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Boc Tert-butoxycarbonyle
DMAP 4N,N-dimethylaminopyridine
Ts tosyle

Détermination structurale

d doublet

dd doublet de doublet

ddd doublet de doublet de doublet

dl doublet large

dm doublet de multiplet

dq doublet de quadruplet

dt doublet de triplet

eq equatorial

J(Hz) constante de couplage exprimée en Hertz
m multiplet

ppm parties par million

gt quintuplet

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

RMN C Résonance Magnétique Nucléaire du carbone

RMN'H Résonance Magnétique Nucléaire du proton
S singulet

sl singulet large

t triplet

td triplet de doublet

oC Déplacement chimique du carbone en ppm
oH Déplacement chimique du carbone en ppm
ESI ElectroSpray lonization (ionisation par élespray)
m/z masse/charge d’'un ion

SM Spectrométrie de Masse

ppm partie par million

Activité biologique



ABTS : 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sumiique)
ATCC : American Type Culture Collection

BHA : ButylHydroxyAnisole

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CUPRAC : CUPric Reducing Antioxidant Capacity

DZI : Diamétre de Zone d’Inhibition

DPPH : 1,1-Diphényl-2-PicrylHydrazyl

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid

CI50 : Concentration Inhibitrice a 50%

NCCLS : National Committee for Clinical Laboratd@yandard
1% : Pourcentage d’Inhibition
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INTRODUCTION GENERALE

L'industrie pharmaceutique s'est considérablemé&wvieldppée au cours du vingtieme
siecle, et plus particulierement aprés la deuxiéguerre mondiale, qui est basée
essentiellement sur la chimie. Cette derniéreaigiburd'hui partie de notre quotidien.
Cependant, I'image de la chimie aupres du pulggt progressivement dégradée au rythme
de catastrophes aux conséquences humaines ou iqoel®dourdes. Par exemple, on
découvre en 1961 que la thalidomide, prescrite cenmantinauséeux, provoque des
malformations du nouveau-né lorsqu'elle est adrm@@saux femmes enceintes durant les
premiers mois de la grossesse[l]. Vers la mémeagerile DDT [2] se révele étre un

polluant organique persistant.

Tous ces facteurs favorisent la Naissance du cordephimie verte, qui est défini en
1998 par les chimistes américains Paul Anastastet C. Warner, appartenant a I'EPA .
La chimie verte prévoit l'utilisation de principgeur réduire et éliminer l'usage ou la
génération de substances néfastes pour I'enviremert pour la santé humaine. Face a
ces problématiques, la synthese catalytique auoegoété proposée comme solution verte.
Deux prix Nobel ont recemment récompensé les aeandéns le domaine de la catalyse.
Le prix Nobel de chimie 2005, a été attribué astronercheurs dont le francais Yves
Chauvin pour leurs travaux sur la réaction de rméts des oléfines [3].

Par ailleurs, la phytochimie s'est imposée commsxigline fondamentale dans le
développement de molécules originales pour la démter de nouveaux

phytomédicaments.

Sur un plan méthodologique cette thése comporte padies:
I. Composition chimique et évaluation des activisgioxydante anticholinestérase et
antibactérienne d' huiles essentiellesPiacia atlanticaet Ferula vesceritensigui sera

divisée en trois chapitres :

» Le premier chapitre sera consacré a I'étude bitdjggque du genr@istacig et
Ferula, et les activités biologiques (antibactérienne, tioagdante et

anticholinestérase).
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» Le deuxiéme chapitre dédide aux difféerentes méthogaytochimiques et
biologiques utilisées dans notre étude.

» Le troisieme sera consacré aux travaux personmnvels ks résultats des études
phytochimiques et biologiques des huiles esseesiele Pistacia atlanticaDesf.
et Ferulavesceritensi€oss. & Dur. [4].

Une partie de la synthése catalytique de nouve&uxés pipéridiniques qui sera divisée
en trois chapitres:

» Le premier chapitre sera concernera a l'étude dgitdphique de différentes
méthodes de synthése des X-hétérocycles catalypsdele ruthénium, et la
synthese de pipéridines substituées, ainsi ques lenteréts biologiques et
pharmaceutiques [5].

» Le deuxieme chapitre sera consacré aux travawomesets avec les résultats et
discussion des réactions de couplage oxydant entreamine propargylique et un
alcool allylique, avec une post-fonctionnalisatie ces produits par de nouveaux
processus d'hydroboration et d’hydrogénation.

> Le troisieme décrira la partie expérimentale.

Catalysée par [Ru] R
~—0H Couplage C-C ! |
o 4 Hydrogénation par [Ru "
R'HN- / - " Me J *
e 4 _—
N
L ﬁ“
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PARTIE I, CHAPITRE T APERCU BIBLIOGRAPHIQUE SUR LE GENRE PISTACIA

l. 1. Généralités sur les ANACARDIACEAE

l. 1.1. Description botanique

La famille des Anacardiaceae est constituée dsrbd@arbustes grimpants, a canaux
résiniféeres, a feuilles composées pennées ouittiéels, généralement alternes, dépourvues
de glandes ponctiformes. Inflorescence en panidfiles

Les feuilles de cette famille sont actinomorphestgétochlamydées, parfois apétales, 5-
meéres, hétérosexées ou unisexuées, généralemerigyimgs, diplostémones ou
haplostémones (a filets souvent concrescents,bada), apocarpes ou syncarpes. Disque
intrastaminal. Gynécée isomere ou réduit a 3-1alpmais généralement 1-loculaire par
avortement, a placentation axile, chaque carpé&diet d-ovules apotropes 2 (-1)-tegminés.
Le fruit est généralement une drupe souvent a naggeceésineux. Graine exalbuminée ou
presque, a embryon courbe. Pollen divers, souved¥cd@dpore, ou avec 3-8 apertures

circulaires ou non. Cloisons des vaisseaux a partor unique (sauf quelques cas). [1]

l. 1.2. Place dans la systématique

La famille Anacardiaceae a été proposée pour laigre fois par Lindley en 1830 [2], les
Anacardiaceae appartiennent a l'ordre des Sapisdalda sous-classe des Rosidae ou
Eudicots moyennes dialypétales (plus de 90 000cespgonnues), a la classe des Eudicots,
au sous-embranchement des Magnoliophyta ou Angiosseet a 'embranchement des
Spermaphyte [3]. Les espéces de cette familledmmtianes a feuilles alternes, composées
et imparipennées [4]. La composition de cette fiengih genres et espéces differe selon les
auteurs. D’apres Kokwaro et Guyot elle compte 6Qrge et 600 espéces [5,6]. Pour

Mabberley elle renfermerait 73 genres et 850 espgde
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Tableau 1 Répartition géographique des principaux genresAdecardiceae d’apres

Mabberley (1987)7].
Genre Nombre d’espéces Origine (région)
1 Anacardium 8 Amérique tropicale.
2 Haematostaphis 2 Afrique tropicale — Ouest.
3 Lannea 40 Régiongropicales, Indomalaisi
4 Mangifera 35 Régions tropicales, Indomalais
5 Ozoroa 40 Afrique tropicale.
6 Pistacia 11 Région méditerranéenne.
7 Pseudospondias 2 Afrique tropicale: Ouest et Cen
8 Rhus 200 Régions tempérées.
9 Schinus 27 Ameérique tropicale.
10 Sclerocarya 4 Afrique tropicale Australie
11 Sorindeia 50 Afrique tropicale et Madagasc
12 Spondias 10 IndomalaisieAmeérique tropicale

l. 1.3. Répartition géographique

Les Anacardiaceae sodistribués dans la région méditerranéenies, régions tropicales
subtropicales et dans les régions tempérées denibpéere Nor et 'Est de I'Asie et e

Ameérique [5,7](figure I. 1.

C:--b.
—_ g
P

Figure 1. Répartition géographique de la fan des Aacardiaeae
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l. 1.4. Présentation du genrdistacia

Le genrePistaciaappartient a la famille des Anacardiaceae, cesgemmprend environ 11
especes d'arbustes appartenant a l'ordre des Skgsiret a la famille des Anacardiaceae.
D'origine asiatique ou méditerranéenne, les pigeastsont des arbustes dioiques (fleurs
males et femelles poussant sur des arbustes difé¢rd_es fleurs d’une couleur plus ou
moins marron, sont groupées en racemes. Les $wiitisdes drupes [8,9].

Trois especes sont tres connuestacia lentiscugLentisque pistachier) dont on extrait
une résine et qui présente un feuillage persisiistacia terebinthysarbre au feuillage
caduc dont on extrait I'huile de térébenthine direRistacia vera(Pistachier vrai) arbuste
au feuillage caduc dont on consomme les graindéegi(les pistaches).

Les espéces du gerfréstaciasont [10] :

Y

Pistacia atlanticaDestf.
Pistacia chinensis
Pistacia lentiscus.
Pistacia terebinthus.
Pistacia veral.
Pistacia integerrima
Pistacia khinjuk
Pistacia afghanistania,
Pistacia mexicana,

Pistacia palestina,

YV V.V V V V V V V VY

Pistacia wienmannifolia.

En Algérie, le genr@istaciaest représenté par quatre especes, en l'occuriPetestiscus

P. terebinthusP. veraet P. atlanticaDesf. [11]
l. 1.5. Répartition géographique du genrdPistacia

Ce genre est distribué dans les régions méditeararaset les zones du Moyen-Orient, le
Pictachio est la seule espéce cultivée et commercialisée dermre [8,12] Il est distribué
largement en Algérie, la Turquie, le Maroc, la Fegnl'Espagne, I'ltalie et la Grece [13]
(figure 2)
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Figure 2: Distribution géographique du gerPéstacia

l. 1.6. Intéréts pharmacologiques, nutritionnels et industrels du genre

Pistacia

Les espéces deistaciasont utilisées en traitement de I'eczéma, la psiglygiarrhée, le
infections de gorge, la jaunisse, I'asthme et mdedirs d'estomac et des calculs rér
[14,15]

Ellesont diverses activités biologiques, -athérogénique, hypoglycémiglantioxydante,
antiinflammatoire et insecticid[16,19]

La résine de difféerentes especesPistacia est traditionnellement utilisée comme
gomme a macher et protege les levres contre laesgsde, contre certaines malac
d'estomac et comme antitique pour le systeme respiratoire [20,21]

Les espéeces distaciaont une large utilisation dans l'industrie alimémt[22].

La résine est utilisée comme un rafraichissant dessboissons alcoolisées et r
alcoolisées, dans certains mélangeccosmeétiques et de parfumerie, et dans la produ
de dentifrice [20].

Les feuilles déP. terebinthu sont utilisées dans le traitement des braluresdme utilisée
comme antiseptique en cas de bronchites et autoedblés respiratoires et dans
traitement des maladies du systéme urir[23].

Récemment, |'extrait méthanolique des gallesPistacia terebinthusa été révélé act
contre les affections inflammatoir[24].

P. weinmannifoliaest une plante largement répandue dans la prowdn Yunnan en

Chine, elle est antiflammatoire, antimutagene, anticancérigene abrydante [25]. Les

6
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feuilles de cette plante sont utilisées quotidieneet comme boisson aux herbes et cc
la dysenterie, I'entérite, la grippe, les saignetmgros-traumatiques et pour soulager

maux de téte et en cas du cancer des pou[25].

l. 1.7. Rappels botamues surPistacia atlanicaDesf.

Le pistachier de I'Atlas ou “BetoumPistacia atlanticaDesf., Anacardiace, Sapindales,
Magnoliopsida est nommé aussi “Betn[26]. C’est un arbre puissant pouvant atteindr:
m de hauteur, a tronc bien individualet a feuilles caduques composées, imparipenne
a 5 folioles ovales acuminé

Les fruits sont appelés khodiri par les populations locales, appellatione da la
préedominancede la couleur vert foncé a maturité s@d des drupes comestibles de
grosseur d'un poiggerement ovales et aplaties, riches en huileadzas énergétiq[26].
Le pistachier de I'Atlas peut étre classé en qusiie-especes, a savamutice, cabulica,
kurdicaetatlantica; cette derniére est présente en Afrique du N27].

De par ses fleurs nudg, atlanticaconstitue une espece particuliére des Anaczeae [1].
Mais quelques pieds, exceptionnellement monoique, été rencontrés dans
montagnes de Yunt de la Province de Mania en Te. Il existe a |'état dséminé dans
toute I'Algérie: régions serarides et aridesgdans la régiorde Djelfa (Senalba, Ain
OusseraMessaad), Laghoug(partie sud) et Ghardaia (dans l'ouedzib [28,29] Cet
arbre a une écologie difficile a cerner ; il esurd grande plasticite, lui permett:
d’exister depuis les marges du Sahara jusqu’auxemms montagnes subhumi(30]

(figure 3).

Figure 3: Distribution géographiqt de I'espéce®istacia atlanticaDest
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I. 1.7.a. Place dans la systématique

Le classement de. atlanticadans la systématique est comme dan le tableau 2

Regne Plantae
Division Angiosperms
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Térébinthales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéce P. atlanticaDest

I. 1.7. b. Usages traditionnelles dPistacia atlantica

En Algérie, le fruit du pistachier de I'Atla®istacia atlanticd, riche en matiére grasse,

n'est utilisé que par la population locale d’'unedia trés artisanale en médecine comme

antidiarrhéique et aussi en alimentation des traupele suintement du tronc d’arbre

donnant I'encre rouge est utilisé dans la tanrdgzgepeaux [31].

Cette plante est trés utile comme antiseptiqueifoagique, et dans les maladies

abdominales [32].

l. 1. 8. Travaux antérieurs sur le genrePistacia

Plusieurs études phytochimiques indiquent que $peaes du genristacia sont riches

en:

YV V. V V V V

Monoterpénes [33].

Triterpenoides tétracycliques [34].

Des triterpenoides [35,36].
Des flavonoides [37].
Des composés phénoliques [38].

Des huiles essentielles [26,39].
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I. 1. 8. a. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont un mélange complexecameposes, principalement des
monoterpénes, des sesquiterpenes et des compoggnés (alcools, aldéhydes, esters,
éthers, cétones et phénols). D'autres composédile®lapécifiques comprennent le
phénylpropéne, le soufre ou l'azote. Généralemlantcomposition de I'huile est un
equilibre de divers composés, bien que de nombseaspeces puissent avoir le méme
constituant [40].

Ces composantes volatiles sont synthétisées papldetes aromatiques sous forme de
métabolites secondaires et adaptées en tant qtie garsystéme de défense a base de
plantes contre bactérienne, virale, fongique et aetmques d'insectes. L'histoire de
I'application des huiles essentielles revient ses kemps anciens, étant utilisées
principalement pour leur arbme, propriétés samisa@t médicinales.

La plante utilise I'nuile pour favoriser la polkaition, comme source énergétique, facilitant
certaines réactions chimiques et conservant l'hisgnides plantes dans les climats
désertiques. Les huiles essentielles ont, a t@&jeques, occupé une place importante dans
la vie quotidienne de I'homme qui les utilisait amit pour se parfumer, aromatiser la

nourriture ou méme se soigner [41,43].

I. 1. 9. Travaux antérieurs sur les huiles essenties du genrePistacia

Divers composés de différents groupes phytochinsiqurt été identifiés a partir des huiles
essentielles des especgtstacia Pour obtenir une meilleure compréhension deviersité

de composition de ce genre, on va présenter |édrelites classes de composés et leur

diversité dans la composition des huiles essessiell genr@istacia(tableau 3)

Tableau 3 : Composants majoritaires d’huiles essentielles>(%0) des espéces les plus

étudiées du genieistacia

\ Composants 0 - .
Espece majoritaire >5% Pourcentage (%) Origine Réf
) a-Pinene 70.0
P. atlantica Citral 5.72 | [44]
Myrtenol 5.31 ran
a-Pinéne 42.9 Maroc | [45]
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S-Pinene 13.2
Terpinen-4-ol 21.7
Bornyl acetate 215
Elemol 20.0
a-Pinéne 11.6
p-Menthal(7),8-dieng 41.1-42.4 R
Myrcéne 345 Grece [46]
Sabinene 14.9-52.1-17.8-
Terpinen-4-ol 6.0 -25.7
a-Pinéne 32.6-54.7
Camphene 10.0
S-Pinéne 8.0-20.0 Algérie [47]
Germacrene D 11.1
a-Terpineol 9.2
Limonene 6.9
a-Pinéne 6.2-40.4
Spathulenol 32.6
Camphene 20.8 Algérie [48]
p-Cymene 15.9
Terpinen-4-ol 13.2
S—Pinéne 10.19
a-Pinéne 81.9 Iran [49]
S—Pinéne 7.4
a-Pinéne, 68.2 -57.9 5.0- 15:3
Myrceéne 14.3 Iran [50]
Camphene 8.7
p—Pinéne 6.0-7.0
a-Pinéne 92.42 84.10
Limonene 5.23-1.26 Iran [51]
Sabinene 3.29-1.58
a-Pinéne 55.0
Myrcene 11.44 Iran [52]
Limonene 10.08
a-P?néne 75.6 Turquie [53]
S-Pinene 9.5
a-Pinéne 29.2
Limonene 12.4 Turquie [54]
a-Terpineol 9.6
Camphene 8.3
a-Pinéne 54.6-30.0 Gréce [55]
P. vera a-Terpinolene 31.2-17.6
a-Pinene 16.07 o
o-terpinéne 32.44 Tunisie [56]
Limonéne 25.1
a-Pinene 315
a-Terpinolene 20.2 Iran [57]
Myrcéne 11.5

10
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Pinocarvone 6.2
a-Pinene 16.4-54.8
p-Pinene 5.9-22.2 )
a-Terpineol 8-9 ltalie [58]
a-Phellandrene 4.9-8.2
transVVerbenol 5
a-Pinéne 51.3
Caryophyllene 51.0 )
p-Cymen-8-ol 40.0 Turquie [59]
Limonene 39.0
Spathulenol 20.7
a-Pinene 26.31
trans--Ocimene 15.88
0 -3-Caréne 14.06 Turquie [60]
Limonene 7.08
cis- f-Ociméne 9.34
P. terebinthul____f-Caryophylléne 5.21
a-Pinene 19.21
Terpinene 41.34 Tunisie [56]
d-Terpinéne 8.01
Limonene 6.99
a-cadinol 6.9
Phytol 5.4 Turquie [61]
o-Cadinéne 5.1
o-Terpineol 5.0
Terpinen-4-ol 33.7 Turquie [54]
a-Terpineol 8.1
y-Terpinene 9.3 )
Terpinen-4-ol 33.7 Turquie [62]
a-Terpineol 8.1
a-Pinéne 5.3-15.6
BPinene 8.0-22.5 Turquie [63]
Limonene 9.4-34.2
Germacrene D 19.9
a-Pinéne 39.6 .
_ [B-Pinéne 19.5 Grece [64]
P. lentiscus Sabinene 6.5
a-Pinéne 13.0
Limonene 5.4
B-Phellandréne 5.4
B-Caryophyllene 6.9-13.1 Espagne | [65]
0-Cadinéne 8.1
Germacrene D 6.8

11
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B-Pinéne 18.71
B-Phellandréne 12.83 )
B-Caryophylléne 13.22-31.38 ltalie [66]
Germacréne D 12.05
y-Cadinene 6.48
Limonene
Terpinen-4-ol %82 _
a-Terpineol 116 Turquie [62]
(2)-3-Hex-1-enyl 6 7
benzoate '
a-hinene 16.5-38.5 10.2-11|5
/?L-_Myrc?ne 6.8-9.8 Maroc [67]
monene 32.7-43.8 7.1-13.5
Terpinen-4-ol
6.8-10.3
Bornyl acetate
Terpinen-4-ol 29.9 Turquie [54]
a-Terpineol 11.6
Sabinéne 23.2
a-Pinéene 19.4
Germacréne D 14.1
Limonene 6.9 Turquie [61]
FPhellandrene 6.5
Terpinene-4-ol 5.7-29.2
[-Caryophyllene 5.7-29.2
p-Cyméne 7.1
a-Pinéne 17 .
y-Terpinene 9 Tunisie [68]
Terpinen-4-ol 12
Terpinen-4-ol
el ineol 17.3-34.7 10810 Ajgérie | [69]
X 8.4-15.8
Germacrene D
Longifolene 12.8-16.4
a-Pinene 19.0
B-Pinéne 6.5
y-Cadinene 6.2 Algérie [70]
trans-B-Terpineol 5.0-15.6
Terpinen-4-ol 7.0
y-Muurolene 5.7
sabinene 12.6
a-Pinéne 14.8-22.6
[FMyrcene 1-19.4 [talie [71]
) p-Cymene 1.6-16.2
P. lentiscus Terpinen-4-ol 14.2-28.3
a-Pinene 20.0-34.2 .
Myrcéne 23.0-33.1 Algérie [72]
Limonene 25.5-43.8
a-Pinéne 9.4-24.9 Grece [73]

12
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S-Pinene 6.9
Limonene 9.0-17.8
Terpineol-4-ol 6.8-10.6
a-Pinéne 37.9-51527.0-60]7  Algérie | [74]
Myrcene
Myrcene 39.2
Limonéne 10,3 Maroc [75]
F-Gurjunéne 7.8
a-Pinéne 24.25
p-Pinene 12.58 Maroc [76]
Limonene 7.56
Terpineol-4-ol 6.98
a-Pinéne 9.48
Limonene 19.11
Terpinene-4-ol 23.32-41.24 Tunisie [77]
a-Terpineol 7.12-9.79
a-Phellandrene 3.20
B-Caryophylléne 22.62-38.33
B-Cubebéne 5.53 Algérie [78]
Spathulenol 13.35

Il ressort du tableau 3 qu'il y a beaucoup de tiana qualitatives et quantitatives entre la
composition chimique des huiles essentielles déérehtes espéces du gerfPéstacia
Ces variations sont liées a plusieurs parametmesnepla partie étudiée, le sexe, le moment
de la récolte, l'origine géographique et les caowlt climatiques [51, 53, 55].
Au vu des résultats obtenus de I'étude bibliogoapmh on constate que les monoterpenes
hydrocarbonés et les monoterpenes oxygénés somrifegpaux constituants chimiques
des huiles essentielles du geRistacia
» L'a-pinéne est majoritairement trouvé dans les huiles essegides especes &e
atlantica[44-52] P. vera[53, 57],P. terebinthug58-60],P. lentiscug61,65—-68,70-
74].
> Le limoneneest un composant majoritaire dans les huiles @sfleatdes fruits d@.
terebinthug61] et des feuilles et fruits d&lentiscugd72, 73, 77].
» Le myrceneest majoritairement trouve dans les huiles esdigtides feuilles et fruits
deP. atlantica[46,50,55], les grains d@. vera[57] et deP. lentiscug§72,74, 75].
» Le sabinénea été identifié comme composant majoritaire isdiée huiles essentielles
deP. atlantica[46], P. terebinthuf1], et deP. lentiscug70].
» L' a-terpinoléne est un composant majoritaire dans les huiles asfiestde P. vera

[55,57].
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[54], deP. terebinthu [62], et deP. lentiscug67, 71, 77].

» Le camphéneest uncomposant majoritaire dans les huiles essentide P. atlantica
[47,48, 50] et d®. vere [54].

» L' a-terpinéol est majoritairement trouvé darles huiles essentiell de P. atlantica

[47], P.vera[54], P. terebinthu[54,58,62], et dé. lentiscu§54,62,69,77

» Le germacréneD a étcisolé deP. atlantica[47], P. terebinthug63], etdeP. lentiscus

[61, 65, 66, 69].
» p-caryophyllénea éteisolé deP. terebinthufS0], et deP. lentiscug61, 65, 66,77].

Les structures chimiques des composants majos les plus fréquents dans les hu

essentielles du genRistaciasont mentionnées dans le tableau 4.

Tableau 4: Structureschimiques des principaux composants les plus fréquents dzs

huiles essentielledu genrePistacia

P ~
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2 [ A
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P s ~
/N & L |
a-Pinéne [Pinene Limonene Térpinoléne a-Ocimene
~ J\ | \
L_ \\// ~ - T~ [
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-Ocimeéne -Cymene Sabinéne Myrcene P S\
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6-3-Carene a-Terpinéol GermacréneD | BCaryophyllene
sy 7 = i~ / -\
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‘_\1‘.‘\/. "-.‘ :"I ) ‘ e /
l ~OH S el N H
Terpinene 4-ol| Longifolene Bornyl acétate Spathulenol 6-Cadinene
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I. 1. 10 Les activités biologiques des huiles esielles du genrePistacia

Les différentes activités biologiques des huileerselles des especesRistaciaont été

décrites en détail dans les tableaux 5-8

I. 1. 10. a. Activité antioxydante des huiles essizlles des especes distacia

L'activité antioxydante des plusieurs parties dspéees dePistacia a fait I'objet de

plusieurs études comme le montre le tableau 5

Tableau 5: Activité antioxydantes des huiles essentiellesedpeces dBistacia

Espéces La partie Méthode , Réf
o NP e Observation
(Origine) etudiée utilisée
P. atlantica . DPPH et . o .
(Algérie) Feuilles FRAP Une faible activité antiradicalaire| [48]
P. terbintus H.0 Inactif contre le radical D,
(Turquie) Fruits G Pouvoir remarquable pour le métal[60]
métal chélate .
chélate
P.lentiscus | o jijes DPPH 0.52- 4.61mmol/l [71]
(Italie)
P. lentiscus Parties ICs50:5.09 -11.0 mg/l
(Grece) aériennes DPPH 84.6 and 131.4 mmol [73]
P. lentiscus DPPH, ICs0 :60—-110ug/mL
(Tunisie) Feuilles p-caroténe, | Faible blanchissement @ecarotene| [77]
métal chélate aucune activité de métal chélate
P. Ientlsl,c_us Feunl_es et DPPH Une faible activité antiradicalaire| [78]
(Algérie) fruits
P. Ientls_cus Rqrtles DPPH Une faible activité antiradicalaire| [79]
(Italie) aerienne

L'activité antioxydante du genfistaciaa été réaliséa vitro par plusieurs méthodes : la
mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPI, HB-carotene, métal chélate (tableau
5).

Les huiles essentielles extraites des feuille® datlantica(Ain-Oussera, Laghouat, Hassi
R’mel d'Algérie) a montré une faible activité amtgdante du radical DPPH par rapport a
I'acide ascorbique aux antioxydants [50]. Cependlhanile essentielle des fruits de P.
terbintus collectée en Turquie a montré des prtgignportantes pour le métal chélate par
rapport a I'EDTA [62]. Les parties aériennes Rlelentiscusont montré des propriétés
antiradicalaires différentes selon la région gépligue et la composition chimique des
huiles essentielles testées [73, 75, 79, 80, 81].
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I. 1. 10.b. Activité antibactérienne des huiles esstielles des especes #hstacia

Les résultats obtenus de l'activité antibactériedes huiles essentielles des especes de

Pistaciasont résumés dans le tableau 6.

Tableau 6 Activité antibactérienne des especes’dracia

Especes
(Origine)

La partie
étudie

Méthode d'activité
antibactérienne

Observation

Reéf

Feuilles

P. lentiscus
(Tunisie)

Diffusion sur disqu

eCMI= 30 ug/mL qui inhibe
Salmonella Enteritidigt
Staphylococcus aureus
CMI: 150 ug/mL moins
actif vis a vis de&salmonella
typhimurium

[68]

Feuilles

Diffusion sur disqu

2 CMI =30 - 620ug/mL qui
inhibe Salmonella Enteritidig
Salmonella typhimuriupet

Staphylococcus aureus
CMI= 1000ug/mL quiinhibe
Enterococcus faecalis,
Pseudomonas. aeruginqssat
Escherichia coli

[80]

P. lentiscus Gomme

(Gréce)

Diffusion sur disque

Faible activité
antibactérienne

[81]

P. veras Gomme

(Turquie)

Micro dilution,
Diffusion sur disque

CMI de 0.05 a 1.@g/mL qui
inhibe Candida albicans
Micrococcus luteus
Klabsiella fragilis
Escherichia colet M.
smegmatis

[53]

P. veras Gomme

(Iran)

Micro dilution,
Diffusion sur disque

CMI =1.55 mg/mL qui
inhibe les 12 souches test

282

Gomme
P. atlantica
(Algérie)

diffusion sur disqu

2 CMI =8-11 mg/mL inhibe
Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Streptococcus pyogenes

[83]

Résine

Diffusion sur disqu

e CMI =10 pg/mL vis-a-vis
Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus

maisCandida albicans

[84]

ce

présenté une forte résistan

Les espéeces dPistacia ont présenté une activité antibactérienne sigatifie contre

diverses bactéries a Gram négatif et a Gram pesittemme le montre le tableau 6.
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Les huiles essentielles @ lentiscusrécoltées de différentes régions de Tunisie étdt
testéesin vitro sur plusieurs isolats cliniques. Elle ont inhib& troissance de
Staphylococcus aureuS$almonella typhimurium Salmonella EnteritidisEnt. foecalis
Pseudomonas aerugingsat E. coli. a des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
variées entre 3@g/mL et 1000ug/mL [68, 80], tandis que I'huile essentielle eixérale
gomme de P. lentiscugGrece) a présenté une activité antibactérienneéngéedvis a vis
d'’Escherichia coli, Staphylococcus auraisieBacillus subtilig81].

L'huile essentielle de gomme dR verg récoltée en Turquie, sur la croissance de 13
bactéries et 3 levures a montré un effet inhibitaur tous les microorganismes sauf sur
Bacillus areus Pseudomonas aeruginost Klebsiella pneumoniae La méme espece
Iranienne a inhibé la croissance de 12 isolatsqules avec une concentration minimale
inhibitrice CMI= 1.55 mg/mL [82].

Les huiles essentielles extraites de gomme decbesh alanticarécoltée de la région de
Mascara (Ouest Algérien) a présenté un effet actép@n modéré, qui a inhibé la
croissance &scherichia coli Staphylococcus aureust Streptococcus pyogenea une
concentration minimale inhibitrice assez élevée GBHL1 mg/mL [83].

Cependant les huiles essentielles extraites de la résind dalantica récoltée derois
régions de I'Ouest et du Sud-Ouest Algérien (SeliAbbés, Saida et Naama), ont inhibé
modérément la croissance des souches Gram pad@ifaen négatif aux concentrations de
107, 1¢® et 10 mg/mL. La meilleure activité antibactérienne a éthstatéevis-a-vis
d'Enterococcus faecalist de Staphylococcus aureusvec une concentration minimale
inhibitrice CMI =10 pug/mL [84].

I. 1. 10.c. Activité antitumorale des huiles esseetles des especes dRistacia

Les résultats relatifs a I'activité antitumoralesdaiiles essentielles du gemistaciasont

consignés dans le tableau 7.

17



PARTIE I, CHAPITRE T APERCU BIBLIOGRAPHIQUE SUR LE GENRE PISTACIA

Tableau 7: Activité antitumorale des especesRistacia

Espéeces | La partie Méthode utilisée Observation Réf
(Origine) étudiée
Cellules de Inhibition de la PTEN
carcinome du partiellement inversée sur lg [85]
poumon de Lewis [croissance des cellules tumorales.
P. lentiscus| Gomme Souris Inhibition de la croissance

tumorale 56,4% +/- 5,7 de | [86]
volumes tumoraux.
Exerce un effet antiprolifératif
pro-apoptotique sur les cellules[87]
leucémiques K562 humaines.

Grece . ,
immunocompétentes

Modele CAM
d'angiogenése

Le tableau 7 montre que les huiles essentiellemiextde P. lentiscusrécoltée, des
différentes régions de la Gréce ont exercé uneitct@ntitumorale par inhibition de la
prolifération des cellules cancéreu§®s-87]. Moulos et ces collaborateurs ont montré que
les carcinomes pulmonaires de Lewis exposé ad'laskentielle extraite de la gomme de
P. lentiscusont provoqué une altération en fonction du temps d@iéssion de genes 925
[85].

Dans le méme contextiuile essentielles extraite de la gommePdéentiscusest utilisée
pour aborder ['efficacité et les mécanismes idiaEtantitumoralein vivo. Magkouta a
montré que le traitement des souris immunocompeteanec I'huile essentielle (45 mg /
kg de poids corporel), par voie intraperitonéafehibe la croissance tumorale par une
réduction significative maximale du volume de lm&ur, sans aucune toxicité [86].

Une autre étudsurl'huile essentielle extraite de la gommeRIdentiscusa montré I'effet
antiprolifératif et pro-apoptotique sur les celkildeucémiques K562 humainepar
inhibition de la libération de facteur de croissamwasculaire endothélial (VEGF), par les

cellules de mélanome de souris B16 et K562 [87].
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I. 1. 10.d. Activité antimutagene des huiles ességites des especes dRistacia
Les données sufactivité antimutagenedes huiles essentielles du geriistacia sont

indiquées dans le tableau 8.

Tableau 8: Activité antimutagéne des especes Béstacia

Espece La partie Méthode Observation Réf
(Origine) étudiée utilisée
Aflatoxine B1 | Inhibition mutagenique de
76,7% en 250, de 82,8% [68]
P. lentiscus en 500, et 96,5% en 1000

(Tunisie) Feuilles ug / plaque.
Aflatoxine B1 | Diminution du nombre d¢
et azide de révertants d&almonella | [80]
sodium typhimurium

D

Douissa a étudién vitro, le pouvoir antimutagene d'huile essentielle éerdes feuilles
de P. lentiscusrécoltée de Tunisie, a plusieurs concentratidty 300 et 100@g/plaque.

L'effet antimutagénique était respectivement d&@%6, 82,8% et 96,5% [68].

L'huile essentielle extraite des feuilles Be lentiscusd'une autre espéce tunisienne a
présenté une activité antimutagene contre l'aflaeoB1 (AFB1) et de l'azide de sodium
avec diminution du nombre de révertants de&sémonella typhymuriurpar plaque, de

maniere significative [80].
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Il. 1. Généralités sur les APIACEAE

lI. 1. 1. Description botanique

Il s’agit de plantes herbacées, annuelles, bisdl@sueu vivaces, parfois arbustives. Les
feuilles sont alternes, composées, rarement simptasvent, les pétioles sont élargis a leur
base, engainant la tige. La tige est souvent crdiese fleurs sont réunies en ombelles
simples ou composées. Elles comptent 5 pétaleséadrbines et un ovaire a deux loges.
Les fruits sont formés de 2 méricarpes accolés axarcentral, le carpophore, se séparant a
maturite. Chaque méricarpe présente deux facesmmessurale (plane) et dorsale
(convexe). La face dorsale porte au moins 5 c@parges par 4 valléculesntenant des

canaux sécréteurs courts (bandelettes) [88, 89].
Il. 1. 2. Place dans la systématique

La famille des Apiaceae, appelées anciennement (fates (Umbelliferae), est une
famille de plantes dicotylédones. Elle comprendspte 3 000 espéces reparties en 420
genres et sont surtout présentes dans les régamstées du monde. C'est une famille
relativement [85] chimiques, la famille appartieatla division des Magnoliophyta
(encoreappelées Angiospermes ou plantes a flatlesse des Magnoliopsida, sous-classe
des Rosidae et ordre des Apiales. Cette positistésyatique est discutée au sein de la

communauté scientifique des Botanistes [90-92].

Les Apiaceae contiennent des plantes alimentail@scdrotte, Daucus caroty des
condiments (le cuminCuminum cyminujn des plantes médicinales (le khellammi
visnagaet le fenouil,Foeniculum vulgareainsi que des plantes toxiques (la grande cigué,
Coniummaculatum [93].
Les principaux genres sont [94]:

» Eryngium avec 230 especes.
Bupleurumavec 180 especes.
Ferula, avec 170 especes.
Pimpinella avec 150 especes.

Peucedanumavec 120 especes.

YV V V V VY

Hydrocotyle,avec 120 espéces.
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» Angelicg avec 100 espeéces.
» Lomatiumavec 70 especes.
» Heracleum avec 65 especes.
» Apium avec 25 especes.
Les genres se répartissent entre les continerds, e prédominance pour le continent

asiatique, voire le tableau 9.

