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Depuis I’aube des temps, I’homme n’a cessé de chercher a subvenir de ses besoins en
puisant dans la nature qui lui assure non seulement ses besoins nutritionnels et vestimentaires

mais également médicamenteux.

Au cours du temps, les connaissances empiriques accumulées ont permis aux différentes
civilisations de prendre les plantes comme source essentielle de médicaments. Ainsi, jusqu’au

début du XX siécle, presque tous les médicaments étaient d’origine végétale.

Ce n'est qu'a la fin du 18" siécle que les médicaments s'inscrivent dans une logique
scientifique. Dans un premier temps, on a découvert que les plantes renfermaient plusieurs
constituants, la premiére substance médicinale pure dérivée des plantes était la morphine, qui a

6té extraite du pavot au début du 19°™ siécle (Simmonds, 2003).

Avec D’isolement des premiers principes actifs avec les progrés de la chimie aux 18 et
19 siécles, Ihistoire du rdle thérapeutique des plantes est aussi longue que Ihistoire de
I’humanité elle-méme (Quentin-Leclerc, 2002). Actuellement, environ 25 % des médicaments

modernes sont développés a partir de plantes (Liu et Wang, 2008; Newman et Cragg, 2007).

A Theure actuelle, environ 25-30% de tous les médicaments, disponibles pour le
traitement des maladies sont dérivés des produits naturels (des plantes, des animaux, des

bactéries et des champignons).

Selon ’O.M.S (I’Organisation Mondiale de la Santé), prés de 350000 especes ont été
répertoriées dans le monde des plantes, dont 2% seulement des molécules biologiquement

actives de ce réservoir unique ont été analysés pour leurs propriétés médicales.

La flore algérienne est estimée a plus de 3000 especes de plantes dont 15% sont
endémiques et appartiennent a plusieurs familles botaniques (Gaussen et Leroy, 1982 ; Ozenda,
1977). Ce potentiel floristique, d’intérét biomédical a poussé les chercheurs Algériens a explorer

ces ressources sur le plan phytochimique ainsi que sur le plan pharmacologique.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes algériennes par la
recherche des substances naturelles d’origines végétales a activités biologiques lancé par notre
laboratoire pour but de 1’étude des plantes algériennes, La richesse de la famille des Apiacées en
métabolites secondaires, nous a conduit a nous intéresser a 1’investigation phytochimique de

deux plantes de cette famille. La premiére du genre Athamanta, Athamanta sicula L., espece
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connaissant une distribution trés diversifiée dans 1’Afrique et dans le sud de [I’ltalie
particuliérement en Sicile sur les rochers et dans tout le Tell algérien (Quezel et Santa, 1962) et
la deuxiéme appartient au genre Ferula, Ferula longipes Coss. ex Bonnier et Maury., espéce
aromatique endémique qui pousse seulement dans le sud-est du Maroc, I’Algérie et la Libye
(Quezel et Santa, 1962), n’a pas été étudiée du point de vue phytochimique et biologique. En
fixant comme principal objectif, ’extraction, la séparation et I’identification des métabolites
secondaires ainsi que [’évaluation de leurs activités biologiques telles que: les activités

antioxydante, anticholinestérase et cytotoxique.
Le présent manuscrit est réparti en trois parties :
e La premicre partie, comportant trois chapitres, dont :

Le premier chapitre est consacré a une recherche bibliographique, traitant les généralités
sur la famille des Apiaceae.

Le deuxiéme chapitre comprend une revue bibliographique sur le genre Athamanta et le
genre Ferula.

Elle se termine par des généralités sur les activités antioxydante, anticholinestérase et

cytotoxique.

¢ Dans la deuxieme partie, le matériel végétal et les méthodes utilisées sont décrits en détail.

e La troisiéme partie est consacrée aux résultats et discussion dont le premier chapitre concerne
la détermination structurale des produits isolés de I’éspece Athamanta sicula L. et le
deuxiéme chapitre concerne la détermination structurale des produits isolés de 1’¢éspece Ferula
longipes Coss. et le troisiéme chapitre est destiné a la discussion des résultats sur les activités

antioxydante, anticholinestérase et cytotoxique.
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Partie 1 Chapitre 1
Apercu bibliographique sur les Apiaceae

I. Généralités sur les Apiacées
I.1. Introduction

La famille des Apiacées est caractérisé€e par les rayons de I’inflorescence disposés comme
ceux d’une ombrelle. Cette famille comprend environ 300 — 455 genres et 3000 — 3750 especes
(Tabanca et al., 2006). En Algérie, selon Quezel et Santa (1962), elle est représentée par 56
genres, 130 especes (dont 24 endémiques) et 27 sous — especes.

Les Apiaceae sont aussi largement utilisées en médecine traditionnelle pour certaines

propriétés thérapeutiques (tableau 1).

Tableau 1. Utilisation en médecine traditionnelle de quelques espéces de la famille des Apiaceae

Espéce Utilisation
Ammi visnaga Diurétique, vermifuge, antiasthmatique
Anethum graveolens Diurétique, carminatif, antispasmodique

Cuminum cyminum (cumin)

Pastinaca sativa Vasodilatateur coronaire

Petroselinum crispum Antispasmodique, diurétique
Petroselinum sativum

La diversit¢ de leurs activités pharmacologiques, avec notamment une activité
cytotoxique reconnue chez Aethusa cynapium, Conium maculatum, Cicuta virosa ou Oenanthe

crocata, ont suscité des recherches phytochimiques intensives (Spichier ef al., 2004).

I.2. Répartition géographique

La famille des Apiaceae est répartie sur la majeure partie du globe, plus commune dans
les régions montagneuses tempérées et relativement rare en zone tropicale (Heywood et al.,

1996) (figure 1).
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Figure 1. Carte de répartition géographique des Apiaceae (Heywood et al., 1996)

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

continent asiatique (tableau 2).

Tableau 2. Répartition mondiale des genres d’ Apiaceae (Pimenov et Leonov.,1993)

Continent Genres Genres endémiques
Europe 139 29

Asie 265 159

Afrique 126 50

Australie 36 11

Amérique 197 52

La famille des Apiaceae occupe une place importante dans la flore algérienne ou elle est
représentée par 55 genres (Quezel et Santa, 1963).
Le paragraphe suivant énumere les genres rencontrés en Algérie associés a leurs especes

respectives (tableau 3) (Quezel et Santa, 1963).
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Tableau 3. Genres d’ Apiaceae rencontrés en Algérie (Quezel et Santa, 1963)

N° Genre Nombre N° Genre Nombre
d’espéces d’espéces

1 Ammi 2 29 Heracleum 1
2 Ammiopsis 1 30 Hippomarathrum 1
3 Ammodaucus 1 31 Hohenackeria 2
4 Ammoides 2 32 Hydrocotyle 1
5 Anethum 1 33 Kundmannia 1
6 Anthriscus 2 34 Magydaris 2
7 Apium 1 35 Malabaila 1
8 Balansaea 1 36 Margotia 1
9 Bifora 1 37 Oenanthe 6
10 Brachyapium 2 38 Orlaya 3
11 Bunium 7 39 Peucedanum 3
12 Bupleurum 14 40 Petroselinum 1
13 Capnophyllum 1 41 Physocaulos 1
14 Carum 2 42 Pimpinella 2
15 Caucalis 4 43 Pituranthos 4
16 Chaerophyllum 1 44 Reutera 1
17 Conium 1 45 Ridolfia 1
18 Conopodium 1 46 Sanicula 1
19 Coriandrum 1 47 Scandix 3
20 Crithmum 1 48 Seseli 4
21 Cuminum 1 49 Smyrnium 2
22 Daucus 11 50 Sison 1
23 Echinophora 1 51 Thapsia 3
24 Elaeoselinum 2 52 Tinguarra (Athamanta) | 1
25 Eryngium 7 53 Tordylium 1
26 Ferula 5 54 Torilis 2
27 Foeniculum 1 55 Turgenia 1
28 Helosciadium 3

Un simple regard du contenu de cette liste permet de constater la diversité génétique
algérienne de cette famille. Les genres Bupleurum et Daucus sont les plus riches au niveau
spécifique avec respectivement 14 et 11 especes. D’autres genres renferment moins d’especes ;
comme Bunium (7), Eryngium (7), Oenanthe (6) et Ferula (5), alors que la majorité des genres
sont représentés par une seule espéce.

Certains genres renferment des espéces endémiques : Ammoides (1), Brachyapium (1),
Bunium (4), Bupleurum (5), Caucalis (1), Daucus (1), Ferula (2), Peucedanum (1), Pimpinella
(1), Pituranthos (4), Oenanthe (1). D’autres genres ne sont représentés que par des especes

endémiques telles que Ammiopsis, Balansaea et Carum.
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I.3. Caractéres morphologiques et anatomiques

Les Apiaceae sont I’'une des familles les plus connues parmi les plantes a fleurs. Il s’agit
d’une famille homogene sur le plan morpho-anatomique, en ce qui concerne notamment leurs
inflorescences en ombelles (simples ou composées), leurs tiges fistuleuses et cannelées, leurs
fruits (akeénes), et leur composition chimique particuliére (huiles essentielles conférant odeur,
gotlt et méme toxicité a beaucoup de ses membres).

e Habitat : la plupart des Apiaceae sont des plantes herbacées, annuelles, bisannuelles ou
vivaces, aux entre-noeuds creux ; elles sont parfois rampantes (Hydrocotyle), stoloniféres
(Schizeilema), en forme de rosette (Gingidia) ou en forme de coussin (Azorella).
Plusieurs espéces arbustives et méme parfois des arbres se rencontrent également, par
exemple au sein du genre Eryngium avec E. bupleuroides et E. sarcophylum, et plusieurs
especes arbustives de Bupleurum (exemple B. fruticosum).

o Feuilles : elles sont alternes, sans stipules, et généralement découpées, parfois entieres,
notamment chez les genres Hydrocotyle et Bupleurum.

e Fleurs : le principal type d’inflorescence est une ombelle simple ou composée, parfois
trés modifiée et réduite a une fleur unique comme chez certaines espéces d’Hydrocotyle
et d’Azorella. Les fleurs peuvent étre également regroupées en capitules denses entourés
de bractées épineuses. L’ombelle caractéristique est une inflorescence au sommet plat
dans laquelle les pédicelles partent d’'un méme point sur les pédoncules et sont de
différentes longueurs afin d’¢lever toutes les fleurs a la méme hauteur. Une ombelle
composée comporte des ombelles terminales qui sont elles-mémes disposées en ombelles.
Des bractées sont souvent présentes a la base des pédoncules d’une ombelle composée,
formant un involucre.

La fleur des Apiaceae consiste en cinq pétales, cinq étamines libres, un calice tres réduit,

un ovaire infére avec deux carpelles et deux loges, et un stylopode soutenant les deux

styles.

e Fruit : présente une grande diversité. Il s’agit a la base d’un fruit sec schizocarpique qui
se fend a maturité le long d’un septum en deux méricarpes a une graine, restant
généralement suspendus quelque temps au carpophore puis s’en détachant. La surface
externe du méricarpe posseéde normalement cing cdtes primaires et entre celles-ci quatre
cotes valléculaires secondaires. Dans les sillons entre les cotes primaires, dans les cotes

elles-mémes ou sur tout le fruit, se trouvent fréquemment des canaux résiniféres.
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1.4. Intéréts

L'importance économique des Apiaceae est considérable. Elles fournissent a
l'alimentation, a la distillerie, a la parfumerie, a la médecine, des produits dont I'utilisation
dépend surtout des essences ¢laborées dans les canaux sécréteurs. Les feuilles de cerfeuil
(Chaerophyllum cerefolium) et du persil (Petroselinum sativum) sont des condiments ; des
feuilles du persil, on extrait 1'apiol, huile essentielle médicinale. Les feuilles du fenouil
(Foeniculum vulgare) et la racine du céleri (Apium graveolens), espéces améliorées et
diversifiées par la culture, sont des légumes aromatiques ; l'essence anisée extraite des akénes
des fenouils est utilisée en distillerie.

Les akenes de Carum carvi, improprement appelés "cumin", sont un condiment et
I'essence que l'on en retire fait partie de formules de liqueurs. Les akénes de coriandre
(Coriandrum sativum) servent a des usages analogues. L'essence retirée des akeénes de 1'anis vert
(Pimpinella anisum) entre dans la composition des liqueurs anisées différences existant entre la
carotte (racine de Daucus carota ssp. sativus, riche en caroténe) et les racines de carottes
sauvages (sous-especes de D. carota, spontanées dans 1'Ancien Monde tempéré) montrent a quel
point les techniques de 1'amélioration des plantes peuvent, au cours de millénaires, transformer
un objet de cueillette, a peine utilisable, en un produit agricole de qualité. Les racines de
Pastinaca sativa, les panais, sont aussi consommées. Les especes de Lomentium, le plus grand
genre de la famille aux Etats-Unis, furent la nourriture de base de plusieurs groupes d'indiens,
dans le nord-ouest du pays et dans l'ouest du Canada. Les tiges, les pétioles et les feuilles
peuvent é&tre consommées comme chez l'angélique (Angelica) et la liveche (Levisticum
officinale).

Beaucoup espéces ont des propriétés médicinales et sont utilisées contre les douleurs
gastro-intestinales, les maladies cardio-vasculaires et comme stimulants, sédatifs,
antispasmodiques, etc. Elles fournissent aussi des gommes et des résines, comme l'assa-foetida
provenant de Ferula asafoetida et d'autres especes. Seules quelques especes sont cultivées pour
I'ornement des jardins, comme certains Eryngium ou Bupleurum. Heracleum mantegazzianum, la
berce géante du Caucase, est une herbe géante dont la séce tres irritante provoque de gros effets
de photosensibilité.

Enfin, parmi les Apiaceae existent des especes vénéneuses. La grande cigué (Conium
maculatum), celle qui fut fatale a Socrate, rudérale répandue en Eurasie tempérée et en Afrique

du Nord, puis transportée en Amérique, contient, dans tous ses organes, un cortege d'alcaloides
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(coniine, méthylconiine, etc.) trés toxiques ; cette plante est dangereuse, car trés commune et
facile a confondre avec d'autres espéces. Une autre espeéce vénéneuse est la cigué vireuse (Cicuta
virosa), herbe de marécages de 1'Europe jusqu'au Japon, est beaucoup plus rare. Ses principes

vénéneux sont une résine (cicutoxine) et des alcaloides (cicutine, etc.).

L.5. Principaux métabolites secondaires de plantes de la famille des Apiaceae

Une large variété de produits naturels caractérise les especes de la famille Apiaceae les
plus rencontrés sont les terpénoides, les phénylpropanoides, les coumarines, les flavonoides, les
alcaloides et les composés polyacétyléniques. Voici quelques exemples de molécules des

principales classes de métabolites secondaires dans la famille Apiaceae.
I.5.1. Les terpénoides

Le groupe des terpénoides comporte des polymeéres comme le caoutchouc, les huiles
essentielles et les stéroides, ils ont attiré plus d'attention au cours de la moitié du siecle passé
(Wagner et Elmadfa, 2003). Les terpénoides sont des hydrocarbures linéaires ou cycliques avec
I’isopréne (CsHg) comme molécule du base. Leurs classification est basée sur le nombre d’unités
condensées « téte-a-queue » de cette molécule: hémiterpénes (C5), monoterpenes (C10),
sesquiterpenes (C15), diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tetraterpenes (C40)
et polyterpénes. Plus de 40.000 composés terpéniques ont été trouvés, existant largement dans
les fruits et Iégumes (Thoppil et Bishayee, 2011).

Les terpénes ont été isolés chez les champignons, les insectes, les éponges, les algues
maritimes, et une grande majorité spécifique du régne végétal. Chez les bactéries et les levures,
les composés terpéniques sont des métabolites de base (Thoppil et Bishayee, 2011). La
biosynthése de ces composés se fait par deux voies métaboliques, la premiere découverte dans
les années 1950 qui conduit également au cholestérol via la voie des mévalonates dans le
cytoplasme, la deuxiéme voie est la voie du méthylérythritol phosphate (ou voie non
mévalonate) dans les chloroplastes des végétaux, cette voie a été découverte a la fin des années
1980.

Les principales structures cellulaires produisant les terpénes sont soit des cellules a
essence (Lauracées, Zingibéracées...), des poils sécréteurs stipités (Pelargonium) ou sessiles
(Labiées), des poches sécrétrices schizogénes (Myrtacées) ou schizolysigenes (Rutacées,
Burséracées), canaux sécréteurs (Térébinthacées, Ombelliferes, Composées). Certains terpenes

des plantes qui ont C10, C15 et C20 peuvent exercer des réactions communicatives et
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défensives, servant attractifs pour les pollinisateurs, des toxines végétales ou des antibiotiques de
plantes pour inhiber la propagation des agents pathogénes des plantes (McGarvey et Croteau,
1995; Wagner et Elmadfa, 2003). Le large éventail de structures et de fonctions terpénoides a
suscité un intérét accru dans leur utilisation commerciale.

Les terpénoides ont été utilisés dans la prévention et le traitement de plusieurs maladies
comme le cancer, ils ont des propriétés antimicrobienne, antifongique, antiparasitaire, antivirale,
anti-allergénique, antispasmodique, anti-hyperglycémique, antiinflammatoire et
immunomodulatrice (Rabi et Bishayee, 2009; Wagner et Elmadfa, 2003; Sultana et Ata, 2008;
Shah et al., 2009). En outre, les terpénes ont d’autres applications comme substances insecticides

et protectrices dans le stockage des produits agricoles (Theis et Lerdau, 2003).

I.5.1.1. Les monoterpénes

Les constituants prédominants de la famille des Apiaceae sont principalement les
monoterpenes et les sesquiterpenes (Mariaca et al., 1997). Beaucoup de ces composants ont été
isolés pour la premiere fois des ombelliferes et leurs noms sont dérivés de la plante d'origine, par
exemple, le B-Phellandréne de Phellandrium aquaticum (Oenanthe aquatica), la carvone et le
carvéol de Carum carvi, le fenchol et la fenchone de Foeniculum vulgare, et le férulol de Ferula

hispanica (figure 2).

i g &

B-Phellandréne Férulol Carvéol R=H,OH Fenchol
R=0 Fenchone

Figure 2. Quelques monoterpénes isolés de la famille des Apiaceae

1.5.1.2 Les sesquiterpénes

Les squelettes sesquiterpéniques (germacrane, eudesmane, guaiane), sont caractéristiques
des Apiaceae. Le daucol a été isolé a partir de Daucus carota, I’a-feruléne de Ferula communis

et le B-séléneéne d’Apium graveolens (Selinum graveolens). On été également trouvés des
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sesquiterpenes attachés aux coumarines comme la coladonine extraite de Ferula communis

(figure 3).

\\\O H

1A

o-Féruléne Daucol Coladonine

Figure 3. Quelques sesquiterpenes isolés de la famille des Apiaceae

I.5.1.3. Les diterpénes

Il y a peu d'études décrivant la présence de diterpénes dans les Apiaceae. Les travaux sur
les racines de l'espéce Hermas villosa (Bohlmann et al., 1974), ont conduit a I’isolement et
I’identification de quatre acides diterpéniques a squelette labdane (cis et trans) et les isomeres

correspondant (figure 4).

2
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Figure 4. Quelques diterpenes isolés de la famille des Apiaceae
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L’¢tude de ’espéce Elacoselinum gummiferum (Margotia gummifera) a permis d’isoler
les composés suivants: un acide gummiférolique (1), de la margotianine (2), de 1’acide entKaur-

16-en-19-oique (3) et de 1’acide isomargotianoique (4). (Pascual et al., 1984; Pinar et al., 1987,
Rodriguez et al., 1974).

“ “
~ Z
C C

OOR; OOR

(DR =H,R,=H @R =H,R,=H,R;=H

(2) R =Me, R, = OAc (4) R;=Me, R; =0OAng, R3 = OAc

L’acide diterpénique isolé des racines de 1’espece Elaeoselinum foetidum n’est autre que

I’acide ent-7f3-sénécioxy-15 B -hydroxy-atis-16-en-19-oique (Pinar, 1984).

e
-
C

OOMe

Acide ent-7B-sénécioxy-15p-hydroxy-atis-16-en-19-oique

1.5.1.4. Les triterpenes

Les triterpénes sont ¢également fréquents chez les Apiaceae, surtout les formes

glucosylées comme la saikosaponine responsable de Il'activité biologique des racines de
Bupleurum falcatum (Hsu et al., 2000).

11
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Gluc(1-3)FucO s o
2

Saikosaponine A
1.5.2. Les polyphenols
1.5.2.1. Les dérivés phénylpropaniques

Ces substances sont trés communes aux Apiaceae, elles composent en majorité les huiles
essentielles. On peut citer 'anéthole (Pimpinella anisum), 1’apiol (Apium petroselinum) et la

foeniculine (Foeniculum vulgare) (figure 5).

OCHj o/\)\

H4CO

o OCH;
CH=CHCHj \/o CH=CHCHj
(Z ou E) Anéthole Apiol Foeniculine
Figure 5. Quelques dérivés phénylpropaniques isolés de la famille des Apiaceae
1.5.2.2. Les coumarines

Les coumarines sont des substances aromatiques naturelles trés largement distribuées
dans le régne végétal, dont la structure est comporte un noyau benzo-2 pyrone (coumarine)

résultant de la lactonisation de ’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique.

12
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5 4
X 6 X3
COOH , 2
OH
% 0] 0
Acide ortho-hydroxy- cis cinnamique Coumarine

Les coumarines sont naturellement présentes dans les plantes et les micro-organismes,
elles existent sous forme libre ou encore liée a des sucres. Environ 1000 dérivés de la coumarine
ont été isolés a partir de plus de 800 especes de plantes et de micro-organismes (Smyth et al.,
2009). La coumarine elle méme a été isolée de la feve tonka (Coumarouna odorata) par Vogel
en 1820 (Erzengin et al., 2012). D’apres Smyth (Smyth et al., 2009) les coumarines peuvent étre

grossiérement classées en cinq grands groupes :

e Coumarines simples: ont des substituant sur le noyau benzénique, ils peuvent étre des

dérivés hydroxylés, alkylés ou alcoxylés. ex. 7-hydroxy-coumarine.

HO o
7-hydroxycoumarine

e Le deuxiéme groupe est celui des furocoumarines, qui contiennent un noyau furanne
pentagonal attaché a la structure de la coumarine avec I’oxygeéne de furanne en position

7. ex. Impératorine.

J X
© o el
@)
X
Impératorine

Les furocoumarines peuvent étre linéaire ou angulaire, basée sur la position de fixation de

le cycle furane a la structure de la coumarine (Keating et al., 1997).

13
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e Le grand groupe de coumarines sont les pyranocoumarines. Elles ont un noyau

hétérocyclique a six chalnons contenant un atome d’oxygene, et peuvent exister sous

formes linéaires ou angulaires. ex. Seseline.

Seseline

e Un autre groupe majeur des coumarines qui sont substitués dans le noyau pyrone soit en

positions 3 ou 4, tels que 4-méthylcoumarine.

X

(¢} o

4-méthylcoumarine

e Le dernier groupe comporte les dimeres de la coumarine, qui comportent généralement

deux unités de la coumarine reliées entre elles. ex. Bishydroxycoumarine.

OH OH

Bishydroxycoumarine
Ces substances sont trés fréquentes chez les espéces appartenant a la famille des

Apiaceae. Le contenu varie selon les especes, il est intéressant de noter que les plantes

appartenant aux genres Peucedaneae, Amineae et Smyrneae, sont ceux qui possedent la variété et

14
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I’abondance (Murray, 1978). Au lieu de cela le genre Elaeoselinum, présente une teneur faible en

coumarine.

X

HO O O
Ombelliférone

L’une des Apiaceae les plus riches en coumarines, est I’espece Cachrys sicula L.,
¢galement connue sous le nom d’Hippomarathrum pterochlaenum (DC) Boiss. (Rodriguez et
Pinar, 1979), de laquelle une série de coumarines ont été isolées : (-)-prantschimgine, (-)-
sprengélianine, (+)-marmesine, uloptérol, isoimpératorine, impératorine, bergaptene,

xanthotoxine, I’isopimpinelline et la saxaline.

De nombreuses especes contiennent des furocoumarines, ces derniéres ayant une
action de stimulation de la pigmentation de la peau, et a cette fin, les graines d’Ammi
visnaga on déja été utilisées en Egypte ancienne. Les coumarines responsables de ce type

d'action sont dérivées du psoraléne et de I’angélicine (Evans et Schmidt, 1980).

Les furanocoumarines comme le bergaptene (I) et la xanthotoxine (II) et leurs dérivés
isoprénoides ont été isolés a partir des racines ou des fruits d’une trentaine d’Apiaceae (Dean,
1963). Les furanocoumarines se trouvent généralement sous forme de mélange complexe (plus

de quinze de ces composés ont été isolés d’une seule espece d’Apiaceae).

OCH,

OCH,

Bergapténe (I) Xanthotoxine (IT)
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La présence des furanocoumarines dans les graines a été¢ déterminée par 1’apparition de
taches fluorescentes mauve, bleu ou jaune sur les chromatogrammes sur couche mince avec des

systémes de solvant appropriés.
1.5.2.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes partageant tous une méme
structure de base (figure 6) a 15 atomes de carbones constitué de deux unités aromatiques A et B
reliés par une chaine de trois carbones souvent fermée en un hétérocycle oxygéné hexagonal ou

pentagonal (Bruneton, 1999).

Figure 6. Structure de base des flavonoides

Ils ont été découverts par Albert Szent-Gyorgyi en 1936 qui a recu le prix Nobel en 1937
(Grzybowski et al., 2013), et dans les années 50, une étude des composés flavaniques de I'écorce
de pin et des pépins de raisin et dépose des brevets sur la purification des procyanidines
oligomeres et leurs utilisations thérapeutiques.

Les flavonoides forment une sous-classe des polyphénols; ils représentent une source
importante d'antioxydants dans notre alimentation. Il y en a plus de 9000 a avoir été décrits
chez le régne végétal ou ils sont présents le plus souvent sous la forme soluble d'hétérosides
(Martens et al., 2005), dont les plus importants sont les flavones, les isoflavones, les
flavanones, les isoflavanones, les flavonols, les dihydroflavonols, les chalcones, les anthocyanes,
les aurones et les cathéchines (figure 7). Ces divers composés sont reconnus par leurs

nombreuses activités biologiques: antivirale, anti-inflammatoire, anticancéreuse etc...
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0 0
Flavone Isoflavone Flavanone Isoflavanone
CC l
OH
(0]
Flavonol Dihydroflavonol
on 9 )
‘q‘g 9 X
G
OH
0
Chalcone Anthocyane Aurone Cathéchine

Figure 7. Différentes structures de flavonoides

Les flavonoides sont des pigments responsables des couleurs jaune, rouge, bleu, et brune
des fleurs et des fruits, ils s’en servent pour attirer les insectes pollinisateurs (Harborne et al.,
1978a; Harborne et al., 1978b), ils jouent aussi un réle dans la protection de la plante contre les

UV et de défense contre les pathogenes et les insectes ravageurs (Brehm et al., 1975).

Crowden et al. ont passé en revue plus de 300 especes d’Apiaceae, représentant 52 pour
cent des genres de la famille, pour les composés phénoliques contenus dans les feuilles. Les
flavonoides présents dans la plupart des Apiaceae sont le kaempférol et la quercétine. Les
glycosides de ces deux composés ont déja été signalés dans cinq espeéces (Harborne, 1969).
D’autres flavonols non identifiés sont parfois présents. L’un d’eux est probablement
I’isorhamnétine, déja identifi¢ dans les fleurs d’Oenanthe stolonifera. La lutéoline a été la
principal flavone détectée dans de nombreuses Apiaceae. L’apigénine, bien qu’isolée la premicre
fois des graines de céleri (Apium graveolens) (Von Gerichten, 1901), sous forme d’apiine (7-

apiosyl-glucoside) a été rarement retrouvée.
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OH
OH OH
HO O HO 0
OH OH
OH O OH 0
Kaempférol Quercétine

L’investigation approfondie des fleurs des Apiaceae du point de vue richesse en
flavonoides n'a pas été faite jusqu'a présent, mais 1’analyse de quelques échantillons indique une

similitude avec celle des feuilles.

OCH,
OH OH
HO (0) HO O
OH
OH o OH o
Apéginine Isorhamnétine

Quelque 250 taxons appartenant a plus de 75 genres d’Apiaceae ont été étudiés par
(Harborne et al.1976). Les extraits hydro-alcooliques des plantes fraiches et / ou séchées ont été
soumis a une électrophorése basse tension a pH 2,2 pendant deux heures et les
¢lectrophorégrammes séchés et examinés a la lumiére UV pour les composants anioniques ont
révélés la présence de flavonoides, et les composants anioniques ont €té détectés dans seulement

trois genres, Ammi, Daucus et Oenanthe (tableau 4).
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Tableau 4. Les flavonoides sulfates dans les Apiaceae

Espéce Sulfate présent
Ammi visnaga L. Lam Quercétine-3-sulphate
Daucus carota L. Lutéoline-7- et 4'-sulphates,

Apigénine-7-sulphate

Oenanthe crocata L. Isorhamnétine et Quercétine-3-sulphates

O. fistulosa L. Lutéoline-7-sulphate

O. pimpinelloides L. Isorhamnétine-3-sulphate

O. lachenalii C.C. Gmel. Quercétine et/ou isorhamnétine 3-sulphates
O. nodiflora Quercétine et/ou isorhamnétine 3-sulphates
O. pteridifolia Lowe Quercétine et/ou isorhamnétine 3-sulphates
O. virgata Poiret Quercétine et/ou isorhamnétine 3-sulphates

1.5.3. Les alcaloides et les dérivés azotés

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules renfermant du carbone, de
I'hydrogene et plus spécialement de 1'azote. Leur dénomination — de I'arabe al kali (qui a donné «
alcali » base) — fait référence a leur caractere « alcalin » ou « basique ». L’ origine biosynthétique
de la plupart des alcaloides sont les acides aminés.

Les noms usuels attribués aux alcaloides évoquent le plus souvent l'organisme d'origine
comme I’atropine (de 1'Atropa belladona), parfois leur activité (émétine vomitive). Ils se
terminent par le suffixe -ine comme presque tous les produits naturels.

Le premier « alcali végétal » isolé a 1'état défini fut la morphine de I'opium, décrite en
1817 par F. W. Sertiirner sous le nom primitif de « morphium » aprés avoir été entrevue en
1804 par A. Seguin. La méme année apparurent la narcotine ou noscapine (opium), l'émétine
(ipéca) et la strychnine (noix vomique), ce qui conduisit W. Meissner, en 1819, a forger le mot «
alcaloide » pour désigner ce nouveau type de produits.

Les alcaloides ont la propriété de former des sels et d'avoir un gotit amer, ils se trouvent
en tant que métabolites secondaires principalement chez les végétaux, les champignons et

quelques groupes animaux peu nombreux.

On peut classer les alcaloides en trois classes (Foley, 2003):
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Les proto-alcaloides: sont des amines simples, dont l'azote n'est pas inclu dans un
hétérocycle. Ils dérivent aussi d'acides aminés.

Les pseudo-alcaloides: ne sont pas dérivés d'acides aminés. Ils peuvent cependant étre
indirectement liés a la voie des acides aminés par l'intermédiaire d'un de leurs
précurseurs, ou d'un de leurs dérivés. Ils peuvent aussi résulter d'amination, ou de
réaction de transamination dans une voie connectée avec les précurseurs ou les
postcurseurs d'acides amings.

Les alcaloides vrais: dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans un
systéme hétérocyclique. Ce sont des substances douées d'une grande activité biologique,
méme a faibles doses. Ils apparaissent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous
forme d'un sel, soit comme N-oxide.

Les alcaloides sont rares chez les Apiaceae (Corsi et David, 1998). Le plus connue est la

coniine, un alcaloide dérivé de la pipéridine (poison neurotoxique), I'un des principaux composés

actifs de la cigué€. La coniine existe en deux stéréoisomeres : la (S)-coniine isomere naturel,

présent dans la cigiie et la (R)-coniine.

L'une des premieres et plus célébres victimes connues de la coniine est le philosophe

Socrate, forcé de se suicider par ingestion d'une solution a base de grande cigué.

La coniine a été synthétisée pour la premiere fois par le chimiste allemand Albert Ladenburg en

1886 (Henry, 1949), par la réaction de condensation de Knoevenagel. C'est le premier alcaloide a

avoir été ainsi synthétisé.

H

Ont été également isolés, la pyrazine, la pyrrolidine et I’isoquinoléine.

5y O O
NH
’II,/// /\ CH; [N; A"

Coniine Pyrazine Pyrrolidine Isoquinoléine

1.5.4. Les composés polyacétyléniques

Ils sont caractéristiques des espéces appartenant aux familles des Araliaceae, des

Asteraceae et des Apiaceae (Christensen et Brandt, 2006).
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Les polyacétylénes ont d'abord été isolés dans la famille en tant que principes toxiques,
dans les especes : Oenanthe crocata, Cicuta virosa et Aethusa cynapium (Bohlmann et al.,
1960).

(Bohlmann et al., 1961)ont travaillé¢ sur quarante et une especes de trente-cinq genres et
ont pu isoler et identifier la falcarinone dans quatorze especes et des acétylénes non identifiés
dans trois autres. Cependant, les especes restantes, y compris la carotte domestique (Daucus
carota), ont été signalées comme apparemment dépourvues de polyacétylénes. Par la suite,
I’acétyléne « carotatoxine » a été isolé de D. carota (Crosbyet Aharonson, 1967) et a été identifié

comme un produit identique au falcarinol (Bentley et Thaller, 1967; Bentley et Thaller, 1967).

(¢]

\

Falcarinone ((Z)-heptadeca-1,9-diene-4,6-diyn-3-one)

(Yoshioka et al., 1966) ont obtenu des résultats positifs pour les polyacétylénes dans
treize especes d’Apiaceae de dix genres.

Les extraits éthérés des racines fraiches de trente-cing especes, de vingt-cinq genres, dont
la plupart n’avaient pas été étudi€s, ont été analysés pour leurs polyacétylénes par CCM et
spectroscopie UV. Chaque plante a montr¢ la présence de deux ou plusieurs polyacétylénes, dont
I'un correspondait au polyacétyléne majoritaire de la carotte et qui est probablement le falcarinol.
I1 ressort de ces résultats que les polyacétylénes sont trés répandus, sinon universels, dans la

famille.

