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ATTESTATION DE CORRECTION DE MEMOIRE DE THESE DE DOCTORAT/Ph.D DE
MONSIEUR TSOPMEJIO Jean Paul

Titre de thése : ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES CONSTITUANTS CHIMIQUES
DE DEUX PLANTES MEDICINALES CAMEROUNAISES (Lippia rugosa A Chev
(Verbenaceae) et Plectranthus glandulosus Hook (Lamiaceae)) ET EVALUATION DE LEURS
ACTIVITES INSECTICIDE ET ANTIOXYDANTE

Nous soussignés, enseignants ci-dessous nommés, membres du jury de soutenance de thése
de Doctorat/h.D de Monsieur TSOPMEJIO Jean Paul, attestons que ce candidat a bel et bien pris

en compte dans la mouture finale de sa thése, toutes corrections et recommandations qui lui ont été

faites au cours de sa soutenance en date du 16 Juillet 2020.

En foi de quoi, la présente attestation de correction lui est délivrée pour servir et valoir ce

que de droit.
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(Professeur) (Maitre de Conférences) (Professeur)

NGUEFA HAPPI Emmanuel
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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS

LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2019/2020

(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 19 Février 2020

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : DONGO Etienne, Professeur

VICE-DOYEN / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de 1a Recherche DAASR :

MBAZE MEVA’A Luc Léonard, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38)
N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
7 | NINTCHOM PENLAP V. épse BENG Professeur En poste
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
10 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
11 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences En poste
12 | BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. Maitre de Conférences Chef DAF / FS
13 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
14 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maitre de Conférences En poste
15 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
16 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
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17 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
18 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
19 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste
MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences | Inspecteur de Service
20 MINESUP
21 | TCHANA KOUATCHOUA Angele Maitre de Conférences En poste
22 | AKINDEH MBUH NJI Chargée de Cours En poste
23 | BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Chargée de Cours En poste
24 | DAKOLE DABOY Charles Chargée de Cours En poste
25 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
26 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste
27 | EWANE Cécile Anne Chargge de Cours En poste
28 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
29 | BEBEE Fadimatou Charggée de Cours En poste
30 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
31 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
32 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 | MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle Assistante En poste
37 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
38 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste
2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (48)
1 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur VICE-DOYEN / DSSE
2 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
3 | DIMO Théophile Professeur En Poste
4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
5 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur Vice Doyen/FMSB/UYI
6 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
7 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
8 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
9 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
10 | NOLA Moise Professeur En poste
11 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service
12 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur
Coord.Progr./MINSANTE
13 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
14 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste
15 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste
16 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste
17 ﬁgéil?%ﬁENG Hermine epse Maitre de Conférences En Poste
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18 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste
19 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
20 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
21 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
22 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
23 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
26 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
27 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
28 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
29 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
30 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
31 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
32 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste
33 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
34 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
35 | MOUNGANG LucianeMarlyse Chargée de Cours En poste
36 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
37 §§)§UATEU KENFACK Omer Chargé de Cours En poste
38 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
39 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
40 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargeée de Cours En poste
41 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
42 | TAMSA ARFAOQO Antoine Chargé de Cours En poste
43 | YEDE Chargé de Cours En poste
44 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
45 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
46 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
47 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
48 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (32)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste
4 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
YOUMBI Emmanuel Professeur ,Chef de
5 Département
6 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
7 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste
8 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste
9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste
10 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/ MINESUP
12 | MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste
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13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE/ MINRESI
14 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste
15 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
16 | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste
17 | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
18 | GOMANDIJE Christelle Chargée de Cours En poste
19 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
20 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste
21 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
22 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
23 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
24 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
25 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
26 | GODSWILL NTSOMBAH Assistant En poste
NTSEFONG
27 | KABELONG BANAHO Louis-Paul- Assistant
En poste
Roger
28 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
29 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
30 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
31 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
32 | TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (35)
1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Vice RecteurUniv
,Bamenda
2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste
3 | Florence UFI CHINJE épouse MELO Professeur _ Recteur
Univ.Ngaoundere
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Charge
deMiss.PR
5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
6 | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI/Chef de
Departement
7 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Viee-Doyen Unio.
Bamenda
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
10 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences | Chargée Mission P.R.
11 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
12 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste
13 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En poste
14 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste
15 | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste
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17 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste
18 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste
19 | YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste
20 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste
21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
23 | EMADACK Alphonse Chargé de Cours En poste
24 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
25 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
26 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
27 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
28 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
29 | NEBA nee NDOSIRI Bridget NDOYE Chargée de Cours CT/ MINFEM
30 | NYAMEN Linda Dyorisse Charggée de Cours En poste
31 | PABOUDAM GBAMBIE A. Charggée de Cours En poste
32 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste
33 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste
34 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
35 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste
5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (35)
1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / PSAA
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA
3 NGOUELA Silvere Augustin Professeur Depagf}elrerfeii UDS
NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur ,Cth de
4 Département
5 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste
6 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP
7 | WANDIJI Jean Professeur En poste
8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences | DEPE/ Rectorat/UYI
Chef Service
9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences Programme &
Diplomes
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
13 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
16 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
. . . . Chef
17 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences Service/MINESUP
e n . Sous/Direct.
18 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences MINERESI
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19 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences En poste
20 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
21 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
22 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI
23 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
24 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
25 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste
26 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
27 | MVOT AKAK CARINE Chargé de Cours En poste
28 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
29 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
30 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargeée de Cours En poste
31 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
32 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
33 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
34 | MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
35 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste
6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (27)
1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div. MINESUP
’ FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur Igjj.[ Z\? f]f[}}gsé\gl/fhef
3 | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste
4 | AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste
5 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste
6 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
7 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste
8 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
9 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
10 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
11 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
12 | KAMGUEU Patrick Olivier Chargé de Cours En poste
13 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
14 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa
15 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
16 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
17 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
18 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
19 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
20 | EKODECK Stéphane Gaél Raymond Assistant En poste
21 | HAMZA Adamou Assistant En poste
22 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
23 | MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste
24 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
25 | MEYEMDOU Nadege Sylvianne Assistante En poste

Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul

Vi




Thése de eﬁoctorat/gjﬁd.eﬁ

|26 | NKONDOCK. ML. BAHANACK.N. Assistant | En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)
CD Infol Inspecteur
1 | EMVUDU WONO YvesS. Professeur MINESUP
AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences ,Chef de
2 Département
3 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste
4 | NOUNDJEU Pijerre Maitre de Conférences En poste
5 | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste
. . , Directeur/AIMS
TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences
6 Rwanda
7 AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours I\/CI:Ikll\?If’lelbler
8 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
9 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
10 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
11 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
12 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
13 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
14 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
15 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
16 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste
17 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
18 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
19 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargée de Cours En poste
20 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
21 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
22 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
23 | TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste
24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
27 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
28 | MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
29 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)
1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur DRV/IMPM
2 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
3 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
4 | NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste
5 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
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6 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste

7 | ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste

8 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste

9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOI Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistante En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste

9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (42)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
3 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
4 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
5 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
6 | NOUAYOU Robert Professeur En poste
. Sous Directeur/
7 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur MINRES]
PEMHA Elkana Professeur En poste

9 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
10 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
11 | WOAFO Paul Professeur En poste
12 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
13 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste
14 | DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM | Maitre de Conférences En poste
15 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences Chef Division. UN
16 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
17 | FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences En poste
18 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
19 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste
20 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste
21 | NDOP Joseph Maitre de Conférences En poste
22 | SAIDOU Maitre de Conférences MINERESI
23 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
24 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste
25 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences En poste

26 WAKATA née BEYA Annie

Maitre de Conférences

Sous Directeur/
MINESUP
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27 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
28 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
29 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
30 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Charggée de Cours En poste
31 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
32 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste
33 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste
34 | MELI'l Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
35 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
% | OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DA/Univ Inter
Etat/Sangmalima
39 | WOULACHE Rosalie Laure Charggée de Cours En poste
40 | AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie Assistant En poste
41 | CHAMANI Roméo Assistant En poste
42 | TEYOU NGOUPOU Ariel Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen /| FASA /| UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 | KAMGANG Pierre Professeur En poste
4 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
5 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste
6 | NGOS III Simon Professeur DAAC/Uma
7 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste
8 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
9 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences Vice-Doyen /| DRC
10 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/Uma
11 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT
12 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI
13 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
14 | ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences En poste
15 | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences Directeur/Projet Barrage
Memuve’ele
16 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste
17 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste
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Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de 1’'Université de

Yaoundé I
NOMBRE D’ENSEIGNANTS
DEPARTEMENT Professeurs Maitres de Chargés de  Assistants Total
Conférences Cours
BCH 9 (1) 13 (09) 14 (05) 3(2) 39 (16)
BPA 13 (1) 09 (06) 19 (05) 05(2) 46 (13)
BPV 06 (0) 10 (02) 9 (04) 07 (01)  31(9)
CI 10 (1) 09 (02) 13 (02) 02 (0) 35 (5)
co 7 (0) 17 (04) 09 (03) 03 (0) 35(7)
IN 2 (0) 1(0) 14 (01) 10002)  263)
MAT 1(0) 5 (0) 19 (01) 05(01)  30(2)
MIB 1(0) 5(02) 06 (01) 06(02) 17 (5)
PHY 11 (0) 16 (01) 10 (03) 03 (0) 40 (4)
ST 8 (1) 14 (01) 19 (04) 02 (0) 43(6)
Total 68 (4) 99 (27) 132 (29) 45 (10) 344 (70)
Soit un total de 344 (70) dont :
- Professeurs 68 (4)
- Maitres de Conférences 99 (27)
- Chargés de Cours 132 (29)
- Assistants 46 (10)
() =Nombre de Femmes 45

Le Doyen de la Faculté des Sciences
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RESUME

Cette these s’inscrit dans la thématique de recherche développée au
Laboratoire de Chimie Organique Structural et Analytique de 1'Université de
Yaoundé I. Elle vise essentiellement la recherche des molécules naturelles d’origine
végétale bioactives doués de propriétés insecticides et antioxydantes.

Lippia rugosa (Verbenaceae) et Plectranthus glandulosus (Lamiaceae) sont
utilisées dans la protection des denrées alimentaires, en particulier, les céréales tels
que le mais, le sorgho, le blé, le riz. Elles sont également utilisées en médecine
traditionnelle dans le traitement de nombreuses maladies telles que le rhumatisme, la
fievre, la toux, la jaunisse, rhume, maux de téte, le paludisme.

Les investigations phytochimiques effectuées a l'aide des méthodes
chromatographiques sur colonne de gel de silice sur les extraits de L. rugosa et P.
glandulosus, nous ont permis d’isoler vingt quatre composés. De ces 24 composés, 16
ont été isolés des feuilles et des tiges de L. rugosa, 8 isolés de la plante entiere de P.
glandulosus. Des 16 composés isolés de L. rugosa on dénombre 5 flavonoides dont un
dérivé nouveau auquel nous avons donné le nom trivial de plectranmicine et 4
connus : 7-hydroxy-5,6,4’-triméthoxyflavone, 5,4’-dihydroxy-3,7-diméthoxyflavone,
5-hydroxy-6,7,4’-triméthoxyflavone et  5-hydroxy-3,7,4’-triméthoxyflavone, 6
triterpénes pentacycliques connus: lup-20(29)-en-3(3,28-diol, lup-20(29)-en-3-ol,
acide bétulinique, 1'acétate de lupéol, 3pB-hydroxy-urs-12-en-3-ol, fridelan-3-one, 1
alcaloide : 2,4-diméthylpyridine-3,5-diol, 1 alcool gras : cosanol, 1 sucre : saccharose,
deux stérols : glucoside de sigmastérol, 1 mélange de stigmastérol et (-sitostérol.
Parmi les 8 composés isolés de P. glandulosus nous avons 3 flavonoides :
plectranmicine, 5-hydroxy-3,7,2’,4’-tétraméthoxyflavone, 5,7-dihydroxy-3,2’,4’-
triméthoxyflavone, 1 monoterpéne nouveau auquel nous avons donné le nom trivial
de plectranmicinol, 3 triterpenes pentacycliques : fridelan-3-one, lup-20(29)-en-33,28-
diol, 33-hydroxy-urs-12-en-3-ol, et 1 glucoside de stérol : 3-O-B-D-glucopyranosyl de

sigmastérol. Les structures de ces composés ont été établies sur la base d'une
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interprétation de leurs données spectrales, en particulier, la RMN 'H et 3C a une et
deux dimensions en conjonction avec la spectrométrie de masse. Quelques-uns de ces
composés tels que la fridelan-3-one et la 2,4-diméthylpyridine-3,5-diol ont fait 1’objet
de quelques transformations chimique notamment la transposition de Beckmann et
la méthylation qui ont conduit respectivement a un caprolactame et a la 2,4-
diméthyl-3,5-diméthoxylpyridine.

Les extraits de L. rugosa, de P. glandulosus et certains composés purs isolés ont
été évalués pour leurs activités insecticidales et antioxydantes. S’agissant de I'activité
insecticidale, les résultats obtenus ont montré une bonne activité pour les deux
plantes avec un taux de mortalité de (83,75 + 11,25)% pour l'extrait a l'acétate
d’éthyle de L. rugosa et un taux de mortalité de plus de 90% pour les extraits de P.
glandulosus vis a vis du Sitophulus zeamais, insecte ravageurs du mais. Pour ce qui
concerne l'activité antioxydante a I'égard du DPPH®, I’extrait a 1’éthanol de L. rugosa
s’est révélé le plus actif avec un pourcentage d’inhibition de (85,668 + 1,233)% a la
concentration 100 pg/ml. Par contre tous les extraits de P. glandulosus ont présenté
une bonne activité, et l'extrait a 'éthanol a été plus actif avec une inhibition de
(94,586 + 1,071)%. Quelques composés purs ont été testés pour leur pouvoir
réducteur a l'aide du DPPH® et chélatant par la méthode FRAP. Les résultats ont
montré que la flavonoide nouvelle plectranmicine et le monoterpénol nouveau
plectranmicinol ont été les plus actif avec CEso de (0,322 + 0,026) et (0,339 + 0,020)
uM/ml pour la méthode FRAP et (0,208 + 0,029) et (0,185 + 0,012) uM/ml pour DPPH®

respectivement.

MOTS CLES: Verbenaceae, Lamiaceae, Lippia rugosa, Plectranthus glandulosus,

activité antioxydante, activité insecticide, DPPH® et FRAP.
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ABSTRACT
This thesis is inscribed in the theme of research developed at the Structural
Chemistry Laboratory, in the Department of Organic Chemistry, of the University of
Yaounde I. It is focused on bioactive natural molecules of plant origin, potentially of

insecticdal and antioxidant activities.

Lippia rugosa (Verbenaceae) and Plectranthus glandulosus (Lamiaceae) used in the
protection of foodstuffs especially, cereals such as maize, sorghum, wheat and rice
against pests. In addition, these plants are also used in traditional medicine due to
their therapeutic properties in the treatment of many diseases including rheumatism,

fever, cough, jaundice, colds, headaches, malaria.