Tableau 9 :Répartition mondiale des genres de la famille Aqéarc[6].

Continent Genres Espéces endémiques
Afrique 126 50
Ameérique 197 52
Asie 256 159
Australie 36 11
Europe 139 29

11.1. 3. Répatrtition géographique

La famille des Apiaceae occupe une place importeates la flore algérienne ou elle est
représentée par 56 genres, 130 espéces (dont 8mepes) et 26 sous especes [7]. Cette
famille est présente sur presque tout le globes martout dans les régions tempérées de

I’'hémisphére nord et les montagnes tropicalesf{glife 3).

Figure 4: Répartition géographique des Apiaceae.
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ll. 1.4. Présentation du genre~erula

La flore algérienne comprend 5 espéced-drila dont 2 sont endémiqué$l]. Ce sont
des plantes vivaces, a tige mesurant de 1-4 mserglabre, robuste, et a racines épaisses.
Les feuilles sont toutes composées en lanieresitese Les fleurs sont jaunes, en ombelles
a 5-40 rayons, les latérales plus petites quen&rale et souvent stériles et a involucelle
nulle ou a plusieurs folioles. Le calice a 5 deres pétales sont ovales, acuminés, entiers,
a pointe dressée ou courbée en dedans, les sbylestalés ou réfléchis.

Le fruit est ovale ou oblong, comprimé par le dglapre, entouré d'un rebord plan ; les
méricarpes sont a 5 cotes, les trois dorsalesrfilies, égales, les deux marginales dilatées
en aile aplanie; les vallécules sont a plusieurslekettes, le carpophore est libre, bifide et

les graines sont a face commissurale p[88g(figure Il. 2).

Figure 5: Images naturelles et schématiques d'esgeerda.

Il. 1. 5. Répartition géographique du genrd~erula

Les plantes du genr€erula L. croissent souvent dans les régions arides. Geege
comporte environ 150 especes présentes du bassittemgnéen jusqu’a I'Asie centrale
[95, 97].
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Il. 1. 6. Usages économiques et thérapeutiques danreFerula

De nombreuses espéces Firula sont connues depuis l'antiquité en tant que soutees
gommes-oléorésines (des sécrétions obtenues lleentépétées de la partie supérieure
des racines) Les racines et les résines des espedesrula sont souvent les parties

utilisées en médicine traditionne[@3].

II. 1.6.a. Utilisation traditionnelle de quelque epeces dd-erula

» F. alliaceaBoiss Traitement de I'épilepsie, de I'hystérie et desipeg descorpion.
Propriétés carminatives et antiseptiques intes#jab].

» F. assa-foetidaL. Arbmes alimentaires, propriétés expectorantes, ioaties,
laxatives, stimulantes, antispasmodiques et anthtiiques traitement de la grippe et
du cancef96, 97].

» F. gummosaSource de galbanurpropriétés stimulantesaitement de I'épilepsie, de
I'hystérie et des maux d’estomac [96].

» F. communisL. Autrefois utilisée pour traiter I'hystérie et lgsgnterieutilisée pour
son latex, pour traiter les infections de la peag].|

> F. persicaWilld. Source de gommes-oléorésinastidiabétique, utilisée aussi contre
les douleurs dorsales et les rhumatismes [96].

» F. sumbul Hook. Source de gommes-oléorésingwopriétés antispasmodiques,
stimulantes et carminatives. Pdraiter les problémes de systeme nerveux [96].

> Les parties aériennes #e elaeochytrissont utilisées pour augmenter la fertilité chez
les animaux. Aphrodisiaque [99].

» F. ferulago est utilisée comme un antispasmodique [100].

ll. 1.7. Rappels botaniques sufFerula vesceritensi€oss. & Dur.

Ferula vesceritensiest une plante vivace lorsque les conditions clopat le permettent,
pouvant atteindre plus de 1 metre de haut. Enei&&n’est représentée que par une rigide
tige creuse. Feuilles a division allongées, drditeurs vertes, a pétales larges portant des
poils sur leur nervure dorsale. Fruits ovales, @&rsets pointus et portés par des

pédoncules plus courts qu’eux [11].

23



PARTIE I, CHAPITRE 11 APER(U BIBLIOGRAPHIQUE SUR LE GENRE FERULA

II. 1.7.a. Place dans la systématique

Classement dans la systématique est conens le tableau 10 :

Regne Plantae
Division Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous classe Euastéridées

Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Ferula

Espéce F. vesceritensi€oss. & Dur.

Il. 1.7.b. Utilisations traditionnelles deFerula vesceritensis

Les fruits deF. vesceritensis(Kalkha / Habetlehlaoua) sont utilisés en médecine
traditionnelle comme infusion pour traiter les mail téte (la migraine), la fievre, les

infections de la gorge et lemgines [101].
Il. 1.8. Travaux antérieurs sur le genreFerula

Jusqu'a présent, plus de 70 espéces de ce genrfaibiibbjet de plusieurs études
phytochimiques [101-108].

lI. 1.9. Travaux antérieurs sur les huiles essentiies du genreFerula

Les données phytochimiques du geRezula ont été rapidement développées pendant les
20 dernieres années. Les huiles essentielles dairmes especes de ce genre ont déja fait
'objet d'études, et des centaines de composés évért identifiés dont la majorité
appartiennent aux terpenoides, plus précisémendénineés sesquiterpéniques.

Pour obtenir une meilleure compréhension de larsitée de composition des huiles
essentielles du genréerula, nous présentons différentes classes de compaskesire

diversité dans la composition des huiles esseasieles espéceg ce genr@ableau 11).
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Tableau 11 Composants majoritaires d’huiles essentielles>(%0) des espéces les plus

étudiées du genieerula

Espéces Composants majoritaire Pourcentage .
Origine Réf
Ferula >5% (%)
F. arrigonii | a-Phellandrene, 16.6 France
Germacra -1(10),5-dien-11- of 15.4 Cor
Linalool 12.5 (Corse) [109]
Sabinene 5.6
Linalyl acetate 5.5
F. badra-kema| a-Pinéne 45.8 Iran [110]
S-Pinéne 10.9
Myrcene 53.5 France
Aristoléne 8.5 [111]
o (Corse)
F. communis [ -Pinene 6.6
Aristoléene 47.1 Italie
(E,B)-Farnesol 21.2 (112]
S-Gurjunene 7.6
F. elaeochytris| Nonane 27.1 Turquie
a-pinéne 12.7 [113]
Germacréne B 10.3
F. ferulioides | Guaiol 58.8 Ouest de la
(E)-Nerolidol 10.2 . (114]
Mongolie
d-Cadinéne 13.2
a-Cadinol 12.0
Cadina-4,1(10)-dien-g-ol 10.9
a-ginégel | 170.50 Iran [115]
. a-Bisabolo :
F. flabelliloba Roslfollol 6.0
Limonéne 5.0
(E)- p-Ocimene 5.0
10-epty -Eudesmol 14.1 Iran
B-Dihydroagarofurane 13.3 [116]
a-Bisabolol 9.9
F. glauca | (E)-Caryophylléene 24.9 Italie
(Feuilles) Caryophylléne oxide 14.3 [116]
a-Humuléene 6.8
F. glauca | Germacréne D 14.2 ltalie
Myrcene 13.6
(Fleurs) | Pinene 11.7 [11e]
S-Pinene 5.1
F. glauca | a-Pinéne 24.2 Italie
(Fruits) B-Pinéne 14.7 [116]
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F. glauca | (E)-p-Farnesene 10.0 Italie
(Racines) Elerr_lic_in_e 9.0
Myristicin 7.4
epiZonarene 7.1 [116]
y-Cadinene 6.8
S-Barbatene 6.1
pS-Bisabolene 5.1
F. gummosa | f-Pinéne 50.1 Iran
a-Pinéne 18.3 (Téhéran) [117]
0-3-Caréne 6.7
p-Pinene 43.8 Iran [119]
F. gummosa a-Pinene 27.3 (Isfahan)
' p-Pinéne 26.85-69.1 Plusieurs
(Fruits) a-Pinéne 51.42-33.9| . ,
y-3-Carene 10.59 -11.80| régions diran [119]
Limonéne 1.06 - 9.15
F. gummosa | f-Pinéne 58.8 Iran (120]
y-3-Caréne 12.1
(Latex) a-Pinéne S.7
F. gummosa | Limonéne 14.0 Iran
(Olegum resin) a-Pinene 13.0
Myrcene 10.0
Terpinoléne 10.0 [121]
Linalool 9.0
y-3-Caréne 9.0
y-Terpinéne 6.0
Phellandral 5.0
F. gummosa | f-Pinéne 46.4-58.8 Iran
(Tiges et racin e)Scis-ChrysanthenyI acétate 6.1 [122]
(E)-Nérolidol 5.2
F. hirtella | a-Pinéne 15.4 Iran
thymol 14.9
Spathulenol 6.5 [123]
Citronéllol 6.4
S-Pinene 5.9
Limonéne 5.1
F. Limonéne 26.0 (Kashmir)
. p-Cyméne 14.3 .
jaeschkeana | ""20 5 - 8 2 Himalaya | [124]
Terpinen-4-ol 5.8
S-Pinene 15.9 Iran
a-Pinéne 10.4
F. macrocolea| (z)- g-Caryophylléne 8.6 [125]
Cis-Sesquisabinéne hydrate 5.9
(E)- p-Caryophylléne 5.2
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a-Pinéne 19.2 Iran
Nonane 13.2 [123]
S-Pinéne 13.0
Limonene 5.4
F. orientalis | f-Phellandréne 23.6 Turquie
(E)-p-Ocimene 13.8
o-Pinéne 12.5 [126]
a-Phellandréne 11.5
Dehydro-sesquicineole 10.1
F. ovina a-pinene 374 Iran
. -phellandréne 10.8
(Fruits) {);obornyl acétate 9.2 (Khorasan) | 1127]
a-Fenchene 8.9
Myrcene 5.8
Carvacrol 9.0 Iran
. a-Pinéne 8.2
F. ovina Limonene 6.7 (Khorasan) [127]
(Parties Carotol 6.5
- Carvacrol 9.0 Iran
acriennes) a-Pinéne 8.2 (Isfahan)
Géranyl isovalerate 7.2 [128]
Géranyl propionate 7.0
Limonene 6.7
Carotol 6.5
a-Pinene 50.0 Iran
Limonéne 11.5 (Azerbaijan)
B-Pinéne 9.7 J [129]
o-Fenchyl acetate 7.4
Bornyl acetate 6.0
F. stenocarpa | a-Pinéne 48.8 Iran [130]
S-Pinene 30.1
a-Pinéne 12.6 Iran
Germacrene D 12.5
p-Pinene 10.1
epiy-Cadinol 8.9 [131]
o Myrcéene 7.0
F. szowitsiana S-Phellandrene 5.6
Bicyclogermacrene 5.6
Neryl acétate 33.0 Iran
p-Caryophyllene 8.9 [132]
a-Pinene 8.0
S-Pinéne 6.7
F. szowitsianal f-Eudesmol 29.5-32.0 Turquie
. a-Eudesmol 16.6-18.2
(Feuilles et | | pinene 6.4-8.6 [133]
o-Caryophyllene 5.6
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Tiges) Guaiol 5.3-5.0
(E)-1-Propenykechbutyl 40.0 Iran
disulfide
Z2)-1-Propenykecbutyl 8.7
((jigulfideIo g g [134]
F assa- Gerr_ngcréne B 7.8
' a-Pinene 5.9
foetida S-Pinene 5.0
secbutyl-(E,2)-1-propényl 37.9 Pakistan
disulfide
1-(methylthio) propyl-E,2)-1- 36.8 [135]
propényl disulfide
F. fukanensis | secbutyl-(E)-1-propényl 40.0 Chine [136]
disulfide
F. latisecta | secbutyl-(2)-propényl 65.2 Iran
disulfide [137]
secbutyl-(E)-propényl 6.8
disulfide
F. persica | Dill-apiole 57.3 Iran [138]
Elemicine 5.6
F. secButyl-(2)-1-propenyl 44.0 Chine [139]
sinkiangensis| disulfide
F. 9, 9-Tetradecadiyne 24.7 Algérie
. .| Germacrene D 24.5 .
vesceritensis Earneséne 85 (Ghardaia) [140]
a-Bisabolene 8.5

Le tableau 11 résume la plupart des études bilalpigques sur les huiles l'essentielles
obtenues a partir de différentes parties d'espge€®rula. Les résultats obtenu montrent
beaucoup de différences dans la composition chiendps huiles étudiées qui pourraient
étre attribuées aux changements climatiques etrgpbigiues aussi bien qu'aux différences
de la composition de sol, la méthode d'extractlanpartie de la plante (les fleurs, les
graines, les feuilles, les tiges, I'écorce, le#tdrau les racines), I'age de la plante et I'étape
de croissance [141-142].
Les monoterpénes et les sesquiterpene hydrocarbmmestituent le grand nombre de
produits identifiés dans les huiles essentielldsaggs des différentes especesHdeula
avec un pourcentagea 5% :

» L'a-pinéne a été trouvé comme composant majoritaire danfildes essentielles

de 24 especes dEerula comme un composant principale dans les huiles
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essentielles 9 especes étudidedadrakemaF. gluca F. hutellg F. jaeschkeana
F. macrcoleaF. orientalis F. oving F. stenocarpatF. szowitsiang110,116, 123,
124,126, 127, 129, 130, 131].

> Le p-pinenea été trouvé comme composant majoritaire dansuigsshessentielles
de 12 especes deerulacomme un composant principal dadasmacrocoleg125]
etF. gummos4122, 120, 118].

» Le limonenea été trouvé comme composant majoritaire dansuisshessentielles
de 9 espéces deerula [115, 119, 123, 127, 128, 129], comme un composant
principal dand=. gummosd121] etF. jaeschkeam§l24].

» Le myrcenea été trouvé comme composant majoritaire dansuigsshessentielles
de 5 espéeces deerula F. gluca F. gummosaF. oving F. szowitsiand116, 121,
127, 131] et comme un composant principal dcansommunigl11].

» Le germacréne Da été trouvé comme composant majoritaire dans l#esh
essentielles de 3 especeskdzula, F. szowitsiangl31], F. vesciritensig140] et
comme un composant principal déhgyluca[116].

» Le p-phellandréne a été trouvé comme composant majoritaire dans lggsh
essentielles de 3 especeskagula, F. ovina[127], F. szowitsiang131] etcomme

un composant principal dafks orientalis[126].

Une échelle possible pour la classification dedeluessentielles obtenues a partir de
Ferula spp. pourrait étre basée sur la présence de ca@wnposifrés parmi les composants
identifiés de I'huile. Selon cette mesure, lesdwileF. assa foetida, F. fukanensis, F.
latisecta, F. persica et F. sinkiangensist été trouvées pour contenir des composés de
soufre tandis que d'autres huiles sont dépourveessl composés. Parmi leurs composants
identifiés lesecButyl-(2)-propenyl disulfure et Isecbutyl-(E)-propenyl disulfure se sont
révélés étre les composés soufrés qui se produdsestles huiles essentielles d'especes de

Ferula

Les composés les plus fréquents sbipinéne, lep-pinéne, le myrcene et limonéne
(monoterpénes), le linalolptterpineol et l'acétate de néryle (monoterpéneg@ngs), le
p-caryophyllene, le germacréne B, le germacrene Dl'detadinéne (sesquiterpénes

hydrocarbonés), l'oxyde caryophylleneg- I cadinol, le guaiol et le spathulenol
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(sesquiterpénes oxygenes) et le sec-butyl- @opényl disulfure sec-butyle et (E), et le
disulfure de -propényl (composés soufrés) [146]

Les structures chimiques des composants majostd@® plus fréquents dans les huiles

essentielles du genFkerulasont résumeés dans le tableau 12

Tableau 12:Structures chimiques des principaux composantslissfréquents dans les

huiles essentielles du gerfferula
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II. 1.10. Activités biologiques des huiles essenties du genreFerula

Les huiles essentielles du gerfferula possedent des activités biologiques diverses:
antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticonvulgite antimycobactérienne, antioxydante
antispasmodique, et hypotensive [96-100]. Au moumg partie des activités biologiques

des plantes de ce genre peut étre attribuée aHailes essentielles [110-146].
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II. 1.10.a. Activité antioxydante des huiles esséaptles des espéces derula
L'activité antioxydante des huiles essentiellesplees dé&erula a fait I'objet de plusieurs

études comme le montre le tableau 13.

Tableau 13:Activité antioxydante d'huiles essentielle des espéld-erula :

Especes La partie Méthode d'activité Observation Réf
(Origine) étudiée antioxydante
Clso (mg/mL) =
ORG0.012 £
F. oléo-gomme- Méthode de ROS, 0.0020
assafoetida résine RNS, ORG0.025 + [144]
(Iran) H,O, et TBARS 0.0023
ORG0.035 +
0.0012
L'activité
F.(ggggzl)u Les racines Méthode du DPPH ;tél?ssota:ntzlgl’f;g?c [145]
mL
. L'activité
F. orientalis Parties Meth_(():(;(reo?gn[;fPH antioxydante [126]
(Turquie) aériennes i B . . relative de HE
inoléique acide —28%

Les huiles essentielles extraites Fleassa foetidaléo-gommes-résines (OGRS) récoltée
en Juin 15 (OGR1), 30 Juin (OGR2) et 15 Juillet @3%2011. ont montré une activité de
piégeage des radicaux avec desy:(3,012 a 0,035, 0,025 a 0,047 et 0,035 & 0,068 mg
mL, respectivement [144].

L'huiles essentielle obtenue des racine$ deeuffeliia été testé contre I'effet de piégeage
du radical libre DPPH, cette huile essentielle @atré une activité substantielle avec un
SG=22,43ug / mL [145].

L'huile essentielle extraite des parties aériershe$. orientalis a montré un potentiel
antioxydant fort vis a vis du radical DPPH et pteudosage d@-caroténe/ acide linoléique
[126].

[I. 1.10.b. Activité antimicrobienne des huiles esstielles des especes éerula

Les résultats obtenus de I'activité antibactériesin@ntifongique des huiles essentielles des

especes dEerulasont résumés dans le tableau 14.
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Ferula
Especes La partie Méthode : .
(Origing) Studise | utlisée Observation Ref
F. heuffelii Racines Diffusion | Inhibe Candida albicansa CMI = | [145]
(Serbie) sur disque 7,0 et 13,7ug / mL, et
+ CMI Micrococcus luteus CMI = 13,7
ug / mL etStaphylococcus
epidermidisa CMI = 17,6ug /
mL, etBacillus subtilisa CMI =
21,1ug / mL etMicrococcus
flavusa CMI = 28,2ug / mL
F. badrakema Fruit Diffusion Une faible activitéris-a-visde | [110]
(Iran) sur disque | Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Candida albicans,
Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa
F. gluca Parties Diffusion Une faible activitévis-a-visde | [116]
(Italie) aérienne | sur disque Staphylococcus mutans,
Enterococcus faecalis et
Escherichia coli, Staphylococcus
aureuset Candida albican®nt
présenté une forte résistance
F. latiescta Fruits Diffusion Inhibe Bacillus cereus [137]
(Iran) sur disque | Staphylococcus aurewt Candida
albicans
F. gummosa Fruits Diffusion Inhibe Staphylococcus aureus| [118]
(Iran) sur disque Staphylococcus épidermus
Bacillus subtilis Escherichia coli
Salmonella typhimurim,
Pseudomonas aerugingsaandidd
albicanset Candida kefyr.
F. gummosa Graines Diffusion actif contre lesStaphylococcus| [146]
(Iran) sur disque aureus Bacillus subtilis
Enterococcus faecalst moins
actif contrePseudomonas.
aeruginosa
F. szowitsiana| Feuilles Diffusion Inhibe Escherichia coli, [133]
(Iran) sur disque Pseudomonas aeruginosa,
+ CMI Proteus vulgaris, Salmonella
typhimurium, Candida albicans,
Staphylococcus aurees
Staphylococcus epidermidis
F. szowitsiana Parties Diffusion inhibe Bacillus subtilis [132]
(Turquie) aérienne | sur disque Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Pseudomonas.
aeruginoseet les souches
fongiquesAspergillus Niger
Candida albicans
F. assa-fotida| Graines diffusion Inhibe les 5 especésngiques | [147]
(Iran) sur disque | d'Asppergillus: A. awamayriA.
niger, flavus A. foetidusandA.
oryzae
F. assa-fotida | Les résines Diffusion | Inhibe Escherichia coletBacillus | [148]
(Inde) sur disque subtilisa CMI= 5ug /mL
+ CMI Inhibe 70% dePenicillium
chrysogenunet Aspergillus
ochraceus
F. assa-fotida | Oléogomme| Diffusion | CMI=0.028-0.111, 0.027-0.107 ef144]
(Iran) -résine sur disque 0.018-0.058 mg/mL
+ CMI

L'huile essentielle dé&. heuffelii présente une activité antimicrobienne contre kegxd
souches d€andida albicandCMI = 7,0 et 13,7ug / mL), ainsi que contr®licrococcus
luteus(CMI = 13,7ug / mL), Staphylococcus epidermidi€MI = 17,6 ug / mL), Bacillus
subtilis (CMI = 21,1ug/mL) etMicrococcus flavugCMI = 28,2ug / mL) [145].

L'huile essentielle dE. badrakemaa présenté une activitée modévéea-visdes bactéries

a Gram positifStaphylococcus aurews Bacillus cereust de la souche fongig@@andida
albicans Cependant, les souches a Gram négdfsdiierichia coliet de Pseudomonas
aeruginosasemblent résistantes aux effets inhibiteurs de ¢tetile [110].

Dans une autre étude, les huiles essentiellds. dgaucaont été évaluées pour l'activité
antibactérienne et antifongique. Les résultats ranhtré queBacillus subtilisa Gram-
positif était la souche la plus sensible. Les ludssentielles ont également montré une
activité inhibitrice  modérée contr&treptococcus mutans, Enterococcus faecalis et
Escherichia colialors qu’aucune activité remarquable n'a été oBgecontreS. aureuset
Candida albicang110].

L'huile essentielle de fruits deé. latisecta a inhibé la croissance d@acillus cereus
Staphylococcus aurewet Candida albicansmais n'a eu aucun effet si#t. aeruginosaet

E. coli[137].

L'huile essentielle extraite des fruits de gummosaa présenté une forte activité
antibactérienne et antifongique conte aureus S. épidermeBacillus subtilis E. coli,

Salmonella typhietP. aeruginosaet les champignorGandida albicantC. kefyr[118].
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L'huile essentielle de graines & gummosaa également été rapportée pour étre active
contre lesS. aureus Bacillus subtilis Enterococcus faecalist moins active contr@.
aeruginosg146].

L'huile essentielle extraite des feuille dE. szowitsiana, possede une activité
antimicrobienne contr&. coli, P. aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmtné&fphimurium,
Candida albican®t aux souches résistantes a la méthiciBnaureuset S. epidermidisa
une CMI de 0,156 a 1,2% / mL [133].

L'huile essentielle obtenue a partir des partieades dd-. szowitsiana inhibé Bacillus
subtilis S. aureus, E. coli, P. aeruginost les souches fongiquésspergillus Nigeret
Candida albican$145].

L'activité antifongiqued'huile de graine d€. assa foetida été testéeontre cinq espéces
des moisissures alimentair&spergillus(A. awamorj A. niger, A. flavus A. foetidusandA.
oryzag. elle a montré un pouvoir inhibiteur pour les tré@wpes de la reproduction
asexueée, la germination des spores, la croissaneeydélium, et la formation de spores
[147].

Les huiles essentielles isolées des deux variaties assa foetidgPathani et Irani) ont
éte testées contre 13 organismes bactériens ettmsyd'origine alimentaire. Pathani était
le plus efficace contre les bactéries comBecoli et Bacillus subtilisavec une zone
d'inhibition de 18 mm et 28 mm, respectivementhé concentration minimale inhibitrice
de 5ug / ml. L'huile essentielle d'lIrani a montré regmeenent 75 et 70% d'inhibition de la
croissance d@enicillium chrysogenurat Aspergillus ochraceualors que I'huile volatile
de Pattani inhibé 49 et 45% des souches fongid4es.

Les huiles essentielles extraites des oléo-gomsiaaéleF. assa foetideont inhibé la
croissance des microorganism8almonella typhi Escherichia coli Staphylococcus
aureus Bacillus subtilis Aspergillus nigerCandida albicans une concentration minimale
inhibitrice qui varie entre 0.028-0.111, 0.027-016t 0.018-0.058 mg/mL des huiles
essentielles de OGR1, OGR2 et OGR3, respectivejhé4}.

[I. 1.10.c. Activité anticonvulsive des huiles esstelles des especes deerula :
L'huile essentielle des fruits d& gummosaétait évaluée pour l'activité anticonvulsive
contre les crises expérimentales. L'huile essémtieéh aucun effet sur les crises induites

par un électrochoc mais elle protege les souristreotes crises induites par le
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pentylénetétrazole. Mais, la dose protectrice ptaglie neurotoxicité et était trop proche
de la dose Diy d'huile essentielle [117].

[I. 1.10.d. Activitée Spasmolytique des huiles esstelles des especes deerula

L'activité spasmolytique des espéced-deula a fait I'objet de plusieurs études comme le

montre le tableau 15.

Tableau 15:Activité spasmolytique des huiles essentiellesedp®ces dEerula

Especes L‘?‘ pa_rpe Méthode utilisée Observation Réf
(Origine) étudiée
F. .
gummosa oléo-gomme ) o l'acétylcholine u'_n,effe.t relaxant sur [121]
résine I'ileon isolé des rats
(Iran)
a 86,64ug /ml
.. A 1 0 ! )
F. heuffelu Les racines| KCl et I'acétylcholine'orese.rr[alt 50% de | effft[145]
(Serbie) maximum relaxant de
I'atropine

Sadraei et ces colborateurs [12ht montré que I'huile essentielle extraite d'aémme-
résine deF. gummosapossede un effet relaxant sur liléon isolé des raintre les
contractions induites par le KClI et l'acétylcholibhes auteurs ont indiqué qu'au moins une
partie de cet effet inhibiteur peut étre dle @plhéne et aup-pinéne qui sont les

composants majoritaires de I'huile essentielle

L'huile essentielle extraite des racines He heuffelii a été testée pour l'activité
antispasmodique. Elle a inhibé la contraction spoée de [iléon isolé des rats a la
concentration de 86,6dg /mL présentant 50% de I'effet maximum de l'amepiApres
incubation avec 75,00g /mL de l'huile essentielle, I'acétylcholine n'aspinduit des
contractions de l'iléon, et a 250,09 /mL, I'nuile essentielle a aboli presque compietet

I'effet spasmodique du chlorure de potassium (80 [KNb].
Il. 1.10.e. Effet des huiles essentielles #&erula sur la fonction érectile

L'huile essentielle extraite des graineskdeharmonisa révélé que cette plante pourrait
améliorer la fonction érectile chez les rats. Mais peut aussi causer une certaine toxicité

quand elle est utilisée pendant une longue péifibgia].
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lll. 1. Activité antioxydante

[ll. 1.1. Généralités sur les antioxydants

Ces dernieres années, lintérét porté aux antioXgdanaturels a augmenté
considérablement a cause de leurs propriétés tdtigpes. Des recherches
scientifiques dans diverses spécialités ont étéeldppées pour I'extraction,

l'identification et la quantification de ces compsesa partir de plusieurs substances

naturelles a savoir, les plantes médicinales gireduits agroalimentaires [150-152].

L’activité antioxydante d’'un composé correspona@ &apacité de résister a I'oxydation.
Les antioxydants les plus connus som-tearoténe (provitamine A), I'acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi dae composés phénoliques. En effet,
la plupart des antioxydants synthétisé ou d’originturelle possedent des groupements
hydroxyphénoliques dans leurs structures et legrigés antioxydantes sont attribuées
en partie, a la capacité de ces composeés natupiger les radicaux libres tels que les
radicaux hydroxyles (OWet superoxydes (0 [153-156].

[ll. 1.2. Méthodes de détermination de I'activité atioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer,vitro et in vivo, [Iactivité

antioxydante par piégeage de différents radicaGX{ll60] on cite:

» Le test du diphényl picrylhydraz{DPPH).

» La décoloration ABTS, acide 2,2 -azinobis-(3-étleylbothiazoline-6-sulfonique)
(ABTSs").

» Le test de blanchissement ou de décoloration da-tEbtene(Systeme g-
carotene /Acide linoléique).

» Le test utilisant le pouvoir réducteur des ionsifgies, chélation des ions ferreux
(FRAP) en anglais: "ferric reduccing antioxidant power".

> Le test utilisant le pouvoir réducteur des ionsrigues (CUPRAC) en anglais:
"Cupric reducing antioxidant capacity".
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lll. 1.2.a- Le test du 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

Le 1,1-diphenyl-2-picrylnydrazyl (DPPH) est un reali libre stable de coloration
violette foncée, il absorbe a 517 nm, lorsqu’il €stuit, en présence de composés anti
radicalaires, il change de couleur en virant aungay(figure 6). Les absorbances
mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcedtadgbition du radical DPPHqui

est proportionnel au pouvoir antioxydant de I'édHimm [161].

NO,
O,N N—N

NO,
DPPH-

Figure 6 : La formeréduite DPPH et la forme radical DPPH

lll. 1.2.b- La décoloration ABTS, acide 2,2 -azinols-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTS™)

L'ABTS’est un radical libre stable. Il est trés utilisé&pévaluer le pouvoir antioxydant
des fluides biologiques, des huiles essentielles,axtraits ou bien des composés purs
[153]. Ce radical cation est facilement formé paydation en présence de persulfate de
potassium pour donner une solution colorée enbleri-(figure 7). Le radical formé est
stable avec des coefficients d’extinction molaitevés a 416, 650 et 734 nm. La
concentration de ce radical peut étre déterminéemesurant I'absorbance a ces

longueurs d'onde [156].

035 S S SO5 055 S S SO3
el LY
N N N+ N
| I | |

CoHs CoHsg CoHs CoHs
4
ABTS ABTS

Figure 7 : La formeréduite ABTS et la forme radical de cation ABTS
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lll. 1.2.c- Le test de blanchissement ou de décolation du béta-carotene (Systeme

B-caroténe /Acide linoléique)

Dans ce test, I'activité antiradicalaire des hasentielles est déterminée en mesurant
l'inhibition de la dégradation oxydatif d@-caroténe (décoloration) par les produits
d’oxydation de I'acide linoléique selon la méthadiecrite par I'oxydation de l'acide

linoléiqgue génére des radicaux peroxydes, ces aaxlitibres qui vont par la suite

oxyder le-caroténe entrainant ainsi la disparition de saexoulouge, cette méthodes

est suivie spectrophotométriguement a 490 nm. QCigpen la présence d'un

antioxydant pourrait neutraliser les radicaux kbderivés de I'acide linoléique et donc

prévenir I'oxydation et le blanchissementfhgarotene [162].

lll. 1.2.d- Le test utilisant le pouvoir réducteur des ions cuprique (CUPRAC)

La méthode du CUPRAC a été développée par Apalkestoauteurs [163, 164]. Ce
dosage est basé sur la réduction dé"@n CuU par l'action combinée de tous les
antioxydants ou les réducteurs dans un milieu agé¢wanolique (pH=7,0) en présence
de Néocuproine (2,9-diméthyl-1 ,10-phénanthroline); les polyphénols, donnant un
complexe Cli avec un pic d'absorption maximale a 450 nm (figBye165]. Cette

méthode peut étre utilisée pour la déterminatiotadeapacité antioxydante des huiles
essentielles par le complexe TiNeocuproine (Cti-Nc) en tant que réactif oxydant
chromogene. Ce procédé est capable de mesurdpid ldes antioxydants hydrophiles

et hydrophobes.

réactif CUPRAC produit jaune orangé
Bleu claire A=450 nm

Figure 8: Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante
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[ll. 1.2.e- Le test utilisant le pouvoir réducteurdes ions ferriques, chélation des

ions ferreux (FRAP)

La méthode de la réduction du fer est basée gédlaction de fer ferriqgue en sel de fer
par les antioxydants qui donnent la couleur blel&6]. Selon la figure 9 la capacité
chélatrice des huiles essentielles étudiée estrdétée selon la méthode de Decker et
ses collaborateurs La méthode est basée sur fiignide la formation du complexe

Fe(ll)-Ferrosine apreés le traitement des échansliavec les ions Eg167].

)y |“\ K \
/N\/ N 2N N _N
§ /Fe(lll)\ Fe(II) 5

\

7 7 | _

Fe*-TPTZ+ antioxydant rédut ————— Fe&*-TPTZ (bleue intense & 595 nfn)

Figure 9: Réaction de test FRAP (Ferric Reducing Antioxid@ower) [168].
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[1l. 2. Activité anticholinestérase

[1l. 2.1. Généralités sur la maladie d’Alzheimer

La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénér(perte progressive

de neurones) incurable du tissu cérébral qui ergri perte progressive et irréversible
des fonctions du cerveaux et notamment la mém@iest la forme la plus fréquente
de démence chez I'étre humain.

Cette maladie est décrite par le médecin allemda Alzheimer en 1906 [169].

"Dans la Maladie d'Alzheimer (MA), les cellules wmeuses se détériorent
progressivement”, surtout celles produisant deétidcholine, substance importante
pour la mémoire. On a montré qu’il existe une lmiste la concentration

d’acétylcholine dans le cerveau de patients attelatMA [170].

lll. 2.2. Les cholinestérases
Il existe deux types de cholinestérases, distingpée leur affinité pour I'acétylcholine

et la butylcholine :

» L'acétylcholinestéras¢ AChE) ou acétylcholine acétylhydrolase, identifiée au
départ dans le plasma et dans les synapses.

» La pseudocholinestérase ou butylcholinestéfB&hE) ou cholinestérase

plasma- ayique ou encore acylcholine acylhydroladentifiée au départ dans

le foie.

L'enzyme de dégradation, I'acétylcholinester@S€hE), se trouve a la fois dans les
compartiments présynaptiques du neurone cholingeged postsynaptique du neurone
cholinoceptif (figure 10) [171]. Le compartimentgtsynaptique répond a I'AChE par
l'intermédiaire de récepteurs de type muscariniquede type nicotinique. La glie
adjacente contient de la butyrylcholinesterd@&@hE). L'inhibition des AChE ou BChE
par des agents pharmacologiques exerce un effdinchmmétique en retardant
I'nydrolyse de I'AChE. lIs furent les premiers agepharmacologiques administrés
dans la MA et restent les principaux méme si laifsts sont hétérogénes et parfois
décevants.

Le systéme cholinergique joue un réle dans le étetlu débit sanguin cérébral [172],

dans l'attention et I'éveil cortical [173].
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Acétyle choﬂee
r ~ H3C @ CHs
0
H ch\ /CH3 H,0 o \N/
H3C7C7O—CH2—CH2—T®@OH \ / \CH
CHs H,C CHy

Figure 10: Réaction d’hydrolyse de I'acétylcholine
lll. 2.3. Méthodes de mesure des inhibiteurs de I@tylcholinestérase

Afin de détecter les activités inhibitrices de éadcholinestérase (AChE) et de la
butyrylcholinestérase (BChE), plusieurs méthodest sbisponibles. Les principales

reposent sur des tests colorimétriques, telledaymeéthode d’Eliman [174].
lll. 2.3.a- Méthode d’Ellman :

La méthode d’Ellman est la méthode standard udilsg@ur détecter et surtout quantifier
uneinhibition de I'AChE [174].Elle est basée sur le clivage de l'acétylthiochepar
AChE, cette réaction produit de la thiocholine iquéagit avec le 5,5
dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former un angcouleur jaune (figure 11).

Cette méthode, en plus de quantifier I'inhibitioous forme d’IC50 (concentration
diminuant I'activité enzymatique de moitié), perrégalement d’étudier les parameétres
cinétiques et par conséquent le taux d’inhibition.

