., 2010).

HO

C11: Abiesadine L
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21.4.1.3. ldentification du composé C12
L’ analyse des spectres RMN 'H et *C (Figure 182-183) révéle que le composé C12
différe du composé C10par 1’absence de signal qui correspond au CH-7 (8 4.75/6¢ 68.8 ppm)
et la présence d’un signal a 6¢ 199.9 ppm assignable a une cétone.
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Figure 182. Spectre RMN *H du composé C12
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Figure 183. Spectre RMN **C du composé C12
e Analysedu spectre COSY

Les corrélations observeées sur le spectre RMN COSY (Figure 184) du composé C12

sont semblables a celles dga décrites dans le composé C10 avec I'absence des taches de
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corrélations du proton H-7.
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Figure 184. Spectre COSY du composé C12

e Analysedu spectre HMBC

L’ analyse du spectre HMBC (Figure 185) met en évidence des taches de corrélations
semblables a celles identifiées sur le spectre HMBC du composé C10 (Figures 176-177).

Cependant il differe par I'apparition d’un carbonyle a 199.9 ppm attribuable a C-7 par les
corréations suivantes :

- Une corréation entre les deux protons aromatiques H-11 et H-14 avec le carbonyle C-
7 a 6c 199.9ppm

- Une corrélation entre les deux protons vicinaux H-5 et H-6 avec le C-7.
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Figure 185. Spectre HMBC du composé C12

L'analyse spectrale a permis I'identification du composé C12 comme éant

I’ abiesadine Q isolé également pour la premiére fois d’ Abies gerogei Orr (Xian-Wen et al.,

2010).

HO

C12: Abiesadine Q

21.4.1.4. ldentification du compose C13
Les spectres RMN *H (Figure 186) et **C (Figure 187) du composé C13 ressemblent
aux spectres du composé C11 par la présence du carbone C-15 oxygéné (6¢c 71.2ppm) et a

ceux du composé C12 par la présence de la fonction cétone (3¢ 199.8ppm).
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Figure 186. Spectre RMN *H du composéC13
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Figure 187. Spectre RMN **C du composéC13

e Analysedu spectre COSY
Sur le spectre COSY du produit C13 (Figure 188), on releve les mémes taches de

corrélation que celles décrites dans le produit C11(Figure 180), avec |’absence des

corrélations liées au proton H-15 du fait de son oxydation.
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Figure 188. Spectre COSY du composé C13
e Analysedu spectre HMBC
Le spectre HMBC (Figure 189) du compose C13 montre des taches similaires acelle
du composé C11(Figure 181), la seule différence réside dans :

La corrélation entre les deux protons aromatiques H-11 et H-14 avec le carbonyle C-7.

- Lacorrdation entre les deux protons vicinaux H-5 et H-6 avec le C-7.
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Figure 189. Spectre HMBC du composé C13

197




Partie 3 Chapitre 2
Identification des produits isolés de Cedrus atlantica

Le composé C13 a été identifié a I’ abiesadine R, identifié pour la premiére et unique
fois dans Abies georgeii (Xian-Wen et a., 2010).

HO

C13: AbiesadineR

Tableau 26. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et *C (150 MHz) des
composes C7- C10 dansle CD30D

Atome 10 11 12 13
O, Mult., O¢ Sy, mult., O¢ Sy, mult., O¢ Sy, mult., d¢
J(H2) J(H2) J(H2) J(H2)
1 la 2.35,dt, 39.4 la 2.37,dt, 37.9 la 243,d, 37.2 la 2.44,d, 37.2
12.7; 2.9 12.8; 3.2 12.8 12.8
1b: 1.4, td, 1b: 1.4, dt 1b: 1.56, td, 1b: 1.57, m
13.1; 3.7 13.1; 3.8
2 2a 1.88, m 19.67 2a 1.9 m 18.2 2a: 1.93, qt, 17.7 2a: 1.93 qt, 17.7
2b: 1.71, 2b: 1.72, 13.6; 3.4 13.6; 3.4
dm, 14.0 dm, 14.4 2b: 1.78, dm, 2b: 1.78, dm,
14.1 14.4
3 1.55m 36.7 3a: 15, m 353 3a 1.56,td, 35.0 3a: 1.58, m 35.0
3b: 1.52, m 13.1; 3.8 3b: 1.52, m
3b: 1.52, m
4 - 375 - 36.1 - 36.4 - 36.5
5 2.1dd, 40.3 2.13, dl, 38.7 2.1,dd, 13.9; 435 2.21, dd, 43.8
12.8; 1.7 12.8 3.8 10.1; 3.8
6 6a: 2.0,td, 29.9 6a: 2.02,td, 285 6a:2.75,dd, 355 6a:2.77,dd, 355
13.8; 4.1 14.3; 4.3 18.1; 14.0 18.1; 14.0
6b: 1.8, m 6b: 1.88, m 6b : 2.66, dd, 6b: 2.67, dd,
18.1; 3.8 18.1; 3.8
7 4.75dd; 68.8 4,77, dd, 67.4 - 199.9 - 199.8
14.0;1.6 40; 1.7
8 - 136.9 - 135.2 - 130.2 - 129.9
9 - 148.4 - 147.6 - 153.9 - 154.3
10 - 38.9 - 375 - 375 - 375
11 7.23,d,82 1254 7.28,d,83 1237 7.42,d,8.1 123.8 7.47,d,83 122.7
12 7.12, dd, 126.8 7.37, dd, 124.2 75,dd, 81, 132.7 7.75,dd, 8.3; 130.8
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82,19 8321 19 2.2
13 - 147.3 - 146.7 - 146.7 - 147.7
14 7.18,d,19 1294 7.44,d,21 126.2 7.82,d,19 1242 8.08,d,22 1236
15 2.87,sept, 349 - 714 2.95, sept, 334 - 71.2
6.9 6.9
16 125,d,6.9 244 153's 30.4 127,d,69 228 154,s 30.3
17 125,d,6.9 244 153's 30.4 127,d,6.9 228 154,s 30.3
18 18a:4.03, 738 18a: 4.04, 723 18a: 3.96,d, 715 18a: 3.97,d, 714
d, 11.0 d, 10.9 11.2 11.2
18b: 3.76, 18h: 3.76,d, 18h:3.78, d, 18h: 3.78, d,
d, 11.0 11.0 11.2 11.2
19 10s 17.8 10,s 16.4 1.08,s 16.1 1.08,s 16.1
20 1.19s 24.9 12,s 234 13s 22.7 131 s 22.7
T - 174.5 - 173.0 - 172.8 - 172.7
2 2.62m 30.3 2.62, m 28.8 2.58, m 28.7 257, m 28.7
3 26m 30.1 2.6, m 28.4 2.56, m 285 2.56, m 28.4
4 - 176.6 - 175.0 - 175 - 174.7
2.1.4.2. Elucidation structurale des composés C14-C17

21.4.2.1. ldentification du compose C14
e Analysedu spectre RMN 'H
Le spectre RMN proton du produit C14 (Figure 190) montre :
- Unensemble de CH, CH; et CH3 entre oy 1.21 et 2.36 ppm

- Deux protons aromatiques avec une constante de couplage nulle indiquant une
position para résonnant a oy 7.17, 646.98 et 6.87 ppm attribuables au H-11, H-12 et H-

14.
- Un multiplet attribuable au H-15 observé a d 2.8

mayarFr38—-41—-F1—-500
proton

=3 SEEH = SRSNSSsEEHS &= RS HBH
55 ZEREF = SESR===a8 a= SS55
A\l ~\ I =\ | A= 11 ~
11 14 -
i 12 ' 15 s
b n Lt ¥ won
i ne f W P : A
UL _ VAVA G | U S - AANA B N\ i DAGES -
7.2 71 W“r;_\ PSS ;;pm 29 2 2.7 PSPS 2.5 2a 23 22 PPmM
SSRTTITT T =TISITIL =8sS=38 IBI T = -
SESESNsSS 2 SSSS8sEs3 =Efzgss 8188 2 ScHaISES
VNENZ TN S\ s =\ 1 N7 .
19 161 |zo
i 170l |
| o
|
| \|\‘
CH, CHz i (111
- H |y
-— == = — i I
I A
s M REAG A anrmr A E UL N O o~ N
o ————— T
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Figure 190. Spectre RMN *H du composé C14
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e Analysedu spectre RMN °C
Sur le spectre*®C (Figure 191) :

Des carbones quaternaires, des CH, CH; et CHg résonnant entre ¢ 15.6 et 45.2 ppm

Un ensemble de carbones aromatiques entre 6c 123.5 et 145.5 ppm

Un pic caractéristique d’une fonction acide ou ester qui résonne vers oc 181.3 ppm

L .

175 170 165 160 155 150 145 140 138 120

PPm

Figure 191. Spectre RMN **C du composéC14

e Analysedu spectre COSY
Sur le spectre COSY (Figure 193), les corrélations observées sont :

Le proton H-2 correle avec les protons H-1 et H-3 et ce dernier avec le proton du

méthyle C-19
Le proton H-5 corréle avec les protons H-6 et H-19
Le proton H-7 correle avec H-6 et |e proton aromatique H-14

Le proton aromatique H-12 sous forme d'un doublet de doublet correle avec les deux

protons aromatiques H-11 en méta (J= 8.2Hz) et avec H-14 en ortho (J= 1.6Hz)

Le H-15 corréle avec les protons des deux méthyles H-16 et H-17 qui corrélent entre

eux.

f\lz

11 f\‘l
2
3

S

Figure 192. Corrélations COSY du composé C14
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Figure 193. Spectre COSY du composé C14

e Analysedu spectre HSQC
L’ analyse des spectres HSQC (Figure 194) nous permet d'identifier les carbones
quaternaires (C-4, C-10, C-8 et C-9), les C-H (C-5, C-7, C-11, C-12, C-14 et C-15), les CH,
(C-1,C-2,C-3 et C-6) et lesCH 3 (C-16, C-17, C-19 et C-20) et leurs déplacements chimiques
(Tableau 27).