Thus, by means of liquid chromatographic technique, twenty-four (24)
compounds were isolated from the extracts of L. rugosa and P. glandulosus. Of these
24 compounds, sixteen (16) were isolated from the leaves and stems of L. rugosa and
eight (8) from the entire plant of P. glandulosus. Of the 16 compounds isolated from L.
rugosa, there are: five (5) flavonoids including a new derivative to which the trivial
name plectranmicin was giving, together with 4 known compounds (7-hydroxy-
5,6,4'-trimethoxytlavone, 5,4'-dihydroxy -3,7-dimethoxyflavone, 5-hydroxy-6,7,4'-
trimethoxyflavone and 5-hydroxy-3,7,4'-trimethoxyflavone), six (6) known
pentacyclic triterpenes (lup-20 (29) -en -3[3, 28-diol, lup-20 (29) -en-33-ol, betulinic
acid, lupeol acetate, 33-hydroxy-urs-12-en-3-ol, fridelan-3-one), one (1) known
alcaloid (2,4-diméthylpyridine-3,5-diol), one (1) fatty alcohol (cosanol) one (1) sugar
(sucrose) two (2) sterols stigmasterol glucoside, a mixture of stigmasterol and (3-
sitosterol. While among the eight (8) isolated from P. glandulosus they were three (3)
flavonoids: plectranmicin, 5-hydroxy-3,7,2'4'-tetramethoxyflavone, 5,7-dihydroxy-
3,2',4'-trimethoxyflavone, 1 new monoterpene derivetive to which trivial name
plectranmicinol was assigned, 3 known pentacyclic triterpenes: fridelan-3-one, lup-20
(29) -en-33, 28-diol, 3p-hydroxy-urs-12-en-3-ol and 1 sterol glucoside: 3-O-B-D-

glucopyranosyl stigmasterol. The structures of all these compounds were established
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from the analyses on the interpretation of their spectral data, in particular 1D and 2D
NMR in conjonction to mass spectrometry. Some of these compounds, such as
fridelan-3-one and 2,4-diméthylpyridine-3,5-diol, were submitted to a few chemical
transformations, in particular Beckmann rearrangement and methylation, which led
to caprolactam and 3, 4-dimethyl-3,5-dimethoxylpyridine, all confirmed and

characterized.

Concerning the biological aspect, extracts of L. rugosa, P. glandulosus and some
isolated pure compounds were evaluated for their insecticidal and antioxidant
activities. With regards to insecticidal activity, the results obtained showed a good
activity for both plants with a mortality rate of 83.75 + 11.25 % for the ethyl acetate
extract of L rugosa and a mortality rate of more than 90% for extracts of P. glandulosus
against the maize destructive pest Sitophulus zeamais. For antioxidant activity against
DPPH?®, the ethanol extract of L. rugosa is the most active with a percentage inhibition
of 85.668 + 1.233 % at 100 ug/ml concentration. On the other hand, all the extracts of
P. glandulosus showed good activity, but the ethanol extract is the most active with an
inhibition of 94.586 + 1.071 %. Some pure compounds have been tested for their
reducing power using DPPH® and chelating by FRAP method. The results show that
the new flavonoid plectranmicin and the new monoterpenol plectranmicinol are the
most active with ECso of (0.322 + 0.026) and (0.339 + 0.020) uM / ml for the FRAP
method and (0.208 + 0.029) and (0.185 + 0.012) uM / ml for DPPH® scavenging,

respectively.

KEY WORDS: Verbenaceae, Lamiaceae, Lippia rugosa, Plectranthus glandulosus,

antioxidant activity, insecticidal activity, DPPH® and FRAP.
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La faim et la malnutrition demeurent des fléaux dans le monde qui touchent
pres de 800 millions de personnes dont la majorité se trouve dans les pays en voie de
développement ou la notion de sécurité alimentaire reste un luxe (OMS, 2017). Or
I’alimentation des populations dans le monde dépend pour une part importante des
céréales comme le riz, le mais, le blé et le sorgho (Ngamo et al., 2007a ; Ngamo et al.,
2007b). Cette nécessité de consommation des céréales a engendré une augmentation
de la production grace aux techniques modernes de I'agriculture. Le surplus de cette
production est stocké pour la nutrition, pour la vente et pour assurer les campagnes
agricoles a venir (Tapondjou et al., 2002). Un bon stockage des denrées garantit la
sécurité alimentaire (Bell, 1996). Pendant le stockage survient certaines pertes dues a
I'attaque des charangons (coleoptera: curculionideae) (Gwinner et al., 1998). Ces
pertes sont plus importantes dans les zones a climats tropical et intertropical tres
favorables a leur développement (Tapondjou et al., 2003). En cas d’infestation grave,
90% de grains peuvent étre détruits au bout de six mois de stockage (Boura, 2006;
Nukeinine et al., 2010a). Pour faire face a ce grave probleme, les paysans font recours
aux insecticides de synthese malgré leurs effets néfastes sur l’environnement
(eutrophisation des cours d’eau entrainant l'intoxication de la faune aquatique)
(Ndiaye, 2000), leurs pouvoirs rémanents entrainent un déséquilibre écologique et un
développement des souches résistantes (Bell et al., 1998 ; Keita et al., 2000 et Ngamo et
al., 2001).

Parallelement a la lutte contre les insectes prédateurs qui menacent la
conservation des denrées stockées et dont le corolaire est la faim et la malnutrition,
susceptibles d’entrainer la mort des millions de personnes, certaines maladies
dégénératives comme le cancer, I'insuffisance cardiaque, I’artériosclérose, la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, sont responsables de la morbidité et de la
mortalité de plus de 25 millions de personnes a travers le monde (OMS, 2017). Ces
maladies sont a l'origine de plus de 40% de mortalité dans les pays en voie de

développement et de plus de 70% dans les pays industrialisés (OMS, 2017). La cause
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principale de ces maladies est le stress oxydatif qui est dt a un déséquilibre résultant
d’'une production accrue des especes oxygénées de l'oxygene (Halliwell et
Gutteridge, 1984; Muramatsu et al., 1995 ; Defraigne et Pincemail, 2007).

Face a cette situation, il est impératif de trouver, d'une part, des méthodes
efficaces pour la conservation des denrées alimentaires a travers la recherche de
nouveaux insecticides et d’autre part, la recherche de nouveaux agents
chimiothérapiques susceptibles d’étre utilisés pour le traitement du stress oxydatif. A
cet effet, les plantes et les organismes marins constituent une solution alternative. En
effet, les plantes sont réputées étre une source inépuisable de molécules
biologiquement actives susceptibles d’étre utilisées dans la protection des denrées
alimentaires stockées et le traitement des maladies dégénératives. De plus, la flore
camerounaise réputée riche et variée renferme des milliers d’especes dont un grand
nombre n’ont été que peu ou pas du tout explorée pour leurs activités insecticidales
et pharmacologiques. C’est dans ce contexte que ce travail s’est donné pour objectif
d’étudier deux plantes appartenant a deux familles botaniques: Lippia rugosa
(Verbenaceae) et Plectranthus glandulosus (Lamiaceae). 11 importe de noter que les
métabolites secondaires isolés des plantes appartenant a ces deux familles sont
réputés possédés des activités biologiques, notamment les activités insecticides,
antioxydantes, antibactérienne, anti-inflammatoire, antiseptique. On peut a titre
d’exemple citer 1'indicol (1) et vignaticol (2) deux diterpenes doués des propriétés
insecticides isolé de Plectranthus hadiensis (Braulio et al., 1997) et la lutéolin-7-O-
glycoside (3) un flavonoide doué d’activité antioxydante isolé de Lippia citriodora
(Japheth et al., 2014).

Le choix porté dans le cadre de ce travail sur les plantes du genre Lippia et
Plectranthus tient du fait que les plantes du genre Lippia, d'une part, et celle de
Plectranthus, d’autre part, sont utilisées en médecine traditionnelle pour la protection
des denrées stockées et le traitement de certaines maladies telle que la toux,
I'indigestion, le cancer, la jaunisse, le diabete etc... (Hennebelle et al., 2008 ;

Ngassoum et al., 2005 ; Ariadna et al., 2008). Ce qui laisse présager que les extraits de
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ces plantes contiendraient des métabolites secondaires aux activités biologiques en

rapport avec les usages sus cités, qu’il serait judicieux d’investiguer.

L’objectif général de notre travail est I'étude chimique et biologique des
extraits et métabolites secondaires de Lippia rugosa et de Plectranthus glandulosus, ses
objectifs spécifiques sont triples :

e Isoler et purifier et caractériser les métabolites secondaires de L. rugosa et
P. glandulosus ;

e Evaluer les activités biologiques aussi bien des extraits bruts que des
composés purs isolés ;

o Effectuer des transformations chimiques de quelques composés isolés.

Le travail a été structuré en trois chapitres :
v" Le chapitre I, porte sur la revue de littérature ;
v Le chapitre II, présente et discute les résultats des travaux suivis d'une
conclusion générale et les perspectives ;
v" Le chapitre III, a trait a la partie expérimentale. Dans cette partie sont
présentés, les matériels et les méthodes qui ont permis d’obtenir les résultats.
Ce dernier chapitre s’acheve par une liste de références bibliographiques

consultées.
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CHAPITRE 1: REVUE DE LA LITTERATURE
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ILA. LE STRESS OXYDATIF

I.A.1. Définition

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des especes réactives
de I'oxygene (ERO) et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs (Boyd et al., 2003). Il correspond a une perturbation du statut oxydatif

intracellulaire (Morel et Barouki, 1999).

I.A.2. Origine du stress

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car
ils sont utiles pour 'organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique
est parfaitement maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances
normales, on dit que la balance antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel n’est
pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d"une surproduction
énorme de radicaux, 1'exces de ces radicaux est appelé « stress oxydant » (Favier,

2003).

I.A.3. Les radicaux libres

I.A.3.1. Définition
Un radical libre est une espece chimique ayant un ou plusieurs électrons non

appariés, ce qui le rend extrémement instable donc réactif (Vansant, 2004).
L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs sont souvent appelés especes
réactives de 1'oxygene (Favier, 2003). L’appellation especes réactives de 1'oxygene
n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de I'oxygene proprement dit, mais
aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante tel, le peroxyde d’hydrogene (H20z), le peroxynitrite (ONOO") (Novelli,
1997).
I.A.3.2. Principaux radicaux libres

» L’anion superoxyde: la molécule d’oxygene, mise en présence d’une

quantité d’énergie suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former
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ainsi l’anion superoxyde. Cet anion intervient comme facteur oxydant dans de
nombreuses réactions.
o, *+e —> 02_
» Le radical hydroxyle: OH° il est tres réactif vis-a-vis des structures
organiques et joue un role initiateur dans I’auto-oxydation lipidique.

» Le radical peroxyde : ROO°.

I.A.3.3. Origines des radicaux
IIs sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire des

bactéries au sein des cellules phagocytaires ou pour réguler des fonctions cellulaires
létales telle la mort cellulaire programmeée ou apoptose (est le processus par lequel
des cellules déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal) (Favier, 2003).
Les radicaux libres sont également produits par oxydoréduction dans 1’organisme.
Les radicaux peuvent également se former soit au cours de I'ingestion d’alcool et de
certains médicaments tel que les antibiotiques, les anticancéreux. L’infection au VIH
a tendance aussi a faire accroitre les radicaux libres dans l'organisme (Hosein et
Lytle, 2001; Favier, 2003; Hadi, 2004).

I.A.4. Les conséquences du stress oxydatif
La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de

molécules biologiques: oxydation de 1"’ADN, des protéines, des lipides et des
glucides. Les radicaux libres induisent des effets mutagenes ou larrét des
réplications de I’ADN. IIs agissent en provoquant des altérations de bases, des
pontages ADN-protéines ou des ruptures de brins (Hadi, 2004). Ils inhibent la
sécrétion d’insuline, modifient les structures primaire, secondaire et tertiaire des
protéines (Krippeit-Drews et al., 1994; Pincemail et al., 1999).

Le stress oxydant est la principale cause initiale de plusieurs maladies telles
que le cancer, la cataracte, le syndrome de détresse respiratoire aigu, l'cedeme
pulmonaire, le vieillissement accéléré, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes, les
maladies cadiovasculaires, les maladies de Parkinson et les inflammations gastro-

intestimale (Favier, 2003; Atawodi, 2005; Georgetti et al., 2003).
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I.B. CONTRAINTES DE CONSERVATION POST RECOLTE DES
CEREALS, DIVERSITE DES RAVAGEURS ET METHODES DE
CONSERVATION DES GRAINS

Le riz, le mais, le blé et le sorgho sont des céréals qui constituent 1'essentielle
de l'alimentation des populations dans le monde (Hoogland et al., 2001). Cette
nécessité de consommation des céréales a engendré une augmentation de la
production grace aux techniques modernes de l'agriculture. Le surplus est stocké
pour la vente et pour assurer les campagnes agricoles a venir (Tapondjou et al., 2002).
Un bon stockage de ces denrées garantit la sécurité alimentaire (Bell, 1996).

Les pertes causées par les insectes dans le grand Nord-Cameroun sont plus
importantes, a cause des climats tropicaux et intertropicaux tres favorables a leur
développement (Tapondjou et al., 2003). En cas d’infestation grave, 90% de grains
peuvent étre détruits au bout de six mois (Nukenine et al., 2010 ; Boura, 2006), privant
ainsi les cultivateurs de leurs ressources alimentaires et économiques, provoquant
dans les cas extrémes la pauvreté et la famine.

Les Coléopteres constituent de loin le groupe le plus important au sein des
insectes ravageurs (Gwinner et al., 1989). Dans les céréales stockées, les insectes les
plus fréquents sont les charangons (Coleoptera: Curculionideae) (Gwinner et al.,
1998). En milieu tropical, ils sont essentiellement représentés par les especes
Sitophilus. oryzae qui attaque le riz et Sitophilus. zeamais qui attaque le mais (Ngamo,
2004). Pour protéger les denrées stockées les paysans utilisent différentes méthodes

de protections.

I.B.1. Contraintes liées aux stockages des céréals

Le stockage est réussi si, a son terme les céréals mis en réserve ne présentent
pas de dépréciation ni de sa qualité, ni de sa quantité (Ngamo et Hance, 2007).
Malheureusement, les dépréciations sont toujours observées au cours de stockage
dans les régions tropicales. Ces dégats sont en général la résultante de plusieurs
facteurs tant exogenes qu’endogenes et de l'absence d’hygiene dans les lieux de

stockage et de déstockage (Illiassa, 2004). Les facteurs endogenes sont ceux en
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rapport avec la température, I’humidité relative qui agissent indirectement en créant
les conditions favorables aux ravageurs (Walker et Farrell, 2003), la durée de
stockage, la quantité stockée (Danho et al.,, 2002), les cultivars tres sensibles aux
ravageurs (Ngamo et Hance, 2007). Les facteurs exogenes font références aux pestes
(insectes, champignons, rongeurs) qui affectent directement les denrées stockées
(Walker et Farrell, 2003). Les insectes sont les facteurs exogenes les plus importants,
non seulement parce qu’ils provoquent des dommages qualitatifs et quantitatifs mais
aussi créent également les conditions favorables a l’attaque et a la prolifération des
microorganismes. Ces derniers sont constitués principalement des champignons qui
synthétisent les mycotoxines, rendant ainsi les denrées impropres a la consommation
(De Groot, 1996). Les rongeurs constituent aussi un groupe important des ravageurs,
ils ne sont influencés ni par la température, ni par I'humidité de I'air. Ils souillent la
denrée avec leurs excréments et sont également porteurs des maladies (Dobigny,
2000). La structure et I'hygiene du lieu de stockage sont des données tres importantes
pour une bonne réussite de stockage (Gwinner et al., 1996). Chaque type de denrée
correspond a une structure bien appropriée. L'inadéquation entre la denrée et le
module de stockage prédispose a des déprédations (Walker et Farrell, 2003; Ngamo
et Hance, 2007).