AChE
(CHg)sN*CH,CH,SCOCH, + H,0——— (CHg)3N*CH,CH,S + CHsCOO + 2H*

acétylthiocholine thiocholine acétate

e

dithiobisinitrobenzoate (DTNB) COO

OZN—QS + (Hsc)3+NHZCH2cssQ—NO
COO

‘0oC

5-thio-2-nitrobe nzoate 2-nitrobenzoate-5-mercapothiocholine

(jaune)

Figure 11: Réaction colorimétrique d’Ellman.
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[ll. 2.4. Les traitements de la maladie d’Alzheimer:

A ce jour, la maladie d’Alzheimer reste incurableexiste cependant des traitements
permettant d’atténuer les troubles cognitifs, sanspécher la progression de la
maladie. La plupart agissent sur l'activité cholgique [175], et spécialement les

inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (AChE) qui ese enzyme présente dans le tissu
neuronal cette derniére permet la régulation defléx nerveux : en dégradant

'acétylcholine résiduelle issue d’'une neurotrarssion. L'une des solutions pour

augmenter le taux d’acétylcholine au niveau synagticonsiste alors a diminuer sa
dégradation, ceci en inhibant I'effet de I'enzynecdtylcholinestérase (figure 12).

0 N récepteur
S s;;z::tliltheuel/é‘\ acétylcholine L -
\& YZ>/’ . )
Hielitore i Neurone
pri-synapUe CoA D AChE post-synaptique

choline ~acétate

AChE! | ¢
@ AChE = acétylcholi té
v i AChE inhibée ~aceicholinesterase

AChEI = inhibiteur

récepteur
muscarinique

s 3
- ( n
B ) i

~, N
o

acétyl-CoA

Figure 12: Mécanismes de neurotransmission cholinergique][175
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1. 3. Activité Antibactérienne :

[1l. 3.1. Généralités sur les antibactériens :

Une substance antibactérienne ou bactéricide essuinstance possédant la capacité de
tuer des bactéries, elle fait intervenir tous l@sactéres structuraux et métaboliques qui
leur donnent une individualité parmi les microorngames et permettent de les

distinguer d’'une part deshampignons inférieurs et des protozoaires, d’'quare[176].
lll. 3.2. Les méthodes antibactériennes vitro :

Il existe trois méthodes pour déterminer I'actiatdibactériennen vitro:
» Meéthode de diffusion sur disques.
» Meéthode de diffusion en puits.

» Méthode de microatmosphere.

lll. 3.2. a- Méthode de diffusion sur disques desuiles essentielles :

Cet examen se fait de la méme maniéere qu'un agténome ou les antibiotiques sont
remplacés par des essences aromatiques, préalabledectionnées et reconnues
[177]. L'aromatogramme ou méthode par diffusionrelieu gélosé ou encore méthode
de disques est une technique qualitative permettantiéterminer la sensibilité des
microorganismes vis-a-vis d'une substance réputdieiarobienne. Cette méthode
repose sur le pouvoir migratoire des huiles essiadia l'intérieur d'une boite de Pétri,

dans un milieu nutritif solide (Mueller Hinton) [IJ

Ill. 3.3. Détermination de la concentration minimalke bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide (CMB) estpms faible concentration de
substance qui laisse au plus 0,01% de germes autsivA I'aide d’'une anse calibrée a
2 uL, les contenus des tubes dans lesquels aucundrpizbété observé ont été prélevés
et ensemenceés sur une gélose Mueller-Hinton, ermempant par le tube de la CMI
[177].
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[ll. 3.4. Détermination de la concentration minimak inhibitrice (CMI) par la

méthode de dilution en milieu solide :

Méme si les huiles essentielles sont considéréesmeo des additifs salubres, leur
utilisation est souvent limitée par les critéregamoleptiques de l'aliment. Pour cette
raison, il sera nécessaire de déterminer la CMbE{(& dire la plus faible concentration
en huile capable d'inhiber toute croissance bamtéd sans affecter la qualité

sensorielle de l'aliment), car selon l'effet rechér et les bactéries ciblées, la

concentration ne sera pas la méme [178].
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PARTIE 11, CHAPITRE I MATERIEL VEGETAL

|. 1. Pistacia atlanticaDesf.

La plante a été récoltée en Mars 2012, dans lemréde Berriane-Ghardaia par Mr.
Chawki Bensouici et identifiée par le professeurda®® de Bélair (Université Badji-
Mokhtar, Annaba). Un échantillon (Pa 03/12) estseowé dans I'herbier du laboratoire
d’obtention de substances thérapeutiques (LOSTépartement de chimie, université de
Constantine 1. Aprés séchage dans un endroit ddyraides rayons solaires, les fleurs et
les feuilles ont été pesées séparément 100g (fig)re

Figure 13: Pistacia atlanticaDesf[www.rarepalmsseds.com]
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|. 2. Ferula vesceritensi€oss. & Dur

La plante a été récoltée en Mars 2011, dans lemréde Berriane-Ghardaia par Mr.
Chawki Bensouici et identifiée par le professeurda®# de Bélair. (Université Badiji-
Mokhtar, Annaba). Un échantillon (Fv 03/11) est smmé dans I'herbier du laboratoire
d’obtention de substances thérapeutiques (LOST)lépartement de chimie, université de
Constantine 1. Aprés séchage dans un endroit Babrades rayons solaires, les fleurs et
les tiges ont été pesées séparément 100g des diedes tiges ont été utilisés a I'état frais
(figure 1. 14).

Figure 14: Ferula vesceritensi€oss. & Durfwww.science.mnhn.fr]
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Il. 1. Hydrodistillation des huiles essentielles
Il. 1.a. Pistacia atlanticaDesf.

La plante récoltée a été séparée en fleurs et witiefe (100 g chacune), qui ont été
hydrodistillées pendant 3 h dans un appareil de t@tevenger, produisant des huiles
jaunes Pistacia atlanticafleurs PAFI (1,7%) ePistacia atlanticafeuilles PAFe (1,5%) (w

/ w) . Les huiles ont été séchées susI@ anhydre et conservées a 4 °C avant les analyse
GC et GC-MS et les tests biologiques.

[l. 1.b. Ferula vesceritensi€oss. & Dur

La plante récoltée a été séparées en fleurs éjes) tine partie des fleurs et des tiges a été
séchée a température ambiante. Les fleurs et s tfraiches (FF, TF) ont été
hydrodistillées pendant 3 h, dans un appareil ge t9levenger. Ensuite, les fleurs et les
tiges séchée (FS, TS) étaient également hydrdéestjl produisant des huiles jaunes de FF
(1,8%), FS (1,6%), TF (1,6%), TS (1,4%) (p/p), qut été séchées sur }$, anhydre et
conservées a 4 °C avant I'analyses GC et GC-M& eésts biologiques.

ll. 2. Analyse GC et GC/MS

2.1.a- Analyses GC des huiles essentiellesRistacia atalantica

Les analyses GC des huiles essentiellePidéacia atlanticaont été réalisées sur un
chromatographe en phase gazeuse Shimadzu GC20ife é&tjune colonne DB-5 MS

réticulé (30 m x 0,25 mm, épaisseur de film de Q&Y. La température du four a été
programmée comme isotherme a 50°C pendant 5 migap2i75°C par une vitesse de 5°C
/ min et maintenue a cette température pendantrb bélium est utilisé comme gaz

vecteur a un débit de 1 ml/ min.
Il. 2.1. b-Analyses GC/MS des huiles essentielles Bistacia atalantica

Les analyses GC/MS ont été réalisées a l'aide @anShimadzu GC2010 couplé a un
détecteur sélectif de masse Shimadzu QP2010 MS.cheditions opératoires sont les

mémes que pour la GC analytique. Les parametreglditation MS étaient les suivants:
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0,1uL de I'huile essentielle a été mélangé avec dedtédiéthylique (40%).
le potentiel d'ionisation : 70 ev.

courant d'ionisation : 2 A.

température de trappe d’ions : 200 ° C.

résolution : 1000.

temps de scans : 5 s.

bande de scans de 40 a 400 u.

rapport de split : 01:50.

YV V.V V V V V V V

vitesse linéaire : 30,0 cm / s.

Les pourcentages relatifs aux composés identifidsété calculés a partir de la GC par

intégrateur informatisé

II. 2.2.a- Analyse GC des huiles essentielles Berula vesceritensis

Les analyses GC des huiles essentielle§at@la vesceritensi®nt été réalisées sur un
chromatographe en phase gazeuse Varian CP3800eédjuipe colonne VF5-MS réticulé
(30 m x 0,25 mm, épaisseur de film de Ou2%). La température du four a été programmeée
comme isotherme a 60°C pendant 5 min, puis a 2f&fiCune vitesse de 5°C / min et
maintenue a cette température pendant 5 min. ulinééist utilisé comme gaz vecteur a un
deébit de 1 ml / min.

Il. 2.2. b-Analyses GC/MS des huiles essentielles Berula vesceritensis

Les analyses GC/MS des huiles essentielldsedela vesceritensia I'aide d'un GC varian
couplé a un détecteur sélectif de masse Saturn. 2230conditions opératoires sont les

mémes que pour la GC analytique. Les parametreglditation MS étaient les suivants:

0,1uL de I'huile essentielle a été mélangé avec dedrétiéthylique (40%).
le potentiel d'ionisation : 70 ev.

courant d'ionisation : 2 A.

température de trappe d’ions : 180 ° C.

résolution : 1000.

temps de scans : 5 s.

bande de scans de 40 a 400 u.

YV V. V V V V V
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> rapport de split : 01:30.

» vitesse linéaire : 30,0 cm / s.

Les pourcentages relatifs aux composés identifiégt@ calculés a partir de la GC par

intégrateur informatisé

lI. 3. Identification des composants

Les composants d'huiles essentielles ont été fadEnten fonction de leurs indices de
rétention (RI) (déterminé par référence a une d#&mologue d'alcanes normaux), et par
comparaison de leurs modeles de fragmentation detrgmétrie de masse avec ceux

rapportés dans la littérature [179-181].
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lll. 1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des huiles essentielleséatéstée par 5 méthodes : DPPH, ABTS

B-caroténe, métal chélation et CUPRAC.
[ll. 1.1. Activité antiradicalaire DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

Le dosage spectrophotométique a été effectué demmitroplaques de 96 puits. utilisant
le radical stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (Bi®) comme réactif, 40l de différentes
concentrations des huiles essentielles ont étéésgau 160ul de solution de 0.4 mM de
DPPH dans le MeOH. Apres 30 min d’incubation a $alrité et a température ambiante,
I'absorbance a été lue contre un blanc (MeOH) arbfi7ZLa microplaque est insérée dans
le spectrophotométre (SpectraMax 3488C lecteur de microplaques & 96 puits/ logiciel
PROV5.2 software) [182].
Les résultats ont été enregistrés en termes de@uage d’inhibition (I %) selon la
réaction suivante :

(190) = @anc - Aextrait/ Alang X 100

Agiane. Absorbance de la réaction témoin contenant tesisdactifs sauf I'extrait.
Aexrait. Absorbance de la réaction contenant de I'extrait.

Les résultats sont la moyenne des analysesicata, ils ont été enregistrés en moyenne
+ écart type. La concentration d’extrait fournigsad d’activité de piégeage des radicaux
(ICs0) a été calculée a partir du graphe de DPPH.

Le BHA et lea-tocophérol ont été utilisés comme des standartilsxgdants [182,183].

lll. 1.2. La décoloration ABTS, acide 2,2 -azinobi@-éthylbenzothiazoline
-6-sulfonique) (ABTS")

L'ABTS ™ est un radical libre stable, dans cette méthods awons utilisé la méthode de

Re et ces co-auteurs avec une légere modificati®d-185].
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Le radical ABTS a été produit par la réaction entre 7 mM d’ABT®islabO et 2.45 mM
de persulfate de potassium, le mélange a été staiel'obscurité a température ambiante
entre 12h-16h. avant utilisation.
La solution a été diluée par I'éthanol jusqu’a teition d’'une absorbance de 0.708 +
0.025 a 734 nm. Ensuite, 16Dde la solution d’ABTS on été ajoutés a 40de la solution
de I'extrait dans I'éthanol a différentes concetndres. Ainsi que I'antioxydant standaesd
tocophérol dépose déja en triplicata sur une miape a 96 puits.
Apres 10 min, 'absorbance a été mesurée a 734&nmtilisant un lecteur de microplagues
de 96 puits. Les pourcentages d’inhibition ont egkeulés pour chaque concentration par
rapport a I'absorbance du blanc (EtOH). La capatit@iégeage de 'ABTSa été calculée
selon la réaction suivante :

(1%) = (A Bianc - A huiles/ A Bland X 100

A rianc 'absorbance de la réaction témoin contenant lesiséactifs sauf I'extrait.
A Huies I'absorbance de la réaction contenant I'huilssrselle.

Le BHA et lea-tocophérol ont été utilisés comme des standartisxgdants

lll. 1.3. Le test de blanchissement ou de décoloriah du béta-carotene
(Systémeg-carotene /Acide linoléique)

L’oxydation de I'acide linoléique génere des radicgperoxydes, ces radicaux libres vont
par la suite oxyder IB-carotene entrainant ainsi la disparition de saszoulouge, qui est
suivie par un spectrophotometre a 490 nm. Cepenldamrésence d'un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés l'deide linoléique et donc prévenir
I'oxydation et le blanchissement @ecaroténe [183,186].

0,5 mgpB-caroténe dans 1 ml de chloroforme a été ajo® pl de I'acide linoléique, et
200 mg de Tween 40 mélange d'émulsifiaAf.és évaporation du chloroforme sous vide,
100 ml d'eau distillée saturée avec de l'oxygemne,éé ajoutés sous agitation. Quatre

mille microlitres de ce mélange ont été transf@l@éss différents tubes a essai contenant
différentes concentrations de I'échantillon dansl'éanol. Dés que I'émulsion a été
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ajoutée a chaque tube, le temps zéro absorbant& mesuré a 470 nm, a l'aide d'un

spectrophotometre.

Un systéme d'émulsion dépourvue [glearotene a été incubé pendant 2 heures a 50 °C
dans un bain-marie. Le BHT et detocophérol ont été utilisés comme étalons. Le @eix

blanchissement (R) d&caroténe a été calculé selon I'équation suivante:
R=In (a/b)/t

In = log, a = absorbance a t (0 min), b = absorbant (120 min). I'activité antioxydante a
été enregistrée en termes de pourcentage d’irdmbiAA %) selon I'équation suivante:

(AA%) = (R Blanc - R huiles/ R Blanc) x 100

1l 1. 4. Chélation des ions ferreux

L’activité de chélation des ions Fea été mesurée en utilisant la Ferrine [187]. Latiam
des extraits a différentes concentrations |{j0a été ajoutée a: 40 EtOH, 40ul FeCb
(0.2 mM) et 80ul feréne (0.5 mM). L’absorbance a été mesurée aesin a 562 nm.

L’activité de métal chélation a été calculée séldquation suivante:
Activité de métal chélation (%) = (Bontrole— A Huile / A contrald X 100

* A controle €St I'absorbance de I'échantillon dépourvu deiléu
* A huiles €St 'absorbance de I'échantillon en présencehade
L’EDTA a été utilisé comme un standard antioxydamir la comparaison de I'activité

de nos huiles.
. 1.5. La réduction cuprique (CUPRAC)

L’activité antioxydante par réduction cuprigue ((RAC) des extraits a été déterminée
selon la méthode de Apak et ces co-auteurs [188].

Pour chaque unité d’'une plaque de 96 unités, dat@ts ont été ajoutées: pldde Cu(ll)
(10 mM), 50ul de neocuproine (7.5 mM), G0 de tampon NH4Ac (1 M, pH =7), et 40

de I'huile a différentes concentrations.

Aprés une heure du temps et a l'aide d’'un lecteumdcroplaques, I'absorbance a été

enregistrée contre un blanc a 450 nm.
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[1l. 2. Activité anticholinestérase

Les activités inhibitrices de I'acétylcholinest@&ChE) et de la butyrylcholinestérase
(BChE) ont été mesureées utilisant la méthode spectropt@itayue d’Ellman et ses
collaborateurs avec une légere modification [188]1Les enzymes AChE de I'anguille
électrique et BChE de sérum de cheval ont été&ésjitandis que I'iodure
d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiochodi ont été utilisés comme substrats de la
réaction AChE etBChE respectivement) de I'acide 5,5'-dithio-bis 2-nliemzoique
(DTNB), pour la mesure de I'activité anticholinesise.

Briévement, pour mesurer I'activité inhibitrice AEhun mélange de: 130 du tampon de
phosphate de sodium (100 mM, pH = 8),ul@'huile a différentes concentrations, e .20
de I'enzyme AChE (5.32 x 10-3 U), ont été incubésdant 15 min a 25°C, puis g0de
DTNB (0.5 mM) ont été ajoutés. La réaction est @rdnitiée par I'addition de 20l
d’iodure d’acétylthiocholine (0.71 mM).
la détermination de l'activité inhibitrice de BChEsuivi les mémes étapes de celles de
AChE, en utilisant I'enzyme BChE (6.85 x 10-3 U3t le substrat chlorure
butyrylthiocholine (0.2 mM).
L’hydrolyse de ces substrats a été surveillée pactsophotométrie la coloration jaune de
5-thio-2-nitrobenzoate formé par la réaction de BThvec la thiocholine, libérée par
'hydrolyse enzymatique de [liodure d’acétylthiodine ou de chlorure de
butyrylthiocholine.
L’absorbance a été mesurée a l'aide d’'un lecteunideoplagues a une longueur d’onde de
412 nm.
Le pourcentage d’inhibition des enzymes AChE ou B@Hété déterminé par comparaison
de la réaction de I'échantillon comportant I'hydlar rapport a I'échantillon & blanc (EtOH
dans du tampon phosphate (pH = 8) a l'aide dertladte suivante:

| (%) = (E — S)/E x 100
E : l'activité de I'enzyme sans huile
S : l'activité de I'enzyme en présence d'huile
Les expériences ont été réaliséesrigticata, utilisant la galantamine comme composé de

référence.
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[1l. 3. Activité antibactérienne

lll. 3.1. Identification des souches

Les souches testées sont des souches de réféASICE), et les autres sont identifiées au
niveau du centre hospitalo-universitaire Ben Badi<onstantine (CHU).

L'étude de l'activité antibactérienne a été réale@ deux étapes selon la méthode de Bauer
et ces co-auteurs et CLSI, 2007 [190, 191].

lll. 3.2. Microorganismes testés

[ll. 3.2.a- Microorganismes testés sur les huile sentielles dePistacia atlantica
» Escherichia colATCC 25922

Escherichia coli

Staphylococcus aureusTCC 43300

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginodd CC 27853

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Streptococcus enterococcus

Enterobacter aerogenes

Proteus vulgaris

YV V.V V V V V V V V

Salmonella typhimurium

[ll. 3.2.b- Microorganismes testés sur les huile egntielles de~erula vesceritensis:
» Escherichia colATCC 25922

Escherichia coli

Staphylococcus aureusTCC 43300

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginodd CC 27853

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoneae

Morganella morganii

YV V.V V V V V V

Enterobacter aerogenes
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[ll. 3.3. L’antibiogramme par diffusion sur milieu gélo® (Méthode des disque

La technique utilisée dans notre travail est ldanégue deCLSI, 2007[191]. Le milieu
standard utilisé est IBlueller-Hinton. L'épaisseur de la gélose doit étre strieratrde -
mm répartie uniformément. Nous avons utilisé leigrayy/hatman N°3 coupé en disques
6 mm. Ces derniers doivent avoir un contour régyieur donner une zone d’inhibitic
facile a mesureet doivent étre stéril (figure 15) .

L'ensemencement deoculurr de 1 mL est réalisé sursarface du milieu Mueller Hinto
préalablement coulé dans des boites de ILes boites sont laissépsur refroidirpendant

15 min a température ambiai(sur la paillasse) [192].

[
Preculhme Enseaiens apent Preparation
[ &1 2ines e I'mocuhi
I r/”_"\“ : -
apres 24 apres 15 b
|
| N
ir -
| I
[ Bliben -
|dle conzervation mafien B HIR Cielose imiritive Tube
[ VACUTENER
1

Figure 15 Préparation de I'inoculum.

Des disques stériles (6 mm de papiehatman N°3) imprégnés d'une quandes huiles
essentielles I'état pur sont déposés au centre des boitegs-ci sont ensuite fermées
laissées diffuser pendant 20 mn puis incubées &C3pendant 24 h. Apres incubatic
I'absence de croissance bactérienne exprimantativii@antibactérienne se traduar un
halo translucide autour du disgiPour chaque disque, on mesure le diamétre de ka
d’inhibition a laide d'un pied coulisse ou d'une regle.eS diametres mesis sont
compares a des diagrammes des antibics de réféerence.

Une fois I'antibiogamme réalisé et les diametres des zones d’inbibithesurés ave
précision, on passe a la deuxieme étape de I'éadactivité antibactérienne ; il s’agit «

la détermination de la CI (figure 16).
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HE: pr
Agumalograinine s HE, = Disque illll)réﬂ.llé
de 480 i d'HE
d__ - Zcned'inhibition |
" Tapis bactérien
de souche 1
Milieu B.H.I.B
Ensemencement aprés 24k dinenbanon
de la G,V (strmesh a 3T
A
Lecnue apriss 24h d'meabation : B Effer
ey : 2 e BACTERICIDE
Effet Tretermmation de
BACTERIOSTATIOUFE L ORI e VB
Détermmation de
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Figure 16: Activité antibactérienne des huiles essentie
[ll. 3.4.Détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

la solution mérea été préparée en solubilisant mg des huiles essenles de chaque
plante dans uneokition de 10mL d’eau distée.
Pour avoir la concentration de 12ug/mL a partir de la solution de 2009 /mL, on prend

6,4 ml de cette derniére a laquelle on ajoute 3,8'@au distillée

L es étapes a suivre pour ldétermination de la CMI sont

» préparer une culture en phase exponentielle ereunliquide de la bactérie
étudier.

» repiquer les bactéries étudiées dar mL de bouillon M-H.

» mettre a I'étuve a 37°C pendant 3 a 5 heures, jastppparition d’'une léger
opalescence.

» ajouter 1 mL @ ce bouillon a 10 mL de bouillon-H, préalablement chauffé
37°C.
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» mettre 2 mL de chaque dilution de la gamme den&txtiéja préparé dans une boite
de pétri, en allant de la concentration la plugeforers la concentration la plus
faible.

» ajouter 18mL de la gélose M-H chauffée a 45°C, bietangée aux boites de pétri.

» laisser les boites de pétris quelgues minutesaspaillasse pour que la gélose se
solidifie.

» sécher Les boites pendant 30 minutes a I'étuve@.37

» ensemencer en stries, a l'aide d'une anse de elatir la pipette rodée, sur toutes
les boites contenant I'huile essentielle sans eull boite témoin. Incuber les
boites pendant 18 h a 37°C et faire la lecture [192].

[ll. 4. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimésogennes + SD d'analyses en trois essais.
Les valeurs de G4 (Concentration d'inhibition a 50%) sont calculées la méthodes de
régression linéaire a partir de la courbe [% irtlobi = f (concentrations)], les
comparaisons multiples et la détermination des tdexsignification sont faites par "
student's t-test” et le test ANOVA univarié. leffd@iences sont considérées statistiquement

significatives au seuil de 0,05.
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Partie 3, Chapitre I COMPOSITION PHYTOCHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES

l.1. Pistacia atlanticaDesf.
[. 1. 1. Composition chimique des huiles essentiedl deP. atlantica:
Les huiles essentielles des parties aériennd®. ddlantica (feuilles et fleurs) ont été
obtenues par I'hydrodistillation. Les analyses GGGE-MS des huiles ont révélé la

présence de trente composés dans I'huile desefefAFe) et vingt deux composés
dans I'huile de fleurs (PAFI) (tableau 16).

Tableau 16: Composition chimique des huiles essentielles diélds et de fleurs de.

atlantica
Méthodes

Composants> 0.1% IR PAFe % PAFI % didentification
a-Thujene 93C 0.€ 4.42 MS, RI
a-Pinént 93¢ 18.41 30 MS, RI
Camphene 954 0.40 2.70 MS, RI
Sabinéne 975 1.72 2.75 MS, RI
a-Phellandréne 1003 8.93 11.09 MS, RI
a -Terpinéne 1017 0.39 17.32 MS, RI
Limonéne 1029 5.90 8.94 MS, RI
S-Phellandréne 1030 5.49 13.45 MS, RI
a-Terpinoléne 1089 0.41 0.37 MS, RI
Linalool 1091 0.32 0.45 MS, RI
[-Terpineo 113¢ - 0.4t MS, Rl
Terpiner-4-ol 1177 - 0.67 MS, RI
Pulegon 1237 0.21 - MS, Rl
Limoneéne dioxide 1294 2.69 - MS, RI
Thymol 1290 0.73 - MS, RI
S-Elemene 1391 7.50 - MS, RI
Caryophylléne 1409 1.03 1.52 MS, RI
Aromadendéne 1441 - 0.4k MS, RI
Ledene 147¢ 0.67 - MS, RI
y-Gurjunéne 1477 10.06 - MS, RI
Germacrene-D 1485 4.75 0.40 MS, RI
- Guiaient 149¢ 0.9C - MS, RI
Germacrne-A 150¢ 0.€3 - MS, RI
o-Cadinéne 1514 0.42 0.30 MS, RI
Germacrne-B 1561 6.17 0.3¢ MS, RI
Spathulenc 157¢ 10.67 0.47 MS, RI
Caryophylline 158: - 0.4( MS, RI
oxide
Globulol 1585 0.73 - MS, RI
Guaiol 1601 1.05 - MS, RI
LBEudesmol 1651 0.79 - MS,RI
a-Eudesmc 1654 1.4¢ - MS,RI
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a-Cadino 165¢4 4.€ - MS,RI
Guaiol acetal 1727 - 0.22 MS,RI
Sclarec 222: - 0.1¢ MS,RI
Total (%) 97.96% 96.94%

IR: Indice de rétention
PAFe:P. atlantica feuilles
PAFI: P. atlanticafleurs

Les composants identifiés représentent 97.96% (PAF686.94% (PAFI), nous avons
constaté que les huiles essentielles testéesisbas en monoterpenes et sesquiterpénes
oxygéneés. Les principaux composants présents dansidiles essentielles sont-
pinéne (PAFe 18.41%, PAFI 30%);phellandréne (PAFe 8.93%, PAFI 11.09%),
phellandréne (PAFe 5.49%, PAFI 13.45%j)terpinéne (PAFe 17.32%), limonene
(PAFe 5.90%, PAFI 8.94%)p-élemene (PAFe 7.50%);-gurjunéne (PAFe 10.06%),
germacrene-B (PAFI 6.17% ) et spathulénol (PAF€7%.).

Les variations dans la composition entre les helesentielles PAFe et PAFI peuvent
étre expliquées par la volatilité et la biotransfation de monoterpénes, qui procédent
souvent en plusieurs voies meétaboliqgues condudam mélange de produits et qui

peuvent subir une auto-oxydation spontanée [193].

Les résultats obtenus pour la composition des $iudissentielles d®. atlantica
(Berriane-Ghardaia) montrent la présence @itiéne (PAFel8.41%, PAFI 30%), le
limonéne (PAFe 5,90%, PAFI 8,94%) et le spathule(feAFe 10.67%) comme
constituants principaux, ce qui est en accord dadittérature (tableau 17), mais elle
différe considérablement des études antérieureslesithuiles essentielles algériennes
deP. atlanticarecueillies auprés de Laghouat et d'Ain-Oussdig4B], en raison de la
domination de certains autres composés majeurs eorfurphellandréne, lep-
phellandréne, d-terpinéne, les-élémene, lesgurjunéne et le germacrene-B, qui sont
rapportés ici en tant que composants majoritaiees [a premiere fois dans les huiles

essentielles du genRistacia

Tableau 17 Composants majoritaires des huiles essentiellesP.d atlantica de

différentes régions géographiques:
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gé(%rrlgé)nheique Composants majoritaires Pourcentage 5% | Réf
(Ku::jailgtan) a-Pinéne, Citral, Myrtenol 70.0,5.7,5.3 [44]

Maroc a-Pinenef-Pinéng, Terpiren-4-ol, ©42.913.2,21.7 [45]
(Marrakech) |Bornyl acetate, emol 21.5,20.(

Gréce a-Pinéne, Sabinéne, Myrcene, %4112164525527141171: 146]

Terpiner-4ol, p—Menthal(?),S—diene42'z’ ' T
- -Pinene Camplene, -Pinéne.

Algérie > . i 1 32.6-54.7,10.0,8.0
(Ain-Oussera) I[_)lmonene,a—TerplneoI, Germacrenezo_oag’g_z’ 111 [47]
(A'|'rﬁl(%32§era) a-Pineéne, Camphéng-Pinénep- 6.2-40.4, 20.8, 13.2, [48]

(Laghouat) Cymene, Terpineén-4-ol, Spathuléndl0.19, 15.9, 32
(Ku::j"’i‘;‘tan) o-Pinéne S-Pinéne 81.9,7.4 [49]
Iran a-Pineéne Camplene, f—Pinéne. 68.2-57.9, 5.(- 8.7, [50]
(Fars province) Myrcéne 6.C-7.0, 15.3-14.3
(Ma'r:/?jgsht) a-Pinéne, Myrcéne, Limonéne  55.0, 11.44, 10.( [52]

D'aprés le tableau 17,0dpinéne semble étre un chimiotype &e atlantica Les
différences qualitatives et quantitatives dans dengosition des huiles peuvent étre
expliquées par plusieurs facteurs tels que le s plantes [46], la période de la
collecte [71], et a I'origine géographique [48]tdéenps de récolte, les conditions, ainsi
gue la méthode d'extraction.
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|. 2. Ferula vesceritensi€oss. & Dur.

I. 2. 1. La composition chimique des huiles esseellies de Ferula
vesceritensi€oss. & Dur. :

Les huiles essentielles ont été obtenues par higiitation des parties aériennes

fraiches et seches de (fleurs et tigesldeesceritensid_es analyses GC et GC-MS des
huiles ont révélé la présence de quarante-quatnpasés pour les fleurs fraiches (FF),
cinquante composés pour les fleurs séches (FS)etreeuf composés pour les tiges
fraiches (TF) et trente-sept composés pour les sgehes (TS). L'étude comparative a
montré que le pourcentage total des composantsilesldes huiles essentielles étaient
de 97,9% (FF), 88,6% (FS), 96,4% (TF) et 87,4% (T&pectivement (tableau 18), les
valeur la plus élevée de I'huile essentielle @faienue pour les parties fraiches.

Tableau 18 Composition chimique des huiles essentielle§ deesceritensi¢FF, DF,
FS, et DS).

Composants IR |FF% |FS % [TF % (TS % |, Vethodes
d'identification
Heptane 700 0.3 - - - MS, RI
2-Méthylheptane 766 - - - 0.9 MS, RI
acide Isovalerique 827, 0.2 - 0.2 - MS, RI
n-Héxanol 863 0.1 - - - MS, RI
2-Ethoxyethylaétate 90 | 0.1 - - - MS, RI
a-Thujene 924 0.4 1.1 0.t - MS, RI
a-Pinéne 9321320 | 16.1 | 11.5| 17.4 MS, RI
Camphene 946 0.7 0.3 0.6 1.0 MS, RI
B-Pinéne 974 - 1.9 8.1 8.9 MS, RI
Myrcéne 988 0.2 1.1 0.2 - MS, RI
d-2-Calene 1001 - 0.¢ - - MS, RI
5-3-Calene 100¢ | 0.1 0.4 - - MS, RI
a-Phellandrene 1002 8.5 24,3 | - - MS, RI
3-Ethyl-4 méthylpéntanol | 1020 - - 0.1 - MS, RI
p-Cyméne 1020 - 1.8 0.1 - MS, RI
Limoneéne 1024| 0.5 3.4 0.7 - MS, RI
B-Phellandréne 1025 - 2.7 - - MS, RI
E- B -Ociméne 104« - 2.4 - - MS, RI
y —Terpiréne 1054 - 1.6 | 04 - MS, RI
cis-sabinéne hydrate 1066 0.6 - - - MS, RI
Fenchone 1083 0.6 - 0.2 0.8 MS, RI
Linalool 1095| 0.4 - 0.3 - MS, RI
a-Pinéne oxide 1099 0.5 - 0.3 - MS, RI
Isophoron 111¢ - - - 1.3 MS, RI
transp-Mentha-2,8 dienol {111¢ | 0.2 - - - MS, RI
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a-Camphcénal 1122 - - 0.z | 0.2 MS, RI
cis-p-Mentha-2,8-dien-1ol | 113: - - - 0.7 MS, RI
trans-Pinocanéol 113t | 0.8 - 0.€ | 2.€ MS, RI
cis-Verbénol 1137 2.5 - 1.8/ 3.5 MS, RI
Camphor 1141 - - - 0.3 MS,RI
p-menthone 1148 - 0.6 - - MS,RI
Pinocarvon 116C | O.E - 0.2 0.€ MS,RI
Terpirén-4-ol 1174 | 0.2 0.z | 0.2 - MS,RI
a-Terpiréol 118¢ | 0.1 0.2 0.2 - MS,RI
Myrténol 1194 | 0.6 0.6 - MS, RI
Myrténal 1195| 0.2 - 0.2 2.9 MS, RI
nor-Davanone 1228 - 0.3 - - MS, RI
Fenchyl acétate 1229104 | 09 | 7.3 | 8.8 MS, RI
Bornyl acetat 1282 | 1.1 0.2 0.8 1.1 MS, RI
p-Cymén-7-ol 128¢ | 0.2 - 0.z | 0.2 MS, RI
2-Undecanon 129: - - 0.1 | 04 MS, RI
a-Cubebéne 1348 0.1 - 0.1 0.9 MS, RI
a -Copaene 1377 0.2 0.2 04 04 MS, RI
Géranyl acétate 1379 - - - 0.3 MS, RI
B-Cubebene 1387 - - 0.2 0.3 MS, RI
3-Dodécanon: 138¢ | 0.2 - - 0.2 MS, RI
B-Elerrene 138¢ | 0.2 2.€ 0.7 - MS, RI
a-Funebréne 1402 - - 0.3 - MS, RI
B-caryophylléne 1417 | 0.2 0.3 2.3 - MS, RI
B-Gurjunéne 1431 0.9 0.5 1.4 2.4 MS, RI
Aristoléne 1444| 5.4 03 | 7.2 6.8 MS, RI
a-Acoradiéne 1460, 0.2 - - - MS, RI
y-Gurjuréne 1478 | - - 0.z - MS, RI
y-Muuroléne 1478 | 2.8 04| 39| 04 MS, RI
a-Muurolene 1500 0.7 - 0.9 0.6 MS, RI
Elixéne 150¢ - 6.3 5.4 - MS, RI
trans-Cycloisolongifol-5-0l{ 151 - - 0.2 - MS, RI
Germacrene A 1508 - 0.2 0.5 0.4 MS, RI
y-Cadinéne 1514 2.7 0.8 2.0 1.0 MS, RI
a-Copaén-11-ol 1539 0.5 - 1.4 0.5 MS, RI
Caryophyllenyl alcohol 1570 - 0.1 0.4 1.1 MS, RI
Germacrene D-4-ol 1574 - 0.4 4.0 - MS, RI
Spathuénol 1577 - 0.7 04 | 1kt MS, RI
Caryophyléne oxid¢ 1582 | 4.2 2.2 76 | 4.€ MS,RI
Globulol 1590 - - - 1.5 MS,RI
Viridiflorol 1592 - - 0.2 0.1 MS,RI
Carotol 1594|13.9 | 10.7 | 18.8| 10.8 MS,RI
Guaiol 1600 - 0.3 - - MS,RI
Alloaromadendrene epoxide1639 | 1.1 - - MS, RI
Cukénol 164¢ - - - 1.5 MS, RI
a-Cadino 1652 | 2.2 0.t 2.5 MS, RI
o-Selina-11-en-4-ol 1658 - 0.5 -l - MS, RI
otal (%) 97.9 | 88.6 [96.4 |87.4
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FF: fleurs fraiches, FS: fleurs seches, TF: tigakfies, TS: tiges séches.