16

- 192917
mayaF38—-41-P1-500
hsgcJdmod ” 2a
11 14 15 1a s 6a 3a 2a3b 6b 1b
12 — M - AN M o Ppm
_ . w A ppm = L o 15
\ [ 123 C-2/H2a H[2b C-15/H19
C-12/HL12 fel] . {
20
— 124 — | Feo = (C-16/H-16
C-11/H-11 ] C-6/H-62 H-6b i
— b
125 Sl ad
; d -7/11-[_7
126 L
(‘-14/&1-1:' = -
| C-15/H{15
7.2 7.0 6.8 ppm T i
U-3/H-3a H-3b 35
— [ -
C-1/TC1h HETh
40
|
|C-s/H-3
PP 45
|
5L (SN
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Figure 194. Spectre HSQC du composé C14
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e Analysedu spectre HMBC
Sur les spectres HMBC (Figures 197-198), on observe les corré ations suivantes :
- H-19/C-3,C-4,C-5,C-10 et C-18
H-20/ C-2, C-5 et C-10.
- H-17/C-3,C-20
- H-3/C-1,C-5,C-19 et C-20
- H-5/C-4,C-6, C-10, C-19 et C-20
- H-6/C-5C-7et C-10

Figure 195. Corrélations HMBC du composé C14

- H-7/C-6,C9et C-14

- H-11/C-8et C-13

- H-12/C-9et C-15

- H-14/C-7,C-9et C-15

- H-15/C-12,C-13,C-14,C-16 et C-17

HOOl% N9

Figure 196. Corrélations HMBC du compose C14
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Figure 197. Spectre HMBC de 6c15 a45 ppm du composé C14
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Figure 198. Spectre HMBC de &¢ 125 a 180 ppm du composé C14
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Toutes ces données nous permettent de proposer pour le composé C14, la structure
suivante : Acide dehydroabietique (Cheung et a., 1993) isolé auparavant de Cedrus
libanotica (Avcibash et Al., 1987), de Cedrus atlantica (Norin et Winell., 1971), de Pinus
monticola (Conner et al., 1980).

3
N
C

HOO

C14 : Acide déhydroabietique

21.4.2.1. ldentification du composé C15
Les spectres RMN *H (Figure 199) et *3C (Figure 200) du composé C15 montrent les
mémes signaux caractéristiques du composé C14. Cependant, la différence est notée au
niveau du cycle aromatique avec seulement deux protons aromatiques avec une tres faible
constante de couplage indiquant une position para et le déplacement déblindé du carbone

aromatique C-12 (8¢ 152.0 ppm) indiquant son oxydation.

3=-320-P4-500

/LM\)JK‘_/I‘\_,/{\J»W

o : =
30 29 2.8 pprm—

s L) S—
2.35 2.30 ppm

AR e 5 T s N P e o T
2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4

*“AM* e f——ﬁf‘/m“ e e masiiiina - ‘_ S

Figure 199. Spectre RMN *H du composé C15
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Figure 200. Spectre RMN **C du composéC15

e Analysedu spectre COSY

Avec uniquement deux protons aromatiques, les corréations *H-*H COSY (Figure
201) sont similaires a celles du composé C14 avec comme seule différence I’ absence de
corrélation des protons aromatiques.
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Figure 201. Spectre COSY du composé C15
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e Analysedu spectre HSQC
Le spectre HSQC (Figure 202) permet d’identifier le carbone aromatique C-12 comme

carbone quaternaire raisonnant a 6c152.0 ppm caractérisant son oxydation.

19
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Figure 202. Spectre HSQC du composé C15
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L’ analyse du spectre HMBC (Figures 203-204) montre les mémes corrélations que

sur le spectre HMBC du composé C14dégaidentifié.
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Figure 203. Spectre HMBC du composé C15
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Figure 204. Spectre HMBC du composé C15
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Le composé C15 a été identifié al’ Acidel2-hydroxydehydroabietique (Kinouchi et a.,
2000) isolé d’'Abies gerogeii(Yang et al., 2010).

N

HOOC
C15: Acidel2-hydroxydehydroabietique

21.4.22. ldentification du composé C16
Le composé C16 montre une grande similitude avec le composeé C14 sur les spectres
RMN *H et 3C (Figures 190-191), la différence réside dans 1I’absence du septuplet a oy 2.8/ ¢
33.4 ppm attribuable au proton H-15 sur le spectre RMN *H (Figure 205) et son déplacement
chimique 8¢ 71.4ppm (Figure 206) caractéristique d’un carbone quaternaire oxygéneé et sur le
déblindage du proton H-7 vers 64 4.75/6¢ 67.1 ppm.

Maya F75-80F2

3224,180
1853401
2849, 80

4368.385
4365.86
™\-4359,982

N

i ! . e ; R ——
2.0 1.2 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3

Figure 205. Spectre RMN *H du composéC16
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Figure 206. Spectre RMN **C du composéC16

e Analysedu spectre COSY
Le spectre COSY (Figure 207) montre les mémes corréations que le spectre COSY du

compose C14 avec I’ absence de la tache de corrélation entre H-15 et les deux méthyles H-16
et H-17.

Maya F75-80P2
cosy
N PPpmMm
= . i .
. T ‘
o u

1

e Analysedu spectre HSQC

L’ analyse du spectre HSQC (Figure 208) permet d'identifier les carbones H-7 et H-15

comme étant un CH et un carbone quaternaire et de déterminer leurs déplacements chimiques.
(Tableau 27)

Figure 207. Spectre COSY du composé C16
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Figure 208. Spectre HSQC du composé C16

e Analysedu spectre HMBC
Les spectres HMBC (Figures 209-210) du composé Clérévélant les mémes
corrélations que le composé C14 tout en confirmant la position du CH oxygéné (6 4.75/ d¢c
67.1 ppm) par la corrélations entre le proton H-7 et les carbones C-5, C-8, C-9 et C-14 €t la
position du carbone quaternaire oxygéné C-15 (3¢ 71.4 ppm) par sa corrélation aux protons
aromatiques H-12 et H-14 et aux protons des deux méthyles H-16 et H-17.
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Figure 209. Spectre HMBC de 6¢ 15 a 70 ppm du composé C16
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Figure 210. Spectre HMBC de 8¢ 110 a 180 ppm du compose C16
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Ainsi, la molécule est identifiée sous le nom d’acide7a, 15-dihydroxy-8,11,13-

abietatrien-18-oique (Prinz et a., 2002).

C16: Acide 7a, 15-dihydroxy-8,11,13-abietatrien-18-oique

21.4.23. ldentification du composé C17
Les spectres RMN *H (Figure 211) et *3C (figure 212) du composé C17 montrent une
forte ressemblance avec ceux du composé C14, la seule différence réside dans I’ apparition
d’un signal vers ¢ 199.7ppm indiquant la présence d’ une fonction cétone et |e déblindage des
carbones C-5 (8 2.68/ dc44.1ppm) et le C-6 (0 2.40-2.80ppm / 6¢ 37.1 ppm).

e S
2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.

Figure 211. Spectre RMN *H du composé C17
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Figure 212. Spectre RMN **C du composéC17

e Analysedu spectre COSY
L’ analyse du spectre COSY (Figure 213) montre les corrélations suivantes :
- Corrélation entre le proton H-1 et les protons H-2 et H-3
- Leproton H-5 corréle avec le proton H-6
- Le proton aromatique H-12 (34 7.52, dd,J= 1.8 ; 8.1HZz) correle avec le proton H-11

(7.43, d, J= 8.1Hz) en méta et avec le proton H-14 (7.83, d, J= 1.7Hz) en position
ortho.
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Figure 213. Spectre COSY du composé C17
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e Analysedu spectre HSQC

19,2016
\ [17
maya SF39-45P1 2b | ]
isac 1 15 6a 5 1a 6b 2a3a 3b 1b U
12 U\J\__A_,_(WNMM L+ ppm
A w_l__ ppm ‘ \ T C-1o/H-19] |
—J T | 0 15
] C-2/H-2a H-2b o
:‘g_ ¢ @ g2 — @'%
‘ T 20
126 (]
C-20/H-2
ClL16+C-17/
“ 128 ‘ HH6+H-17 25
. T ! 130
E: 8o
‘ ‘ = 30
' e . | C-II5/H-15
[ J
N S Bl
| | |
7.8 7.6 7.4 ppm | ¢-1/H-1a C—F!H-},g (H-3b Jr-l-lb 35
— solo Sl ) :
C-6/H-6a H:6b
40
C-5/H-5
45
—_— } T T T T J
3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 ppm

Figure 214. Spectre HSQC du composé C17

e Analysedu spectre HMBC
Par |e spectre HMBC (Figure 215), la position de la fonction cétone est déterminée par
la corrélation des protons H-14 et H-6 avec le carbone a 6c 199.7 ppm indiquant ainsi sa
position en C-7.
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Figure 215. Spectre HMBC du composé C17
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bY

le composé C17 a éé identifiée a |'acider-

oxodehydroabiétique (Yang et a., 2010) précédemment isolé d’ Abies georgei (Yang et al.,