I.B.2. Diversité des ravageurs

Les ravageurs des céréales en stockage sont tres diversifiés, ceux-ci allant des
microorganismes aux rongeurs. Les rongeurs bien qu’ils ne sont pas trés mentionnés
constituent tout de méme une menace pour les céréales stockées. Les insectes sont a
l'origine de la plupart des dommages subis dans les réserves de denrées, bien que
dans certains pays les rongeurs se montrent encore plus dangereux (Gwinner et al,
1996)). Les insectes constituent le groupe le plus important des ravageurs des denrées
stockées suivi des microorganismes. En effet, les températures et humidités élevées
du climat tropical favorisent la pullulation d’insectes et de microorganismes qui,
pour survivre, dévorent les produits vivriers causant d’énormes dégats (Ngamo et

Hance, 2007). Les ravageurs peuvent étre répartis en trois groupes (Delobel et Tran,
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1996). Ce regroupement est établi en fonction de leur intervention au cours de
lI'infestation des grains. Le premier groupe est celui des ravageurs primaires qui sont
les insectes capables de casser I'enveloppe dure des graines saines. Certaines especes
pondent leurs ceufs a l'intérieur de la graine et les larves mangent la graine de
I'intérieur. C’est le cas de S. zeamais, Protephanus truncatus Horn (Coleoptera :
Bostrichidae) fréquents sur le mais en Afrique (Danho, 2003), Callosobruhus maculatus
(Fabricius) qui peut entrainer la perte totale de la récolte (Ngamo et Hance, 2007) et
de Rhyzopertha dominica (Coleoptera : Bostrichidae) qui est tres destructeur pour le riz
en stockage (Chanbang et al, 2007). Le second groupe est celui des ravageurs
secondaires qui sont incapables de percer l'enveloppe dure des graines saines. Ils
agissent généralement apres l'action des ravageurs primaires. Les ravageurs
secondaires se nourrissent de graines cassées et d’enveloppes de graines cassées, c’est
le cas de Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera : Tenebrionidae) (Scotti, 1978), de
Tribolium confusum Du Val (Coleoptera: Tenebrionidae) qui peuvent infester les
grains sains, mais se développent préférentiellement dans la farine et les brisures
(Vayias et al., 2008). Le dernier groupe est celui des ravageurs tertiaires qui se
nourrissent des poussieres des grains et des brisures laissées par les groupes
précédents, ce sont les moisissures et les champignons (Delobel et Tran, 1993). Dans
le Grand Nord-Cameroun les insectes ravageurs des grains ont été recensé et
identifier, et les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1: Diversité des insectes ravageurs des grains stockés recensés au Nord-
Cameroun (Ngamo et al., 2007)

Insectes recensés Familles Statut Hotes ou proies
Sitophilus zeamais Curculionidae PestI Grains des céréales

S. oryzae Curculionidae Pest 1 Grains des céréales
Callosobruchus Bruchidae Pest I Grains légumineux
maculatus

Tribolium castaneum  Tenebrionidae PestII Farine des céréales/brisés

Pest I = peste primaire; Pest II: peste secondaire; Det: détritivore; Para: parasitoide; Pred :
prédateur
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Tableau 1: (Suite et fin): Diversité des insectes ravageurs des grains stockés

recensés au Nord-Cameroun (Ngamo et al., 2007b)

Insectes recensés Familles Statut Hotes ou proies

T. confusum Tenebrionidae = PestII Farine des céréales/brisés
Oryzeaphilus Sylvanidae Pest II Farine des céréales/brisés
surinamensis

Rhyzopertha dominica Bostrychidae Pest I Grains des céréales
Cryptolests ferrugineus =~ Tenebrionidae  Det Grains des céréales
Ephestia kuehniella Pyralidae Pest I Grains des céréales/farines
Plodia sp. Pyralidae Pest I Légume et céréale
Sitotroga cerealella Gechiidae Pest I Grains des céréales
Acanthoscelides obtectus Bruchidae Pest I Grains légumineux
Gibbium sp. Ptinidae Det Céréale infestée

Oligota sp. Ptinidae Det Céréale infestée
Gnatocerus sp. Tenebrionidae  Det Céréale infestée
Anisopteromalus Pteromalidae Para Sitophilus zeamais
calandrae

Euphelmus sp. Ichnemonidae  Para Sitophilus sp.

Cerocephala sp. Pteromalidae Para Sitophilus sp.

Dinarmus basili Pteromalidae Para Callosobruchus maculatus
Lyctocoris sp. Pentatomidae Pred Tribolium sp., R. dominica
Xylocoris Pentatomidae Pred Tribolium sp., R. dominica
Xylocoris Pentatomidae Pred Tribolium sp., R. dominica

Pest I = peste primaire; Pest II: peste secondaire; Det: détritivore; Para: parasitoide; Pred :

prédateur

I.B.3. Les méthodes de protection des grains

I.B.3.1. La lutte chimique

Les insecticides de synthese de nos jours sont de plus en plus utilisés par les

paysans, malgré leurs effets néfastes sur 1'environnement (Ndiaye, 2000). Or ces
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produits sont toxiques pour les pathogenes, les plantes, mais aussi pour les
consommateurs. Malgré les résultats qu’ils offrent, leurs pouvoirs rémanents
entrainent un déséquilibre écologique, un développement des souches résistantes, et
I'intoxication de 'utilisateur (Bell et al., 1998 ; Keita et al., 2000 et Ngamo et al., 2001).
Parmi ces insecticides de syntheses, nous pouvons citer le malagrain, le poudrox. Le
composé actif se trouvant dans le poudrox est le malathion (4) qui est un composé
organophosphoré parasympathomimétique qui se décompose en malaoxon tres

toxique dont sa formule est la suivante :

- \ /)
o o~
o)

Malathion (4)

I.B.3.2. La lutte biologique
Le contrdle biologique a une grande importance dans la gestion des insectes

nuisibles en général. Tout organisme vivant possede des ennemis naturels (Gwinner
et al., 1998). Cette lutte utilise les insectes comme agent de lutte biologique, ils
peuvent étre parasites ou prédateurs (Kumar, 1991).
I.B.3.3. Lutte naturelle utilisant les plantes aromatiques

Les plantes aromatiques peuvent étre utilisées comme agents de controle des
insectes nuisibles parce qu’elles constituent une source riche de produits chimiques
bioactifs (Kin et al., 2002). La majorité des plantes insecticides se retrouve dans la
tflore Tropicale (keita et al., 2000). Ces plantes sont riches en huiles essentielles
(substances produites naturellement par les plantes et responsables des odeurs ou
des gotts distinctifs des plantes et généralement volatiles (keita et al., 2000)). Parmi
les plantes insecticides nous pouvons citer : Lippia. multiflora; Lippia. camara;

Plectranthus. glandulosus ; Lippia. rugosa (Ngamo et al., 2007 ; Nukenine et al., 2010).
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I.C. ASPECTS BOTANIQUES ET TRAVAUX ANTERIEURS DES
VERBENACEAE ET LAMIACEAE

I.C.1. Apercu botanique des Verbenaceae

I.C.1.1. Généralités sur les Verbenaceae
Les Verbenaceae sont une famille de plante regroupant 90 genres et plus de

2600 especes constituées d’herbacées, de buissons et d’arbres. Comme pour les
Lamiacées, on observe tres communément un caractere aromatique dii a la présence
d’huile essentielle. Les feuilles sont presque toujours opposées ou verticillées et
simples ne contenant pas de stipule. On trouve parmi ces genres des arbres, des
lianes, des arbustes et des plantes herbacées. Les plantes issues de la famille des
Verbenaceae se retrouvent dans les zones équatoriales, subtropicales et tropicales (carr,
2005).
I.C.1.2. Généralités sur le genre Lippia

Le genre Lippia appartient a la sous famille des verbénoides (tribu Lantaneae).
Il inclut environ 200 especes d’herbes, buissons et arbustes, qui sont principalement
rencontrées en Amérique du sud, en Amérique centrale et en Afrique tropicale
(Terblanché, 1996). La classification la plus couramment utilisée est celle établie par
Moldenke sur la base d’une comparaison des descriptions données de ce genre dans
la littérature entre 1849 et 1969. Néanmoins, certains auteurs dénombrent jusqu’a
deux fois plus d’especes, ce qui peut étre expliqué par l'existence de plusieurs taxons

ayant des caracteres en commun avec le genre Lippia (Arbonnier, 2000).

Le genre Lippia est caractérisé par un calice membraneux a deux angles
longitudinaux en forme de carene comportant quatre dents divisées en deux. Le fruit
se sépare a maturité en deux parties, chacune contenant une graine. Ce sont des

plantes aromatiques (Arbonnier, 2000).

Les plantes du genre Lippia sont présentes en Amérique centrale, au Mexique
et en Afrique elles sont présentes au Benin, Guinée équatoriale et en Cote d’'Ivoire

(Barbosa et al., 2006 ; Ariadna et al., 2008). Au Cameroun, les plantes du genre Lippia
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se retrouvent dans la région de I’Adamaoua précisément dans les localités de Dang et
de Mbé ou nous avons pu recenser: L. multiflora, L. chevalerie et L. rugosa (Ngassoum
et al., 2005).
I.C.1.3. Apercu botanique de Lippia rugosa

L. rugosa, (localement appelé « Gossolhi » en fulfuldé) est un arbuste, plante
pérenne aromatique fortement distribuée en Afrique subtropicale dans les régions de
savane et terre consumée (Coffi et al., 1999). Arbuste de 1 a 3m de long (Ngassoum et
al., 2005), a souche vivace, a tiges ramifiées aux inflorescences brun claire, plus ou
moins lisse, a hanche fibreuse jaune verdatre. Les rameaux angulaires et pubescents a
glabre sont verts, pourpres ou jaunatres; structure linéaire a sommet aigu
(Arbonnier, 2000). Les feuilles sont verticillées oblongues, ou étroitement elliptiques
a surface supérieure rugueuse au touché (Goudoum, 2004). La différence entre L.
rugosa et L. multiflora se situe au niveau des feuilles ; car chez L. rugosa, elles sont
larges, pointues et rugueuses alors que les feuilles de L. multiflora sont larges, pointue

mais lisses (Kanto et al., 1999).

Figure 1 : Photo de Lippia rugosa
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I.C.1.3.1. Classification botanique
Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Lamiidae
Ordre : Lamiales
Famille : Verbenaceae
Genre : Lippia
Especes : rugoa A. Chev

Nom botanique : Lippia rugosa A. Chev.

Schéma 1 : Position systématique de Lippia rugosa dans la classification botanique

I.C.1.4. Quelques utilisations des plantes du genre Lippia
Les usages des plantes du genre Lippia par les populations sont multiples.

Nous pouvons citer par exemple 1'usage thérapeutique, l'usage alimentaire et la
protection des denrées stockées.
I.C.1.4.1. Usages thérapeutiques

Dans le tableau 2, nous présentons 1'usage des plantes du genre Lippia dans la

médecine moderne et traditionnelle.
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Tableau 2 : Quelques plantes du genre Lippia ainsi que leurs usages en médecine
traditionnelle et moderne.

Plantes

Maladies soignées Parties de la

plante

utilisées

Références

L. laxibracteata Probleme de digestion  Feuilles

Héctor et al., 2000

L. triphylla

Artérioscléroses Feuilles

Masateru et al., 2008

L. nodiflora

Traitement de

lI'indigestion chez les

femmes apres

accouchement, Feuilles
vermifuge, antiseptique,
anti-inflammatoire,

douleurs

osteoarticulaires et

problemes respiratoires

Bina et al., 2007

L. graveolens
kunth

Antiseptique,

antipyrétique, abortif,
antispasmodique, anti-
inflammatoire, pourle  Feuilles
traitement du désordre

menstruel, le diabéte et

le cancer.

Ariadna et al., 2008

Pour le traitement du

désordre de sommeil,

Hennebelle et al.,
2008

L. alba anti-inflammatoire, Feuilles Gasquet et al., 1993
probleme respiratoire, Abad et al., 1995 cité
anti malarique, antiviral par Barbosa et al.,
et activité cytostatique 2006

L. rugosa L’indigestion, Feuilles Ngassoum et al.,

rhumatisme, la fievre, la
toux, la jaunisse et le

cancer

2005
Ariadna et al., 2008
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1.C.1.4.2. Quelques utilisations des plantes du genre Lippia dans la protection des
denrées stockées
Face aux problemes de conservation des denrées alimentaires, les études

faites sur L. rugosa ont montré que cette plante est utilisée dans la protection des
grains tels que le niébé et le mais contre les insectes et les microorganismes
(Tatsadjieu et al., 2009).

En outre, certaines études faites sur l'évaluation de la durée d’activité
insecticide des huiles essentielles de cinq plantes aromatiques : Annona senegalensis,
Eucalyptus citriodora, E. saligna, L. rugosa et Ocimun gratissimun ont montré une
activité insecticide significative sur le Sitophilus zeamais au premier jour de
I'application (Ngamo et al., 2004).

I.C.1.4.3. Usages alimentaires
L’intérét des plantes du genre Lippia a des fins alimentaires, est tres réduit.

Mais néanmoins certaines études ont montré que L. triphylla connait un succes au
Pérou ou il est utilisé comme épice et thé (Masateru et al., 2008).
Au Cameroun, L. rugosa est utilisé dans la région de 1'Ouest comme

condiment de poisson.

I.C.1.5. Constituants chimiques du genre Lippia : travaux chimique antérieurs
Tres peu de travaux chimiques antérieurs sur Lippia rugosa sont décrits dans

la littérature a notre connaissance. Néanmoins, les études chimiques entrepris sur les
autres especes du genre Lippia ont conduit a la caractérisation de plusieurs classes de
métabolites secondaires parmi lesquelles on peut citer.
> Les glycosides (Sasaki et al., 1989 ; Kanchanapoom et al., 2002 ; Skrzypek et
al., 1999 ; Masateru et al., 2008) ;
> Les lignanes (Urones et al., 1987 ; Miyamura et al., 1983 ; Otsuka et al.,
2000 ; Ohashi et al., 1994) ;
> Les terpenoides (Ono et al., 2004 ; Bina et al., 2007 ; Faheem et al., 2011) ;
> Les flavonoides (Martinez et al., 1987 ; Nagao et al., 2002 ; Fernandez et al.,
1991 ; Merfort, 1988 ; Long-Ze et al., 2007).
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Dans les tableaux ci-dessous, sont consignés, les représentants de quelques

métabolites secondaires appartenant aux diverses classes suscités.

Tableau 3 : Quelques Glycosides isolés du genre Lippia

Structures et noms Sources Références
H,CO _~_-0GLc
Lippia triphylla Masushita et al.,

HaCO 1991

OCH,
Icariside H1(5)
HsCO P

Cleo Lippia triphylla
R Masateru et al.,

R=H, B-glucoside (6)

. 2008
R=0OCHs glucoside de 4-allyl-2,6-
diméthoxyphénol (7)
OH
R3O0 OR;
0 o C
R0 4 OH Sasaki et al.,
o o Lippia triphylla 1989
Kanchanapoom
HO
_OH et al., 2002
Acteoside (8) Ri=Rs=H ; R=Caf Lippia alba Skrzypek et al.
Isoverbascoside (9) Ri=R>=H ; Rs=Caf 1999
Leucosceptoside (10) Ri=Rs=H ; R2=t-Fer
Martynoside (11) Ri=CHs; R2=t-Fer; Rs=H
Cis-martynoside (12) Ri=CHs ; Ro=c-Fer ;
Rs=H
COOH Hennebelle et
§:© al., 2008
Lippia alba
W
HOHO
Theveside 13)
H3;CO (@]

H;CO
t-Fer: c-Fer:
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Tableau 4 : Quelques Lignanes isolés du genre Lippia

Structures et noms Sources

Références

Lippia triphylla

Isolariciresinol (14) Ri=R>=Rs=H

Lyoniresinol (15) Ri=R:=OCHs, R=H

Lippia alba
(+)-Isolariciresinol 3a-O-p-o-

glucopyranoside (16) Ri=R:=H, Rs=Glc

(+)-Lyoniresinol 3a-O-p-»-
glucopyranoside (17) Ri=R:=OCHj,
Rs=Glc

Urones et al., 1987

Miyamura et al.,
1983

Otsuka et al., 2000

Ohashi et al., 1994

HaCO " SNoH Lippia triphylla

HO - OGlc
OCHg:

H3CO/©\OCH3 L . H lb
S ippia alba

(-)-Lyoniresinol 3a-O-f-»-
glucopyranoside (18)

Ohashi et al., 1994
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Tableau 5 : Quelques terpénoides isolés du genre Lippia

Structures et noms Sources Références
: Ono et al., 2004
Lippia triphylla Abdel-Mogib et al., 2002
Acide Ursolique (19)
Mahato et Kundu 1994
Lippia triphylla Abdel-Mogib et al., 2002

Acide Oléanolique (20)

Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul
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Tableau 6 : Quelques flavonoides isolés du genre Lippia

Composés Sources

Références

L. nodiflora OH O
6-hydroxylutéoline (21)

OH

OH O

Zare et al., 2012
Japheth et al., 2014

L. citriodora

OH O
Lutéolin-7-O-glycoside (23)

El-Hawary et al.,
2012
Japheth et al., 2014

R3

OR,
R0 o) O
(1)
Rz
OH O

L. javanica Ri=R»=Rs=R4=H Apigenine (24)
Ri1=Rs=R+=H, R:=OH Cirsimaritine
(25)
Ri=H, R-=OMe, R:=OH, Rs=Me 6-
méthoxylutéoline 4’-méthyl ether (26)
Ri=Rs+=Me, R:=R3=0OMe 6-
méthoxylutéoline 3’,4’,7-trimethyl
ether (27)

Japheth et al., 2014
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I.C.2. Apercu botanique des Lamiaceae

I.C.2.1. Généralités sur les Lamiaceae
La famille des Lamiaceae ou des labiées est une famille de plantes herbacées a

buissonnantes rarement arbustives comme les Hyptis. Elle compte plus de 250 genres
et pres de 7000 especes qui se répartissent sur tout le globe, mais principalement
dans le bassin méditerranéen a 1’Asie centrale (Mabberlev, 1990). Cette famille est
connue depuis longtemps pour les propriétés insecticides, médicinales, aromatiques
ou culinaires des plantes qu’elle renferme comme : menthes; basiliques, origan,
sauges, thyms mais aussi patchouli, lavandes. Riche en plantes aromatiques, les
Lamiaceae ne comportent que peu de légumes. Par contre, beaucoup d’especes sont
ornementales comme monades, ajuda, lamium, coleus. Les caracteres communs aux
Lamiaceae sont bien définis: les fleurs ne sont jamais isolées mais groupées a
l’aisselle des feuilles ou en épis. Les jeunes tiges ont une section généralement carrée.
Sur les nceuds apparents, les feuilles sont opposées, parfois verticillées, souvent
décussées, et quasiment toujours entieres. Elles ne possedent jamais de stipules et
sont souvent odorantes due a des huiles essentielles contenues dans leurs feuilles et
les autres parties de la plantes et couvertes de poils sécréteurs monocellulaires
(Heidi, 2007). Les Lamiaceae représentent une grande famille de plantes ayant des
especes qui contiennent les molécules biologiquement actives (Harley, et Reynolds,
1992). Cette famille contient plusieurs genres tels que : Aeollanthus, Basilicum, Ocimum
et Plectranthus.
I.C.2.2. Généralités sur le genre Plectranthus

Le genre Plectranthus est constitué d'environ 350 especes, repartis a travers,
I’Asie, 1’Australie et 1'Afrique, un apercu d'information ethnobotanique par des
secteurs géographiques prouve que 14 especes sont utilisées en Asie (Morton, 1992),
10 especes en Amérique (Prudente et al., 1995; Ruiz et al., 1996), 5 especes en Australie
(Morton., 1992), une espece dans le Pacific (Mayenda, 1991), et 45 especes dans le

continent africain (Githinji et Kokwaro, 1993), pour leurs activités biologiques.
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I.C.2.3. Apercu botanique de Plectranthus glandulosus
Plectranthus glandulosus Hook a pour synonymes : Plectranthus urticoides Baker,

Plectranthus almanti, Coleus loxiflorus, (Catherine et al., 2005). C’est 'une des 18 especes
du genre Plectranthus que l'on a dénombrées dans le monde (Abdel-Mogib et al.,
2002), et I'une des quatorze qu’on retrouve dans la flore de 1’Afrique de l'ouest
(Hutchison et Daziel, 1958 ; Ngassoum et al, 2001) et dans la flore camerounaise
(Amvam et al., 1998 ; Ngassoum et al, 2001 ; Tatsadjieu et al., 2008). Elle présente des
glandes épidermiques aromatiques et des fleurs violettes a deux levres (Hutchison et
Daziel., 1958) qui sont ordinairement hermaphrodites, groupées en cymes compactes
ou dans le moindre cas solitaire en position axillaire. Cette plante présente des fleurs
dont le calice est souvent persistant et pentamere avec cinq dents ou lobes, la corolle
normalement pentamere est généralement bilabiée et difficilement actinomorphe
avec quatre lobes, le nombre d’étamines est de quatre ou parfois deux et leurs tiges
est quadrangulaire (Arbonnier, 2000). P. glandulosus est caractérisé par un port
dressé, ses ramifications se dressent horizontalement. Elle peut mesurer entre 0,5 et
1,5 metre de hauteur avec une racine pivotante et une tige pleine. C’est une espece
annuelle qui pousse sur les sols humides, dans les bas-fonds a forte teneur en

matieres organiques. (Saotoing, 2005).

Figure 2 : Photo de P. glandulosus
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I.C.2.3.1. Classification botanique
Classe : Spermaphytes

Sous-classe : Angiospermes
Ordre : Dicotylédones
Famille : Lamiaceae
Sous-famille : népétoideae
Tribu : Ocineae
Sous-tribu : Plectrantineae
Genre : Plectranthus
Espece : Glandulosus Hook

Nom botanique : Plectranthus glandulosus Hook

Schéma 2: Position systématique de Plectranthus glandulosus dans la
classification botanique (Abdel-Mogib et al., 2002)

Plectranthus glandulosus est une plante bien connue par les Camerounais.
Selon les régions et les ethnies, cette plante a plusieurs appellations. Le tableau 7 ci-
dessous présente quelques noms en langues vernaculaires de P. glandulosus.

Tableau 7: Quelques noms en langues locale de Plectranthus glandulosus au
Cameroun

Nom scientifique Nom vernaculaire Région et Ethnie Références

de la plante
Apie Sud-Ouest Facho et al., 2008
Fenky Bamunka Facho et al., 2008
Lilui Bamessing Facho et al., 2008
Plectranthus Esosa-maija Bakweri Jiofack et al., 2010
glandulosus. Hook Mewa Gbaya Par les autochtones
Nyama Dii Par les autochtones
Wawa Foulbé du Nord  Nos enquétes
personnelles
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I.C.2.4. Quelques utilisations des plantes du genre Plectranthus

Les usages des plantes du genre Plectranthus sont multiples. Nous pouvons

citer par exemple l'usage thérapeutique, l'usage alimentaire et la protection des

denrées stockées.

I.C.2.4.1. Usages thérapeutiques des plantes du genre Plectranthus

Les usages thérapeutiques des plantes du genre Plectranthus sont présentés

dans le tableau 8 suivant.

Tableau 8 : Quelques usages thérapeutiques des plantes du genre Plectranthus

Plantes

Utilisations en médecine

Références

P. ambiguus

Problemes respiratoires

Rabe et Van Staden. 1998
Neuwinger. 2000
Hutchings et al., 1996

P. amboinicus

Problemes respiratoires

Traitement des bétails

Albuquerque. 2001
Pooley. 1998

P. barbatus Inflammation Lukhoba et al., 2006
Problemes respiratoires Albuquerque. 2001
Problemes de digestion
Traitement du poison

P. ecklonii Traitement de la migraine ~ Pooley. 1998
Problemes de peau Nyanyiwa and Gundidza.

1999
P. elegans Probleme de digestion ou = Neuwinger. 2000

respiratoire

P. esculentus

Traitement de douleur

Probleme de digestion

Neuwinger. 2000

P. laxiflorus

Problemes de digestion
Problemes de peau

Problemes respiratoire

Rabe and Van Staden. 1998
Neuwinger. 2000
Pooley. 1998

P. madagascariensis

Probleme de peau et

respiratoire

Neuwinger. 2000
Pooley. 1998

1.C.2.4.2. Usages thérapeutiques de Plectranthus glandulosus

Apres une investigation menée aupres des populations locales de la ville de

Ngaoundéré, il ressort que les feuilles fraiches de cette plante sont utilisées comme
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condiment pour assaisonner le poisson frais lors de la cuisson, la plante entiere sert
d’anti-moustiques, la décoction de P. glandulosus associée a une ou plusieurs autres
plantes sert au traitement du rhume, des maux de téte et du paludisme. Une minorité
de paysans de la ville de Ngaoundéré interrogée briile cette espece végétale dans un
role magico-religieux pour la répulsion des mauvais esprits (Nduryang, 2006). Cette
plante est aussi utilisée en pharmacopée dans le traitement des maladies telles que la
toux et la grippe (Tatsadjieu et al., 2008). En Afrique de 1'Ouest et a 1'Ouest du
Cameroun P. glandulosus est utilisée comme légume (Tchoumbougnang, 1997 ;
Ngassoum et al., 1999). P. glandulosus est une herbe annuelle, glandulaire et fortement
aromatique, utilisée dans la médecine traditionnelle pour le traitement de la gorge
endolorie dans la région de 'Adamaoua (Ngassoum et al, 2001).
1.C.2.4.3. Usages domestiques des plantes du genre Plectranthus

L’intérét des plantes du genre Plectranthus a des fins alimentaires et autres est
tres rependu en Afrique du Sud (Rice et al., 2011). Le tableau 9 ci-dessous montre

I'utilisation des plantes du genre Plectranthus au quotidien.

Tableau 9: Quelques utilisations domestiques des plantes du genre Plectranthus

Plantes Utilisations Références

P. amboinicus et Culinaire Pooley. 1998

esculentus Van Jaarsveld. 2006

P. ciliatus Pour laver les Watt and Breyer-Brandwijk.
vétements 1962

P. fruticosus Odeur repoussante Roberts. 1990

Pooley. 1998

P. hadiensis Poison pour poisson Hutchings et al., 1996

P. laxiflorus Légumes Hutchings et al., 1996
Chasse les moustiques

P. neochilus Purifie Iair Pooley. 1998

P. unguentarius Pomade Lukhoba et al., 2006
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I.C.2.4.4. Utilisation de Plectranthus glandulosus dans la protection des denrées
stockées
Des études faites sur P. glandulosus révelent "utilisation de ses feuilles dans la

conservation du mais et du haricot stockés contre I'attaque du Sitophilus zeamais et
des champignons (Tatsadjieu et al., 2008). La poudre des feuilles de cette plante cause
des mortalités significatives, une réduction des dégats, une inhibition de production
de la premiere génération de progéniture et une suppression de la croissance de
population de Sitophilus zeamais (Nukenine et al, 2007 ; 2010a). De plus, son huile
essentielle est douée des propriétés insecticides contre S. zeamais (Ngamo et al., 2007 ;

Nukenine et al, 2010b) et fongicide (Tatsadjieu et al., 2008).

Les travaux pharmacologiques menés sur I'huile essentielle extraite de cette
plante a montré une tres bonne toxicité a 1'égard des adultes de S. oryzae, de S.

zeamais et de P. truncatus (Ngamo et al., 2007 ; Nukenine et al., 2009).

I.C.2.5. Constituants chimiques du genre Plectranthus : travaux chimiques
antérieurs
Les études chimiques entreprises sur les especes du genre Plectranthus ont

conduit a l'isolement de plusieurs types de métabolites secondaires, appartenant a
diverses classes de composés :
> Les triterpenes (Abdel-Mogib et al., 2002 ; Shobha et al., 2011; Gaspar-
Marques et al., 2004 ; Rijo et al., 2002)
> Les diterpenes (Maria et al., 2010 ; Abdel-Mogib et al., 2002 ; Shobha et al.,
2011 ; Antonio et al., 1997 ; Olga et al.,, 1996 ; Olga et al., 1995 ; Gaspar-
Marques et al., 2004, Rijo et al., 2002)
> Les alcools a long-chaine (Abdel-Mogib et al., 2002 ; Shobha et al., 2011)
Les flavonoides (Abdel-Mogib et al., 2002 ; Shobha et al., 2011 ; Gaspar-
Marques et al., 2004 ; Rijo et al., 2002)
Quelques métabolites sécondaires isolés du genre Plectranthus sont présentés

dans les tableaux ci-dessous.
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Tableau 10 : Quelques triterpenes isolés du genre Plectranthus

Structures et noms Sources

Références

Plectranthus
hereroen
Plectranthus
hereroen
Plectranthus
hereroen
Ri=H, R>= COOH Acide
plectranthoique (30)
Ri=Ac, R-= COOH Acide
acétylplectranthoique (31)
Ri=H, R.= CH20OH Plectranthadiol
(32)
‘ Plectranthus
HOY hereroen
Ri=CHj3, R= 3-COOH Acide
Plectranthoique A (33)

Ri=COOH, Ra= a-CH: B(34)

Ono et al., 2004
Abdel-Mogib et al., 2002

Mahato et Kundu 1994
Abdel-Mogib et al., 2002

Abdel-Mogib et al., 2002

Abdel-Mogib et al., 2002
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Tableau 11 : Quelques diterpénes isolés du genre Plectranthus

Structures et noms Sources

Références

Plectranthus
grandidentatus
7a-acetoxy-6p-hydroxyleanone
(35)
Plectranthus
hereroensis
R=H horminone (36)
R=OAc Horminone 2 (37)
Plectranthus
AcO— hereroensis
Abietane (38)
Plectranthus
Abyssinian

Royleanones
Ri=R>=H (39)
Ri=R>=OH (40)
Ri=R=OCHO (41)
Ri=OH, R=OAc (42)

Antonio et al., 1997

Olga et al., 1996

Olga et al., 1995

Abdel-Mogib et al., 2002

Antonio et al., 1997
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Tableau 12 : Quelques Alkylphenols a Longue chaine isolés du genre Plectranthus

Structures et noms Sources Références

Plectranthus aldidus Abdel-Mogib et al.,

OH 2002
n=1 (43)

n=3 (44)
n=5 (45)

Tableau 13 : Quelques flavonoides isolés du genre Plectranthus

Sources Composés Références
OCHj

P. ambiguus

OH O
5,6-dihydroxy-4’,7-
diméthoxyflavone (46)
Japheth et al., 2014

P. marruboides

OH O

5,4’-dihydroxy-5',3,6,7-
tétraméthoxyflavone (47)

De tous ces différents groupes de composé caractérisés et identifiés dans
Lippia et Plectranthus, les flavonoides apparaissent comme le plus important, a en
juger a la fois par le nombre de ses représentants, que par les résultats obtenus au
cours de nos propres travaux. Pour cette raison, une attention particuliere sera

accordée a ce groupe de métbolites sécondaires.
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I.C.3. Les flavonoides

I.C.3.1. Généralités sur les flavonoides
Pres de 6500 flavonoides repartis en 12 classes sont connus (Eva et al., 2006)

et leur nombre ne cesse d’accroitre. Par définition, ce sont les composés
polyphénoliques qui sont caractérisés par un enchainement en C15 et ayant en
commun la structure du 1,3-diphénylpropane Ce-Cs-Cs (48); les trois carbones servant
de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment un hétérocycle
oxygéné C (Wollgast et Anklam, 2000; Harborne, 1989 ; Sarni-Manchado et

Cheynier, 2006). L’existance des différentes classes structurales des flavonoides serait

fonction des modifications de I'hétérocycle C.

(48)

Le terme « flavonoide » est dii a leur couleur jaune qu’ils engendrent (wilson,
1987). Les flavonoides sont présents dans différentes parties des végétaux supérieurs
selon le type de l'espéce : racine, tige, feuilles, fleurs, pollen, fruit, graines, bois.... Ils
varient quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du
végétal (Fritch et Griesbach 1975).
I.C.3.2. Classification des flavonoides

Les flavonoides sont répartis en trois grandes sous classes du point de vue

structural (Bruneton, 2009; Narayana et al., 2001; W-Erdman et al., 2007), a savoir :

> Les flavonoides proprement dits au sein desquels on distingue plusieurs
groupes a savoir : les flavanes (49), les flavanones (50), les flavones (51), les flavonols
(52), les dihydroflavonols (53), les flavan-3-ol (54), flavan-4-ol (55), flavan-3,4-diol
(86), chalcones (57), les aurones (58) et anthocyanidines (59) (Schémas 3) (Bruneton,
2009; Narayana et al., 2001; W-Erdman et al., 2007), qui présentent tous un

enchainement Ce-Cs-Cs correspondant a un 1,3-diphénylpropane (48).
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Schéma 3: Différentes classes de flavonoides (Bruneton, 2009 ; Narayana et al.,
2001 ; W-Erdman et al., 2007)

>  Les isoflavonoides qui présentent également un enchainement de type
Cs-Cs-Ce, mais correspondant a un 1,2-diphénylpropane (60). On retrouve: les
isoflavanes (61), les isoflavanones (62), les isoflavones (63), les isoflav-3-enes (64), les
isoflavanols (65), les roténoides (66), les coumestanes (67), les 3-arylcoumarines (68),
les coumaronochromenes (69), les coumaronochromones (Z0) et les pterocarpanes

(71) (schéma 4).