IR: Indice de rétention comparé a la littérature [179]

Les composants majoritaires des huiles essenti@iés vesceritensisont lo-pinéne
(FF 32%, FS 16.1%, FS 11.5%, TS 17.4%)Bdpinéne (TF 8.1%, TS 8.90%)nd'
phellandréne (FF 8.5%, FS 24.3%), le fenchylac§fafe10.4%, TF 7.3%, TS 8.8%),
l'elixene (FS 6.3%, TF 5.4%), laristolene (FF 5,4%F 7.2%, TS 6.8%), le
caryophyllene oxide (TF 7.6%) et le carotol (FF9®28, FS 6.7%, TF 18.8%, TS
10.8%).

Les huiles essentielles analysées dans cette étidaontré des composants différents
en qualité et en quantité, par rapport a I'hudseatielle des feuilles de l'espéce
algérienne F. vesceritensisrécoltée du Sud-Est Algérien (Mai 2010), qui a été
caractérisée principalement par : 9, 9-tétradecmdiy24.72%), germacréne -D

(24.51%), farneséne (8.57%)cebisaboléne (8.57%) [140]. Cela peut étre di ehksp

de croissance, la localité et le temps de collactio

Il est important de mentionner que c'est la preenférs pour le genr€&erula que lo-
phellandrene, le fénchyl acétate, I'elixene, taline et le carotol ont été trouvés

comme composants majoritaires.

En accord avec la littérature, les huiles esséasiel étudiées sont constitués d'un
pourcentage important de monoterpenes bicycliqugsnéne e-pinéne). La-pinéne

et lep-pinéne ont été trouvés comme composants majeusslds huiles essentielles de
F. gummosaBoiss. des fruits (18.3%, 50.1%) [118f. szovitsianaD.C (8.0%,
6.7%)[194], F. badrakema(10.9%, 45.8 %) [110]F. communisL, subsp.glauca
récolté en Mars (centre d'ltalie) (0.3-24.2%, 0417%). [116],F. lycia Boiss. (59.9%,
19.0%) [195],F. gummosaoiss. de Kashan, Iran (58.8%, 5.7%) [1Z0]jaesekheana
Vatke (30%, 16.2%) [194F. stenocarpaBoiss. & Hausskn (48.8%, 30.1%) [130], et
F. assafoetida(21.30 %, 47.10%) [144], respectivement. Cependlaftinene a été
détecté, sans la présence [pinéne, comme composant principal dans les huiles
essentielles dE. foliosa F. luteaF. communigie I'Algérie,F. flabellilobaet F. ovina
(35.10% , 25.8% , 20.9%, 10.0%, 8.2Béspectivement) [196-198, 115, 128]. Il est a
noter que le caryophyllene oxide (13.90%) était@gant présent principalement dans
I'huile essentielle dé-erula communid.. subsp.glauca récolté en Mars du centre
d'ltalie [116].
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On peut considérer quendpinéne et lep-pinéne sont des chémotypes des huiles
essentielles du genfeerula. En revanche, les variations dans la compositibnilds
essentielles isolées a partir des fleurs fraichdiewrs séchées d'une part et de tiges
fraiches et tiges séches, d'autre part, peut &pkgeée par la biotransformation de
monoterpénes [193]. Cette biotransformation dgsetezs souvent procede en plusieurs
voies métaboliques conduisant a un mélange de psodtauto-oxydation spontanée
des monoterpénes qui sont des composés relativeim&tables peut influer sur la
composition des huiles essentielles isolées ddalate fraiche et séche. Par ailleurs,
c'est la premiére fois querdphellandrene, le fenchylacétate, I'elixene, ltakéne et le
cartol sont trouvés comme composants majoritaiaes ¢es huiles essentielles du genre

Ferula.
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Il. 1. Activités antibactérienne des huiles essemties dePistacia atlantica
Desf. etFerula vesceritensi€oss. & Dur.

[l. 1.1. Activité antibactérienne dePistacia atlantica

Les huiles essentielles extraites des feuillesestfeburs deP. atlanticasont riches em-
pinéne (PAFe 18.41%, PAFI 30%) qui a déja été sigpamme agent antibactérien [199].
Ce monoterpene exerce son activité antimicrobiesune les micro-organismes par la
perturbation l'intégrité de la membrane des bazséritégrité [199].

Dans la présente étude nous nous sommes intégegs@tuer |'activité antibactérienne des
feuilles et des fleurs dE. atlanticapar la méthode de diffusion sur disque. Les huiles
testées ont inhibé a la fois la croissance deshbasta Gram (+) et Gram (-). L'activité la
plus élevée se reflete contEscherichia coliATCC 25922 Staphylococcus aureusTCC
43300, Salmonella typhimuriumS. aureuset E. coli avec des diamétres de zones

d'inhibition de 32 mm, 30 mm, 29 mm, 28 mm et 28,maBpectivement (tableau 19).

Tableau 19. Activité antibactérienne des huiles essentiellesfdailles et de fleurs de.

atlanticaDesf. (Zones d'inhibition, mm)

Zone d'inhibition (mm)
Microorganismes Antibiotiques Huiles essentielles
(20 pg /mL) (128 pg /mL)
Ampi® Gentd | PAFe PAFI
Escherichia colATCC 25922 18 22 28 32
Escherichia cofi - - 22 28
Staphylococcus aureusTCC 43300 30 - 30 30
Staphylococcus aurefis - 13 24 28
Pseudomonas aeruginsTCC 27853 - - 18 25
Pseudomonas aerugiria - 12 18 23
Klebsiella pneumonide 14 21 22 24
Streptococcus enterococcus - - 20 25
Enterobacter aerogenés - - 23 30
Proteus vulgaris 19 20 22 25
Salmonella typhimuriurh - - 28 29
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PAFe: P. atlantica feuilles, PAFI: P. atlantica fleurs, ® Control: Ampicilline et
Gentamiciné, provenant de linstitut Pasteur (Algémliniquement isolées du laboratoire

de bactériologie (CHU Benbadis Constantine, Algérie

Les valeurs de CMI ont varié entre 16 et 80 pg/mabléau 20). Ces résultats sont en
accord avec les études antérieurs sur l'activitbastérienne des extraits et des huiles
essentielles dB. atlantica[84-200]. Ces résultats appuient I'utilisatiorditimnnelle deP.
atlanticacomme remede de diverses infections [202]. Eneplas huiles essentielles des
feuilles et de fleurs d@. atlanticaont montré des valeurs remarquables de CMI contre
Salmonella typhimuriuntPAFe 40 pg/mL et PAFI 32 pg/mL). Ainsi, les hsilessentielles

gue nous avons étudiées peuvent étre utiliséesecastinfections &almonella

Tableau 20 Concentration mimnimale inhibitrice CMud/mL) des huiles essentielles de

P. atlanticaDesf.

CMI 2 (ug /mL)
Mi .
croorganismes Antibiotiques . .
Huiles essentielles
(Hg /mL)

Ampi?® Gentd’ PAFe PAFI
Escherichia colATCC 25922 10 10 32 16
Escherichia cofi - - 80 40
Staphylococcus aureusTCC 3300 5 - 16 16
Staphylococcus aurefis - 15 32 16
Pseudomonas aerugiel CC 27853 - - 40 32
Pseudomonas aerugifia - 5 80 40
Klebsiella pneumonige 10 5 80 60
Streptococcus enterococcus - - 60 40
Enterobacter aerogenés - - 80 40
Proteus vulgaris 10 10 60 32
Salmonella typhimuriurh - - 40 32
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PAFe: P. atlantica feuilles, PAFI: P. atlantica fleurs, ® CMI : concentration minimale
inhibitrice; ® Control; Ampicilline et Gentamicing,Provenant de l'institut Pasteur (Algér),

cliniguement isolées du laboratoire de bactéri@dd@HU Benbadis Constantine, Algérie).

II. 1.2. Activité antibactérienne deFerula vesceritensis

Les analyses GC et GC-MS ont montré que les hadeentielles extraites de différentes
parties deF. vesceritensisont riches eru-pinéne etp-pinéne, ces derniers sont déja
connus par leur effet antibactérien [198,199]. &mctére hydrophile des parois cellulaires
des bactéries a Gram-négatif bloque la pénétratisrcomposants hydrophobes des huiles
essentielles testées. Pour cette raison les bext@risram-positifs semblent plus sensibles
vis-a-vis des huiles essentielleskleresceritensifl15].

La meilleure activité a été observée conBeaphylococcus aureu®TCC 43300,
Pseudomonas aerugind TCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Morganella
morganii, Staphylococcus aureust Escherichia coli avec des zones d'inhibition de 30

mm, 30 mm, 27 mm, 25 mm, 24 mm et 24mm, respectveifiableau 21).

Table 21: Activité antibactérienne des huiles essentiellesdii&rents parties dé-.

vesceritensi€oss. & Dur. (zones d'inhibition, mm)

Zone d'inhibition (mm)
Microorganismes Antibiotiques Huiles essentielles
(20 pg /mL) (128 pg /mL)
Ampi® |Gentd | FF FS TF | TS
Escherichia colATCC 25922 18 22 25 27 28 24
Escherichia cofi - - 21 24 22 29
Staphylococcus aureusTCC 43300 30 - 27 30 25 25
Staphylococcus aureus - 13 24 23 23 22
Pseudomonas aerugifslCC 27853 - - 18 23 27 30
Pseudomonas aerugina - 12 18 20 22 26
Klebsiella pneumoniae 14 21 24 20 14 16
Morganella morganif - - 20 25 15 10
Enterobacter aerogenés - - 23 20 125| 10
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FF: fleurs fraiches, FS: fleurs séches, TF: Tigesclies, TS: tiges séchesControl:
Ampicilline et Gentamicine® provenant de l'institut Pasteur (Algéliniquement isolées
du laboratoire de bactériologie (CHU Benbadis Camtate, Algérie).

Ainsi, nous avons évalué l'activité antibactériendes huiles essentielles dE.
vesceritensis,en utilisant la méthode de diffusion sur disquedet la concentration
minimale inhibitrice CMI (tableau Il. 22). Les hed essentielles testées ont fortement
inhibé la croissance de toutes les souches bautésea des CMI variant entre 16 pg/eil
80 pg/mL. Les huiles essentielles extraites desrdl et des tiges seches ont montré la
meilleure activité antibactérienne comparées agedttiles essentielles extraites des fleurs

et des tiges fraiches grace aux pourcentages éevpmene et d¢-pinéne (tableau 22).

Table 22 Concentration mimnimale inhibitrice CMIug/mL) des huiles essentielles de
F. vesceritensi€oss. & Dur.

Microorganismes CMI™ (g /mL)
Antibiotiques Huiles essentielles
(Hg /mL)

Ampi® [Gentd | FF | FS | TF | TS
Escherichia colATCC 25922 10 10 40 80 40 40
Escherichia cofl - - 40 | 80 | 40 | 40
Staphylococcus aureusT CC 43300 5 - 80 16 40 16
Staphylococcus aurelis - 15 80 16 40 | 16
Pseudomonas aeruginelr CC 27853 - - 40 80 40 40
Pseudomonas aerugiha - 5 40 80 40 40
Klebsiella pneumonte 10 5 32 80 16 | 40
Morganella morganfi - - 40 80 40 40
Enterobacter aerogents - - 40 80 16 16

FF: fleurs fraiches, FS: fleurs séches, TF: Tigesches, TS: tiges sécheSCMI :

concentration minimal inhibitrice® Control; Ampicilline et Gentamicine® Provenant de
linstitut Pasteur (Algery, cliniquement isolées du laboratoire de bactéri@o¢CHU

Benbadis Constantine, Algérie).
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En comparaison avec une étude antérieure surd'legientielle extraite des feuilleskle
vesceritensigl2], notre étude concerne les huiles essentielésites des fleurs fraiches
et seches et des tiges fraiches et secheBedd@la (composition chimique et activité
antibactérienne). A travers nos résultats, nousigeonstaté qu' il y a une relation entre la
composition phytochimique des huiles essentieltadiées et I'activité antibactérienne en

raison de la richesse erpinéne ep-pinene (marqueurs d'activité antibactérienne).

En résume, l'activité antibactérienne de ces huilésé testée en utilisant la méthode de
diffusion sur disque vis-a-vis de neuf microorgames Escherichia coliATCC 25922,
Escherichia coli Staphylococcus aureusATCC 43300, Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosaATCC 27853, Pseudomonas aerugingsaEnterobacter
aerogenes Klebsiella pneumoniaeet Morganella morganii La meilleure activité
antibactérienne a été observée contre six sou@taphylococcus aureuUSTCC 43300,
ATCC 27853 Pseudomonas aeruginascherichia coli ATCC 25922, Morganella
morganii, Staphylococcus aurewet Escherichia coli Donc nous pouvons conclure que les
huiles étudiées ont un effet antibactérien de |apectre contre la plupart des souches
bactériennes étudiées. Pour cette raison, l'utdisades huiles essentielles de
vesceritensipeut étre tres importante en industrie pharmageetet cosmeétique, on peut
les utiliser comme substituts synthétiques (additbhimique hydrophobe) dans l'industrie
alimentaire, ou elles peuvent étre considérées @maes agents de conservation naturelle

des aliments.
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Il. 2. Activité antioxydante des huiles essentielte de Pistacia
atlantica

L'activité antioxydante des huiles essentielles fdeslles et des fleurs dP. atlantica
(PAFe, PAFI) a été évaluée vitro enutilisant les méthodes suivantes3earotene- acide
linoléique, 'ABTS’, le DPPH, le CUPRAC et le métal chélate. Lesltésutrouvés sont

résumeés dans les tableaux 23 a 29 et les figuras A7T.

ll. 2.1. Activité antioxydante des huiles essentigls deP. atlantica (PAFe
et PAFI) déterminée par la méthode du DPPH

Les résultats obtenus du test de mesure de I'atascebdu radical libre DPPH nous a
permis de tracer les graphes de variation du patage d’inhibition en fonction de la

concentration de chaque huile essentielle (figuMe Les deux huiles essentielles PAFe et

PAFI montrent des tendances similaires a I'éganchdical DPPHe.

=0—PAFe =li—PAF| a-Tocophérol

100.00
—\

80.00 W
60.00 r
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|
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0 500 1000
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Figure 17 : Courbes représentant I'activité antiradicalaire féeslles et des fleurs de
P. atlanticaen utilisant le test du DPPH.

Les valeurs des gJexprimées emg/ mL, calculées graphiquement a partir des droiges d
régression obtenues, représentant les pourcentafekibition en fonction des

concentrations de chaque huile, sont présentéaslelgableau 23.
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Tableau 23:Pouvoir d'inhibition Ckg des huiles essentielles des feuilles et des fldeiPs

atlanticautilisant le test du DPPH

DPPH' Clso (ug/mL)
Les huiles PAFe 23.%0.3
PAFI 28.50.3
Standard a-tocophérol 7.3:0.1

Le tableau 23 montre que les huiles essentiellesFePAet PAFI possedent
approximativement les mémes valeurs de lg,(AFe= 23.90.3, PAFI=28.%0.3 pg/
mL. L'huile essentielle extraite des feuilles He atlantica est plus active que I'huile

essentielle extraite des fleurs, cependant ell&8dsis moins active que le standand (

tocophérol).

[I. 2.2. Activité antioxydante des huiles essentigls deP. atlantica (PAFe
et PAFI) déterminée par la méthode d'ABTS”
Les résultats obtenus du test de mesure d'ABT®us ont permis de tracer les graphes de

variation du pourcentage d’inhibition en fonctioe th concentration de chaque huile

essentielle. La figure 18 montre que les courbashidles essentielles de PAFe et PAFI

sont proches de la courbe detbcophérol a I'égard du radical d'ABTS

=0—PAFI =—li—=PAFe a-Tocopherol
100.00
< 80.00 7
&
= 60.00
=
e
= 40,00
2000 ¥ . .
0 500 1000
Concentration (ug/mL)

Figure 18 : Courbes représentant I'activité antioxydante daglés et des fleurs de

P. atlanticaenutilisant le test d’ABTS.
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Le tableau 24 présente les valeurs du pouvoir aydenmt (Cko) des deux huiles ainsi que

le standardr-tocophérol, calculées graphiquement par les régnes linéaires des graphes

tracés

Tableau 24:Pouvoir d’inhibition Cky des huiles essentielles des feuilles et des fibeirs
atlanticautilisant le test d’ABTS.

ABTS™ Clso (ng/mL)
Huiles PAFe 4.7+0.20
PAFI 6.5+0.54
Standards a-tocophérol 4.3+0.10

Du tableau 24, on trouve que las&F 4.7#0.20 ug/ mL de 'huile essentielle de PAFe est
proche de la Gy=4.3t0.10ug/ mL de lb-tocophérol, cependant I'huile essentielle de PAFI

(Cls0=6.5:0.54ug/mL) est seulement 1 fois et demi moins active lquéocophérol.

[I. 2.3. Activité antioxydante des huiles essentilels deP. atlantica (PAFe

et PAFI) déterminée par la méthode d-carotene- acide linoléique

Les résultats obtenus du test de mesure de I'atlsoebdup-caroténe- acide linoléique
nous ont permis de tracer les graphes de varidtiopourcentage d’inhibition en fonction
de la concentration de chaque huile essentiellefigtae 19 montre que la courbe du
pourcentage d’inhibition d'huile essentielle exteales feuillies d®. atlanticaest la plus

proche de la courbe du standamet¢cophérol).
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Figure 19 : Courbes représentant I'activité antioxydante daglés et des fleurs de

P. atlanticaen utilisant le test d@-carotene- acide linoléique.

Les valeurs des ggsont calculées graphiquement a partir des droieesédression et
exprimées enug/mL, représentant les pourcentages d'inhibition emcfion des

concentrations de chaque huile essentielle testSeyaleurs sont présentées dans le tableau
25

Tableau 25:Pouvoir d’inhibition (Céo) des huiles essentielles des feuilles et dessléar

P. atlanticautilisant le test d@-caroténe- acide linoléique.

[-caroténe- acide linoléique CI50 (ug/mL)
Huiles PAFe 17.0:0.34
PAFI 19.1+1.69
Standard a-Tocopherol 2.1+0.08

Du tableau 25 on trouve que I'huile essentiellePdd-e a montré une bonne activité
antioxydante (Gh = 4.7#0.20ug/mL) qui est trés proche de celle de PAFI(€16.5:0.54

ug/ mL), ces deux huiles sont 10 fois moins actives kpstocophérol: Clp= 2.1+0.08 ug/
mL.
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ll. 2.4. Activité antioxydante des huiles essentiels deP. atlantica(PAFe
et PAFI) déterminée par la méthode du CUPRAC :

Tableau 26:Pourcentage d’inhibition des huiles essentiellesfdeilles et des fleurs d&
atlanticautilisant le test du CUPRAC :

Absorbance CUPRAC
Echantillons 100 pg 200 ug 400 ug 800 ug
Huil PAFe 0.12+0.01 | 0.19+0.02 | 1.19+0.23| 2.51+0.03
uries PAFI 0.13+0.00 | 0.16+0.01 | 0.43+£0.19| 1.81+0.19
BHA 0.1+£0.0 3.5£0.0 3.7£0.0 3.81£0.01
Standard
aTocopherol 0.1+0.0 1.9+0.1 2.2+0.1 2.910.01

Le Tableau 26 résume les résultats de réductiomique (CUPRAC) par les huiles
essentielles dB.atlantica,les valeurs d'absorbance de PAFe et PAFI a 1@0Gig/ mL
étaient proches, cependant a la concentration 8eu§OmL, on constate que I'huile de
PAFe présente une absorbance plus élevée (A=t20503) que I'huile PAFI (A= 1,81 +
0,19= et proche des standaod$ocophérol (A= 2,9 + 0,01) et le BHA (A=3,8 £+ 0)(d. la
méme concentration. L’ensemble des valeurs d’absad obtenues est reporté dans la

figure 20.

== PAFe == PAFI
BHA =>é= (- | OCOpherol

(\’450 nrm

ocwvFr G DUl w o »

=

P
e
Yy

Absorbance

o

100 200 300 400 500
Concentration (pg/mL)

o A

Figure 20 : Courbes représentant I'activité antioxydante daglés et des fleurs de
P. atlanticaen utilisant le test du CUPRAC.
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ll. 2. 5. Activité antioxydante des huiles essentles deP. atlantica(PAFe

ACTIVITES BIOLOGIQUES

et PAFI) déterminée par la méthodale chélation des ions ferreux :

Tableau 27:Pourcentage d’inhibition des huiles essentiellesfdailles et des fleurs d&

atlanticaen utilisant le test de chélation des ions ferreux

% Inhibitrice du Métal Chélate
Echantillons 100 pg 200 ug 400 ug 800 ug
Huil PAFe 9.43+0.12 12.03£0.10 | 24.13+0.02 | 39.03%0.1
uiies PAFI 7.23+0.12 10.15+0.02 | 19.76+0.35| 29. 30+£0.5
Standard EDTA 92.5+1.4 94.7+0.6 95.2+0.1 96.3+0.1

Le tableau 27 montre I'activité de chélation dessiferreux (I= % d'inhibition) par les
huiles essentielles PAFe et PAFI. Le pouvoir réglucde ces huiles essentielles est basé
sur la transformation du F&n Fé*. Ce dernier est faible pour les deux huiles, bjea le
pourcentage de réduction de PAFe (I= 39,03 * 0,E6i)supérieur a celui de PAFI (1=29

30 + 0,5 %), a toutes les concentrations maise datile est deux fois et demi moins active

gue le standard EDTA.

L’ensemble des valeurs d’absorbance obtenuespstiéedans la figure 21
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Figure 21 : Courbes représentant I'activité antioxydante daglés et des fleurs de

P. atlanticaenutilisant le test de chélation des ions ferreux
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Ces résultats nous conduisent a étudier la relaidre la composition chimique des huiles
essentielles étudiées et leur activité antioxydamkisieurs études sur les activités
antioxydantes des huile essentielles ont montrd'qyenéne, le germacrene-B [203], et le
limonene [204]possedent un pouvoir antioxydant important, ceagtiiconfirmé par nos
résultats et pourrait expliquer les variations dakeurs d'inhibition dans les différents
méthodes (tableaux Il. 5- 1l. 9). Nous avons troqué les huiles essentielles des feuilles et
des fleurs dé. atlanticasont riches em-pinene (PAFe:18.41%, PAFI: 30%), en limonene
(PAFe: 5.90%, PAFI: 8.94%) et en germacrene-B (PAFE!%).
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II. 3. Activité anticholinestérase des huiles esstealles de

Pistacia atlantica:

L’activité anticholinéstérase des huiles esseetetles feuilles et des &e atlanticaa été
réalisée par l'utilisation des enzymes cholinesg&rdChE et BChE, les résultats de
I'activité anticholinestérase des huiles essertetle PAFe et PAFI (tableaux 28 et 28)
été comparés a ceux de la galantamine (utiliséem@mun médicament pour le traitement

de la maladie d’Alzheimer).

Tableau 28:Pourcentage d’inhibition des huiles essentiellesForuilles et des fleurs e

atlanticaen utilisant I'enzyme acétyl cholinestérase AChE

AChE (% I)
Echantillons 62.5ug 125pg 250pg 500pg
. PAFe - - 23.51.5 44.0+0.3
Huiles
PAFI - - 12.7#0.6 37.1+1.6
Standard |Galantamine | 75.9+1.6 | 79.2+0.4 | 82.# 0.7 95.9+0.1

Tableau 29:Pourcentage d’inhibition des huiles essentiellesForuilles et des fleurs @

atlanticaen utilisant I'enzyme butyl cholinestérase BChE

BChE (% I)
Echantillons 62.5pg 125png 250pg 500pg
Huiles PAFe - 16.8t0. 1 | 29.9+0.3 46.1+0.3
PAFI - - 18.50.3 39.2+0.2
Standard |Galantamine | 53.5+0.3 | 72.1+ 05 | 95604 | 98.4* 1.4

Il ressort des tableaux 28 et 29 que les huilesntietles de PAFe et PAFI présentent une
activité anticholinestérase faible a modérée, etamrstate que les pourcentages d'inhibition

des deux enzymes cholinestérases sont proches.

L'huile essentielle PAFe est 2 fois moins active tp galantamine avec un pourcentage
d'inhibition de 44.80.3% pour AChE et 46#D.3% pour BChE, En outre I'huile
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essentielle PAFI est 2 fois et demi moins active da galantamine, le pourcentage
d'inhibition est de 37#1.6% pour AChE et 39#D.2% pour BChE a 500 pg/mL. Il est
important de mentionner que certains monoterpéeglesgtie bi-pinéne, li-terpinéne et le
limonene sont des inhibiteurs puissants de I'ACHEBEhE [205,206]. Les huiles
essentielles étudiées contiennent de bonnes gemmitpinene (PAFe: 18.41%, PAFI:
30%), da-terpinéne (PAFe: 17.32%) et de limonene (PAF0%.9PAFI: 8.94%).

L’évaluation de I'activité anticholinestérase deslés essentielles des feuilles et des fleurs
deP. atlanticaDesf. a été realisée par I'utilisation des deuzxyares acétylcholinestérase
et butylcholinestérase. Les deux huiles essergial@ présenté une activité inhibitrice
modérée de 'AChE et de BChE, en comparaison asegalantamine. Les résultats
présentés dans cette étude sont les premiéremations sur cette activit€ependant des

études plus profondes devraient étre faites.
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|. Introduction

Les dérivées pipéridiniques hétérocycliques camstit un grand nombre de produits
naturels, leur utilisation dans les applicationarpiaceutiques et électroniques telles que
les conducteurs, les capteurs et les diodes diemisle lumiére devient de plus en plus
importante [1]. A cet égard, le développement davebles stratégies efficaces pour la
synthése de ce type de composés hétérocycliquagt dobjet de plusieurs études [2].

cependant la formation de sous produits est égaleumeprobléme qui doit étre évité dans
les procédés classiques en utilisant des réadtéctsomeétriques. La méthode la plus
courante pour leur formation est basée sur la femaede cycles intramoléculaire.

Cependant, dans la plupart des stratégies de fereigttramoléculaire il est nécessaire de
synthétiser et isoler ensuite le précurseur a ehaiiverte [3-5]. A I'échelle industrielle les

codts environnementaux et économiques de ['étapelathent sont considérables. En
revanche, une stratégie plus efficace utilise ukgation suivre d'une cyclisation elle est

catalysée par un métal de transition offrant unetiem puissante pour synthétiser des
hétérocycles dans des conditions réactionnellexedoet neutres en avec économie

d'atomes et d'énergis 9].
I.1. Méthodes de synthese des X-hétérocycles catae, par le ruthénium

Dans cette partie bibliographique, on va citer quet exemples de la synthése des N-
hétérocyclewia la formation carbone-hétéroatome et égalemehdison de cyclisation
carbone-carbone catalysée par du ruthénium céedawhétérocycles. Il y a plusieurs
méthodes de préparation des composés N-hétéraagsligels que la métathése de
fermeture de cycle diéne, la métathese de fermelkireycle ényne, la réaction de l'alder-
ene, la cyclopropanation des énynes avec les carapbazotes, la co-cyclotrimérizations
d'alcynes avec des hétéroatomes des liaisons tesltithydroamination d'aminoalcynes,
la synthese de pyridiazines des alcyne-1,4-diola synthése de benzazoles par transfert

d'hydrogéne, catalysée par le ruthénium.
l. 1. 1. Métathése des alcene N-hétérocycliques

La métathese des oléfines est une réaction orgargygii implique la redistribution de
fragment alcylidene par scission d'une liaison deehrbone-carbone dans les alcénes
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deuxieme génération de catalyseurs de Grubbs [Rageptait une excellente réactivité

envers la synthese d'un alcene N-hétérocycliqua sébstitué (schéma 1) [10].

Boc ppy Boc

| [Ru], (14 mol% ) N
N -
;’\/ \/& %ph

CH,Cly, reflux, 72h

[\ 83 %
MesN_ NMes

_ Cls
[RU] - ClvRua

Pcy3 Ph

Schéma 1 métathése de diene " Ring closing "

l. 1. 2. Le couplage intramoléculaire d'alcénes et'alcynes

Les Ruthenocyclopentenes ont également été propos@se produits intermédiaires dans
la réaction de couplage intramoléculaire d'alcem¢sd'alcynes (schéma 2) , la
cycloisomérisation de géranylgl) catalysée par Cp*Ru(GEN)sPR d'une maniere
sélective, avec uratio de 8:1 donnant le produit 1,4-dief®. La formation du produif3)

inverse complétement la sélectivité pour dor(dgavec urratio de 17: 1.

4)
58%

Schéma 2:Couplage intramoléculaire d'alcénes et d'alcynes
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L'examen des intermédiaires propo$&s et (6) voire schéma 3, fournit une explication
possible de ce phénomeéne. Le substituant situéositign pseudo-équatoriale place une
extrémité proximale d'hydrogéne par rapport aureemtétallique, dans une position qui
permet le chevauchement nécessaire powdimination d'hydrogéne [11].

@ — Qﬂ%l\/L
H
H H
(5)

(6)

Schéma 3:Etape intermédiairgg—-€limination d'hydrogene

l. 1. 3. Couplage de dienes et d'énekters

Le Schéma 4 montre la formation de la pyrrolidineydique (9) avec unrendement de
60%, a partir de l'aming(7) et la cétone méthyle vinylé8) qui est catalysée par
CpRu(CHCN)sPF;, en présence de 15% de tétrachlorure de titaneneooo-catalyseur.
Un ruthenacyclopentane a également été postulé eommnmntermédiaire dans le couplage

des dienes et des esters d'énol (Schéma 4), agpediration du diene [12].

BnNH (0]

O
) [ —

Schéma 4:Couplage de dienes et d'énol esters catalysédpdr [

10% CpRU(CH; CN)sFFe

15% TiCl, -
DMF, 60 °C

(@]
8) (9) 60 %

l. 1. 4. Couplage intermoléculaire d'alcene et d'ayne

Le couplage d'alcenél0) et d'alcyne triméthylsilylg(11), dans l'acétone a la température

ambiante catalysé par 10% de CpRu(gEN)sPF;,

donne le 1,4-dienfl2) avec un rendement

de 88%, sous forme d'un seul isomere (schéma p) [13
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H3CO,C 4
Hgoch
(10) 4 10% CmJ(CI—gO\l)SPFﬁ
acgtone TA (12) \ s
Z
™S (1)

Schéma 5:couplage d'alcene et d'alcyne catalysé par [Ru]

l. 1. 5. Cyclopropanation d'énynes avec des compaséiaziques

Dixneuf et ses co-auteurs ont rapporté une synthiesple d'ésters [3.1.0] bicyclofluoré
hexane esterél5) par I'addition tandem de diazoalce(id) et la bicyclization d'énynes
fluorés (13) catalysée par le ruthénium dans des conditiorss dogices. Les 1,6-énynes
réagissent avec 1,5 éq. deQ¥SiMe; dans I'éther avec un rendement de 59% donnant le
structure de [3.1.0] bicyclohexane, avec la camfitjon Z du groupement alcényle
(schéma 6) [14].

M
FSC COz e TS\
N
+ N * 0,
Ts N 2 [Cp*Ru(COD)CI] (5 mol é)
\ — 14 SiMe; Ether . TA FsC SiMes
— 14) CO,Me
(13) H (15
59 % d.r. = 36:64

Schéma 6:Cyclopropanation d'énynes avec des composés dexizpialysé par [Ru]
l. 1. 6. Réaction d'Alder-ene

Le catalyseur cationique [Ru] tolere l'utilisatidas oléfines trisubstituées dans la réaction
intramoléculaire du type éne, permettant la foromatde cycles a six chainons [11],
I'éneyne 1,116) réagit avec le catalyseur CpRu(€HN);PF; dans l'acétone a température
ambiante pendant 2 h, conduisant a la formationcal®mposés hétérocycliques a six
chainong(17) (Schéma 7) [15-18]Cette réaction se fait entre un alcene et un hyreg

allylique et une liaison multiple. Le produit est alcene substitué et la double liaison est

décalée a la position allylique.
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CPRU(CH3CN)sPFs, (10mol %) -

Ts—N
acétone , TA, 2h

44

(16) (17)

Saieé 7: Réaction d'Alder-ene
l. 1. 7. Couplage d'alcynes

Le 4-méthylénetétrahydrofuraif&8) réagit avec I'alkynoat 9) offrant lesl,4-diéneg20)

et (21) avec un rendement de 70% et un excellent conttélda régiosélectivité par
rapport au partenaire alceri@8) voire schéma 8. Cette réaction montre également la
préférence de formation de la liaison C-C, a lastia R-carbone de l'alkynoate. La
polarisation du ruthénocycl@?2) , a été postulée comme l'un des facteurs qui isda

mise en place d'un groupement attracteur d'élestararbone du ruthenocycle [19].

o
& 16CRYCHAN),PR;
(18)

CO,CHz (20)

Ph

DVF, TA N
H3COZC/::)4/ <<P7 1* 0 f
/Ru - cocHs (21)
HaCO,C ) 22)

Schéma 8:Couplage oxydant d'alcynes
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l. 1. 8. Cyclisation d'alcyne utilisant le [Ru] conme accepteur d'hydrogene

En 2009, Williams aitilisé le catalyseurs du ruthénium pour la cytisade pyridiazines
[20]. Le schéma 9 montre que l'alcyne 1,4-d&8) réagit avec I'hydrazine en présence du
catalyseur ruthénium de styrene comme un accepfgupoprié d'hydrogéne pour donner le
produit de pyridiazing24). L'hydrazine a été ajoutée trois heures apresthutdde la

réaction (schéma 9).

OH
0 —
N H,N-NH,.H,0 (1 equi.) N—N
Me Xantphos (2.5 mol %)
HO Ph Toluene (1ml) Rdt 40%
(23) =" 25h 24)

Schéma 9:Synthése de pyridiazines d'alcynel,4-diols.

Le pouvoir du ruthénium comme précatalyseur esbmeu pour l'activation de simples
hydrocarbures insaturés [21,22], et pour les tmansitions sélectives avec économie
d'atomeg23].

Le couplage carbone—carbone des bandgs €& C=C dans le centre de ruthénium (ll) a
été déja rapporté pour conduire sélectivement éewék linéaire [24,25]. Dixneuf et ces
co-auteurs ont montré que la réaction des alcyeresiriaux avec les l'alcools allyliques en
présence du ruthénium (IV) et le ruthénium (1) coencatalyseurs précurseurs conduisant
auxy, o- aldéhydes insaturés avec un rapport ramifiééalire de 4: 1 [26]. Une variété de
nouvelles méthodes de formation de la liaison aabzarbone implique I'activation des
alcynes avec un précurseur de ruthénium [27,@8]que le couplage avec des alcools
allyligues[29-33], des alcénes [34, 3%les oléfines cycliques [36, 37],6- et 1,7-enynes
insaturés qui peut étre intramoléculairement réusgaen deérivé cycloalcénique [3&)

en cyclopentenones [39, 40].
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I. 1. 9. Synthése de dérivés acétal O-hétérocycligs

Dérien et coll. ont développé le couplage régiasélearbone-carbone de prop-2-yn-1-ols
avec les alcools allyliques en présence du rutméril), RuCl(COD)(GMes) a 80° C,
pendant 1 h pour donner le 2-allyloxy-5-méthyletratéydropyrane et de I'eau comme un
sous produit (Schéma 10) [41].

C;\ [Ru(Cp*)(COD)CI] (5 mol%)
[ /\/OH >
= + & 80°C, 1heure O

HO
(25) (26) X0
27) 80 %

Schéma 10Synthese de dérivés acétal O-hétérocycliques

l. 2. Synthése de pipéridines substituées

Les approches traditionnelles pour accéder aux érigiimes polyfonctionnalisées
impliquent généralement les méthodes suivantakkyliation, l'arylation de dérivés de
pipéridone, hydrogénation de la pyridine ou cycthdns substituées [42-46].