HO

e —

Falcarinol ((Z)-heptadeca-1,9-éne-4,6-diyn-3-ol)
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La férulinolone, métabolite isol¢ de Ferula communis (Pascual et al., 1986) est un
polyacétylene de biosynthése d'une origine synthétique mixte (Mann, 1978) , formé par la

liaison d'une coumarine (sikimate), d’un terpénoide (mévalonate) et d’acétyléne (acétate).

PN

OH O

Férulinolone
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I. Apercu bibliographique sur le genre Athamanta (synonyme: Tinguarra)
I.1. Description botanique du genre

Le genre Athamanta (du nom Athamas, montagne de Créte ou se trouve la plante) est
compos¢ d’environ 9 especes, qui sont distribuées principalement dans le Sud-Est de 1’Europe.
Ce sont des plantes vivaces appartenant a la famille des Apiacées, dont les fleurs sont
principalement blanches a cinq pétales, velus en dehors, a peine échancrés, avec une pointe
recourbée en dedans. Les ombelles et les ombellules sont munies d'une collerette a plusieurs
folioles simples, étroites et membraneuses. Le fruit est velu, plus de deux fois plus long que
large, chaque moiti¢ du fruit porte 5 cotes égales arrondies, peu saillantes (Bonnier, 1990;
Camarda et al., 2008). Selon Quezel et Santa (1962), le genre Athamanta est constitué de plantes
grisatres tomenteuses des rochers verticaux, surtout calcaires. Les feuilles sont molles et

pennatiséquées.
I.2. Répartition géographique

Le genre Athamanta est distribué principalement en Europe du Sud-Est et Afrique du

Nord.

1.3. Utilisations en médecine traditionnelle

D’apres Camarda et al. (2008) quelques especes du genre Athamanta sont utilisées dans
la médecine traditionnelle comme antiseptiques, diurétiques et dans la thérapie des scléroses. Les
fruits d’Athamanta cretensis ont été trés réputés autrefois comme diurétiques, stomachiques,
nervins, emménagogues, on les utilisait également contre la flatulence, la gravelle, 1’atonie
vésicale, les coliques spasmodiques, la toux chronique, la plante entiére est aussi aromatique,

apéritive et digestive (Fournier, 1947).
I.4. Travaux antérieurs sur le genre

Les plantes nous offrent plus de composés nouveaux que tous les chimistes du monde ne
pourraient jamais synthétiser pendant mille ans d’efforts. Les études phytochimiques entreprises
jusqu’a maintenant sur le genre Athamanta rapportent la présence de flavonoides et d’acides gras

(Tomic et al., 2009; Di stefano et al., 2011). Cependant les fruits d’Athamanta oreoselinum
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renferment une essence et de 1’athamantine, une poudre blanche, cristalline, insoluble dans 1’eau,

trés soluble dans 1’alcool et les huiles (Fournier, 1947).

Le tableau 5 rassemble des composés isolés a partir du genre Athamanta, les structures

respectives sont données dans la figure 8.

Tableau 5. Les composés isolés du genre Athamanta

Nom du composé Espéces Réf
Apiole (1) A. sicula L. Di stefano et al., 2011
Mpyristicine (2)
Lutéoline (3) A. turbith Tomic et al., 2009

Lutéoline 7-O-f-D-glucoside (4)
Lutéoline 7-O-f-D-rutinoside (5)
3,5-di- acide O-Caffeoylquinique (6)

Quercétine-7-O- S -D-galactopyranoside (7) | A. macrophylla Kamilov et Nikonov, 1971

Athamantin (8) A. oreoselinum Spath et Schmid, 1940

R, R,
1 2 3 H OH
4 H  0--D-Gle
5 H  O-f-D-Rut
7 OH O-f-D-Gal
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Figure 8. Structures de composés isolés du genre Athamanta

Quelques études ont été faites sur la composition chimique des huiles essentielles de
différentes espéces du genre Athamanta, une étude a été réalisée en Algérie sur Athamanta sicula
(Labed et al., 2012).

I1. Athamanta sicula L. (synonyme: Tinguarra sicula L.)
IL.1. Description botanique

C’est une plante annuelle vivace, sa taille varie entre 30 et 100 cm, entierement grisatre
tomenteuse, tiges de 20-60 cm, ses feuilles sont luisantes en dessus tripennatiséquées, molles, a
divisions trés nombreuses ovales oblongues, fortement crénelées. Involucre et involucelle a 2-5
bractées. Ombelles a 10-20 rayons, les fleurs sont blanches, les semences oblongues, le fruit trés
hispide, 4-6 fois plus long que large. Elle croit dans les falaises calcaires et verticales dans une

fourchette d’altitude variant de 100 métres jusqu’a 1500 meétres.

Figure 9. Espéce Athamanta sicula L.
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I1.2. Répartition géographique

L’espéce Athamanta sicula L. est distribuée en Afrique et dans le sud de I’Italie
particulierement en Sicile sur les rochers et dans tout le Tell algérien (Quezel et Santa, 1962;

Camarda et al., 2008).

I1.3. Place dans la systématique

Le classement d’Athamanta sicula L. dans la systématique est comme suit :

Regne Plante
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Athamanta
Espéce Athamanta sicula

I1.4. Utilisations en médecine traditionnelle

Dans la médecine populaire, Athamanta sicula L. est connue en Italie sous le nom de
“spaccapietre” (fendeur des roches), I’infusion de ses racines fraiches est indiquée dans le
traitement des maladies de 1’appareil urinaire. Elle est conseillée spécifiquement pour faire

dissoudre les calculs rénaux (Camarda et al., 2008).
IL.5. Travaux antérieurs

Jusqu’a présent deux composés ont été isolés de I’espece Athamanta sicula L. qui sont

I’apiole et la myristicine (tableau 5).
ITI. Apercu bibliographique sur le genre Ferula
I11.1. Description botanique

La flore algérienne comprend 5 especes de Ferula dont 2 sont endémiques (Quezel et
Santa, 1962). Ce sont des plantes vivaces, a tige mesurant de 1-4 m, creuse, glabre, robuste, et a

racines ¢épaisses. Les feuilles sont toutes composées en lanicres linéaires.
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Les fleurs sont jaunes, en ombelles a 5-40 rayons, les latérales plus petites que la centrale
et souvent stériles et a involucelle nulle ou a plusieurs folioles. Le calice a 5 dents ; les pétales
sont ovales, acumings, entiers, a pointe dressée ou courbée en dedans, les styles sont étalés ou
réfléchis.

Le fruit est ovale ou oblong, comprimé par le dos, glabre, entouré d’un rebord plan ; les
méricarpes sont a 5 cotes, les trois dorsales filiformes, égales, les deux marginales dilatéesen aile
aplanie; les vallécules sont a plusieurs bandelettes, le carpophore est libre, bifide et les graines

sont & face commissurale plane (Coste et al., 1998).
I11.2. Répartition géographique

Les plantes du genre Ferula L. croissent souvent dans les régions arides. Ce genre
comporte environ 150 espéces présentes du bassin méditerranéen jusqu’a 1’Asie centrale

(Pimenov et al., 1993).

II1.3. Utilisations en médecine traditionnelle

De nombreuses especes de Ferula sont connues depuis l'antiquité en tant que sources de
gommes-oléorésines (des sécrétions obtenues par entailles répétées de la partie supérieure des
racines) surtout le galbanum et 1’ase fétide. L’ase fétide est réputée carminative et spasmolytique

(Bruneton, 2009). Elle est rarement toxique.

Les racines et les résines des especes de Ferula sont souvent les parties utilisées en

médicine traditionnelle (tableau 6).
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Tableau 6. Utilisations traditionnelles de Ferula spp.

Noms d’espéces

Utilisation traditionnelle

Référence

F. alliacea (Boiss)

-Source d’ase fétide.

-Traitement de 1'épilepsie, de I’hystérie et de la
piqire de scorpion. Propriétés carminatives et
antiseptiques intestinales.

(Heywood, 1971)

F. elaeochytris

-Les parties aériennes sont utilisées pour

(Miski et al., 1983)

Korovin augmenter la fertilité chez les animaux.
-Aphrodisiaque.
F. ferulago -Antispasmodique (Abd El-Razek et al.,
2001)
F. jeaschkeana -Traitement des maladies et problémes de peau. (Heywood, 1971)
Vatke
F. narthex -Source d’ase fétide. (Heywood, 1971)
F. persica Willd. Source de gommes-oléorésines. (Heywood, 1971)

Antidiabétique, utilisée aussi contre les douleurs
dorsales et les
rhumatismes.

F. orientalis L.

Source de gommes-oléorésines

(Miski et al., 1987)

F. kuhistanica
Eug. & Kor.

Traitement des maladies et problémes de peau

(Tamemoto et al.,

2002)

F. communis L.

Autrefois utilisée pour traiter I’hystérie et la
dysenterie

(Rubiolo et al., 2006)

F. assa-foetida L.

Aromes alimentaires, propriétés expectorantes,
carminatives,laxatives,stimulantes,
antispasmodiques et anthelminthiques, traitement
de la grippe et du cancer.

(Heywood, 1971; Lee
etal., 2009)

II1.4. Travaux antérieurs

Les données phytochimiques du genre Ferula ont été rapidement développées pendant les

20 dernicres années. Une centaine d’especes de ce genre ont déja fait I’objet d’études, et des

centaines de composés ont été¢ identifiées dont la majorité appartient aux terpenoides, plus

précisément aux dérivés sesquiterpéniques et les coumarine- sesquiterpenes.

Plusieurs ¢études ont été faites sur la composition chimique des huiles essentielles de

différentes espéces du genre Ferula, a titre d’exemple on peut cité une étude comparative de la
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composition chimique des huiles essentielles de quelques especes du genre Ferula (Bouratoua et

al., 2014).

I11.4.1. Les métabolites secondaires
I11.4.1.1. Les terpénoides
I11.4.1.1.1. Les dérivés monoterpéniques

Dans les especes de Ferula, ces composés sont représentés par des esters de bornéol (la
chimigine, la chimganine et 1’iso-chimganine) et de fenchol (stylosine) ou des monoterpénoides
linéaires substitués par une coumarine (I’aurapteéne et la diversine). La chimgine et la chimganine

sont répandues dans la section Peucedanoides (tableau 7).

Tableau 7. Les monoterpenes isolés du genre Ferula

N° Nom Source Réf

F. angreni (Sagitdinova et al., 1978a)
(Kerimov et al., 1987)
(Bagirov et al., 1984)
(Saidkhodzhaev et al., 1993a)
(Saidkhodzhaev et al., 1993a)
(Borisov et al., 1973)
(Kobilov et al., 1995b)

(Kamilov et al., 1972)

1 Chimgine
F. calcarea

F. dissecta

F. karategina

F. kyzylkumica
F. lapidosa

F. nuratavica

F. prangifolia

F. samarcandica
F. tschimganica

(Eshbakova et al., 2003)
(Kadyrov et al., 1972)

F. tschimganica

(Kadyrov et al., 1972)

2 Chimganine
F. calcarea (Kerimov et al., 1987)
F. karategina (Saidkhodzhaev et al., 1993a)
F. lapidosa (Borisov et al., 1973)
F. stylosa (Bagirov et al., 1980)
F. dissecta (Wang et al., 2014)
3 Iso-chimganine F. dissecta (Wang et al., 2014)
4 Stylosine F. stylosa (Bagirov et al., 1980)
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1 p-OH-Bnz 3 Van 4 Van

2 Van

p-OH-Bnz : p-hydroxybenzoyle

Van : vanilloyle

Figure 10. Structures des monoterpenes isolés du genre Ferula

I11.4.1.1.2. Les dérivés diterpéniques

Un seul composé diterpénique 5 (15-hydroxy-6-en-dehydroabietic acid) de type abietane
a été isolé de I’espece F. assa-foetida (Lee et al., 2009).

S
N
C

HOO

Figure 11. Structures de diterpéne isolé du genre Ferula

I11.4.1.1.3. Les dérivés sesquiterpéniques

Les sesquiterpenes sont des molécules dont le point commun est d’étre formés de trois

unités isoprenes. La cyclisation du précurseur, le farnésylpyrophosphate (FPP) donne une variété

de squelette de 15 carbones qui peut étre acyclique ou contenir 1 a 2 cycles.

Le genre Ferula est connu pour les dérivés de daucane, germacrane, eudesmane,
humulane et guaiane (figure 12).
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La cyclisation de FPP peut conduire a I’humulane et aussi au cation germacrandiényle,
susceptible de donner naissance a de nombreux composés bicycliques (daucane, eudesmane,

guaiane,...) (Drew et al., 2009, Bruneton, 2009).

A
7 ~
OPP

=z 7
27, 6Z FPP \l/ \l/
A
<~ <~
=
+
Eudesmane Germacrane Humulane
Guaiane Daucane

Figure 12. Biogenése des sesquiterpenes
1. Les germacrenes

Les germacranolides sont les précurseurs de certains dérivés sesquiterpéniques
(Bruneton, 2009). Bien que les esters de germacréne soient relativement rares dans le régne
végétal, la féroline et la chimganidine sont répandues dans la section Xeronarthex (sous-genre
Peucedanoides) du genre Ferula, les deux composés : 6-B-vanilloylgermacra- 1(10),4-diéne et 6-
B-phydroxybenzoyl-germacra-1(10),4-diéne ont été isolés des especes F. lycia et F. orientalis

(tableau 8).
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Tableau 8. Les germacrenes isolés du genre Ferula

N° Nom Source Réf

6 Chimganidine F. angrenii (Sagitdinova et al., 1978a)
F. ferganensis (Kadyrov et al., 1977)
F. karakalensis (Saidkhodzhaev et al., 1993b)
F. karategina (Saidkhodzhaev et al., 1993a)
F. kyzylkumica (Saidkhodzhaev et al., 1993a)
F. lapidosa (Borisov et al., 1973)
F. pallida (Khasanov et al., 1972)
F. tenuisecta (Saidkhodzhaev et al., 1985)
F. tschimganica (Kadyrov et al., 1972)

7 Féroline F. angrenii (Sagitdinova et al., 1978a)
F. calcarea (Kerimov et al., 1987)
F. fedtschenkoana (Kamilov et al., 1974)
F. ferganensis (Kadyrov et al., 1977)
F. karakalensis (Saidkhodzhaev et al., 1993b)
F. karategina (Saidkhodzhaev et al., 1993a)
F. kyzylkumica (Saidkhodzhaev et al., 1993a)
F. lapidosa (Borisov et al., 1973)
F. tenuisecta (Saidkhodzhaev et al., 1985)

8 6-B-vanilloylgermacra- | F. lycia (Alkhatib et al., 2010)

1(10),4-diene F. orientalis (Miski et al., 1987)
9 6-B-p-hydroxybenzoyl- | F. lycia (Alkhatib et al., 2010)
germacra-1(10),4-diene | F. orientalis (Miski et al., 1987)

R, R,
6 O-p-OH-Bnz H
7 O-Van H
8 H O-Van
9 H O-p-OH-Bnz

Figure 13. Structures de germacrene isolé du genre Ferula
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2. Les humulenes

La férocine et la férocinine sont les plus répandues dans le genre Ferula. Elles ont été
isolées de 6 espéces de la section Xeronarthex.8 esters de juniférol ont ét¢ isolés de I’espéce F.

lycia (tableau 9).

Tableau 9. Les humulénes isolés du genre Ferula

N° Nom Source Réf
. F. ceratophylla (Golovina et al., 1977)

10 | Férocine F. helenae (Saidkhodzhaev et al., 1985)
F. lapidosa (Saidkhodzhaev et al., 1985)
F. tatarica (Nazhimutdinova et al., 1995)
F. tenuisecta (Saidkhodzhaev et al., 1985)

o F. ceratophylla (Golovina et al., 1977)

11| Férocinine F. helenae (Saidkhodzhaev et al., 1985)
F. lapidosa (Saidkhodzhaev et al., 1985)
F. tatarica (Nazhimutdinova et al., 1995)
F. tenuisecta (Saidkhodzhaev et al., 1985)
F. tschatcalensis (Sagitdinova et al., 1983)

12 Lyciférine A F. lycia (Alkhatib et al., 2010)

13 Lyciférine B F. lycia (Alkhatib et al., 2010)

14 Lyciférine C F. lycia (Alkhatib et al., 2010)

15 Lyciférine D F. lycia (Alkhatib et al., 2010)

16 Juniferdine F. lycia (Alkhatib et al., 2010)
F. juniperina (Sagitdinova et al., 1978b)

17 Juniférinine F. lycia (Alkhatib et al., 2010)
F. juniperina (Sagitdinova et al., 1978b)

18 Juniférine F. lycia (Alkhatib et al., 2010)
F. juniperina (Sagitdinova et al.,1978b)

19 Lyciférine E F. lycia (Alkhatib et al., 2010)
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Van H
Van O=C-CH;

Figure 14. Les humulénes isolés du genre Ferula

3. Les esters de daucane

Plus de 150 dérivés de daucane ont été isolés du genre Ferula, surtout du sous-genre

Peucedanoides. Les esters de jaeschkenadiol sont trés courants dans ces especes (tableau 10).

Tableau 10. Les dérivés de daucane isolés du genre Ferula

N° Nom Source Réf
20 | 10-hydroxylancerodiol-6- F. vesceritensis (Oughlissi-Dehak et
anisate al.,2008)
21 | 10-Hydroxylancerodiol 6- F. vesceritensis (Oughlissi-Dehak et
benzoate al.,2008)
22 | Vesceritenone F. vesceritensis (Oughlissi-Dehak et
al.,2008)
23 | Epoxyvesceritenol F. vesceritensis (Oughlissi-Dehak et
al.,2008)
24 | 2,10-Diacetyl-8- F. vesceritensis (Oughlissi-Dehak et
hydroxyferutriol-6-anisate al.,2008)
25 | Jaeschkeanadiol F. jaeschkeana, F. sinaica, (Ghisalberti, 1994)
F. communis
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26 | Férutinine F. hermonis (Galal et al., 2001)
F. akitschkensis, F. (Ghisalberti, 1994)
COmmunis,
F. elaeochytris, F.
jaeschkeana
F. kuhistanica , F.
lancerottensis,
F. linkii , F. orientalis, F. (Alkhatib et al., 2008 ;
ovina, Miski et al., 1983)
F. soongorica
F. elaeochytris
27 | Férutidine F. arrigoni (Appendino et al.,
F. communis, F. elaeochytris, | 1997)
F. kuhistanica, F. rigidula, (Ghisalberti, 1994)
F. sinaica
28 | 2a-Hydroxyférutidine F. arrigonii (Poli et al., 2005)
29 | Téferine F. hermonis (Diab et al., 2001 ;
Geroushi et al., 2011 ;
Ibraheim et al., 2012 ;
Al-Ja'fari et al., 2013)
F. jaeschkeana, F. (Ghisalberti, 1994)
elaeochytris,
F. kuhistanica, F. nuratavica,
F. orientalis, F.
rubroarenose,
F. soongorica, F. tatarica,
30 | Eaeochytrine A F. elaeochytris (Alkhatib et al., 2008)
31 | Téféridine F. elaeochytris (Alkhatib et al., 2008)
F. hermonis (Miski et al., 1983 ;
Ibraheim et al., 2012 ;
Geroushi et al., 2011)
32 | 6-angélyoljaeschkeanadiol F. elaeochytris (Alkhatib et al., 2008 ;
Miski et al., 1983)
33 | Lapiférine F. arrigonii (Appendino et al.,
1997)
F. lapidosa, F. latipinna, (Ghisalberti, 1994)
F. linkii
34 | Anisate de siol F. arrigonii (Poli et al., 2005)
35 | 4B-hydroxy-5aH-dauca-7- F. hermonis (Lhuillier et al., 2005)

éne-6-one
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36 | 4B-hydroxy-5aH-dauca-7- F. hermonis (Lhuillier et al., 2005)

éne-6,9-dione

vanillate

37 | 3a-éthoxy-8pB- F. hermonis (Lhuillier et al., 2005)
angéloyloxydauca-4-¢ne-9-
one
38 | Tunetanine A F. tunetana (Jabran et al., 2010)
39 | Jaeschkenol F. jaeschkeana (Ghisalberti, 1994)
40 | 13-Vanilloloxydaucol F. linkii (Fraga et al., 1989)
41 | Elaeochytrine B F. elaeochytris (Alkhatib et al., 2008)
42 | 6-p- F. elaeochytris (Alkhatib et al., 2008)
hydroxybenzoyllancérotriol F. lancerottensis (Fraga et al., 1989)
43 | Feruhermonin B F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
44 | 4B,8B-dihydroxy-6a-p- F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
hydroxybenzoyl-dauc-9-ene
45 | 4B,8B-dihydroxy-6 a -(4 F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
hydroxy-3methoxybenzoyl)-
dauc-9-ene
46 | Feruhermonin D F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
47 | Feruhermonin A F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
48 | Lancerdiol p F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
hydroxybenzoate
49 | Lancerdiol vanillate F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
50 | Lancerotriol benzoate F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
51 | Lancerotriol p- F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
hydroxybenzoate
52 | Lancerotriol vanillate F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
53 | 2,3-epoxy-jaeschkeanadiol F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
benzoate
54 | Jaeschkeanin F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
55 | 2,3-epoxy-jaeschkeanadiol F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)
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56 | Vaginatin F. hermonis Boiss (Ibraheim et al., 2012)

57 | Feruhermonin C F. hermonis Boiss (Auzi et al., 2008)

OCH,

OCH, OCH,
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Figure 15. Les dérivés de daucane isolés du genre Ferula
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4. Les lactones sesquiterpéniques

On peut distinguer deux types de lactones sesquiterpéniques : les dérivés de guaiane et
ceux d’eudesmane. La recherche bibliographique a permis de trouver 18 guaianolides et 6

eudesmanolides isolés du genre Ferula (tableau 11).

Tableau 11. Les lactones sesquiterpéniques isolés du genre Ferula

N° Nom Source Réf
58 Diversolide A F. diversittata (Iranshahi et al., 2008c¢)
59 Diversolide B F. diversittata (Iranshahi et al., 2008c¢)
60 Diversolide C F. diversittata (Iranshahi et al., 2008c¢)
61 Diversolide D F. diversittata (Iranshahi et al., 2008c¢)
62 Diversolide E F. diversittata (Iranshahi et al., 2008¢)
63 Diversolide F F. diversittata (Iranshahi et al., 2008¢)
64 Diversolide G F. diversittata (Iranshahi et al., 2008c¢)
65 Ferugolide F. gigantea (Holub et al., 1986;
Rychlewska et al., 1985)
66 Giferolide F. gigantea (Holub et al., 1986;
F. clematidifolia Rychlewska et al., 1985;
F. diversivittata Sagitdinova et al., 1990,
Iranshahi et al., 2008¢)
67 Gigantolide F. gigantea (Holub et al., 1986;
Rychlewska et al., 1985)
68 Laferin F. olgae, (Holub et al., 1986;
F. varia Rychlewska et al., 1985)
69 Oferin Ferula olgae (Holub et al., 1986)
70 Olgin F. olgae (Holub et al., 1986)
71 Olgoferin F. olgae (Holub et al., 1986;
Rychlewska et al., 1985)
72 Talasin A F. gigantea, (Holub et al., 1986;
F. litwinoviana, Rychlewska et al., 1985)
F. malacophylla,
F. olgae
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73 Talasin B F. olgae (Holub et al., 1986;
Rychlewska et al., 1985)
74 Grilactone F. oopoda (Holub et al., 1986;

F. grigoriewii

F. penninervis

F. kosopoljanskyi
F. arrigonii

Muckensturm et al., 1995;
Nurmukhamedova et al.,
1982; Kabilov et al., 1994)

75 Ferupennin L F. varia (Suzuki et al., 2007)
76 8a-angéloyloxy-10p- F. varia (Suzuki et al., 2007)
hydroxyguai-3-éne-6,12-
olide
77 Feruhodin A F. oopoda (Kasaian et al., 2014)
78 Feruhodin B F. oopoda (Kasaian et al., 2014)
79 Dehydrooopodin F. oopoda (Kasaian et al., 2014 ;
Serkerov, 1969)
F. varia (Suzuki et al., 2007)
80 Oopodin F. oopoda (Serkerov, 1971 ; Kasaian et
al.,2014)
F.varia (Suzuki et al., 2007)
81 Féropodine F. oopoda (Serkerov, 1971)
82 Sémopodine F. oopoda (Serkerov, 1976)
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Figure 16. Les lactones sesquiterpéniques isolés du genre Ferula
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5. Autres dérivés sesquitérpeniques

Quelques dérivés sesquitérpeniques moins communs ont aussi €té isolés du genre Ferula,
le 8,9-dihydroxydshamirone, §8,9-oxoisopropanyldshamirone, Ferulaecolactone A et

Ferulaeolactone B ont été isolés de F. ferulaeoides (tableau 12).

Tableau 12. Autres dérivés sesquitérpeniques isolés du genre Ferula

Ne° Nom Source Réf
83 8,9-dihydroxydshamirone F. ferulaeoides (Liuetal., 2013)
84 8,9-oxoisopropanyldshamirone | F. ferulaeoides (Liuetal., 2013)
85 Ferulaeolactone A F. ferulaeoides (Liuetal., 2013)
86 Ferulaeolactone B F. ferulacoides (Liu et al., 2013)

//// \\\\W

86

Figure 17. Autres dérivés sesquitérpeniques isolés du genre Ferula
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I11.4.1.2. Les polyphenols

I11.4.1.2.1. Les dérivés coumariniques

Les dérivés coumariniques sont trés repandus dans le genre Ferula, surtout les éthers de
coumarine-sesquiterpénes. Des farnésyle coumarines cycliques et des coumarines simples sont

aussi isolées des différentes especes de Ferula.
1. Les éthers de coumarine-sesquiterpenes

Il s’agit souvent de coumarines substituées par des sesquiterpénes linéaires,

monocycliques ou bicycliques.
e Les coumarines substituées par des sesquiterpénes linéaires

L’umbelliprénine et ses dérivés sont trés courants dans ce genre. Elle a été isolée de 12
espeéces. Asacoumarine A a été isolé de deux espéces du genre Ferula. Deux dérivés
glucosidiques ont été isolés de I’extrait méthanolique des racines de F. persica, les persicaoside

C et D. Le karatavicinol et ses dérivés ont aussi été isolés du genre Ferula (tableau 13).

Tableau 13. Les coumarines substituées par des sesquiterpenes linéaires isolés du genre Ferula

N° Nom Source Réf

87 Umbelliprénine F. aitchisonii, F. arrigonii, | (Abd El-Razek et al.,
F. assa-foetida, F. 2003)
conocaula,
F. eugenii, F. iliensis,
F. linkii-TF, F. violaceae
F. flabelliloba (Iranshahi et al., 2010a)
F. sinkiangensis (Tengetal., 2013)
F. szowitsiana (Gholami et al., 2013)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)

88 5'-hydroxyumbelliprénine F. assa-foetida (Lee et al., 2009)

89 8'-hydroxyumbelliprénine F. assa-foetida (Lee et al., 2009)

90 9'-hydroxyumbelliprénine F. assa-foetida (Lee et al., 2009)

91 Asacoumarine A F. assa-foetida (Kajimoto et al., 1989)
F. foetida (Abd El-Razek et al.,

2007)
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92 S'-acetoxy-8'- F. assa-foetida (Lee et al., 2009)
hydroxyumbelliprénine
93 8'-acetoxy-5'- F. assa-foetida (Lee et al., 2009)
hydroxyumbelliprénine
94 10' R-karatavicinol F. foetida (Abd El-Razek et al.,

F. arrigonii

F. assa-foetida
F.sinaica

F. aitchinsonii

2007)
(Appendino et al.
(Lee et al., 2009)
(Ahmed, 1999)
(Veselovskaya et

, 1997)

al.,1982)

95 10'-acetoxy-11'- F. assa-foetida (Lee et al., 2009)
hydroxyumbelliprénine
96 6',7'-dihydroxykaratavicinol | F.sinaica (Ahmed, 1999)
97 Karatavicinol A F. sinkiangensis (Teng et al., 2013)
98 Persicaoside C F. persica (Iranshahi et al., 2008a)
F. gummosa (Iranshahi et al., 2010b)
99 Persicaoside D F. persica (Iranshahi et al., 2008a)

F. gummosa

(Iranshahi et al., 2010b)

88

91
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OH H
H OH
H H

OH OH

OAc OH
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Figure 18. Les coumarines substituées par des sesquiterpenes linéaires isolés du genre Ferula

e Les coumarines substituées par des sesquiterpénes monocycliques

L’acide galbanique est le constituent majeur de la résine de I’ase fétide et du galbanum.
Le Farnésiferol B et C sont trés répondus dans le genre Ferula, le Farnesiferol D a été isolé des
deux especes F. kopetdaghensis et F. gummosa, Lehmferin a été isolé des plantes F.
flabelliloba et F. assa-foetida, Sinkianone et Sinkianol B ont été isolés de I’espece F.

sinkiangensis (tableau 14).

48



Partie 1

Chapitre 11

Apercu bibliographique sur les genres Athamanta et Ferula

Tableau 14. Les coumarines substituées par des sesquiterpénes monocycliques isolés du genre

Ferula
N° Nom Source Réf

100 | Farnésiferol B F. assa-foetida, (Abd El-Razek et al.,
F. kopetdagensis, F. szowitsiana | 2003)
F. persica (Iranshahi et al., 2004)
F. flabelliloba (Iranshahi et al., 2010a)
F. pseudalliacea (Dastan et al.,2012)
F. sinkiangensis (Teng et al., 2013)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)

101 | Farnesiferol C F. assa-foetida, (Abd El-Razek et al.,
F. kopetdagensis, F. szowitsiana | 2003)
F. persica (Hanafi-Bojd et al., 2011)
F. sinkiangensis (Teng et al., 2013)
F. pseudalliacea (Dastan et al. 2014)
F. asafoetida (Davoud et al., 2017)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)

102 | Farnesiferol D F.kopetdaghensis (Nabiev et al.,1982a)
F.gummosa (Saidkhozhaev et al.,1991)

103 | Lehmferin F. flabelliloba (Iranshahi et al., 2010a)
F. assa-foetida (Iranshahi et al., 2011)

104 | Acide galbanique F. assa-foetida, F. kokanica, (Abd El-Razek et al.,
F. kopetdagensis, 2003)
F. szowitsiana, F. violaceae
F. szowitsiana (Hanafi-Bojd et al., 2011)
F. assafoetida (Kim et al., 2011)
F. assa-foetida (Zhang et al.,2012)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)

105 | méthyl galbanate F. assa-foetida (Lee et al., 2009)
F. pseudalliacea (Dastan et al.,2012)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)

106 | Ethyl galbanate F. pseudalliacea (Dastan et al.,2012)

107 | Sinkianone F. sinkiangensis (Yang et al.,2006b)
F.lehmanii (Li et al.,2010)

108 | Sinkianol B F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)
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e Les coumarines substituées par des sesquiterpénes bicycliques

La recherche bibliographique réalisée montre bien la richesse du genre Ferula en composés
coumariniques notamment les coumarines substituées par des sesquiterpenes. Il est important de
souligner que les coumarines substituées par des sesquiterpeénes bicycliques s’y trouvent
majoritairement dans ce genre (sont des marqueurs de ce genre). Environ 74 molécules ont été
isolées du genre Ferula. La partie sesquiterpénique de ces composé€s est souvent de type drimane
(tableau 15).