2010) maisc'est lapremierefoisqu’il est isolé du genre Cedrus.

s
S

HooC
C17 : Acide 7-oxodehydroabiétique

Tableau 27. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et *C (150 MHz) des
composés C14-Cl7dansle CD3;0D

Atome C14 C15 C16 C17
O, Mult., d¢ O, Mult., O¢ Sy, mult., d¢ O, Mult., d¢
J(Hz2) J(Hz2) J(H2) J(Hz2)
1 la 2.36,d, 38.1 la 2.27, m 36.6 la 2.4, dl, 37.6 la 2.46,d,13.2 37.5
12.8 1b: 1.45 m 12.8 1b: 1.61, td,
1b: 1.45, dt, 1b: 1.52, m 12.6; 2.4
13.0; 3.4
2 2a:1.85, m 18.3 2a:1.83, m 183 2a 1.88, dt, 18.3 2a:191, m 17.9
2b: 1.72, m 2b: 1.72, m 16.7; 3.1 2b: 1.82, m
2b: 1.75, dm,
13.9
3 3a:1.83, m 36.7 la 183, m 381 3a1.98,td, 36.2 3a:1.84, m 36.6
3b: 1.68, dd, 1b:1.68, m 13.3; 3.5 3b:1.79, m
11.8; 4.2 3b:1.68, m
4 - 47.7 - 47.1 - 46.9 - 46
5 2.19, dd, 45.2 2.16, dd, 45.2 257,d,132 395 2.68dd, 14.2; 4.1
10.5; 1.9 14.1; 1.9 2.4
6 6a: 1.90, m 215 6a:1.83, m 217 6a 2.15,td, 31.0 6a: 2.80, dd, 37.1
6b: 1.54, m 6b: 1.5, m 13.9; 4.9 17.4; 14.4
6b: 1.68, m 6b: 2.40, dd,
17.4; 3.0
7 2.88,m 29.8 Ta 278, m 29.1 475,d, 3.6 67.1 - 199.7
8 - 134.3 - 125.1 - 135.4 - 130.2
9 - 146.8 - 147.3 - 147.4 - 153.8
10 - 36.7 - 36.6 - 375 - 37.2
11 7.17,d, 8.2 123.8 6.65, s 110.0 7.27,d,84 123.4 7.43,d,8.1 123.8
12 6.98,dd, 8.1; 1235 - 152.0 7.37,dd, 8.3; 124.2 7.52,dd, 8.1; 132.8
1.6 2.1 18
13 - 1455 - 132.2 - 146.8 - 146.8
14 6.87, 4 126.4 6.78, s 125.9 7.45,d, 2.0 126.2 7.83,d,1.7 124.2
15 2.82, sept, 334 3.2, sept, 26.3 - 714 2.95, sept, 7.2 334
6.9 6.9
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1.22,d,6.9 231 1.19, dd, 21.7 153,s 30.4 1.27,d,7.2 22.8
6.9, 14
1.22,d,6.9 231 1.19, dd, 21.7 153's 30.4 1.27,d,7.2 22.8
6.9; 1.4
- 181.3 - 181.3 - 180.8 - 180
121, s 15.6 1.27,s 15.6 1.18,s 15.7 1.37s 155
18s 24.1 094, s 24.1 129, s 23.3 131s 22.4

2.1.4.3. Elucidation structurale descomposes C18 — C21
2.1.4.3.1. Eluciodation structurale du compose C18
e Analysedu spectre RMN 'H
Le spectre RMN *H du composéC18(Figure 216) montre::
- Quatre méthyles résonnant entre oy 0.88 ppm et 1.22 ppm attribuables aux méthyles
H-16 et H-17 sous forme de doubl ets d’ une constante de couplage J=6.9Hz et aux H-
19 et H-20 sous forme de singul ets.
- Unensemble de CH, CH; entre oy 1.35 et 2.32 ppm
- Trois protons aromatiques observés a oy 7.16 (H-11, d,J=8.2Hz),04 6.96 ppm (H-12,
d, J=8.2; 1.6Hz)et 4 5y 6.87 (H-14, d,J=1.1Hz).
- Un doublet de doublet caractéristique d'un CH, —OH résonnant a 6y 3.12-3.46
ppmattribuable au H-18.
- Un septupletattribuable au H-15d’un déplacement chimique 6y 2.80 ppm.

Figure 216. Spectre RMN *H du composé C18
e Analysedu spectre RMN **C-J modulé
Sur le spectre®®C (Figure 217) :
- Quatre méthyles qui résonnent entre dc 16.6 ppm et 24.4 ppm attribuables aux
méthyles H-16, H-17, H-19 et H-20.
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Des carbones quaternaires, des CH et des CH; observés entre ¢ 18.4 et 43.5 ppm.

- Un ensemble de carbones aromatiques apparaissant entre oc 123.2 et 147.0 ppm

- Un signal résonnant a é¢ 70.5 ppm attribuable au C-18 (CH,- OH).

maya
Jmod

F35-46 p4

T - v v v 0. T T
40 35 30

T T T
25 20 15

ppm

Figure 217. Spectre RMN **CJ-modul édu composé C18

e Analysedu spectre COSY

Les spectres COSY (Figures218-219), les corrélations observées sont :

- Leproton H-2 corréle avec les protons H-1 et H-3.

- Leproton H-5 corréle avec les protons H-6.

- Leproton H-7 corréle avec le proton H-6

- Le proton aromatique H-12 sous forme d’un doublet de doublet corréle avec les deux

protons aromatiques H-11 en méta (J= 8.2Hz) et avec H-14 en ortho (J= 1.6Hz)

- LeH-15 corréle avec les protons des deux méthyles H-16 et H-17 qui corréent entre

eux.
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Figure 218. Spectre COSY de 4 0.8 &2.9 ppm du composé C18
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Figure 219. Spectre COSY de 6y 3.0 &7.2 ppm du composé C18
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e Analysedu spectre HSQC
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Figure 220. Spectre HSQC de 6¢ 15 445 ppm du composé C18
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Figure 221. Spectre HSQC de 6¢ 70.2 2126.5 ppm du compose C18

e Analysedu spectreHMBC

Sur les spectres HMBC (Figures 222-223), on observe les corrélations suivantes :
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H-1/ C-3, C-20

H-3/ C-1, C-5, C-19 et C-20

H-5/ C-4, C-6, C-10, C-19 et C-20
H-6/ C-5, C-7, C-8 et C-10

H-11/ C-8, C-10 et C-13

H-12/ C-9 et C-15

H-14/ C-7, C-9, C-12 et C-15

H-15/ C-12, C-13, C-14, C-16 et C-17
H-18/C-3,C-4, C-5et C-19

H-20/ C-2, C-5 et C-10.
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Figure 222. Spectre HMBC de 6¢ 15 a 70 ppm du composé C18
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Figure 223. Spectre HMBC de 8¢ 122 a 148 ppm du compose C15

Cette analyse spectrale permet d’ assigner la structure suivante pour le composé C18:
pomiferine A(Fragaet al., 1994), isolé d’ Abies georgeii (Yang et al., 2010).

C18 : Pomiferine A

21.4.32. ldentification du composé C19
Les spectres RMN *H et **C du composé C19 (Figures 224-225)sont semblables &
ceux du composé C18, cependant ils différent par I'absence du signal attribuable au CH, en

position 7 a 84 2.87/ 8¢ 29.7 ppmet par I’apparition d’'un CH oxygéné a oy 4.75/ 6¢ 68.9.
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Figure 224. Spectre RMN “H du composeC19
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Figure 225. Spectre RMN 13C du composéC19
e Analysedu spectre COSY

L’analyse du spectre COSY (figure 226) montre une tache de corrélation entre le

proton H-7a (J= 3.3Hz) et les protons H-5 (64 1.94 ppm) et H-6 (61 2.01-1.92 ppm) en plus
des taches dég a observées pour |le composé C18.
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Figure 226. Spectre COSY du composé C19
e Analysedu spectre HSQC
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Figure 227. Spectre HSQC de d¢ 16 a42 ppm du compose C19
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Figure 228. Spectre HSQC de 6¢ 68 a 130 ppm du composé C19

e Analysedu spectre HMBC

Les corréations du spectre HMBC du composé C19 (Figure 229) montrent les mémes

corrélations que le spectre HMBC du composé C18 avec la corrélation du proton déblindé H-
7 (0n4.75/ 6 68.9 ppm) avec le carbone C-5 et les carbones aromatiques C-8, C-9 et C-14

confirmant ainsi sa position 7.