I. 2. 1. Synthése de pipéridine 3,4-disubstituées

Les pipéridines 3,4-disubstituées sont des inhibstele peptidases aspartique. La synthése
de la pipériding(34) est représentée dans le schéma 11 [47], elle conengar la N-
protection de la 4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyred{@8) avec BogO fournissant le dérivé
(29) avec un rendement de 92 %. Ensuite la dihydrowylaasymétrique de Sharpless a
donné le diol(30) avec un rendement de 95%, qui a été ensuite radad du nickel de
Raney pour donngi31) a un rendement de 84% (ee > 95%). Le groupemgirbkyle
(31) a eté alkyle avec du NaH et le 4- bromure de bhmmpyle (32) pour fournir la
pipéridine protégée par le groupement BB8), avec un rendement de 77%. Enfin,
I'élimination du groupement Boc avec du HCI-dioxandonné la pipéridine désiréa4)

qui peut étre directement utilisée dans des réasmzymatiques.
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H - HCI Baoc Baoe Bac
X I I K
AN N PN AT
I I ! ! I I I .
l I | | | l I s
~= a ~NZ D T s c ST s Il
! I I T I v o+ o I,
i 1 i Un i Oi~ "~ =
PN PN PN AR
Ty NS N n 3
\ i Il 1 \ 1 i i (32)
~ = R = S~
~ ~ S~ S~
(28) (29) (30) (31)
|
|
|
-
i d
I
|
\j
L o
] DOC
N N
r ) r 1
I ! I
“'\1 g - = \J,/J g T
i U T =~ i v T I
i i i i i
AL S T A S — N
noo= - Br oo Br
1] i i
-~ -~
(34) (33)

Schéma 11Synthés de pipériding34) inhibiteurde peptidases asparti

Réactifs et conditionga) BoO, TEA, DMAP, CHCN, 8 h, (b) ADmix-a,CHz;SO;NH,,
t-BuOH/H,O, 12 h,(c) Rane-Ni, EtOH, reflux, 2 h, (d) NaH, DMF, 12 ke) HCl/dioxane.

Les transformations en cascade a multi composants itierst de nouveaux protocol

pour lasynthese de pipéridines polysubstitt [48-50].
l. 2. 2. Terpenylations des amines par transfert d'hydrogen

Cette méthodologie a permis égaler la postfonctionnalisation des amines cycliques
ou 3 positions par des processus d'oxydoréductiatalysée par un meé de transition
[51].

La pipéridinealkylée (36) a été mise a réagir avec le citrone([ab), en présence des
catalyseurs(B, C, D) et le CSA, en tant qu'additif a 15 °pendant 16 . Apres
refroidissement/'acide formique est ajoutécomme agent réducteur lors de la dern

étape. Dans ces conditionréactionnelles les amines agissent a la fois cor des
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nucléophiles a traversal formation intermédiairesd'€énamine et comme donnel
d'hydrogene pour la génération d'especes d'hyangtallique permettant la réduction

I'espece d'iminiun37) (schéma 1..

oSS
) T
? N~ 1/CatB,CetD N . | N
| 2/ HCOOH J\ | r\ P,
+ o i - - - + | 1
o,

L, Toluéne L /U ~ A
) ) % S ]
5 PN A o
(35) (36) (37) produit indésiré

Schéma 12 Terpenylation de la pipéridine avec le citronéllal

Schéma 13Les catalyseurs utilisés pour la térpenylation

I. 2. 3. Réparation sélective de [-arylpipéridines via le transfert d'hydrogene en

Tandem

Bruneau et ses cadteursrapportentla préparation et I'application catalytique dars
réactions de transfert d'hydrogéne d'un nouveaalysaur diridium, en effectuant
l'oxydation par déshydrogénation d'alcools en aldéts ou cétoneset des amine
cycligues en énamines, et aussi pour réduire tesniédiaires insaturés. En particuliere
procédure tandermcologiqueet économique d'atomes [S#ppliquant plusieurs process
de transfert d'hydrogénega été développée a partir de trois composants facilel
accessibles: les anilindssdiols et le benzaldéhydgmur produire C (3) -arylpipéridine

fonctionnalisée (schémal[53].
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RS
\
\
RS
NH, \\ [Ir] N
= | + —
1—
R HO OH § 1_/ | .
2H20 A Ph\\ Ru/
double N-alkylation p 5\:.
l O
endo/\ R3 A
déshydrogénation X
:
N Ph
Ph\\ Ir/
= P NG
O
N s
O” O ecat.B
B
R2CHO, H*
H,O
R3 RS R3
E\YRZ HCOZ R2 X R2
N
=]
1_
RTI

Schéma 14 Etapes clés du processus de transfert d’hydrogei@andem [53].

L'aniline (38) a été mise a réagir avec le pentan-1,5488), sans base, en présence d'un

catalyseur, a 150 ° C, pendant 16 h. Apres reeament, le benzaldéhyde a été ajouté et

le mélange réactionnel a été chauffé pendant 1fplémentaires & 150 ° C. La formation

prévue de la 3-benzyl-N-phénylpipéridifd2) a été observée, mais la N-benzylaniline

(40)et la

N-phénylpipéridinét1) ont également été détectées (schéma 15).

NH,

(38)

1/ [cat] 3 mol%
2/PhCHO 4a
3/HCO,H

oo
OO0

(40) 41) (42)

Nt
HO OH

Toluéne, 150°C

(39) 16 h, 19h

Schéma 15N-,N-,C-trialkylation en Tandem de I'anilin8&)
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I. 2. 4. N-Boc-pipéridines (ligandp-sélectif C (sp3) H d'arylation)

Cette réaction, dont le mécanisme a été étudiéil,dmplique une migration de Pd sur
la chaine alkyle par une séquerfteH élimination / rotation / insertion séquence. Par
extension, nous avons envisagé quetarylation de 2-méthylpipéridines observé par
Knochel et ces co-auteuj®4], ce qui implique probablement que le méme mécandne
migration de Pd pourrait étre étendue a d'autneérigiines, y compris celles ne possédant
pas un substituant C-2, par un choix appropriéigant. qui peut développer une telle
B-arylation de ligand-contrélée de Boc-pipéridinehéna 16) [55,56].

Ar
B s-BuLi,TMEDA
puisZnCI2 »
] ou
a puisAr-l, PdL cat.
R N N
| TN T
Bac Boc Boc
0- arylation B- arylation
R=H R=Me
Ar
B s-BuLi, TMEDA
puisZn02 >
O puis Ar-l, Pd/L cat.
R l|\| R ,|\|
Boc Boc
B- arylation
R=Me

Schéma 16Arylation de Boc-pipéridines contrdlée par le tyjgeligand

I. 2.5 Arylation directe d' énamides par une réacthn décarboxylante/couplage

L'accés simple a des dérivés de 4-phénylpipéridiielavers un meétal de transition, une
réaction décarboxylante croisée a un couplageysgtadar le [Pd] des énamides simples a
été réalisée [57,58]. En fonction du choix du gempnt protecteur de I'azote, la synthese
sélective d'une mono- ou diarylation a été effextddns des conditions douces. Cette
réactivité pourrait étre appliquée a la synthesmal'gamme de dérivés pipéridiniques

diarylées a effet bioactifs (schéma 17).
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[j\ | -~

_—
Cat [pd]

N H

| R= Boc,

65% Diarylation Monoaylation 70 ¥

Schéma 17Arylation directe d'énamides par une réaction décarboxylzmiplage
l. 2. 6 Synthéses régio et stéréosélectives de @és pipéridinque catalysée par [Ru]

Dérien et ses collaborateurs. ont mise au poinsysteme catalytique efficace pour le
couplage éne-yne des alcools allyliques d'aminepgpgyliquesvia la formation de
ruthenacyclopentene en présence de ruthénium cpi®rfll) conduisant a la formation
des dérivés de pipéridine précieux (schéma 18)r Btdlier la faisabilité de ce processus,
la N-tosylpropargylamin¢43) a été mise a réagir avec l'alcool crotyli§dd) en présence
de divers complexes du ruthénium (ll). La natureodicatalyseur a été étudiée en utilisant
le THF comme solvant. Le produit principdd5) a été formé en utilisant le
[Cp*RU(NCCH;)s]PFs comme catalyseur [59].

OH
/ [Ru] (5 mol%) —
/ A\ - Me N-Ts *+HO
TSHN
Me

Solvant, 80°C, 15h

(43) (44) 45)

Schéma 18:Couplage C-C / condensation de I'am(i&) et I'alcool(44)
catalysée par [Ru]
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l. 3. Intéréts biologique des dérivés pipéridiniqus

Une grande variété de stratégies de syntlest utilisés pour la préparation dérivés
pipéridiniques substituée&n raison de la demande d'une sélectivité angdi@td'une
réduction des effets secondaires des médicamententigds dns la recherch
pharmaceutique, laynthés de composés biologiquement agtife ce genre reste un ¢
majeur en chimie organiquet en synthese catalytiqueails ce contex, nous citons

guelquegdérivés pipéridiniqus a potentiels biologiques (tableau 30).

Tableau 30:Activités biologiquede quelques dérivés pipéridiniquagveés

La molécule brevete Activité biologique Réf
P o~ R
i I A i I
Y A

|

PR Y, Antiparkinsonienne [60]
~_ ~ T~
AN
/ \
e
! = 1
Lo " Y
N S i i
i i s B - .
NN~ Ny Antidiabétique [61]
<y Y | 7w
O LN
CogsC
~INT
LR IR 2 on Antalzheimer [62]
T r 7 I
o) o) HN
=
‘ =

~Cl Anticancéreuse [63]

110



APERCU BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I
TN AN Contre la Migraine et
i . [64]
ST e e = I'épilepsie

Z N
~ e ~~ C\V/‘\\T /IL\‘I
7 ] |
HOU._ A ')!!\X’A\ Q"A\‘/'H !\\\/,/!’!
H s Antiarthritique [65]
L\N/J
H
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Chapitre IT SYNTHESE DE NOUVEAUX DERIVES PEPIRIDINIQUES

[l. Introduction :

Choisir la meilleure approche pour réaliser destié@as de couplage oxydant entre une
amine propargylique et un alcool allyligue avec c&sc n'est pas chose aisée. La
multiplication des paramétres inhérents a la réache facilite pas la compréhension

globale et la prédiction de la réaction. La natlge systéemes catalytiques et des conditions
employées sont en effet autant de parameétres que awxmns essayé d’apprécier dans ce

chapitre.

[I.1. Optimisation des conditions réactionnelles:

Il 1. 1. Le choix du catalyseur :
La réaction initiale a été réalisée dans le THF pgésence de 1 éq d'amine N-

tosylpropargyliquela et un excés d'alcool cinnamiglia (schéma 19, tableau 31).

©/\/\OH / {[Ru(Cp*)(CH3CN)3]PFg} i:/§_©
+ Ts—N
NHTs THF, 80 (°C) —

Une nuit
la 2a 3a

Schéma 19
Tableau 31:Effet du catalyseur dans la réaction de I'amine$ydpropargylique et alcool

cinnamique

Entrée Ru] (5 mol %) Symbole de I?dt de produit
Catalyseur isolé (3a) (%)

1 Cp*Ru(COD)CI A -

2 Cp*RU(CH,CN)sPF B 48

3 Cp*Ru(CHCN);BF, C 11

4 (neopentyl-Cp*)Ru(CHCN)sPFs D 43

5 (*Bu-Cp*)Ru(CHCN)z PR E 29

6 ("Pr-Cp*)Ru(CHCN)sPFs F 24

7 (Cp)RU(CHCN)sPFs G 19

8 (CRs-Cp*)RU(CHCN)sPFs H 8

Ordre d’addition 1. THF, 2. 'amine N-tosylpropargylique, 3. I'alal cinnamique 4. le
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catalyseur.

Etonnamment, la réaction en présence d'un catalyseutre (A), n'a donné aucune
conversion (entrée 1). D'autre part, le catalysamlogue cationique (B) donne une
conversion complete conduisant a I'énanBdeavecun rendement isolé de 48 % (entrée
2), ce qui attire notre attention sur I'effet daaminverse avec le catalyseur C contenant le
tétrafluoro borate qui a donné un rendement de 1(&Mtsée 3). L'influence du fragment
cyclopentadienyle a été alors examinée. Notamnhemius stériqguement encombré [Cp*
Ru] contenant des catalyseurs a base de néopentgéegroupe t-Bu a donné de meilleurs

résultats avec des rendements de 43% et 29%, tegpeent (entrées 4 et 5).
Il. 1. 2. Effet de la concentration de I'alcool :

En utilisant leCp*Ru(CH 3CN)3;PFs comme catalyseur, avec le THF comme solvant a
80°Cnous avons étudié l'effet de la concentration aleddl cinnamique2b et de la N-

tosylamine propargyliqgu2a (schéma 20, tableau 32).

-"OH Z {[RU(CP*)(CH5CN) 3PF g}
+ > Ts—N
NHTs Solvant, T (°C) —
Une nuit
la 2a 3a

Schéma 20

Tableau 32 Effet de la concentration de I'alcool cinnamique

Entrée (2a) x equiv. (1a) y equiv. Rdt (CPG) (3a4)
1 1 5 35
2 1 2.5 39
3 1 2 41
4 1 15 48
5 1 1 54
6 1 1.2 64

Ordre d'addition 1. Amine N-tosylpropargylique, 2. THF, 3. l'aldoannamique, 4. Le
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catalyseur.

L'augmentation de la quantité d'alcabh a mis en évidence la formation indésirable
d'éthers d'hémiaminal probablement résultant déadae nucléophile de l'alcool sur
I'enamine cyclique et la formation de l'aldéhydsuftant de lisomérisation de l'alcool

allylique 1la (entrées 1 a 4). Le meilleuatio de I'alcool est 1:1.2, avec un rendement de
64% (entrée 6).

Il. 1. 3. Influence de la température :

L'effet de la température sur le rendement deédation (schéma 20) est résumé dans le
tableau 33 .

Tableau 33:Influence de la température sur le rendemena dédction

Entrée T°C Rdt (CPG) (3a) (%)
1 TA 00
2 80 35
3 100 72
4 110 70
5 115 69
6 125 58
7 130 47
8 150 41

Ordre d'additionl. I'amine N-tosylpropargylique, 2. THF, 3. £abl cinnamique, 4. le

catalyseur.

TA: température ambiante.

Il faut noter que la réaction ne peut pas se preddi la température ambiante.
Malheureusement, elle n'a adonné aucune convelgotrée 1) de. La température
optimisée est comprise entre 100°C et 110°C dorerariton 70% (Rdt CPG) (entrées 3 et
4), Il est a noter qu'a des températures supésear£20°C, une quantité notable e
toluéne sulfonamide a été détectée, résultant geolgargylation dea, ce qui justifie les
rendements faibles (entrées 6-8).

114



Chapitre IT SYNTHESE DE NOUMEAUX DERIVES PEPIRIDINIQUES

Il. 1. 4. Influence du Solvant :

Apres avoir trouvé les conditions appropriées deecatalyseur du ruthénium (entrée 2,

tableau 31) et la température optimisée nous aetdié l'influence de solvant (tableau

34).
X"0H = {RU(CP*)(CH5CN)lPF}
+ > Ts—N
NHTs Solvant, 100 (°C) —
Une nuit
la 2a 3a

Schéma 21

Tableau 34:Effet du solvant sur la réaction.

Entrée Solvant Rdt CPG (3a) (%)

1 CAN -

2 1, 4-Dioxane 19
3 DEC 13
4 THF 71
5 MeTHF 25
6 Tol 00
7 BnOH 17
8 CIBn 26
9 MeOH 77
10 DCE 73
11 H.0 39
12 TerBuOH 8
13 EtOH 58

Ordre d'addition1. L'amine N-tosylpropargylique, 2. Le solvant,L3lcool cinnamique,

4. Le catalyseur.
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Comme solvant de coordination, I'acétonitrile nGnmE aucune conversion de l'amine
propargylique. Apres un screening initial de sotsahe THF et la DCE ont été jugeées

appropriés pour la transformation qui a donné itéda 3a ave des rendements de 71% et
73%, respectivement (entrées 2 et 4). |l faut ngtex le rendement de la réaction dans le
THF a été amélioré de 48% a 71%, en changeantd'a’dddition des substrats (entrée 2
du tableau 31 par rapport a I'entrée 4 du tablédu@es résultats peuvent expliquer par
une éventuelle réaction secondaire qui se prodisglie la concentration d'amine dans la
réaction est trop élevée, conduisant a la formation dimére ou trimére d'amine

propargylique2a.
lI. 1. 5. Influence des additifs:

Les additifs n‘'ont montré aucun effet sur la r@ac(tableau 35).

Entrée Additif Rdt CPG (3a) (%)
1 K2COs 0
2 CSA 7

II.1. 6. Influence de la protection de la fonctioramine :

N"on H [Ru (Cp*)(CH;CH3CN)3PRy]
R-N. > Pas de conversign
+ :

THF, 100°C
la 2 Une nuit
2a:R=TS
2b:R= CHjs, Ph
Schéma 22

Nous avons étudié l'influence de la protection'dmihe. Le groupement protecteur a été
jugé essentiel. La réaction de l'amine N-méthylprgplique 2b n'a donné aucune
conversion (schéma 22). La coordination possitdéoie d'azote au centre du ruthénium
peut désactiver le catalyseur et expliquer cetsemade de réactivité.
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Il. 1. 7. Influence du Nucléophile :

Pendant le screening de solvant, nous avons obsgirdes alcools ne donnent pas le
composé attendu comme résultat de la réactioné@Btdu tableau 34) avec un rendement
de 77% (Schéma 23), ce compdbéésulte de I'utilisation de MeOH comme solvant.

N . [RU(CP?)(CHCH,CNLPF
R-N (5 mol%) Ts—N
. o .

MeOH, 100°C MeO
la 2a 3b

Schéma 23

Les aminals synthétisés ont été jugés trés semsilde analyses RMN réalisées dans
CDCl; ont montré la déshydratation 8k. Des traces de chloroforme deutéré acide étaient
suffisantes pour protoner le groupement alcoxy dannl'énamideb, par élimination de
méthanol ou d'éthanol (Schéma 24). La caractéisatbmplete était possible en utilisant

soit GDg ou CD.Cl..

MeO

Ts_N(:\Z*Me Ts—N Me

charactérisé dansgDg  rMmN Messy dans CDClg

et CD,Cl,
MeQ _ HCl traces __
Ts—N Me \\ > Ts—Ni:\Z*Me
Schéma 24

Les conditions opératoires, pour lesquelles nousnsvopté, correspondent a celles
utilisées par Murugesan et ces collaborateurs [B8hque paramétre modifié est signalé et
concerne essentiellement les temps de réactigampérature utilisée, I'ordre d'addition et
la concentration des substrats engagé dans laiodasinsi, nous avons choisi un

protocole qui a permis d’obtenir d’excellents remeats.
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[I. 2. Synthése de nouveaux dérivés pyridiniques:

Enfin, avec les meilleures conditions de la réagctitilisation de 8 mol% de catalyseur

ameéliore la transformation d&a donnant une conversion presque compléte avec un

rendement isolé de 74%. La purification rapide sug flash colonne chromatographique

de gel de silice neutralisée a minimisé la dégradates produits isolés.

[I. 2.1-Utilisation de l'alcool cinnamique dans lIeTHF :

L'amine N-tosylpropargylique, I'amine N-Boc-propgdirgue et le benzamide propargy-

lique, avec l'alcool cinnamique ont été jugés appés pour permettre a la formation de

produits cyclique8a avec des rendements de 70-87 % (schéma 25)

[Ru (Cp*)(CHCHLCN);PF

©/\AOH R—N'H (8 mol%) R_N/\j\Z_O
+ — -
0°C, 15h
1 3

THF (0,5ml), 10
a 2a

35 Rdt=74% 3¢ Rdt=87 % 3¢ Rdt=71%
R=TS R=BOC R=PhCC

Schéma 25 Synthése du compo8édtilisant I'alcool cinnamique dans le THF

Détermination structurale du produit (3a):

Figure 22: Structure du composda: 3-methylene-4-phenyl-1-tosyl-
1,2,3,4tetrahydropyridine
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Le spectre RMNH de compos8a (figure 23) permet d'observer:

> La présence de quatre signauxda = 6,87-7,74 ppm (zone aromatique)
d'intégrations: (2H, 2H, 3H et 2H) caractéristigaegeux cycles aromatiques.

» L’apparition d’'un doublet a4 = 6,84, § = 8,0 Hz), correspondant &kt un autre
doublet de doublet &, = 5,10 ppm J = 4,4 et 8,0 Hz), correspondant aikdique
la présence d’'une double liaison.

» L'apparition des deux singuletsda = 4,61 et 4,64 ppm d'intégration 1H Chacun,
correspondant respectivement aux protons ¢t Hy, suggérant une liaison
éthylénique terminale.

» Deux doublets J= 12,9 Hz), intégrant chacun pour un proton appaaaisasy =
3,79 et 3,95 ppm correspondant respectivement en&ns Haet Hyyp,.

» Un doublet &H =3,64 ppm; {= 2,9 Hz), d'intégration 1H correspondanta H

» Le méthyle du groupement tosyle résonmig & 1.97 ppm.

7.745
—— 7724
7.069

7.049
_——6.802
6.694

6884

6879

855

827

795

642

634

1876

mmmmm

— 7.094
— 7.088
— 6.859
— 5839

CHj;
I
H9a
H2 H2b
Hs H‘tb 200 |'||4

Wy oy ¥

8 ® g8 2 8
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Figure 23: Spectre RMN'H du compos@&a: (3-méthyléne-4-phényl-1-tosyl-1,2,3,4-
tétrahydropyridine400 MHz, CDRCI,).
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Le spectre RMN>C du compos@&a (figure 24) permet d'observer:

> les déplacements de 19 carbones du compaseé

» sur le spectrd®EPT-135, I'apparition de deux pics déHzl adc = 48,3 et 113,7

ppm correspondant aux carbonesetdG respectivement, et un signal @eéls| adc
= 21,0 ppm, correspondant a4@t trois signaux d€H Tasc =45,3,109,9 et 143,3

ppm correspondant aux carbones G et G, respectivement.

Quatre carbones quaternaires apparaissagt-=al42,6, 141,3, 135,7, 130,7 ppm

caractéristiques aux carboneg,Cs, C,; et Ggrespectivement.

SYNTHESE DE NOUVEAUX DERIVES PEPIRIDINIQUES

28807
28472
27.900
27690
26,868
26817
13.252
09.913
48.344

T—— 45374

|\

/=
N
W

\

\\\Z_

\—

F
—— O
o
S

21,086

ppm (t1)

150 100 50

Figure 24: SpectreRMN **C du compos8a: (3-méthyléne-4-phényl-1-tosyl-1,2,3,4-

tétrahydropyridine100 MHz, CRCI,).
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[I. 2. 2. Utilisation des alcools 4-nitrocinnamiqueet isopropenylcarbinol
dans le THF

L'alcool 4-nitrocinnamiquéla réagit avea en donnanBa avec un rendement isolé de
65% (schéma 26).

En revanche, dans des conditions réactionnelleslagies, les alcools allyliques 2-
substitués tels que l'alcool de méthallitese sont avérés étre moins réactifs et nécessitent
une procédure modifiée avec un grand exces d'afdiytique (5 éq.) et (1 €g.) des amines
propargiliques2a-c pour la formation de I'énamide cyclique des prtsd8b, 3c, 3davec

des rendements @, 67, 61 % réspectivement.

Ces résultats montrent que l'encombrement stéritpse alcools allyliques a une forte
incidence sur le rendement de la réaction, lesocaliphatiques linéaires ont été trouves
plus réactifs et moins sensibles a des réactiocengaires dans de tels procédés, comme

précédemment observé avec des structures simi[&Bgs

{[Ru(Cp*)(CH3CN)3]PFg}

RS (8 mol%)
Rl/\\/\oH R3HN\/// R3—N R1
THF, 100 °C —
la-b 2a-c R2
3a-d

2a:R®=Ts;2b:R%=Boc

1a:R1:4-N02C6H4, R?Z=H 2c :R¥=PhCO

1b :R' = H, R? = Me

Boc—N
— PhCO—N
TS—N<:/§7C6H4N02 Ts—N —

Me Me
3a :65% 3b :84% 3c:67% 3d :61%

Schéma 26 Réaction de l'alcool 4-nitrocinnamique et l'isqgnylcarbinol dans le THF
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Détermination structurale du produit (3d):

11

2 73N 4
10 8 5
9 Oz Nl o
KON,
15

14 0
13

Figure 25: Structure du compos3d: Tert-butyl 5-methyl-3-methyléne-3,4-
dihydropyridine-1(2H)-carboxylate

> Le spectre RMNH du compos®&a (figure 26) permet d'observer:

» L’apparition d'un doublet @4 = 6,41 ppm, { = 23,3 Hz), attribuable adihdique
la présence d’'une double liaison.

» Deux doublets apparaissanéia= 4,87 et 3,8 ppm avec une constante de couplage
J= 7,8 Hz, intégrant chacun un proton correspondaspestivement aux protons
Ha-11 €t suggérant une liaison éthylénique terminale

» Un doublet résonant &; = 3,63 ppm avec un constant de couplage 2 Hz,
d'intégration 2H, correspondant a H

» Un singulet &y = 2,64 ppm d'intégration 2H correspondant;a H

» Un singulet intégrant 3H &; =1,59 ppm, correspondant au méthyle de I'alcool de
méthallyle

» Les protons du tertiobutyle du groupement BOC rganohady = 1.38 ppm.
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Figure 26: Spectre RMN'H du compos@&d: Tert-butyl 5-methyl-3-methyléne-3,4-
dihydropyridine- 1(2H)-carboxylat@l00 MHz, CRROD)

Le spectre RMN®C du compos@&d (figure 27) permet d'observer :

> Les déplacements de 12 carbones du compmsé

» Sur le spectrdEPT-135, I'apparition de trois pics d@Hzl adc= 36,0, 41,6 et
111,6 ppm correspondant aux carbongsGzet G ; respectivement, et un signale
de CH3| adéc = 16,0 ppm correspondant a.@t au t-But correspondant aux
carbones @, Cy4, Ci5 a 20,3 ppm et un autre signal Gél Ta dc =120,8 ppm
correspondant a{C

» Quatre carbones quaternaires apparaissagt=a140,5, 121,2, 82,0 et 82,0 ppm

caractéristiques aux carbonesg G, Gset G respectivement.
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Figure 27: Spectre RMNC du compos8&d: Tert-butyl 5-methyl-3-methyléne-3,4-
dihydropyridine-1(2H)-carboxylat€L00 MHz, CQROD)

ll. 2. 3. Utilisation de I'alcool cinnamique dans ¢ méthanol :

Il faut noter que la réalisation de la réaction slda méthanol, avec des amines
propargyliquesla et 2b en présence de l'alcool cinnamidil® nous a permis d'obtenir les
éthers hémiaminal les plus stabldsa et 4b avec unratio de 9: 1 (rapport

diastéréoisomérique) (schéma 27) [66,67].
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MeQ
H e [Ru(Cp*)(ACN)3]l[PFg]l (8 mol%)
— + OH R;—N
RN ©/\/\ MeOH, 100 °C 1
15h
1 equiv. 1.2 equiv.
la 2b
/ /
o o
Ts—Nt\Z—O Boc—N?:\Z—Q
R, =Ts R; = Boc
82 % 64 %

Schéma 27:Synthése des éthers hémiamidakt 4b.

*Détermination structurale du produit 4a
L'utilisation de méthanol comme solvant de la néactonduit a la formation de I'éther

hémiaminaka (schéma 27)

Figure 28: Structure du compogk : 2-méthoxy-5-méthylene-4-phényl-1-4a
tosylpiperidine

Le spectre RMNH du composéa (figure 29) montre:

> la présence de trois signaugp= 6,77-7,75 ppm (zone aromatique) d'intégrations:
(2H, 3H et 4H), caractéristiques a deux cycles atajues.

> l'apparition des deux singuletség = 5,26 et 4,95 ppm d'intégration 1H chacun,
correspondant respectivement aux protons, Bt Hy7,indique que le produidb
suggere une liaison éthylénique terminale.

» lapparition d’'un doublet @4 = 4,26 (J = 14,3 Hz), correspondant girktlique la
disparition de la double liaisdigure (23 - 29)
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» deux signaux intégrant chacun pour un protondH = 4,10 et 3,82 pp,

correspondant respectivement aux protors, et Hsp.

» un multipletapparaissa ady = 3,70 d'intégration 1Horrespondai a H;.
» I'apparition d’'un singlet ¥y = 3,23 ppm caractéristiqueun groupeme méthoxy
OCH; vient du M&©H (protonatiorde la double liaison).
> le méthyle du groupement tosyle résonidy = 1.89 ppm.
» l'apparition de deux signaux oy = 1,84 et 1,59 ppm intégrant 1H chac
correspondant adlet Hgy,
8f 83B2EEBE g g 2EBuyRBsy s89883288883¢
;.f" \ L / ) ,’,/‘/// .-'fl \\\:F-f\tas;u'i/ )2’{’_/-
OCHj,4
|
CH,
H L4,12,1|6
|
H
20,24|1I l y Hsa
His, 1E|I |1,2 Hy l7bh'|2 H
M| ' Il Mo | |3b Hs
" o
L | L L
e iy 5 b Y o
g g 3 £ g &% =% 8 ® B
T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
80 70 6.0 50 40 30 20 10
ppm (t1)

Figure 29: Spectre RMN'H du composda: 2-méthoxy-5-méthyléneghény-1-4a

tosylpiperidine(400 MHz, GDe)
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> Le spectre RMN>C du composéa (figure 30) montre:

> les déplacements de 20 carbones du comr3a.

» sur le spectr®EPT-135, 'apparition de trois pics déH» lasc =36,77; 47,59 €
111,86 ppmcorrespondal aux carbones £ C; et G respectivement, et del
signaux deCHgTaSC = 21,08 et 55,07 ppm correspondanCt; et OCH, deux
signaux deCH T a oc = 42,08 et 84,79 ppnctorrespondar a G et G
respectivement.

» quatre carbonegquaternairs apparaissant & = 144,7, 142,8141,2, 138,9 ppm

caractéristiques a carbones §; C;;, Cyoet Gg respectivement.

o ® &8 kK 2
8 5 9 g8 N
C,
OCH;
Ce | (|:3 CHs
| | |
Coip
1216\ L1315 Cq
C20,24 14 C. J J
u | J NS N
Ce
Cu7 Cs
T || T T T T | T T T T || T LI | I T T
150 168
B ()

Figure 30: SpectreRMN *°C du composéa: 2-méthoxy-5-méthylénephényl-1-4a
tosylpiperiding(100 MHz, GDe)
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Il. 2. 4. Mécanisme de la réaction :

La formation de produiB peutexpliquer par le mécanisme réactionnel décrit dah€ma
10. Apres une élimination / addition non réductriees amides propargyliqueset les
alcools allyliquesl réagissent avec le fragment cationique [Cp*Rujur former deux
intermédiaires clés en équilibde et Il, tandis que la présence de plusieurs amines
nucléophiliques telle que l'aniline propargyliq@e inhibent la formation de ces
intermédiaires clés proposeés, probablement enrraleda coordination de I'atome d'azote
au centre du ruthénium conduisant a des internrégidli (Schéma 28).

La coordination de l'atome d'oxygene sur le fragnmetionique du ruthénium facilite
l'introduction de l'alcool allylique danks d'ou l'activité faible du [Cp* Ru (COD) CI]
neutre dans de telles transformations (entréeléaal81J]1].

La cyclisation oxydante dani$ a conduit a la formatiordu ruthénium cyclopentene
cationiquelV . L'interaction stérique entre le groupemiBtet le ligandCp* réduit le taux
de cyclisation qui peut expliquer la faible réaitéivd'alcool de méthallyldc dant ce
processus [68].

Puis, lintermédiairéV subit uneB-H élimination de I'ancien proton allylique, le akigeur
donne le ruthénium hydridglV) V. L'élimination réductrice de&/ redonne I'éspece
[Cp*Ru]” cationique active qui génére l'aminoaldéhyde méatiaireVI, qui libére les

énamides3, apres une condensation intramoléculaire, suiviaipa élimination de I'eau.

A = =

OH [ wp e
/. R [CpRu] 7 / ---- o / "
RSHN/ to /\ NHR® Vs ReHN R2 A RHN / R?
R1/L\

I | | OH

Schéma 28Mécanisme réactionnel de la synthese des pro8luits
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L'utilisation du méthanol comme solvant, en présedmn exces d'alcool cinnamiglia

conduit a la formation du (3,3-diméthyl propyl) zéne5. Il est intéressant de noter que la

formation compléte de cet acétal est seulemenilgedsrsque {[Ru (Cp*)(CHCN);]PFe}

avec une gquantité catalytique @a sont utilisés comme systeme catalytique pour cette

séquence isomérisation-acétalisation (schéma 28)cdtalyseur du ruthénium généré

favorise la formation d'acétal qui joue un role sléntransformation intermédiaire ®é¢ a

['énamide3.
{[Ru(Cp*)(CH5CN)5]PF&} RO
N (1 mol%) /\)\
Ph/\/\OH 2a (5 mol%) Ph OR
MeOH ou EtOH, 100 °C
la conv. > 99% 5a-b
R =Me ou Et

Schéma 29 Formation d'acétalia les alcools d'allyliques

lI. 2. 4. a. Résume des résultats (schéma 30) :

Les résultats de nos travaux sont résumés dachédéens 30 :

{[Ru(Cp*)(CH;CN);]PF ¢}

R X OH P (8 mOI%) _
/\(\ " R3HN\// RE—N R

R? THF/MeOH , 100 °C —
la-d 2a-d R2
3a-g

la:R'=Ph,R%2=H

1b :RY= 4-NO,CgHs, R?°=H 2a:R3=Ts;2b: R3=Boc
1c:R'=H, R = Me 2¢ : R® = PhCO;

1d :R!=Me,RZ=H

Ts—N C/§7Ph Boc—N <:/§7Ph PhCcO— N<:/§7Ph Ts—N CgHsNO, TSTN

Me
3a: 74% 3b:3:2;87% 3c : 70% 3d : 65% 3e ' 84%
Boc— Ts—N
PhCO—N Boc—N “g:/§7 ;:/§7
Me Me MeO .
3f:67% 39 :61% 64% 3i. 82%

Schéma 30:Résumé des résultats.
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II. 3. Hydroboration:

Etant donné que les produg®t4 portent un groupement de méthyléne, nous avomseetu
la post-fonctionnalisation de ces produits dangifbboration-oxydation pour accéder aux
dérivés 3-hydroxyméthypipéridines. L'utilisation tthexylborane ave8a ne donne pas le
produit prévu [69]. Pour cela, I'exécution d'unactén similaire avec Bl DMS a rendu
possible la formation du composé attendu avec umentdé notable de produits
secondaires provenant de la réaction de l'esmgmo cyclique insaturé. Enfin, le
remplacement d8a par son dérivé éther hémiaminal correspondadd,a conduit a la
formation de6a, dans un mélange de stéréoisomeres de 75: 19e6 uavrendement isolé
de 76% (schéma 31).

HO
1/ BH;:DMS
_ 2/ H,O, NaOH
R3—N Ph 2% NaH s Ph
THF
MeO 76% MeO
4a 6a
75:19:6

Schéma 31Hydroboration-Oxidation déa.