Tableau 15. Les coumarines substituées par des sesquiterpénes bicycliques isolés du genre

Ferula
N° Nom Source Réf

109 | Farnésiferol A F. caspica M. Bieb (Zhukov et al., 1965)
F. assa-foetida, F. (Abd El-Razek et al., 2003)
badrakema,
F. caspica, F. kokanica,
F. linczevskii, F.
mogoltavica,
F. samarcandica
F. vesceritensis
F. vesceritensis (Oughlissi-Dehak et al.,

2008)

F. assafoetida (Ghosha et al.,2009)
F.persica (Hanafi-Bojd et al.,2011)
F. szowitsiana (Kohno et al., 2011)
F. gummosa (Adhami et al.,2013)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)

110 | Fésélol F. tingitana (Miski et al., 1985)
F. assa-foetida, F. (Abd El-Razek et al., 2003)
diversivittata,
F. iliensis, F. korshinskyi,
F. moschata, F. pallida,
F. pseudooreoselinum,
F. sumbul, F. tingitana
F. vesceritensis
F. vesceritensis (Oughlissi-Dehak et al.,

2008)

F. flabelliloba (Iranshahi et al., 2010a)
F. gummosa (Iranshahi et al., 2010b)
F. narthex Boiss. (Adnan et al., 2016)
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111 | Mogotlacine F. mogoltavica (Abd El-Razek et al., 2003)
112 | 13-hydroxyfésélol F. tunetana (Jabran et al., 2010)
113 | Microlobidene F. microloba Boiss. (Nabiev et Malikov, 1983a)
F. assa-foetida (Rollinger et al., 2008)
114 | Microlobin F. microloba Boiss. (Nabiev et Malikov, 1983b)
F. assa-foetida (Iranshahy et Iranshahi,
2011)
115 | kellerine F. kelleri Koso-Pol. (Andrianova et al., 1973)
F. assa-foetida (Rollinger et al., 2008)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)
116 | Deacetylkellerine F. kelleri Koso-Pol. (Andrianova 1973)
F. kokanica (Nabiev et al., 1982b)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)
117 | Szowistsiacoumarine A | F. szowitsiana (Iranshahi et al., 2007)
F. pseudalliacea (Dastan et al. 2014)
118 | Szowistsiacoumarine B F. szowitsiana (Iranshahi et al., 2007)
119 | Gummosin F. gummosa (Iranshahi et al., 2010b)
F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)
120 | Polyanthinin F. sinkiangensis (Xing et al., 2017)
121 | Gummoside A F. gummosa (Iranshahi et al., 2010b)
122 | Cauféroside F. conocaula (Kuliev et al.,1979)
F gummosa (Iranshahi et al., 2010b)
123 | Gummoside B F. gummosa (Iranshahi et al., 2010b)
124 | Persicaoside A F. persica (Iranshahi et al., 2008a)
125 | Persicaoside B F. persica (Iranshahi et al., 2008a)
126 | Tunétacoumarine A F. persica (Iranshahi et al., 2008a)
F. tunetana (Jabrane et al., 2010)
127 | Coladonine F. linczevskii, F. communis, | (Abd El-Razek et al., 2003)

F. tingitana

F. sinaica

F. tunetana

F. sinkiangensis

(Ahmed et al., 2007)
(Jabrane et al., 2010)
(Wanget al., 2011)

52




Partie 1

Chapitre 11

Apercu bibliographique sur les genres Athamanta et Ferula

128 | Coladine

F. loscosii

F. arrigonii

F. communis, F. linczevskii,
F. linkii, F. sinica

(Pinar et al., 1977)
(Appendino et al., 1997)
(Abd El-Razek et al., 2003)

F. sinaica (Ahmed et al., 2007)
F. tunetana (Jabrane et al., 2010)

129 | Conférol F. assa-foetida, F. (Abd El-Razek et al., 2003)
conocaula,

F. foetidissima, F. inciso-
serrata,

F. iliensis, F. korshinskyi,
F. lipskyi, F. moschata,
F. pallida, F. persica,F.
sumbul,

F. tuberifera

F. assa-foetida

F. gummosa

F. narthex Bioss

(Lee et al., 2009)
(Iranshahi et al., 2010b)
(Bashir et al., 2014)

130 | Conférone

F. conocaula, F.
foetidissima,

F. inciso-serrata, F. iliensis,

F persica, F. sumbul,
F. teterrima
F. badrakema

F. flabelliloba
F. narthex Bioss

(Abd El-Razek et al., 2003)

(Iranshahi et al., 2009a)
(Iranshahi et al., 2010a)
(Bashir et al., 2014)

131 | Isoféterine

F. teterima

(Yang et al., 2006a)

132 | Lehmanolol

F. sinkiangensis

(Yang et al., 2006a)

133 | Lehmanolone

F. sinkiangensis
F. lehmannii

(Yang et al., 2006a)
(Lietal., 2010)

134 | Férusinol F. sinaica (Gohar et El-Bassuony,
2007)
135 | Samarcandine F. persica (Bagirov et al., 1977)

F. samarcandica
F. sinaica
F. assafoetida

(Nasirov et al., 1985)
(Ahmed, 1999)
(Salar et al., 2016)

136 | Isosmarcandine

F. caucasica, F. gummosa,
F. sinica

(Abd El-Razek et al., 2003)
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137 | Badrakémine

F. badrakema

F. assa-foetida
F. teterina

(Bukreeva et Pimenov,
1991)

(Abd El-Razek et al., 2001)
(Yang et al., 2006a)

138 | Férocaulidine

F. gummosa
F. badrakema

(Iranshahi et al., 2010b)
(Iranshahi et al., 2009a)

139 | Asafétidnol A

F. assa-foetida

(Abd El-Razek et al., 2001)

140 | Asafétidnol B

F. assa-foetida

(Abd El-Razek et al., 2001)

141 | Neveskone

F. assa-foetida

(Abd El-Razek et al., 2001)

142 | Fekrinol acétate

F. pseudalliacea

(Dastan et al., 2012)

143 | Sanadajine

F. pseudalliacea

(Dastan et al., 2012)

144 | Ligupersine A

F. badrakema
F. communis

F. narthex Boiss.

(Iranshahi et al., 2009a)
(Mamoci et al., 2011)
(Adnan et al., 2016)

145 | Kamolonol

F. assafoetida
F. pseudalliacea

(Lee etal., 2014)
(Dastan et al. 2014)

146 | 4'-hydroxykamolonol
acétate

F. pseudalliacea

(Dastan et al. 2014)

147 | Sinkianol A

F. sinkiangensis

(Xing et al., 2017)

148 | Ferukrinone

F. sinkiangensis

(Xing et al., 2017)

149 | Ferukrin

F. sinkiangensis

(Xing et al., 2017)

150 | Farnesiferone A

F. sinkiangensis

(Xing et al., 2017)
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Figure 20. Les coumarines substituées par des sesquiterpenes bicycliques isolés du genre

Ferula
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Le férulénol et ses dérivés sont responsables de la toxicité de I’espece F. communis var.

breviedia qui provoque une maladie hémorragique mortelle (ferulosis). Des exemples de

coumarines prénylées sont résumés dans le tableau 16.

Tableau 16. Les coumarines prénylées isolés du genre Ferula

N° Nom Source Réf
151 | Férulénol F.communis (Lamnaouer et al., 1987)
F. vesceritensis (Lahouel et al., 2007)
F. communis (Abd El-Razek et al.,
2003, ;Mamoci et al., 2011)
152 | Amoresinol F. ferulaeoides (Meng et al., 2013)
153 | E-o-hydroxyférulénol F.communis (Appendino et al., 1988)
154 | Z-o-hydroxyférulénol F.communis (Appendino et al., 1988)
155 | Palidone A F. pallida (Suetal., 2000)
156 | Fukanemarine B F. fukanensis (Motai et Kitanaka., 2004)
157 | Ferulagol A F. ferulago (Abd El-Razek et al., 2001)
158 | Ferulagol B F. ferulago (Abd El-Razek et al., 2001)
159 | Diversine F. ferulago (Abd El-Razek et al., 2001)
F. diversivittata (Iranshahi et al., 2008c¢ ;
Zarei et al., 2013)
160 | Diversinine F. ferulago (Abd El-Razek et al., 2001)
161 | 6-methoxy-7- F. ferulago (Abd El-Razek et al., 2001)
geranyloxycoumarine
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Figure 21. Les coumarines prénylées isolés du genre Ferula
3. Les furanocoumarines

La présence de ces composés est limitée a quelques especes de Ferula. Une étude
phytochimique effectuée sur 1’espéce F. sumbul a permis d’isolé trois furanocoumarines:
Fésumtuorine B, Fésumtuorine C, Fésumtuorine E. les composés Isoimperatorin, Marmesin,
prantschimgin, psoralen, xanthotoxin, (+)-Z-deltoin, (—)-E-deltoin, (-)-5-hydroxyprantschimgin

et (-)-5-hydroxydeltoin ont été isolés de F. lutea (tableau 17).

Tableau 17. Les furanocoumarines isolés du genre Ferula

N° Nom Source Réf
162 | Fésumtuorine B F. sumbul (Zhou et al., 2000)
163 | Fésumtuorine C F. sumbul (Zhou et al., 2000)
164 | Fésumtuorine E F. sumbul (Zhou et al., 2000)
165 | Isoimperatorin F. lutea (Znati et al., 2014)
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166 | Marmesin F. lutea (Znati et al., 2014)
167 | prantschimgin F. lutea (Ben Salem et al., 2013)
168 | psoralen F. lutea (Ben Salem et al., 2013)
169 | xanthotoxin F. lutea (Ben Salem et al., 2013)
170 | (+)-Z-deltoin F. lutea (Znati et al., 2014)
171 | (—)-E-deltoin F. lutea (Znati et al., 2014)
172 | (-)-5-hydroxyprantschimgin | F. lutea (Ben Salem et al., 2013)
173 | (-)-5-hydroxydeltoin F. lutea (Ben Salem et al., 2013)
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Figure 22. Les furanocoumarines isolés du genre Ferula

111.4.1.2.2. Les flavonoides

Un seul flavonoide a été isolé de ’espéce F. lutea c’est le Isorhamnetin-3-O-a-L-

rhamnopyranosyl( 1—6)-B-Dglucopyranoside, narcissin (Znati et al., 2014).
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Figure 23. Flavonoide isolé du genre Ferula
111.4.1.2.3. Les dérivés phenylpropaniques

Quelques propiophénones ont aussi été isolées du genre Ferula (tableau 18).

Tableau 18. Source de quelques propiophénones

N° Nom Source Réf
175 | Crocatone (latifolone) F. arrigonii (Appendino et al., 1997)
176 | Elémicine F. elaeochytris (Miski et al., 1983)
177 | Equisétine F. equisetacea (Bagirov, 1978)
O O
<o <O \ q
o o
R OCH,
R
175 OCHz3 177
176 O

Figure 24. Quelques propiophénones isolés du genre Ferula
I11.4.1.3. Les dérivés sulfuriques

Les especes du sous-genre Scorodosma (F. foetida et F. assa-foetida) sont riches en
dérivés sulfuriques. Quelques composés sont aussi isolées de F. persica et F. szowitsiana

(tableau 19).
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N° Nom Source Réf
178 | 2-butyl 1-propenyl disulfide F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
179 | 1-(methylthio)propyl 1-propenyl F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
disulfide
180 | 2-butyl 3-(methylthio)-2-propenyl F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
disulfide
181 | 2-methyl-2- propanethiol F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
182 | 2,3-dimethylthiirane F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
183 | 1-methylthio-(Z)- 1-propene F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
184 | 1-methylthio-(E)-1-propene F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
185 | dimethyl disul- fide F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
186 | 2-(methylthio) butane F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
187 | 3,4-dimethylthiophene F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
188 | methyl (Z)-1-propenyl disulfide F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
189 | methyl (E)-1-propenyl disulfide F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
190 | dimethyl trisulfide F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
191 | 2-butyl vinyl disulfide F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
191 | methyl 1-(methylthio)ethyl disulfide F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
193 | 1-(methylthio)propyl propyl disulfide F. assa-foetida (Takeoka, 2001)
194 | asadisulfide F. assa-foetida (Kajimoto et al.,
1989)
195 | Foetisulfide A F. assa-foetida (Lee et al., 2009)
196 | foetisulfide C F. assa-foetida (Lee et al., 2009)
197 | Asadisulphide F. assa-foetida (Kajimoto et al.,
1989)
198 | Foetisulfide A F. foetida (Duan et al., 2002)
199 | Foetisulfide B F. foetida (Duan et al., 2002)
200 | Foetithiophéne A F. foetida (Duan et al., 2002)
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201 | Foetithioph¢ne B F. foetida (Duan et al., 2002)
202 | Persicasulfide A F. persica (Iranshahi et al.,

F. szowitsiana

2009b)
(Iranshahi et al., 2007)

203 | Persicasulfide C F. persica (Iranshahi et al.,
2009b)
204 | Persicasulfide B F. persica (Iranshahi et al.,
2009Db)
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Figure 25. Dérivés sulfuriques isolés du genre Ferula
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111.4.1.4. Autres produits
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Le tableau 20 représente d’autres composés isolés de quelques espéces du genre Ferula.

Tableau 20. Autres composés isolés de quelques especes du genre Ferula

N° Nom Source Réf
205 | L’acide chlorogénique F. elaeochytris (Alkhatib et al., 2008)
F. lutea (Znati et al., 2014)
206 | L’acide 3,5-O-dicafféoylquinique F. lutea (Znati et al., 2014)
207 | Methyl 3,5-O-dicafféoylquinate F. lutea (Znati et al., 2014)
208 | L’acide 1,5-dicafféoylquinique F. elaeochytris (Alkhatib et al., 2008)
o, pR
R4\\\\“ z R3
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Ry R; R; Ry
205 O o
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Figure 26. Autres composés isolés de quelques especes du genre Ferula
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IV. Ferula longipes Coss. ex Bonnier et Maury (synonyme: Ferula cossoniana Batt. &
Trab.)

IV.1. Description botanique

Ferula longipes Coss. ex Bonnier et Maury est une plante vivace lorsque les conditions
climatiques le permettent a tiges élevées de 1-3 metre de haut. Pédicelles des fruits mirs égalant
environ 2 fois leur longueur (2-3 cm). Feuilles d’un vert cendré, scabres, courtement hispides a

divisions linéaires tres courtes (Quezel et Santa, 1963) (figure 27).

Figure 27. Espéce Ferula longipes Coss.

IV.2. Répartition géographique

L’espece Ferula longipes Coss. pousse seulement dans le sud-est du Maroc, I’ Algérie

et la Libye (figure 28).

%7 CuRiAcyfintrod

& Tropkalamcs t -

dzta from TAFR

] erecemn me counry

.  Africar herarkm specimen -
O NATURALIS herbarkm specimen

© AT Norapropdt

Figure 28. Répartition géographique de 1’espece Ferula longipes Coss. (www.theplantlist.org)
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IV.3. Place dans la systématique

Le classement de Ferula longipes Coss. dans la systématique est comme suit :

Régene Plantae

Division Magnoliophyta(Angiospermes)

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)

Clade Campanulidées ou Euastéridées

Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Ferula

Espéce Ferula longipes Coss. ex Bonnier et Maury

IV .4. Utilisations en médecine traditionnelle

Les fruits de F. longipes sont utilisés en médecine traditionnelle pour traiter les crises

d'épilepsie.

IV.S. Travaux antérieurs
D’apreés la recherche bibliographique, aucune ¢étude phytochimique (séparation et

identification) n’a été réalisée sur I’espece Ferula longipes Coss.
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I. Activité antioxydante

Depuis le début du 20eme siccle, les radicaux libres et les antioxydants sont les termes les
plus utilisés dans le domaine de la recherche scientifique, caractérisés par leur capacité¢ a
s’oxyder en d’autres molécules. Leur impact sur la santé n’a été étudié par les biologistes qu’au
début des années 60 grace aux travaux effectués sur les vitamines et les flavonoides, suivis par

les travaux sur 1’acide ascorbique a la fin des années 70 (Cameron et Pauling, 1976).
I.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce indépendante contenant un ou plusieurs électrons
célibataires (non appariés) (Halliwell et Gutterdge, 1995). Ils se forment généralement par
division hémolytique de liaison covalente ou par transfert mono-¢lectroniques.

La réactivité des radicaux libres dans le fait qu’ils ré apparient leur électron célibataire
par la recherche d’un électron, ce qui entraine la réaction d’un nouveau radical libre et donc
I’extension et la prolifération du phénoméne. Ce qui va engendrer des réactions en chaines
entrainant la destruction ou la mutation cellulaire ( Garses-Albert et al., 2003).

On distingue les radicaux primaires, qui dérivent de I’oxygene par des réductions d’un
électron, tels que : I’anion superoxyde (O,"), le radical hydroxyle (‘OH), le monoxyde d'azote
(NO"), le radical alkoxyle (RO") et le radical peroxyle (ROQ"), et les radicaux libres secondaires
qui résultent des réactions des radicaux primaires sur des composé€s biochimiques de la cellule,
parmi eux on cite : ’oxygéne singulet (‘0,), peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et le nitroperoxyde

(ONOOH) (Yoshikawa et al., 2000 ; Favier, 2003).
I.2. Les antioxydants

Un antioxydant a été défini comme étant toute substance présente a faible concentration
par rapport a celle d'un substrat oxydable retarde ou inhibe 1'oxydation de ce substrat de fagon
significative (Halliwell et Gutteridge ,1989; Sies, 1993; Halliwell, 1995).

Les antioxydants peuvent neutraliser les radicaux libres et augmenter la durée de vie en
retardant le processus de peroxydation lipidique, qu’elle est I'une des principales raisons de la
détérioration des produits alimentaires et pharmaceutiques au cours de traitement et de stockage

(Halliwell, 1997).
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1.2.1. Antioxydants d’origine naturelle

Les antioxydants naturels les plus importants sont la vitamine E (tocophérol), les
caroténoides (f-caroténe), la vitamine C (I’acide ascorbique), les polyphénols en particulier les

flavonoides (figure 29).
e La vitamine E (a-tocophérol)

La Vitamine E est un antioxydant important qui protége les cellules contre les dommages
associés aux radicaux libres (Maydani, 2000), elle joue un role préventif dans le développement
des cancers et sur le vieillissement. Elle limite les effets nocifs du cholestérol et donc
préviendrait de 1’artériosclérose (Rolland, 2004). On la retrouve dans les huiles végétales
(arachides, soja, chardon, olive pressé a froid et tournesol,), les amandes, les graines, les oeufs, le

lait, les 1égumes a feuilles vertes (Bossokpi, 2002).

e La vitamine C

L'acide ascorbique (vitamine C) est considéré comme l'un des antioxydants les plus
puissants, moins toxiques et naturels (Bendich et al., 1986; Weber et al., 1996). C’est une
vitamine soluble dans I'eau qui se trouve en concentrations élevées dans de nombreux aliments et
plantes diététiques.

L'acide ascorbique peut mettre fin a la chaine de réactions radicalaires par transfert
d'électrons.

Les principales sources de l'acide ascorbique dans l'alimentation sont les fruits, en
particulier les agrumes, les kiwis, les cerises, les melons et les Iégumes comme la tomate et le

brocoli.
e Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments issus des microorganismes et des plantes, et sont
regroupés en deux grandes familles : les caroténes et les xanthophylles (Valko et a/.,2004). Ils
sont d'excellents piégeurs d'espeéces radicalaires grace a leur systéme conjugué de doubles
liaisons (Packer et al., 1981). Le f-caroténe est un précurseur de la vitamine A qui est
liposoluble, réagit directement avec le radical peroxyle (ROQO¢) (Burton et Ingold, 1984). On
trouve le f-caroténe dans les carottes, les légumes verts, la salade, 1’abricot, les épinards, le

melon, la papaye et autres fruits jaunes (Bossokpi, 2002).
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e Les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules organiques présentent d’une maniére ubiquiste dans
les végétaux, ils sont issus du métabolisme secondaire. Ils sont caractérisés par la présence de
plusieurs groupements phénoliques, un ou plusieurs cycles aromatiques portant un ou plusieurs
hydroxyles. Ils se divisent en plusieurs groupes : les coumarines, les chromones, les stiblénes, les
lignanes, les tanins, les lignines et les flavonoides. Ces derniers constituent la plus importante
catégorie de polyphénols, ils sont responsables de la coloration des fleurs et des fruits. Les
flavonoides se comportent principalement comme des antioxydants primaires, en stabilisant les
radicaux peroxydes (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).Les flavonoides sont trés abondants
dans les légumes, les feuilles des légumes (salades, choux, épinards...), ainsi que dans les
téguments externes des fruits. De nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes
sont trés riche en flavonoides (Justen et al., 1998). Plusieurs études in vitro ont montré que la

quercétine est un excellent antioxydant, de tous les flavonoides (Kampk®étter et al., 2008).

HO

Vitamine E (a-tocophérol)

N e U N G

f-caroténe

OH
OH
OH
HO HO (0]
/
H o
Ho/ﬁ\“\ 0 OH
OH OH (0)
Vitamine C (Acide ascorbique) Quercétine

Figure 29. Structures chimiques des antioxydants naturels
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1.2.2. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques les plus utilisés sont des composés phénoliques tels que le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), la tert —butylhydroquinone (TBHQ)
et le gallate de propyle (PG) (figure 30). Ces antioxydants synthétiques sont les plus couramment
utilisés dans des applications alimentaires et pharmacologiques. Ils sont toujours substitués par
des alkyles pour améliorer leur solubilité dans les graisses et les huiles (Hudson, 1990).
Toutefois, le BHA et le BHT ont ¢été limités par des regles 1égislatives en raison de doutes sur
leurs effets toxiques et cancérogenes (Wichi, 1988 ; Sherwin, 1990). Par conséquent, il y a un
intérét croissant des antioxydants naturels dans les applications alimentaires, et une tendance
croissante de préférences des consommateurs vers des antioxydants naturels, qui ont tous donné
un nouvel élan aux efforts pour explorer les sources naturelles des antioxydants (Giilgin, 2006,
2007).

Le BHA et le BHT sont relativement stables a la chaleur, ils sont souvent utilisés pour la
stabilisation de matiéres grasses dans des produits cuits au four. Les produits naturels
apparaissent comme plus sains et plus strs que les antioxydants synthétiques (Valenzuela et

Nieto, 1996).

OH OH OH COOC;H,
C 2
/
HO OH
OCH, CH, OH OH

BHA BHT TBHQ PG

Figure 30. Structures chimiques des antioxydants synthétiques

1.3. Méthodes de détermination de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes qui ont ¢été mises au point pour 1’estimation in vitro du

pouvoir antioxydant d’un échantillon. Les tests les plus utilisés sont :
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I.3.1. Test du DPPH

Le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (figure 31) est un radical libre stable, posséde
une coloration violette foncée, lorsqu’il est réduit, la coloration devient jaune pale.
En sa forme radicalaire, le DPPH absorbe a 517 nm, mais lorsqu’il est réduit par un antioxydant
ou une espece radicale, son absorbance diminue. L’activité de piéger les radicaux libres a été
déterminée par 1'essai de DPPH (Blois, 1958) avec quelques modifications (Oztiirk et al., 2011).
Cependant, ce test peut poser des difficultés d’interprétation lorsque les composés testés
possédent une bande d’absorption dans le visible vers 515 nm, interférant avec celle du DPPH’
(Prior et al., 2005). Le test avec ’ABTS™ est alors recommandé car on peut interpréter les

résultats sur la bande a 734 nm, n’interférant plus avec celle du composé testé.

NO, NO,
AH A
O,N NO, \ /A O,N NO,
N N
DPPH’ DPPH-H

Figure 31. L’effet d’un antioxydant (AH) sur le radical DPPH’
1.3.2. Test de balayage ABTS

Dans ce dosage, I'ABTS est oxydé a son radical cation ABTS ', qui est intensément
coloré, la réaction entre les composés d’essai et le radical ABTS peut réduire la couleur
d’ABTS™, ce qui permet la mesure de I’activité anti-oxydante. Ce test est une technique de

décoloration, dans lequel le radical est produit directement sous une forme stable avant la

réaction avec les antioxydants.
ABTS" présente des maximum d'absorption dans des milieux aqueux de 414, 734 et 815

nm et dans un milieu éthanolique de 414, 730 et 873 nm. Le test d’ABTS " a été développé par
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Miller et al., (1993). Cependant, le radical cation ABTS " est généralement généré par K,S,0zg
(figue 6) (Glilgin et al., 2006). En général, cette réaction chimique nécessite un long temps
(Jusqu'a 16 h), alors que la production enzymatique est plus rapide et les conditions de réaction
sont plus douces. En ce qui concerne la longueur d'onde de détection, la détermination a 734 nm
est préférable (Arnao 2000).

Généralement, ABTS " réagit avec les antioxydants dans 30 minutes. Il est soluble dans

les solvants aqueux et organiques et n'est pas affecté par la force ionique. Ainsi, il peut étre
utilisé pour la détermination de 1’activité antioxydante des extraits hydrophiles, ou lipophiles

(Awika et al., 2003).

0,8 S SOy
N
\
C

CoHs
ABTS

2H5

K,S,05

0,8 S SOy
N
\
C,H, C

2H5

ABTS™

Figure 32. Génération d’ABTS™ par l'oxydation d'ABTS avec K,S,0s
1.3.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La méthode de CUPRAC a ét¢ développée par Apak et al., (2006). Ce dosage est basé sur
la réduction de Cu®" en Cu" par l'action combinée de tous les antioxydants ou réducteurs dans un
milieu aqueux-éthanolique (pH 7.0) en présence de Neocuproine (2,9-diméthyl-1 ,10-

phénanthroline), par les polyphénols, donnant un complexe Cu" avec un pic d'absorption

78




Partie 1 Chapitre 111
Généralités sur les activités biologiques

maximale a 450 nm (figure 33) (Giil¢in, 2008; Lee et al., 2011 ). Cette méthode peut étre utilisée
pour la détermination de la capacité antioxydante du constituant alimentaire par le complexe
Cu*"-Neocuproine (Cu**-Nc) en tant que réactif oxydant chromogéne.

Le neocuproine est un composé organique hétérocyclique et est un agent chélatant. Le
dosage de CUPRAC est économique, rapide, stable, sélectif et appropri¢ pour une variété

d'antioxydants.

+H*

Réactif CUPRAC Produit jaune orangé
Bleu claire

Figure 33. Réduction du complexe chromogéne de Cu™-Nc
1.3.4. Chélation des ions métalliques

Le principe de ce test repose sur la réduction du fer ferrique (Fe’”) en fer ferreux (Fe*")
par le composé test¢. Dans un milieu acide a 37 °C, le complexe incolore 2, 4, 6-
tripyridyltriazine ferrique (TPTZ-Fe’") est ajouté a I’échantillon. Les antioxydants présents
réduisent le complexe en sa forme (TPTZ-Fe2+) (figure 34) de couleur bleu et son absorbance
est lue a 562 nm toutes les 15 s durant une période n’excédant pas 10 minutes qui forme un
complexe avec le fer (Decker et Welch, 1990). Ce test est rapide et donne une productibilité pour

des solutions biologiques ou pour des solutions pures d’antioxydants.
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PP

v /Fe(IJ\ y /Fe(II

@b @Nb

Fe’'-TPTZ+ antioxydant réduit ————>  Fe*-TPTZ (bleue intense & 562 nm)

Figure 34. Réaction du test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
1.3.5. Test de blanchissement du pB-carotene

Cette méthode est basée sur la perte de la couleur jaune du B-caroténe et donc de la
consommation de celui-ci, due a la réaction avec les radicaux qui sont formés par I’oxydation de
I’acide linoléique en émulsion (Marco, 1968). Le blanchissement du [B-caroténe, ralenti en
présence d’antioxydants, est mesuré par un suivi spectrophotométrique a 470 nm. L’absorbance
est ainsi lue au temps 0 puis au bout de deux heures. Cette méthode est sensible, ceci étant di a
la forte absorption du B-caroténe mais est plus lente que celle du DPPH. Récemment, la méthode
a ¢té¢ améliorée grace a I’utilisation de microplaques a 96 puits. Cette méthode est largement
utilisée dans 1’évaluation de D’activité anti-oxydante de différents types d’échantillons tels que

les composés seuls, les extraits de plantes, de graines, de fruits, de 1égumes.
I1. Activité anticholinestérase

L’acétylcholinestérase (AChE) est 1’enzyme responsable de la métabolisation de
I’acétylcholine, neurotransmetteur du systéme cholinergique qui est impliqué notamment dans
les fonctions cognitives. L’inhibition de cette enzyme va engendrer une diminution du turnover
de [I’acétylcholine et donc augmenter les effets cholinergiques. Les inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase sont utilisés pour diminuer les symptomes de la maladie d’Alzheimer.

Dans la Maladie d’Alzheimer (MA), les cellules nerveuses se détériorent
progressivement, surtout celles produisant de 1’acétylcholine, substance importante pour la
mémoire. On a montré qu’il existe une baisse de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau

de patients atteints de MA. Les anticholinestérasiques diminuent [Dactivit¢ de
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I’acétylcholinestérase, enzyme détruisant 1’acétylcholine. Leur action favorise donc 1’¢lévation
de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau.
L’activité Acetylcholinesterase et butyrylcholinesterase est déterminée par la méthode

d’Ellman (Ellman et a/., 1961).

(0] 0]
CH,
H,C
)k Pl | AChE SN ~_-SH )L
H,;C S I|\I+—CH3 E— /Nt\ + H,;C OH
H,C CH
CH3 3 3 . .
Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acide acétique
HOOC COOH
O,N S—S NO,
Y DTNB
HOOC COOH
O,N S N HS NO,
N S/\/ | Y
Mélange disulphide Jaune Acide-5-thio 2-nitrobenzoique (TNB)

Figure 35. Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman

ITI. Activité cytotoxique

Le cancer est devenu un véritable probléme de santé de par le monde : il représente la
2°™ cause de mortalité dans les pays développés et devient également un probléme majeur de
sant¢ dans les pays en développement. Ces derniers ont deés lors recours a la médecine
traditionnelle, qui utilise largement des recettes a base de plante. En s’appuyant sur les données
ethno-phytothérapeutiques et/ou ethnopharmacologiques, les chercheurs ont pensé a isoler puis
identifier diverses substances d’origine naturelle possédant des propriétés pharmacologiques

intéressantes et ce dans bien des domaines. S’agissant du cancer, les produits naturels ont été a la

base de bien des progres dans les traitements appliqués.
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II1. 1. Le test de viabilité

Afin d’évaluer Pactivité antiproliférative des produits d’Athamanta sicula L. un test de
viabilité des cellules est réalisé. Le test MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2yl] diphényltétrazolium
bromure, Sigma) est un test colorimétrique basé sur la capacité¢ des mitochondries fonctionnelles
des cellules a réduire, via la succinate déshydrogénase [160], le produit MTT en cristaux de
formazan détectables en spectrométrie visible aprés leur dissolution dans du DMSO
(diméthylsufoxide). Il permet alors d’évaluer les effets des traitements étudiés sur la croissance
globale d’une population cellulaire donnée, en déterminant le nombre de cellules vivantes restant

au sein de la culture cellulaire analysée.
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I. Athamanta sicula L.

I.1. Récolte et séchage de la plante

Athamanta sicula L. a été récolté en Mars 2011 a Constantine par Mr. Kamel Kabouche,
et identifié¢ par le professeur Gérard De Belair (Universit¢ Annaba). Un échantillon specimen a
¢té déposé au laboratoire d’obtention de substances thérapeutiques (LOST) sous le code voucher
(LOSTAs 03/11). Apres séchage dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, les parties

aériennes ont été pulvérisées et pesées (2500 g).

I.2. Extraction

2.5 kg des parties aériennes de la plante pulvérisée sont mises a macérer a température
ambiante dans un mélange hydroalcoolique (Ethanol/Eau, 80/20, V/V), en répétant cette
opération 3 fois avec renouvellement du solvant (24 a 48 heures/3fois). L’extrait récupéré est
concentré sous pression réduite a une température n’excédant pas 40°C, puis dilué avec de I’eau
distillée a raison de 400 ml pour 1kg de mati¢re seéche. Une décantation pendant une nuit permet
le dépot des composés hautement lipophiles (la chlorophylle, les cires, les résines, les boues
terpéniques, le sable etc...). La solution ainsi dégraissée subit une filtration pour obtenir une
solution aqueuse claire. Cette derniére a subi des extractions de type liquide- liquide en utilisant
des solvants de polarité croissante en commengant par 1’éther de pétrole, le dichlorométhane,
puis I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol (figure 36).

Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduite a sec et pesées.

Les rendements d’extraction sont donnés dans le tableau 21.

Tableau 21. Rendement des fractions de la plante Athamanta sicula L.

Fraction Masse (g) Rendement (%)
Ether de pétrole huile -
Dichlorométhane 6.06 0.24
Acétate d’éthyle 6.33 0.25

n-butanol 46.85 1.87

Le processus de I’extraction est résumé dans la figure 36
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2.5 kg des parties aériennes de la plante

séchée et pulvérisée

» Extraction
MeOH/H,0: 80/20

[ Extrait MeOH / H,O ]

e Concentration a sec
e Addition de H,O distillée (900 ml)
e Filtration

v
[ Phase aqueuse ]

e Extraction par I’éther de pétrole

Evaporation a sec (3 x 300 ml)
a N\
Fraction d’éther de [ ]
, Phase aqueuse
L pétrole
) e Extraction par CH,Cl,
Evaporation a sec (3 x 300 ml)
7 ] N \ 4
Fraction CH,Cl, [ Phase aqueuse ]
6.06g )
s e Extraction par AcOEt
lEvat)oration a sec v (3 x300ml)
4 N\ 1
Fraction AcOEt [ Phase aqueuse ]
6.33¢g
\ )

L l e Extraction par n-butanol
Evaporation a sec

(3 x 300 ml)
¥ 1

7 N
Fraction n-butanol [ Phase aqueuse ]
46.85¢g

. )
Figure 36. Protocole d’extraction de la plante Athamanta sicula L.
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I. 3. Séparation et purification des composés de la fraction dichlorométhane

Avant d’entamer la séparation chromatographique sur colonne de cette fraction, nous
avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice, la meilleure
séparation obtenue était avec 1’¢luant n hexane/toluéne puis toluéne/AcOEt.

Une masse de 6.06g de la fraction dichlorométhane est déposée sur une colonne
chromatographique de gel de silice 60 préparée dans le n-hexane, avec un gradient d’élution n-
hexane/toluéne puis toluéne/AcOEt. Des fractions de 100 ml ont été recueillies et regroupées en
fonction de leurs profils en CCM visualisés sous lampe UV (254 et 365nm). 28 fractions ont été

ainsi obtenues (Tableau 22).

Tableau 22. Résultats de séparation par chromatographie sur colonne de gel de silice normale

Fractions N° de la Systéme d’élution
fraction % n-hexane % Toluéne
1-61 F1 100-96-92 0-4-8
62-111 F2 88 12
112-130 F3 85 15
131-180 F4 80 20
181-200 F5 75 25
193-213 F6 70 30
214-231 F7 50 50
232-249 F8 30 70
250-266 F9 0 100
Toluéne % AcOEt %

284-302 F10 98 2
303-360 F11 96-92-88 4-8-12
361-370 F12 85 15
371-393 F13 85 15
394-409 F14 80 20
410-418 F15 80 20
419-423 F16 75 25
424-438 F17 75 25
439-453 F18 70 30
454-468 F19 70 30
469-475 F20 60 40
476-480 F21 60 40
481-490 F22 60 40
491-500 F23 50 50
501-507 F24 50 50
508-518 F25 50 50
519-553 F26 30 70
554-570 F27 20 80
571-596 F28 0 100
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I.3.1. Fractionnement des fractions F7, F10

Ses fractions se présentent sous forme d’une huile incolore. La chromatographie sur
couche mince de ces composés montre une seule tache de coloration violette apres révélation a la

vanilline sulfurique donnant les produits Al (7mg) et A2 (13 mg).

I.3.2. Fractionnement de la fraction F15

La fraction F15 a subi une séparation chromatographique sur colonne de gel de silice en
utilisant le systéme d’¢lution cyclohexane / acétate d’éthyle (8.5/1.5). Des fractions de 25 ml
ont été collectées. Un seul produit a été séparé, purifiée sur colonne de séphadex LH20. Enfin,

16 mg du composé A3 ont été obtenus.

I.3.3. Fractionnement de la fraction F20

La formation d’un précipité blanc dans la fraction F20, le précipité est lavé avec du
MeOH plusieurs fois pour obtenir 43 mg du composé A4. La chromatographie sur couche mince
de ce composé montre une seule tache de coloration violette apres révélation a la vanilline
sulfurique.