Maya F68-75p3 HMEC
7
M [ |

-14/H-7|

“-8/H-7

- H|

C-9/H-7

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

4.0

3.5 3.0

25

2.0

15

1.0

60

80

100

120

140

160

ppm

Figure 229. Spectre HMBC du composé C19
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Ainsi, le composé C19est identifié en : 8,11,13-abietatriene-70, 18-diol (Barrero et al.,
1992)

C19: 8,11,13-abietatriene-70, 18-diol

2.1.4.33. ldentification du composé C20
Le composé C20 ressemble en grande majorité au composé C18, d’ apres les spectres
RMN *H et **C (Figures 230-231) avec un CH,OH en position 18. La seule différence se situe

au niveau de la position 7, avec 1’apparition d’un pic a 6c 200.4 ppm attribuable a une
fonction cétone.
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Figure 230. Spectre RMN *H du composéC20
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Figure 231. Spectre RMN **C du composéC20

e Analysedu spectre COSY
Le spectre COSY (Figure 232) montre les mémes corréations que le spectre COSY du
compose C18 avec |’ absence des corrélations du proton H-7.

maya SF39-45P4 =
cosy

Figure 232. Spectre COSY du composé C20
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e Analysedu spectre HSQC
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Figure 233. Spectre HSQC du composé C20

e Analysedu spectreHMBC
Par les spectres HMBC (Figures 234-235), la position de lafonction cétone est
déterminée par la corrélation des protons H-14 et H-6 avec le carbone a oc 200.4 ppm

indiquant ainsi sa position en C-7.
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Figure 234. Spectre HMBC de 6¢ 15 a 70 ppm du composé C20
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6
maya SF39-45P4
HMBC 4

Figure 235. Spectre HMBC de 8¢ 120 a 200 ppm du compose C20

La structure du compose C20est identifié au: 7-oxodehydroabietinol (Row et al.,
1971) isolé de Cedrus atlantica(Barrero et a., 2005), d’ Abies georgeii (Yang et al., 2010) et
de Pinus banksiana (Georges et a., 2012).

C20 : 7-oxodehydroabietinol.

2.1.4.4. Elucidation structurale du composé C21
D’ aprés |es spectres RMN *H (Figure 236) et **C (Figure 237), le composé C21montre
des similitudes avec le composé C18. Cependant la différence est noté dans |’ absence du
signal vers oy 3.46-3.12ppm/dc 70.5 ppm attribuable au CH,-OH du composé C18qui est
remplacé par un méthyl résonnant a oy 1.0 ppm/d¢c 33.6 ppm.
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Figure 237. Spectre RMN **C du composéC21

e Analysedu spectre COSY
Le spectre COSY du composé C21(Figure 238) montre les mémes corrélations que le
spectre COSY du composé C18 avec la corrélationdes protons du méthyle C-18 avec les

protons du méthyl C-19.
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Figure 240. Spectre HSQC de 6y 4.2 &7.25 ppm du compose C21

e Analysedu spectreHMBC
Les spectres HMBC du composé C21 (Figures 241-1242) montrent les mémes
corrélations que le compose C18 avec entre autres :
- Corréation entre les protons H-18 avec e carbone méthylique C-19
- Destaches de corrélations entre les prtons H-3 et les deux méthyles H-18 et H-19

- Corréations entre les deuc x méthyles H-18 et H-19 avec le carbone quaternaire C-4,
indiquant ainsi leur position.
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Aprés une comparaison des données spectrales du composé C2lavec celles de la
littérature et avec |’ absence de corrélation entre le proton H-7 et les méthyles H-18 et H-19 on
conclut qu’il est de configuartion a.

Le composé C21 a été identifié au : abieta-8,11,13-triéne-7a-ol isolé d’écorces de Pinus
monticola (Conner et al., 1980) et d’ Abies holophylla(Kim et al., 2016)

C21. abieta-8,11,13-triéne-7a-ol

Tableau 28. Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et *3C (150 MHZ) des
composes C18-C21dans le CD30D

Atome C18 C19 Cc20 c21
Oy, mult., O¢ dn, mult., O¢ Oy, mult., O¢ Oy, mult., Oc
J(H2) J(H2) J(H2) J(H2)
1 la 2.32,dt, 38.4 la: 2.34,dl, 395 la 2.42,d, 374 la 2.33,dt, 38.1
12.8; 1.08 12.7 13.9 12.8; 1.0
1b:1.35, m 1b: 1.38, td, 1b: 1.53, m 1b: 1.39, td,
13.4; 3.6 13.1; 36
2 2a:1.85,qt, 184 2a: 1.84, qt, 19.7 222192, m 179 2a 1.84, qt, 18.5
13.7; 35 13.4; 37 2b: 1.78, m 14.4; 6.8
2b: 1.68, m 2b: 1.7, dm, 2b: 1.65,dm,
13.9 13.9
3 3a:1.56 td, 34.9 3a:1.51,td, 36.3 3a: 1.65,td, 34.6 3a: 1.53,dt, 42.8
135,41 13.4,4.0 13.4; 39 13.1; 29
3b: 1.35, m 3b: 1.47, m 3b: 1.37, m 3b:1.32, m
4 - 375 - 38,5 - 34.6 - 34.0
5 1.67m 435 1.94, dd, 40.1 2.27, dd, 42.3 1.77, dd, 45.6
7.4;15 11.4; 6.5 10.6; 4.4
6 6a 1.84m 185 6a 2.01, 29.8 2.69, dd, 353 1.98, m 29.9
6b: 1.71, m dd, 12.7; 6.2, 2.7
45
6b: 1.92, dl,
18.2
7 2.87,m 29.7 475,d,3.3 689 - 200.4 475, m 68.9
8 - 134.6 - 137.1 - 130.7 - 137.1
9 - 147.0 - 148.6 - 146.6 - 148.8
10 - 37.0 - 38.8 - 374 - 39.0
11 7.16,d, 8.2 123.8 7.22,d,82 1252 7.41,d,81 1238 7.21d, 8.2 125.3
12 6.95,dd, 8.2, 123.2 7.11, dd, 127.2 7. 49, dd, 132.6 7.1, dd, 127.2
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3.1. Dosage des polyphénols

Les fractions résultantes de la VLC de I'extrait hydroéthanolique d Abies
numidicaF40 :60, F60 :40 et F80 :20 ont été soumises au test du dosage des polyphénols en
utilisant la méthode colorimétrique (Folin-Ciocalteu). La teneur en polyphénols des extraits
varie entre 47.44 + 0.0 a 157.64 £+ 0.2 pg/g de matiére séche (Tableau 29). Les résultats ont
montré une plus grande richesse en polyphénols dans la fraction F60 :40 (157,64 + 0,2 ug
GAE / g de masse séche) par rapport a F40 : 60 (138,24 + 0,82 ug GAE / g de masse seche) et
aF80 :20 qui présente laplus faible teneur (47,44 + 0,0 ug GAE/ g).

Tableau 29. Teneur en polyphénols totaux des fractions VLC d’ Abies numidica

Fracions Teneur en polyphénols totaux
(1g/g de matiere séche)

F40:60 138.24 + 0.82
F60:40 157.64+0.2
F80:20 47.44+ 0.0

Les résultats obtenus montrent une plus grande teneur en polyphénols par rapport a
ceux obtenus des extraits d’aiguilles et de racines d' A.burnmulleriana qui a été de 13.09+
1.64 a45.48+ 4.21ug/g d’ extrait et de 24.24+ 0.12 a 73.33+1.52 ug/g d’ extrait respectivement
avec la plus grande teneur pour I’ extrait hydroéthanolique (Senol et al., 2015).

3.2. Activité antioxydante desfractions VL C d’ Abies numidica

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits. La
complexité chimique des extraits, la polarité et le comportement chimique, pourraient
conduire a des résultats positifs, en fonction du test utilise. Dans cette éude, |’ activité
antioxydante des fractions F40 :60, F60 :40 et F80 :20 d’' Abies numidicaa été detrminée par
trois méthodes, a savoir, ABTS", le blanchissement du B-caroténe et le test de réduction
CUPRAC. Les résultats ont été enregistrés a la concentration 50% d’inhibition (ICsp) sauf
pour le test du CUPRAC. L’a-tocophérol et le BHA ont été utilisés comme standards.
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3.2.1. Essai dedécoloration du radical cation ABTS™*

La fraction F60 :40 a montré une excellente activité d’inhibition du radica ABTS”
(IC50<3 pg/mL) comparée a F40 :60(IC50 = 12.85 £ 0.12 pg/mL) et F80 :20(IC50 = 77.85 *
0.21 pg/mL) Et meilleure que celles de 1'a-tocophérol (IC50 = 4.31 + 0.1 pg/mL et le BHT
(IC50 =4.1 + 0.06 ng/mL) qui sont utilisés comme références (Tableau 30).

Tableau30. Pouvoir d’inhibition de’ ABTS™ par les fraction Abies

Fractions | Cso(Ug/mL)
F40 :60 12.85+0.12
F60 :40 1.29+ 0.02
F80:20 77.85+0.21
a-Tocopherol 431+ 0.1
BHT 4.1+0.06

Les extraits dichlorométhane, méthanol et acétone d’'Abies pindrow (Gupta et al.,
2011) ont également montré une bonne activité avec I'’ABTS "mais qui reste toujours

inférieure aux résultats obtenus avec les fractions de notre étude (1Cso= 8+ 0.0ug/mL - 99+ 0.
004 pg/mL).

3.2.2. Activité de blanchissement du B-caroténe/acide linoleique

La détermination de I’ activité antioxidante des fractions VLC d'A. numidica par la
méthode de blanchissement du B-caroténe/ acide linoleique a montré une fois encore que la
fraction F60 :40(1Cso: 18.6 + 1.1 pg/mL) est plus active que les fractions F40 :60 (1Csp: 113.8
+ 2.1 pg/mL) et F80:20 (1Csp: 125.6 + 1.2 pg/mL).