Récemment, il a été rapporté que la présence daitdn C-Me dans les produits
hétérocycliques telles que les alcaloides, est flofmé «effet de méthyle magique» ou
l'ajout d'un groupement méthyle & I'endroit appfprourrait améliorer les activités
biologiques des produits pharmaceutiques de plwes 0 fois [70]. Le groupement
meéthylene dans les produidspourrait donc étre sélectivement réduit en un geowent
méthyle en gardant intacte l'insaturatiemdo cyclique pour une post-fonctionnalisation
supplémentaire. L'hydrogénation sélective des di@mealcenes en présence de [Cp*Rul],

comme catalyseur de base, a été rapportée paredrid8ischer [71].

Détermination structurale du produit (6a)

I'hydroboration pourrait sélectivement réduire leuppement méthylene du proddd en

un groupement meéthyka (figure 31).
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Figure 31 Structure de compo$a (6-méthoxy-4-phényl-1-tosylpiperidin-3-yl) méthanol

Le spectre RMNH du composéa (figure 32) permet d'observer :

>

la présence de trois signauXia= 6,77-7,75 ppm (zone aromatique) d'intégration
2H, 3H et 4H, caractéristique a deux cycles arajuas.

I'apparition d'un singulet &; = 5,34 ppm d'intégration 1H correspondant;g H
'apparition d’'un doublet @y = 4,05 ppm (J = 13 Hz), correspondant dndique

la disparition de la double liaison en comparastdpectres 1 a 6

deux sighaux intégrant chacun pour un proton ajgsaat &y = 3,49 et 3,44 ppm
correspondant respectivement aux protongéd Hy 7y,

un multiplet résonant &, = 3,25 ppm d'intégration 1H correspondant,a H
'apparition d’un autre multiplet &; = 3,22 ppm correspondant @.H

l'apparition d'un singulet &, = 2,95 ppm d'intégration 3H est caractéristique au
groupement méthoxyle OGH

le méthyle du groupement tosyle résoniog & 1.87 ppm.

un singlet apparaissantbl = 1,92 ppm d'intégration 1H correspondanta H
l'apparition de deux signaux &; = 1,78 et 1,68 ppm intégrant 1H chacun

correspondant adget Hgp,
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Figure 32: Spectre RMN'H du composéa : (6-méthoxy-4-phényl-1-tosylpiperidin-

3-yl) méthano(400 MHz, GDs)

Le spectre RMN*C du compos@&a (figure 33) permet d'observer :

>
>

les déplacements de 20 carbones du compasé

sur le spectr®EPT-135, I'apparition de trois pics d@Hzl aoc = 36,4, 41,4 et
57,4 ppm correspondant auxs, Cs et G respectivement, et deux signaux@lds
adc = 21,0 et 55,3 ppm correspondant éstéHOC"k, deux signaux dé:HT adc =
29,6 et 42,0 et 84,9 ppm correspondant,a3s et G respectivement.

trois carbones quaternaires apparaissanéCa = 142,7, 142,5, 138,7, ppm
caractéristiques aux carboneg,©,3, Cyret Gg respectivement.
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Figure 33: Spectre RMN*C du composéa: (6-méthoxy-4-phényl-1-tosylpiperidin-3-yl)
méthanol(400 MHz, GDg)
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Il . 4. Hydrogénation catalytique :

Comme a été présenté, I'objectif de notre travail ddobtenir de nouvelles molécules
bioactifs a partir des amine propargyliques et d&ool allyliques, La plus-value
recherchée se décline précisément par une hydriogénaatalytique des dérivés
pyridiniques utilisant {[Ru(Cp*)(CHCN)s] PR} comme catalyseur pour avoir des
structures similaires a des dérivés 4-phenylpipeesl dont certaines activités biologiques

sont connues.

II. 4. 1.Hydrogénation du produit 3a :

Au cours de cette étude, il n'a été observé quiidation de ligands organophosphorés
tels que la tri hydroxypropylphosphine favorise/diftogénation totale du diene en alcane
correspondant. Nous avons étudié la semi-hydroggnatde 3a utilisant
{[Ru(Cp*)(CHsCN);] PFKR} comme précatalyseur pour le couplage en tandem/
hydrogénation transformation (schéma [2).

Les tentatives d’hydrogénation 8a, sans additifs, ont montré que la semi-hydrogénatio
est possible a 120°C, sous 45 bars, avec isoméridatérale de éxainsaturation qui a eu

lieu pour donner le diéne conjugué (tableau 3G¢ent).

{[Ru(Cp*)(CH3CN);]PFe}
(5 mol%)
additif (5 mol%) Me Me<_~ Me
H, + +
N THF, T (°C) N N N
Ts Ts Ts Ts
3a 7a 8a 9a

Schéma 32:Semi-hydrogénation dga utilisant {{Ru(Cp*)(CHCN);] PR} comme

précatalyseur.
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Tableau 36: Semi-hydrogenation de I'enamigia?®

Entrée | P(bar) T(°C) (?‘#&L% ((.’Iég)é]t\)/b rg'%% cirs{ztt%(rjls
1 45 120 - 75 55/35/10 70/30
2 45 120 A (5%) 99(75) 100/0/0 70/30
3 45 120 B (5%) 99(70) 80/0/20 80/20
4 35 110 A (5%) 99 100/0/0 70/30
5 25 120 A (5%) 97 95/5/0 65/35
6 60 a0 A (5%) 80 100/0/0 75/25
7 65 110 A (5%) 99 100/0/0 75/25
8 65 110 B (5%) 99 90/1/9 80/20
9 50 110 C (5%) 93 84/2/14 80/20

% Toutes les réactions ont été effectuées dans aotexér de 20 ml en utilisant le THF
pendant 15 heures av@a/ [Ru] / additif & un rapport molaire de 1 / 0/08,05.° Numéro
entre parenthéses: c'est le rendement du produé &prés purification d@a. ratid” de

7/8/9 ont été déterminés par CPG. rappois /transa été déterminé par CPG et Rt

Récemment, Fehr et ses collaborateurs chez Firmemt montré le r6le bénéfique de
l'acide de Bronsted en tant qu'additif pour empéclisomérisation au cours de
I'hydrogénation des diénes dans la synthése delsbfit3]. Ainsi, une série de dérivés
d'acide sulfonique a été évaluée pour cette tramsfiboon (schéma 33). Il est intéressant de
constater que I'utilisation d'acides phosphineesudfue (5mol%), tels qu& etB conduit a
une conversion compléte en évitant l'isomérisatidérale, donnarta avec un rendement
isolé de 70-75% avec un rattis:trans de 70:30-80:20 respectivement (entrées 2 et 3).

L'additif B a donné la meilleure diastéréosélectivité (entBeesg

tBUPhP PPh,
©/803H ©/803H : _SOzH
A B C

Schéma 33 Additifs utilisés pendant I'hydrogénation.
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Cependant, dans ce cas une quantité notable deiifsraehtierement réduit9a a été

également observée ce qui prouve @queonduit a la meilleure chimiosélectivité. La

structure de stéréoisomére majoritaire a été da@térsans équivoque par analyses RMN

ou les hauts champs des protons éthyléniques ppares comme un ensemble de deux
doublets de doublet a 4,77 et 4,68 ppm, avec destaates de couplage de 5,0 et 2,3 Hz

de proton allylique correspondant aux isomeisgttrans respectivement (schéma 34).

4.80

HB CIS

4.75

4.70 4.65

Schéma 34:Signaux de protors éthyléniques des deux diastéréoisomeéres de |'éediai

Détermination structurale du produit 7a

Figure 34: Structure du produit 7a (3R,4S)-3-méthyl-4-phénybdyl-1,2,3,4-
tétrahydropyridine

> Le spectre RMNH de compos@a (figure 35) permet d'observer :

> la présence de trois signauXa= 6,77-7,75 ppm (zone aromatique) d'intégration

2H, 3H et 4H caractéristique a deux cycles aromatiq

136



Chapitre 1T SYNTHESE DE NOUMEAUX DERIVES PEPIRIDINIQUES

> l'apparition d'un doublet et d'un doublet de douldgremier &y = 6,60 ppm, =
6,9 Hz), le deuxieme &y = 4,77 ppm, J = 5,0 et 8,2 Hz) d'intégration 1H
correspondant agd¢t Hsrespectivement.

» l'apparition d’'un doublet de double®a = 3,93 ppm J = 13 Hz, correspondant,a H

» deux signaux intégrant chacun pour un protomga= 2,80 et 2,86 ppm
correspondant respectivement aux protopsetiHp,.

> le méthyle du groupement tosyle résonnadt & 1.88 ppm.

» un multiplet &y = 1,76 ppm d'intégration 1H correspondant,a H

» lapparition d'un doublet &y = 0,29 ppm, (J = 6,7 Hz), dintégration 3H
correspondant a 3H

Hos
H |
12,14,19,2|i| CH,4
|
'11822 H 140 |5 H | I
: 13,05 H 2 H
1|qr ! H% H;‘ po 28 3a I
n...! n ‘ll | III oo Mo

w Wt Ly iy Yoyoy gy NITRITS gy
(=] s W = oo o o 0o o+ 0 O = - w
n axn O © L= o o S oo O e i = MDD B
o o= O O W~ (=] (] = oo O [+ ~Oom o= @ =

ppm (t1)

Figure 35 : Spectre RMN'H du composé&a: (3R, 4S)-3-methyl-4-phenyl-1-tosyl-1,2,3,4-
tetrahydropyridine (400 MHz, dDs)
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Le spectre RMN>C du compos@&a (figure 36) permet d'observer:
> les déplacements de 19 carbones
» sur le spectreDEPT-135 l'apparition d'un seul pic dé)Hzla dc = 46,5 ppm
correspondant a £deux signaux dé:HSTaSC =15,3 et 21,0 ppm correspondant a
Cy3 et trois signaux d€H Ta dc = 42,3; 109,9 et 135,8 ppm correspondant ayx C
Cs et G respectivement.
» quatre carbones quaternaire8ca= 144,2, 143,2, 140,8, 31,0 ppm caractéristiques

aux carbones {g, Cyo, Ci7et G respectivement.

5888533880 8Y 2 Bl 2 7838 88 S88
NS @i BadRan 5 HC 2 P 383 5 =8
329 8RRBENREY 30 . O . §¢§9 35 ;oo

u 2 H % 1 a1
LU e e |[]) |
~ a1l f o7 34 % 4 16
o == PN 15 8o\ 15 v / 5
5
| ’ 14 1 C,Cy Cs Cas |C

C-20 | | M he | I 1 |

C-10 QL17 |C-l~ | ] | | |
Cl9,l
Cll,l5
C12,14 C5
Cﬁ | I
Co
C
T | T T T T [ T T T T I T T T T
150 100 %0

ppm (t1)

Figure 36: Spectre RMN"C du compos&a: (3R, 4S)-3-methyl-4-phenyl-1-tosyl-1,2,3,4-
tétrahydropyridine (100 MHz, dDs)

Une confirmation supplémentaire a été obtenue ppstatlisation sélective de l'isomeces
7avoire (figure 37) [74]. Il est intéressant de maja'aucune dégradation ne s'est produite
lors de la purification de I'énamida démontrant sa stabilité par rapport a 'homodi&me
La réalisation des réactions a 110-120°C, en poésda {[Ru(Cp*) (CHCN);]PFs} et A,

a montré que, sous une pression faible gledels conversions complétes ont été observées,
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une légere diminution de rat@s: transde 7a ont également été remarquées (entrées 4 et
7), par rapport aux entrées 2 et 5. La conversi@iéaaffectée par la température de
réaction et un rendement de 80% a été atteint@ 96us 60 bars d'hydrogene moléculaire
(entrée 6).

5 8. T !

¢ g'f. W % W i’f
G o

%\\i '\?I

e

Figure 37: Structure aux rayons X du la semi réductincycliques d'énamidéa

A ce stade, nous nous sommes demandeés si lesréassikectivités obtenues, en présence
deA etB ont été dues a la phosphine ou d'acidité de tiaddi

L'utilisation de l'acide benzene sulfonig@@® comme additif a mis en évidence une
diastéreosélectivité similaire conduisant a unorate 80:20cis:trans mais avec une
conversion incompléte, ce qui suggere qu'avec eex digands de phosphine aucune
liaison au centre métallique de I'atome de phospiner semble se produire au cours de
I'nydrogénation dans le THF comme solvant (ent)ée 9

Bien qu'un mécanisme détaillé de I'hydrogenatiaitdhe catalysée par du ruthénium [75]
ne soit pas encore établie, I'hydrogénation d'alqezut se faire par insertion de l'alcene
coordonnée consécutif suivi d'une élimination rédce sur I'espéce cationique hydrido /
hydrogéne [Ru(Cp*)K* [76-77]. Un processus ionique impliquant une pmatin par
l'acide [Ru (Cp*)q2-H2)]" suivie d'une réduction neutre [Ru(Cp*)H] ne peats pétre
totalement excl(i78].

Il convient de noter que lorsque les réactionsébdtréalisées en présence de complexes de
ruthénium-arenell() avec des ligands similaires, une réduction cotaplés homodienes a
été observée de maniéere sélective suggérant gligalel Cp* est resté intact dans ces

conditions réactionnelles [85].
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Le plus important, c'est linfluence des additifsidas pour induire les procédés
d'isomérisation et pour augmenter l'efficacité aedaction. Récemment, Grotjahn et ses
collaborateurs ont montré que l'espéce ruthéniutiorégue (l) portant des ligands
bifonctionnels joue un rdéle important dans l'isoiseftion grace a l'intervention éventuelle
d'espéces allyliques de ruthénium ou l'azote basigul'imidazole facilite la formation de
I'especen3-allylique via une déprotonatation réversible [79]

En revanche, la nécessité d'additifs acidest B pourrait empécher la formation de ces
especes allyligueda le précédent mécanisme d'addition de protonatkydétion. D'autre
part, Nozaki a montré que pendant I'hydroformylatdalcenes, I'espece [Ru(Cp*)H]
catalyse efficacement l'isomérisation par une tiweréversiblg80]. Par conséquent, les
additifs acides peuvent également jouer un role I'sgtivité catalytique et empécher
lisomérisation par régénération de [Ru(Cp)H partir de I'espéce neutre [Ru(Cp*)H] et

I'espéece dinucléaire{H) du ruthénium monocationiqu# ) [81-83].
Il. 4. 2. Hydrogénation (tandem)

Sur la base de ces résultats, nous avons étugmstabilité d'effectuer le processus
en tandem avec l'additB qui a donné les meilleures diastéréosélectivitgses
plusieurs tentatives, nous avons constaté que itifadatide doit étre ajouté
uniguement a la deuxiéme étape afin de permettrecdaplage d'amide
propargylique2a avec l'alcool cinnamiquga. L'ajout d'une quantité faible de l'acide
sulfoniqueB est important et pour éviter la dégradation pketidu catalyseur au
cours de couplage initial. L’optimisation de coraht réactionnelles a condui7a
avec un rendement isolé de 52% et un ratio de 7&EEéréoisomérique (schéma
35).

1/ {[Ru(Cp*)(CH3CN)3]PFe}

(8 mol%
e VN 2/ B (7 mol%)
Ph OH =
» Ts—N Ph
+ TSHN/ THF, 95 oC _

1a 2a puis H, (50 bars), 110 °C
52% 7a
75125

Schéma 35:Couplage/Hydrogénation en Tandem
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[l. 4. 3. Conclusion :

Nous avons montré que le couplage oxydant séleatife les alcools allyliques et les

amines propargyliques peut étre étendu a des déd\aicools cinnamiques et d'alcools

allyliques substitués en position 2. Cette méthogiel permet I'accés aux enamides 3,4- et

3,5- disubstitués comme échafaudages précieux [@wynthése des dérivés de 3-

meéthylpipéridines a travers I'hydrogénation sélecti'alcene pré-catalysée par [Ru(Cp*)].

> ce couplage régiosélectif utilise le catalyseur Ryp(CHCN)sPFR; entre lI'amine

propargylique N-protégée et les alcools allyligaeaduisant a la formation de 12
nouveaux deérivés pyridiniques, chainons composisdey/cliques azotés.

» nous avons observé l'influence cruciale des canditréactionnelles et du solvant.
Ces travaux nous ont permis d'obtenir des digeesnides, en utilisant un solvant
alcool.

> les réactions d'hydroboration et d'’hydrogénatios demposés synthétisés ont
permis d'obtenir des dérivés ayant des structureshps de celles de dérivés
pipéridinques connus par sont intéréts biologiqtedsque le paroxetine et le

femoxetine qui sont des médicaments antidépresaetipsychotiques [84].
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ll. 1. Généralités :

Toutes les réactions ont été effectuées sous nmesphere inerte selon la technique
standard de Schlenk sauf mention contraire. Le @€ purifié par un systeme de
purification de solvant muni d'une série de colande filtres activés. L'acide p-
toluéne sulfonique a été acquis auprés de soummmsnerciales et utilisé tel que
recu. Les ligandé etB ont été prépares selon les protocoles de laditiéz[86].

Les spectres de résonance magnétique nucléaireratanptH RMN) ont été
enregistrés sur un spectrometre Bruker 400 MHzest dpectres de résonance
magnétique du carbon&C RMN) ont été effectués a 100 MHz. Les déplacement
chimiques §) sont indiqués en parties par million par rappauk signaux de
solvants résiduels (CIl, 5,32 et 53,84, 128,02 et 7,150g, CDsOD 5,84 et
49,05). Les constantes de couplage sont rappoetéddertz. Les abréviations du
RMN 'H sont les suivantes: singulet (s), doublet (dplet (t), quadruplet (q),
pentuplet (p), singulet large (sl), doublet de desl{dd), doublet de triplet (dt), et
un multiplet (m). Tous les réactifs ont été peddsadétés a l'air ou sous atmosphere
inerte d'argon a la température ambiante pour ehgpdtoxydation. Les spectres

HRMS ont été enregistrés sur un Waters Q-Tof 2 amecsource ESI.
lll. 2. Préparation des produits de départ 1a, 1b &lc:

l1l. 2.1.-4-methyl-N-(prop-4-nyyl)benzenesulfonamedla) [2]:

Le composéda été préparé selon la littérature [8Z¢ chlorure de tosyle (5,24 g, 27 mmol)
a été lentement ajouté sous forme d'une solutios &8 ml de THF sec a une solution de
'amine propargylique (1,7 ml, 25 mmol) et diisgprapylethylamine (4,8 ml, 27 mmol)

dans 25 ml de THF sec a température ambiante iptarihédiaire de canules et laissé

agiter pendant une nuit. Le jour suivant, le mééangactionnel a été extrait une fois avec
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du NH,CI saturé et une fois avec de la saumure. L'extn@anique a été concentré et
séché avec du MgSOUne chromatographie sur colonne (20% d'AcOEt dlnpentane)
a abouti a au tosyle amide pur sous la forme qdoodre blanche (82%).

RMN *H (400 MHz, CDCY) 6 ppm 7,81 & 7,77 (d, J=8,4Hz, 241 7,36 & 7,32 (d}=8Hz,
2H35), 3,87 & 3,83 (ddJ=8,4 et 2,4Hz, 2k}), 2,46 (s, 3k), 2.14 a 2.12 (tJ=5Hz, 1H,),
RMN **C (CDCE,100 MHz)$ ppm 143,82 (€ 136,50 (G) 129,67 (Gs) 127,37 (G
77,93 (G3) 77,23 (Gy 32,82 (Gy) 21,52 (G). HRMS la masse théorique pour
C10H11NO,S 209,3 expérimentale 209.

l1l. 2. 2-Tert-ButylProp-2-ynylcarbamate1b). [3]

10

~ O

Le composédb a été préparé selon la littérature [88]. A uneitsmh d'amine propargylique
(803 mg, 14,6 mmol) dans du @, (15 ml) a 0°C, on a ajouté une solution de
dicarbonate de di-tert-butyle (2,67 g, 15,3 mmadngl du CHCI, (20 mL) via une
ampoule a brome, en 25 minutes. Le bain de glage aetiré, et on a agité la solution
résultante a température ambiante pendant 30 meirsolvant est éliminé sous vide et le
résidu brut a été chromatographié sur colonne teegsilice (AcOEt/Pentane, 10/90) pour
donner le composkb (2,23 g, <90% de rendement) sous forme de solatecb

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz)& ppm 6,76 (s, 1k, 3,91 (d,J = 2,2 Hz, 2H), 2,22 (tJ= 2,3
Hz, 1Hs), 1,45 (s, 9ks.),"*C RMN (CDCE100 MHz) 8 ppm 155,21 (), 80,06 (G),
77,21 (@), 71,21 (G), 30,05 (G), 28,33 (Gguw), HRMS la masse théorique pour
CgH13NO 139,2 expérimentale139.1.
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1. 2. 3-N-(prop-2-ynyl)benzamideX(c) [4]:

Qo

Le composélc a été préparé selon la littérature [89]. A unautsmh de 1 ml d'amine
propargylique, dans du GBI, (15 ml) & 0C, on a ajouté une solution de 35 mg de DMAP
et 1 ml de CHCI,, 1 g dans 20 ml de PhCOCI dans une ampoule a bpemdant 25
minutes & @C. Le bain de glace a été retiré, et on a agitédation résultante a
température ambiante pendant 3h.

Le solvant est éliminé sous vide et le résidu braté chromatographié sur colonne de gel
de silice (AcOEt/Pentane, 30/70) pour donner lemmsalc dans le titre (1,06 g de <91%
de rendement) sous forme de solide blanc.

RMN *H (CDCk, 400 MHz)s ppm 7,79 (dJ = 7,0Hz, 2H), 7,48 & 7,53 (m, 14, 7,40 &
7,46 (m, 2H5), 6,35 a 6,50 (sl, 1H), 4,25 (ddi= 2,5Hz, 5,1Hz, 2ik), 2,28 (t,J = 2,5Hz,

1 Hi2). RMN *C (CDCk 100 MHz)$ ppm 167, 08 (@, 133,73 (G), 131,76 (G), 128,60
(Cs9), 127,0 (Ge), 79,46 (Ga) 71,85 (Go) 29,76 (Go) la masse théorique pourdEsNO
159,2 expérimentale 159,1.

1. 3. Procédure générale pour la synthese des émades :

Dans un tube séché sous pression sous une atmespbee, 'amine propargylique
2 (0,239 mmol, 1 éq), le substrat d'alcool allyliquél,2 éq) ont été dissous dans le
THF ou du méthanol (0,5 a 1 mL) suivi par l'additide {{Ru(Cp*)(CHCN);]PFs}
(5% en moles (MeOH) ou 8% en moles (THF)). La sotutésultante a été agitée a
100°C pendant 15h. La réaction a été controléetdisant des techniques CPG,
GC-MS et CCM. Apres concentration sous vide, leamgé brut a été purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice aetbéEhée
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[11.3.1)3-méthylene-4-phenyl-1-tosyl-1,2,3,4-tetratiropyridine 3a

L'amine N-tosyl propargyliqu@a (50 mg, 0,239 mmol) et d'alcool cinnamiqgle (0288
mmol, 1,2 éq) dans du THF (0,5 ml). sont traitdersé protocole général précédemment
décrit. Une chromatographie sur colonne de gellae £n utilisant comme éluant éther de
pétrole / E2O (80:20) a donné le compo8a sous forme d'huile jaune, 58 mg (74%).
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) & ppm 7,69 (dJ = 8,1 Hz, 2Hs>9, 7,36 (d,J = 8,1 Hz,
2H022), 7.20 & 7.15 (m, 3H1319, 6,98 & 6,95 (m, 2H 19, 6,84 (d,J = 8,0 Hz, 1H), 5,10
(dd,J =4,4, 8,0 Hz, 1K), 4,90 (sl, 1Hy), 4,81 (sl, 1Hy), 3,96 (d,J = 12,9 Hz, 1H,), 3,93
(d, J = 12,9 Hz, 1H), 3,67 (d,J = 12,9 Hz, 1H) , 1,97 (s, 3kk), RMN *C (100 MHz,
CD.Cly) & ppm 144,6 (@), 142,8 (Go), 141,4 (G), 134,8 (Gy), 130,1 (Gg), 128,6 (Go 29,
128,2 (G244, 127,7 (Go229, 127,0 (G119, 126,5 (Gg), 113,7 (G), 110,7 (G), 48,3 (G),
454 (Go), 21,7 (Gg miz théorique pour fgHi1gNO,NaS [M'Na]" 348,10342
expérimentale 348,1035

[11.3.2) Tert-butyl 3-méthylene-4-phényl-3,4-dihydpyridine-1 (2H) -carboxylate 3b

L'amine N-Boc propargyliquéb (50 mg, 0,322 mmol) avec l'alcool cinnamidlee (1,2
€ég, 0,376 mmol) dans du THF (0,7 ml). sont traig&don le protocole général

précédemment décrit. Une chromatographie sur celdengel de silice en utilisant comme
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éluant éther de pétrole /&t (70/30) a donné le compo86 sous forme d'huile incolore
d'un mélange d'isoméres dans un rapport de 3:raison du groupe protecteur Boc (76
mg, 87%) RMN'H (400 MHz, CDBCl,) & pm 7,32 & 7,22 (m, 5kl17), 7,09 & 6,97 (2sl,
1He), 5,06 a 4,88 (m, 34, 4.20 a 4.11 (m, 1H), 4,08 (d,J = 3,6 Hz, 1H,,), 3,86 (d,J =
13,6 Hz, 1H), 1,50 (bs, 9ky). RMN **C (100 MHz, CRCly) & ppm 152,5 (11, C = O)
152,1 (12, C = 0), 148,0, 147,8, 143,64-143,5 (Q), 128,7 (G419, 128,3 (G317, 126,9
(Ce), 125,1 (Gs), 112,6 (11, = CH)), 112,5 (12, = CH), 106,4, 106,1, 81,25 (L 47,4 (G),
46,3, 45,8, 45,7, 28,4 (gy). GC-MS: m/z (%): 271 (M 1%), 215, 200, 170, 142.
C17H21NOo.

[11.3.3)- (3-méthyléne-4-phényl-3,4-dihydropyriding (2H) -yl) (phényl) méthanone 3c

19 18
9
20 17
2 11 12
7
21 16) 1 3)4 13
—/ 10
@)
5 6 5 15 g4

On fait réagir I'amine N-(prop-2-ynyl)benzami@e (50 mg, 0,314 mmol) avec l'alcool
cinnamiquela (1,2 €q, 0,41 mmol) dans le THF (0,6 ml). sonitdsaselon le protocole
général précédemment décrit. Une chromatographieaddonne de gel de silice en utilisant
comme éluant le EP / £ (70/30) a donné le compo8é huile incolore, 61 mg (70%).
RMN *H (400 MHz, CBCly) § ppm 7,52 & 7,43 (m, Shly), 7,35 & 7,23 (m, 5Hl19), 6,73

a 6,70 (m, 1K), 5.16 a 5.14 (m, 1§, 5,00 a 4,93 (m, 28, 4,48 (d,J = 13,4 Hz, 1H),
4.18 4 4.16 (m, 14), 4,11 (d,J = 13,4 Hz, 1H;). RMN **C (100 MHz, CROD) & ppm
171,0 (G), 144,0 (Go), 143,7 (G), 135,9 (Go), 131,9 (Gg), 129,8 (Gs20, 129,6 (G219,
129,2 (G119, 129,1 (G729, 128,8 (@), 127,9 (Gs), 114,0 (G), 111,3 (G), 47,3 (G), 47,0
(C4). m/z théorique. pour H1;NONa [M+Na] 298,12078, expérimentale 298,1207.
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111.3.4)3-méthylene-4- (4-nitrophényl) -1-tosyl-1,2,4-tétrahydropyridine 3d

19

25 Hsc\z©ig
17 O
21 7y 2 9

2 °N
o X 3 1
16 5 4 12
5 13
14 NO, 23

On mélange l'amine N-tosyl propargyliguga (50 mg, 0,239 mmol) avec le 4-
nitrocinnamique alcodla (1,2 €q, 0,286 mmol) dans le THF (0,5 ml), soaités selon le
protocole gén éral précédemment décrit. Une chrognapdie sur colonne de gel de silice
en utilisant comme éluant I'éther de pétrole XOE(50:50) a donné le compo8€é sous
forme d'huile incolore, 57 mg (65%). RMM (400 MHz, GD¢) & ppm 7,65 (d,) = 8,6
Hz, 2H1214, 7,58 (d,J = 8,2 Hz, 2Hs ), 6,90, (ddJ = 1,6, 8,1 Hz, 2 19, 6,72 (d,J =
8,2 Hz, 2Hg>y), 6,42 (d,J = 8,6 Hz, 1H), 4,49(s, 1H,), 4,47 (ddJ = 4,4, 8,1 Hz, 1§,
4,30 (sl, 1Hp), 3,80 (d,J = 13,0 Hz, 1H), 3,50 (d, J = 13,0 Hz, 1Hl), 3,30 (dJ = 3,5 Hz,
1H,p), 1,88 (s, 3kk), RMN **C (100 MHz, GD¢) & ppm 149,3 (&), 147,1 (Gs), 143,8
(Cs), 140,0 (Go), 135,4 (G), 129,7 (G7), 128,6 (Go 27, 128,1 (Gs 22, 127,6 (G119, 123,4
(Ci219, 114,0 (@), 107,9 (G), 47,9 (G), 44,7 (G), 21,0 (Gs), m/z théorique pour
CioH18N204NaS [M+Na] 393,0885, expérimentale 393,0884

[11.3.5)5-méthyl-3-méthyléne-1-tosyl-1,2,3,4-tétratiropyridine 3e

1 _Js
13 Voo N
14 10
12\ 6
15 17 ¢

On mélange I'amine N-tosyl propargyligRa (50 mg, 0,239 mmol) avec le 2-méthylprop-
2-én-1-ol 1c (5 éq, 1,19 mmol) dans le THF (1 ndont traités selon le protocole général
précédemment décrit. Une chromatographie sur celaie gel de silice en utilisant le
systeme DCM / éther de pétrole 4@1t(80:10:10) comme éluant a donné le com®Resé
comme huile incolore (53 mg, 84%), RMN (400 MHz, CROD) 5 ppm 7,64 (dJ = 8,1
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Hz, 2Hi319, 7,35 (d,J = 8,1 Hz, 2H4.19, 6,40 (sl, 1H), 4,82 (s, 1K), 4,81 (s, 1 k), 3,83
(s, 2H), 2,56 (s, 2H), 2,41 (s, 9Hk), 1,67 (s, 3hb), RMN **C (100 MHz, CROD) & ppm
145,2 (G), 138,5 (Gs),136,2 (G2), 130,6 (G), 128,5 (G4,19,120,8 (G319, 119,8 (G),
112,5 (G), 50,5 (G), 35,6 (GQ), 21,4 (Gg), 20,3 (Gg), m/z théorique pour fH;/NO,NaS
[M+Na]* 286,0877, expérimentale 286,0876.

111.3.6) (5-méthyl-3-méthylene-3,4-dihydropyridin{2H)-yl)(phenyl mehanone 3f

10
15
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On mélange l'amine N- (prop-2-ynyl) benzamide (5@, 0,314 mmol) avec le 2-
meéthylprop-2-én-1-ol (5 €q, 1,57 mol) dans le THRT(L), sont traités selon le protocole
général préecédemment décrit. Une chromatographieadonne de gel de silice en utilisant
le systeme DCM / éther de pétrole {@&180:10:10) comme éluant a donné le com&isé
comme une huile incolore 40,94 mg (61,22%). RkN(400 MHz, CQOD) & ppm 7,49 a
7,45 (t,J = 15,71Hz, 5hb1¢), 6,23 (s, 1K), 5.12 a 5.8 (dJ = 17,73Hz, 2 K), 4,28 (s,
1H4), 2,86 (s, 1kb) 1,87 & 1,74 (m, 28, 1,63 (s, 3kk) RMN °C (100 MHz, CROD)
170,66 (G), 139,94 (@), 131,74 (Gy), 129,69 (G4, 129,12 (G319, 128,53 (G219,
123,01 (G), 118,45 (@), 112,72 (@), 48,32 (G), 36,49 (G), 20,25 (Gg), m/z théorique
pour G4H;sNONaS [M+Na]" 236,01811, expérimentale 236,01723.

[11.3.7) Tert-butyl 5-methyl-3-methyléene-3,4-dihydpyridine-1(2H)-carboxylate 3g
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On fait réagir I'amine N-Boc propargylique (50 ndg322 mmol) aves le 2-méthylprop-2-
en-1-ol (5 éq, 1,19 mol) dans le THF (1 ml), somtités selon le protocole général
précédemment décrit. Une chromatographie sur celdengel de silice en utilisant DCM /
EP / E$O (80:10:10) comme éluant a donné le com@mséomme huile incolore 45.30 mg
(67,32%). RMN'H (400 MHz, CRROD) & ppm 6,56 a 6,51 (dl = 23,37Hz, 1 k), 4,99 &
4,97 (d,J = 7,82Hz, 2Hy), 3,63 (d,J= 2Hz, 2H), 2,74 (s, 2k), 1,69 (s, 3Hk),1,48 (s, 9H
su). RMN *3C (100 MHz, CROD) & ppm 144.55 (), 121,26 (G) 120,84 (G), 111,69
(C11), 82,07 (@) 36,15 (G), 36,00 (G), 34,92 (G), 20,37 (Gsu), 16,08 (Gp). m/z
théorique pour GH;oNO>NaS [M+Na]* 232.091, expérimentale 232.0871.