Les produits issus de ce fractionnement figurent dans le schéma ci-dessous :
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6.06g de la fraction dichlorométhane

S 1
I n-hexane/Toluéne, -~ s -
1 1 I
| Toluéne/AcOEt . . CCdegeldeSilice
__________ I // \\I____________.
) em =T m= s
P N
Phd 28 fractions S
N P s
A S ~_ _ o P
V‘ v v v
F7 F10 F15 F20
TS I N T
l/ Huile \’ I/ Huile CC (Silice) 1 : Précipité I
' : blanc I
AcOEt (8.5/1.5) : |

|
A P N P : cyclohexane /
I

Al A2 A3 A4
Tmg 13mg 16mg 43mg

N — \em——

Figure 37. Schéma de séparation de la fraction dichlorométhane de la plante Athamanta sicula L.

I. 4. Séparation et purification des composés de la fraction acétate d’éthyle

Cette fraction a subit une chromatographie sur couche mince afin d’avoir une idée sur le
nombre de produits a séparer. Pour cela et avant d’entamer les séparations chromatographiques
de cette fraction, nous avons procéde a des tests chromatographiques analytiques sur couche
mince de gel de silice et des tests chromatographiques bidimensionnels de gel de polyamide avec

les systémes suivants :
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e QGel de silice : (n-hexane/Acétone)

e Gel de polyamide : (Toluene: MeOH: MEC) (4:3:3) v/v

(H,O: MeOH: MEC: AcAc) (13:3:3: 1) v/v

6.33 g de la fraction acétate d’éthyle sont mélangés a une quantité de gel de silice 60

jusqu'a I’obtention d’une poudre homogene. Cette poudre est déposée en haut de la colonne de

gel de silice préparée dans le n-hexane, I’élution est réalisée par le n-hexane enrichi

progressivement par 1’acétone.

Des fractions de 150 ml sont recueillies et analysées par chromatographie analytique sur

plaque chromatographique.

La progression de la colonne de gel de silice est rassemblée dans le tableau 23.

Tableau 23. Résultats de la séparation de la colonne de gel de silice

Lot de fraction n-hexane % acétone%
01-05 100 0
06-17 95 5
18-29 90 10
30-35 88 12
36-49 85 15
50-60 80 20

61-120 70 30
121-134 60 40
135-143 50 50
144-149 30 70
150-155 0 100

Selon les résultats donnés par les plaques chromatographiques sur gel de silice, on a pu

regrouper les fractions qui ont les mémes compositions et le tableau 24 résume le regroupement

des fractions de cette colonne.

88



Partie 2 Chapitre 1
Matériel végétal et méthodes d’extraction, de sé€paration et de purification

Tableau 24. Regroupement final des fractions de la colonne

Fraction N° de la fraction Observation
1-30 F1 M¢élange de produits en trés faible quantité
31-62 F2 Trainée
63-74 F3 M¢élange séparable
75-89 F4 M¢lange inséparable
90-122 F5 M¢élange complexe
123-125 F6 M¢élange complexe
126-138 F7 M¢élange de produits en trés faible quantité

. Etude des fractions obtenues

Le poids important et la simplicité de la fraction et F3 nous a permis 1’étudier jusqu’a la

détermination structurale de principaux composés isolés.

I.4.1. Fractionnement de la fraction F3

La fraction F3 (1200 mg) a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase
normale de granulométrie (63-200um), ¢luée avec le systeme isocratique AcOEt:MeOH:H,0O
(10:1:0,5). 4 Sous-fractions ont été regroupées selon leurs profils en CCM, en phase normale,

réalisés dans le méme systeme de la colonne (tableau 25).

Tableau 25. Sous-fractionnement de la fraction F3 sur colonne de gel de silice

N° de lot N° de la sous fraction Observations
1-7 fl 1 seul produit
8-15 2 Trainée
16- 42 3 Précipité
43 -48 4 M¢élange de produits

e La sous fraction f1 contient le composé A5 (51mg) a 1’état pur.

e La sous fraction f 3 contient un précipité jaune, c’est le composé¢ A6 (25mg), a I’état pur

(apres lavage avec le MeOH).
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e La sous fraction f4 a subi une deuxieme séparation sur colonne isocratique de gel de
silice, en utilisant le systeme : AcOEt:MeOH:H,O (8 :2 :1), on a pu séparer un produit
qui est le composé A7 (25mg).

6.33 g de la fraction acétate

d’éthyle
M N A
|m == === RN Ll e e 1
I n-hexane/ acétone < CC de gel de Silice |
L e e e e e = . 7 N e e - —— |
/ \
) i N
/ - [
\/ 7 fractions ~
g e

__________ | et | CCM Silice |
| Produit pur | Précipité : ! AcOEt:MeOH: |
: : : jaune . | H,O !
_____________________ I bR
JV v v
AS A6 A7
SImg 25mg 25mg

Figure 38. Schéma de séparation de la fraction acétate d’éthyle de la plante Athamanta sicula L.
I. 5. Séparation et purification des composés de la fraction n-butanol

15 g de la fraction n-butanol ont été fractionnés par chromatographie sur colonne de gel de
polyamide SCg (le poids de la phase stationnaire est trente fois le poids de 1’extrait). L’¢lution est
réalisée par un gradient de polarité¢ du systeme toluéne / méthanol. Des fractions de 200 ml sont

recueillies, leur suivi est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice.
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L’examen de plaques CCM est réalis¢ sous lumicre UV a 254 nm et a 365 nm. Les
fractions de compositions similaires sont rassemblées et évaporées. 20 fractions ont été ainsi

obtenues (Tableau 26).

Tableau 26. Résultats de séparation par chromatographie sur colonne de polyamide SCq de la

fraction n-butanol

. Nom de la Systéme d’élution )
Fractions fraction | % T())Iluéne % McOH Observations
1-77 F1 100-98-96 0-2-4

78-107 F2 92 8 M¢élange de produits en tres faible
108-130 F3 88 12 quantité
131-168 F4 85 15
169-192 F5 80 20 Trainée
193-213 Fo 75 25 M¢élange complexe
214-231 F7 70 30
232-249 F8 65 35
250-266 F 60 40 M¢élange inséparable
267-283 F10 55 45
284-292 F11 50 50
293-298 F12 40 60 M¢élange complexe
299-300 F13 40 60 M¢élange séparable
301-308 Fi4 40 60 Me¢lange complexe
309-312 F15 30 70
313-318 F16 30 70 Trainée
319-323 F17 30 70
324-338 F18 20 80 Meélange complexe
339-353 F19 10 90
354-368 F20 0 100

e FEtude des fractions obtenues

L’étude chromatographique analytique sur couche mince de fractions obtenues a partir de la
fraction n-butanol de Athamanta sicula L. montre une présence d’un produit majoritaire qui

masque 1’observation d’autres produits c’est le produit A8 (42mg).

Conclusion
L’¢étude chromatographique de la fraction n-butanol s’est avérée étre compliquée suite a
la présence d’un produit majoritaire AS8.
Nous avons pu isoler six produits purs de la fraction dichlorométhane A1, A2, A3 et A4

et de la fraction acétate d’éthyle trois produits purs ont été obtenus qui sont A5, A6 et A7.
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I1. Ferula longipes Coss. ex Bonnier et Maury

I1.1. Récolte et séchage

La plante a été récoltée dans la région de Bejaia au mois de mai 2013 et identifi¢ par le
professeur Gérard De Belair (Université Annaba). Un échantillon specimen a été déposé au
laboratoire d’obtention de substances thérapeutiques (LOST) sous le code voucher (LOSTFI
05/13). Apres séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont

été pulvérisées et pesées (900g).
I1.2. Extraction

Les parties aériennes de Ferula longipes Coss. (900 g) sont coupées en petits morceaux et
mises a macérer dans un mélange éthanol/eau (80/20) pendant 24 a 48 heures. Cette opération est
répétée trois fois avec renouvellement du solvant.

Apres concentration a une température n’excédant pas 40°C, nous avons obtenu un résidu
sirupeux. Ce dernier est dilué¢ avec 600 ml de 1’eau distillée.

La solution obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour décantation. Cette
décantation permet le dépdt de la chlorophylle, des cires, du sable,....etc.

Apres filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction
liquide-liquide dans une ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles a 1’eau et de
polarité croissante en commengant par I’éther de pétrole, puis le chloroforme, ensuite 1’acétate
d’éthyle et en dernier le n-butanol.

Les quatre phases organiques récupérées sont, concentrées sous pression réduite a sec et
pesées. On obtient 9 g (3%) de fraction pour la phase éther de pétrole 1.97g (0.65%) de fraction
pour la phase chloroformique, 9.17g (3.05%) de fraction pour la phase acétate d’éthyle et 25.35g
(8.33%) de fraction pour la phase n-butanol.

La figure 39 montre les différentes étapes d’extraction du Ferula longipes Coss.
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e Macération dans EtOH /H,O (8 : 2) v/v, Filtration
e répéter 3 fois pendant 48h
e Concentration a sec (T=35-40°C)

Extrait brut (300g)

e Traitement avec 600 ml de H,O.

e Filtration aprés une nuit de repos,

e Extraction par 1’éther de
pétrole (300x3) ml
e Décantation, Evaporation a sec.
Fraction d’éther de

pétrole (9g)
1 e Extraction par CHCl; (300x2) ml. l
@ > e Décantation, Evaporation a sec.
ase aqueuse

Fraction CHCI; (1.97g)
l e Extraction par AcOEt (300x3) ml. l l
e Décantation, Evaporation a sec. :
@ase aqueuD Fraction AcOEt (9.17g)

|
e Extraction par n-butanol (300x5) ml.

e Décantation, Evaporation a sec.

v

Figure 39. Les différentes étapes d’extraction du Ferula longipes Coss.
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Pour I’ensemble des fractions, nous avons débuté le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince de gel de silice, et des tests chromatographiques bidimensionnels de
gel de polyamide pour les fractions AcOEt et n-BuOH (2D) avec les systémes suivants :

1. Systéme organique : (Toluéne: MeOH : MEC) (4:3:3) v/v
2. Systéeme aqueux :  (H,O: MeOH: MEC :AcAc) (13:3:3:1)v/v
S2

»
»

S1

Figure 40. Carte phénolique de la fraction n-butanol

I1.3. Séparation et purification des composés de la fraction n-butanol

17 g de la fraction n-butanol sont dissous dans le minimum de méthanol et mélangés a une
petite quantité de gel de polyamide, I’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a
I’obtention d’une poudre homogene. Cette derniere est déposée en haut de la colonne de
polyamide préparée dans le tolueéne, 1’¢lution est réalisée par le toluéne enrichi progressivement
par le méthanol.

Des fractions de 120 ml sont recueillies en bas de la colonne dans des erlens et analysées
par chromatographie analytique sur plaque chromatographique de gel de silice avec différents
systémes :

S1: (CHCl;: MeOH)  (9.5:0.5) v/v
S2: (AcOEt: MeOH: H,O) (10:1:0.5) (12:1:0.5) (8:2:1) v/v

L’examen des plaques CCM de gel de silice est réalisé sous lumiere UV a 254 nm et 365
nm et apres révélation par 1’acide sulfurique et chauffées pendant 3mn a 100 °C.
Les fractions similaires ont été regroupées, évaporées et pesées. 9 fractions ont été ainsi obtenues

(tableaux 27 et 28).
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Tableau 27. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction n-butanol

Lot de fraction | Toluene % MeOH %
1-17 100 0
18-46 96 4
47-58 92 8
59-129 88 12
130-162 85 15
163-242 80 20
243-286 75 25
287-425 70 30
426-482 60 40
483-498 0 100

Tableau 28. Résultats des fractions obtenues de la fraction n-butanol

Lot N° de la fraction | Masse (mg) | Observation

1-58 F1 98 Graisse et cires.

59-162 F2 120 M¢élange complexe

163-187 | F3 300 M¢élange de produits flavoniques

188-218 [ F4 150 M¢lange inséparable

219-250 | F5 289 Me¢lange de produits

251-300 | F6 61 M¢lange inséparable

301-425 [ F7 180 Me¢langes complexes

426-482 | F8 90 Me¢élange de produits en trés faible
quantité

483-498 | F9 103 Trainée

. Etude des fractions obtenues

Parmi les fractions obtenues, on a étudi¢ celles qui sont simples et séparables et celles qui

ont une quantité importante et on a éliminé les fractions de faibles quantités et qui sont des

mélanges complexes.

Apres I’examen des plaques CCM de gel de silice sous lumiere UV a 254 nm et 365 nm,

on a choisi I’étude de deux fractions : F3 et F5.
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I1.3.1. Fractionnement de la fraction F3

Nous nous somme intéressées a la fraction F3 a cause de sa masse (300 mg) et sa
simplicité, elle contient deux produits majoritaires, nous avons procédé directement a une
deuxiéme séparation sur colonne isocratique de gel de silice normal, en utilisant le systéme :
AcOEt/MeOH /H,0 (12 :1 :0.5) v/v. comme ¢€luant.

Le suivi de la séparation et le rassemblement final des fractions sont présentés dans le

tableau 29.

Tableau 29. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction F3

Systéme d’élution | Fractions N° de la sous Observations
Fraction
1-5 F3-1 M¢élange inséparable
6-10 F3-2 Trainée
11-15 F3-3 Produit P1, mono-tache, absorbe
AcOEt :MeOH :H,0O sous UV 356
(12 :1:0.5) v/v 16-26 F3-4 Produit P1+ produit P2
27-30 F3-5 produit P2
30-35 F3-6 produit P2+ des produits de tres
faibles quantités
36-40 F3-7 Trainée

. Etude de la sous fraction F3-3

La sous fractions F3-3, montre une mono-tache sur la plaque CCM de coloration violette

sous la lumiére UV 356 nm.

. Etude de la sous fraction F3-5

Un précipite jaune pale a été formé dans la fraction F3-5, que nous avons récupéré et lavé
par I’acétone (P2).

Les travaux de séparation chromatographiques ont permis I’obtention a I’état pur et natif
des deux produits P1 (14mg) et P2 (28mg). Les séparations effectuées sont illustrées dans la

figure 41.
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I1.3.2. Fractionnement de la fraction F5

La fraction F5 (275 mg) a subi une deuxiéme séparation sur colonne isocratique de gel de
silice, en utilisant le systeme : AcOEt/MeOH /H,O (12 :1 :0.5) v/v. comme éluant.
5 sous fractions sont obtenues.

Le résultat de la progression de cette colonne est illustré sur le tableau 30.

Tableau 30. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction F5

Systéme d’élution Fractions N° de la sous Observations
Fraction
1-25 F5-1 Produit P3, mono-tache, absorbe
sous UV 356
AcOEt :MeOH :H,O | 26-65 F5-2 Meélange de produits en tres
(12 :1:0.5) v/v faible quantité
66-78 F5-3 M¢lange séparable
79-89 F5-4 Trainée
89-98 F5-5 M¢élanges des produits

o FEtude de la sous fraction F5-1

La chromatographie sur couche mince de la sous fraction 5-1 montre un composé
majoritaire sur des plaques préparatives de gel de silice ¢luées avec le systéme

AcOEt/MeOH/H,0 (8/1/1) pour donner 11 mg du produit P3 (11mg).

o FKEtude de la sous fraction F5-3

La sous fractions F5-3 a subi une séparation sur colonne de gel de silice, avec un systéme
isocratique d’¢lution AcOEt/MeOH/H,O (7/1.5/0.5). Deux fractions intéressantes ont ¢&té
obtenues F5-3-5 et F5-3-6.

Par chromatographie sur colonne de gel de silice avec un systéme isocratique d’élution

AcOEt/MeOH/H,0 (7/2/0.5), nous avons pu séparer deux produits purs P4 (20 mg), P5 (32 mg).

e Etude de la sous fraction F5-5
La sous fraction F5-5 a subi une séparation sur colonne de gel de silice, en utilisant le
systeme isocratique : AcOEt/MeOH /H,O (12 :1 :0.5) v/v. comme ¢€luant pour obtenir 43 mg du

compos¢ P6.

97



Partie 2 Chapitre 1
Matériel végétal et méthodes d’extraction, de sé€paration et de purification

Fraction n-BuOH 17 g
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Figure 41. Fractionnement et isolement des métabolites secondaires de la fraction n-BuOH du

Ferula longipes Coss.

I1.4. Séparation et purification des composés de la fraction acétate d’éthyle

Une masse de 8g de la fraction acétate d’éthyle des parties aériennes de Ferula longipes
Coss. est soumise a un fractionnement par une chromatographie liquide sous vide (VLC) en
phase inverse C18 avec 1’¢éluant H,O/MeOH (60:40, 40:60, 30 :70, 20:80, 0:100). Des fractions
de 250 ml (x3) sont réunies en fonction de leur profil en CCM en phase normale en utilisant le
systtme CHCI; : MeOH : H20 (7 :3 :0,5), examinées a la lumieére UV et révélées a I’acide
sulfurique a 50% puis chauffées a 100 °C. Cette étape s’est soldée par I’obtention de 8 fractions

(tableau 31).
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Tableau 31. VLC sur C18 de la fraction acétate d’éthyle des parties aériennes de Ferula

longipes Coss.

Systéme d’élution Les lots Les fractions La masse (mg)
H,0 % MeOH %

60 40 1 F1 338
2 F2 302
3

40 60 1 F3 95
2 F4 207
3

30 70 1 F5 650
2 F6 280
3

20 80 1 F7 320
2
3

0 100 1 F8 30
2
3

1

CHClz:McOH:H50 (7:3:0.5)

-. y

Figure 42. Profils CCM sur gel de silice normale de la fraction acétate d’éthyle

. Etude des fractions obtenues
Le poids important et la simplicité¢ des fractions F3 et F6 nous a permis d’étudier ces

deux fractions jusqu’a la détermination structurale de principaux composés isolés.

I1.4.1. Fractionnement de la fraction F6

La fraction F6 (280 mg) a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase
normale, avec le systéme isocratique CHCl; :MeOH :H,O (70 :30 :5). Des fractions de 25 ml
ont été obtenues et regroupées selon leur profil en CCM en phase normale fournissant 13 sous

fractions (tableau 32).
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Tableau 32. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction F6

Systéme d’élution Les lots Les fractions La masse (mg)
1-21 f) 55.8
22 f 4
2328 f3 5
29—32 fy 2.7
33 fs 13
CHCl; : MeOH : H,0O 3 i‘ % E 782
(70 :30 :5) -
37— 40 fy 11
41— 45 fo 21.7
46— 49 flo 9
50— 54 i1 32
55— 58 fi2 10
59— 63 fi3 15

Les sous fractions f} et fy contiennent successivement les composés P7 (21mg) et P9

(10.2mg) a I’état pur.
11.4.2. Fractionnement de la fraction F3

La fraction F3 (320 mg) a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase
normale, avec le systéme isocratique CHCI; :MeOH. (80 : 20 ). Des fractions de 25 ml ont été

obtenues et regroupées selon leur profil en CCM en phase normale fournissant 8 sous fractions
(tableau 33).

Tableau 33. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction F3

Systéme d’élution Les lots Les fractions La masse (mg)
1—34 f) 20
35— 46 f 41
47—58 f3 25
CHCl; .: MeOH 50572 £, 7
(80:20) 7 f; E
74 fo 18
75— 96 f; 7
97— 100 fy 21
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Les sous fractions f3 et f6 ont été purifiées sur des plaques préparatives de gel de silice en
phase normale éluées avec le systétme CHCl;: MeOH: H,O (70:30:5) conduisant a 1’obtention

des composés P10 (12mg) et P11 (7mg) successivement a 1’état pur.

Fraction acétate d’éthyle

P o o

CHCIl; :MeOH :H,0O CHCl; :MeOH
(70 :30 :5) (80 : 20)

P7 P9 | P10 P11

Figure 43. Schéma de séparation de la fraction acétate d’éthyle de Ferula longipes Coss.

Conclusion

Le fractionnement et 1’isolement des métabolites secondaires des fractions n-butanol et

acétate d’¢thyle de I’espece Ferula longipes Coss. nous a permis d’isoler 11 produits purs.
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I. Activité antioxidante

L’activité antioxydante est définie par 1’indice de la réduction de I’activité anti-radicalaire
en pourcentage %RSA (Radical Scavenger Activity), ou 1’absorbance du mélange réactionnel
qui contient le radical libre et I’échantillon de 1’antioxydant est reliée avec 1’absorbance du

mélange sans aucun antioxydant (solution t¢émoin ou contréle) a un temps t :
[Y%RSA= (AbScontrole — Abst)/ AbScontrole X 100%].

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent rapportés a un antioxydant de référence, comme [’acide ascorbique
(vitamine C), a-tocophérol (vitamine E) et les antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-
toluéne) et BHA (butylhydroxy anisole) (Molyneux, 2004).

L’indice relatif %RSA montre seulement la capacité de 1’échantillon, a une concentration fixée,
de réduire ou non les radicaux et dans beaucoup de cas, I’augmentation de la concentration de

I’antioxydant améne 1’augmentation de ces indices relatifs (Sanchez-Moreno et al., 1998).

I.1. Test du 2,2-DiPhényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

L’activité antioxydante des extraits et des produits purs a été testée par la méthode :
radical libre DPPH.

Le principe de cette méthode est de mesurer la capacité d’inhibition du radical stable 2,2-

DiPhényl-1-Picryl-Hydrazyl ou DPPH (figure 44) selon la méthode de Blois (1958).

N—N NO, + © S S N_ITI NO, +
H
O,N O,N

DPPH phénol diphénylpicryhydrazine phénoxy

Figure 44. Inhibition du DPPH par un phénol

Le dosage spectrophotométique a été effectué¢ dans des microplaques de 96 puits. On
utilise le radical stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) comme réactif, 40 pl de

différentes concentrations des extraits ont été ajoutés a 160 pl de solution de 0.4 mM de DPPH
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dans MeOH. Aprées une période d’incubation de 30 min a 1’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance a été lue contre un blanc (MeOH) a 517 nm.
Les résultats ont été enregistrés en termes de pourcentage d’inhibition (I %) selon la
réaction suivante :
[% = (ABlanc — AExtrait / ABlanc) X 100
Ou:
Agianc €St I’absorbance de la solution contenant le DPPH seul.
Agxiait €St ’absorbance de la solution contenant 1’ extrait.
Les résultats sont la moyenne des analyses en triplicata, ils ont été enregistrés en moyenne
+ écart type. La concentration d’extrait (ou produit pur) fournissant 50% d’activité de piégeage
des radicaux (ICs) a été calculée a partir du graphique de DPPH.
Le BHA et BHT ont été utilisés comme des normes antioxydantes pour la comparaison

de l’activité antioxydante de nos extraits et produits purs.

I.2. Essai de décoloration de radical cation ABTS "

L’analyse spectrophotométrique ABTS "a été déterminée selon la méthode de Re et al.,
(1999). Le radical ABTS a été produit par la réaction entre 7 mM d’ABTS dans H,O et 2.45
mM de persulfate de potassium, le mélange a été stocké dans 1’obscurité a température ambiante
pendant 12h.

L’oxydation d’ABTS a commencé immédiatement mais 1’absorbance n’était pas stable
avant 6h de temps.

Avant [’utilisation du radical ABTS,'+la solution a été diluée par I’éthanol jusqu’a
I’obtention d’une absorbance de 0.708 + 0.025 a 734 nm. Ensuite, 180 pul de la solution
d’ABTS"™ ont été ajoutés a 20ul de la solution de I’extrait dans 1’éthanol a différentes
concentrations.

Apres 10 min, I’absorbance a ¢ét¢é mesurée a 734 nm, en utilisant un lecteur de
microplaques de 96 puits. Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chaque
concentration par rapport a 1’absorbance du blanc (EtOH). La capacité de piégeage de I’ABTS™"

a été calculée et le calcule est similaire a celui effectué¢ pour le DPPH.

Le BHA et le BHT ont été utilisés comme des normes antioxydantes pour la comparaison

de Pactivité de nos extraits et produits purs.
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I.3. La réduction cuprique (CUPRAC)

L’activité antioxydante par réduction cuprique des extraits et des produits purs a été
déterminée par la méthode CUPRAC (Apak et al., 2004). Pour chaque unité d’une plaque de 96
unités des solutions ont été ajoutées: 50 ul de Cu(Il) (10 mM), 50 ul de neocuproine (7.5 mM),
60 ul de tampon NHsAc (1 M, pH = 7), et 40 ul de ’extrait a différentes concentrations.

Apres une heure du temps et a 1’aide d’un lecteur de microplaques, 1’absorbance a été

enregistrée contre un blanc a 450 nm.

Le BHA et le BHT ont été utilisés comme des références antioxydantes pour la

comparaison de 1’activité de nos extraits et produits purs.
I1. Activité anticholinestérase

Les activités inhibitrices de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase

(BChE) ont été¢ mesurées selon la méthode spectrophotométrique d’Ellman et al. (1961).

Les enzymes AChE de I’anguille électrique et BChE de sérum de cheval ont été utilisés,
tandis que I’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été utilisés comme
substrats de la réaction (AChE et BChE respectivement) avec I’acide 5,5’-dithio-bis 2-

nitrobenzoique (DTNB), pour la mesure de 1’activité anticholinestérase.

Briévement, pour mesurer 1’activité inhibitrice AChE, un mélange de: 130 pl du tampon de
phosphate de sodium (100 mM, pH = 8), 10 ul de I’extrait a différentes concentrations, et 20 ul
de I’enzyme AChE (5.32 x 10™ U), ont été incubés pendant 15 min a 25°C, puis 20 ul de DTNB
(0.5 mM) ont été ajoutés. La réaction est ensuite initiée par I’addition de 20 ul d’iodure

d’acétylthiocholine (0.71 mM).

L’analyse de I’activité inhibitrice BChE a été déterminée en suivant les mémes étapes de
celles de ’AChE, mais on utilise I’enzyme BChE (6.85 x 107°U) et le substrat chlorure

butyrylthiocholine avec une concentration de 0.2 mM.

L’hydrolyse de ces substrats a été surveillée par spectrophotométrie de la coloration jaune
de 5-thio-2-nitrobenzoate formé par la réaction de DTNB avec la thiocholine, libérée par

I’hydrolyse enzymatique de 1’iodure d’acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine.

L’absorbance a été mesurée a 1’aide d’un lecteur de microplaque a une longueur d’onde de

412 nm.
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Le pourcentage d’inhibition des enzymes AChE ou BChE a été déterminé par comparaison
de la réaction de 1’échantillon comportant I’extrait par rapport au contrdle négatif (blanc) (c-a-

dire EtOH dans du tampon phosphate pH = 8) a 1’aide de la formule suivante:
I (%) =(E—-S)/Ex 100

E : Pactivité de ’enzyme sans extrait

S : ’activité de I’enzyme en présence de I’extrait

Les expériences ont été réalisées en triplicata, et la Tacrine a été utilisée somme composé

de référence.

I1I. La cytotoxicité

Les lignées cellulaires cancéreuses utilisées pour évaluer 1’activité antiproliférative sont

des cellules cancéreuses adhérentes humaines : HT1080 (des cellules fibrosarcomas).

Les cellules fibrosarcomas (HT1080) sont ensemencées dans une boite de culture de 25
cm?, et apres 24 a 48 h d'incubation, les tapis cellulaires alors confluents sont soumis a l'action de
la trypsine pour individualiser les cellules. Deux plaques de 96 puits, pour les deux temps
d'incubation qui seront testés (24 h et 48 h), sont ensemencées a 104 cellules/puits, chaque puits
recevant 100 pl de suspension cellulaire. Les plaques sont ensuite remises a 1’étuve pendant 24
heures afin de permettre aux cellules d’adhérer au fond des puits. Pour chaque plaque, une série
de puits est remplie uniquement de milieu de culture afin de servir de négatif.

Une solution mere est préparée dans le DMSO puis diluée dans du milieu de culture pour obtenir
différentes concentrations (20-140 pg/ml). Apres 24 h de prolifération, le surnageant est retiré et
les cellules en phase exponentielle de croissance sont traitées soit par 100 pl des concentrations

croissantes de la fraction a tester ou par 100 pul du DMSO.

La solution de produits a tester ne représente pas plus de 1% du volume final du milieu
dans chacun des puits, car le DMSO a une action cytotoxique trop importante sur les cellules a
des concentrations supérieures. Chacune des plaques contient des puits dans lesquels le mélange
milieu de culture/échantillon a été remplacé par un mélange milieu de culture/solvant afin de
servir de témoin positif. Pour chaque temps étudié, 10 pl de la solution MTT (Sigma) (5 mg/ml,
en tampon PBS) sont ajoutés dans chaque puits analysé. Aprés 4 h d'incubation a 37°C en

atmosphere humide, 100 pl d'une solution de lyse (SDS : 10% ; HCI :

105



Partie 2 Chapitre 11
Activités biologiques

0,01 N) sont ajoutés par puits de la plaque d'analyse, afin de solubiliser les cristaux de colorant
formé, de lyser les cellules et d’éliminer les interférences potentielles que pourraient occasionner
la présence de ces cellules dans le milieu lors de la lecture des résultats. A I'issue de ces 4 h, les
mesures spectrophotométriques sont effectuées sur un lecteur de plaques ELISA a la longueur

d'onde de 540 nm.
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I. Elucidation structurale des composés isolés

La détermination structurales des produits isolés a été basé sur 1’analyse des spectres de
résonance magnétique nucléaire (RMN) monodimentionnelle 'H et "°C, bidimentonnelle
homonucléaire 'H -'"H COSY et hétéronuclaires 'H-">C HSQC, 'H- *C HMBC ainsi que sur la
comparaison avec les données de la littérature, I’expérience de la spectrophotométrie

d’absorption ultraviolette a été nécessaire.

I.1. Le produit Al

Ce produit a été isolé sous-forme de cristaux (aiguilles blanches).

v' Rf: 0.6 dans le systéme éther de pétrole/Acétate d’éthyle (8 : 2).

v" Composé invisible a I’'UV et donne une Coloration violette aprés révélation avec
I’anisaldéhyde + chauffage pendant 3 mn.

L’¢étude du spectre RMN 'H dans CDCl; (figure 45) et son étalement (figure 46) montre la
présence des signaux caractéristiques d’un squelette de type triterpénoide (stéroide):

v Deux singulets d’intégration 3H chacun a 8y = 1.05 et 1.28 ppm, attribuables aux protons
des méthylesCH;3-18 et CH3-19 respectivement.

v Trois doublets a 8y = 0.95 ppm (J= 6.5 Hz), dy = 0.82 ppm (J= 6.5 Hz) et y= 0.71 ppm
(J= 6.5 Hz) correspondent respectivement aux protons des méthyles CH3-21, CH3-27et
CH3-26.

v Un doublet large a 8y = 5.38 ppm (J = 5.3 Hz) correspond a un proton oléfinique le H-6.

(\

Un multiplet a 0y = 3.55 ppm attribuable a un proton d’un carbone oxygéné, c’est le H-3.
v" On remarque la présence de deux protons vinylique sous-forme de doublet dédoublé, le
premier a oy = 5.05 ppm (J = 15.2, 8.8 Hz) et le deuxieme a 6y = 5.18 ppm (J = 15.1, 8.7
Hz). Les constantes de couplage indiquent une configuration trans de la double liaison
entre les carbones C-22et C-23.

v Un triplet correspondant a CH3-29 a 0.85 ppm.
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Figure 46. Spectre RMN 'H étalé du composé A1 (CDCls, 500 MHz)

Le spectre RMN "°C (figure 47) confirme la présence des deux double liaisons a 8¢ =
140.8 ppm et 6c = 121.7 ppm relatif aux C-5et C-6 et a d¢c =129.3 ppm et 6¢c = 138.3 ppm relatif
aux C-22 et C-23.
e Un CH oxygéné a 60 =71.8 ppm relatif au carbone portant la fonction alcool (C-3). Les

valeurs des déplacements chimiques sont caractéristiques des positions attribuées.
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Figure 47. Spectre RMN "°C du composé A1 (CDCls, 125 MHz)

L’analyse du spectre relatif a ’expérience HSQC (figure 48) permet 1’attribution des

signaux des protons aux atomes de carbone correspondants.

(=0 = g pt

3
it
3 ' . : &)

o

E= Bl

N

LN B

L R

115

020

125

22 =)

23 ) ' ' I

S - . A _dah =5 (]

B a0

T35

Figure 48. Spectre HSQC du composé Al (CDCl;, 500 MHz)

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du °C sont dressés

dans le tableau 34.
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Tableau 34. Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN "*C (125 MHz) du
composé Al dans CDCl;

N [dc dn (m, J Hz) N° dc oy (m, J Hz)

1 319 ; 16 19.0 _

2 34.0 - 17 512 _

3 71.8 3.55, m 18 19.8 1.05, s

4 40.5 - 19 21.1 1.28, s

5 140.8 ; 20 36.2 _

6 121.7 5.38,d (5.3) 21 18.8 0.95, d (6.5)

7 31.7 - 22 129.3 5.05,dd (15.2, 8.8)
8 28.9 - 23 1383 5.18,dd (15.1, 8.7)
9 423 - 24 50.2 _

10 |373 ; 25 283 _

11 | 194 ; 26 11.9 0.71,d (6.5)

12 297 - 27 12.1 0.82,d (6.5)

13 397 - 28 25.4 _

14 [458 - 29 12.3 0.85, s

15 |212 ;

Ces données spectrales sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour le

stigmastérol commun a toutes les plantes (Rowshanul et al., 2007).

Stigmastérol (A1)
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I.2. Le produit A2

Le composé A2 se présente sous forme d’une huile incolore, soluble dans le chloroforme.

L’analyse du spectre RMN '"H du composé A2 (figure 49) et 1’étalement du spectre
(figure 50) montre des signaux correspondants a des protons éthyléniques, aromatiques et des
protons de méthylénes oxygénés :

v Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 8y = 6.57 ppm (J = 1.2 Hz) et le
second a oy = 6.65 ppm (J = 1.2 Hz) respectivement indiquant un couplage meta de

protons aromatiques attribués H-2 et H-6.

v Un doublet de multiplet d’intégration 1H a 8y = 6.53 ppm (J = 15.7 Hz) attribuable a H-7.

v Un doublet de triplet résonne a 8y = 6.25 ppm (J = 15.7, 5.8 Hz) attribuable a H-8.

v" Un singulet d’intégration 2H a dy = 5.99 ppm attribuable au groupement O-CH,-O.

v" Un doublet de doublet résonne a dy = 4.33 ppm (J = 5.8, 1.3 Hz) attribuable a H-9.

v" Un singulet d’intégration 3H a 8y = 3.93 ppm attribuable aux protons d’un groupement
méthoxy.

proton

:
-

T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
L

Figure 49. Spectre RMN 'H du composé A2 (CDCls, 500 MHz)
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Figure 50. Spectre RMN 'H étalé du composé A2 (CDCls, 500 MHz)

Le spectre RMN °C et les séquences DEPT (figure 51) permettent de recenser : un
groupement CHs, quatre groupements CH, deux groupements CH; et quatre groupements C. Ce

qui fait en tout 11 carbones. L’attribution des carbones du produit A2 est effectuée a 1’aide du

spectre HSQC (figure 52).