32
Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul



Thése de eﬁoctorat/gjﬁd.eﬁ

g §4
o
O
O
o

OO no

Schéma 4 : Différentes classes de isoflavonoides (Bruneton, 2009 ; Narayana et al.,
2001 ; W-Erdman et al., 2007)
> Les néoflavonoides qui présentent un enchainement Cs-Cs-Cs, mais

correspondant a un 1,1-diphénylpropane (72). Les néoflavonoides ne présentent pas
une grande diversité structurale comparés aux deux premiers. On peut citer les 4-

arylcoumarines (73), les 3,4-dihydro-4-arylcoumarines (74) et les néoflavenes (Z5).

72
Y CL
v O
=

L
)

73
Schéma 5 : Différentes classes de isoflavonoides (Bruneton, 2009 ; Narayana et al.,
2001 ; W-Erdman et al., 2007)
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1.C.3.3. Biosyntheése des flavonoides

La biosynthese des flavonoides fait intervenir des voies communes : la voie
shikimique grace a la phénylalanine ammonialyase (PAL) (Vogt, 2009), et la voie
acétate grace a la chalcone synthase (CHS) (Dixon et al., 1999). La PAL permet la
synthese d’acide p-coumarique et d’acide cinnamique. L’élaboration des composés
phénoliques réside dans la condensation de trois unités de malonyl-CoA avec I’acide
para-coumarique, conduisant aux deux noyaux aromatiques A et B reliés par

I'hétérocycle C.

Ces condensations sont catalysées par la chalcone synthase (CHS), enzyme
clé dans la formation des flavonoides qui conduit a un précurseur, une chalcone
(schéma 6). La chalcone néoformée donne une flavanone (la naringénine), une
transformation catalysée par une chalcone-isomérase (CHI) (Van Tunen et al., 1990 ;

Fowler et al., 2009).
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Schéma 6: Les étapes biosynthétiques des différentes classes de flavonoides
(Andersen et Kenneth, 2006)
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I.C.3.4. Méthodes de déterminations de structure des flavonoides
La détermination des structures des flavonoides se fait au moyen des

meéthodes spectrométriques telles que 'UV, I'IR, la RNM a une et a deux dimensions

et la spectrométrie de masse (MS).
a. La spectrométrie d’absorption UV visible

Pour lidentification structurale des flavonoides, la spectroscopie
d’absorption UV est I'une des techniques analytiques utilisées. Le spectre UV est
généralement obtenu dans le méthanol ou 1’éthanol solvant standard auquel on
ajoute en suite différents réactifs du types NaOMe, NaOAc, HsBOs, AlICls et HCI qui
permettent de mettre en évidence les divers substituants du squelette de base (Mabry
et al., 1970). Généralement, les flavones et les flavonols présentent une absorption
dans les régions 320-380 nm (bande I) et 240-270 nm bande II. En termes généraux,
I'absorption de la bande II peut étre considérée comme provenant du systeme

benzoyle (76) et la bande I a la transition cinnamoyle (Harbone, 1967).

BandeIIp Bandel
Benzoyl cinnamoyl

76

La position réelle de la bande I, la bande II et leur intensité dépendent de la
nature et de la position des substituants. Si des groupes hydroxyles ou méthoxyles
sont présents dans le cycle A, la contribution de résonance de ce cycle est augmentée
et un décalage bathochromique de la bande II (environ 20 nm) est observé. De méme,
la contribution de résonance du cycle B est augmentée en raison des groupes
hydroxyles et un décalage bathochromique de la bande I est produit. Les
localisations de différents groupes, en particulier les groupes hydroxyles sur le

noyau flavonoide, peuvent étre facilement détectées en observant des décalages dans
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le spectre UV en utilisant différents réactifs. Les hydroxyles a différentes positions

s’ionisent avec ces réactifs sous différents pH, ce qui provoque des changements dans

la bande I ou II ou les deux (Mabry et al., 1970 ; Jurd, 1962).

% Flavones et flavonols ~240-270 nm et 320-380 nm

% Isoflavones ~255-275 nm et 310-530 nm

% Isoflavonones ~270 nm et 310 nm

% Pterocarpans ~285-310 nm et 280-287 nm

% Coumestans semblables aux flavones et aux flavonols.

% Isoflavans ~200 nm-300 nm

% 3-aryl-4-hydroxycoumarine ~230 nm ~270 nm ~350 nm.
Tableau 13: Relation entre la couleur des spots et la structure des flavonoides
(Mabry et al., 1970).
Couleurs des spots des flavonoides Types de Flavonoides
Couleur en UV UV/NHs

Violet foncé

Jaune, Jaune vert -Flavones avec 5-OH et 4’-OH ou 3-OH
et Jaune dorer -Certain 5-OH flavanones et chalcones 4’-

OH sans groupe hydroxyle sur le cycle B

-Flavones ou flavonols avec 5-OH mais

Peu ou pas de avec le 4-OH absent ou substitué
changement de -Isoflavones, dihydroflavonols et certain
couleur flavanones avec 5-OH

-Chalcones avec 2’ ou 6’-OH mais sans 2-
OH et 4-OH

37

Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul



Thése de eﬁoctorat/ gj . eﬁ

Tableau 13 : (Suite et fin) Relation entre la couleur des spots et la structure des
flavonoides (Mabry et al., 1970).

Couleurs des spots des flavonoides ~ Types de Flavonoides
Couleuren UV UV/NHs
Bleu Jaune vert ; bleu  -Flavones et flavanones avec 5-OH libre
vert -Flavonols avec 5-OH libre mais avec le 3-
OH substitué.
Peu ou pas de
changement de Isoflavones sans 5-OH
couleur
Bleu clair
Isoflavones sans 5-OH
Invisible Bleu clair Isoflavones sans 5-OH

Jaune ou orange

Peu ou pas de
changement de
couleur

Flavonols avec 3-OH libre et avec ou sans
5-OH

Jaune, Jaune

vert, bleu vert

Orange ou rouge

Aurones avec 4’-OH libre et certain 2- ou
4-OH des chalcones

ou vert
Peu ou pas de
changement -Aurones sans 4’-OH et flavanones sans
5-OH
-Flavonols avec 3-OH et avec ou sans 5-
OH
Jaune pale Jaune pourpre Dihydroflavonols sans 5-OH

b. La spectroscopie IR

Les spectres IR des flavones présentent la fréquence carbonyle a 1630-1640

cm. Les substituants tels qu'hydroxyle en position 3 ou 5 n’affectent pas de maniere

marquée la fréquence carbonyle (Jose et al., 1974).

c. Spectre de RMN 'H
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Les pics caractéristiques des flavonoides sur un spectre de RMN 'H sortent
normalement entre 0 et 9 ppm. Les flavonoides sont facilement identifiés a partir du
déplacement chimique caractéristique et de la constante de couplage des protons du
cycle A. les solvants utilisés pour cette spectroscopie sont CDCls, CCls et D20 et leurs

melanges, mais le DMSO-ds est le plus utile et fréquemment utilisé.

% Protons du cycle A

Les flavones naturels ont une oxygénation de type chlorogucinol dans le
cycle A. dans le cas de la 5,7-dihydroxylflavone, les protons en C-6 et C-8
apparaissent séparément sous forme de doublets (d, J= 2,5 Hz) dans la gamme 5,7-
6,9 ppm. Le doublet H-6 apparait constamment a un champ plus élevé que le H-8 et
la glucosylation du groupe 7-OH fait que les deux signaux peuvent également étre
distingués les uns des autres par leurs décalages induits par des parametres
paramagnétiques tres différents. Les protons C-5 des 7-hydroxyle flavones sont
fortement déshérités par le groupe 4-céto et apparaissent pres de 8,0 ppm en doublet
(d, J=9 Hz) en raison du couplage ortho avec H-6 (Hillis et Horn, 1956 ; Barbera et al.,
1956 ; Markham, 1982).

% Protons du cycle B

Dans le cas des flavones oxygénés en 4/, les protons en C-2’, 3, 5" et 6" dus a
la libre rotation du cycle B, apparaissent sous forme de deux doublets ortho couplés
(d, J= 8,5 Hz) dans la gamme 6,5- 7,9 ppm. Le doublet H-3’, 5" se produit toujours non
doublé a partir des doublets H-2, 6" en raison de l'effet protecteur du substituant
oxygene et de l'influence désinhibitrice des fonctions cycliques en H-2" et 6¢'. La
position des doublets H-2" et 6" dépend du niveau d’oxydation du cycle C (Hillis et
Horn, 1956 ; Barbera et al., 1956 ; Markham, 1982).

Dans le cas des flavones 3" et 4 dioxygénés, les protons C-5 apparaissent
sous la forme d"un doublet (d, J= 8,5 Hz) dans la région de 6,7 a 7,1 ppm. Les signaux

des protons C-2 (d, J= 2,5 Hz) et C-6 (dd, J=2,5 et 8,5 Hz) dans la zone comprise entre
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7,2 et 7,9 ppm. A partir des déplacements chimiques relatifs des protons C-2" et C-6/,
la méthylation du 3-hydroxyle peut étre distinguée de celle du 4-hydroxyle (Hillis et
Horn, 1956 ; Barbera ef al., 1956 ; Markham, 1982).

% Protons du cycle C

Les protons des flavones C-3 apparaissent habituellement comme un
singulet pointu pres de 6,3 ppm. En tant que tel, il peut étre confondu avec les
signaux des protons C-6 ou C-8 dans les flavones 5, 6, 7 et 5, 7, 8 ou 5, 6, 7-oxygénés.
Chez les 8-méthoxyle flavones, le couplage a longue distance de H-6 avec des
protons 8-méthoxyle provoque un léger élargissement du signal H-6 et, par
conséquent, une intensité plus faible. Dans le spectre RMN 'H de flavone inconnue
ou nouvelle peut étre facilement interprété et le déplacement chimique di aux
protons aromatiques dans les cycles A, B et C et le signal dii a I’hydroxyle non
chélaté, aux hydroxyles chélatés et aux méthoxyles peuvent étre identifiés.
Cependant, dans les flavones avec un ou plusieurs groupes hydroxyle et méthoxyle
par exemple, les flavones qui présentent le méme proton dans le spectre de RMN 'H,
il n'est pas possible d’attribuer la position des hydroxyle/méthoxyle dans ces deux
flavones du spectre de RMN 'H seul. Des problemes de structure dans les flavones
sont résolus par d’autres techniques avancées de RMN 'H telles que 1’amélioration de
la surexposition nucléaire (NOE) et les déplacements méthoxyle induits par le

solvant (Hillis et Horn, 1956 ; Barbera et al., 1956 ; Markham, 1982).

d. Spectre de RMN C

Les déplacements chimiques des carbones sur un spectre de RMN 3C

apparaissent entre 40-200 ppm.

% 40-85 ppm : les carbones C-2 et C-3 des flavonones, isoflavones, flavonols et
des carbones des méthoxyles.
%+ 90-110 ppm : Carbones C-6, C-8 et les carbones tris substitués du cycle B dans

les flavones, isoflavones et C-3 des flavones
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% 110-140 ppm : Carbones des mono ou disubstitués du cycle B.
< 135-200 ppm : Carbones oxygénés, oléfinique C-O (135-168 ppm) et carbones
des carbonyles (168-200 ppm).

Sur le spectre de RMN *C des flavones, les carbones du cycle C résonnent
sensiblement a 162 (C-2), 106 (C-3) et 176 (C-4) ppm. Les déplacements chimiques de
C-2 et C-4 ne sont généralement pas affecté par la substitution, par contre le
déplacement chimique C-3 dépend de la nature des substituants. Dans les flavones
C-alkyle substitués, le C-3 résonne sensiblement a 116 ppm. Les carbones non
oxygénés du cycle A et B résonnent sensiblement a 116 ppm et ceux oxygénés a 160

ppm (Hillis et Horn, 1956 ; Barbera et al., 1956 ; Markham, 1982).

e. Spectre de masse

Le spectre de masse est 'un des techniques complémentaires, qui est utilisé
avec d’autres techniques spectroscopiques pour I'élucidation de la structure des
flavonoides. Dans le spectre de masse des flavones, le pic des ions moléculaires est
intense et, dans de nombreux cas, apparait comme le pic de base, le principal motif
de fragmentation des flavones est (Goudard et al., 1979 ; Mabry et Markham, 1975 ;
Mabry et Ulibelan, 1980 ; Porter et Balda, 1971 ; Locksley, 1973):

% DPerte de CO de l'ion moléculaire pour donner un ion phényl benzofurane
avec m/z=242

%+ La fragmentation du type Rétro Diels Alder (RDA) des cycles A et B sont
généralement observés m/z= 152 et 118 respectivement. L’ion fragment a m/z= 152 du
cycle A, par perte de CO donne m/z=124.

% Fragmentation RDA avec transfert de proton H. La RDA du cycle A

apparait généralement avec une valeur en plus en raison du transfert de proton.
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Schéma 7: Fragmentation d’une flavone: Apigénine (Porter et Balda, 1971 et
Locksley, 1973)

I.C.3.6. Activités biologiques des flavonoides

a. Propriétés antiplasmodiale, antifongique et antimycobactérie des flavonoides
Les études antérieures ont montré que les flavonoides méthoxylés possedent
une bonne activité antiplasmodiale, antifongique et antimycobactérie (Chavi et al.,
2004). 5,74’ -triméthoxyflavone (Z7) et 5,7,3",4’-tétraméthoxyflavone (Z8) isolés de
Kaempferia parviflora (chavi et al., 2004) et 1'acéthylcaloncobaside (80) (Pascal et al.,
2018) isolé des feuilles de Caloncoba welwitschii Gilg ont montrés une activité
antiplasmodiale contre le plasmodium falciparum avec une concentration équivalente
(ECs0) de 3,70, 4,06 pg/mL et 885uM respectivement. Par contre le 3,57,4'-
tétraméthoxyflavone (79) et le (ZZ) ont montrés respectivement une activité
antifongique contre candida albicans avec ECso de 39,71 et 17,63 ug/mL. Les trois
composés ont présenté une activité antimycobactériale douce avec les concentrations

inhibitrices minimum (MIC) de 200 et 50 pug/ml.
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Composés R: R: Rs R4
77 H OCHs H OCHs
78 H OCH:s OCHs OCHs
79 OCHs OCH:s H OCHs

b. Propriétés antioxydante et anticancéreuse des flavonoides

HCT116 et MDA-MB231 sont deux lignées cellulaires de cancer du cdlon et
du sein respectivement utilisée dans le dépistage des nouveaux médicaments. C’est
ainsi que Nenad et al (2018), a testé onze flavonoides isolés de la propolis parmi
lesquels six : la lutéoline (81), la myricétine (82), le kaempférole (83), 'apigénine (84),
la galangine (85) et la chrysine (86)) induisent des effets cytotoxiques a 'égard de ces
deux lignées cellulaires. La lutéoline (81) s’est avérée le plus actif mais
particulierement sur les cellules HCT116 avec une ECso de 66,86 uM apres 72 h. Par
contre la myricétine (82) a montré une inhibition sélective avec une ECso de 114,75
uM sur la croissance des cellules MDA-MB231. D’autre part les flavonoides choisis

ont présenté un pouvoir réducteur élevé.
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c. Propriété insecticide des flavonoides

Les insectes constituent un danger permanent pour l'agriculture dans les
régions du Nord Cameroun. Les travaux réalisés (Kamal et Jain, 1980) ont montré
que les roténoides ont une activité insecticide contre les larves d’insectes. Parmi les
roténoides naturels, la roténone (87), s’avere étre la plus active et la plus étudiée. Elle
est tres toxique et possede une activité piscicide et larvicide due a l'inhibition de
I'oxydation du NADH : ubiquinone oxydoréductase impliquée dans le processus de
transport d’électrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie (Li et al.,

1993).