[11.3.8)2-méthoxy-5-méthyléne-4-phényl-1-4a tosyhearidine 3h

21

5 H,C 20
: 19 O
/7 6
23 S.1 17

On mélange l'amine N-tosyl propargylig®a (50 mg, 0,239 mmol) avec l'alcool
cinnamique la (1,2 éq, 0,288 mmol) dans le MeOH Iffl), sont traités selon le protocole
général préecédemment décrit. Une chromatographieadonne de gel de silice en utilisant
comme éluant le systeme EPA®&t(70/30) a donné le compoda sous forme d'huile
jaune d'un mélange de diastéréoisomeéres 93/7 (7@28¢). RMN'H (400 MHz, GDs) 5
ppm 7,74 (dJ = 8,2 Hz, 2Ho 24, 7,06 & 6,98 (M, 3H 14,19, 6,79 & 6,77 (M, 4K 231313,
5,26 (t,J = 0,5 Hz, 1H7y, 4,59 (sl, 1H7), 4,27 (d,J = 14,3 Hz, 1H), 4,10 (s, 1Hs), 3,84
(d,J = 14,3 Hz, 1K), 3,74 & 3,70 (m, 1k, 3,23 (s, 3hb), 1,89 (s, 3kk), 1,84 (dddJ =
2,0, 4,1, 13,2 Hz, 14), 1,59 (dt,J = 3,2, 13,1 Hz, 1k), RMN **C (100 MHz, GD¢) &
ppm 144.,8 (6), 142,8 (Gy), 141,3 (Gy), 138,9 (Gg), 129,5 (G129, 128,8 (G319, 128,6
(Ci219, 127,8 (Go29, 127,0 (Gs), 111,8 (Gy), 84,8 (G), 55,0 (OCH), 47,6 (G), 42,0
(C4),36,7 (Q), 21,0 (Gs). m/z théorique pour fHo3NOsNaS [M+Na] 380,12964,
expérimentale 380,1289.
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[11.3.9)tert-butyle 2-méthoxy-5-méthylene-4-phényieridine-1-carboxylate 3i

On fait réagir I'amine N-Boc propargyliqgugb (50 mg, 0,322 mmol) avec l'alcool
cinnamiquela (1,2 éq, 0,387 mmol) dans le MeOH (0,6 ml), soaités selon le protocole
général précédemment décrit. Une chromatographieaddonne de gel de silice en utilisant
comme éluant I'éther de pétrole 4&t(70/30) a donné le compodb huile incolore, 62
mg (64%), sous forme de deux isomeres en raisaralype protecteur BOC (63/37 ratio)
dans un rapport de diastéréoisomére 90/10. RMX400 MHz, CRCl,) § ppm 7.11-7.07
(t, J=12.63Hz, 2Hs17),7.06-7.04(d,J=6.73Hz, 1HE)7.00-6.89(d,J= 6.61Hz, 2H419
4.83(s, 1H19,4.28-4.25(m, 1kho) 3.85-3.73(m, 1K), 3.24 (s, 1K), 3.12 (s, 1), 3.10
(s, 3Hy), 2.63-2.59 (MmJ=15.85Hz, 1H),2.05-2.00 (m, 1kk), 1.92-1.88 (m, 1kk), 1.42 (s,
9H.e.) RMN °C (100 MHz, CDCl,) & ppm 155,0 (§), 146,9 (G), 141,9 (Gs), 128,6
(Ci15,19, 127,0 (Gaag, 126,8 (Gg), 103,7 (Go), 82,0 (G), 79,6 (G), 54,8 (Go), 37,8 (Q),
34,5 (G), 31.28 (G), 28,4 (Gaw), M/z théorique pour GH2sNOsNaS ([M+Na] 326,1732,
expérimentale 326,1728.

lll. 4. Procédure générale pour la synthese des deds 5 :

Dans un tube de pression séché sous une atmospéges I'amine propargyliqu@a (5%

en moles) et {{Ru(Cp*)(CECN);] PR} (1% en moles) ont été dissous dans le méthanol ou
I'éthanol (1 ml) suivi par l'ajout d'alcool cinnaue 1a (1,0 €q). La solution résultante a
été agitée a 100 pendant une nuit. Aprés concentration sous Védeélange brut a été
purifié par chromatographie sur une colonne rapum& donner I'acétal 5 comme produit.
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lll. 4.1-(3,3-diméthoxypropyle) benzene 340] :

13
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On mélange l'alcool cinnamiguka (50 mg, 0,239 mmol) et de MeOH (1 mL). Une
filtration sur gel de silice en utilisant EP £8t(80:20) comme éluant a donné le composé
5a avec un rendement de 90%. RMN (400 MHz, GDg) & ppm 7,12 & 6,98 (m, 5H),
4,18 (t,J=5,6 Hz, 1H), 3,15 (s, 6Hh 19, 2,48 (t,J = 8,15 Hz, 2H), 1,74 -1,69 (M, 2§).

lll. 5. (6-méthoxy-4-phényl-1-tosylpiperidin-3-ybnethanol 6a

Le borane dimethyl sulfide (B$1DMS), (C = 1 M, 0,3 ml) a été ajoutée lentemenina
solution contenant du 2-méthoxy-5-méthylene-4-phérypsylpiperidineda (30 mg, 0,08
mmol) dans le THF (0,5 ml) &0, le mélange résultant a été agité pendant 2 feki®,
(30%, 0,08 ml) et NaOH (3 N, 0,08 ml) ont été sémigiement ajoutés sous agitation
pendant 3 h a température ambiante. Une extraatien du HO et du CHCI, x 3 suivie
d'un séchage sur du sulfate de sodium, aprés ureemivation on obtient une huile brute
qui a été en outre purifiee par chromatographiecslonne de gel de silice en utilisant
comme éluant éther de pétrole L@&t(80:20) pour donner le compoéé sous forme
d'huile jaune (24 mg, 76%) dans un rapport stéodoése de 75: 19: 6 (seul le composeé
majeur est décrit), RMNH (400 MHz, GDs) & ppm 7,74 (d, J = 8,1 Hz, 2kby), 7.10 &
7.1 (m, 3H4.2229 , 6,82 26,77 (M, 4131518, 5,34 (1,J = 0,4 Hz, 1Hg), 4,04 (dJ= 13,0
Hz, 1H), 3,44 (t,J = 10,5 Hz, 1H,9), 3,33 (tdJ = 4,0, 13,0 Hz, 1K), 03.28 a 03.20 (m,
1H,), 3.14 & 3.16 (m, 2§, 2,95 (s, 3hb), 1,92 4 1,82 (m, 14}, 1,87 (s, 3kk) , 1,79 a 1,68
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(m, 2H;), RMN 3¢ (100 MHz, GDsg), 6 ppm 142,8 (@), 142,5 (G3), 138,7 (Gy), 128,1
(C2229, 127,2 (G2,16,21,23, 126,2 (G519, 126,1(G4),84,3 (G), 56,0 (Gy), 53,9 (Go), 41,2
(Ce), 36,4 (G), 35,1 (G), 28,6 (Q), 19,7 (Ge), m/z théorique pour £gHsNO4NaS
[M+Na]™ 398,14020, expérimentale 398,1403.

lll. 6. Mode opératoire général pour la semi-hydrognation de 3a: (3R, 4S)-3-methyl-
4-phenyl-1-tosyl-1,2,3,4-tetrahydropyridine (7a) :

22

26 H3C
A

25

Dans un réacteur de 20 ml, contenant du 3-méthydépieényl-1-tosyl-1,2,3,4-
tétrahydropyridine8a (30 mg, 0,09 mmol), du THF (2 ml) a été ajoutéyispar I'addition
de { Ru(Cp*)(CHCN);3] PR} et I'additif (5% en moles). L'autoclave a étélkxect a été
eévacué et rempli avec de l'argon trois fois rapieleinpuis s'est terminée avec le vide.
L'hydrogene moléculaire est introduit dans le aict la pression indiquée. Ensuite, le
mélange a été agité a la température mentionnégesAb heures, on refroidit I'autoclave
jusqu'a la température ambiante et I'hydrogene saiitenété soigneusement libérée, la
conversion a été déterminée par CPG, GC-MS et RMINu brut. Une chromatographie
sur gel de silice en utilisant comme éluant le ayst EP / EO (80:20) a donné le
composé7a sous forme dhuile jaune, 22,5 mg (75%), (seufgnhe composé cis est
décrit) RMN *H (400 MHz, GD¢) & ppm 7,68 (dJ = 7,8 Hz, 2Hg2), 7,06 & 6,92 (m,
4H121419.2), 6,79 2 6,75 (M, 3H 1319, 6,60 (dJ = 6,9 Hz, 1H), 4,77 (ddJ=5,0, 8,2 Hz,
1Hs), 3,39 (dd,J = 1,7, 10,9 Hz, 1k, 2,86 (t,J = 5,0 Hz, 1H,), 2,80 (t,J = 10,9 Hz,
1H,p), 1,88 (s, 3kk), 1,76 & 1,68 (m, 14, 0,29 (dJ = 6,7 Hz, 3H). RMN*C (100 MHz,
CeDe) 6 ppm 144,2 (&), 143,2 (Go),140,8 (G7), 134,9 (G), 129,6 (Ge 29, 128,0 (G119,
127,6 (Gs22, 126,9 (G214, 125,6 (G3), 109,1(G), 46,7 (G), 42,9 (Q), 31,1(G), 21,0
(Cs9), 15,3 (G). m/z théorique pour GH-1NO,SNaS [M+Na] 350,11907, expérimentale
350,119.
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CONCLUSION GENERALE

Le présent travail a été consacre, dans un prdmaiea |I'étude de la composition chimique
et des activités biologiques des huiles essergieles deux especes saharienestacia
atlanticaDesf. etFerula vesceritensi€oss. & Dur. recueillies aux environs de Ghardaia.
En ce qui concernka composition chimiques des huiles essentiellésitas des feuilles et
des fleurs dePistacia atlanticales analyses GC et GC-M8nt montré la présence dle-
pinene (PAFel8.41%, PAFlI 30%), le limonéne (PAF80%, PAFI 8,94%) et le
spathulenol (PAFe 10.67%) comme constituants ntajogs en plus de certains autres
composés majeurs commen-phellandréne (PAFe 8.93%, PAFI 11.09%), fe
phellandréne (PAFe 5.49%, PAFI 13.45%);térpinene (PAFe 17.32%), Je-élemene
(PAFe 7.50%), ley-gurjunéne (PAFe 0.06%), le germacréne-B (PAFI %1)7qui sont
rapportés ici en tant que composants majoritaias e premiére fois dans les huiles

essentielles du genRastacia

Les huiles testées ont inhibé a la fois la croissates bactéries a Gram (+) et Gram (-).
L'activité la plus élevée se reflete conEscherichia coliATCC 25922,Staphylococcus
aureusATCC 43300 Salmonella typhimuriup®. aureust E. colia des CMI variant entre
16 et 80 pg/mL.

Le potentiel antiradicalaire des huiles essentealieP. atlanticaa été déterminé en utilisant

le B-caroténe- acide linoléiquée DPPH, 'ABTS, le métal chélate et kest du CUPRAC
Les résultats ont montré que les huiles esserttitdées possedent une excellente activité
antioxydante avec des CI 50 proches de cellestdedards utilisés.

L’évaluation de I'activité anticholinestérase deslés essentielles des feuilles et des fleurs
deP. atlanticaDesf. a été réalisée par I'utilisation des deuzyares acétylcholinestérase
et butylcholinestérase. Les deux huiles essergial®@ présenté une activité inhibitrice
modérée de I'AChE et de BChE, en comparaison asegalantamine. Les résultats
présentés dans cette étude sont les premiéremations sur cette activit€ependant des
études plus profondes devraient étre faites.

Pour les huiles essentielles extraited-deula vesceritensi€oss. & Dur., les analyses GC
et GC-MS ont réveélé la présence de 42 composés peui37 composés pour FS, 48

composés pour TF et 36 composants pour TS.
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Les composants majoritaires des huiles essentiéd€s vesceritensisont la-pinéne (FF
32%, FS 16.1%, FS 11.5%, TS 17.4%)pdpinéne (TF 8.1%, TS 8.90%)dphellandréne
(FF 8.5%, FS 24.3%), le fenchylacétate (FF 10.4%,713%, TS 8.8%), l'elixéne (FS
6.3%, TF 5.4%), l'aristolene (FF 5.4%, TF 7.2%, @.8%), le caryophylléne oxide (TF
7.6%) et le carotol (FF 13.9%, FS 6.7%, TF 18.8%,10.8%).

Il est important de mentionner que c'est la preenieis pour le genré&erula que lb-
phellandréne, le fenchylacétate, I'elixene, l'aléste et le carotol ont été trouvés comme

composants majoritaires.

En résumé, l'activité antibactérienne de ces huailésé testée en utilisant la méthode de
diffusion sur disque vis-a-vis de 9 microorganismescherichia coliATCC 25922,
Escherichia coli Staphylococcus aureusATCC 43300, Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosaATCC 27853, Pseudomonas aerugingsaEnterobacter
aerogenes Klebsiella pneumoniaeet Morganella morganii La meilleure activité
antibactérienne a été observée contre six sou@taphylococcus aureuUSTCC 43300,
ATCC 27853, Pseudomonas aeruginascherichia coli ATCC 25922, Morganella
morganii, Staphylococcus aurewet Escherichia coli Donc nous pouvons conclure que les
huiles étudiées ont un effet antibactérien de lapectre contre la plupart des souches

bactériennes étudiées.

Dans la seconde partie du présent travail, nhousisaw@apporté notre contribution au
développement de la synthése de nouveaux dérip&siginiques catalysée par le [Ru],
apres avoir optimisé les conditions réactionnatiess avons obtenu les molécules ciblées
avec de bons rendements en produits isolés et aleditions relativement douces en
éliminant seulement de I'eau. En deuxiéme étape systeme catalytigue nous a permis
de montrer qu'il est possible de réaliser des i@aid'hydrogénation de haute sélectivité
en tandem, nous avons pu synthétiser 12 nouvegnnved pipéridiniques en utilisant une
méthode aisée, et montré que le couplage oxydettiséntre les alcools allyliques et les
amines propargyliques peut étre étendu a des dédigcool cinnamique et d'alcools
allyliques substitués en position 2. Cette méthagiel permet I'acces a des dérivés ayant
des structures proches de celles de dérivés pipéegs connus par leurs intéréts
biologiques.
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Introduction

In regard to their applications in agrochemicals and pharma-
ceuticals, functionalized piperidine derivatives represent an
important class of alkaloids and new methodologies for the
preparation of substituted piperidine derivatives have attracted
the attention of many researchers.””” Traditional approaches
for accessing polyfunctionalized piperidines usually involve
alkylation, arylation of piperidone derivatives, hydrogenation
of substituted pyridines or cycloadditions.?> ® Multicomponent
cascade transformations constitute new straightforward proto-
cols for the syntheses of polysubstituted piperidines.® Recently,
direct functionalization of piperidines has emerged as an excel-
lent alternative to the aforementioned methodologies. Among
the latter, neutral redox processes involving the formation of
transient azomethine ylides from aldehydes and amines have
been efficiently used for the preparation of 2- and 2,3-
(di)substituted piperidines.?"” The preparation of cyclic enamines
or enamides containing reactive carbons at the o and B posi-
tions towards nucleophiles and electrophiles, respectively, con-
stitutes another important approach for the preparation of
2,3-disubstituted piperidines.® On the other hand, the use of
transition metal complexes has gained increasing importance
due to their ability to construct valuable N-heterocycles. Hydro-
gen borrowing or hydrogen autotransfer processes have been
efficiently applied to the preparation of piperidine derivatives
from primary amines and 1,5-pentanediols.>*”*° This meth-
odology also allows post-functionalization of cyclic amines at
the 2- or 3-position through metal-catalyzed redox processes."’

“UMRG6226 CNRS, Institut des Sci Chimi de R Université de Rennes 1,
OMC: Organometallics: Materials and Catalysts, Campus de Beaulieu, 35042 Rennes
Cedex, France. E-mail: mathieu.achard@univ-rennes1.fr; Fax: +33 223236939

® University of Constantine 1, Department of Chemistry, Laboratory of Therapeutic
Substances Obtention (LOST), Chaabet Ersas Campus, 25000 Constantine,
Algeria. E-mail: zkabouche@yahoo.com; Fax: +213 31811100

T CCDC 1014288. For crystallographic data in CIF or other electronic format see
DOI: 10.1039/c4cy01303d

1650 | Catal. Sci. Technol., 2015, 5, 1650-1657

intermolecular coupling of allylic alcohols and propargylic amides. Tandem transformation was also possi-
ble via chemoselective [Cp*Rul-catalyzed hydrogenation of the resulting homodienes.

Cross Dehydrogenative Coupling (CDC) involving the forma-
tion of electrophilic iminium ions via oxidative processes has
found broad application in o-functionalization of amines.™
Metal-catalyzed C-H functionalization of cyclic enamide deriv-
atives proved to be a powerful tool to synthesize substituted
piperidines."? Direct functionalization of saturated piperidines
represents another interesting approach for either o- or
B-substituted piperidines.’* Among the polysubstituted piperi-
dines, 4-phenylpiperidine derivatives such as paroxetine,
femoxetine, picenadol, pethidine, terikalant, haloperidol and
related structures have found broad applications as they
possess antidepressant, antipsychotic and other related biolog-
ical properties (Fig. 1).*>**'® However, straightforward access
to 4-phenylpiperidine derivatives through transition metal
catalysis remains scarce."®

Recently, we reported that [Cp*Rul-based catalysts can
be judiciously employed in regioselective oxidative coupling
between propargylic amines and aliphatic allylic alcohols to
offer straightforward access to dehydropiperidine derivatives.*’
Taking advantage of this methodology by substrate scope
broadening, we now disclose that {[Ru(Cp*)(CH3CN);]PF¢}
catalyzed the chemoselective semi-hydrogenation of the
resulting homodienes allowing the development of tandem
transformation.

Results and discussion

Various cyclic enamides 3f-3j were previously prepared
from the corresponding linear aliphatic allylic alcohols
with propargylic amides 2 through ruthenium-catalyzed

<@© % 2

paroxetme ploenado/ Pethldlne

Fig. 1 Representative examples of 4-phenylpiperidines.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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coupling.?® However, during the coupling of cinnamyl alcohol
1a and propargylic sulphonamide 2a in the presence of a
catalytic amount of {{[Ru(Cp*)(CH;CN);]PF¢}, results demon-
strate the crucial importance of the substituents on the
allylic alcohol in the reaction efficiency and side isomeriza-
tion (Scheme 1).

Our previously reported procedure involving the slow
addition of the protected propargylic amines 2a and 2b was
found to be unsuitable highlighting the faster isomerization
of 1a to 3-phenylpropanal than the expected coupling (3f-3j,
Scheme 1).%° Therefore, after initial screening of solvents,
THF and DCE were found to be suitable for the transforma-
tion. Temperature exerted a strong influence on conversion
and the formation of 3a was not observed with reaction
temperature below 60 °C (Table 1, entry 7). Increasing the
amount of alcohol 1a highlighted the side formation of
undesired hemiaminal ethers presumably resulting from the
nucleophilic attack of the alcohol on the cyclic enamide and

Ri/Y\OH R“HN\/ RN R
Rt THF, 100 °C =

1a-b 2a-d R?
3a-e

{[Ru(Cp*)(CHCN)3]PFg}
(8 moi%)

1a:R'=Ph R2=H
1b:R'=4-NO,CeHy, R¥=H
1c:R'=H,R?=Me
1d:R'=Me, R?=H
1e:R'=H,R2=H
R =P RZ=H

Ts—N<:/§—Pn aac—r<:/§7pn Pnco~r<j§—nn Ts—| &cmno, Ts—N, /;
Me

3a:74%

2a:R%=Ts; 2b: R®=Boc
2c:R*=PhCO; 2d : R®=Ph

3b:3:2;87% 3c:70% 3d:65% 3e:

84%

Ts~NC/§—Me e : Tst<:/§—n-Pr Boc*N(ﬁ*Me Boch<:/§—n~Pv

3f:67%ref. 20  3g:34%ref. 20 3h:61% ref. 20 3i:67:33

55% ref. 20

3j:65:35
57% ref. 20

Scheme 1 Access to the 3,4- and 3,5-disubstituted enamides 3.

Table 1 Synthesis of 3-methylidene-4-phenyl disubstituted enamide

3a”
Q/MOH /// {[Ru(Cp*)(CH3CN)3]PFe} C/§—®
+ ———— > Ts-N
NHTs THF, T (°C) =
1a 2a 3a
Entry Ratio 1/2 T (°C) Conversion”
1 5/1 80 35
2 2.5/1 80 39
3 2/1 80 41
4 1.5/1 80 48
5 11 80 54
6 1/2 80 42
7 1.2/1 60 0
8 1.2/1 100 72
9 1.2/1 125 58
10° 1.2/1 100 95(74)

“ All reactions were carried out in THF for 15 h under an inert
atmosphere of argon with 2a/[Ru] in a 1/0.05 molar ratio. > Conversion
determined by GC. The number in parentheses is the isolated yield
after purification. ¢ Reactions were carried out in THF for 15 h under
an inert atmosphere of argon with 2a/[Ru] in a 1/0.08 molar ratio.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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the side formation of an aldehyde arising from the iso-
merisation of the allylic alcohol 1a (entries 1 to 4). The best
ratio of the alcohol, 1.2:1, limited these side reactions.
Performing the reaction in a sealed tube at 100 °C afforded
up to 72% conversion (entry 8). It is noteworthy that at higher
reaction temperatures, above 120 °C, a noticeable amount of
p-toluene sulphonamide resulting from the depropargylation
of 2a was detected (entry 9). Finally, under the best reaction
conditions, the use of higher catalyst loading improved the
transformation affording an almost complete conversion and
the formation of 3a in 74% isolated yield after rapid purifica-
tion by short column chromatography over neutralized silica
gel to minimize degradation (entry 10). The importance of
nitrogen protecting groups was next investigated with allylic
alcohol 1a. Under our optimized reaction conditions, no
reaction took place in the presence of propargylic aniline 2d
presumably due to the stronger coordination of the nitrogen
atom to the ruthenium center. To our delight, amide 2c,
sulphonamide 2a and carbamate 2b functionalities were
found to be suitable leading to the formation of cyclic prod-
ucts 3a-3c in the 70-87% yield range (Scheme 1). Similarly,
4-nitrocinnamyl alcohol 1b reacted cleanly with 2a affording
3d in 65% isolated yield. In contrast, under similar reaction
conditions, 2-substituted allylic alcohols such as methallyl
alcohol 1c were found to be less reactive and required a
modified procedure involving a large excess of the methallyl
alcohol 1c (5 equiv.) to observe the formation of the cyclic
enamide product 3e. In these cases, the lower reactivity of
the resulting cyclic enamide diminished side hemiaminal
ether formation in THF yielding from 2a the 3,5-disubsti-
tuted product 3e in 84% (Scheme 1). Taken together these
results demonstrated that the steric hindrance of the allylic
alcohols has a strong impact on the reaction efficiency and
linear aliphatic alcohols were found to be more reactive and
less sensitive to side reactions in such processes (com-
pounds 3f-3j in Scheme 1). As previously observed with sim-
ilar structures, it is noteworthy that performing the reaction
in methanol with propargylic amines 2a and 2b in the pres-
ence of cinnamyl alcohol 1a cleanly affords the more stable
hemiaminal ethers 4a and 4b with a 9:1 diastereoisomeric
ratio (Scheme 2).>%*

Rationalization of these results was next undertaken.
Upon non-reductive elimination/addition, the propargylic
amides 2 and allylic alcohols 1 reacted with the cationic
[Cp*Ru]" fragment to form two key intermediates I and II in
equilibrium, whereas the presence of a more nucleophilic
amine such as propargylic aniline 2d inhibited the formation

{[Ru(Cp*)(CH3CN);]PFe} 3
X "SoH 5 mol% . "
Ph ROHN /// #.
MeOH, 100 °C Meo
1a 2a-b 4a-b
:::EZﬂB'S 4a:R®=Ts:82%dr. = 9:1
:R3®=Boc

4b : R®=Boc : 64% 6:4 d.r = 9:1

Scheme 2 Preparation of the hemiaminal ethers 4.
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of these proposed key intermediates presumably due to the
coordination of the nitrogen atom to the ruthenium centre
leading to intermediate III (Fig. 2). The coordination of the
oxygen atom to the cationic ruthenium fragment thus facilitat-
ing the introduction of the allylic alcohol in I could also
explain the lower activity of the neutral [Cp*Ru(COD)CI]
in such transformations.’® Oxidative cyclization of II gave
the cationic ruthenacyclopentene IV. The steric interaction
between the R® group and the Cp* ligand which reduces the
cyclization rate might account for the lower reactivity of
methallyl alcohol 1c during this process.?” Then, intermediate
IV undergoes B-H elimination with the former allylic proton
and the ruthenium affording the hydrido ruthenium(w) V.
Reductive elimination from V gives back the active cationic
[Cp*Ru]’ moiety and generates the intermediate amino
aldehyde VI, which releases the enamides 3 after intramolecu-
lar condensation with elimination of water.

Using methanol as solvent, the presence of an excess of
cinnamyl alcohol 1a led to the side formation of (3,3-
dimethoxypropyl)benzene 5. Interestingly, we found that the
complete formation of this acetal was only possible when
{[Ru(Cp*)(CHsCN);]PF}, along with a catalytic amount of 2a,
was used as the catalytic system for this isomerisation-
acetalisation sequence (Scheme 3). These last results tend to
demonstrate that the generated electrophilic ruthenium spe-
cies promotes acetal formation and could also play a role in
the transformation of intermediate VI to enamides 3.

Considering that the products 3 and 4 feature a methylene
group, we next investigated the post-functionalization of these
products in a hydroboration-oxidation sequence to access
3-hydroxymethylpiperidine derivatives. The use of thexylborane
with 3a did not afford the expected product.”® To our delight,
performing a similar reaction with BH;:DMS made possible
the formation of the expected compound along with a notice-
able amount of side products arising from the side reaction
of the endocyclic unsaturation. Finally, replacing 3a with its
corresponding hemiaminal ether 4a afforded 5a in a 75:19:6
stereoisomeric mixture and 76% isolated yield (Scheme 4).

Fig. 2 Postulated mechanism accounting for products 3.

{[Ru(Cpa(CH?o(/:;%]PFG) RO
mol™
ph "oH 2a (5 mol%) i oR
MeOH or EtOH, 100 °C i
1a conv. > 99% Sa-b
R=MeorEt
Scheme 3 [Ru]-catalyzed acetal formation from allylic alcohols.
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HO

1/ BH;:DMS
R3-N ph 2/ HyO, NaOH RO-N o
THF
MeO 76% MeO
4a 6a
75:19:6

Scheme 4 Hydroboration-oxidation of 4a.

The beneficial presence of C-Me bonds in alkaloids and
heterocycles recently highlighted as the “magic methyl effect”
has attracted a lot of interest and can contribute to an
increase in their biological activities.** The methylene moiety
in products 3 could be therefore selectively reduced to a
methyl group keeping intact the endocyclic unsaturation
for further post-functionalization. Selective hydrogenation of
dienes to alkenes in the presence of [Cp*Ru]-based catalysts
has been reported by Drieffen-Holscher.>® In this study, it
was observed that the use of organophosphorus ligands such
as tris(hydroxypropyl)phosphane favoured complete hydroge-
nation of the diene to its corresponding alkane. We investi-
gated the semi-hydrogenation of 3a using {{Ru(Cp*)(CH;CN);]PF¢}
as a precatalyst to further perform the tandem coupling/
hydrogenation transformation.>® An initial attempt to hydroge-
nate 3a without additives demonstrated that semi-hydrogenation
was possible at 120 °C under 45 bar H, but side isomerisation
of the exo-unsaturation occurred to afford the conjugated diene
(Table 2, entry 1).

Recently, Fehr and co-workers at Firmenich showed the
beneficial role of Bronsted acids as an additive in preventing
isomerisation during hydrogenation of dienes for the synthe-
sis of santalol.?” Thus, a set of sulfonic acid derivatives was
evaluated for this transformation (Fig. 3). Gratifyingly, the
use of phosphine-sulfonic acids (5 mol%) such as A and B
led to complete conversion and suppressed the side iso-
merisation affording 7a in up to 70-75% isolated yields and
70:30 to 80:20 cis: trans ratios, respectively (entries 2 and 3).
The best diastereoselectivity was obtained with additive B
(entries 3 and 8). However, in these cases a noticeable amount
of the fully reduced product 9a was also observed demon-
strating that A led to the best chemoselectivity. Importantly,
a lower or higher amount of the acidic additive reduced the
catalytic activity. The structure of the major diastereoisomer
was unequivocally determined by NMR analyses where the
high-field ethylenic protons appeared as a set of two doublets
of doublets at 4.77 and 4.68 ppm with 5.0 and 2.3 Hz cou-
pling constants with the allylic proton corresponding to the
cis and trans isomers, respectively (Fig. 4). Further confirma-
tion was obtained by selective crystallization of the cis isomer
7a (Fig. 4).”® Interestingly, no degradation occurred during
the purification of the enamide 7a demonstrating its higher
stability compared to the homodiene 3a. Performing the reac-
tions at 110-120 °C in the presence of {{[Ru(Cp*)(CH;CN);]PF¢}
and A showed that under lower H, pressure although
full conversions were obtained, a slight decrease in the cis:
trans ratio of 7a was also noticed (entry 4 compared to 7 and
entry 2 compared to 5). The conversion was affected by the
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Table 2 [Ru(Cp*)]-catalyzed semi-hydrogenation of enamide 3a”

Paper

{[RU(CP*)(CHacN)le’Fs}

5 mol%)
addltlve (5 mol%)

THF, T( )
3a 7a 8a 93
Entry P (bar) T (°C) Additive (mol%) Conv. (yield)? 7/8/9 ratio® 7a cis/trans ratio?
1 45 120 None 75 55/35/10 70/30
2 45 120 A (5%) 99 (75) 100/0/0 70/30
3 45 120 B (5%) 99 (70) 80/0/20 80/20
4 35 110 A (5%) 99 100/0/0 70/30
5 25 120 A (5%) 97 95/5/0 65/35
6 60 90 A (5%) 80 100/0/0 75/25
7 65 110 A (5%) 99 100/0/0 75/25
8 65 110 B (5%) 99 90/1/9 80/20
9 50 110 C (5%) 93 84/2/14 80/20

“ All reactions were carried out in a 20 mL reactor usmg THF for 15 h with 3a/[Ru]/additive in a 1/0 05/0.05 molar ratio.

b The number in

parentheses is the isolated yield of 7a after purification. ¢ The ratios of 7/8/9 were determined by GC. ¢ The cis/trans ratio was determined by

GC and 'H NMR.

Fig. 3 Additives employed in hydrogenation.

e e

485 480 475 470 465 460

Fig. 4 X-ray structure of the semi-reduced cis-cyclic enamide 7a and
representative ethylenic proton signals of the two diastereoisomers.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

reaction temperature and only 80% was reached at 90 °C
under 60 bar molecular hydrogen (entry 6).

At this stage, we wondered if the diastereoselectivities
obtained in the presence of A and B arose from the coordina-
tion of the phosphine or from simple steric or acidic effects
of the additive. Therefore, the use of benzene sulfonic acid C
as an additive highlighted a similar diastereoselectivity lead-
ing to an 80:20 cis:trans ratio but with incomplete conver-
sion, suggesting that with these two phosphine ligands no
binding to the metal center of the phosphorus atom seems to
occur during the hydrogenation in THF as solvent (entry 9).

Although a detailed mechanism for the ruthenium-catalysed
alkene hydrogenation®® is yet to be established, alkene hydro-
genation could occur through consecutive insertion of the
coordinated alkene followed by reductive elimination on the
cationic hydrido/hydrogen species [Ru(Cp*)H,]".***" An ionic
process involving protonation by the acidic [Ru(Cp*)(n*H,)]"
followed by reduction with side generated neutral [Ru(Cp*)H]
cannot totally be excluded.>> It should be noted that when the
reactions were carried out in the presence of arene ruthenium(m)
complexes featuring similar ligands complete reduction of
the homodienes was selectively obtained which tends to sug-
gest that the Cp* ligand remains intact under these reaction
conditions.”® More important is the influence of the acidic
additives on preventing the isomerization processes and on
the reaction efficiency. Recently, Grotjahn and coworkers
demonstrated that cationic ruthenium(u) species bearing
bifunctional ligands play an important role in isomerization
through the possible intervention of allylic ruthenium species
where the basic nitrogen of the imidazole facilitates n>-allylic
formation via reversible deprotonation.®® In contrast, the
acidic additives A and B could prevent the formation of such
allylic species via the prior protonation/oxidative addition
mechanism. On the other hand, Nozaki demonstrated that
during hydroformylation of alkenes, the [Ru(Cp*)H] species
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1/{[Ru(Cp*)(CH3CN);]PFe}

(8 mol%)
A NoH 2/ B (7 mol%)
o TsHN\/// Ts—N Ph
THF, 95 °C —
1a 2a then H, (50 bars), 110 °C
52% 7a

75/25
Scheme 5 Tandem coupling/hydrogenation.

efficiently catalysed the isomerization through reversible
insertion.>* Therefore acidic additives might also play a role
in the catalytic activity and prevent isomerization by regene-
rating [Ru(Cp*)H,]" from neutral [Ru(Cp*)H] and dinuclear
(u-H) monocationic ruthenium(n) species.****~”

With these results in hand, we investigated the possibility
to perform the tandem process with additive B which afforded
better diastereoselectivities. After several attempts, we found
that the acidic additive must be added only at the second
stage to allow coupling of propargylic amide 2a with cinnamyl
alcohol 1a. Importantly, a lower amount of sulfonic acid B was
necessary demonstrating partial degradation of the catalyst
during the initial coupling, requiring optimization of the reac-
tion conditions to overcome this issue. Thus, initial optimiza-
tion afforded 7a in 52% isolated yield and a 75/25 diastereo-
isomeric ratio (Scheme 5).

Conclusions

In conclusion, we demonstrated that the selective oxidative
coupling of allylic alcohols and propargylic amines can be
extended to cinnamyl alcohol derivatives and 2-substituted
allylic alcohols. This methodology allows access to 3,4- and
3,5-disubstituted enamides as valuable scaffolds for the prep-
aration of 3-methylpiperidine derivatives through selective
[Ru(Cp*)]-catalyzed alkene hydrogenation.

Experimental
General considerations

All reactions were carried out under an inert atmosphere with
standard Schlenk techniques, unless otherwise mentioned.
THF was purified by a solvent purification system equipped
with a series of activated filter columns. Benzene sulfonic
acid was purchased from commercial sources and used as
received. Ligands A and B were prepared according to literature
protocols.*® Propargylic amines 2 were prepared according
to reported procedures.’* Compounds 3f-3j were already
reported in Ref. 20. Proton magnetic resonance ("H NMR)
spectra were recorded on a Bruker 400 MHz spectrometer
and carbon magnetic resonance ("*C NMR) spectra were mea-
sured at 100 MHz. Chemical shifts (J) are reported in parts
per million relative to residual solvent signals (CD,Cl,: 5.32
and 53.84; C¢Dg: 7.15 and 128.02; CD,0D: 3.31 and 49.05).
Coupling constants are reported in Hertz. '"H NMR assign-
ment abbreviations are the following: singlet (s), doublet (d),
triplet (t), quartet (q), pentet (p), broad singlet (bs), doublet
of doublets (dd), doublet of triplets (dt), and multiplet (m).

1654 | Catal. Sci. Technol., 2015, 5, 1650-1657

Catalysis Science & Technology

All reagents were weighed and handled in air and refilled
with an inert atmosphere of argon at room temperature to
prevent oxidation. HRMS were recorded on a Waters Q-Tof 2
with an ESI source.

General procedure for the preparation of the enamides 3-4

To a dried pressure tube under an inert atmosphere, pro-
pargylic amine 2 (0.239 mmol, 1 eq) and allylic alcohol sub-
strate 1 (1.2 eq) were dissolved in THF or methanol (0.5 to
1 mL) followed by the addition of {{[Ru(Cp*)(CH;CN);]PF¢}
(5 mol% (MeOH) or 8 mol% (THF)). The resulting solution
was stirred at 100 °C for 15 h. Reaction completion was mon-
itored using GC, GC-MS and TLC techniques. After concentra-
tion in vacuo, the crude mixture was purified by short column
chromatography over dried deactivated silica gel.
3-Methylene-4-phenyl-1-tosyl-1,2,3,4-tetrahydropyridine 3a.
Prepared from N-tosyl propargylamine 2a (50 mg, 0.239 mmol)
and cinnamyl alcohol 1a (0.288 mmol, 1.2 eq.) in THF (0,5 mL).
Chromatography on silica gel using PE/Et,O (80:20) as the
eluent afforded compound 3a as a yellow oil, 58 mg (74%),
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) ¢ 7.69 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.36
(d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.20-7.15 (m, 3H), 6.98-6.95 (m, 2H), 6.84
(d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.10 (dd, J = 4.4, 8.0 Hz, 1H), 4.90 (bs, 1H),
4.81 (bs, 1H), 3.96 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.93 (bs, 1H), 3.67
(d, J = 12.9 Hz, 1H), 2.45 (s, 3H); **C NMR (100 MHz, CD,Cl,)
6 144.6, 142.8, 141.4, 134.8, 130.1, 128.6, 128.2, 127.7, 127.0,
126.5, 113.7, 110.7, 48.3, 45.4, 21.7; HRMS calcd. for
C10H;oNO,NaS [M + Na]" 348.10342, found 348.1035 (0 ppm).
tert-Butyl-3-methylene-4-phenyl-3,4-dihydropyridine-1(2H)-
carboxylate 3b. Prepared from N-Boc propargylamine 2b
(50 mg, 0.322 mmol) and cinnamyl alcohol 1a (1.2 eq.,
0.376 mmol) in THF (0.7 mL). Chromatography on silica gel
using PE/Et,O (70:30) as the eluent afforded compound 3b
as a colourless oil and a mixture of isomers in a 3:2 ratio
due to the Boc protecting group, 76 mg (87%), "H NMR
(400 MHz, CD,Cl,) 6 7.32-7.22 (m, 5H), 7.09-6.97 (2bs, 1H),
5.06-4.88 (m, 3H), 4.20-4.11 (m, 1H), 4.08 (d, J = 3.6 Hz, 1H),
3.86 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 1.50 (bs, 9H); *C NMR (100 MHz,
CD,Cl,) § 152.5 (I1, C=0) 152.1 (I2, C=0), 148.0, 147.8,
143.6, 143.5, 128.7, 128.3, 126.9, 125.1, 112.6 (I1, =CH,),
112.5 (12, =CH,), 106.4, 106.1, 81.25, 47.4, 46.3, 45.8, 45.7,
28.4; GC-MS m/z (%): 271 (M*, 1%), 215, 200, 170, 142.
(3-Methylene-4-phenyl-3,4-dihydropyridin-1(2H)-
y1) (phenyl)methanone 3c. Prepared from N{prop-2-ynyl)benzamide
2¢ (50 mg, 0.314 mmol) and cinnamyl alcohol 1a (1.2 eq.,
0.41 mmol) in THF (0.6 mL). Chromatography on silica gel
using PE/Et,0 (70:30) as the eluent afforded compound 3c
as a colourless oil, 61 mg (70%), *"H NMR (400 MHz, CD,Cl,)
d 7.52-7.43 (m, 5H), 7.35-7.23 (m, 5H), 6.73-6.70 (m, 1H),
5.16-5.14 (m, 1H), 5.00-4.93 (m, 2H), 4.48 (d, J = 13.4 Hz, 1H),
4.18-4.16 (m, 1H), 4.11 (d, J = 13.4 Hz, 1H); **C NMR (100 MHz,
CD,0D) 6 171.0, 144.0, 143.7, 135.9, 131.9, 129.8, 129.6, 129.2,
129.1, 128.8, 127.9, 114.0, 111.3, 47.3, 47.0; HRMS calcd. for
C,0H;,NONa [M + Na]" 298.12078, found 298.1207 (0 ppm).
3-Methylene-4-(4-nitrophenyl)-1-tosyl-1,2,3,4-tetrahydropyridine
3d. Prepared from N-tosyl propargylamine 2a (50 mg, 0.239 mmol)
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and 4-nitrocinnamyl alcohol 1a (1.2 eq., 0.286 mmol) in THF
(0.5 mL). Chromatography on silica gel using PE/Et,O (50:50)
as the eluent afforded compound 3d as a colourless oil, 57 mg
(65%), "H NMR (400 MHz, C¢Ds) 6 7.65 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.58
(d,J = 8.2 Hz, 2H), 6.90, (dd, = 1.6, 8.1 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 6.42 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.49 (bs, 1H), 4.47 (dd, J = 4.4, 8.1 Hz,
1H), 4.30 (bs, 1H), 3.80 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.50 (d, J = 13.0 Hz, 1H),
3.30 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 1.88 (s, 3H); *C NMR (100 MHz,
CeDg) 6 149.3, 147.1, 143.8, 140.0, 135.4, 129.7, 128.6, 128.1,
127.6, 123.4, 114.0, 107.9, 47.9, 44.7, 21.0; HRMS calcd. for
C1oH;gN,NaO,S [M + Na]* 393.0885, found 393.0884 (0 ppm).