L’analyse du spectre RMN "*C montre la présence d’un carbone tertiaire & 56.6 ppm qui

a été attribué au groupement méthyle porté par le carbone C-3.

ZE—ART dans CDC13
dept
| C-10 c-9
(0-CH,-0)
13‘0 1 I25 12‘0 1 ‘1I 5 1 ‘II (] 1 65 1 60 9‘5 9‘0 3‘5 8‘0 ?IS ?I'D SIS GI'D
Y 2
C-7C-8 C-2 C-10 C-9 O-CH;
s ¢aC4L N Ve L
D3NN ‘ ‘ U ) L .

Figure 51. Spectres RMN °C DEPT du composé A2 (CDCls, 125 MHz)
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Figure 52. Spectre HSQC du composé¢ A2 (CDCl3, 500 MHz)
L’analyse du spectre HMBC (figure 53) du composé A2 montre :

e Une corrélation du proton H-9 avec les carbones C-7 et C-8.

e Une corrélation du méthoxy (O-CH3) avec le carbone C-3 ce qui confirme sa position qui est
porté par le carbone C-3.

e Le proton H-10 correle avec les deux carbones C-4 et C-5.

e Le proton H-8 correle avec les carbones C1- et C-9.

e Le proton H-7 corréle avec les carbones C-9, C-6 et C-2.

Ces corrélations confirment les positions des substituants sur le noyau aromatique

tetrasubstitué.
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Figure 53. Spectre HMBC du composé A2 (CDCl3, 500 MHz)

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du "*C et leurs

attributions aux protons et carbones correspondants sont dressés dans le tableau 35.

Tableau 35. Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) du
composé¢ A2 dans CDCl;

N° dc du (m, J Hz)

1 131.6 -

2 106.8 6.57,d(1.2)

3 143.6 _

4 135.0 _

5 149.2 _

6 100.1 6.65,d (1.2)

7 131.0 6.53,d(15.7)

8 127.3 6.25, dt (15.7, 5.8)
9 63.7 433,dd (5.8, 1.3)
10 101.5 5.99, s

O-CH; | 56.6 3.93,s

Toutes ces données concorde avec la structure de 1’anthriscinol (Ryuji et al., 1998).
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Anthriscinol (A2)

I.3. Le produit A3

Le composé A3 se présente sous forme d’une huile incolore, soluble dans le chloroforme.

Les spectres RMN 'H et 1*C J-modulé de ce produit sont proches de ceux du composé A2.

On effet I’analyse du spectre RMN 'H (figure 54) et son étalement (figure 55) montre :

v" Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a dy = 6.37 ppm (J = 1.2 Hz) et le

second a dy = 6.41 ppm (J = 1.2 Hz) sont assignés aux protons H-2 et H-6.

v" Un singulet d’intégration 2H a 8y = 5.96 ppm attribuable au groupement O-CH,-O.
v" Un doublet de doublet de triplet résonne a dy = 5.95 ppm (J = 17.2, 10.1, 6.8 Hz)
attribuable a H-8.

v Deux doublets de doublet, le premier résonne a 8y = 5.11 ppm (J = 15.2, 1.6 Hz) et le
second a &y = 5.09 ppm (J = 8.2, 1.6 Hz) attribuables a H-9b et H-9a.

v" Un singulet d’intégration 3H a 8y = 3.91 ppm attribuable aux protons d’un groupement

méthoxy.

v Un doublet large d’intégration 2H a 6y = 3.32 ppm (J = 6.7 Hz) attribuable a H-7.

im_soT TEaL o =ROK=r
g v i
Cr . -
| A e L -
7:5 7.‘0 GI5 ) ?ID ) 5?5 . S_ID 4?5 4;[] ) 3?5I ; 3?[] 2?5 2?[] 1‘_5 . |)Iprr|
15l 1= Iz =l 12| iEN

Figure 54. Spectre RMN 'H du composé A3 (CDCls, 600 MHz)
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Figure 55. Spectre RMN 'H étalé du composé A3 (CDCls, 600 MHz)

Le spectre RMN '°C (figure 56) permet de recenser : un groupement CHj, trois

groupements CH, trois groupements CH, et quatre groupements C. Ce qui fait en tout 11

carbones.
13C sur ZKARL dans CDC13 C =
AVEDD 12/03/2014 BRUMER
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Figure 56. Spectre RMN °C du composé A3 (CDCls, 150 MHz)

Le spectre HSQC (figure 57) a permis de corréler les protons aux carbones correspondants.
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Figure 57. Spectre HSQC du composé A3 (CDCl;, 600 MHz)
L’analyse du spectre HMBC (figure 58) confirme les informations précédentes.
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Figure 58. Spectre HMBC du composé A3 (CDCl;3, 600 MHz)
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Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du “C sont

rassemblés dans le tableau 36.

Tableau 36. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) du
composé A3 dans CDCl;

N° Oc oy (IIl, JHZ)

1 134.6 -

2 107.6 6.37,d (1.2)

3 143.5 -

4 133.5 -

5 148.8 -

6 102.7 6.41,d(1.2)

7 40.2 3.32,d(6.7)

8 137.4 5.95,ddt (17.2,10.1, 6.8)

9 115.9 9a: 5.09, dd (8.2, 1.6)
9b : 5.09, dd (15.2, 1.6)

O-CH,-O | 101.2 5.96, s

O-CHs 56.5 391,s

L’ensemble des données nous a permis d’établir la structure du composé A3 comme

¢tant : myristicine (Diaz et al., 1984).

Mpyristicine (A3)

1.4. Le produit A4

Pour I’identification du composé A4, les spectres RMN 'H (figure 59), son étalement
(figure 60) et >C (figure 61) ont été comparés a ceux du produit A3 qui sont trés proches, ces
spectres montrent les mémes signaux caractéristiques du produit A3 cependant 1’apparition d’un
pic d’intégration 3H a 6y = 3.90 ppm sous forme d’un singulet et un signal a ¢ = 60.2 ppm sur le
spectre °C avec I’absence du doublet du proton H-2 indique la présence d’un méthoxy porté par
le carbone C-2.

Le méthoxy porté par le carbone C-2 est plus déblindé que le second méthoxy donc ce

dernier qui apparait a oy = 3.88 ppm est porté par le carbone C-5.

118



Partie 3 Chapitre 1
Identification des produits isolés d’Athamanta sicula L.

0-Cll-0 0-CH,
: O-CH,
|
|
| H-6
i i H-9 H-7
i | IH-8 ’ )
| L [T n - L 1
i i m i T i
|!E!,l I!E!I L IEIJ l\!f!/l |.!E!|

W ) u’ll\ / s
ey S e o R Ry R
I 5.;}5} 5.:)3 5.;}? 5.!‘]6 5.‘05 5.l|l4 pprln 3.‘36 3.‘35 3.‘34 3.‘33 pplam
a4 o =
0-CH,-0 i Toq
H-6 0O-CH;
| 6
fi {
H-8 i O-CH; ‘ |
I 2
| [ @ | |
||~ ‘ | [ i II II |
I\ I'II ! | P M\ ’I\ [ || ||
/ J YV AVAW VA, —_ (N
_ I\;_)J A | | v I\,. __ IL,_ J J—Jl—
6.00 5.98 5.96 5.94 Ppm 6.33 ppm 3.90 ppm

Figure 60. Spectre RMN 'H étalé du composé A4 (CDCls, 500 MHz)
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Figure 61. Spectre RMN °C du composé A4 (CDCls, 125 MHz)
Le spectre HSQC (figure 62) a permis de corréler les protons aux carbones
correspondants.

L’analyse du spectre HMBC (figure 63) montre que le méthoxy le plus déblindé
apparaissant a g = 3.91 ppm correle avec le carbone C-2 celui-ci correle également avec les
protons H-6 et H-7. Cependant le carbone C-5 est corrélé au 2™ méthoxy O-CHs & &y = 3.87
ppm et au singulet a 6= 5.98 ppm.
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Figure 63. Spectre HMBC du composé¢ A4 (CDCl;, 500 MHz)
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Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du “C sont

rassemblés dans le tableau 37.

Tableau 37. Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN "*C (125 MHz) du
composé A4 dans CDCl;

N° dc du (m, J Hz)

1 125.8 -

2 136.3 -

3 138.8 -

4 135.1 ;

5 139.1 -

6 108.2 6.32,s

7 34.1 3.33,dt (6.6, 1.5)

8 137.4 5.96, ddt (17.5, 10.5, 6.5)

9 115.4 9a:5.064, dd (17.5, 1.5)
9b : 5.06, 3dd (10.0, 1.5)

0-CH»-O 101.5 5.98, s

O-CH;(5) |56.9 3.87,s

O-CH;(2) | 602 3.90, s

Les données spectrales du composé A4 nous a permis d’élucider la structure de I’apiol (Paulo et

al., 1999).

Apiol (A4)

L.5. Le produit AS

La fluorescence noir-violette de ce produit sous la lumi¢re de Wood (365nm) est
caractéristique d’une flavone ou d’un flavonol substitué¢ en position 3.
Le comportement chromatographique indiqué par les valeurs du Rf indique que le

composé est un aglycone.
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* R=0.55 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3)
* R=0.03 (H,O/MeOH/MEC/Acetylacetone 13:3:3:1).

Le spectre UV du composé A5 (figure 64) dans le MeOH présente deux bandes
d’absorbance maximales: la bande I @ 334 nm et la bande II a 269 nm en plus de la coloration
violette sous la lampe UV, prévoyant une flavone.

v" L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochromique de AA= 57 nm pour la
bande I, avec une augmentation de son intensité lumineuse indiquant la présence d’un
OH libre en position 4'. L apparition d’une bande supplémentaire dans le méme spectre a
environ 310 nm indique la présence d’un OH libre en position 7.

v' L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II de AL = 6
nm par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, confirmant ainsi la présence d’un
OH libre en 7.

v" Le déplacement bathochrome de la bande I de 48 nm, observé aprés addition de AlCl;+
HCI comparativement a celui enregistré dans le méthanol indique la présence d’un OH
libre en 5.

v L’absence d’un effet hypsochrome aprés addition de HCI au systéme (MeOH + AICl;)
suggere 1’absence d’un systéme 3',4'-dihydroxy sur le cycle B. Ceci est confirmé par
I’absence d’effet bathochrome de la bande I, aprés addition de H3BOs5 au systeme (MeOH
+ NaOAc). Ces données sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour
I’apigénine (Mabry et al., 1970).

Les données relatives a la série spectrale UV sont rassemblées dans le tableau 38.

Tableau 38. Données spectrales UV du composé A5

Réactifs Bande | Bande 11 Autres
Amax (NM) Amax (NM) Bandes Amax (nm)
MeOH 334 269 -
+NaOH 391 275 310
+NaOAc 384 275 -
+NaOAc+H3BO3 347 271 -
+ AICI3 382 276 -
+ AICI3+HCI 382 278 -
Le spectre de NaOH aprées 5 min est stable
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Figure 64. Série spectrale UV du compos¢ AS

L’examen du spectre proton (figure 65) montre la présence de deux doublets (J = 8.7 Hz)
d’intégration 2H chacun, caractéristiques d’un noyau B oxygéné en position 4'. Le premier a oy
=7.92 ppm est attribué aux noyaux H-2' et H-6'; le second a oy = 6.94 ppm est attribu¢ aux
noyaux H-3"et H-5'.

Ce spectre renferme également un signal sous forme de singulet a oy = 6.76 ppm,
attribuable au proton en position C-3 et deux autres doublets (J =2.1 Hz) a 6y = 6.49 ppm et oy =

6.20 ppm, attribuables a H-8 et H-6 respectivement.
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Figure 65. Spectre RMN 'H du composé A5 (DMSO, 600 MHz)

La figure 66 représente le spectre RMN °C du composé A5:
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Figure 66. Spectre RMN "°C du composé A5 (DMSO, 150 MHz)
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Tableau 39. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du

compos¢ AS dans DMSO
N° oc on (m, J Hz) N° oc on (m, J Hz)
2 164.5 - 10 104.1 -
3 103.3 6.76, s ' 121.7 -
4 182.2 - 2 128.8 7.92,d (8.7)
5 161.5 - 3 116.3 6.93,d (8.7)
6 99.1 6.20,d (2.1) 4 161.6 -
7 164.2 - 5! 116.3 6.93,d (8.7)
8 94.4 6.49,d (2.1) 6' 128.8 7.92,d (8.7)
9 157.8 -

Ces données confirment la structure de I’apigénine (Mabry et al., 1970).

I.6. Le produit A6

HO O
OH O
Apigénine (AS)

OH

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone ou

d’un flavonol substitué en position 3.

Le comportement chromatographique indiqué par les valeurs du Ry indique que le

compos€ est un aglycone:
* R=0.24 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3)
* R=0.11 (H,O/MeOH/MEC/Acetylacetone 13:3:3:1).

Le spectre UV (figure 67), enregistré dans le méthanol, donne deux bandes d’absorption,

une bande I a 347 nm et ’autre bande II a 254 nm indiquant un squelette de type flavone ou

flavonol substitué¢ en C-3 pour le composé A6.
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augmentation d’intensité, indique la présence d’un OH libre en position 4.

v' L’apparition d’une nouvelle bande dans le méme spectre a 329 nm suggére la présence

d’un OH libre en position 7.

v' L’addition de NaOAc a la solution méthanolique induit un effet bathochrome de la bande

II de 16 nm confirmant ainsi la présence d’un OH libre en position 7.

v’ L’addition de H3BOs3, a la solution MeOH+NaOAc provoque un effet bathochromique de
la bande I (AX = 23 nm), indiquant la présence d’un systéme 3',4-ortho di-OH sur le

cycle B, cela est confirmé par le déplacement hypsochrome de la bande I (AL = - 33 nm)

induit apres 1’ajout de HCI a la solution MeOH+AICl;.

v’ L’effet bathochrome de la bande I (AL = 73 nm) observé sur le spectre enregistré dans

MeOH+AICI; par rapport au spectre enregistré dans MeOH indique la présence d’un

groupement OH libre en position 5 (tableau 40).

Tableau 40. Données spectrales UV du composé A6

Réactifs Bande | Bande II Autres
Amnax (M) Amax (nmM) Bandes Amax (nm)
MeOH 347 254 -
+NaOH 402 267 329

+NaOAc 362 270 -
+NaOAc+H3BO3 370 262 -
+ AICI3 420 271 -
+ AICI3+HCI 387 274 -

Le spectre de NaOH apres 5 min est stable

127




Partie 3 Chapitre 1
Identification des produits isolés d’Athamanta sicula L.

N McOH “' MeOH

22 +NaOH 20 +Na0Ac

; MeOH MeOH

. +NaQAc i +AICL
I +HC1
L

Figure 67. Série spectrale UV du composé A6

Ces données spectrales UV sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour
la lutéoline (Jay et Gonnet, 1974).
L’examen du spectre RMN 'H enregistré dans I’acétone (figure 68) montre la présence de :

v" Un singulet d’intégration 1H a 8y = 6.58 ppm attribuable a H-3.

v Deux doublets d’intégration 1H chacun a 8y = 6.25 ppm et 3y = 6.52 ppm avec une
constante de couplage (J = 1.8 Hz) attribuable a H-6 et H-8 respectivement, confirmant
ainsi I’hydroxylation des positions 5 et 7 du noyau A.

v" Deux signaux a oy = 7.47 ppm et 3y = 7.49 ppm d’intégration 2H relatifs a deux protons,
le premier apparait sous forme de doublet de doublet (/= 8.2, 1.8 Hz) attribu¢ a H-6' et le
second sous forme d’un large singulet attribué¢ a H-2', cela confirme I’hydroxylation des
positions 3' et 4' du cycle B. par ailleurs, le signal sous forme de doublet qui apparait a oy

=7.00 ppm (J = 8.2 Hz) est attribuable a H-5'.
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Figure 68. Spectre RMN "H du composé A6 (Acétone, 600 MHz)

La figure 69 représente le spectre RMN °C du composé A6

C2 C7 C5

C-4 l C9 C-4' C-3' 1 J
l \ ) . ‘ J L 10\‘“
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180 175 ‘I?’U‘ 155 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 ppm

Figure 69. Spectre RMN BC du compos¢é A6 (Acétone, 150 MHz)

Le spectre COSY du composé¢ A6 montre les corrélations entre H-6 et H-8, ainsi que

celles entre H-6' et —H-2', H-5' (figure 70).
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Figure 70. Spectre COSY du composé A6

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du "C sont

présentés dans le tableau 41.

Tableau 41. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN °C (150 MHz) du

composé A6 dans Acétone

N° dc du (m, J Hz) N° dc oy (m, J Hz)

2 164.0 ; 10 104.4 _

3 103.3 6.58, s I 122.8 _

4 182.1 ; 2! 113.1 7.49, sl

5 162.1 ; 3 145.5 _

6 98.7 6.25,d (1.8) 4 149.1 _

7 164.2 ; 5 115.6 7.00, d (8.2)

8 93.8 6.52,d (1.8) 6 119.2 7.47,dd (82, 1.8)
9 157.9 ;

Ces données confirment la structure précédente menant ainsi a la lutéoline (Jay et

Gonnet, 1974).
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HO 0
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Lutéoline (A6)

1.7. Le produit A7

La fluorescence noir-violette du produit A7 sous la lumiére de Wood ainsi que le spectre

d’absorption ultraviolette enregistré dans le méthanol donnant la valeur de la longueur d’onde

d’absorption maximale de la bande I & 344 nm (figure 71), orientent vers la structure d’une

flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

v

L’addition de NaOH conduit a un déplacement bathochrome de la bande I (AL = +40 nm)
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, avec une diminution de I’intensité, ce
qui révele la présence d’un OR (OCHj3) en C-4'.

L’ajout de AICl; provoque un déplacement bathochrome (AL = +41 nm) de la bande I,
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, révele la présence d’un OH en position
5.

L’addition du HCI sur AICls, provoque un déplacement bathochrome la bande I (AL =+48
nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, confirme 1’absence d’oxygénation
en position 6 et la présence d’un OH en position 5.

L’ajout de HCI+AICl; donne un déplacement hypsochrome de la bande I (AL = -7 nm)
trés faible par rapport au spectre enregistré dans AlCl;, confirment 1’absence de systéme
ortho dihydroxylé sur le noyau A ou B.

L’ajout de NaOAc provoque un déplacement bathochrome faible de la bande II (AL = +3
nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, révele la présence d’un OH libre en

position 7.
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v" L’addition de H;BO5; a NaOAc donne un déplacement bathochrome de la bande I (AL =
+5 nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, qui prouve 1’absence de systéme
ortho dihydroxylé sur les carbones C-7 et C-8.
Les résultats de la série spectrale UV-Visible du composé A7 sont rassemblés dans le
tableau 42.
Tableau 42. Données spectrales UV du composé A7

Réactifs Bande I Bande 11 Autres
Amax (NM) Amax (NM) Bandes Amax (nm)

MeOH 344 270 -
+NaOH 384 271 -
+NaOAc 352 273 -
+NaOAc+H;BO; 349 270 -
+ AICI; 385 273 -
+ AICI;+HCI 392 274 -

Le spectre de NaOH aprées 5 min est stable

\ W +
£ AQ,
= + b
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Figure 71. Série spectrale UV du composé A7
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L’examen du spectre RMN 'H du composé A7 (figure 72) montre:

v Deux doublets, intégrant chacun pour un proton a 6.25 ppm (H-6) et 6.54 ppm (H-8) (J =
2.1 Hz) indiquant ainsi la substitution du cycle A en positions 5 et 7.

v" Un doublet résonne a 6y = 7.49 ppm (J = 2.2 Hz) et un doublet de doublet a 6y = 7.56
ppm (J =2.2 et 6.1 Hz) respectivement dues aux protons H-2' et H-6', un doublet due a H-
5' apparaissant a oy = 7.14 ppm (J = 8.5 Hz) indiquant ainsi une substitution du cycle B
en position 4' et 3.

v" Un singulet d’intégration 3H a 8y = 3.96 ppm caractéristique d’un groupement

méthoxyle.
v" Un singulet d’intégration 1H a 8y =3.65 ppm est du a la résonnance de H-3.
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Figure 72. Spectre RMN "H du composé A7 (Acétone, 600 MHz)

Le spectre HSQC (figure 74) permet d’assigner les signaux des carbones porteurs des
protons déja identifiés a partir du spectre RMN 'H (figure 72). Le blindage du signal du carbone
C-5 par rapport a celui du C-2'indique une méthylation de 1’hydroxyle en C-4 .

La figure 73 représente le spectre RMN °C du composé A7 :
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Figure 74. Spectre HSQC du composé A7 (Acétone, 600 MHz)

Le spectre HMBC permet de confirmer la localisation du méthoxyle sur le cycle B par la
tache de corrélation entre le carbone C-4' (8¢ = 150.9 ppm) et les protons du méthoxyle (8 =

3.96 ppm) (figures 75 et 76).
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Figure 76. Spectre HMBC de oy 6.1 a 7.7 ppm du composé A7 (Acétone, 600 MHz)
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Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du °C sont dressés
dans le tableau 43.
Tableau 43. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du

composé¢ A7 dans Acétone

N° dc du (m, J Hz) N° dc du (m, J Hz)
2 164.0 - 10 104.4 _
3 103.8 3.65, s I 123.9 -
4 182.1 - 2! 112.7 7.49,d (2.2)
5 162.1 - 3 147.0 _
6 98.7 6.25,d (2.1) 4 150.9 _
7 164.1 - 5 111.6 7.14,d (8.5)
8 93.8 6.54,d (2.1) 6 118.8 7.56,dd (2.2, 6.1)
9 157.9 - O-CH; | 554 3.96, s
OH
OCH,4
HO 0
OH O

3', 5, 7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavone (diosmetine) (A7)

L.8. Le produit A8

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone ou
d’un flavonol substitué en 3.

Le comportement chromatographique indique par les valeurs du Ry suggere que le
compos¢ est un monoglycosyle.
* R¢=0.46 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3)
* R¢=0.19 (H,O/MeOH/MEC/Acétylacétone 13:3:3:1).

Le spectre UV (figure 77) enregistré dans le méthanol donne deux bandes d’absorption,
une bande I a 346 nm et ’autre bande II a 256 nm, indiquant un squelette de type flavone ou
flavonol substitué en position 3 pour le composé AS.

v' L’effet bathochromique (AL = +48 nm) observé aprés I’addition de NaOH avec

augmentation
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de son intensité optique indique la présence d’un OH libre en position 4'.

v’ L’absence d’une nouvelle bande entre 320 et 335 nm suggére 1’absence d’un OH libre en
position 7.

v" L’ajout de NaOAc n’induit pas a la solution méthanolique de déplacement bathochrome
de la bande II, ce qui signifie que le groupement hydroxyle, en position 7, est substitué.

v L’addition de H3;BOj3 a la solution MeOH+NaOAc provoque un effet bathochrome de la
bande I (AL = +36 nm) indiquant la présence d’un systéme 3',4'-dihydroxy sur le cycle B,
cette hypothése est confirmée par le déplacement hypsochrome de la bande I (AL = -39
nm), observé sur le spectre enregistré dans MeOH+AICI;+HCI, comparativement a celui
enregistré dans la solution MeOH+AICI;.

v' Aprés ajout d’AICl; a la solution méthanolique, on observe un déplacement
bathochromique de la bande I de AA = +82 nm, indiquant la présence d’un groupement

OH libre en position 5 (tableau 44).

Tableau 44. Données spectrales UV du composé A8

Réactifs Bande | Bande 11 Autres
Amax (NM) Amax (NM) Bandes Apax (nm)
MeOH 346 257 -
+NaOH 394 266 -
+NaOAc 404 252 -
+NaOAc+H;BO; 382 262 -
+ AICl; 428 273 -
+ AICI;+HCI 389 274 -
Le spectre de NaOH aprées 5 min est stable
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Figure 77. Série spectrale UV du composé A8

Toutes ces données nous permettent de proposer une structure partielle menant a la

lutéoline substitué au niveau du carbone C-7.

Le spectre RMN 'H du composé A8 (figure 78) montre les six signaux des six protons
caractéristiques de la lutéoline :

v" Deux doublets, intégrant chacun pour un proton a 6.45 ppm (H-6) et 6.81 ppm (H-8).

v" Un doublet résonne a 8y = 7.42 ppm (J = 2.1 Hz) et un doublet de doublet a 8,=7.46 ppm
(/ =2.1 et 8.3 Hz) respectivement dues aux protons H-2' et H-6', un doublet due a H-5'
apparaissant a oy = 6.92 ppm (J = 8.3 Hz).

v" Un singulet observé a 6y = 6.75 ppm est du a la résonnance de H-3.

v’ L’apparition d’un doublet & 8y = 5.07 ppm (J = 7.5 Hz) caractéristique d’un proton
anomérique et des signaux entre oy = 3.18 ppm et oy = 3.72 ppm indiquent la présence
d’une unité osidique.

La constante de couplage (J = 7.5 Hz) observée pour le proton anomérique du composé

A8 suggere une liaison de configuration 3 entre le sucre et la lutéoline.
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Figure 78. Spectre RMN 'H du composé A8 (DMSO, 500 MHz)

Dans le spectre RMN *C du composé A8 (figure 79), on retrouve tous les signaux
caractérisant la lutéoline de plus six autres signaux relatifs a un hexoside (d¢ = 60.9- 100.3 ppm),

dont le carbone anomérique résonne a 100.3 ppm.
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Figure 79. Spectre RMN "°C du composé A8 (DMSO, 125 MHz)

On observe dans le spectre COSY (figure 80) les sept protons du sucre qui couplent entre
eux avec de grandes valeurs de constante de couplage (> 7 Hz). Leurs déplacements chimiques

ainsi que les déplacements de leurs carbones sont caractéristiques d’un glucose (Agrawal, 1989).
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Figure 80. Spectre COSY du composé A8

La corrélation observée sur le spectre HMBC entre le proton anomérique H-1" et le

carbone C-7 confirme que le glucose est attaché a la génine en position 7 (figure 81).
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Figure 81. Spectre HMBC du composé A8

140



Partie 3 Chapitre 1
Identification des produits isolés d’Athamanta sicula L.

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du °C sont dressés

dans le tableau 45.

Tableau 45. Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) du
composé A8 dans DMSO

N° dc (ppm) on (m, J Hz) N° dc (ppm) on (m, J Hz)
2 164.9 - 3 146.1 -

3 103.7 6.75, s 4 150.2 -

4 182.3 - 5' 116.4 6.92,d (8.3)
5 161.3 - 6' 119.7 7.46,dd (8.3 ,2.1)
6 99.9 6.45,d Glucose en 7

7 163.4 - 1" 100.3 5.07,d (7.5)
8 953 6.81,d 2" 73.5 327, m

9 157.4 3" 76.7 3.30, m

10 105.8 4" 69.9 3.18,t(8.9)
1' 121.8 5" 77.5 334, m

2 113.9 7.424d(2.1) 6" 60.9 m

Ces données permettent d’attribuer sans ambiguité au compos¢ A8 la structure connue

de: lutéoline 7-O-f-D-glucoside (Sevin, 1943).

OH

OH

OH 0)

Lutéoline 7-O-f-D-glucoside (A8)
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I. Détermination structurale des composés isolés de Ferula longipes Coss.

Les structures des produits isolés ont été¢ élucidées principalement par 1’utilisation des
techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton 'H et du carbone *C & une
dimension, et & séquences multi-impulsionnelles 4 deux dimensions homonucléaires 'H-'H
COSY et hétéronuclaires 'H-"C HSQC, 'H- *C HMBC, aussi par spectrométrie de masse haute
résolution HR-ESI, par la mesure du pouvoir rotatoire ainsi que sur la comparaison avec les
données de la littérature.

L’¢tude phytochimique des parties aériennes de Ferula longipes Coss. a permis la
séparation de 9 flavonoides dont un posséde une nouvelle molécule (P4), 1 acide

cafféoylquinique et 1 coumarine.

I.1. Le produit P1
La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone ou

d’un flavonol substitué en 3.

Le comportement chromatographique indiqué par les valeurs du Ry suggére que le
compos¢ est un monoglycosyle.

* R=0.48 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3).

* R=0.14 (H,O/MeOH/MEC/Acetylacetone 13:3:3:1).

* R=0.76 (Acétate d’éthyle /MeOH / H,O 12 :1:0.5).

Le spectre d’absorption du produit P1 est enregistré dans le méthanol (figure 82), la
fluorescence violette de ce composé sous la lumiere de Wood et la valeur de la bande I (Ayax) @
336 nm correspondent a la présence de la forme flavonol (3-OR) ou flavone.

e [’addition de NaOH induit un effet bathochrome de la bande I (AL = +50 nm) avec
augmentation de I’intensité lumineuse indiquant la présence d’un OH libre en position 4°.
e [’effet bathochrome de la bande II (AA = +7nm) en comparant le spectre enregistré dans
le MeOH et celui aprés I’ajout de la base faible NaOAc indique la présence d’un OH

libre en position 7.

e L’addition d’AlCI;+HCI induit un déplacement bathochrome de la bande I (AL = 57 nm)
par rapport au spectre enregistré dans MeOH, indiquant la présence d’un OH libre en

position 5.
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o [’effet hypsochrome faible (AAm.x = -1) de la bande I, en comparant les deux spectres
enregistrés dans AICI;+HCI et dans AICl; de la méme bande exclue le systéme ortho

dihydroxylé sur le cycle B. (tableau 46).

Tableau 46. Données spectrales UV du composé P1

Bande 1 Autres bandes Bande 11

Réactifs Amax(nm) Amax (NM) Amax (NM)
MeOH 336 - 266
+NaOH 386 - 272
+AICl; 394 - 274
AICL+HCI 393 - 275
NaOAc 360 - 273
NaOAc+H;BO;, 347 - 268

Le spectre est stable aprés Smin

3.0+ MeOH+NaOH 0,7 -
2,54 0,6
] 0,5
2,0
P N 0,4 -
g 1,5 4 g
£ £ 034
21,0 £
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-/\-\/\ 0,14
0,0 0.0
250 300 350 400 450 500 250 360 35'0 4(')0 45'0 560
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MeOH MeOH
1,6 0,8 MeOH+NaOAc+H,BO,
1,44 0,7
1,24 0,6
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£ 08 g
§ Y°7 0,4
% 0] S 3
Zo \ £ 034
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0,2 4
’ 0,1
0,0
0,0
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Figure 82. Série spectrale UV du composé P1
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Les observations ci-dessus permettent de proposer une structure partielle pour le produit Py

(figure 83).

Figure 83. Structure partielle du produit P1

Le spectre RMN 'H (figure 84) enregistré dans 1’acétone 4 250 MHz et son étalement
(figure 85), oriente vers la structure d’un flavonol substitué en position 3, ce spectre montre :

e Deux signaux sous forme d’un doublet d’intégration 2H a 6y = 7.88 ppm et oy = 7.04
ppm avec une constante de couplage J = 8.8 Hz (un couplage ortho) attribuables
respectivement aux protons H-2', 6'et H-3', H-5'"

e Deux autres signaux sous forme d’un doublet d’intégration 1H a dy= 6.49 ppm et oy =
6.29 ppm avec une constante de couplage J = 2.0 Hz (un couplage méta) attribuables
respectivement aux protons H-8 et H-6.

e Un autre signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a oy = 5.56 ppm avec une
constante de couplage J = 1.3 Hz attribuable au proton anomérique H-1" d’un sucre
rhamnose, dont la présence de son méthyle est signalé par la présence d’un doublet a oy
=1.61 ppm (J=5.7 Hz).

e Dans I'intervalle 2.93-4.24 ppm, se trouvent les autres protons de cette unité osidique.

Ces résultats (UV-Visible, RMN '"H) nous permettent d’identifier la structure finale du composé

P1.
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Current Data Parameters
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Figure 85. Spectre RMN 'H étalé du composé P1 (CD;COCD3, 250 MHz)
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Tableau 47. Données spectrales de RMN 'H (CD;COCD;, 250 MHz) du composé P1

Déplacement Intégration | Multiplicité Constante de Interprétation
chimique 6 (ppm) couplage J(Hz)
7.88 2H d 8.8 H-2', H-6'
7.04 2H d 8.8 H-3', H-5'
6.49 IH d 2.0 H-8
6.29 IH d 2.0 H-6
5.56 IH d 1.3 H-1" (Rha)
1,61 3H d 5.7 CH; (Rha)
2.93-4.24 — — — Protons du sucre

Ces données permettent d’attribuer sans ambiguité au composé P1 la structure connue de

: Kaempférol- 3-O-a-L-rhamnopyranoside (Berrehal et al., 2010).

OH
HO (0]
(0]
OH (@)
(@)
HO
HO OH

Kaempférol- 3-O-a-L-rhamnopyranoside (P1)
I.2. Le produit P2

Le comportement chromatographique dans les différents systémes indique que le
composé est un monoglycosyle.

* Ry=0.38 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3).

* R¢=0.17 (H,O/MeOH/MEC/Acetylacetone 13:3:3:1).

* R¢,=0.72 (Acétate d’éthyle /MeOH / H,O 12 :1:0.5).