Ces propriétés insecticides et antioxydantes des flavonoides, viennent
raviver l'intérét qui a été sur l'utilisation des especes L. rugosa et P. glandulosus en vue

d’isoler d’autres biomolécules aussi actives.
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CHAPITRE IT : RESULTATS ET DISCUSSION
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II. ETUDE CHIMIQUE DE PLECTRANTHUS GLANDULOSUS ET DE
LIPPIA RUGOSA

II.1. Extraction, fractionnement et isolement des composés

I1.1.1. Extraction, fractionnement et isolement des composés de P. glandulosus
La plante entiere de P. glandulosus, une fois récoltée, a été découpée, séchée

puis broyée pour donner une poudre de 3 Kg qui a été extraite par macération a
température ambiante dans le mélange dichlorométhane-méthanol (1:1) pendant 48
heures. Apres filtration et évaporation sous pression réduite, 210g d’extrait brut ont

été obtenus.

Une partie de cet extrait a été fractionnée par chromatographie flash sur gel
de silice normale et des différentes fractions résultantes, nous avons obtenu, par
chromatographie successive sur gel de silice, 8 composés purs indexés PGNi comme

I'indique le schéma 8.
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Plectranthus glandulosus
Plante entiere

Découpage, séchage et broyage

\ 4

[ 3Kg de poudre ]

Extraction (CH2Cl.-MeOH 1 :1)

v

[ Poudre résiduelle ]

A

[ 210g d’extrait brut ]

Chromatographie
Flash
Hexane CH:Cl l EtOAcC MeOH
N
Fraction F1 Fraction F2 Fraction Fs Fraction F4
5g 15¢ 30¢g 100g

I CC successives

\ 4 \4 v A 4 \ 4 \ 4 A 4 A 4

[EEN

PGN; PGN: PGNz3 PGNs PGNs PGNy PGNs PGNg
0,3mg 5,4mg 10,2mg 8,7mg 15,3mg 25,7mg 5,3 mg 8,2 mg

Schéma 8 : Protocole d’extraction, de fractionnement et d’isolement des composés
de Plectranthus glandulosus

I1.1.2. Extraction, fractionnement et isolement des composés des tiges et feuilles de
L. rugosa
En ce qui concerne les tiges et les feuilles de L. rugosa, de I'extrait brut des

tiges nous avons isolé, a la suite des chromatographies successives sur colonne de gel
de silice, 3 composés purs indexés KLRi, KLR2 et KLR4. Tandis que de 'extrait des
feuilles 13 composés ont été obtenus. Les protocoles d’extraction, de fractionnement

et d’isolement de ces composés sont illustrés par les schémas 9 et 10, respectivement.
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Lippia rugosa
Tige

Découpage, séchage et broyage

\ 4

[ 7 Kg de poudre ]

Extraction (CH2Cl--MeOH 1 :1)

‘

[ Poudre résiduelle ]

A

[ 175 g d’extrait brut ]
y A 4 A 4
KLR: KLR: KLR4
10,2 mg 12,5 mg 7,6 mg
Schéma 9 : Protocole d’extraction, de fractionnement et d’isolement des composés

des tiges de L. rugosa
Lippia rugosa
Feuilles

v

[ 6 Kg de poudre ]

CC successives

Découpage, séchage et broyage

Extraction (CH2Cl.-MeOH 1 :1)

v

[ Poudre résiduelle ]

[ 250 g d’extrait brut ]
l

CC successives

A 4 A 4 y A 4

Y
N
PLR: PLRn PLR, LRF, ILR; IPT, PLR1o
10,3 mg 6,8 mg 5,2 mg 9,4 mg 25,7 mg 7 mg
J

\ 4 A 4 \ 4 A 4
ILRs ILRs ILR; ILRg ILR:, ILR1 ILRy
17,3 mg 7,8 mg 4,5 mg 7,9 mg 10,3 mg 7,3 mg 4,2 mg

Schéma 10 : Protocole d’extraction, de fractionnement et d’isolement des composés
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Au terme du processus d’extraction, de séparation et de purification, nous

avons obtenu des deux plantes, vingt-quatre (24) composés que nous consignons

dans le tableau 14. De ces 24 composés, il y’en a qui ont été isolés des deux plantes et

qui se sont avérés identiques. C’est le cas des composés ILR2, ILRs, ILR12, PLRs, et

IPT: isolés des feuilles de L. rugosa que nous avons également obtenus de la plante

entiere de P. glandulosus et indexés PGNs, PGNs, PGNy, PGNs, et PGN2. Ce qui

ramene a 19 composés, le nombre de composés distincts obtenus.

Tableau 14: Récapitulatif des composés isolés des différentes parties de Lippia

rugosa et de Plectranthus glandulosus

Source | Parties | Composés | Masse | N° | Source Composé | Masses | N°
isolés s (mg) s isolés (mg)
PLR: 10,3 91 PGNGs 15,3 98
PLRn 6,8 90 PGN: 10,3 94
LRF: 9,4 89 PGN: 12,9 95
ILRi>=PGNy | 10,3 101 PGNs=ILRz» | 10,2 88
Feuilles |ILR~PGNs |78 104 | P PGN~IPT: | 54 95
L. rugosa ILR14 73 102 | glandulosus | PGNs=PLR« | 8,7 108
ILRs 7,9 106 PGNs=ILRs | 53 104
ILRs 17,3 105 PGNo=ILR22 | 8,2 101
PLR+=PGNs | 5,2 108
ILR, 45 103
ILR20=PGNS 4,2 88
IPT:=PGN: | 25,7 99
PLRio 7 109
KLR 10,2 9
Tiges KLR: 12,5 100
KLR: 7,6 107

Ces composés appartiennent a plusieurs classes de substances naturelles

parmis lesquelles :

+ 7 Flavonoides ;

% 6 Triterpenes pentacycliques ;

% 1 Monoterpéne ;

¢ 1 Alcaloide ;
% 1 Alcool gras;
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+ 1 Sucre;
+ 1 Glucoside de stérol ;
% 1 mélange de stérol.

C’est I’élucidation structurale de ses composés que nous proposons dans la

suite de ce travail.
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I1.2. Elucidation structurale des composés isolés
I1.2.1. Les flavonoides

I1.2.1.1. Détermination de la structure du composé ILRz
Le composé ILRz, identique a PGNs, a été obtenu a la fois de Plectranthus

glandulosus (herbe) et des feuilles de L. rugosa sous forme d’une poudre verdatre dans
le mélange hexane acétate d’éthyle (3:1). Soluble dans le chloroforme, il donne une
réaction positive a la fois au chlorure ferrique et au test de Shinoda, suggérant ainsi

sa double nature phénolique et flavonoidique.

Son spectre de masse sous ionisation FAB (Figure 4) montre en mode positif
le pic de l'ion moléculaire protoné [M+1]* a m/z 359. Ce qui est corroboré par son
spectre de masse en impact électronique (Figure 3) qui présente le pic de l'ion
moléculaire [M]* a m/z 358, pic dont I’analyse a haute résolution [M]* a m/z 358,1053
(calc. pour CivH1s07 m/z 358,1053) est compatible avec la formule brute CisHisO7
renfermant 11 degrés d’insaturation. Ce haut degré d’insaturation plaide en faveur

au sein de ce composé, d'une structure fortement aromatique.

Scan: 13 ILRZO

Base: m/z 358: 99.4%FS TIC: 11574798

[M]* a m/z 358,2

Figure 3 Spectre de masse en impact électronique de ILRz
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Figure 4 : Spectre de masse FAB* de ILRz

Son spectre IR a transformée de Fourier (figure 5) présente les bandes de
vibration intenses a v 3628,4 cm™ (OH); 1656,1 cm™ (C=0); 1594 cm™ 1515 cm™ et
1496 cm? (C=C aromatiques). Sur son spectre UV (figure 6) dans le méthanol, on
observe les bandes d’absorption a Amax 277 et 339 nm, caractéristiques d’un

chromophore de type flavone (Mabry et al., 1970 et Guo-kai et al., 2017).
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Figure 6 : Spectre UV de ILRx

Cette hypothese a été confirmée par son spectre de RMN 'H (figure 9, tableau
15) sur lequel on observe un signal d’un proton a dou 6,58 qui correle sur le spectre
HSQC (figure 10) avec un carbone a oc 104,5 caractéristique respectivement du

proton H-3 et du carbone C-3 du cycle C d’une flavone (Mabry et al., 1970).

Son spectre de RMN BC completement découplé (figure 7, tableau 15)

présente 19 signaux correspondant aux 19 carbones contenus dans la formule brute.
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Figure 8 Spectre DEPT 135 (200 MHz, CDCls) de ILRz

Une analyse de ces signaux par la technique DEPT (figure 8), fait ressortir :
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% 5 signaux de carbone tertiaires tous hybridés sp? résonant a dc 90,6 ; dc 104,5 ;
0c 108,3 ; ¢ 120,1 et dc 111,2.
% 4 signaux de carbone primaires a dc 60,8; dc 56,3; doc 56,1 et dc 56,1

attribuables a quatre groupements méthoxyles.

La comparaison des spectres DEPT et de RMN *C completement découplé
de ILR2 nous permet de déduire la présence au sein de ce composé de 10 carbones

quaternaires, parmi lesquels on distingue :

% Un carbonyle de cétone a dc 182,6.

% 9 carbones quaternaires tous hybridés sp? parmi lesquels 5 oxygénés a oc
158,7 ; dc 132,7 ; dc 153,2 ; dc 149,3 ; dc 152,3; et 4 non oxygénés a dc 106,2 ; dc
123,8; dc 153,1 et dc 163,9.

Sur son spectre de RMN 'H en plus du signal a du 6,58 correspondant au

proton H-3, on observe également:

% Un systeme ABX de 3 protons aromatiques a dou 7,32 (1H, d, 2 Hz)/ dc 108,8,
ou 7,52 (1H, dd, 2-8 Hz)/ dc 120,1 et ou 6,97 (1H, d, 2 Hz)/ dc 111,2 qui correlent
respectivement sur le spectre HSQC avec les carbones résonants a dc 108,8, dc 120,1 et
Oc 111,2 correspondant aux protons du cycle B.

%+ Un singulet d'un proton a du 6,54 qui correle avec un carbone résonant a dc
90,6 qu’on pourrait attribuer soit au proton H-6 soit au proton H-8 du cycle A d"une
flavone.

% La présence au sein de cette molécule de 4 groupements méthoxyles est
confirmée par les 4 singulets de 3 protons chacun a dou 3,96 (3H, s)/ dc 56,1; ou 3,91
(8H, s)/ dc 60,8; 01 3,97 (3H, s)/ dc 56,1 et du 3,95 (3H, s)/ dc 56,3.
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Figure 9 Spectre de RMN 1H (400 MHz, CDCls) de ILR2o

Il nous restait a ce stade de la discussion, de déterminer les positions
respectives des 4 groupements méthoxyles et de lI'hydroxyle sur le squelette
flavonique. L’absence sur le spectre de RMN 'H d’un signal correspondant a un
hydroxyle chelaté en C-5, suggere que 1'un des 4 méthoxyles occupe la position C-5.
De plus, le fait que ce méthoxyle en C-5 présente une tache de corrélation sur le
spectre NOESY (figure 13) avec un des groupements méthoxyle résonant a du 3,91
indique qu’ils sont proches a travers 1'espace. Ce qui nous amene a positionner le
deuxieme groupe méthoxyle en position C-6. Ce faisant, le singulet résonant a du 6,54
est attribué au proton H-8 et le carbone a dc 90,6 au carbone C-8. Le troisieme
groupement méthoxyle a ou 3,95 a été fixé en position C-4' sur la base des
considérations d’ordre biogénétique (Harbone, 1967). 1l restait le quatrieme groupe
méthoxyle qui a été fixé en C-2’ sur la base des corrélations observées sur le spectre
NOESY d’une part entre le méthoxyle a du 3,97 et le proton H-3" a 6u 7,32 et d’autre
part entre le méthoxyle a du 3,95 et le méme proton H-3" Ce qui indique que le proton

H-3’ est entre le méthoxyle résonant a ou 3,97 et 'autre a ou 3,95. Ceci a été confirmé
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par les déplacements chimiques sur le spectre de RMN ®C, des carbones C-4" a dc
152,3 et C-2" a dc 149,3 dont les valeurs sont caractéristiques des carbones oxygénés
en position méta (Harbone, 1967). Les quatre groupements méthoxyles étant ainsi
positionnés, il ne restait qu’a positionner le groupement hydroxyle en position C-7.
Position confirmée par ailleurs par des considérations d’ordre biogénétique

(Harbone, 1967).
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Figure 10 Spectre HSQC de ILR2
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Figure 11 Spectre COSY de ILRz

pPPm

Sur la base de toutes ces données spectroscopiques, la structure 88

correspondant au 7-hydroxy-5,6,2",4'-tétraméthoxylflavone a été attribuée au

composé ILRz, qui est un dérivé nouveau auquel nous avons donné le nom trivial de

plectranmicine.

Schéma 11 : Quelques corrélations HMBC et NOESY de ILR2
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Figure 12 : Spectre HMBC de ILRz

Figure 13 : Spectre NOESY de ILRz
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Tableau 15 : Données spectrales de RMN 'H (400 MHz, CDCls) et de RMN ®C (200
MHz, CDCls) de ILR2o

Positions Ou en ppm (nH, M, | en Hz) Oc en ppm (M)
2 - 163,9 (s)
3 6,58 (1H, s) 104,5 (d)
4 - 182,6 (s)
4a - 106,2 (s)
5 - 158,7 (s)
6 - 132.7(s)
7 - 153,2(s)
8 6,54 (1H, s) 90,6 (d)
8a - 153,1 (s)
1’ - 123,8 (s)
2 - 149,3 (s)
3 7,32 (1H, d, 2) 108,8 (d)
4 - 152,3 (s)
5 7,52 (1H, dd, 2- 8) 120,1 (d)
6’ 6,97 (1H, d, 8) 111,2 (d)
6-OCH:s 3,91 (3H, s) 60,8 (q)
5-OCHs 3,96 (3H, s) 56,1 (q)
2’-OCHs 3,97 (3H, s) 56,1 (q)
4’-OCHs 3,95 (3H, s) 56,3 (q)
7-OH - -
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I1.2.1.2. Identification du composé LRF.
Le composé LRFs a été obtenu des feuilles de L. rugosa sous forme de poudre

verdatre dans le mélange hexane/acétate d’éthyle (4:1). Soluble dans le chloroforme,
ce composé réagit positivement a la fois au chlorure ferrique et au test de Shinoda,
suggérant ainsi sa double nature phénolique et flavonoidique. Son spectre de masse
sous ionisation ESI-TOF présente en mode positif (figure 14) le pic de I'ion pseudo
moléculaire [M+1]* a m/z= 329 compatible avec la formule brute CisH160s renfermant
11 degrés d’insaturation. Cette formule brute comparée a celle du composé ILRz,
montre qu’il présente 30 unités de masse de moins, qui correspondrait a un

groupement méthoxyle de moins.

3205
2 e T [M+1] m/z=329,5
g 19887 2965
oy !
S 1.0e5]
8 133.3
=  5.0e5- 314.5
&i ? ;
- g 00~ | ||| 3514 570 710.3
' 200 400 800

Figure 14 : Spectre de masse ESI-TOF de LRF.