Cependant les résultats obtenus restent inférieur aux valeurs des standards : a-tocophérol et

BHT (Tableau 31).
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Tableau31l. Pouvoir d’inhibition des fractions étudiées sur le B-caroténe/ acide linoleique

Fractions | Cso (Mg/ML)
F40:60 113.81+2.08
F60:40 18.59+1.09
F80:20 125.56+1.23
a-Tocopherol 2.1+0.08
BHT 1.34+0.04

3.2.3. Laréduction cuprique (CUPRAC)

Dans I'essai CUPRAC, les résultats sont représentés par Aos correspondant a la

concentration par rapport a |'absorbance 0.5, car selon la loi de Beer, la linéarité est trés

précise entre les valeurs d'absorbance 0.2 et 0.8. L'absorbance augmente avec la concentration

croissante des fractions. Dans cet essai, les fractions F40 :60 et F60 :40se sont avérés tres

proches I'une de l'autre (Aps: 31.2 + 0.1 ug/mL, Aps: 33.8 + 0.2 ug/mL, respectivement). La

fraction F80:20a révélé la plus faible capacité antioxydante (Aos: 183.0 £ 0.4 pg/mL).

Cependant, les résultats restent inférieurs a ceux des standards (Tableau 32).

Tableau32. Inhibition du CUPRAC par lesfractions d’ A. numidica

Fractions Aos(Hg/mL)
F40:60 31.15+0.08
F60:40 33.83+0.20
F80:20 183.0+0.40
a-Tocopherol 255+0.01
BHT 3.80+0.01

Les conclusions tirées des trois méthodes utilisées dans la détermination de la capacité

antioxydante des fractions issues de la VLC de |’ extrait hydroéthanolique des cones d’ Abies

numidica sont :

- Avec le test de I'ABTS™, une excellente activité a été notée surtout pour la fraction

F60 :40 (I1Csp: 1.29+0.02 pg/mL) qui amanifesté un pouvoir antioxydant supérieur a celui
des standards a-tocophérol (ICsg: 4.31+0.1 pg/mL) et BHT (ICsp: 4.1+0.06 pg/mL). La
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fraction F40 :60 a également présenté une trés bonne activité (ICsp: 12.85+0.12ug/mL)
comparée alatroisiéme fraction F80 :20 (ICsp: 77.85 £0.21 pg/mL).

- Avec le test du blanchissement duf-caroténe, la fraction F60 :40 S'est avérée la plus
active (ICsp: 18.59+1.09ug/mL) par rapport aux fractions F40:60 et F80:20 (ICsp:
113.81+2.08 pg/mL et 1Csp: 125.56 + 1.23 pug/mL). Les vaeurs restent inférieures a
celles des standards.

- Avecla méthode du CUPRAC, les fractions F40 :60 et F60 :40 présentent une activité
antioxydante modérée (ICsp: 31.15 £0.08 pg/mL et 1Csp: 33.83 £0.20 pug/mL) par rapport
a la fraction F80:20 (ICsp: 183.0+£0.40 pg/mL) mais qui reste bien faible comparé aux
standards.

- Dans les trois méthodes utilisées pour la détermination du pouvoir oxydant des fractions
d Abies numidica, la fraction F60 :40 a manifesté la meilleure activité sauf dans I’ essai
CUPRAC ou €dle éait en seconde position apres la fraction F40 :60 avec une légere
différence, Ceci s explique d un coté par la différence de polarité des fractions et d’ un
autre par leurs richesse en polyphenols. En effet, les résultats obtenus dans I’ activité
antioxydante s accordent avec les résultats recueillis précédemment du test de lateneur en
polyphénols ou la fraction F60 :40 a montreé la plus grande teneur suivie de la F40 :60 et

enfin de lafraction lamoins polaire F80 : 20.

3.3. Adctivitéanticholinestérase

L'activité a été réaisee contre deux enzymes, a savoir l'acétyl et la
butyrylcholinesterase, qui sont les principaes enzymes de la maladie d’ Alzheimer. Dans
notre étude, nous avons testé pour cette activité les fractions VLC d’ Abies numidicaF40 :60,
F60 :40 et F80:20ainsi que I’extrait hydroéthanolique de Cedrus atlantica(EHM CA)tout en
effectuant une étude comparative des résultats obtenus.
Contre |I’enzyme acétylcholinestérase (AChE), I'EHMCA a montré la plus forte capacité
d’inhibition (ICsp : 130 pg/mL) comparée alafraction F40 :60 (ICsp: 927.38+ 2.41ug/mL) et
alafraction F60 :40 (1Csp: 5816.88 + 3.20pg/mL) d’ Abies numidica. Lafraction F80:20 n'a
montré aucune activité conte I’ AChE. Cependant, I’ activité manifestée par 'HEMCA reste
bien faible par rapport au standard utilisé, a savoir la galantamine (ICsp: 5.01+ 0.1 pg/mL)

qui est utilisée dans le traitement de lamaladie d’ Alzheimer (Tableau 33).

239



Partie 3 Chapitre 3

Dosage des polyphénols et activités biologiques

Tableau 33. Inhibition de I’ Acétylcholinestérase par les extraits étudiés

Plantes Extraits [ Cso(ng/mL)
F40:60 927.38+ 2.41

A. numidica F60:40 5816.88+ 3.20
F80:20 N.A.

C. atlantica EHMCA 130+ 1.2

Standard Galantamine 5.01+0.10

Dans I'inhibition de la butyrylcholinestérase (BChE), une activité modérée a été
observée (tableau 34) surtout pour la fraction F80:20 d’Abies numidica qui a présenté la
meilleure activité inhibitrice de I’ enzyme parmi les autres avec une valeur 1Csy de 83.8 + 0.8
ug / mL suivie des deux fractions F60 :40 et F40 :60 dont les résultats étaient assez proches
(ICs0: 176.58+1.30 pg/mL et 187.82+2.10 pg/mL) respectivement et derniere position,
I"EHMCA qui aprésenté unetrésfaible activité (1Csp : 1125 pug/mL).

Tableau34. Inhibition de |’ enzyme butyrylcholinestérase par |es extraits testés

Plantes Fractions [ Cso(Ug/mL)
F40:60 187.82+ 2.10
A. numidica F60:40 176.58+ 1.30
F80:20 83.85+ 0.84
C. atlantica EHMCA 1125+ 0.67
Standard Galantamine 53.9 £ 0.56

Les résultats de I'activité anticholinestérase et de l'activité antioxydante étaient
différents en ce sens gu'ils éaient incapables de se soutenir mutuellement, comme indiqué
dans la littérature (Orhanet et a., 2007). Ici, éant donné gqu’elle possédait une puissante
activité antioxydante, on sattendait a ce que la fraction F60 :40 ait la meilleure activité
anticholinestérase. Cependant, la fraction F80 :20 qui présentait la moindre concentration
phénolique et indiquait la moindre activité antioxydante présentait la meilleure activité
inhibitrice de la butyrylcholinestérase. Cela montre que les polyphénols présents dans les
fractions étudiées ne sont pas les seuls responsables de |’ activité anticholinestérase..

Dans une étude réalisée récemment sur les extraits acétone, acétate d éthyle et

éthanolique des aiguilles et des racines d’ Abies burnmulleriana et de Cedrus libani(Senol et
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a., 2015) contre |'activité anticholinestérase et butyrylcholinestérase. Les résultats de
I’inhibition de I’ AChE étaient entre 2.93+ 0.75% et 29.31+ 0.98% pour A. burnmullerianaet
entre 1.91+ 0.48% et 44.07+ 0.20% pour les extraits de C. libani. Comparé a la galantamine
(92.72+ 0.15%), I'extrait hydroéthanolique des racines de C. libani montre une activité
modérée et meilleure que celle de I’ extrait hydroéthanolique des cones de C. atlantica testé
dans notre étude.

D’autre part, les résultats obtenus dans I’activité inhibitrice de I’enzyme BChE étaient
meilleurs que ceux de I’ AChE avec des poucentages entre 26.26 + 2.41% et 47.77+ 1.38 %
pour les extraits d’A. burnmulleriana témoignant d’ une meilleure activité contre la BChE par
rapport a I’AChE et entre 21.84 + 1.0% et 67.54 = 0.30 % pour les extraits de Cedrus
libaniqui manifestent une melilleure activité inhibitrice de la BChE comparés aux extraits de
C. atlantica de notre étude et une activité un peu plus proche que celle de la galantamine
(89.95+ 0.87%) (Senol et a., 2015).

3.4. Activitéantimicrobienne

3.4.1. Activité antibactérienne des extraits

Dans lalittérature, les éudes antimicrobiennes concernent souvent un nombre limité de
souches d'une ou de deux especes. Dans notre étude, le potentiel antimicrobien des extraits
hydroéthanoliques des cones d’A. numidica et de C. atlantica a été évalué contre 22
microorganismes incluant les bactéries Gram-positif et Gram-négatif ains que les
champignons par I'évaluation de la CMI dans des milieux solides et liquide (Tableau 35) ce
qui peut nous permettre de découvrir le potentiel antimicrobien des extraits a grande échelle.

» L'extrait hydrométhanique des conesd’ A. numidica : ilétait actif a différents degrés

contre 12 souches bactériennes, en particulier des bactéries Gram-positif. Aucune activité
antimicrobienne n'a été observée contre les souches bactériennes Gram-négatif, Escherichia
coli CIP 54.127, Enterobacter cloacae, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae et
Providencia stuartii (Tableau 35).
Cet extrait présentait la meilleure activité antibactérienne contre six microorganismes, a
savoir Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis ATCC 1034, Staphylococcus aureus 8325-4,
Staphylococcus aureus CIP 53.154, Micrococcus luteus et Listeria innocua avec des valeurs
de CMI sur agar inférieures 20,3 mg / mL. Les mesures de CMI de I'extrait par des essais de
microdilution contre ces six souches bactériennes (Tableau 20) révelent une trés forte activité

contre Bacillus subtilis (CMI = 62,5 ug/mL) par rapport a Staphylococcus aureus 8325-4,

241



Partie 3 Chapitre 3

Dosage des polyphénols et activités biologiques

Micrococcus luteus, Listeria innocua (CMI = 125ug/mL ) et a Enterococcus faecalisATCC
1034 et Saphylococcus aureus CIP 53.154 (CMI= 250 pg/mL). Cette activité est tres
intéressante pour un extrait brut.