Le spectre d’absorption du produit est effectué dans le méthanol (figure 86). La
fluorescence violette de ce composé sous la lumiere de Wood et la valeur de la bande I (Amax) @

348 nm indiquent la présence de la forme flavonol (3-OR) ou flavone.
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e [’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande 1 (AL = + 47
nm) par rapport au spectre enregistré dans MeOH avec I’augmentation de 1’intensité
lumineuse indique la présence d’un OH libre en position 4'.

e Le déplacement bathochrome de la bande II (AL = 16 nm) en comparant le spectre
enregistré dans MeOH et le spectre enregistré apres ’ajout de la base faible NaOAc
montre la présence d’un groupe OH en 7.

e [’addition de NaOAc+H;BOj; induit un déplacement bathochrome de la bande I (AL = 23
nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, indiquant la présence d’un systéme
ortho dihydroxylé sur le cycle B.

e Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu AICl;+ HCI (AL =
+52 nm) par rapport au spectre enregistré dans MeOH indique la présence d’un OH libre

en position 5 (tableau 48).

Tableau 48. Résultats de la série spectrale UV-Visible du composé P2

Réactifs Bande I Autres Bandes Bande II

Amax(nm) Amax (nm) Amax (nm)
MeOH 348 - 256
+NaOH 395 327 271
+AICl; 433 - 274
AICI5+HC1 400 - 272
NaOAc 381 - 272
NaOAc+H3;BO3 371 - 263

Le spectre est stable aprés Smin

147



Partie 3 Chapitre 11
Identification des produits isolés de Ferula longipes Coss.

118-
4 MeOH+NaOH

E 3,0
1,4 4 2,8 ]

1 2,6
1,2 2.4

1 2,2
1,0 204
1,8
1,6 4
1,44
1,24
1,0 4
0,8 4
0.2 0.6
] 0.4
0,0 - 0,2

] 0,0 ]

0,8

Absorbance
Absorbance

d

0,6 4

0,4

-0,2 T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500

Longueur d'onde Longueure d'onde
MeOH MeOH

307 18- MeOH+NAOAC
2,8

2,64 1,6

244

22 1,4

20+ 124

18-
1,6
14

12
1,04 /\
08

057 ‘ N \’—

044 02 -
0.2

00 00-

02 T T T T T T T T T T T ! 02 T T T T T
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde(nm) longueur d'onde(nm)

0,8

Absorbance
Absorbance

0,6 -

N

!

Figure 86. Série Spectrale UV-visible du composé P2

L’examen du spectre RMN 'H (figure 87), enregistré dans CD;COCD; et son étalement
(figure 88) montre:

e Dans la région des aromatiques, deux doublets apparaissent a oy = 7.54 ppm (J = 2.1 Hz)
et a dy=7.00 ppm (J = 8 .4 Hz) d’intégration 1H, attribués respectivement a H-2' et H-5".

e Un doublet de doublet résonant a 6y = 7.41 ppm (J = 8.4 et 2.1 Hz) attribué¢ a H-6'.

e [’ensemble de ces trois signaux oriente vers une trisubstitution du noyau B.

e On constate deux doublets a oy = 6.48 ppm (1H) et a oy = 6.28 ppm (1H) avec une
constante de couplage égale a 2.1 Hz, attribués respectivement a H-8 et H-6.

e [’apparition d’un doublet a oy = 5.53 ppm (J = 1.3 Hz) caractéristique d’un proton
anomérique d’un rhamnose, dont la présence de son méthyle est signalé par la présence

d’un doublet a o= 0.93 ppm (J = 5.7 Hz).
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Figure 87. Spectre RMN 'H du composé P2 (CD;COCDs, 250MHz)
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Figure 88. Spectre RMN 'H étalé du composé P2 (CD;COCDs, 250 MHz)

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H sont dressés dans le

tableau 49.
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Tableau 49. Données spectrales de RMN 'H (CD;0D, 250 MHz) du composé P2

Déplacement Intégration | Multiplicité | Constante de Interprétation
Chimique 6 (ppm) couplage J(Hz)

7.54 1H d 2.1 H-2'

7.41 1H dd 8.4;2.1 H-6'

7.00 1H d 8.4 H-5'

6.48 1H d 2.1 H-8

6.28 1H d 2.1 H-6

5.53 1H d 1.3 H-1" (rha)

0.93 3H d 5.7 CHj3 (rha)

3.33-4.25 - - - Protons du sucre

Ces résultats (UV-Visible, RMN '"H) nous permettent d’identifier la structure finale du

produit P2 : Quercétine 3-O-a-L-rhamnopyranoside (Berrehal et al., 2010).

OH
OH
HO (0]
(@)
OH (0]
0)
HO
HO OH

Quercétine 3-O-a-L-rhamnopyranoside (P2)

I.3. Le produit P3

Le R¢ du produit P3 dans les deux systemes (13/3/3/1) et (4/3/3) suggere une structure
d’un monoglycosyle.

* Ry=0.36 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3).

* R¢=0 .16 (H,O/MeOH/MEC/Acetylacetone 13:3:3:1).

* R¢=0.59 (Acétate d’éthyle /MeOH / H,O 12 :1:0.5).
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La fluorescence violette du composé P3 sous lumic¢re de Wood et la valeur de la bande I
a 334 nm enregistrée dans le méthanol orientent vers une structure flavonique de type flavone
(figure 89).

e L’ajout de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AAy.x = 45nm)
avec augmentation de I’intensité et la stabilit¢ aprés 5 min, suggérant la présence d’un
groupement OH libre en position 4.

e [’absence d’un groupement OH libre en position 7 est confirmée par 1’absence de I’effet
bathochrome de la bande II dans le spectre de NaOAc par rapport au spectre enregistré
dans le méthanol.

e Le déplacement bathochrome AL = 50 nm de la bande I dans le spectre AICI3+HCI par
rapport au spectre enregistré dans MeOH indique la présence d’un groupe OH libre en 5.

o L’effet hypsochrome faible (AAn.x = -1) de la bande I, en comparant les deux spectres
enregistrés dans le spectre de AICI;+HCI et dans le spectre de AICI; de la méme bande

excluent le systéme ortho dihydroxyl¢ sur le cycle B (tableau 50).

Tableau 50. Résultats de la série spectrale UV-Visible du composé P3

Bande I Autres Bande II

Réactifs Amax (NM) Bandes Amax (nm) Amax (NM)
MeOH 334 - 268
+NaOH 379 - 269
+AICl; 385 - 275
AICI;+HCI 384 - 275
NaOAc 388 - 268
NaOAc+H;BO; 339 - 268

Le spectre de NaOH aprées 5 min est stable
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Figure 89. Série Spectrale UV-visible du produit P3

Toutes ces données menent a la structure partielle suivante (figure 90):

R'(H)

Figure 90. Structure partielle du produit P3

Les données spectroscopiques du spectre RMN 'H et son étalement (figure 91 et 92)
montrent :

e Laprésence d’un singulet a dy - 6.69 ppm confirme que le produit P3 est une flavone.
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e Deux signaux sous forme d’un doublet d’intégration 2H a 6y = 7.92 ppm et dy = 6.96
ppm avec une constante de couplage J = 84 Hz (un couplage ortho) attribuable
respectivement aux protons H-2, H-6 et H-3 et H-5'

e Un doublet (/= 2.4 Hz) d’intégration 1H a oy =6.86 ppm, attribuable a H-8.

e Un doublet (/= 2.4 Hz) d’intégration 1H a oy =6.53 ppm, attribuable a H-6.

e La présence d’une partie osidique est clairement notée, confirmée notamment avec le
proton anomérique a oy = 5.10 ppm (J = 7.3 Hz), plusieurs autres signaux sont observés
entre 3 et 4 ppm correspondant sans doute aux protons de la partie osidique.

La constante de couplage (J = 7.3 Hz) observée pour le proton anomérique de P3 suggere
une liaison de configuration B entre le sucre et la génine.
Les donnés spectrales de RMN 'H indiquent que le cycle B est paradisubstitué par

conséquent le sucre ne pourrait étre substitué qu’a I’hydroxyle du carbone 7.

.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figure 91. Spectre RMN 'H du produit P3 (CD;0OD, 600MHz)
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Figure 92. Spectre RMN 'H étalé du composé P3 (CD;0D, 600 MHz)

On observe dans le spectre COSY (figure 93) les sept protons du sucre qui couplent entre
eux avec de grandes valeurs de constante de couplage (> 7 Hz). Leurs déplacements chimiques

ainsi que les déplacements de leurs carbones sont caractéristiques d’un glucose.

1—6 ,-|n.
H-1” JL
4.&
% L
4.2
4.4
L | 4.6
4.8
K v
j’ 50
o | | -
51 50 489 48 47 46 45 44 43 42 41 40 3859 38 37 36 35 34 33 ppm

Figure 93. Spectre COSY étalé du composé P3 (CD;0D, 600 MHz)
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Les carbones respectifs aux protons de glucose, sont attribues a ’aide du spectre HSQC

(figure 94).
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Figure 94. Spectre HSQC ¢étalé¢ du composé P3 (CD;0D, 600 MHz)

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H sont dressés dans le
tableau 51.
Tableau 51. Données spectrales de RMN 'H (CD;0D, 600 MHz) du composé P3

Déplacement Intégration | Multiplicit¢ | Constante de Interprétation

chimique & Couplage J(Hz)

(ppm)
7.92 2H d 8.4 H-2', H-6'
6.96 2H d 8.4 H-3', H-5'
6.86 IH d 24 H-8
6.69 1H S - H-3
6.53 1H d 24 H-6
5.10 IH d 7.3 H-1" (sucre)
3.96 IH dd 10.3;2.2 H-6 a"
3.74 IH dd 12.1;5.9 H-6 b"
3.57 IH m - H-5"
3.52 IH m - H-2"
3.52 IH m - H-3"
3.43 IH t 7.2 H-4"
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Ces résultats (UV-Visible, RMN) nous permettent d’identifier la structure finale du
produit P3 : Apigenine-7-O-B-D-glucopyranoside (Markham et chari, 1982).

OH OH
HO%
110 O O
OH
OH O

Apigenine-7-O-B-D-glucopyranoside (P3)

I.4. Le produit P4

Le spectre de masse haute résolution obtenu en HR-ESI-MS mode positif (figure 95),
montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 795.1758 [M+Na] +, soit une masse moléculaire

égale a 772 correspondant a une formule brute en C3cH3600.

TOF MZ ES+

3.53=+004

06 1545
3011471 AT oo £39.2072
5 GiTASTe TA3.1845 ]
213.0600 257.0635, L 5.0955| . 47,1680 T 02100 10052646 11713134
o Y W vt RO R N W T 2071576 - 7l 12272530, 12500605 1300.3945.
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200 300 400 =00 £00 00 500 200 1000 1100 1200 1300
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Mass Calc. Mass moa PEM DEE 1-FIT Formula

795.1758 755.1748B 1.0 1.3 18.5 1B85.8 C3e HiE 012 HNa

Figure 95. Spectre de masse HR-ESI-MS du compos¢ P4

L’analyse du spectre 'H (Figure 96) et son étalement (Figure 97) du produit P4 montre :
Deux doublets & 8y - 6.42 ppm et a 6y - 6.71 ppm avec des constantes de couplage J = 2.2 Hz
attribuable a H-6 et H-8 respectivement du A, confirmant la substitution de la position 7
(Iwashina et al., 1995, Han et al., 2001). En outre, le cycle B est présenté par des signaux d’un
systetme ABX a 0y -6.92, 7.33 et 7.37 ppm, caractéristiques respectivement des protons H-5' (d,
J=8.3 Hz), H-6' (dd, J= 8.3 ; 2.0 Hz) et H-2' (d, J = 8.3 Hz) (tableau 55).
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Ces données nous orientent vers 1’origine de la partie aglycone : la quercétine (Han et al.,
2001).

Cette proposition sera confirmée par la suite par I’analyse des spectres RMN 2D (COSY,
HSQC, HMBC).

En dehors des signaux correspondants a la génine, I’analyse du spectre de RMN 'H
permet de repérer deux protons anomeériques résonnant a oy - 5.39 ppm (d, J =1.5Hz), et a oy -
5.37 ppm (d, J= 7.9 Hz). Ces données suggerent la présence de deux unités osidiques.

Un ensemble de protons résonants entre 0.90- 5.40 ppm correspondant aux déplacements
chimiques des deux sucres, les valeurs des constantes de couplage des signaux de chaque unité
osidique établie par I’analyse du spectre COSY, montrent qu’il s’agit d’un B-D-glucopyranose et
a-L-rhamnopyranose.

e Undoublet a dy-6.78 ppm d’intégration 1H (J = 8.2 Hz) attribuable a H-5"".

e Un doublet de doublet a - 6.96 ppm d’intégration 1H (J = 8.2, 2.0 Hz) attribuable a H-

6"

e Un doublet a dy-"7.06 ppm d’intégration 1H (J = 2.0 Hz) attribuable a H-2"".
e On observe également deux doublets : & du= 7.63 ppm, H-7"" (d, J =15.8 Hz) et 4 du =

6.33 ppm, H-8"" (d, J = 15.8 Hz) indiquant la présence de deux protons vicinaux d’une

double liaison de configuration trans. Leurs déplacements chimiques déblindés

pourraient étre dus a une conjugaison de la double liaison avec un carbonyle.

BAF6-600 MH=z dans

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 Ppm
| |

0.711
1.703
2.642
1.810
M
1.426
00
3.110

Figure 96. Spectre RMN "H du composé P4 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 97. Spectre RMN 'H étalé du composé P4 (CD;0D, 600 MHz)

Sur le spectre *C (figure 98), les signaux caractéristiques suivants sont observés :

Un signal a 6c = 178.4 ppm caractéristique du carbonyle d’une flavone.

Les carbones quaternaires C-5, C-3'et C-4' résonnant vers o6c = 161.6 ppm, 145.0 ppm
et 148.6 ppm confirmant leur hydroxylation.

Les pics a 6¢ = 156.6 ppm et 6c = 158.5 ppm attribuables aux C-2 et C-9. Et les pics a d¢
=94.5 ppm, ¢ = 99.2 ppm et 106.4 ppm correspondent aux carbones C-8, C-6 et C-10
du noyau A.

Les carbones aromatiques du noyau B a 6c = 115.6 ppm et 6c = 115.0 ppm attribuables
aux carbones C-2'et C-5' respectivement et ceux a oc = 126.3 ppm et 6¢c = 121.6 ppm
attribuables aux carbones C-1'et C-6".

Deux carbones anomériques & d¢c= 102.1 ppm et 6¢ = 98.3 ppm.

Un massif de carbone entre dc = 16.2 ppm et 6c = 102.1 ppm attribuables aux carbones
des deux sucres.

Un pic a 6c = 166.8 ppm indiquant la présence de carbonyle d’acide ou d’ester (C-9"").
Deux carbones éthyléniques vers d¢c = 146.2 ppm et d¢c = 113.3 ppm attribuables aux C-

7" et C-8"" respectivement.
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Des C-H et des carbones quaternaires entre 113.7 et 121.6 ppm assignables au cycle
aromatique.
Deux carbones quaternaires hydroxylés C-3"" et C-4"" résonnant vers ¢ = 145.4 ppm et

148.3 ppm.
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Figure 98. Spectre RMN °C du composé P4 (CD;0D, 150 MHz)

L’analyse RMN 'H et "°C est en faveur d’un squelette flavonoide de type : quercétine
deux sucres identifiés comme un B-glucose et o-rhamnose grace aux déplacements

ques de leurs carbones (Agrawal, 1992), en plus de la présence d’un groupement cafféoyle.

L’analyse des corrélations hétéronucléaires 'Ji.c sur les spectres HSQC (figures 99-100)

permet d’identifier et d’attribuer les déplacements chimiques aux carbones des sucres et de

cafféoyle.
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Figure 99. Spectre HSQC de oy 3.35 2 5.1 ppm du produit P4 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 100. Spectre HSQC de 6y 5.1 2 7.6 ppm du produit P4 (CD;0D, 600 MHz)

160



Partie 3 Chapitre 11
Identification des produits isolés de Ferula longipes Coss.

L’analyse du spectre COSY (figures 102-103) permet d’identifier les deux sucres comme étant
a-L-rhamnopyranoside et -D-glucopyranoside par :

e Des corrélations entre les protons du premier sucre : 1"/2", 2"/3", 3"/4", 4"/5"et 5"/6" et le

deuxiéme sucre : 1"/2", 2"/3", 3"/4™, 4"/5"et 5"'/6"".

Ce spectre montre les corrélations suivantes :

e Le proton H-6 correle avec le proton H-8 du noyau aromatique A.

e Des taches de corrélation du H-6' avec les protons H-2' et H-5' du noyau aromatique B.

e Des taches de corrélations des protons du cycle aromatique: 2""/6"" et 5"'/6™".

e Une tache de corrélation entre 7""et 8""".

N

5||ll

OH

OH OH

Figure 101. Corrélations COSY du composé P4
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Figure 102. Spectre COSY de 6y 1.0 2 6.0 ppm du produit P4 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 103. Spectre COSY de oy 6.3 a 7.7 ppm du produit P4 (CD;0D, 600 MHz)
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L’analyse des spectres HMBC (figures 105-107) nous permet la confirmation de la partie
aglycone, I’identification de la partie carbonyle et la localisation de cette dernicre ainsi que la
liaison éthylénique et le cycle aromatique.

e Le spectre HMBC montre une corrélation H-C entre le proton anomérique H-1" a 6y =

5.39 ppm et le carbone C-3 (6¢ = 135.1 ppm) de la génine indiquant que le a-L-rhamnose

est fixé sur la génine quércetine en position 3.

e Un autre pic entre le proton H-1" a dy = 5.37 et le carbone C-7 a 6¢ = 162.7 ppm ce qui

indique que le B-D-glucose est porté par le carbone C-7.

e Une autre corrélation est observée entre le proton H-2" (6 5.13, 1H, dd, J =9.6, 7.9 Hz) et
le carbone C-9"" du cafféoyle a dc = 166.8 ppm indiquant que cette substitution est

réalisée au niveau du C-2" de glucose.

Figure 104. Corrélations HMBC du composé P4
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Figure 105. Spectre HMBC de dy 1.0 a 5.5 ppm du produit P4 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 106. Spectre HMBC de dy 3.5 a 7.5 ppm du produit P4 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 107. Spectre HMBC de 6y 5.1 4 7.7 ppm du produit P4 (CD;0D, 600 MHz)

Les attributions des signaux du composé P4 sont dressées dans le tableau 52.
Tableau 52. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
compos¢ P4 dans CD;0D

N° oy (m, J Hz) oc (ppm) | N° oy (m, J Hz) oc (ppm)
2 - 158.5 5" 342, m 70.8
3 - 135.1 6" 0.94,d (6.1) 16.2
4 - 178.4 Glucose
5 - 161.6 1 5.37,d(7.9) 98.3
6 6.42,d(2.2) 99.2 2" 5.13,dd (9.6, 7.9) 73.3
7 - 162.8 3 3.76,t(9.5) 74.6
8 6.71,d (2.2) 94.5 4'" 3.54,t(9.4) 69.9
9 - 156.6 5 3.65, m 77.2
10 - 106.4 6" 3.99,dd (12.2,2.2) | 60.9
3.78,dd (12.2, 5.8)
I - 126.3 Cafféoyle
2! 7.37,d(2.0) 115.6 1 - 126.3
3’ - 145.0 21" 7.06, d (2.0) 113.7
4’ - 148.6 3 - 145.4
5 6.92,d (8.3) 115.0 4 - 148.3
6’ 7.33,dd (8.3, 2.0) 121.3 51 6.78,d (8.2) 115.1
Rhamnose 6" 6.96, dd (8.2, 2.0) 121.7
1" 5.39,d(1.5) 102.1 7" 7.63,d (15.8) 146.2
2" 4.23,dd (3.3, 1.7) 70.5 8" 6.33,d (15.8) 113.3
3" 3.75,dd (9.5, 2.9) 70.8 9" - 166.8
4" 3.34,t(9.5) 71.8
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Les expériences HR-ESI-, '"H RMN, "*C, HSQC, J-module, COSY H-H et HMBC
combinées permettent d’identifier la structure du composé¢ P4 comme étant une structure

nouvelle : quercétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-O-[2-O-caffeoyl]-3-D-glucopyranoside.

Quercétine-3-0-a-L-rhamnopyranoside-7-O-[2-O-caffeoyl]-5-D-glucopyranoside
(P4)
L.5. Le produit PS5

La fluorescence noire violette sous lumiére de Wood est caractéristique d’une flavone ou

d’un flavonol substitué en 3.
Le comportement chromatographique indiqué par les valeurs du Rf:
e Rf=0.16 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3).
e Rf=0.21 (H,O/MeOH/MEC/Acetylacetone 13:3:3:1).

Le spectre UV (figure 108) enregistré dans le méthanol donne deux bandes d’absorption,
une bande I a 346 nm et ’autre bande II a 256 nm, indiquant un squelette de type flavone ou
flavonol substitué en position 3 pour le composé P5.

o L’effet bathochromique (AA = +48 nm) observé apres 1’addition de NaOH avec

augmentation de son intensité optique indique la présence d’un OH libre en position 4.

e L’absence d’une nouvelle bande entre 320 et 335 nm suggére 1’absence d’un OH libre en

position 7.
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e [’ajout de NaOAc n’induit a la solution méthanolique pas de déplacement bathochrome
de la bande II, ce qui signifie que le groupement hydroxyle, en position 7, est substitué.

e [’addition de H;BO; a la solution MeOH+NaOAc provoque un effet bathochrome de la
bande I (AA = +36 nm) indiquant la présence d’un systéme 3',4'-dihydroxy sur le cycle B,
cette hypothese est confirmée par le déplacement hypsochrome de la bande I (AL = -39
nm), observé sur le spectre enregistré dans MeOH-+AICLI;+HCI, comparativement a celui
enregistre dans la solution MeOH+AICI;.

e Apres ajout d’AIClI; a la solution méthanolique, on observe un déplacement
bathochromique de la bande I de AL = +82 nm, indiquant la présence d’un groupement

OH libre en position 5 (tableau 53).

Tableau 53. Résultats de la série spectrale UV-Visible du composé PS5

Bande 1 Autres Bande 11

Réactifs Amax (NM) Bandes Anax (nm) Amax (NM)
MeOH 346 - 257
+NaOH 394 - 266
+AI1CL 428 - 273
AlICLI+HCI 289 - 274
NaOAc 404 - 252
NaOAc+H3BO; 382 - 262

Le spectre de NaOH aprées 5 min est stable
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Figure 108. Série Spectrale UV-visible du produit P5

Une similitude est observée entre les spectres RMN 'H (figure 109) et "*C (figure 110) du

composé P5 et ceux du composé P4. La différence réside au niveau de la partie caféique et cela

par I’absence des signaux de caffeoyle dans le composé P5.

Le spectre RMN 'H montre :

Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a oy = 6.51 ppm (J = 2.1 Hz), le
second a oy = 6.76 ppm (J= 2.1 Hz) attribuables a H-6 et H-8, respectivement, pour le
cycle A. En outre, le cycle B est présenté par des signaux d’un systéme ABX a dy = 6.93,
7.36 et 7.39 ppm, caractéristiques respectivement des protons H-5' (d, J = 8.3 Hz), H-6'
(dd,J=8.3-2.1 Hz) et H-2' (d, J = 2.0 Hz).

En dehors des signaux correspondants & la génine, I’analyse du spectre de RMN 'H
permet de repérer deux protons anomériques résonnant a oy = 5.40 ppm (d, J = 1.4 Hz) et

5.06 ppm (d, J = 7.3 Hz). Ces données suggerent la présence de deux unités osidiques.
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Leurs carbones respectifs, attribués a 1’aide du spectre HSQC, résonant a 102.1 et 99.4
ppm.
L’analyse des spectres HSQC (figures 111-112) et COSY (figure 113) permet d’identifier les
deux sucres comme étant :
v un o-L-rhamnopyranose a partir de ’anomére a 5.40 ppm, caractérisées par son méthyle
doublet a 65 = 0.70 ppm (d, J= 6.2 Hz, H- 6").
v’ A partir du proton anomérique a 5.06 ppm et I’analyse du spectre COSY, sont attribués
sept protons d’un hexose. Les grandes valeurs des constantes de couplage (> 7 Hz)

montrent qu’il s’agit d’un B-D-glucopyranose (tableau 54).
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Figure 109. Spectre RMN 'H étalé du composé P5 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 111. Spectre HSQC de oy 3.30 a 4.3 ppm du produit PS5 (CD;OD, 600 MHz)
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La corrélation observée sur le spectre HMBC (figure 114) entre le proton anomérique H-
1" résonnant a 5.40 ppm et le carbone C-3 de la génine a 135.1 ppm montre que ce rhamnose est
attaché a I’hydroxyle en position 3 de cette génine.

Une autre tache de corrélation entre le proton anomérique H-1"' résonant a 5.06 ppm du

glucose et le carbone C-7 de la génine, montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position
7.
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Figure 114. Spectre HMBC de 6y 4.0 a 8.0 ppm du composé P5 (CDs;OD, 600 MHz)

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et des carbones sont dressées dans le

tableau 54.
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Tableau 54. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé P5 dans CD;0D

N° | &y (m, J Hz) dc N° | &y (m, J Hz) | 8¢
2 - 158.5 Rhamnose
3 - 135.1 1" 5.40, d (1.4) 102.1
4 - 178.4 2" 4.24,dd (3.2, 1.7) 70.5
5 - 161.5 3" 3.77,dd (9.5, 3.3) 70.7
6 6.51,d (2.1) 99.4 4" 3.35,t(9.5) 71.8
7 - 163.3 5" 3.46, m 70.7
8 6.76,d (2.1) 94.4 6" 0.70, d (6.2) 16.2
9 - 156.7 Glucose
10 - 106.2 1 5.06, d (7.3) 99.4
L - 121.3 20 3.51,m 73.3
2’ 7.39, d (2.0) 115.6 30 3.51,m 76.4
3’ - 145.0 4 3.42,1(9.2) 69.8
4 - 148.6 50 3.56, m 77.0
5’ 6.93, d (8.3) 115.0 6" 3.95,dd (12.2,2.2) |61.0
3.74,dd (12.1, 5.8)
6’ 7.36,dd (8.3,2.1) | 121.6

L’analyse de I’ensemble de ces données spectrales nous a permis de déduire la structure
du composé PS5, il s’agit de : Quercétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-O-f3-D-glucopyranoside
(Maji et Banerji, 2016).

4"Ho OH

Quercétine-3-0-a-L-rhamnopyranoside-7-O-f-D-glucopyranoside (P5)
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I.6. Le produit P6

Le comportement chromatographique du compose P6 indiqué par les valeurs du R :
e +R=0.28 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3).
e +R=0.44 (H20/MeOH/MEC/Acetylacetone 13:3:3:1).

La coloration violette noire sous la lampe UV du compose P6 qui est sous forme de
poudre jaune indique un squelette flavonol 3-OR.

L’examen de la série spectrale UV (Spectre 115) donne les indications suivantes :
e La longueur d’onde d’absorption maximale dans le méthanol de la bande I a 335 nm

laisse supposer la structure de type flavone.

e [’ajout de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AALl = +57 nm)
avec augmentation de I’intensité révele la présence d’un OH libre en position 4'.

e Un effet bathochrome de la bande I dans le spectre enregistré dans le milieu
(AICI;+HCI), (AL = +17 nm) comparativement au spectre enregistré dans le MeOH
indiquent la présence d’un OH libre en C-5.

e La comparaison de la valeur de la longueur d’onde de la bande I aprés ajout de HCI et
celle en présence de AICIl; ne montre aucun effet hypsochrome indiquant 1’inexistence de
systeme ortho di OH sur le cycle A (pas de ortho di-OH en 6,7 ou 7,8).

e L’ajout de NaOAc, ne provoque aucun déplacement de la bande II révélant la présence
d’une substitution de type OR sur C-7.

Les résultats de la série spectrale UV du composé P6 sont rassemblés dans le tableau 55.

Tableau 55. Résultats de la série spectrale UV-Visible du composé P6

Réactifs Bande I Autres Bande II

Amax (NmM) Bandes Amax (nm) Amax (nNm)
MeOH 335 - 275
+NaOH 390 - 280
+AICl; 350 - 275
AICI;+HC1 350 - 280
NaOAc 359 - 275
NaOAc+H;BO;s 340 - 275

Le spectre de NaOH aprées 5 min est stable
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Figure 115. Série Spectrale UV-visible du produit P6

Le spectre RMN 'H de ce composé (figure 116) montre la présence de deux noyaux
aromatiques différents. Nous avons observés deux protons aromatiques couplant entre eux en
montrant deux doublets respectivement a 6.52 ppm (H-6) et 6.81 ppm (H-8) avec une constante
de couplage (J = 2.1 Hz), cette dernieére est typique d’un couplage en méta sur un cycle
aromatique. Ces signaux sont caractéristiques d’un cycle A d’un flavonoide substitué¢ en C-5 et
C-7.

Concernant le cycle B, ses protons résonnent généralement entre 6.2 et 7.9 ppm. Sur le
présent spectre nous observons des signaux d’un systtme ABX a oy = 6.39 ppm, 7.65 ppm et
7.97 ppm caractéristiques respectivement des protons H-5' (d, J = 8.4 Hz), H-6' (dd, /= 8.4, 2.0
Hz) et H-2' (d, /= 2.0 Hz).
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Un singulet intégrant pour 3H a oy = 3.97 ppm caractéristique d’un groupement
méthoxyle.

La présence de deux parties osidiques est clairement notée, confirmée notamment avec
les protons anomériques a oy = 5.50 ppm (J = 7.3 Hz) correspondant a H-1" et a oy =
5.09 ppm (J = 7.2 Hz) correspondant &  H-1". D’apres les valeurs des constantes de
couplage des protons anomériques, cette entité pourrait €tre soit un glucosyle soit un
galactosyle avec une configuration f du carbone anomérique.

Plusieurs autres signaux sont observés entre 3 et 4 ppm correspondant sans doute aux

protons de la partie osidique.

f " 0O-CH; H-3"", H-2"" ‘
J”LA_L_JL H H-6a" H-6b"' Ho5" H 2" H-3",
55 54 53 52  ppm H-6a"" \ / H-6b" i I' H 4m *_‘4;1 H-5"
0! \ : I II ,
__)Il ||L’Ir-'|J|I| "'I | JHI 'III IIIf||'ll |L| || || " ﬂl J”|| ) ||| If‘ ._."| L IuL'u” |

T T T
3.95 3.90 3.85 3.80 3.?5 3.?{1 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.3{1 ppm

Figure 116. Spectre RMN 'H étalé du composé P6 (CD;0D, 600 MHz)

Sur le spectre °C (figure 117), les signaux caractéristiques suivants sont observés :

Un signal a 8¢ = 179.6 ppm indiquant la présence d’une flavone.

Les carbones quaternaires C-5 et C-4' résonnant vers dc = 162.8 ppm et 151.1 ppm
confirmant leur hydroxylation.

Trois autres carbones quaternaires C-3, C-7 et C-3' résonnant vers ¢ = 135.5 ppm, dc =
164.8 ppm et 148.4 ppm

Les pics a 6¢ = 159.3 ppm et 6c = 158.0 ppm attribuables aux C-2 et C-9. Et les pics a dc
= 95.8 ppm, 6c = 100.9 ppm et 107.6 ppm correspondent aux carbones C-8, C-6 et C-10
du noyau A.
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e Les carbones aromatiques du noyau B a 6c = 114.4 ppm et dc = 116.0 ppm attribuables
aux carbones C-2'et C-5' respectivement et ceux a 6c = 122.9 ppm et d¢c = 124.0 ppm
attribuables aux carbones C-1'et C-6'".

e Deux carbones anomériques & 6¢= 103.3 ppm et oc = 101.6 ppm.

e Un massif de carbone entre 6c = 62.0 ppm et dc = 79.0 ppm attribuables aux carbones des
deux sucres.
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Figure 117. Spectre RMN "*C du composé P6 (CD;0D, 150 MHz)

L’analyse des spectres HSQC (figures 118-119) permet d’attribuer chaque proton au

carbone qui le porte :
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Figure 118. Spectre HSQC de 6¢ 3.2 a 4.0 ppm du produit P6 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 119. Spectre HSQC de dy 5.0 a 8.0 ppm du produit P6 (CD;0D, 600 MHz)

L’analyse du spectre COSY (figure 120) permet d’identifier les deux sucres comme étant
/3-D-glucopyranoside par :
e Des corrélations entre les protons du premier sucre : 1"/2", 2"/3", 3"/4", 4"/5"et 5"/6" et le

deuxiéme sucre : 1"/2", 2"/3", 3"/4™, 4"/5"et 5"/6".
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Figure 120. Spectre COSY de oy 3.2 a 5.5 ppm du produit P6 (CD;0D, 600 MHz)
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L’examen du spectre COSY (spectre 121) montre :
e Une tache de corrélation entre le doublet a 6 =7.97 ppm et un doublet de doublet a &
=7.65 ppm confirmant le couplage méta et aussi les attributions de H-2', H-6'.
e Une tache de corrélation entre les noyaux de doublet de doublet a & =7.65 ppm et & =

6.39 ppm confirmant le couplage ortho et aussi les attributions de H-5', H-6' donc une

substitution du noyau B en position 3' et 4'.

e Une tache de corrélation entre H-8 et H-6.
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8.1 80 79 78 77 76 75 T4 73 72 71 T0 69 68 67 66 6.5 ppm

Figure 121. Spectre COSY de oy 6.0 a 8.2 ppm du produit P6 (CD;0D, 600 MHz)

Le spectre HMBC (figures 123-124) montre une corrélation H-C entre le groupement
méthoxyle a oy = 3.97 ppm et le carbone C-3' a 6¢ = 148.4 ppm ce qui indique que le méthoxyle
est porté par le carbone C-3' donc le squelette flavonique est un isorhamnétine.

e Deux taches de corrélation entre le H-2', H-5' et le H-6' et deux atomes de carbones a d¢
=151.0 ppm et a 3¢ =148.4 ppm qui ne peut étre que le C-4' et C-3' respectivement.
e Une tache de corrélation entre le H-2' et le H-6' et un carbone oxygéné a 6¢ =158.0 ppm

qui est attribuable a C-2.
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e Quatre taches de corrélation entre le H-6 et quatre atomes de carbone, le premier; a d¢
=95.8 ppm qui est le C-8, le deuxiéme a un déplacement chimique relativement faible o¢
=107.6 ppm attribuable a C-10, le troisiéme et le quatriéme sont oxygénés et ont des
déplacements chimiques plus élevé ¢ =162.8 ppm et d¢c =164.8 ppm et sont donc
attribuables a C-5 et C-7 respectivement.

e Les protons H-6 et H-8 montrent des taches de corrélations avec le carbone quaternaire
oxygéné a 164.8 ppm, c’est le C-7.

e Une tache de corrélation est observée entre le proton anomérique du sucre H-1" a oy =
5.50 ppm et le carbone C-3 (8¢ =135.5 ppm) de la génine indiquant que le premier
glucose est fixé sur la génine isorhamnétine en position 3.

e Une autre tache de corrélation entre le proton anomérique du sucre H-1"' a 6y =5.09 ppm
et le carbone C-7 (8¢ =164.8 ppm) de la génine indiquant que le second glucose est fixé

sur la génine isorhamnétine en position 7.