5-Methyl-3-methylene-1-tosyl-1,2,3,4-tetrahydropyridine 3e.
Prepared from N-tosyl propargylamine 2a (50 mg, 0.239 mmol)
and 2-methylprop-2-en-1-ol 1c¢ (5 eq., 1.19 mmol) in THF
(1 mL). Chromatography on silica gel using DCM/PE/Et,O
(80:10:10) as the eluent afforded compound 3e as a
colourless oil, 53 mg (84%), '"H NMR (400 MHz, CD;0D) §
7.64 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.40 (bs, 1H),
4.82 (s, 1H), 4.81 (s, 1H), 3.83 (s, 2H), 2.56 (s, 2H), 2.41 (s, 3H),
1.67 (s, 3H); "*C NMR (100 MHz, CD;0D) ¢ 145.2, 138.5, 136.2,
130.6, 128.5, 120.8, 119.8, 112.5, 50.5, 35.6, 21.4, 20.3; HRMS
caled. for C;,H;;NO,NaS [M + Na]" 286.0877, found 286.0876
(1 ppm).

2-Methoxy-5-methylene-4-phenyl-1-tosylpiperidine 4a. Pre-
pared from N-tosyl propargylamine 2a (50 mg, 0.239 mmol)
and cinnamyl alcohol 1a (1.2 eq., 0.288 mmol) in MeOH
(0.5 mL). Chromatography on silica gel using PE/Et,O (70:30)
as the eluent afforded compound 4a as a yellow oil in a 93/7
diastereoisomeric mixture, 70 mg (82%), "H NMR (400 MHz,
C¢De) 0 7.74 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.06-6.98 (m, 3H), 6.79-6.77
(m, 4H), 5.26 (t, J = 0.5 Hz, 1H), 4.59 (bs, 1H), 4.27 (d,
J =14.3 Hz, 1H), 4.10 (bs, 1H), 3.84 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 3.74-
3.70 (m, 1H), 3.23 (s, 3H), 1.89 (s, 3H), 1.84 (ddd, J = 2.0, 4.1,
13.2 Hz, 1H), 1.59 (dt, J = 3.2, 13.1 Hz, 1H); *C NMR
(100 MHz, C¢Dg) § 134.8, 142.8, 141.3, 138.9, 129.5, 128.8,
128.6, 127.8, 127.0, 111.8, 84.8, 55.0, 47.6, 42.0, 36.7, 21.0;
HRMS calcd. for CyH,3NO;NaS [M + Na]* 380.12964, found
380.1289 (1 ppm).

tert-Butyl-2-methoxy-5-methylene-4-phenylpiperidine-1-
carboxylate 4b. Prepared from N-Boc propargylamine 2b (50 mg,
0.322 mmol) and cinnamyl alcohol 1a (1.2 eq., 0.387 mmol)
in MeOH (0.6 mL). Chromatography on silica gel using PE/Et,O
(70:30) as the eluent afforded compound 4b as a colourless
oil, 62 mg (64%), as two isomers due to the Boc protecting
group (63/37 ratio) in a 90/10 diastereoisomeric ratio. 'H
NMR (400 MHz, CD,Cl,) 6 7.32 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.24 (td,
J = 7.2, 1.1 Hz, 1H), 7.19 (brd, J = 7.2 Hz, 2H), 5.55 (bs,
0.4 H), 5.44 (bs, 0.6H), 4.93-4.87 (m, 1H), 4.47 (d, J = 14.0 Hz,
0.6H), 4.35-4.32 (m, 0.4H), 4.13 (bs, 1H), 3.80 (dd, J = 14.0,
4.0 Hz, 1H), 3.74 (d, J = 14.0 Hz, 0.4H), 3.64 (d, J = 14.0 Hz,
0.6H), 3.30 (s, 2.6H), 3.28 (s, 0.4H), 1.48 (s, 9H); "*C NMR
(100 MHz, CD,Cl,) J 155.0, 154.6, 147.2, 146.9, 142.9, 141.9,
129.0, 128.8, 128.7, 128.6, 127.0, 126.8, 110.8, 110.6, 82.9,
81.9, 80.5, 80.2, 54.9, 54.8, 46.8, 45.3, 43.0, 42.5, 37.8, 37.5,
28.5, 28.4; HRMS caled. for C;gH,;NO;NaS (M + Na])’
326.17321, found 326.1728 (0 ppm).
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General procedure for the preparation of the acetals 5

To a dried pressure tube under an inert atmosphere, propargylic
amine 2a (5 mol%) and {[Ru(Cp*)(CH3;CN);]PFs} (1 mol%)
were dissolved in methanol or ethanol (1 mL) followed by the
addition of cinnamyl alcohol 1a (1.0 eq.). The resulting solu-
tion was stirred at 100 °C overnight. After concentration in vacuo,
the crude mixture was purified by short column chromatogra-
phy to afford the acetal 5 as the product.
(3,3-Dimethoxypropyl)benzene 5a (ref. 40). Prepared from
cinnamyl alcohol 1a (50 mg, 0.239 mmol) and MeOH (1 mL).
Filtration on silica gel using PE/Et,O (80 : 20) as the eluent afforded
compound 5a in 90% yield. "H NMR (400 MHz, C¢Dg) J 7.12-
6.98 (m, 5H), 4.18 (t,J = 5.6 Hz, 1H), 3.15 (s, 6H), 2.48 (t,/=8.15
Hz, 2H), 1.74-1.69 (m, 2H).
(6-Methoxy-4-phenyl-1-tosylpiperidin-3-yl)methanol 6a.
BH;:DMS (C =1 M, 0.3 mL) was slowly added to a solution
containing 2-methoxy-5-methylene-4-phenyl-1-tosylpiperidine
4a (30 mg, 0.08 mmol) in THF (0.5 mL) at 0 °C and the resulting
mixture was stirred for 2 hours. H,0, (30%, 0.08 mL) and
NaOH (3 N, 0.08 mL) were sequentially added and stirring
was maintained for 3 h at room temperature. Extraction with
H,0 and CH,Cl, x 3 followed by drying over sodium sulfate
and concentration afforded a crude oil which was further puri-
fied by chromatography on silica gel using PE/Et,O (80:20) as
the eluent to afford compound 6a as a yellow oil (24 mg, 76%)
in a 75:19: 6 stereoisomeric ratio (only the major compound is
described), "H NMR (400 MHz, C¢Dq) J 7.74 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
7.10-7.01 (m, 3H), 6.82-6.77 (m, 4H), 5.34 (t, J = 0.4 Hz, 1H),
4.04 (d,J=13.0 Hz, 1H), 3.44 (t,] = 10.5 Hz, 1H), 3.33 (td, ] = 4.0,
13.0 Hz, 1H), 3.28-3.20 (m, 1H), 3.14-3.06 (m, 2H), 2.95 (s, 3H),
1.92-1.82 (m, 1H), 1.87 (s, 3H), 1.79-1.68 (m, 2H); *C NMR
(100 MHz, C¢Dg), 6 141.5, 141.2, 137.4, 128.1, 127.2, 126.2,
126.1, 125.2, 83.0, 56.0, 53.9, 40.6, 39.8, 35.1, 28.6, 19.7; HRMS
caled. for Cy0H,5NO,NaS [M + Na]" 398.14020, found 398.1403

(0 ppm).

General procedure for the semi-hydrogenation of 3a

In a 20 mL reactor containing 3-methylene-4-phenyl-1-tosyl-
1,2,3,4-tetrahydropyridine 3a (30 mg, 0.09 mmol), THF (2 mL)
was added followed by the addition of {{Ru(Cp*)(CH;CN);]PFe}
and the additive (5 mol%). The autoclave was sealed, and
was fast evacuated and filled with argon three times then
ended with vacuum. Molecular hydrogen was introduced
into the reactor at the indicated pressure. Then, the mixture
was stirred at the mentioned temperature. After 15 hours the
autoclave was cooled down to room temperature and the
hydrogen was then carefully released; the conversion was
determined by GC, GC-MS and crude "H NMR. Chromatogra-
phy on silica gel using PE/Et,O (80:20) as the eluent afforded
compound 7a as a yellow oil, 22.5 mg (75%), (only the cis
compound is described) "H NMR (400 MHz, C¢Dg) 6 7.68 (d,
J = 7.8 Hz, 2H), 7.06-6.92 (m, 4H), 6.79-6.75 (m, 3H), 6.60 (d,
J = 6.9 Hz, 1H), 4.77 (dd, J = 5.0, 8.2 Hz, 1H), 3.39 (dd, J = 1.7,
10.9 Hz, 1H), 2.86 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 2.80 (t, J = 10.9 Hz, 1H),
1.88 (s, 3H), 1.76-1.68 (m, 1H), 0.29 (d, J = 6.7 Hz, 3H); 13C
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NMR (100 MHz, CD,Cl,) § 144.5, 140.8, 134.9, 130.2, 129.7,
128.0, 127.6, 126.9, 125.6, 110.0, 46.7, 42.6, 30.1, 20.0, 14.3;
HRMS caled. for C;9H,;NO,SNaS ([M + Na])" 350.11907,
found 350.119 (0 ppm).
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Abstract: The aims of this study were to compare the chemical composition and antibacterial activity of four
hydrodistilled oils of Ferula vesceritensis Coss. & Dur. Essential oils were obtained from the hydrodistillation of
fresh flowers (FF), dry flowers (DF), fresh stems (FS) and dry stems (DS). The GC-MS analyses of the oils
revealed the presence of forty two compounds for FF, thirty seven compounds for DF, forty eight compounds for
FS and thirty six components for DS. The total yields of the volatile essential oils were respectively: 97.9% (FF),
88.6% (DF), 96.4% (FS) and 87.4% (DS) with the prevalence of a-pinene (FF 32%, DF 16.1%, FS 11.5%, DS
17.4%), B-pinene (FS 8.1%, DS 8.9%), a-phellandrene (FF 8.5%, DF 24.3%), fenchylacetate (FF 10.4%, FS
7.3%, DS 8.8%), elixene (DF 6.3%, FS 5.4%), aristolene (FF 5.4%, FS 7.2%, DS 6.8%), caryophyllene oxide
(FS 7.6%) and carotol (FF 13.9%, DF 10.7% FS 18.8%, DS 10.8%). The essential oils were tested againest 9
bacteria and showed a good antibacterial activity against almost food-borne pathogens and clinical isolated
microorganisms at a concentration of 128 pg/mL Minimum inhibitory concentration (MIC) values for all the
bacteria were ranged between16 pg/mL and 80 pg/mL.

Keywords: Ferula vesceritensis, Apiaceae; essential oil; hydrodistillation; antibacterial activity. © 2015 ACG
Publications. All rights reserved.

1. Introduction

Essential oils and volatile constituents extracted from Aromatic plants are frequently used in
folk medicine for prevention and treatment of different human diseases, such as bacterial and viral
infections [1], as well as to prevent the growth of food borne bacteria specially Enterotoxins produced
by Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae which are responsible for
toxicity of the intestinal tract causing nausea and diarrhea [2].

The genus Ferula (Apiaceae) is represented by more than 170 species distributed in Central
Asia and the Mediterranean region [3]. The Algerian flora comprises 5 species of Feru/a from which 2
are endemic [4,5], including the presently reported species F. vesceritensis Coss. & Dur. [6-9].
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Monoterpenes, oxygenated monoterpenes, sesquiterpenes and oxygenated sesquiterpenes
characterized the compositions of most reported Ferula essential oils which exhibited antimicrobial,
antioxidant, antiepileptic, anticancer and ferulenol toxicity activities [9-24]. In continuation of our
works on Apiaceae essential oils [25-28], we report here the GC and GC-MS analyses and the
antibacterial activity of four essential oils of fresh and dry flowers and stems of the endemic species
Ferula vesceritensis Coss. & Dur. “kelkha”, traditionally used to treat fever and headache [8].

2. Materials and Methods
2.1. Plant materials

Fresh aerial parts of Ferula vesceritensis Coss. & Dur [4,5] were collected from Ghardaia
(Septentrional Algerian Sahara) in March 2011. The plant was authenticated by Pr. Gérard De Bélair,
a voucher specimen was deposited at the herbarium of the Laboratory of Therapeutic Substances,
University of Constantine 1, Algeria (LOST ZK Fv03/11).

2.2 Isolation of the essential oils

From the freshly collected plant, two parts of separated flowers and stems were dried at room
temperature. The fresh flowers and stems (FF, FS) were hydrodistilled, for 3 h, in a Clevenger-type
apparatus. Then, the dried flowers and stems (DF, DS) were also likely hydrodistilled, yielding yellow
oils of FF (1.8%), DF (1.6%), FS (1.6%), DS (1.4 %) (w/w), which were dried over anhydrous
Na2S04 and conserved in sealed brown vials at 4-6 °C, prior to further analysis.

2.3. Gas chromatography GC-FID

The essential oils were analysed on a Shimadzu gas chromatograph Model GC2010, equipped
with a DB-5 MS column (30m x 0.25mm; 0.25um), programming from 50°C (5 min) to 300°C at
5°C/min, 5 min hold. Hydrogen was used as carrier gas (1.0 mL/min); injection in split mode (1:60);
injector and detector temperatures were 250°C and 280°C respectively. The essential oil was diluted in
hexane (1/30) for the analyses.

2.4. Gas chromatography-mass spectrometry GC-MS analyses

The essential oils were analysed on a Shimadzu gas chromatograph Model GC2010 coupled to
a Shimadzu MS model QP2010, equipped with a DB5 MS column (30m X 0.25mm; 0.25pum),
programming from 50°C (5 min) to 300°C at 5°C/min, 5 min hold. Helium was used as carrier gas (1.0
mL/min): injection in split mode (1:30); injector and detector temperatures were 250°C and 280°C
respectively. The MS working in electron impact mode at 70 eV; electron multiplier, 2500 V; ion
source Temperature, 180°C; mass spectra data were acquired in the scan mode in m/z range 33-450.

2.5. Identification of components

Retention indices of all the components were determined by Kovats method. The compounds
assayed by GC were identified by comparing their retention indices with those of reference
compounds in the literature and confirmed by comparison of their mass spectra with those of reference
substances for major components of the oils [29-33].

2.6. Antibacterial activity testing

The antibacterial activity of the essential oils was evaluated against the tested organisms
according to Clinical and Laboratory Standards Institute [34]. Freshly cultured bacterial suspensions in
Mueller Hinton Broth were standardized to a cell density of 1.5x10%/mL (McFarland No. 0.5). The
essential oils of F. vesceritensis were tested against nine of microorganisms (food spoilage and food-
borne pathogens and clinical strains).

The bacterial pathogens including food spoilage bacteria Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, and food-borne pathogens namely, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 43300, the reference strains were obtained from the Pasteur Institute
(Algiers) while Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella
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pneumoniae, and Morganella morganii which were clinical isolated from the laboratory of
bacteriology, Benbadis Hospital, Constantine, using conventional methods (clinical isolation) [34].

Susceptibility of the bacterial strains to the essential oils was investigated using the disk
diffusion method. Empty sterilized discs were impregnated by essential oils which were diluted with
20 mL of DMSO used for antibacterial activity assays. The same volume (20 mL) of DMSO was used
as control. The diameters of inhibition zones were measured and compared with those suggested by
Clinical and Laboratory Standards Institute [34], (sensitive P>15 mm). Ampicillin (10 pg/disc) was
used as a positive reference standard to determine the sensitivity of each bacterial species tested. The
inoculated plates were incubated at 37 °C for 24 h. Antimicrobial activity was evaluated by measuring
the inhibition zone (IZ) in mm against the tested strains.

The experiments were repeated in triplicate and the results were expressed as average values.

2.7. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

All the nine tested bacteria were susceptible to the essential oils, hence the minimum inhibitory
concentrations of the essential oils were determined using the agar dilution method and different
concentrations of the essential oils were included in Mueller-Hinton agar plates. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was defined as the concentration at which no colony was observed
after incubation [34].

3. Results and Discussion
3.1. Chemical composition of the essential oils

The essential oils of FF, DF, FS, DS were obtained by hydrodistillation, The GC and GC-MS
analyses of the oils revealed the presence of forty-four compounds for FF, fifty compounds for DF,
thirty-nine compounds for FS and thirty-seven compounds for DS. Comparative study showed that the
amount of total volatiles of essential oils were 97.9% (FF), 88.6% (DF), 96.4% (FS) and 87.4% (DS),
respectively (Table 1), the highest value of essential oil was obtained for the fresh parts of the plant.

The main components of the essential oils were a-pinene (FF 32%, DF 16.1%, FS 11.5%, DS
17.4%), B-pinene (FS 8.1%, DS 8.9%), a-phellandrene (FF 8.5%, DF 24.3%), fenchylacetate (FF
10.4%, FS 7.3%, DS 8.8%), elixene (DF 6.3%, FS 5.4%), aristolene (FF 5.4%, FS 7.2%, DS 6.8%),
caryophyllene oxide (FS 7.6%) and carotol (FF 13.9%, DF 10.7% FS 18.8%, DS 10.8%).The essential
oils analysed in this research showed important differences in their quality and quantity of the
components, which are totally different from the essential oil of the leaves of the Algerian species F.
vesceritensis collected in the South Eastern Algerian (May 2010), which was mainly characterized by
9, 9-tetradecadiyne (24.72%), germacrene -D (24.51%), farnesene (8.57%) and a-bisabolene (8.57%)
[9]. This may be due to the difference of growth stage and locality and time of collection.

It's important to mention that's the first time for the genus Ferul/a that, a-phellandrene, fenchyl
acetate, elixene, aristolene and carotol are found as main components. In agreement with the literature,
the present oils are constituted with high levels of bicyclic monoterpenes (a-pinene and B-pinene). o-
Pinene together with B-pinene have been found as major components in essential oils of F. gummosa
Boiss. fruits (18.3%, 50.1%) [17]. F. szovitsiana D.C (8.0%, 6.7%)[13], F. badrakema (10.9%, 45.8
%) [15], F. communis L. subsp. glauca growing in Marche (Central Italy) (0.3-24.2%, 0.1-14.7%).
[19], F. lycia Boiss. (59.9%, 19.0%) [35], F. gummosa Boiss. from Kashan, Iran (58.8%, 5.7%) [37],
F. jaesekheana Vatke (30%, 16.2%) [13], F. stenocarpa Boiss. & Hausskn (48.8%, 30.1%) [38] and
F. assafoetida (21.30 %, 47.10%) [40], respectively. Even though, o-pinene, without the main
presence of B-pinene, was detected in the essential oils of F. foliosa F. lutea, F. communis from
Algeria, F. flabelliloba and F. ovina (35.10% , 25.8% , 20.9%, 10.0%, 8.2%, respectively) [14, 36, 39,
41, 10]. It’s noteworthy that caryophyllene oxide (13.90%) was also mainly present in the essential of
Ferula communis L. subsp. glauca growing in Marche Central Italy [19].



Essential oils from Ferula vesceritensis Coss. & Dur. 521

Table 1. Chemical composition of F. vesceritensis Coss. & Dur. oils from FF, DF, FS, and DS.

Compound ID RIE? RIL® FF % DF % FS % DS %
Heptane 700 700 0.3 - - -
2-Methylheptane 765 766 - - - 0.9
Isovaleric acid 836 827 0.2 - 0.2 -
n-Hexanol 871 863 0.1 - - -
2-Ethoxyethylacetate 904 903 0.1 - - -
a-Thujene 932 924 0.4 1.1 0.5 -
a-Pinene 940 932 32.0 16.1 11.5 17.4
Camphene 954 946 0.7 0.3 0.6 1.0
B-Pinene 979 974 - 1.9 8.1 8.9
Myrcene 991 988 0.2 1.1 0.2 -
6-2-Carene 998 1001 - 0.9 - -
6-3-Carene 1007 1008 0.1 0.4 - -
a-Phellandrene 1005 1002 8.5 243 - -
3-Ethyl-4-methylpentanol 1022 1020 - - 0.1 -
p-Cymene 1026 1020 - 1.8 0.1 -
Limonene 1029 1024 0.5 34 0.7 -
B-Phellandrene 1030 1025 - 2.7 - -
E- B -Ocimene 1046 1044 - 24 - -
y -Terpinene 1062 1054 - 1.8 0.4 -
cis-sabinene hydrate 1070 1065 0.6 - - -
Fenchone 1087 1083 0.6 - 0.2 0.8
Linalool 1097 1095 0.4 - 0.3 -
a-pinene oxide 1098 1099 0.5 - 0.3 -
Isophorone 1121 1118 - - - 1.3
trans-p-Mentha-2,8-dienol 1125 1119 0.3 - - -
a-Campholenal 1126 1122 - - 0.2 0.2
cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 1138 1133 - - - 0.7
trans-Pinocarveol 1139 1135 0.8 - 0.6 2.9
cis-Verbenol 1140 1137 2.5 - 1.8 3.5
Camphor 1146 1141 - - - 0.3
p-menthone 1153 1148 - 0.6 - -
Pinocarvone 1165 1160 0.5 - 0.3 0.6
Terpinen-4-ol 1178 1174 0.3 0.2 0.2 -
a-Terpineol 1192 1186 0.1 0.2 0.2 -
Myrtenol 1194 1194 0.6 - 0.6 -
Myrtenal 1196 1195 0.2 - 0.2 29
nor-Davanone 1227 1228 - 0.3 - -
Fenchyl acetate 1232 1229 10.4 0.9 7.3 8.8
Bornyl acetate 1285 1283 1.1 0.2 0.8 1.1
p-Cymen-7-ol 1290 1289 0.2 - 0.2 0.3
2-Undecanone 1294 1293 - - 0.1 0.4
a-Cubebene 1350 1345 0.1 - 0.1 0.9
a -Copaene 1374 1377 0.2 0.2 0.4 0.4
Geranyl acetate 1380 1379 - - - 0.3
B-Cubebene 1388 1387 - - 0.2 0.3
3-Dodecanone 1389 1389 0.2 - - 0.3
B-Elemene 1391 1389 0.3 2.8 0.7 -
a-Funebrene 1402 1402 - - 0.3 -
S-caryophyllene 1419 1417 0.2 0.3 2.3 -
B-Gurjunene 1433 1431 0.9 0.5 1.4 24
Aristolene 1444 1444 5.4 0.3 7.2 6.8
a-Acoradiene 1464 1460 0.2 - - -
y-Gurjunene 1477 1475 - - 0.2 -
v-Muurolene 1480 1478 2.8 0.4 3.9 0.4
a-Muurolene 1495 1500 0.7 - 0.9 0.6
Elixene 1504 1505 - 6.3 5.4 -
trans-Cycloisolongifol-5-ol 1505 1513 - - 0.2 -
Germacrene A 1506 1508 - 0.2 0.5 0.4
y-Cadinene 1510 1514 2.7 0.8 2.0 1.0
a-Copaen-11-ol 1534 1539 0.5 - 1.1 0.5
Caryophyllenyl alcohol 1570 1570 - 0.1 0.4 1.1
Germacrene D-4-ol 1575 1574 - 0.4 4.0 -
Spathulenol 1578 1577 - 0.7 0.4 1.5
Caryophyllene oxide 1583 1582 43 23 7.6 4.6

Globulol 1585 1590 - - - L.5
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Compound ID RIE? RIL® FF % DF % FS % DS %
Viridiflorol 1593 1592 - - 0.2 0.1
Carotol 1595 1594 139 10.7 18.8 10.8
Guaiol 1598 1600 - 0.3 - -
Alloaromadendrene epoxide 1641 1639 1.1 - - -
Cubenol 1646 1645 - - - 1.5
a-Cadinol 1654 1652 22 0.5 2.5
a-Selina-11-en-4-ol 1660 1658 - 0.5 - -
Total (%) 97.9 88.6 96.4 87.4

FF: fresh flowers, DF: dry flowers, FS: fresh stems, DS: dry stems.
RIE* Retention index calculated from relative retention times; RIL" Literature Retention index [29-33].
2-Methylheptane [30], 3-Ethyl-4-methylpentanol [31], Aristolene [32], Elixene [33].

According to the literature, a-pinene and B-pinene are mainly found in the present essential oils
confirming that these monoterpenes are chemotypes of Feru/a essential oils. In contrast, variations in
the compositions of essential oils isolated from fresh flowers and dry flowers on the one hand and
from fresh stems and dry stems on the other hand may be explained on account of some important
facts biotransformation of monoterpenes [42]. The volatility of monoterpenes causes problems during
biotransformation, such as losses of both substrates and products. Biotransformation of terpenes often
proceed along several metabolic pathways leading to a mixture of products. Monoterpenes are
relatively unstable compounds. They can, for example, undergo spontaneous autoxidation.

3.2. Antibacterial activity

From the GC and GC-MS results it appears that the present F. vesceritensis essential oils are
rich with o-pinene and B-pinene which have been already reported to possess strong antimicrobial
activities [43]. These monoterpenes exert their antimicrobial activity on microorganisms through the
disruption of bacteria membrane integrity [44]. The hydrophilic cell wall structure of Gram-negative
bacteria, constituted essentially by a lipo-polysaccharide, blocks the penetration of hydrophobic
components of oils and for this reason, Gram-positive bacteria are found to be more sensitive to the
essential oils effect [45].

Thus, we’ve been interested to evaluate the antibacterial activity of the present essential oils
by the use of the disc diffusion method and MIC values (Tables 2 and 3). The tested essential oils
inhibited strongly the growth of all bacterial strains at MIC values ranging between 16 ug/mL and 80
ug/mL. Dry flowers and stems essential oils showed the best antibacterial activity comparing with
fresh flowers and stems essential oils because of the high percentages of a-pinene together with -
pinene as main components (Table 3). The best activity was exhibited against Staphylococcus aureus
ATCC 43300, Pseudomonas aerugina ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Morganella
morganii, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli strains with 30 mm, 29
mm, 27 mm, 25 mm, 24 mm, 24 mm and 24 mm inhibition zone diameters, respectively (Table 2).

Unlike the previous report on the essential oil of leaves of F. vesceritensis [9], the important
key of the current study is that it includes an investigation on fresh and dry flowers and stems essential
oils and their influence on chemical composition and also on the biological activity of this plant. In the
present work, a relationship between the composition of the Ferula essential oils studied and
antibacterial activity was observed because of the richness with a-pinene and B-pinene (markers of
antibacterial effect).

In addition, it’s the first time in Ferula oil that a-phellandrene, fenchylacetate, elixene,
aristolene and cartol are found as major components. The antibacterial activity of these oils was tested
by the use of the disc diffusion method against nine microorganism namely Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumonia,
Morganella morganii. The best antibacterial activity was shown against six strains, Staphylococcus
aureus ATCC 43300, Pseudomonas aerugina ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Morganella morganii, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. So we can conclude that the
studied oils have a strong and broad spectrum antibacterial effect against bacterial strains. For this
reason, the use of the essential oils of F. vesceritensis may be very important for pharmaceutical and
cosmetic industries which can substitute synthetic additive (hydrophobic chemical addition) in the
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food industry, where they can be considered as natural preservatives and can be used as an herbal
medicine against food spoilage microorganisms.

Table 2. Antibacterial activity of different essential oils of F. vesceritensis Coss. & Dur. (inhibition
Zones, mm).

Inhibition zone (mm)

Microorganism
Antibiotics (10 png /mL) Essential oils (128 pg /mL)

Ampicillin®  Gentamicin® FF DF FS DS

Escherichia coli ATCC 25922° 18 22 25 27 28 24
Escherichia colf - - 21 24 22 29
Staphylococcus aureus ATCC 43300° 30 - 27 30 25 25
Staphylococcus aureus® - 13 24 23 23 22
Pseudomonas aerugina ATCC 27853 - - 18 23 27 30
Pseudomonas aerugina® - 12 18 20 22 26
Klebsiella pneumoniae® 14 21 24 20 14 16
Morganella morganii® - - 20 25 15 10
Enterobacter aerogenes® - - 23 20 12.5 10

FF: fresh flowers, DF: dry flowers, FS: fresh stems, DS: dry stems; * Control; ° Obtained from the Pasteur Institute (Algiers); ¢ Clinical
isolates from the laboratory of bacteriology (CHU Constantine, Algeria).

Table 3. Comparison of the MIC values (ug/mL) of different essential oils of F. vesceritensis Coss. &
Dur.

MIC? (ug /mL)

Microorganism
Antibiotics (ng /mL) Essential oils

Ampicillin® Gentamicin® FF DF FS DS

Escherichia coli ATCC 25922°¢ 10 10 40 80 40 40
Escherichia colf’ - - 40 80 40 40
Staphylococcus aureus ATCC 43300° 5 - 80 16 40 16
Staphylococcus aureus® - 15 80 16 40 16
Pseudomonas aerugina ATCC 27853° - - 40 80 40 40
Pseudomonas aerugina® - 5 40 80 40 40
Klebsiella pneumoniae* 10 5 32 80 16 40
Morganella morgani/* - - 40 80 40 40
Enterobacter aerogenes* - - 40 30 16 16

FF: fresh flowers, DF: dry flowers, FS: fresh stems, DS: dry stems, *MIC: minimum inhibitory concentration; °Control ; “Obtained from the
Pasteur Institute (Algiers); “Clinical isolates from the laboratory of bacteriology (CHU Constantine, Algeria)
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Abstract

In a first part we studied the chemical composito biological activities ofPistacia
atlantica Desf. and Ferula vesceritensi€oss. & Dur.The GC and GC-MS analyses
showed that the essential oilsRxfatlanticaare rich ina-pinene, limonene and spatulenol,
while B-phellandreneg-terpinene f-elemene j+gurjunene and germacrene-B were found
as major components, for the first time for theeasial oils of the genuBistacia

a-Pinene angs- pinene were predominant in the essential oil$@fula vesceritensis;
however the first time that-phellandrene, fenchylacetate, elixene, l'aristeland cartol
were found as main components in the essentiabbtlse genugerula. The both essential
oils of P. atlantica and F. vesceritensi®xhibited a good antibacterial activity against
clinical isolated bacteria and food borne pathogértse essential oils oP. atlantica
possess an important antioxidant effect which wermined usingg-carotene-linoleic
acid, DPPH- and ABTS -scavenging activities, metal chelating effect addPRAC
assays. The essential oils showed a moderate halniestérase activity compared with
galantamin for the inhibitory activity of principanzymes of Alzheimer’'s disease AChE
and BChE.

In a second part, we synthesized 12 new piperidéneratives, which have been achieved
through [Cp*Ru]-catalyzed intermolecular coupling alylic alcohols and propargylic

amides with water as the only side product, and mafestrated that the selective
oxidativecoupling cinnamyl alcohol derivatives aBesubstituted allylic alcohols. This

methodology allows the access to 3,4- and 3,5bdi#uted enamides as valuable
scaffolds for the preparation of 3-methylpiperidisherivatives through selective [Cp*Rul]

catalyzed alkene hydrogenation.

Keywords: Pistacia atlantica Desf., Ferula vesceritensisCoss. & Dur, antioxidant,
anticholinesterase, antibacterial, oxidative couplienamides, hydrogenation, hydrobration,

piperidines



Résumé

Dans une premiéere partie, nous avons étudié la esitgn chimique et les activités
biologiques des huiles essentiellesRigtacia atlanticaDesf. etFerula vesceritensi€oss.

& Dur. les analyse GC et GC-MS ont montré que lateh essentiels de. atlanticasont
riches ermz-pinéne, limonéne et en spatulenol, cependapipleellandréne, d-terpinene, le
p-élémene, lesgurjunene et le germacrene-B sont rapportés idiaeh que composants
majoritaires, pour la premiere fois, dans les lsudssentielles du genRéstacia Pour les
huiles essentielles de. vesceritensid'a-pinene et lef-pinéne dominent la composition
chimique Par ailleurs, c'est la premiére fois qleephellandréne, le fenchylacétate,
I'elixéne, l'aristoléne et le cartol sont trouvésmme composants majoritaires dans les
huiles essentielles du genfFerula. Les huiles essentielles extraites des deux [dammé
inhibé la croissance des micro-organismes clinicgrénisolés et des agents pathogenes
d'origine alimentaire. Les huiles essentielles Rle atlantica possédent un pouvoir
antioxydant important, ce dernier a été déterminé uélisant le [3-caroténe- acide
linoléique, le DPPH, I'ABTS, le métal chélate et le test du CUPRAC. Les huiles
essentielles d@. atlanticaont présenté une activité inhibitrice modérée’ A€EME et de
BChE, en comparaison avec la galantamine. Lestadsiyirésentés dans cette étude sont
les premieres informations sur l'activité antichétérase des huile essentielles du genre

Pistacia

Dans une deuxieme partie, nous avons synthétisedZeaux dérivés pipéridiniques, par
couplage oxydant sélectif entre les alcools allydig et les amines propargyliques. Cette
réaction peut étre étendue a des dérivés d'alcmwlamique et d'alcools allyliques
substitués en position 2. Cette méthodologie perfaetés aux énamides 3,4- et 3,5-
disubstitués qui peuvent étre utilisés comme écluaiges précieux pour la synthése des
dérivés de 3-méthylpipéridines a travers I'hydragiém sélective d'alcene pré-catalysée
par [Ru(Cp*)].

Mot clés: Pistacia atlanticaDesf., Ferula vesceritensisCoss. & Dur., antioxydante,

anticholinestérase , antibactérienne, couplage antyd énamides, pipéridines,

hydroboration, hydrogénation.