» L’extrait hydroéthanolique des cones de C. atlantica : I'extrait hydrométhanique des
cones de Cedrus atlantica était actif a différentes concentrations contre 13 souches, dix
d’entre elles sont des bactéries Gram (+) et il n’a présenté aucune activité contre E.coli CIP
53-127, Enterobacter cloacae, Salmonella enterica 2011, Serratia marcescens et Klebsiella
pneumoniae.

Par ailleurs, I’ extrait a manifesté une trés bonne activité contre les souches Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis ATCC 1034, Micrococcus luteus, Streptococcus pyogenes et contre
Shigella soneli a Gram (-) avec une CMI inferieur a 0.3 mg/mL. D’autre part, I’ extrait a
présenté une bonne activité inhibitrice contre la souche Saphylococcus epidermidis avec une
valeur CMI de 0.62 mg/mL et une activité modérée contre Saphylococcus aureus CIP 8325-
4, Saphylococcus aureus CIP 53-154 et Listeria innocua avec une CMIégale a 1.25mg/mL.

L’activité antimicrobienne est considéré forte lorsque la CMI est comprise entre 100 a 500 pg
/ mL, elle est bonne de 500 a 1000 pg/mL, alors qu’elle est faible lorsque la CMI est > 1000
pg/mL, I'extrait a une activité faible (Holetz et al., 2002). Compte tenu de cette classification,
I'extrait hydrométanolique d’A. numidica a une trés forte activité antimicrobienne contre
Bacillus subtilis (CMI = 62,5 ug/mL) et une bonne activité antimicrobienne contre E. faecalis,
S aureus 8325-4, S aureus CIP 53.154, M. |uteus Et L. Innocua (CMI < 250 pg/mL) alors
que I'extrait de C.atlantica est trés actif contre Bacillus subtilis, E. faecalis, M. luteus,

Streptococcus pyogenes et Shigella soneii (CMI < 0.3mg/mL) (Tableau 35).

Tableau 35. Activité antibactérienne des extraits étudiés (CMI)

Microor ganismes CMI (mg/mL) en milieu | CMI (pg/mL)en
solide milieu liquide
A. numidica C.atlantica A. numidica

Bacteries (Gram positif)

Bacillus subtilis <03 <03 62.5
Enterococcus faecalisATCC 1034 <03 <03 250
Staphylococcus aureus 8325-4 <0.3 1.25 125
Saphylococcus aureus CIP 53.154 <0.3 1.25 250

Micrococcus luteus <03 <03 125
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Listeria innocua <03 1.25 125
Sreptococcus pyogenes 0.6 <03 -
Staphylococcus epidermidis 0.6 0.62 -
Bacteries (Gram negatif)

Escherichia coli CIP 54.127 NA? NA -
Enterobacter cloacae NA NA -
Salmonella enterica NA NA -
Serratia marcescens 10 10 -
Proteus vulgaris 10 10 -
Klebsiella pneumoniae NA NA -
Providencia stuartii NA 10 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 | 10 10 -
Shigella soneli 10 <0.3 -
®NA : Non Actif

34.2.

Activité antifongique des extraits
L'activité antifongique in vitro a également été testée contre Cryptococcus neoformans,

Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida kefyr et Candida albicans.

» L'extrait hydroéthanolique d’A. numidica était uniquement actif contre les levures
Candidaen milieu solide. Les meilleurs résultats ont été obtenus contre Candida glabrata
avec 5mg/mL de valeur de CMI et était moins actif contre Candida tropicalis, Candida
kefyr et Candida albicans avec 10 mg/mL de vaeur de CMI (Tableau 36).

» L’extrait hydroéthanolique de C. atlantican’a montré d'activité qu'avec C. glabrata
(CMI=1.25 mg/mL).

Tableau 36. Activité antifongique des extraits éudiés (CMI)

Leslevures MIC (mg/mL) en milieu solide
A. numidica C. atlantica
Candida glabrata 5 1.25
Candidatropicalis 10 NA
Candida kefyr 10 NA
Candida albicans 10 NA
Cryptococcus neoformans NA? NA
®NA : Non Actif
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3.4.3. Activitéantibactérienne des produitsisolés

> Lescomposesisolésd’A. numidica : Pour identifier les composes ayant une activité
antibactérienne dans |’ extrait hydroéthanolique, un test de bioautographie a été effectué contre
Saphylococcus aureus CIP 53.154, I'un des microorganismes les plus sensibles. La
bioautographie a montré que 1’acide 7a-hydroxydehydroabietique(A4) était le composé le
plus actif et indiquait une moindre activité pour I’acide 7a, 15-dihydroxy-8, 11, 13-
abietatriene-18-oique(A 1), acide 15-hydroxydehydroabietique (A2), acide 15-hydroxy-70xo-
8, 11, 13-abietatrien-18 oique(A3), abiesadine O (A6) et4-hydroxy-18-nor-8,11, 13-
abietatrien-7-one (A7) (Tableau 37). Par conséguent, ces composés ont été testés séparément
en milieu liquide contre S. aureus CIP53-154, L. innocua et E. Faecalis ATCC1034 (Tableau
22). En accord avec les résultats de la bioautographie, les composés A4 et A6 ont montré la
plus grande activité contre S. aureus et L. innocua (MIC = 62,5 pg / ml), qui est trés proche
des CMI des antibiotiques. Cependant |ls éaient moins actifs contre E. faecalis (CM1 = 125
pug/mL).
D’ autre part, le composé Al présentait une activité trop élevée contre L. innocua (CMI = 62,5
pg/mL) et une bonne activité contre S. aureus et E.faecalis (CMI = 125 pg/mL).
Les composés A2, A3 et A7présentaient une activité modérée avec des CMI comprises entre
125 et 500 pg / mL et les composeés 7-oxodehydroabietinol (A5)et 1’acide 13p-hydroxy-7oxo-
8(14)-abi eten-18-0ique(A8)ne présentaient aucune activite.
Ces résultats suggerent que la présence du groupe hydroxyle en position 7a (Al, A4, A6)
peut augmenter |'activité antimicrobienne des dérivés d'acide déshydroabiétique par rapport a
un groupe cétonique (A2, A3, A5, A7), comme I'ont observé Gouiric et a. (2004). D'autre
part, un groupe carboxyle en position C-18 dans des dérivés d'acide déshydroabiétique
semble étre plus sélectif vis-a-vis de I'activité antibactérienne (Figure 243).
Tableau37. Activité antibactérienne des composesisolés d’ A. numidica

Bioautographie CMI (ug/mL)

Composés
S. aureus S. aureus L. innocua E. faecalis
CIP 53.154 CIP 53.154 ATCC 1034

Al +++ 125 62.5 125

A2 +++ 125 125 125

A3 ++ 250 125 250

A4 ++++ 62.5 62.5 125
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A5 . - - -
A6 +++ 62.5 62.5 125
A7 + 250 125 500
A8 . - - -

R1 R> R3

Al COOH o —-OH OH
A2 COOH H OH
A3 COOH =0 OH
A4  COOH o —OH H
A5 CH,OH =0 OH
A6 COOH o —OH OMe
A7 OH =0 H

Figure 243.Les composés isolés d’ Abies numidica testés en activité antibactérienne

» Les composes isolés de C. atlantica: Les composés isolés de Cedrus ont été a leur
tour testés contre S. aureusCIP 53.154 en bioautographie en premier lieu et contre E.
faecalisSATCC 1034, S aureusCIP 53.154, E. coli CIP 54.127, S epidermidis et P.
aeroginosa ATCC 9027 en milieu liquide pour déterminer leurs CMI. Les résultats, donnés
dans le tableau 23, ont montré une activité anti-staphylococcale pour tous les composes. Les
diterpénes abietaneC10-C15, C17, C18, Cl19et C21 ont révélé une forte activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus avec un diamétre de zones dinhibition
supérieur a1,5 cm.

Paralléement, pour mesurer la CMI des composés actifs, une méthode de dilution en série a
été utilisée contre trois bactéries Gram-positif (Enterococcus faecalis ATCC 1034,
Staphylococcus aureus CIP 53.154 et Staphylococcus epidermidis) et deux bactéries Gram-
négatif (Escherichia coli CIP 54.127 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027). Les CMI

variaient de 15,1 pg/mL a la concentration limite de 500 pug/mL. Les resultats obtenus sont en
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accord avec ceux de la bioautographie, les composés dont les zones dinhibition sont
supérieures a 1,5 cm en bioautographie affichent clairement des valeurs de CMI plus faibles
gue les autres. L’ acide déhydroabietique (C14) a éé considéré comme étant le composé le
plus actif ayant la valeur de CMI la plus faible (15,1 pg/ml) contre E. faecalis ATCC 1034
(résistante aux deux antibiotiques testés), une bactérie commensal e résistante aux amputés qui
peut causer des infections mortelles chez I'homme. Les résultats présentent cette souche
comme la plus sensible parmi les cing bactéries testées. Les abietanediterpenes : Abiesadine L
(C11), abiésadine Q(C12), abiésadine R(C13),pomiférine A (C18) et8,11,13-abietatriene-7a,
18-diol(C19) présentaient une activité antibactérienne plus importante que les autres
composés avec des CMI comprises entre 31,2 et 250 pg/mL. A partir de laquelle 1'abiesadine
R (C13) éait le composé le plus actif contre S. epidermidis (MIC = 31,2 pg / mL) et P.
aeruginosa ATCC 9027 (CMI = 62,5 ug/mL). Selon le tableau 38, dans vingt et un cas, on a
obtenu une forte activité antibactérienne (CMI = 15,1 a 62,5 pg/mL) qui est treés proche des
CMI des antibiotiques. En comparant I'activité de I’ acide déhydroabietique(C14) avec celles
de I’acide 12-hydroxydehydroabietique (C15) et I’acide 7-oxodehydroabiétique (C17), on
remargue que la présence d'un groupe hydroxyle supplémentaire sur le cycle aromatique en
position C-12 (C15) diminue I'activité plus qu'un groupe cétone en position C-6 (C17)(Figure
244). Les dérivés d'acide tocotriénolique :I'acide 11E-15E-19E-9-(2,8-dimethyl-5-methoxy-
chroman-6-o0l)-12,16,20-trimethyl-11,15,19-tridecatriencique (C1l) et |’ acidey-garcinoique
(C2) ont été modérément actifs contre les cing bactéries testées avec des CMI alant de 62 a

500 pg/mL. Cette activité est plus contre les bactéries Gram-positif (Tableau 38).