Figure 122. Corrélations HMBC du composé P6
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Figure 123. Spectre HMBC de d¢ 3.5 a 8.0 ppm du produit P6 (CD;OD, 600 MHz)

BAF 9

HMBC ' ' 8 6
7 ;IZ' g ﬁ g g pPPMmM
& °2
= 8/6 100
10/ 6 105
< -))
110
(=) 2'/6' 115
1'/2' 120
= <k |
125
b'/2' E
130
135
140
’3!/2! E 145
- 4'/6' @‘3'/ 5' ;
3 150
"" , Q:-) @475' F
4'/ 2 155
) (=) |2/6' < 5/6 oo
2/ 2" | S;g :
-\ - ;—165
7/ 6 s
170
175
180
80 79 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 69 6.8 6.7 6.6 6.5 ppm

Figure 124. Spectre HMBC de 6y 6.0 4 8.5 ppm du produit P6 (CD;0D, 600 MHz)
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Les attributions des signaux du produit P6 sont dressées dans le tableau 56.

Tableau 56. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) du
composé P6 dans CD;0D

N° | 8y (m, J Hz) de N | 64 (m, J Hz) | &,

2 - 158.0 Glucose 1

3 - 135.5 1" 5.50, d (7.3) 103.3

4 - 179.6 2" 3.48,1(7.3) 75.9

5 - 162.8 3 3.48,1(7.3) 78.0

6 6.52,d (2.1) 100.9 4" 332, m 71.5

7 - 164.8 5" 3.28, m 78.6

8 6.81,d (2.1) 95.8 6" 3.76,dd (11.9,2.0) |62.5
3.58, dd (12.4, 5.6)

9 - 159.3 Glucose 2

10 |- 107.6 1 5.09,d (7.2) 101.6

I - 122.9 2 3.51,dd (6.4,3.0) |47.7

2/ 7.97,d (1.9) 114.4 3 3.51, dd (6.4, 3.0) 77.8

3/ - 148.4 4 341, m 71.2

4 - 151.1 5" 3.55, m 78.4

5 6.39, d (8.4) 116.0 6" 3.94,dd (12.1,2.1) |62.6
3.72,dd (12.1, 5.8)

6’ 7.65,dd (8.4,2.0) | 124.0 O-CH; |3.97,s 56.8

Les expériences 'H RMN, 13C, HSQC, COSY H-H et HMBC combinées permettent
d’identifier la structure du compos¢ P6 comme étant: isoramnétine-3,7-di-O-5-D-

glucopyranoside (Yokozawa et al., 2002).

Isoramnétine-3,7-di-O-$-D-glucopyranoside (P6)
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L.7. Le produit P7

L’analyse du spectre de RMN 'H (figure 125) du composé P7 montre la présence de quatre
signaux pour six protons aromatiques caractéristiques de la génine kaémpférol:

e Un doublet a 6y = 7.83 ppm d’intégration 2H (J = 8.8 Hz) caractéristique des protons en

couplage ortho H-2' et H-6'.

e Un doublet a oy = 6.96 ppm d’intégration 2H (J = 8.8 Hz) caractéristique des protons en
couplage ortho H-3' et H-5'".

e Deux doublets d’intégration 1H chacune a 6y = 6.52 ppm (J = 2.2 Hz) et a oy = 6.78 ppm
(/ = 2.1 Hz), correspondent respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A.

L’examen de spectre RMN 'H de ce composé, montre que notre produit contient un autre
minoritaire par la présence d’autres pics, qui sont identiques point par point a la partie génine
isoramnétine du composé P6 :

e Deux doublets le premier a dy = 6.52 ppm (H-6) et 6.81 ppm (H-8) avec une constante de
couplage (J = 2.1 Hz).Ces signaux sont caractéristiques d’un cycle A d’un flavonoide
substitué en C-5 et C-7.

e Des signaux d’un systtme ABX a oy = 6.98, 7.48 et 7.50 ppm caractéristiques
respectivement des protons H-5' (d, J = 8.6 Hz), H-6' (dd, J= 8.3, 2.0 Hz) et H-2' (d, J =
1.9 Hz).

e Un singulet intégrant pour 3H a oy = 3.97 ppm caractéristique d’un groupement
méthoxyle.

Le spectre RMN 'H a montré une duplication de tous les signaux de la partie osidique, quatre
protons anomériques sont repérés a 5.43 ppm (d, J = 1.6 Hz) et 5.08 ppm (d, J = 7.1 Hz) pour le
kaémpférol et a 5.44 ppm (d, J = 1.6 Hz) et 5.08 ppm (d, J = 7.1 Hz) pour I’isoramnétine. Leurs
carbones respectifs, attribués a 1’aide du spectre HSQC, résonnent a 102.1 et 100.2 ppm pour le

kaémpférol et a 101.9 et 100.2 pour I’isoramnétine.
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Figure 125. Spectre RMN 'H des composés P7 et P8 (CD;0D, 600 MHz)

La figure 126 représente le spectre RMN "*C du composé P7 :
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Figure 126. Spectre RMN °C des composés P7 et P8 (CD;0D, 150 MHz)
L’analyse conjuguée des spectres COSY (figures 127-128), HSQC (figures 129-130) et

HMBC (figure131) a permis de déterminer sans ambiguité la nature des deux génines et des
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deux unités osidiques ainsi que leurs points de branchement. Les deux sucres se sont avérés
similaires a ceux établis pour les composés P4 et PS. Décrit précédemment a savoir :

v" un a-L-rhamnopyranose a partir de I’anomére a 5.43 ppm.

v" un B-D-glucuronopyranose a partir de I’anomére a 5.08 ppm.

Ces molécules, se différencient donc uniquement par les structures des génines.
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Figure 127. Spectre COSY de oy 1.0 a 4.0 ppm des composés P7 et P8 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 128. Spectre COSY de oy 6.4 a 8.0 ppm des composés P7 et P8 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 129. Spectre HSQC de oy 3.3 a 4.3 ppm des composés P7 et P8 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 130. Spectre HSQC de oy 5.1 a 7.8 ppm des composés P7 et P8 (CD;0D, 600 MHz)
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L’enchalnement osidique est établi apreés 1’analyse du spectre HMBC sur lequel sont
visualisées les corrélations 3JH_C suivantes :

v" Une corrélation entre le proton anomérique H-1" résonnant a 5.43 ppm et le carbone C-3
de la génine montre que ce rhamnose est attaché¢ a 1’hydroxyle en position 3 de cette
génine.

v" Une autre tache de corrélation entre le proton anomérique H-1" du glucose et le carbone

C-7 de la génine, montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 7.
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Figure 131. Spectre HMBC de 6¢ 130 a 180 ppm des composés P7 et P8 (CD;0D, 600 MHz)

Les attributions finales des signaux sont dressées dans le tableau 57.
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Tableau 57. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) des
composés P7 et P8 dans CD;0OD

P7 (a) P8 (b)
Ne° oy (m, J Hz) O N° oy (m, J Hz) O
2 - 160.5 2 - 160.5
3 - 135.0 3 - 135.0
4 - 178.4 4 - 178.4
5 - 161.5 5 - 161.5
6 6.52,d (2.2) 99.4 6 6.52,d (2.1) 99.5
7 - 163.3 7 - 163.3
8 6.78,d (2.1) 94.4 8 6.81,d (2.1) 94.5
9 - 156.7 9 - 156.7
10 - 106.3 10 - 106.3
1’ - 120.9 1 - 121.2
2 7.83,d (8.8) 130.6 2! 7.50,d (1.9) 112.1
3 6.96, d (8.9) 115.2 3’ - 147.5
4’ - 149.9 4' - 149.9
5 6.96, d (8.9) 115.2 5 6.98, d (8.6) 115.1
6’ 7.83,d (8.8) 130.6 6’ 7.48, dd (8.3, 2.0) 123.0
Rhamnose
1" 5.43,d(1.6) 102.1 1" 5.44,d (1.6) 101.9
2" 4.24,dd (3.3, 1.7) 70.5 2! 4.22,dd (3.3, 1.7) 70.4
3" 3.74,dd (10.0, 3.4) 70.7 3" 3.74,dd (10.0, 3.4) 70.7
4" 3.36, m 71.7 4" 3.36, m 71.7
5" 3.36, m 70.8 5" 3.36, m 70.7
6" 0.90,d (5.7) 16.3 6" 0.90,d (5.7) 16.2
Glucose
1" 5.08,d (7.1) 100.2 | 5.08,d (7.1) 100.2
2" 3.51,t(7.7) 73.3 21 3.51,t(7.7) 73.3
3 3.51,t(7.7) 76.4 3 3.51,t(7.7) 76.4
4'" 3.43,t(9.2) 69.9 4 3.41,t(9.4) 69.9
5 3.55,dd (2.1, 5.9) 77.0 5 3.55,dd (2.1, 5.9) 771
6" a:3.96,dd (12.1,2.0) | 61.0 6" a:3.96,dd (12.1,2.0) | 61.0
b:3.74,dd (12.1, 5.9) b:3.73,dd (12.1,5.9)
O-CH; |3.97s 55.3

L’examen de ces données et la comparaison avec les produit P4, P5 et P6 les composés
P7 et P8 sont identifiés : kaempférol-3-O- a-L-rhamnopyranoside -7-O- [-D-glucopyranoside
(Berrehal et al., 2010) et isoramnétine-3-O- a-L-rhamnopyranoside-7-O-f3-D-glucopyranoside
(Wolbis, 1989).
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4" HO OH

kaempférol-3-O- a-L-rhamnopyranoside -7-O- 8-D-glucopyranoside (P7)

4" HO OH

isoramnétine-3-0- a-L-rhamnopyranoside-7-O-f-D-glucopyranoside (P8)

I.8. Le produit P9

La fluorescence noir-violette de ce produit sous la lumicre ultra-violette (365nm) est
caractéristique d’une flavone ou d’un flavonol substitué¢ en position 3.
Le comportement chromatographique indiqué par les valeurs du R¢ indique que le

composé est un aglycone.

* R=0.58 (Toluene/MEC/MeOH 4:3:3).
* R=0.04 (H,O/MeOH/MEC/Acetylacetone 13:3:3:1).

La fluorescence noir-violette et la valeur de la longueur d’onde d’absorption maximale de
la bande I dans le méthanol (A = 338 nm), sur le spectre UV du composé P9 (figure 132) sont

caractéristiques d’une flavone.
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L’effet bathochrome de la bande I de AL = 55 nm aprés addition de NaOH par rapport au
spectre méthanolique avec une augmentation de 1’intensité d’absorbtion, oriente vers la
présence d’un OH libre en position 4°. L’apparition d’une nouvelle bande a 327 nm
indique la présence d’'un OH libre en position 7. Ceci est confirmé par [’effet
bathochrome de la bande II AL = +6 nm par rapport au spectre pris dans le MeOH
observé sur le spectre aprés addition de NaOAc.

La comparaison du spectre enregistré en présence de HC1 +AICl; par rapport au spectre
dans le MeOH montre un effet bathochrome de la bande I AA = +38 nm indiquant la
présence d’un OH libre en position 5.

Aucun effet bathochrome de la bande I n’est observé aprés addition de H3;BO; en
présence de NaOAc par rapport au spectre dans le méthanol, ce qui indique 1’absence de
systemes ortho di- OH sur le noyau A et le noyau B. Cette hypothese est confirmée par
I’é¢tude du spectre en présence d’AlCl; dont les longueurs d’onde d’absorption maximale

restent inchangées apres addition de HCI.

Les données relatives a la série spectrale UV sont rassemblées dans le tableau 58.

Tableau 58. Données spectrales UV du composé P9

Réactifs Bande I Bande 11 Autres
Amax (NM) Amax (nm) Bandes Apay (nm)
MeOH 338 269 -
+NaOH 393 275 327
+NaOAc 366 275 300
+NaOAc+H3;BOs3 341 270 -
+ AICl; 380 275 350 302
+ AICI;+HCI 376 277 342 300

Le spectre de NaOH aprées 5 min est stable
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Figure 132. Série spectrale UV du composé P9

Toutes ces données nous permettent de proposer une structure partielle menant a I’apigénine.

L’examen du spectre proton (figure 133) montre la présence de deux doublets (J = 8.8
Hz) d’intégration 2H chacun, caractéristiques d’un noyau B oxygéné en position 4'. Le premier a
oy = 7.88 ppm est attribué aux noyaux H-2' et H6'; le second a oy = 6.95 ppm est attribué aux
noyaux H-3"et H-5'.

Ce spectre renferme également un signal sous forme de singulet a oy = 6.62 ppm,
attribuable au proton en position C-3 et deux autres doublets formant un systtme AM (J = 2.1

Hz) a oy = 6.47 ppm et dy = 6.23 ppm, attribuables a H-8 et H-6 respectivement.
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Figure 133. Spectre RMN 'H du composé P9 (CD;0D, 600 MHz)
La figure 134 représente le spectre RMN *C du composé P9 :
BAF1O 13C -
C-5'- C-3'
C-2'- C-6'
C-1'
C3 C-6 C-8
e e ‘ / ’/
__h\q_‘ ‘.\.\‘ 1\1 | —— | L .
' 1él3 1]""0 1(‘50 1$U 14‘-'0 150 1é0 11‘0 160 9‘0 SICI ?ID 'SIO 5‘0 I alulyyl

Figure 134. Spectre RMN "°C du composé P9 (CD;0D, 150 MHz)

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du °C

dans le tableau 59.

192

sont dressés



Partie 3 Chapitre 11
Identification des produits isolés de Ferula longipes Coss.

Tableau 59. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé P9 dans CD;0D

N° dc 3y (m, J Hz) N° dc du (m, J Hz)
2 166.3 6 10 105.1 -

3 103.8 6.62, s I 1233 -

4 183.9 - 2 129.5 7.88, d (8.8)
5 162.9 - 3 117.0 6.95, d (8.8)
6 100.2 6.23,d (2.1) g 163.2 -

7 166.5 - 5 117.0 6.95, d (8.8)
8 95.1 6.47,d (2.1) 6 129.5 7.88, d (8.8)
9 159.5 -

Ces données spectrales de la RMN ('H et *C) confirment la structure de 1’apigénine

(Mabry et al., 1970).

OH

HO O

OH 0
Apigénine (P9)
1.9. Le produit P10

L’analyse du spectre de RMN 'H (figure 135) du composé P10 montre la présence de 17
protons, suggérant I’existence de deux noyaux aromatiques trisubstitué¢s. Les protons
aromatiques, attribués aux groupements caffeoyles apparaissent dédoublés entre 6y = 6-8 ppm.
D’autre part, on a observe deux larges doublets a oy = 7.65 ppm (J = 15.8 Hz) et oy = 7.58 (J =
15.8 Hz) ppm correspondant respectivement aux protons H-7" et H-7'. Ces derniers révelent des
couplages avec les protons H-8" a oy = 6.39 ppm et H-8' a dy = 6.31 ppm des chaines latérales
des deux groupements caffeoyles indiquant des trans-conjugaisons (Pauli, 1998). Deux systémes
de type ABX lors de I’apparition d’un signal (J = 2.0 Hz) apparait a gy = 7.06 ppm attribuable a
H-2'et a 6y = 7.09 ppm attribuable a H-2".
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e Un doublet dédoublé résonant a oy = 6.95 ppm attribuable a H-6' et a 6y = 6.98 ppm
(H-6").
e Deux doublets (J = 8.2 Hz), le premier apparait a oy = 6.80 ppm est attribué¢ a H-5' et le
second a &y = 6.74 ppm (H-5").
Deuxiémement, sur le spectre RMN 'H, les signaux des protons H-5 (85 = 5.39 ppm) et
H-3 (6y = 5.36 ppm) apparaissent déblindés par rapport a leurs positions dans 1’acide quinique
non substitué indiquant que les groupements cafféoyles sont rattachés aux hydroxyles des
positions 5 et 3 (Clifford, 1986; Pauli, 1998). Par contre, le signal blindé du proton H-4 (dy =
3.74 ppm) montre que I’hydroxyle lié au carbone correspondant est libre. D’autre part, le proton
H-4 est observé ayant un couplage axiale-axiale (J/ = 7.2 Hz). Ceci nous a permis d’établir la
conformation structurale du cycle quinique. En effet, le premier groupe O-cafféoyle est en

position équatoriale et le second en position axiale dans les positions respectivement 5 et 3.

——34HA, 150
475,41

]
H-7' H-2' H :5 I—Ir,s’
O { {i i
0 H-2" |H-6" H-6' ||H-5" w i H-5 H-3
H-7 ] f 1] il'. 1 H-8 i 1 i
) Swgtsgi” gk mi il 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
74 V7.5 74 T3 T.2 TA T 69 68 67 66 65 64 63 62 G641 60 59 58 57 56 55 54 ppm

g
ryou

L -.
‘ | H-6a | H-6b
H-4 | ‘ I_]-2|a | 'H-Zb !
_/"\JIIL'_L. oM LJHLLM NS _,\_JU
40 35 20 25 20 15 ppm

Figure 135. Spectre RMN 'H du composé P10 (CD;0D, 600 MHz)

L’étude du spectre °C a permis de mettre en évidence la présence de 25 atomes de
carbone (figure 136). Tous les signaux aromatiques sont dédoublés ce qui confirme la présence
de deux groupements cafféoyles. Les signaux oc = 166.7 ppm (C-9") et 167.6 ppm (C-9') sont
attribués aux carbonyles des groupements cafféoyles alors que les signaux a dc = 148.1, 148.1,
145.4 et 145.4 ppm correspondent respectivement aux carbones C-4", C-4', C-3" et C-3' portant

les hydroxyles sur les cycles aromatiques.
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Pour la partie quinique de la molécule, on distingue le signal du carbone carboxylique a
Oc = 178.5 ppm (C-7). Ceux des groupements méthyléne (CH;) a 38.6 ppm (C-6) et 38.6 ppm
(C-2), ceux des groupements méthine (CH) a 6¢ = 70.9 (C-3), 71.4 (C-4) et 70.9 (C-5), alors que
le carbone quaternaire apparait a 6c = 73.1 ppm (C-1). Cette derniére valeur située entre 6c = 73-
76 ppm indique que I’hydroxyle en C-1 est libre. Elle serait entre 6c = 80-81 ppm s’il était
substitué¢ (Merfort, 1992).
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]
]
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n
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it mermmeilued i nlifctontu ittt - pahelittratnnhtinn koo
c-s5" c-8.8"
C-9' -9" c-7',7" c-1" C-1 | 'C-Si | /
\ C_4v’4u \\¥ C'3'a3" \ % i C-6 : ‘ “ C-2'
<7 X | e Ll
e takin e L e T T e T T
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Figure 136. Spectre RMN "*C du composé P10 (CD;OD, 150 MHz)

Le spectre HSQC (figure 137) nous a permis de relier les protons a leurs carbones.

BAFA-&00 MHz dans MeOD f
hsgcoJmod G 2 5 . " 8'
0 Pl 6" 6' 5" 8 U
a ...i..l n adba A i P I ppm
= = L.,H-s"/ c-5"| G»ep nls/ds
] 262" o115
. H-2"/C-2' H-5'{ C-5'
H{8'"/ ¢-8"
120
— n =Y b
] H-6'/|C-6'
H-6"/|C-6' 12
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140
H{7"/ -7
o
Lelurica 1
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Figure 137. Spectre HSQC étalé du produit P10 (CDs;OD, 600 MHz)

195



Partie 3 Chapitre 11
Identification des produits isolés de Ferula longipes Coss.

Le spectre HMBC (figure 138) montre des corrélations entre le proton H-8' et le
carbonyle C-9' (167.6 ppm) et entre le proton H-8" et le carbonyle C-9" (166.7 ppm).

i_;— _-:—;_' i MOOT 5 5 8’
, q | i
H mo 6" i 3" 8"
T 2 a8 e _u e pom
— e (-2 17 = 2"/ IH-6' par
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0" el Hp f - ¢-1 -l 128
' — g = = g e
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\ 130
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Figure 138. Spectre HMBC ¢talé¢ du produit P10 (CD;OD, 600 MHz)

Selon le spectre COSY (figure 139), nous avons pu déterminer les protons H-2a, H-2b et
H-6a, H-6b.

z‘:;_;‘j:—e:: Mz dans M=COD | H-6a H-6b
Al L I | ] i lj . PR

-~

= - - .
5.0

6.0
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figure 139. Spectre COSY ¢talé du produit P10 (CD;0D, 600 MHz)
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Tableau 60. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) du
composé P10 dans CD;OD

N° Oc oy (m, JHZ) N° Oc oy (III, JHZ)

1 73.1 - 7 145.5 7.58,d (15.8)

2 38.6 2a:2.13, m g 114.3 6.31,d (15.8)
2b:2.08, m

3 70.9 4.13, m 9 167.6 -

4 71.4 3.74,dd (7.1, 2.4) 1" 126.7 -

5 70.9 5.38m 2" 113.7 7.09, d (2.0)

6 38.6 6a:2.13, m 3" 145.4 -
6b :2.08, m

7 178.5 - 4" 148.1 -

' 126.4 - 5" 115.6 6.74,d (8.2)

2' 113.7 7.06d (2.04) 6" 121.5 6.98,dd (8.1, 1.7)

3 145.4 - 7" 145.5 7.65,d (15.8)

4' 148.1 - 8" 114.3 6.39, d (15.8)

5 115.1 6.8d (8.2) 9" 166.7 -

6' 121.5 6.9dd (8.1, 1.7)

Ces données spectrales de la RMN ('H et °C) confirment la structure du composé P10

comme ¢étant 3,5-di- acide O-cafeoylquinique (Shutz et al., 2004).

3,5-di- acide O-Caffeoylquinique (P10)

1.10. Le produit P11

Le composé P11 a été isolé sous forme d’une huile jaune avec une fluorescence bleue

sous la lumiere ultra-violette (365nm).

L’analyse des spectres de RMN 'H (figures 140-141) du composé P11 montre :
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Deux signaux d’intégration 1H chacun, le premier apparait a oy = 6.22 ppm (J = 9.5 Hz)
est attribué a H-3 et le second a 6y = 7.60 ppm (J = 9.5 Hz) (H-4).

Deux singulets d’intégration 1H chacun le premier a dy = 6.75 ppm et le second a oy =
7.22 ppm correspondant aux protons H-8 et H-5 respectivement.

Un triplet d’intégration 1H a oy = 5.06 ppm (J = 9.3 Hz) attribuable a H-2'.

Un multiplet a 6y = 3.27 ppm est attribu¢ a H-3' indiquant la présence de la fonction

dihydrofuranique (Salem et al., 2013, Razavi et al., 2008).

Ces données sont en bonne concordance avec la structure de dihydrofuranocoumarine.

Deux singulets d’intégration 3H, le premier a 6y = 1.61 ppm et le second a éy= 1.63 ppm
attribuables aux protons des méthyles H-5' et H-6' respectivement.

Un autre signal a 6y = 5.99 ppm (qq, J = 1.4, 7.3 Hz) attribuable au proton éthylénique H-
3"

Deux multiplets résonants a 1.68 ppm et 1.90 ppm correspondant aux protons
méthyléniques H-4" et H-5" respectivement en accord avec les données spectrales du

groupement angeloyle.

Cette proposition sera confirmée par la suite par 1’analyse des spectres RMN 2D (HSQC,
HMBC, COSY).
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Figure 140. Spectre RMN 'H du composé P11 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 141. Spectre RMN 'H étalé du composé P11 (CD;0D, 600 MHz)

L’analyse du spectre "°C (figure 142) montre la présence de 19 atomes de carbone : 8
carbones quaternaires, 4 (CH3), 6 (CH) et 1 CH,.
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Figure 142. Spectre RMN *C du composé P11 (CD;OD, 150 MHz)
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L’analyse des corrélations hétéronucléaires e sur les spectres HSQC (figure 143)
permet d’identifier et d’attribuer les déplacements chimiques du dihydrofuranocoumarine et du

groupement angéloyle.
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Figure 143. Spectre HSQC du composé P11 (CD;0D, 600 MHz)

L’analyse des spectres HMBC (figures 144-146) nous permet de la confirmation de la
partie dihydrofuranocoumarine et I’identification du groupement angéloyle.

Le spectre HMBC montre une H-C corrélation entre les protons H-5' (6 = 1.61 ppm) et
H-6' (6 = 1.63 ppm) et le carbone C-4' (d¢ = 82.0 ppm) ce qui indique que les deux méthyles

sont attachés au carbone quaternaire oxygéné C-4'.
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Figure 144. Spectre HMBC de d¢ 15 a 30 ppm du composé¢ P11 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 145. Spectre HMBC de 6¢ 80 a 160 ppm du composé P11 (CD;0D, 600 MHz)
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Figure 146. Spectre HMBC de 6¢ 95 a 165 ppm du composé P11 (CD;0D, 600 MHz)

L’analyse du spectre COSY (figure 147) montre uue corrélation entre le proton H-3'a et

le proton H-5 et une autre corrélation entre le proton H-3'b et le proton H-2' permettant la

localisation des protons H-3'a et H-3'.
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Figure 147. Spectre COSY du composé P11 (CD;0D, 600 MHz)

Les attributions finales des signaux sont dressées dans le tableau 61.
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Tableau 61. Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé P11 dans CD;OD

N° d¢ oy (m, J Hz) N° dc 3y (m, J Hz)

2 161.4 - 3 29.6 3'a:3.29, ddd (9.4, 5.6, 1.0)
3'b: 3.26, ddd (9.5, 6.4, 1.1)

3 1123 6.22, d (9.5) 4 82.0 -

4 143.6 7.60, d (9.5) 5 21.4 1.61,s

5 123.2 722, 6 223 1.63, s

6 124.5 - 1" 167.1 -

7 163.4 - 2" 128.7 -

8 97.9 6.75, s 3" 137.8 5.99, qq (7.3, 1.4)

9 112.8 - 4" 20.5 1.68, m

10 155.8 - 5" 15.61 1.90, dq (4.4, 1.3)

2 89.1 5.06, dd (7.6, 1.7)

L’analyse des spectres de RMN lH, 13C, HSQC, HMBC et COSY, permet d’identifier le

compos¢é P11 comme étant : deltoin (Razavi et al., 2008).

Deltoin (P11)
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I. Activité antioxydante de I’espéce Ferula longipes Coss.
I.1. Activité antioxydante des fractions acétate d’éthyle et n-butanol
L’activité antioxydante des fractions acétate d’éthyle et n-butanol de I’espece Ferula

longipes Coss. a été testée par la méthode de DPPH.

Selon les mesures effectuées sur les deux fractions n-butanol et acétate d’éthyle de la
plante Ferula longipes Coss., nous avons calculés le pourcentage d’inhibition de DPPH. Les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau 62.

Tableau 62. Les pourcentages d’inhibition des fractions de Ferula longipes Coss.

% Inhibition

Concentration (ng/mL) 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 10.00
EBFL* 19.34 29.14 25.99 30.71 46.12 79.72
EAFL’ 2.90 22.61 37.72 50.42 84.09 92.91

®: Fraction n-butanol ; ° : Fraction acétate d’éthyle.

Les valeurs de Clsy (ug/ml) calculé a partir des courbes de pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration sont dressées dans le tableau 63.

Tableau 63. Les valeurs de Clsg des fractions AcOEt et BuOH du DPPH en comparaison avec la

Rutine

CIs (ug/mL)
EAFL 3.36+0.89
EBFL 6.02+0.70
Rutine 3.01+0.41

Une concentration de 3.36 ng/mL de la fraction EAFL et 6.02 pg/pl de la fraction EBFL
inhibent 50% de DPPH, quant a celle de la rutine, elle est de 3.01 pg/mL, indiquant que ces
fractions posseédent une bonne activité antioxydante dues a une richesse en flavonoides tels que

les dérivés de la quercétine, kaempférol, isorhamnétine et apigénine.
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I.2. Activité antioxydante des produits purs

L’activité antioxydante des produits P2, P4, PS5, P6 et P7 isolés de I’espece Ferula
longipes Coss. a été testé par trois méthodes : radical libre DPPH, ABTS et CUPRAC.

I.2.1. Activité antiradicalaire DPPH

Le tableau 64 regroupe les résultats de ’activité antiradicalaire DPPH de différentes

concentrations des produits purs de Ferula longipes Coss.

Tableau 64. Pourcentages d’inhibition des produits purs de Ferula longipes Coss.

%o Inhibition

Concentration 1.562 3.125 6.25 12.5 25 50 100
(ng/mL)
P2 10.46+0.06 24.11£0.69 40.69+0.09 77.62+1.11 87.68+0.08 86.26+0.28 87.72+0.38
P4 27.63+£0.58 36.91+0.84 61.44+0.29 85.38+0.27 87.10£0.69 87.23+0.33 87,32+0.00
P5 22.55+0.04 36.06+0.47 48.52+0.36 60.44+0.15 70.33£0.69 74.91+0.76 81.47+0.85
P6 10.46+0.06 18.53+1.07 35.64+0.36 70.73+0.29 86.79+0.08 86.52+0.33 87.06+0.91
P7 11.11+0.83 24.77+0.65 28.80+0.32 44.38+0.28 59.71+0,24 67.31+0,21 79.67+0.73

Les valeurs de Clso (ug/mL) calculées a partir des courbes de pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration sont représentées dans le tableau 65.

Tableau 65. Pouvoir d’inhibition Clsy des produits purs de Ferula longipes Coss. et des

standards
Clso (ng/mL)

Produits P2 7.37+0.31
P4 5.70+0.82

P5 7.53+0.34

P6 9.424+0.59
P7 15.57+0.32

Standards BHA 7.96+1.01
BHT 14.73+0.52
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D’aprés le tableau 65, On remarque que le produit P4 a montré le pourcentage
d’inhibition le plus élevé avec une valeur de Clsy = 5.70+0.82 pg /mL suivi par le produit P2
(Clso = 7.37£0.31 pg /mL), puis le produit P5 (Clsp = 7.53+0.34 ug/mL), ensuite le produit P6
(Clso = 9.42+0.59 pg / mL) et en fin le produit P7 (Clso =15.57+0.32) avec le pourcentage
d’inhibition le plus bas.

L’activité antioxydante des flavonoides dépend de (Rice-Evans et al., 1996; Pokorny et
al.,2001):

= Laprésence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.
= Laprésence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3.

* Dunombre et de la position des groupes hydroxylés.

= Laprésence d’un groupement catéchol sur le cycle B (ortho-dihydroxy).

= Glycosylation ou non des flavonoides.

L'activité antioxydante des produits P4, P2 et P5 est supérieure a celle des produits P6 et
P7, cela est due a la présence d’un groupement ortho-dihydroxy sur le cycle B. Le produit P4 a
une activité légérement différente de celle du produit P5 cela est due a la présence du
groupement cafféoyle attaché au glucose qui influe sur la qualité de 1’activité antioxydante. On a
effectué¢ I’analyse de variance (ANOVA) avec le logiciel XLSTAT pour déterminer s'il existe
une différence significative entre les produits, pour cela le test de Dunnett a été utilis€ pour
comparer chaque modalité avec la modalité de témoin (BHA). D’apreés ce test on peut remarquer
qu’il n’y a pas de différence significative entre les produits P2, P5 et le BHA (Voir annexe). Par
contre il y a une différence significative pour les produits P7, P6, P4 et le BHA. Donc on peut
déduire que les deux produits P2 et P5 ont la méme activité antioxydante ce qui signifie que la
substitution en position C-7 par une unité osidique simple n’a pas d’influence sur 1’activité
antioxydaante. Cependant, la substitution de ce sucre par un groupement cafféoyle tel que dans

le produit P4 améliore I’activité.

Parmi les produits testés, le produit P7est le moins antioxydant di a [’absence de

I’hydroxyle sur le carbone C-3 du noyau B du flavonoide (tableau 65).
1.2.2. Essai de décoloration de radical cation ABTS™

Le tableau 66 montre les pourcentages d’inhibition (I %) des produits testés par la

méthode de ’ABTS™" a différentes concentrations.
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Tableau 66. Activité antioxydante testée par la méthode de ’ABTS™ des produits purs de

Ferula longipes Coss.

% Inhibition

Concentration  0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50
(ng/mL)
P2 25,66+0,73 33,55+0,63 42,21+0,04 58,99+0,61 92,88+0,39 93,18+0,00 93,18+0,15
P4 14.13£0.36 27.37+0.75 35.25£0.02 58.86+0.40 89.41£1.36 93.62£0.00 92.96+0.75
P5 10.83+0.97 30.76£0.71 32.48£5.43 60.36+0.51 86.51£0.59 90.81£0.59 88.14+0.12
P6 11.49£0.04 17.324£0.75 27.21£1.07 41.21£0.36 80.75+1.10 93.31£0.15 93.31+0.40
P7 8.76£0.56  10.88+0.51 17.61£0.55 29.22+0.54 54.35£0.40 65.55+1.83 79.69+0.83

Les valeurs de Clso (ug/mL) calculé a partir des courbes de pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration sont représentées dans le tableau 67.