La comparaison des données spectrales de RMN 'H et *C avec celles du
composé ILRx, révele de nombreuses similitudes mais également quelques
différences. Comme élément de similitude, on note sur le spectre de RMN 'H (figure

15, tableau 16), la présence :

» Du signal d’un singulet a du 6,60 caractéristique du proton H-3 d"un squelette
de flavone (Mabry et al., 1970) ;
> Du signal d’un singulet a du 6,64 attribuable au proton H-8 du cycle A d'une

flavone ;
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» De trois groupements méthoxyles a du 4,0/ dc 56,3 ; du 3,9/ dc 60,9 et du 3,9/ dc
55,5.

La différence entre les deux composés, réside en la présence sur le spectre de
ce composé d'un systeme AA’BB’ de quatre protons aromatiques a dou 7,91 (1H, d, 9
Hz)/ dc 128,0 (H-2" et H-6") et du 7,06 (1H, d, 9 Hz)/ dc 1145 (H-3' et H-5),
correspondant a un noyau aromatique para substitué qui a remplacé le systeme ABX

observé dans le composé précédant.
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Figure 15 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de LRF.
Ceci a été confirmé par le spectre de RMN BC (figure 16, tableau 16) sur

lequel on a observé trois signaux de méthoxyles résonant a dc 55,5 ; 56,3 et 60,9 au
lieu de quatre comme dans la composé ILRz. La présence d'un des groupements
méthoxyles en position 4’ du cycle B a été confirmée par 'ion fragment observé a 133

sur le spectre de masse qui résulte d'une fragmentation de type Retro-Dield-Alder.
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Sur la base de toutes ces données spectroscopiques, comparées a celles de la

littérature (Deng et al., 2009), la structure 89, correspondant au 7-hydroxy-5,6,4'-

triméthoxyflavone, a été attribuée au composé LRF.. Ce un composé connu qui a déja

été isolé par Deng et al., 2009 de Eupatorium catarium, est obtenu ici pour la premiere

fois de la grande famille des Verbenaceae.
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Figure 18 : Spectre HMBC de LRF.
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Schéma 12 : Quelques corrélations HMBC du composé LRFa

Tableau 16 : Données spectrales de RMN 'H (500 MHz, CDCls), de RMN **C (100
MHz, CDCl:) et de la référence (100 MHz, DMSO-ds) de LRF4

Position ®uen ppm (nH; M; | en Hz) Oc en ppm (M) Oc en ppm
(Deng et al., 2009)
2 - 164,0 (s) 160,0 (s)
3 6,60 (1H ; S) 104,1 (d) 105,9 (d)
4 - 182,7 (s) 175,6 (s)
4a 106,1 (s) 111,1 (s)
5 - 153,0 (s) 153,7 (s)
6 - 132,7 (s) 139,2 (s)
7 - 153,2 (s) 156,0 (s)
8 6,64 (1H;S) 90,6 (d) 99,8 (d)
8a - 152,1 (s)
1 - 123,5 (s) 123,1 (s)
2’ 7,91 (1H; d ; 9Hz) 128,0 (d) 127,7 (d)
3 7,06 (1H ; d ; 9Hz) 114,5 (d) 114,4 (d)
4 - 162,6 (s) 161,7 (s)
5’ 7,06 (1H ; d ; 9Hz) 114,5 (d) 114,4 (d)
6’ 7,91 (1H ; d ; 9Hz) 128,0 (d) 127,7 (d)
5-OCH: 4,0 (3H;S) 56,3 (q) 55,4 (q)
6-OCHs 3,9 (BH;S) 60,9 (q) 60,8 (q)
4’-OCHs 3,9 (BH;S) 55,5 (q) 61,8 (q)
7-OH - - -
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I1.2.1.3. Identification du composé PLRu
Le composé PLRu a été obtenu des feuilles de L. rugosa sous forme de poudre

jaunatre dans le mélange hexane/acétate d’éthyle (8,5:1,5). Il est soluble dans
I'acétone et réagit positivement a la fois au chlorure ferrique et au test de Shinoda
suggérant, ainsi sa double nature phénolique et flavonoidique. Son spectre de masse
en impact électronique (figure 19) présente le pic de 'ion moléculaire [M]* a m/z 328
compatible avec la formule brute CisHisOs renfermant 11 degrés d’insaturation. Cette
formule brute est identique a celle du composé LRF4+ montrant ainsi qu’ils sont des

isomeres.
M+ : m/z=328,2

100 PLRH 313.2

181.1

69.0 268.2

89.0 - 7
53.0 117.0 i 214.1 242.1 |

m/z 50 100 150 200 250 300 350 100

Figure 19 : Spectre de masse en impact électronique (IE) de PLRn

La comparaison des données spectrales de RMN 'H et *C avec celles du
composé LRF: montre de nombreuses similitudes avec cependant quelques
différences. Comme éléments de similitude, on note sur son spectre de RMN 'H
(figure 20, tableau 17), la présence :

» D’un systeme AA’BB’ de 4 protons aromatiques a du 8,05 (1H, d, 9 Hz)/ dc
129,1 (H-2', H-6) et ou 7,13 (1H, d, 9 Hz)/ dc 1154 (H-3' ; H-5'), correspondant a

un noyau aromatique para substitué.
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» De trois groupements méthoxyles a du 3,79 (3H, s)/ d¢ 60,5 ; 3,98 (3H, s)/ dc 56,8

et 3,91 (3H, s)/ dc 55,9.
La différence entre les deux composés, réside en la présence sur le spectre de
ce composé de deux doublets d'un proton chacun a o 6,72 (1H, d, 2 Hz)/ 6c 104,4 et a
on 6,86 (1H, d, 2 Hz)/ dc 91,9 attribuable respectivement aux protons H-6 et H-8 au
lieu de deux singulets d’un proton chacun comme dans le cas du composé LRFs. La

présence d'un hydroxyle chelaté a du 12,92 (1H, s), qui était absent sur le composé

précédent.
PLRu
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Figure 20 : Spectre de RMN 'H (600 MHz, Acétone-ds) de PLRu

Sur la base de toutes ces observations et par comparaison aux données
spectrales de la littérature (Sutthanut et al., 2007 ; Sirinapa et al., 2017 et Supawadee et
al., 2017), la structure 90, correspondant au 5-hydroxy-3,7,4’-triméthoxyflavone a été
attribuée au composé PLRu1. Bien que connu, parce que isolé par Sirinapa et al., 2017
des feuilles de Polyalthia bullata. C’est la premiere fois que nous l'isolons ici dans la

grande famille des Verbenaceae.
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Figure 21 : Spectre de RMN C découplé proton large bande (125 MHz, Acétone-ds)
de PLRn
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Figure 22 : Spectre DEPT 135 (125 MHz, Acétone-ds) de PLRu1
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Tableau 17: Données spectrales de RMN 'H (600 MHz, Acétone-ds), de RMN C
(125 MHz, Acétone-ds) de PLRu

Position O en ppm Ocen OH en ppm Oc en ppm
(nH; M; | en Hz) ppm (M) (nH; M; ] en Hz) (Sirinapa et al., 2017)
(Sirinapa et al.,
2017)
2 - 164,9 (s) - 155,9 (s)
3 - 133,4 (s) - 138,8 (s)
4 - 183,5 (s) - 178,8 (s)
4a - 106,5 (s) - 106,1 (s)
5 - 153,9 (s) - 162,0 (s)
6 6,72 (1H, d, 2) 104,4 (d) 6,38 (1H, d, 2,2) 97,8 (d)
7 - 160,1 (s) - 165,4 (s)
8 6,86 (1H, d, 2) 91,9 (d) 6,47 (1H, d, 2,2) 92,2 (d)
8a - 154,1 (s) - 156,7 (s)
1 - 124,2 (s) - 122,8 (s)
2’ 8,05 (1H, d, 9) 129,1 (d) 8,10 (1H, d, 9) 130,2 (d)
3 7,13 (1H, d, 9) 115,4 (d) 7,05 (1H, d, 9) 114,1 (d)
4 - 163,7 (s) - 161,7 (s)
5 7,13 (1H, d, 9) 115,4 (d) 7,05 (1H, d, 9) 114,1 (d)
6’ 8,05 (1H, d, 9) 129,1 (d) 8,10 (1H, d, 9) 130,2 (d)
3-OCHs 3,79 (BH, S) 60,5 (q) 3,88 (3H, s) 60,2 (q)
7-OCHs 3,98 BH, S) 56,8 (q) 3,90 (3H, s) 55,8 (q)
4’-OCHs 391 (3H,S) 55,9 (q) 3,92 (3H, s) 55,4 (q)
5-OH 12,92 (1H, s) - 12,69 (1H, s) -
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I1.2.1.4. Identification du composé PLR:
Le composé PLR: est obtenu des feuilles de L. rugosa sous forme de poudre

verdatre dans le mélange hexane/acétate d’éthyle (9:1). Il est soluble dans le
chloroforme et réagit positivement a la fois au chlorure ferrique et au test de Shinoda
montrant sa double nature phénolique et flavonoidique. Son spectre de masse en
impact électronique (figure 23) présente le pic de I'ion moléculaire [M]* a m/z 328
compatible avec la formule brute CisHisOs renfermant 11 degrés d’insaturation. Cette
formule brute est identique a celle du composé PLR11, ce qui nous permet de dire que
nous avons a faire aux isomeres.

PLR: -
M+ : m/z= 328,2

Figure 23 : Spectre de masse en impact électronique (IE) de PLR:
La comparaison des données spectrales de RMN 'H (figure 24, tableau 18)

avec celle du composé PLRu montre de nombreuses similitudes avec toutefois

quelques différences. Comme éléments de similitude, on note la présence :

» D’un systeme AA’BB’ de 4 protons aromatiques a dou 7,83 (1H, d, 9 Hz)/ dc
127,9 (H-2’, H-6") et ou 7,01 (1H, d, 9 Hz)/ dc 114,5 (H-3" ; H-5"), correspondant

a un noyau aromatique para substitué.
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> De trois groupements méthoxyles a du 3,91 (3H, s)/ dc 60,9 ; 3,95 (3H, s)/ dc
56,3 et 3,85 (3H, s)/ 6c 55,5.
» D’un groupement hydroxyle a dou 12,75 (1H, s) attribuable a 1’hydroxyle en

position C-5.

Par contre, on observe sur ce méme spectre deux singulets de deux protons
chacun a dou 6,57 (1H, s)/ doc 104,1 et du 6,52 (1H, s)/ dc 90,5 attribuables,
respectivement aux protons H-3 et H-8 d’une flavone.
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Figure 24 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de PLR:

Ceci a été confirmé par les ions fragments résultant d’une fragmentation de
type Retro-Diel-Alder (RDA) avec transfert de proton. L’ion a m/z 153 (85), montre
que le cycle A renferme deux groupements méthoxyls et un groupement hydroxyle.
Tandis que l'ion a m/z 133 (86), qui renferme un groupe méthoxyle du cycle B

(schéma 14).
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Figure 25 : Spectre de RMN C découplé proton large bande (150 MHz, CDCl:) de
PLR:
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Figure 26 : Spectre DEPT 135 (150 MHz, CDCls) de PLR:
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Figure 27 : Spectre HSQC de PLR:

Sur la base de toutes ces observations et par comparaisons aux données
spectrales de la littérature (Ulubelen et al., 1968 ; Sahar et al., 2017), la structure 91
correspondant au 5-hydroxy-6, 7, 4'-triméthoxyflavone a été attribuée au composé
PLR:. Isolé par Ulubelen et collaborateur en 1968 des feuilles de Salvia triloba connu
sous le nom de Salvigenin. Ce composé est ici isolé pour la premiere fois de la grande

famille des Verbenaceae.

Schéma 13 : Quelques corrélations HMBC de PLR:
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Figure 28 : Spectre HMBC de PLR:
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Schéma 14 : Fragmentation du type Retro Diel Alder de PLR:
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Tableau 18: Données spectrales de RMN 'H (500 MHz, CDCls), de RMN C (150
MHz, CDCl) de PLR:

Position Ouenppm (nH; M; dcenppm (M) Ouen ppm (nH; M; | en Hz)

J en Hz) (Ulubelen et al., 1968)
2 - 163,9 (s) -
3 6,57 (1H, s) 104,1 (d) 6,60 (1H, s)
4 - 182,7 (s) -
4a - 106,1 (s) -
5 - 153,2 (s) -
6 - 132,5 (s) -
7 - 158,6 (s) -
8 6,52 (1H, s) 90,5 (d) 6,55 (1H, s)
8a - 152,9 (s) -
1 - 123,5 (s) -
2 7,83 (1H, d, 9) 127,9 (d) 7,93 (1H, d, 9)
3 7,01(1H, d, 9) 114,5 (d) 7,10 (1H, d, 9)
4 - 162,5 (s) -
5 7,01 (1H, d, 9) 114,5 (d) 7,10 (1H, d, 9)
6 7,83 (1H, d, 9) 127,9 (d) 7,93 (1H, d, 9)
CH50-6 3,91 (3H, s) 60,9 (q) 4,00 (3H, s)
CH50-7 3,95 (3H, s) 56,3 (q) 4,00 (3H, s)
CHs0-4’ 3,85 (38H, s) 55,5 (q) 4,00 (3H, s)
OH-5 12,75 (1H, s) - 11,60 (1H, s)
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I1.2.1.5. Identification du composé PGNx
Le composé PGN1 est obtenu de P. glandulosus sous forme de poudre jaune

dans le mélange hexane/acétate d’éthyle (6 :4). Il est soluble dans 1’acétone, réagit
positivement a la fois au chlorure ferrique (coloration bleue) et au test de Shinoda
(coloration violette) suggérant sa double nature phénolique et flavonoidique. Son
spectre de masse en impact électronique (figure 29) présente le pic de lion
moléculaire [M]* a m/z 358 dont I’analyse a haute resolution [M]* a m/z 358,091 est en
accord avec la formule brute CiHisOr (Calc. pour CiHisOr a m/z 358,105),

renfermant 11 degrés d’insaturation.

R.T.: 1.95 Jons: 481

[Scan: 23 Yl
Base: m/z 358; 39.4%FS TIC: 3 31629

M+ : m/z= 358,2

Figure 29 : Spectre de masse en impact électronique (IE) de PGN:
Sur son spectre de RMN 'H (figure 30, tableau 19), comparé a celui du

composé ILRzo on observe :

% Un singulet d'un proton a du 12,92 correspondant au proton chelaté de
I'hydroxyle en position C-5 du cycle A.
% Deux doublets d"un proton chacun a du 6,85 (1H, d, 2 Hz) et o1 6,76 (1H, d,

2 Hz) correspondant respectivement aux protons H-8 et H-6 du cycle A.
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% Un systeme ABX identique a celui des composés ILR2 et ILR:1. Ce qui nous a
permis de montrer que le cycle B du composé PGN:1 est identique au cycle B du
composé ILRx.

i
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Figure 30 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, Acétone-ds) de PGN:
Son spectre de RMNC découplé proton large bande (figure 30, tableau 19)

présente 19 signaux correspondant au 19 carbones au sein du composé PGN.

Une analyse de ces signaux par la technique DEPT (figure 32), fait ressortir :

R/

% 5 signaux de carbone tertiaires tous hybridés sp? résonant a dc 104,6 ; dc 92,0 ;
0c 110,4 ; dc 120,9 et dc 112,5.
% 4 signaux de carbone primaires a dc 60,5; dc 56,2; dc 56,3 et oc 56,8

attribuables a quatre groupements méthoxyles.
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La comparaison des spectres DEPT et de RMN ¥C completement découplé
de PGN1 nous permet de déduire la présence au sein de ce composé de 10 carbones

quaternaires, parmi lesquels on distingue :

7

% Un carbonyle de cétone a dc 183,5.
%+ 9 carbones quaternaires tous hybridés sp? parmi lesquels 5 oxygénés a dc 133 ;

Oc 154,1 ; dc 160 ; oc 150,6 ; dc 153,9 et 4 non oxygénés a dc 106 ; dc 124,4; dc

154 et 0c 164,9.
o~ ot L"i ln(w,l’wJ " T oy
22’0 ' 2’7(1)70777 180 N 16‘0 ‘ 1‘;—0 . 12’0 l 160 ' 8‘0 ' 6‘0 ' 4‘0 i 2‘0 ' ppr]'n

Figure 31 : Spectre RMN C découplé large bande (125 MHz, Acétone-ds) de PGNx1

78
Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul



These de ﬁoctorat/ f . ﬂ

ZIZ I: ‘.QJ .'v' :]I \.V J-|; \\j/":.