Tableau 38. CMI des produits isolés de Cedrus atlantica.

CMI (ug/ml)
Bloaclzgr??rr: Py E. aurséus S E. coli aerugi.noaa
Composes S. aureus faeéall|os§\4TC CIP | epidermidis 52: Ill; ATCC

CIP53.154 53.154 ' 9027
C1l ++ 125 125 250 500 500
C2 +++ 62.5 125 125 250 125
C5 ++ 250 250 62.5 250 125
C6 +++ 125 250 250 250 250
C7 ++ 125 125 62.5 250 250
C8 + 250 250 500 NA NA
C10 +++ 62.5 62.5 125 250 250
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C1l ++++ 31.2 31.2 250 250 250
C12 ++++ 31.2 62.5 125 125 250
C13 +++ 62.5 125 31.2 125 62.5
Cl4 ++++ 15.1 312 125 125 125
C15 +++ 62.5 125 250 250 250
C17 ++++ 62.5 62.5 125 125 250
C18 ++++ 31.2 31.2 125 250 250
C19 ++++ 31.2 62.5 125 250 125
c21 ++ 500 250 NA NA NA
Gentamycine ++ R S S S S

Vencomycine NT R S S R R

(+): effect significantif, de + (0.5 cm zone d’inhibition) & ++++ (> 1.5 cm zone d’inhibition);

NA: Non actif; NT: non testé& R: resistant; S: sensible

R1 R2 R3

R3

Cl OCH; H COOH
C2 H CH; COOH

HO

C6
C5 >
OCH,
HO
e R, Rl R2
5 C7 OH OH
C9 OCH: OH

Ry
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Figure 244. L escomposés isolés de Cedrus atlantica testés en activité antibactérienne.
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Conclusion générale

L’ étude phytochimique des cones d’ Abies numidica de Lannoy et de Cedrus atlantica
(Endl) Manetti a permis I’ extraction de 29 composes au total. La détermination structurale a
été réalisée par les méthodes spectroscopiques de RMN mono et bi-dimensionnélle, par la
spectrométrie de masse (ESIMS et HRESIMS) ainsi que par la comparaison avec les données

delalittérature.

e Huit composés diterpéniques de squelette abiétane dé§ja identifiés dans le genre Abies ont
été isolés des cones d’ Abies numidica :
e Acide 7a, 15-dihydroxy-8, 11,13- abietatrien-18-oique (Acide 7a, 15-
dihydroxydehydr oabietique)
e Acide 15-hydroxydehydroabietique
e Acide 15-hydroxy-7-oxo- 8, 11,13-abietatrien-18-oique
e Acide 7a- hydroxydehydroabietique
e 7-oxodehydroabietinol
e Abiesadine O (Acide 7a-hydroxy-15-methoxy-dehydroabietique)
e 4-hydroxy-18-nor-8,11, 13-abietatriene-7-one
e Acide 13B-hydroxy-70xo0-8, 14-abieten-18-oique

e Vingt et un composés ont été isolés des cones de Cedrus atlantica comprenant :
- Troisacides tocotrienoliques :

+ Acide cedratlantique (AcidellE-15E-19E-9-(2,8-dimethyl-5-methoxy-
chroman-6-ol)-12, 16, 20-trimethyl-11, 15, 19-tridecatrienoique) (nouvelle
molécule)

+ Acidey-garcinoique (Isolé pour la premiére fois dans la famille Pinaceae)

4 6-(E)- deoxy- amplexichromanol(isolé pour la premiére fois dans la famille des
Pinaceae)

- Troisflavonoides:
+ Cedratlanticoside (I'sorhamnetin (3,6-O-di-E-cinnamoyl)-3-O-$-D-
glucopyranoside (nouvelle molécule)
+ Daglesioside |V (isolé pour lapremiére fois du genre Cedrus)

+ (+)taxifoline
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- Troisnéolignanes:
+ ent-Cedrusine
+ (7R, 85)-Dihydrodehydrodiconiférol

+ |somassonianoside B (isolé pour la premiére du genre Cedrus)

- Douze composés diterpéniques déja identifiés dans lafamille Pinaceae:
4+ Abiesadine F (isolé pour |a premiére fois du genre Cedrus)
AbiesadineL (isolé pour lapremiéere fois du genre Cedrus)
Abiesadine Q(isolé pour la premiere fois du genre Cedrus)
Abiesadine R(isolé pour la premiére fois du genre Cedrus)
Acide déhydroabietique
Acidel2-hydroxydehydroabietique(isolé pour la premiere fois du genre
Cedrus)
+ Acide 7a, 15-dihydroxy-8,11,13-abietatrien-18-oique(isolé pour la premiere

-k =

fois du genre Cedrus)

Acide 7-oxodehydroabiétique

Pomiferine A

8,11,13-abietatriene-7a, 18-diol

7-oxodehydr oabietinol (isolé pour la premiere fois du genre Cedrus)

= & F

abieta-8,11,13-tri¢ne-7a-ol (isol€ pour la premiere fois du genre Cedrus)

e L’activité antioxydante des fractions de I’extrait hydroéthanolique des cones d Abies
numidica a été déterminée par le test de I’ ABTS”, le blanchissement du B-caroténe et le
test de réduction CUPRAC. Les fraction ont montré une trés bonne inhibition de I’ABTS™
en particulier la fraction F60:40 comparée aux résultats obtenus dans la réduction de
CUPRAC et le blanchissement du B-caroténe ou les fractions ont montré la plus faible

activité.

e L’activité anticholinestérase des fractions d' Abies numidica et de [|'extrait
hydroéthanolique de Cedrus atlanticaa été réalisée contre deux enzymes,|'acétyl- et la
butyrylcholinestérase. Les résultats obtenus contre |’ acétylcholinestérase montrent que
I’extrait de Cedrus est plus actif que les fractions d’ Abies mais qui reste tout de méme

faible comparé a celle du standard utilisé, par contre la fraction F80 : 20 a montré une forte
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inhibition de la butyrylcholinestérase suivie par les deux fractions F60 :40 et F40 :60 et

enfin |’ extrait hydroéthanolique des cones de Cedrus.

Les extraitsd’ Abies et de Cedrusont montré une trés bonne activité antibactérienne contre
des souches mgjoritairement a Gram (+) a savoir, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis
ATCC 1034, Saphylococcus aureus 8325-4, Saphylococcus aureus CIP 53.154,
Micrococcus luteus, Listeria innocua et Streptococcus pyogenes. avec des valeurs de CMI
sur agar inférieure 20,3 mg / mL. La meilleure inhibition antifongique des deux extraits a

été révé ée contre Candida glabrata.

L’ activité antibactérienne des composés isolés diterpéniques isolés des cones d Abies
numidica a éé évaluée par la méthode de la bioautographie suivie du test de la
détermination de la CMI en milieux solide et liquide contre S. aureus, L. innocua et
E.faecalis. Les résultats obtenus avec ont montré que I’acide 7a-
hydroxydehydroabietique(A4), abiesadine O (A6) et 1’acide 7a, 15-dihydroxy-8, 11,13-
abietatrien-18-oique (A1) sont tres actifs, aors que I'acide 15
hydroxydehydroabietique(A8) et le 7-oxodehydroabietinol (A5) n’ont manifesté aucune

activité antibactérienne.

Avec laméme méthode, les composés diterpéniques isolés de Cedrus atlantica (C10-C20)
étaient les composés les plus actifs. L'abiesadine L (C11) et I'acide déhydroabietique
(C14) ont manifesté une tres forte activité contre E. faecalis ATCC 1034 et S. aureusCIP
53.154 dors que l'abiesadine Q (C12) a présenté la plus grande inhibition contre S
epidermidis et P. aeroginosa ATCC 9027.
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Résumé

Les séparations et les purifications par des méthodes chromatographiques ont permis
d'isoler 8 composes de type abietane-ditepénes des cones d’ Abies numidica de Lannoy et 21
composes des cones de Cedrus atlantica (Endl) Manetti incluant 3 acides tocotrienoliques
dont un inédit, 3 flavonoides dont un nouveau, 3 neolignanes et 12 abiétane-diterpénes. La
détermination structurale des composés isolés de ces deux Pinaceae a été basée sur
| utilisation des techniques RMN 1D et 2D (*H, **C, COSY H-H, HSQC, HMBC et NOESY),
la spectrométrie de masse (ESI-MS et HRESI-MS) et sur la comparaison avec les données
bibliographiques. L’évauation de I’ activité antioxydante des fractions issues de la VLC de
I’extrait hydrométhanolique des cones d’A. numidica a montré une meilleure activité de la
fraction F60:40 dans letest de I’ ABTS , suivie des fractions F40:60 et F80:20. Par ailleurs,
la fraction F60:40 de I'extrait hydrométhanolique des cones d’A. numidica a montré un
meilleur pouvoir inhibiteur de I’enzyme acétylcholinestérase aors que la fraction F80:20 a
manifesté une meilleure activité contre la butyrylcholinesterase. Les extraits des deux plantes
étudiées et les composés isolés ont montré une bonne activité antimicrobienne contre un large
spectre de bactéries Gram-positif et contre les champignons (Candida) testés.