Tableau 67. Pouvoir d’inhibition Clsy des produits purs de Ferula longipes Coss. et des

standards
Clso (ng/mL)

Produits P2 5.94 +0.08
P4 5.00+0.65

P5 6.07+0.37

P6 8.13+0.72
P7 11.54+0.09

Standards BHA 5.56+0.77
BHT 8.52+0.67

Ce test confirme les résultats du test précédent, les produits P4, P2 et P5S ont montré une
meilleure activité antioxydante par rapport aux produits P6 et P7 et le standard BHT, avec des
Clsp de 5.00+£0.65 pg/mL, 5.944+0.08 pg/mL 6.07+0.37 pg/mL respectivement. Cela est di a la
présence d’un groupement ortho-dihydroxy sur le cycle B. Cependant le standard BHA présente
une Clso proche de celles des produits P4, P2, P5 et P6.
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On a effectué I’analyse de variance (ANOVA) avec le logiciel XLSTAT. D’apres ce test
on peut remarquer qu’il n’y a pas de différence significative entre les produits P2, P5 et le BHA
(Voir annexe). Par contre il y a une différence significative pour les produits P7, P6, P4 et le
BHA. Donc on peut déduire que les deux produits P2 et P5S ont la méme activité antioxydante ce
qui signifie que la substitution en position C-7 par une unité osidique simple n’a pas d’influence
sur I’activité antioxydaante. Cependant, la substitution de ce sucre par un groupement cafféoyle

tel que dans le produit P4 améliore 1’activité.
1.2.3. La réduction cuprique (CUPRAC)

La capacité antioxydante (CUPRAC) basée sur la mesure de I’absorbance a 450 nm par la
formation d’un complexe stable entre la Neocuproine et le cuivre (I), ce dernier est formé par la
réduction du cuivre (II) en présence de Neocuproine.

L’ensemble des valeurs d’absorbance obtenus est reporté dans le tableau 68.

Tableau 68. Résultats de 1’activité antioxydante par la méthode CUPRAC des produits purs de

Ferula longipes Coss.

Absorbance
Concentration 1.56 3.12 6.25 12.5 25 50 100
(ng/mL)
P2 0.16+0.01 0.23+£0.02  0.23+0.04  0.73+0.05 1.35£0.09  2.22+£0.09  2.2440.60
P4 0.16+0.01  0.23+0.02  0.23+0.04  0.73%0.05 1.35£0.09  2.22+0.09  2.24+0.60
P35 0.13£0.00  0.19+0.03  0.34+0.03  0.72+0.04  1.42+0.11  2.60+0.29 3.51+0.11
P6 0.16+0.00 0.23+£0.01  0.34+0.03  0.70+£0.05  0.90+0.25 1.74+0.13  3.23+0.05
P7 0.16£0.00  0.23+0.01  0.34+0.03  0.48+0.05  0.90+0.25 1.74+0.13  3.23%0.05
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Tableau 69. Pouvoir d’inhibition Ay sy des produits purs de Ferula longipes Coss. et des

standards
Ags0 (ng/mL)
Produits P2 7.95+0.32
P4 7.00 £0.12
P5 8.05+0.40
P6 9.23+0.72
P7 13.48+0.38
Standards BHA 8.56+0.36
BHT 8.75+0.11

Les résultats de ce test confirment les résultats des deux premiers tests. Les produits P4,
P2, et P5 avec des valeurs de Ags0:7.00 £0.12 pg/mL, 7.95+0.32 pg/ mL et 8.05+0.40 ng/mL
ont montré une meilleure activité par rapport aux standards BHA (Agso: 8.56+0.36 pg/mL) et
BHT (Agso0: 8.75+0.11 pg/mL).

On a effectué 1’analyse de variance (ANOVA) avec le logiciel XLSTAT pour déterminer
s'il existe une différence significative entre les produits, pour cela le test de Dunnett a été utilisé
pour comparer chaque modalité avec la modalit¢ de témoin (BHA). D’aprés ce test on peut
remarquer qu’il n’y a pas de différence significative entre les produits P2, P5 et le BHA (Voir

annexe). Par contre il y a une différence significative pour les produits P7, P6, P4 et le BHA.

Les composés P6 (Agso: 9.23+0.72 pg/mL) et P7 (Agso: 13.48+0.38 pg/mL) sont aussi
actifs.

L’étude de I’activité antioxydante des produits de Ferula longipes montre que tous les
composés sont aussi actifs que les standards utilisés excepté le produit P7 qui est moins actif.
L’ordre d’efficacité des produits était le méme dans trois méthodes (DPPH, ABTS™ et
CUPRAC).

Dans tous les essais antioxydants, les flavonoides (P4, P2 et P5) ont une activité
antioxydante légerement supérieure a celle des standards. La différence entre ces composés et les
composés P7 et P6 est le remplacement de -OH en position C-3 par le groupement -OCH;3 ou -H
dans le cycle B. Le composé P7 a un seul groupement -OH cependant P4, P2 et P5ont un

groupement diortho-OH qui augmentent 'activité antioxydante.
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I1. Activité anticholinestérase

L’activité anticholinéstérase des fractions d’éther de pétrole EEAS et de n-butanol EBAS
de ’espéce Athamanta sicula L. a été réalisé par I’utilisation de deux enzymes cholinestérase
AChE et BChE.

Les résultats ont été regroupés dans le tableau 70.

Tableau 70. Pouvoir d’inhibition Clso des fractions d’éther de pétrole et de n-butanol de I’espece

Athamanta sicula L.

AChE BChE
Extrait
Cls (ng.mL")
EEAS 81+0.52 75+0.09
EBAS 67+0.26 0.249+0.18
Tacrine 29+ 0.98 9.0+ 0.45

Le tableau précédent montre 1’activité inhibitrice d’AChE et BChE de fractions
comparées a ceux de la tacrine utilisée comme un médicament pour le traitement de la maladie

d’Alzheimer.

La fraction EBAS (C150=0.249i0.18ug.mL'1) a présenté une activité inhibitrice contre la
BChE, plus élevée que celle du standard Tacrine (Clsp=9.0+ 0.45ug.mL™). Par contre la fraction
EEAS (Cl5p=75+0.09pg.mL") a montré une activité modérée contre la BChE.

Les deux fractions ont montrés une activit¢ modérée contre I’AChE (sont presque trois

fois moins actifs que la tacrine).

Il est intéressent d’approfondir I’investigation de la fraction butanolique afin de
déterminer le principe actif responsable d’une telle performance vis-a-vis de la

butyrylcholinesterase.
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L’activité cytotoxique des produits purs (Al, A2, A4, AS et A6) de I’espéce Athamanta

sicula L. a été réalisé contre les cellules fibrosarcomas (HT1080). Les composés concernés par

I’évaluation de leur activité cytotoxique sont reportés dans le tableau 71.

Tableau 71. L’activité cytotoxique des produits de ’espeéce Athamanta sicula L. comparés avec

le standard

Composé Structure C;IS%/ 1(0%1\(;[)
A2 <0 ~ OH
o >50
'~
A3 ?
<O 45+1.0
'~
/O
Ad >50
Doxorubicin
0.59

On constate, a partir de ce tableau, que le composé A3 a montré une activité cytotoxique

avec une valeur d’ICsy de 45 pM. Les composés A2 et A4 se sont révélés étre totalement inactifs.

211



Conclusion génerale



Conclusion générale

Conclusion Générale

Dans le cadre de recherche de substances naturelles biologiquement actives, deux especes
de la famille des Apiaceae : Athamanta sicula L. et Ferula longipes Coss. ex Bonnier et Maury,
ont fait ’objet de I’étude phytochimique et biologique (Activités antioxydante, anticholinestérase
et cytotoxique).

L’¢étude phytochimique de I’espece Athamanta sicula L. a permis d’isoler et d’identifier 8
produits. La détermination structurale a été réalisée par les méthodes spectroscopiques de RMN
mono et bi-dimensionnelle ("H, *C, COSY H-H, HSQC et HMBC) ainsi que par la comparaison
avec les données de la littérature, 1’expérience de la spectrophotométrie d’absorption ultraviolette
a été nécessaire.

¢ Quatre composés ont été isolés de la fraction dichlorométhane :
» Stigmasterol (A1)
* Anthriscinol (A2)
*  Mpyristicine (A3)
* Apiol (A4)

Les dérivés phenylpropaniques sont trés caractéristiques de la famille Apiceae. Le
stigmasterol et anthriscinol sont isolés pour la premicre fois du genre Athamanta.

% Trois flavonoides aglycones ont été isolés de la fraction acétate d’éthyle :
* Apigénine (AS)
* Lutéoline (A6)
* Diosmetine (A7)

Ces 3 flavones sont isolés pour la premiére fois de ’espece Athamanta sicula L.

% Un flavonoide glycosylé déja identifié dans le genre Athamanta a été isolé de la

fraction n-butanol : Lutéoline 7-O-f-D-glucoside (AS).

L’investigation phytochimique des parties aériennes de I’espece Ferula longipes Coss. ex
Bonnier et Maury a conduit a I’isolement de 11 composés. La détermination structurale a été
réalisée par les méthodes spectroscopiques de RMN mono et bi-dimensionnelle ('H, *C, COSY
H-H, HSQC et HMBC), par la spectrométrie de masse (ESI-MS et HRESI- MS) ainsi que par la
comparaison avec les données de la littérature.

% Six flavonoides ont été isolés de la fraction n-butanol :
* Kaempférol- 3-O-a-L-rhamnopyranoside (P1)
*  Quercétine 3-O-a-L-rhamnoside (P2)
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* Apigenine-7-O-B-D-glucopyranoside (P3)

* Quercétine-3-0-a-L-rhamnopyranoside-7-O-[2-O-caffeoyl]-f-D-
glucopyranoside (P4), ce composé a été isolé pour la premicre fois dans le
régne végeétal.

*  Quercétine-3-0-a-L-rhamnopyranoside-7-O-f3-D-glucopyranoside (P5)

* Isoramnétine-3,7-di-O-S-D-glucopyranoside (P6)

Les composés P1, P2, P3, P5 et P6 sont isolés pour la premiére fois du genre Ferula.
% Cing composés ont été isolés de la fraction acétate d’éthyle :

* kaempférol-3-O- a-L-rhamnopyranoside -7-O- 3-D-glucopyranoside (P7)

* isoramnétine-3-O- a-L-rhamnopyranoside-7-O-f3-D-glucopyranoside (P8)

* Apigénine (P9)

* 3,5-di- acide O-Caffeoylquinique (P10)
* Deltoin (P11)
Les flavonoides P7, P8 et P9 sont isolés pour la premicre fois du genre Ferula. Les

composés P10 et P11 sont isolés pour la premicre fois de I’espece Ferula longipes Coss.

L’activité antioxydante des fractions acétate d’éthyle et butanolique de 1’espéce Ferula
longipes Coss. a ¢été testée par la méthode de DPPH. Les deux fractions ont montrés une bonne
activité antioxydante notamment, celle de 1’acétate d’éthyle a été meilleure que celle de la

fraction butanolique.

L’activité antioxydante des produits purs de ’espece Ferula longipes Coss. a été réalisée
par trois méthodes : radicale libre DPPH, ABTS ‘et CUPRAC. Les produits de Ferula longipes
Coss. ont montrés une trés bonne activité antioxydante par rapport aux standards utilisés. L’ordre

d’efficacité des produits était le méme dans les trois méthodes (DPPH, ABTS et CUPRAC).

L’activité anticholinéstérase des deux fractions éther de pétrole et butanolique de 1’espece
Athamanta sicula L. a été réalis¢ par 'utilisation de deux enzymes cholinestérase AChE et
BChE. Les deux fractions ont montrés une activit¢ modérée contre I’AChE (sont presque trois

fois moins actifs que le standard).

L’activité cytotoxique des produits de 1’espéce Athamanta sicula L. a été réalisé contre
les cellules fibrosarcomas (HT1080). Le compos¢ myristicine (A3) a montré une activité
cytotoxique avec une valeur d’ICsy de 45 uM. Les composés anthriscinol (A2) et apiol (A4) se

sont révélés étre totalement inactifs.
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Résumé

Ce travail concerne 1’é¢tude phytochimique et biologique des parties aériennes de deux
especes de la famille des Apiaceae : Athamanta sicula L. et Ferula longipes Coss.
L’extraction, séparation et purification par méthodes chromatographiques d’Athamanta sicula
L. a permis d’isoler huit composés. Cependant celles de la fraction butanolique et acétate
d’¢éthyle de I’espece Ferula longipes Coss. ont permis d’obtenir onze composés dont un
correspond a une nouvelle structure. Ces composés ont ét¢ identifiés par la combinaison des
données spectroscopiques : la spectroscopie d’absorption UV-Visible, la spectrométrie de
masse haute et la RMN 1D et 2D, ainsi que par la comparaison des résultats avec les données
de la littérature.

Les produits purs et la fraction acétate d’éthyle de I’espéce Ferula longipes Coss. ont
montrés une trés bonne activité antioxydante par rapport aux standards utilisés. Les deux
fractions éther de pétrole et n-butanol de I’espece Athamanta sicula L.ont montrés une activité
anticholinéstérase modérée contre I’AChE. Les produits purs de ’espéce Athamanta sicula

L.ont manifestés une activité cytotoxique modérée.

Mots clés : Apiaceae, Athamanta sicula L., Ferula longipes Coss., flavonoides, dérivés

phenylpropaniques, activité antioxydante, activité cytotoxique.



Abstract

This work deals with phytochemistry and biological study of aerial parts of two species
belonging to the Apiaceae family: Athamanta sicula L. and Ferula longipes Coss.

Extraction, separation and purification by chromatographical methods of Athamanta sicula L.
led to the isolation of eight compounds. Similary this procedure yield to eleven compounds
from Ferula longipes Coss., one of which has a new structure. These compounds were
identified by the combination of spectroscopic methods including: UV-visible absorption
spectroscopy, high resolution mass spectrometry, RMN 1D and 2D, as well as comparison
with literature data.

The pure compounds and the ethyl acetate fraction of F. longipes Coss. showed an excellent
antioxidant activity compared to the standards. The petroleum and butanolic fractions of the
species Athamanta sicula L. showed a moderate anticholinesterase activity against AChE. The

pure compounds of the species Athamanta sicula L. showed a moderate cytotoxic activity.

Keywords: Apiaceae, Athamanta sicula L., Ferula longipes Coss., flavonoids,

phenylpropanic derivatives, Antioxidant activity, cytotoxic activity.
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This is the first study on the phytochemistry and antioxidant activity of Received 10 May 2017
Ferulalongipes Coss. ex Bonnier and Maury (Apiaceae). A new flavonoid Accepted 26 June 2017
quercetin-3-0-a-L-rhamnopyranoside-7-0-8-D-[2-O-caffeoyl]-

) . KEYWORDS

glucopyranoside (1), along with 10 known compounds kaempferol-3-O- Ferula fongipes Coss.
a-L-rhamnopyranoside (2), quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside (3), ex Bonnier and Maury;
kaempferol-3-O-6-D-glucopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside (4), Apiaceae; flavonoid;
isorhamnetin-3-0-a-L-rhamnopyranoside-7-O--D-glucopyranoside antioxidant activity; reducing
(5), quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-0--D-glucopyranoside power assays
(6), isorhamnetin-3,7-di-O-f-D-glucopyranoside (7), apigenin (8),
apigenin-7-0-8-D-glucopyranoside (9), 3,5-dicaffeoylquinic acid (10),
deltoin (11) were isolated from the aerial parts of Ferula longipes Coss.
Structures elucidation was performed by comprehensive 1D and 2D
NMR analyses, mass spectrometry and by comparison with literature
data. The compounds 1, 3, 4, 6, 7 and 10 were evaluated for their
antioxidant activity, compound 1 exhibited the best antiradical
activity potential and showed IC,, and A . values 5.70, 7.25, 5.00, and
2.63 pg/mL towards DPPH free radical-scavenging, ABTS, CUPRAC, and
reducing power assays, respectively compared with BHA, BHT and
ascorbic acid which were used as positive controls.
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1. Introduction

The genus Ferula L. (Apiaceae) is represented by about 208 perennial herbaceous species
occurring from Central Asia, westward throughout the Mediterranean region to Northern
Africa and the Macaronesian Region (Mabberley 2008). Some species of this genus have
been used throughout the history in traditional medicine, but also as spices and in human
diet. Many Ferula species were used for upper respiratory conditions (asthma, bronchitis,
etc.), for gastrointestinal disorders as spasmolytic, antiflatulence, and antidiarrhoeal agent,
as well as anthelmintic and aphrodisiac herbal drugs (Sadraei et al. 2001; Hadidi et al. 2003;
Iranshahy & Iranshahi 2011). Previous chemical investigations of the genus Ferula have led
to the identification of more than 200 compounds, including, sesquiterpene coumarins and
coumarin esters (Ahmed 1999; Iranshahy & Iranshahi 2011; Meng et al. 2013; Razavi & Janani
2015; Asghari et al. 2016; Dastan et al. 2016; Razavi et al. 2016) and prenylated coumarins
(Appendino et al. 1988; Arnoldi et al. 2004). Sesquiterpene coumarins, the most abundant
class of secondary metabolites in Ferula species, are biologically active compounds and so
far they have demonstrated promising chemopreventive, antitumour, anti-inflammatory
and antileishmanial activities (Nazari and Iranshahi 2011). Plants of this genus also contain
sesquiterpene chromone derivatives (Meng et al. 2013), daucane esters (Appendino et al.
1997), prenyl-benzoyl-furanone-type sesquiterpenoids (Kojima et al. 1999) and essential oils
(Labed-Zouad et al. 2015; Maggi et al. 2016). The present work describes the isolation and
structural identification of a new flavonoid (1) and 10 known compounds (2-11) from the
aerial parts of Ferula longipes Coss. In addition, the antioxidant activity of the compounds
1, 3,4,6,7 and 10 was investigated.

2. Results and discussion

The n-BuOH and the ethyl acetate fractions of the aerial parts of F. longipes Coss. were
fractionated and purified by combination of chromatographic methods to obtain a new
flavonoid quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-0--D-[2-O-caffeoyl]-glucopyranoside (1)
and ten known compounds (2-11). They were elucidated as kaempferol-3-O-a-L-rham-
nopyranoside (2) (Berrehal et al. 2010), quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside (3) (Berrehal
etal. 2010), kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside (4) (Berrehal
etal.2010), isorhamnetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-O--D-glucopyranoside (5) (Wolbis
1989), quercetin-3-0-a-L-rhamnopyranoside-7-O-8-D-glucopyranoside (6) (Maji and Banerji
2016), isohramnetin-3,7-di-O-f-D-glucopyranoside (7) (Yokozawa et al. 2002), apigenin (8)
(Nacer et al. 2006), apigenin-7-O-8-D-glucopyranoside (9) (Markham and Chari 1982),
3,5-dicaffeoylquinic acid (10) (Timmermann et al. 1983), deltoin (11) (Bensalem et al. 2013)
(Figure S1). Their structural assignments were made by ESI-MS, 1D-, and 2D-NMR analyses
and by comparison with spectral data from the literature values.

Compound 1 was isolated as a yellow amorphous powder. The positive ESI-MS spectrum
(Figure S2) showed the pseudo-molecular ion [M + Nal* at m/z 795.1758, compatible with
the molecular formula of C; H, O,

In the UV spectrum of compound 1 (Figure S3) recorded in MeOH and MeOH + NaOH,
absorption bands were observed at 256, 346 nm and 266, 394 nm, respectively indicating
aflavonol or a substituted flavonol at C3 with a free hydroxyl group at C-4’ (Mabry et al. 1970;
Markham and Chari 1982).
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The "H-NMR spectrum of compound 1 (Figure S4) shows a typical pattern of quercetin
aglycone. The two doublets at 8 6.42 and 6.71 (J = 2.2 Hz) assignable to H-6 and H-8, respec-
tively were downfield indicating that there is a substitution at C7 (Berrehal et al. 2010) An
ortho and meta coupled ABX-type protons were also observed at 6 6.92 (1H, d, J=8.3 Hz,
5'-H), 7.33 (1H, dd, J=8.3, 2.0 Hz, 6'-H), and 7.37 (1H, d, J = 2.0 Hz, 2"-H). In addition, "TH-NMR
spectrum of 1 exhibited two doublets at & 5.39 (1H, d, /= 1.5 Hz, H-1") and at § 5.37 (1H, d,
J=7.9 Hz, H-1"") assignable to two anomeric protons. The sugars were identified as 3-glu-
copyranosyl (glc) and a-rhamnopyranosyl (rham) on the basis of the 'H-"H COSY (Figure S11)
and HSQC spectra (Figure S7). The J values of their anomeric protons indicated the anomeric
configurations of B-glc and a-rham. On acid hydrolysis, compound 1 gave D-glucose and
L-rhamnose which were identified by R values on TLC with authentic samples (Touafek et al.
2011). Another ABX spin system can be assigned as 6 6.78 (1H, d, J = 8.2 Hz, 5"""-H), 6.96 (1H,
dd, J=8.2, 2.0 Hz 6""-H), 7.06 (1H, d, J= 2.0 Hz, 2""""-H). Furthermore, two doublets with a
splitting of J.,... .. = 15.8 Hz clearly indicated trans caffeoyl group.

In the HMBC spectrum a cross peak was observed between C-7 at 8 162.7 and 1""-H at &
5.37 indicating the attachment of the B-D-glucose at C-7 of quercetin. Another HMBC corre-
lation was observed between C-3 at ® 135.1 and H-1" at 8 5.39 indicating the linkage position
of the a-L-rham. Along range correlation was observed between H-2"" (6 5.13, 1H, dd, J = 9.6,
7.9 Hz) and the caffeoyl- carbonyl carbon & 166.8 indicating that caffeoyl group was attached
to C-2"" of the glc. Consequently the structure of compound 1 was determined as quercetin-
3-0O-a-L-rhamnopyranoside-7-O-3-D-[2-O-caffeoyl]-glucopyranoside (see Figure 1).

The antioxidant activity of compounds 1, 3, 4, 6, 7 and 10 was tested using DPPH free
radical-scavenging, CUPRAC, ABTS and reducing power assays (Table S2). BHA, BHT and

Figure 1. Chemical structure of compound 1 isolated from Ferula longipes Coss. ex Bonnier and Maury.
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ascorbic acid were used as positive standards. The tests were performed at different con-
centrations to calculate the IC,,and A |, values. Results were statistically significant (p < 0.05)
when compared with those of controls in each test.

In DPPH and ABTS assays (Table S2), all compounds have a high-scavenging activity,
compound 1 showed the best antiradical activity (IC,;: 5.70 £ 0.82 and 5.00 + 0.65 pg/mlL,
respectively) followed by compound 3 (IC,,:7.37 £0.31 and 5.94 + 0.08 pg/mL, respectively)
and 6 (7.53 £ 0.34 and 6.07 + 0.37 pg/ mL, respectively) with a higher antiradical activity
than the standards BHA (IC,: 7.96 + 1.01 and 5.56 + 0.77 ug/mL, respectively) and BHT (IC, ;:
14.73£0.52 and 852+ 0.67 ug/mL, respectively). Compounds 7 (IC,: 9.42 +0.59 and
6.13 £ 0.72 pg/mL, respectively), 10 (ICSO: 12.87 £0.09and 10.12 + 1.01 pg/mL, respectively)
and 4 (IC,: 15.57 £ 0.32 and 11.54 £ 0.09 pug/mL, respectively) also showed a good activity
compared with the standards.

In the same order, with the CUPRAC and reducing power assays, compounds 1 (Ay sy
7.25+0.12and 2.63 £ 0.55 pg/mL, respectively), 3 (A, .: 7.85 + 0.32 and 2.75 + 0.24 ug/mL,

0.50°

respectively)and 6 (A, . : 8.50 + 0.40 and 2.86 + 0.14 ug/mL, respectively) exhibited a higher

0.50°

activity than the standards BHA (AO'SO: 8.56 £ 0.36 and 3.23 + 0.27 pg/mL, respectively), BHT

(A,.,:8.75+0.11and 3.83 £ 0.67 pg/mL, respectively) and ascorbic acid (A, . : 8.01 £ 1.46 pg/

0.50° 0.50°

mL). Compounds 7 (Aysy: 923£0.72 and 3.02 £0.82 ug/mL, respectively), 10 (A
11.56 £ 0.89 and 15.08 + 0.77, respectively) and 4 (A
mL, respectively) were also found to be active.

In all antioxidant assays, the flavonoids 1, 3 and 6 showed a higher antioxidant activity
than the standards. Compound 4 had only one —OH group but 1, 3 and 6 have two ortho
—-OH groups which increases the antioxidant activity (Muhammad et al. 2016). The antioxidant
activity of 7 is higher than that of 4 because the H at C-3' position has been replaced by

OCH, group in the B ring.

0.50"

:13.48 £0.38 and 23.01 £ 0.50 pg/

0.50

3. Experimental
3.1. General experimental procedures

'H and *C NMR spectra were recorded in CD,OD on a Bruker AVANCE DRX 600 NMR spec-
trometer (Karlsruhe, Germany) ('H at 600 MHz and '3C at 150 MHz). 2D-NMR experiments
were performed using standard Bruker sequences. ESI-MS experiments were performed
using a Micromass Q-TOF instrument (Manchester, UK).

Polyamide SC6 was purchased from Fluka (Steinheim, Germany). Silica gel 60 F,, pre-
coated aluminium plates (0.2 mm, Merck) were used for VLC analysis. The VLC spots were
visualised under UV light (254 and 366 nm) followed by spraying with 50% H,SO, and heat-
ing. Column chromatography was carried out on Kieselgel 60 (63-200 mesh) Merck.

Butylated-hydroxyl anisole (BHA), butylatedhydroxyltoluene (BHT), ascorbic acid,
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azinobis (3-ethyl-benzothiazoline-6-suphonic
acid) diammonium salt (ABTS), neocuproine, tri-chloro acetic acid, ferric chloride, potassium
ferricyanide, were obtained from Sigma Chemical Co. (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Germany). Electronic Single channel micropipette (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). All
other chemicals and solvents were of analytical grade.
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3.2. Plant material

Aerial parts of F. longipes Coss. ex Bonnier and Maury were collected from Bejaia (North-east
of Algeria) in May 2012 and authentified by Prof. Gérard De Belair (University of Annaba,
Algeria). The voucher specimen (LOST/FI/05/12) has been kept in the Herbarium of the
Faculty of Sciences (University of Mentouri Constantine).

3.3. Extraction and isolation

Air-dried and powdered aerial parts (900 g) of F. longipes Coss. were macerated in a metha-
nolic solution (70%). The residue was filtered, concentrated and successively extracted with
petroleum ether, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol.

The n-butanol fraction (14 g) was concentrated under reduced pressure and subjected
to a column chromatography on polyamide SC6 with a gradient of toluene-MeOH of increas-
ing polarity to give three fractions [F,: 300 mg, F,: 550 mg, F,: 900 mg]. Fraction F, was sub-
jected to a column chromatography on silica gel eluted with the system AcOEt-MeOH-H,0
(10:1:0.5) affording four compounds, 1 (14 mg), 2 (28 mg), 3 (11 mg), and 8 (20 mg).
Compound 4 (12 mg) precipitated in fraction F,. Fraction F, was subjected to a silica gel CC
using the isocratic system n- hexane / acetone (9/1), to obtain compounds 5 (39 mg) and 6
(26 mg).

The ethyl acetate fraction (6 g) was concentrated under reduced pressure and subjected
to fractionation by liquid chromatography under vacuum (VLC) over C18 reverse phase,
eluted with the system H,O / MeOH (60:40, 40:60, 30:70, 20:80, 0:100) to obtain 7 fractions.
Fraction F, (870 mg) was chromatographed on a silica gel CC with the isocratic system
CHCIazMeOH:Hzo (10:1:0.5), to obtain compounds 7 (25 mg) and 10 (31 mg). Fraction Fs
(405 mg) was chromatographed on a silica gel column with the isocratic system
AcOEt:MeOH:H,0 (8:2:1) leading to compounds 9 (25 mg) and 11 (16 mg).

3.3.1. Quercetin-3-0-a-L-rhamnopyranoside-7-0-[2-0-caffeoyl]-8-D-glucopyranoside
(1)

Yellow amorphous powder; [a]D***41.2 (c 0.20, MeOH), mp 329 °C, UV A (MeOH, nm):256,
346 and (MeOH + NaOH, nm): 266, 394, 'H NMR (600 MHz, CD,0D) : §,, 6.42 (d, J=2.2 Hz,
H-6),6.71(d,J=2.2 Hz,H-8),7.37 (d,J = 2.0 Hz, H-2'),6.92 (d, J = 8.3 Hz, H-5'),7.33 (dd, J = 8.3,
2.0 Hz H-6'),5.39(d, J=1.5Hz, H-1"),4.23 (dd, J= 3.3, 1.7 Hz, H-2"),3.75 (dd, J = 9.5, 2.9 Hz,
H-3"),3.34(t,J = 9.5 Hz, H-4"),3.42 (m, H-5"),0.94 (d, J = 6.1 Hz,H-6"), 5.37 (d, J = 7.9 Hz,, H-1""),
5.13(dd, J=9.6,7.9 Hz, H- 2""),3.76 (t, /= 9.5 Hz H- 3""), 3.54 (t, /= 9.4 Hz, H- 4""), 3.65 (m,
H-5""),3.99(dd,J=12.2,2.2 Hz, H-6""a), 3.78 (dd, J = 12.2, 5.8 Hz, H-6""b), 7.06 (d, J = 2.0 Hz,
H-2""),6.78 (d, J = 8.2 Hz, H-5"""), 6.96 (dd, /= 8.2, 2.0 Hz, H-6""), 7.63 (d, / = 15.8 Hz, H-7"""),
6.33(d,J=15.8 Hz,H-8""),”* CNMR (150 MHz, CD,0D): ¢ 156.6 (C-2), 135.1 (C-3), 178.4 (C-4),
161.6 (C-5),99.2 (C-6), 162.8 (C-7),94.5 (C-8), 158.5 (C-9), 106.4 (C-10), 126.3 (C-1"), 115.6 (C-2"),
145.0 (C-3'), 148.6 (C-4'), 121.3 (C-5'), 121.6 (C-6'), 102.1 (C-1"), 70.5 (C-2"), 69.9 (C-3"), 71.8
(C-4"), 61.0 (C-5"), 16.2 (C-6"), 98.3 (C-1""), 74.6 (C-2""), 71.8 (C-3""), 70.6 (C-4""), 77.2 (C-5"),
60.9 (C-6""),73.3(C-1""),113.7 (C-2"""), 146.2 (C-3"""), 148.3 (C-4"""), 115.1 (C-5"""), 121.6 (C-6"""),
1454 (C-7""), 113.3 (C-8""), 166.8 (C-9""). HR-ESI-MS m/z 795.1758 [M + Na]*[calc for

C,6H,.0,,Na, 795.1749].
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3.3.2. Acid hydrolysis

The pure compound was treated with 2 M HCl at 100 °Cfor 1 h.The hydrolysate was extracted
with EtOAc. The two sugars were identified as glucose and rhamnose in the aqueous residue
by comparison with authentic samples on silica gel TLC impregnated with 0.2 M NaH,PO,
[solvent Me,CO-H,0 (9:1)] and revealed with aniline malonate. The optical rotation of each
purified sugar was measured and compared with authentic samples to afford D-glucose and
L-rhamnose.

3.4. Antioxidant activity

Four methods were used to evaluate the antioxidant activity: DPPH free radical-scavenging,
ABTS, CUPRAC and reducing power assay.

3.4.1. DPPH free radical-scavenging assay

The free radical-scavenging activity of compounds 1, 3, 4, 6, 7 and 10 isolated from F. longipes
Coss. was determined by the DPPH assay (Blois 1958; Lakhal et al. 2011). In its radical form,
DPPH absorbs at 517 nm, a 0.1 mM solution of DPPH in methanol was prepared and 160pL
of this solution was added to 40 uL of sample solutions in methanol at different concentra-
tions. Thirty minutes later, the absorbance was measured at 517 nm. The following equation
was used to calculate the scavenging of DPPH radical: % inhibition [(AbControl - Absample)/
Ab__ ... 1% 100.DPPH solution in MeOH was used as a control. The curve of the % scavenging
activity against the concentration of sample was prepared by the MS Excel-based programme
to obtain the IC, . All the tests were conducted in triplicate. The experimental data were
expressed as mean * standard deviation.

3.4.2. ABTS cation radical decolourisation assay

The ABTS scavenging activity was done by the method of Re et al. (1999) with slight modi-
fications. The ABTS was produced by the reaction between 7 mM ABTS in H,0 and 2.45 mM
potassium persulfate, stored in the dark at room temperature for 12 h. The oxidation of ABTS
commenced immediately, but the absorbance was not maximal and stable until more than
6 h had elapsed. The radical cation was stable in this form for more than 2 days with storage
in the dark at room temperature. Before usage, the ABTS solution was diluted to get an
absorbance of 0.700 £ 0.020 at 734 nm with ethanol. Then, 180 uL of ABTS solution were
added to 20 pL of sample solution in methanol at different concentrations. After 10 min, the
percentage inhibition at 734 nm was calculated for each concentration relative to a blank
absorbance (methanol). The scavenging capability of ABTS was calculated using the follow-
ing equation: ABTS*scavenging activity (%) = Ao Asmste o 1000,

3.4.3. Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC) assay

CUPRAC was determined according to the method developed by Apak et al. (2004). The
method comprises mixing of 40 uL of antioxidant solution with 50 uL of a copper(ll) chloride
solution, 50 pL of neocuproine alcoholic solution, and 60 pL of ammonium acetate aqueous
buffer at pH 7. After 30 min the absorbance was read at 450 nm.

3.4.4. Reducing power assay
The reducing power of the tested compounds was determined according to the method of
Oyaizu (1986). 10 L of sample solutions at different amounts were mixed with 40 uL of 0.2 M
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phosphate buffer (pH 6.6) and 50 uL of potassium ferricyanide (1%). The mixture was incu-
bated at 50 °C for 20 min. After that 50 uL of TCA (10%) was added and mixed with distilled
water (40 uL) and 10 pL of ferric chloride (0.1%), the absorbance was read at 700 nm. Higher
absorbance of the reaction mixture indicates greater reducing power.

4. Conclusions

In summary, one new flavonoid, along with ten known compounds, were isolated from the
aerial parts of F. longipes Coss. Compounds 1, 3, 4, 6, 7 and 10 exhibited a high antioxidant
activity towards DPPH free radical scavenging, ABTS, CUPRAC and reducing power assays,
respectively compared with BHA, BHT and ascorbic acid which were used as positive
controls.

Supplementary material

Figure S1, Antioxidant activity data of compounds 1, 3, 4, 6, 7 and 10, HR-ESI-MS, 'H and "3C NMR,
HSQC, HMBC and COSY spectra of compound 1.
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