Motsclés: Pinaceae, Abies numidica, Cedrus atlantica, diterpenes, acides tocotrienoliques,
flavonoides, lignanes, activités biologiques.

Abstract

Separations and purifications by chromatographic methods allowed us to isolate 8 abietane-
diterpene compounds from the cones of Abies numidica de Lannoy and 21 compounds from
the cones of Cedrus atlantica (Endl) Manetti including 3 tocotrienolic acids from wich oneis
new, 3 flavonoids from which one is new, 3 neolignanes and 12 abietane-diterpenes. The
structural determination of the isolated compounds from these two Pinaceae was based on the
use of 1D and 2D NMR techniques (1H, 13C, COSY HH, HSQC, HMBC and NOESY), mass
spectrometry (ESI-MS and HRESI-MS ) and on comparison with literature data. Evaluation
of the antioxidant activity of the fractions derived from the VLC of the hydromethanolic
extract of the cones of A. numidica showed a higher activity of the F60:40 fraction in the
ABTS + test, followed by fractions F40:60 and F80:20. Furthermore, the F60:40 fraction of
the hydromethanolic extract of the cones of A. numidica was the best inhibitor of the enzyme
acetylcholinesterase whereas the F80:20 fraction showed the highest activity against
butyrylcholinesterase. The extracts of the two studied plants and the isolated compounds
showed a good antimicrobial activity against a large spectrum of Gram-positive bacteria and
on the tested fungi (Candida).

Keywords. Pinaceae, Abies numidica, Cedrus atlantica, diterpenes, tocotrienolic acids,
flavonoids, lignanes, biological activities.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Eight known abietane diterpenes (1-8) were isolated for the first Received 30 January 2016
time from Abies numidica cones (Pinaceae). The structures of all Accepted 30 April 2016

compounds were established by means of 1D and 2D NMR, and UV KEYWORDS

spectral analyses. The hydromethanolic extract of A. numidica cones Abies numidica; Pinaceae;
was tested for its antimicrobial activity against 17 gram-positive and abietane diterpenes;
gram-negative bacteria and against five yeasts by the use of liquid and antimicrobial activity; solid
solid medium and bioautography methods. The best antimicrobial medium; liquid medium;
activity was found against gram-positive bacteria (MIC < 0.3 mg/mL) bioautography

Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis ATCC 1034, Staphylococcus aureus

8325.4, S. aureus CIP 53.154, Micrococcus luteus and Listeria innocua

and against Candida yeasts. The determination of MIC's of isolated

products showed a high activity of compounds 4 and 6 against S.

aureus, L.innocua (MIC = 62.5 ug/mL) and E. faecalis (MIC = 125 pug/mL).

Hydroalcoholic extract
NMR analysis
(VLC RP-18, Flash
——> chromatography, HPLC semi [ e——

preparative)

Abies numidica cones @ ? Abietane diterpenes

Antimicrobial activity (Solid and liquid media)

1. Introduction

Abies is an important genus of the Pinaceae family. About 50 species are distributed in North
Africa, Europe, North and Middle America and highlands of Asia (Zheng & Fu 1978).

CONTACT Zahia Kabouche @ zahiakabouche@umc.edu.dz
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Triterpenoids, steroids, flavonoids, phenols, fatty acids and lignans have been previously
reported (Yang et al. 2008). Abies species have exhibited several activities, including antitu-
mour (Kim et al. 2004), anti-inflammatory, antihypertensive, anti-ulcerogenic (Singh et al.
2000), antibacterial (Vishnoi et al. 2007), antifungal (Aoyama & Doi 1992), antitussive (Nayak
et al. 2003) and central nervous system activities (Nayak et al. 2004). The cones of Abies
numidica de Lannoy ex Carriére were used in folk medicine against cold, indigestion, stomach
ache, pulmonary, vascular and venereal diseases (Fujita et al. 1995). We report here the
phytochemical composition and the in vivo antimicrobial activity of the cones of A
numidica.

2. Result and discussion

Chromatography of the hydromethanolic extract of the cones of A. numidica afforded eight
known compounds (1-8). They were unambiguously identified as follows: 7a,15-dihydrox-
ydehydroabietic acid (1) (Prinz et al. 2002),13p-hydroxy-7oxo-8(14)-abieten-18-oic acid (2)
(Ohtsu et al. 2000), 15-hydroxy-7-oxo-dehydroabietic acid (3) (Matsumoto et al. 1988), 7a-hy-
droxydehydroabietic acid (4) (Miguel Del Corral et al. 1994), 7-oxodehydroabietinol (5)
(Tanaka et al. 1997), 7a-hydroxy-15-methoxy-dehydroabietic acid (6) (Xian-Wen et al. 2010),
4-hydroxy-18-nor-8,11,13-abietatrien-7-one (7) (Lee et al. 1995) and 15-hydroxydehydroa-
bietic acid (8) (Cheung et al. 1993) (figure S1) by comparison of their spectroscopic data with
literature values.

The antimicrobial potential of the hydromethanolic extract of A. numidica cones was
evaluated against 22 microorganisms including gram-positive and gram-negative bacteria
as well as fungi by the MIC’s evaluation in solid and liquid medium (Acebey-Castellon et al.
2011; Abedini et al. 2014). In solid media, the hydromethanolic extract was active at different
degrees against 12 bacterial strains, particularly gram-positive bacteria (Table S1). No anti-
microbial activity was found against the gram-negative bacteria strains, Escherichia coli CIP
54.127, Enterobacter cloacae, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae and Providencia
stuartii. The best antibacterial activity was obtained against six microorganisms, namely
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis ATCC 1034, Staphylococcus aureus 8325-4, S. aureus CIP
53.154, Micrococcus luteus and Listeria innocua with MIC's values on agar below <0.3 mg/
mL. The exact MIC values, in the liquid media, against these six bacterial strains, revealed
that the hydromethanolic extract have a strong activity against B. subtilis (MIC = 62.5 ug/
mL) and a good antimicrobial activity against E. faecalis, S. aureus 8325-4, S. aureus CIP 53.154,
M. luteus and L. innocua (MIC < 250 pg/mL). This activity is very interesting for a crude extract
(Toyang et al. 2012). To identify the compounds having an antibacterial activity in this extract,
a bioautography assay (Acebey-Castellon et al. 2011; Abedini et al. 2013) was performed
with the pure compounds (1-8) against S. aureus CIP 53.154, one of the most sensitive
microorganisms. Bioautography showed a good-to-moderate activity for the five dehydro-
abietic acid derivatives (1, 3, 4, 6, and 8) and a low activity for compound 7. (Table S2).
Therefore, these compounds were tested separately in liquid medium against S. aureus CIP53-
154, L.innocua and E. faecalis ATCC 1034 (Table S2). Like bioautography, 4 and 6 showed the
greatest activity against S. aureus and L. innocua (MIC = 62.5 pg/mL) which is very close to
MICs of antibiotics. They were less active against E. faecalis (MIC = 125 ug/mL). Compound
1 showed a good activity against L. innocua (MIC = 62.5 pg/mL) and a moderate activity
against S. aureus and E. faecalis (MIC = 125 pg/mL). Compounds 3, 7 and 8 exhibited a
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moderate activity with MICs ranging between 125 and 500 pg/mL. These results suggest
that the presence of hydroxyl group in 7a position (1, 4, 6) may increase the antimicrobial
activity of dehydroabietic acid derivatives compared to a ketone group (2, 3, 5, 7), as observed
by Gouiric et al. (2004). On the other hand, a carboxyl group in C-18 position in dehydroa-
bietic acid derivatives seems to be more selective to the antibacterial activity.

The invitro antifungal activity of the hydromethanolic extract was also tested against five
yeasts and was active at 5 mg/mL MIC'’s value against Candida glabrata and at 10 mg/mL
MIC’s value against Candida tropicalis, Candida kefyr and Candida albicans (Table S1).

3. Conclusion

Eight abietane diterpenes (1-8) were isolated for the first time from the cones of A. numidica.
The hydromethanolic extract was screened for its antibacterial and antifungal activities and
demonstrated antibacterial activity against B. subtilis, E. faecalis, S. aureus 8325-4, S. aureus
CIP 53.154, M. luteus and L. innocua with MIC’s ranging from 62.5 to 250 ug/mL. Compounds
4 and 6 showed a strong activity against S. aureus 8325-4 and L. innocua (MIC = 62.5 pg/mL),
and compounds 1, 3, 7 and 8 showed a good antimicrobial activity. This work reveals that
this plant can be used as a potent source of new antimicrobial agents against bacteria which
are increasingly becoming resistant to traditional antibiotics.
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