Figure 32 : Spectre DEPT (125 MHz, Acétone-ds) de PGN:

JEAN PAUL/DR.IQBAL/PGN1/C3D60O
HMBC
«— OH l JJ
(PE—— Y . TS S T _ ppn
- B e - ——1 20
990
- e — —+—+ 40
— 60
e e w 80
C-4a
— ‘ (— - —+——+F100
= g L . 120
«— Co6 , :
A l : l - — - 140
—_ 4 1y
— . L § 1160
-180
-— e E ——+—| 200
- B e — —220
12 42 41 +10 ®» ® T ® @& 4 3 2 ppm .
Figure 33 : Spectre HMBC de PGN:
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Figure 34 : Spectre DEPT-HSQC du composé PGNx:

Sur la base de toutes ces observations et par comparaison aux données
spectrales de la littérature (Kapil et al., 2013), la structure 94 correspondant au 5-
hydroxy-3,7,2’,4’-tétraméthoxyflavone a été attribuée au composé PGNi. C’est un
composé connu qui a été synthétisé par Kapil et al., 2013 a partir de la morin et isolé

ici pour la premiere fois du regne végétal.
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Tableau 19 : Données spectrales de RMN 'H (500 MHz, acétone-ds), de RMN C
(125 MHz, acétone-ds) de PGN1

Position Oou en ppm (nH, M, Oc en ppm (M) Oc en ppm (M)
J en Hz) (Kapil et al., 2013)

2 - 164,9 (s) 165,3 (s)

3 - 133 (s) 139,5 (s)

4 - 183,5 (s) 178,2 (s)

4a - 106 (s) 98,8 (s)

5 - 154,1 (s) 162,8 (s)

6 6,76 (1H, d, 2) 104,6 (d) 97,9 (d)

7 - 160 (s) 161,3 (s)

8 6,85 (1H, d, 2) 92,0 (d) 92,5 (d)

8a - 154 (s) 158,6 (s)

1’ - 124,4 (s) 131,6 (s)

2 - 150,6 (s) 156,8 (s)

3’ 7,61 (1H, d, 2) 110,4 (d) 105,5 (d)

4 - 153,9 (s) 157,1 (s)

5 7,70 (1H, dd, 2- 8) 120,9 (d) 111,7 (d)

6’ 7,15 (1H, d, 8) 112,5 (d) 105,7 (d)
OCHs-3 3,79 (3H, s) 60,5 (q) 60,1 (q)
OCHs-7 3,97 (3H ,s) 56,2 (q) 56,2 (q)
OCH5-2’ 3,94 (3H, s) 56,3 (q) 55,9 (q)
OCH;-4' 3,91 (3H, s) 56,8 (q) 55,7 (q)

OH-5 12,93 (1H, s) - -
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I1.2.1.6. Identification du composé PGN:

Le composé PGN: est obtenu de P. glandulosus sous forme de poudre jaune
dans le mélange hexane/acétate d’éthyle (6 :4). Il est soluble dans I’acétone et réagit
positivement a la fois au chlorure ferrique (coloration bleue) et au test de Shinoda
(coloration violette) suggérant sa double nature flavonoidique et phenolique. Son
spectre de masse en impact électronique (figure 35) présente le pic de lion
moléculaire [M]* a m/z 344 en accord avec la formule brute CisHis0O7 renfermant 11
degrés d’insaturation. Cette formule brute, comparée a celle du composé PGNj,
montre qu’elle présente 14 unités de masse de moins qui correspondrait a un

méthylene de moins.

M : m/z=344,3 T

¢
5 n‘n |
830 181.1

44.0 133.1 ‘ 284

m Al ‘h W‘H g “
l 1R Y AT Ml Ll bl gt o] sl ool (e gl ol e ‘
50 100 150 200 250 300 350 400 450

Figure 35 : Spectre de masse en impact électronique (IE) de PGN:

La comparaison des données spectrales de RMN 'H et *C du composé PGN:
avec celles du composé PGNi, révele de nombreuses similitudes mais également
quelques différences. Comme €lément de similitude, on note sur le spectre de RMN
'H (figure 36, tableau 20) de PGN, la présence d'un systeme ABX de 3 protons
aromatiques du cycle B a du 7,61 (1H, d, 2 Hz)/ 6c 110,7, du7,70 (1H, dd, 2-8 Hz)/ 6c
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121,7 et &u 7,15 (1H, d, 2 Hz)/ d6c 116,7 qui correlent respectivement sur le spectre
HSQC avec les carbones résonants a oc 110,7, dc 121,7 et dc 116,7.

La différence entre les deux composés réside, d'une part, en la présence sur
le spectre de RMN 'H de ce composé de trois singulets de trois protons chacun a du
3,78 (1H, s)/ dc 60,9, du 3,98 (1H, s)/ dc 57,0, du 3,96 (1H, s)/ dc 56,7 attribuable aux
trois groupements méthoxyles et d’autre part, par la présence de deux singulets d'un
proton chacun a du 12,95 et a du 8,52 caractéristiques de I’hydroxyle chélaté en C-5 et

de I'hydroxyle en C-7, respectivement.

OH_S OH_7

Figure 36 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, Acétone-ds) de PGN:
Son spectre de RMN C découplé proton large bande (figure 37, tableau 20)

présente 18 signaux correspondant au 18 carbones au sein du composé PGNa.

Une analyse de ces signaux par la technique DEPT (figure 38, tableau 10), fait

ressortir :

% 5 signaux de carbone tertiaires tous hybridés sp? résonant a dc 104,2 ; dc 92,3 ;
0c 110,7 ; dc 121,7 et dc 116,7.

% 3 signaux de carbone primaires a dc 60,9; dc 57,0 et dc 56,7 attribuables a trois

groupements méthoxyles.
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La comparaison des spectres DEPT et de RMN *C completement découplé
de PGN: nous permet de déduire la présence au sein de ce composé de 10 carbones

quaternaires, parmi lesquels on distingue :

% Un carbonyle de cétone a dc 183,9.

% 9 carbones quaternaires tous hybridés sp? parmi lesquels 5 oxygénés a oc
133,6 ; dc 160,4 ; 0c 154,6 ; 0c 149,4 ; dc 152,1 et 4 non oxygeénés a dc 106,6 ; dc
123,5; dc 153,7 et dc 166,0.

e et e el

T T T T T T T T = > T v T * T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 PPM

Figure 37 : Spectre de RMN C découplé proton large bande (150 MHz, Acétone-ds)
de PGN:
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Figure 38 : Spectre DEPT 135 (150 MHz, Acétone-ds) de PGN:

L’ensemble de toutes ces données, comparées a celles de la littérature, nous a
permis d’attribuer au composé PGN: la structure 95 suivante qui est celle de 5,7-

dihydroxy-3,2’,4'-triméthoxyflavone.
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Tableau 20 : Données spectrales de RMN 'H (500 MHz, acétone-ds), de RMN C
(150 MHz, acétone-ds) de PGN:

Positions  Ouen ppm (nH, M, Oc en ppm (M)
J en Hz)
2 - 166,0 (s)
3 - 133,6 (s)
4 - 183,9 (s)
4a - 106,6 (s)
5 - 160,4 (s)
6 6,73 (1H, d, 2) 104,2 (d)
7 - 154,6 (s)
8 6,85 (1H, d, 2) 92,3 (d)
8a - 153,7 (s)
1 - 123,5 (s)
2’ - 149,4 (s)
3’ 7,61 (1H, d, 2) 110,7 (d)
4 - 152,1 (s)
5 7,70 (1H, dd, 2- 8) 121,7 (d)
6’ 7,15 (1H, d, 8) 116,7 (d)
OCH:-3 3,78 (3H, s) 60,9 (q)
OCHs-2’ 3,98 (3H, s) 57,0 (q)
OCHs-4' 3,96 (3H, s) 56,7 (q)
OH-5 12,95 (1H, s) -
OH-7 8,52 (1H, s) -
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I1.2.1.7. Identification du composé KLR:
Le composé KLR1 a été obtenu des tiges de L. rugosa sous forme de poudre

orange dans le mélange hexane/acétate d’éthyle (9 :1). Soluble dans le chloroforme, ce
composé réagit positivement au chlorure ferrique caractéristique des composés
phénoliques et donne une réaction positive au test de Shinoda suggérant sa nature
flavonoidique. Son spectre de masse en impact électronique présente le pic de l'ion
moléculaire [M]* a m/z 314 compatible avec la formule brute Ci7H1O¢ renfermant 11

degrés d’insaturation.

L’analyse du spectre de RMN 'H (figure 39, tableau 21) de KLR: complétée

par le spectre HSQC (figure 38) nous permet de mettre en évidence :

R/
A X4

Deux doublets de deux protons chacun a 61 7,79/ dc 122 (2H, d, J= 8,5Hz) et 6n
7,06/ dc 114 (2H, d, J= 8,5Hz) correspondant respectivement aux protons H-2’,
H-6" et H-3’, H-5" formant un systeme AA’BB’ du cycle (B) d'une flavone.

X/

% Deux doublets d’un proton chacun a 17,73/ dc 92 (1H, d, ]J=2Hz) et o1 6,96/ dc
108 (1H, d, J=2Hz) correspondant respectivement au proton H-8 et H-6 du
cycle (A).

% Un singulet d"un proton chacun a du 12,67 attribuable au proton chélaté en C-

5.
» Deux singulets de 3 protons chacun a ou 3,99/ dc 56et ou 3,47/ oc

51 correspondant aux deux méthoxyles présents au sein de cette molécule.
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Figure 39 : Spectre de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de KLR:
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Figure 40 : Spectre DEPT-HSQC (500 MHz, CDCls) de KLR:
L’ensemble de toutes ces données comparées a celle de la littérature nous a

permis d’attribuer au composé KLRu la structure 96 suivante qui est celle de 5,4’-

dihydroxyl-3,7-diméthoxylflavone composé a été déja isolé par Sirnapa et al (2017).
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Tableau 21: Données spectrales de RMN 'H (400 MHz, CDCls) et de littérature
RMN H (400 MHz, acétone-ds) et RMN 3C (100 MHz, acétone-ds) de KLR:

Positions Ou en ppm (nH, ouen ppm (nH, M, | Oc en ppm (M)
M, ] en Hz) en Hz) (Sirinapa et al., 2017)
(Sirinapa et al., 2017)

2 - - 156,1 (s)
3 - - 138,8 (s)
4 - - 178,7 (s)
4a - - 105,6 (s)
5 - - 161,9 (s)
6 6,96 (1H, d, 2,5) 6,33 (1H, d, 2,2) 99,5 (d)
7 - - 165,6 (s)
8 7,73 (1H, d, 2,5) 6,67 (1H, d, 2,2) 91,8 (d)
8a - - 156,8 (s)
1’ - - 122,1 (s)
2’ 7,79 (1H, d, 8,5) 7,83 (1H, d, 9) 127,9 (d)
3 7,06 (1H, d, 8,5) 7,01 (1H, d, 9) 114,5 (d)
4 - - 162,5 (s)
5’ 7,06 (1H, d, 8,5) 7,01 (1H, d, 9) 114,5 (d)
6’ 7,79 (1H, d, 8,5) 7,83 (1H, d, 9) 127,9 (d)

OCH:-3 3,47 (3H, s) 3,89 (3H, s) 51,2 (q)

OCHs-7 3,99 (3H, s) 3,94 (3H, s) 55,5 (q)

OH-5 12,67 (1H, s) 12,79 (1H, s) -
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I1.3.2. Monoterpene

I1.3.2.1. Détermination de la structure du composé PGNs
Le composé PGNs a été isolé de I'extrait au CH2Cl./MeOH (1:1) de la plante

entiere de P. glandulosus sous forme de cristaux blanc dans le mélange Hex/AcOEt (6:
4). Soluble dans le chloroforme, ce composé posséde un pouvoir rotatoire [x]3® =
—3,27 (c 0,4 ; MeOH), et fond entre 116-118°C. Son spectre de masse sous ionisation
FAB présente en mode positif le pic de I'ion pseudo moléculaire [M+1]* a m/z 189, pic
dont l'analyse a haute résolution [M+1]* a m/z 189,1485 est compatible avec la
formule brute CioH200s (calc. pour CiH2003 a m/z 188,1485) renfermant un degré

d’insaturation.

Son spectre IR (figure 41) a transformée de Fourier exhibe, entre autres, des
bandes de vibration de valence caractéristiques des groupements hydroxyles a v

3316,0 cm?, des liaisons C-H entre 2976,8, 2935,3 et 2870,6 cm™.

ransmittance [%)

Figure 41 : Spectre IR du composé PGNe
Son spectre de RMN®C découplé proton large bande (Figure 42, Tableau 22)

présente 9 signaux au lieu de 10 suggérant la présence au sein de ce composé, de

deux carbones isochrones.
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Figure 42 : Spectre de RMN®**C découplé proton large bande (150 MHz, CDCls) de
PGNE6
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Figure 43 : Spectre DEPT 135 (150 MHz, CDCls) de PGNe

Une analyse de ces signaux par la technique DEPT (Figure 43), fait ressortir

la présence de :
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% 4 méthines tous hybridés sp® parmi lesquels deux oxygénés a 6c 74,4 ; dc 72,7

et deux non oxygénés a oc 41,8 et 6c 28,4 ;

o

2 méthylenes hybridés sp® a 6c 33,8 et 6c¢ 19,4 ;

L)

X/
°e

3 méthyles a dc 27,4 ; dc 21,1 et dc 20,6.

Sur son spectre de RMN 'H (Figure 44, Tableau 22), on observe les signaux :

X/
°e

D’un groupement isopropyle dont les signaux apparaissent a dou 0,94 (3H; d;

1,2 Hz); 0,95 (3H; d; 1,6 Hz) et 1,28 (1H, m);

X/
°e

De deux multiplets d'un proton chacun a &u 1,67 (1H, m) et a 1,28 (1H, m)

correspondant respectivement aux protons H-7 et H-4 ;

% De deux autres multiplets intégrant chacun pour deux protons a 1,65 et 1,56
correspondant aux protons H-6 et H-5 respectivement ;

% D’un triplet d'un proton a du 3,99 correspondant au proton H-3 et un doublet

a du 3,61 correspondant au proton H-2 ;

% D’un singulet de trois protons a 1,23 correspondant au proton H-10.

N4
o
0]
A
o
N
a
T
T
3

e
o 8

Figure 44 : Spectre de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de PGNs
Ces données spectrales de RMN 'H et C de PGNs, sont semblables a ceux

du (-)-p-menthanetriol, monoterpene précédemment isolé de fusicoccine-producing

fungi par Sassa et al.,, 2003. Ce qui nous suggere que PGNe serait aussi un

92
Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul



Thése de eﬁoctorat/gjﬁd.eﬁ

monoterpénol. La structure en accord avec les données spectrales ci-dessous est celle

de 4-isopropyl-1-méthylcyclohexane-1,2,3-triol, possédant 4 centres asymétriques.

OH
OH

OH
97

A ce stade de la discussion, il restait a établir la stéréochimie des trois (03)
carbones porteurs des hydroxyles et du carbone porteur du groupe isopropyle. Le
fait que les points de fusion de ces composés soient tres différents I'un a 116-118°C
pour PGNG6 et 'autre a 83-85°C pour le (-)-p-menthanetriol, indique qu’ils s’agiraient
des diastéréoisomeres. L’exploitation du diagramme ORTEP résultant de 1’analyse
radiocristallographie de ce composé nous a permis d’avoir une conformation chaise
stable, a partir de laquelle les stéréochimies autour des carbones chiraux C-1, C-2, C-3

et C-4 ont été établies comme étant 1R, 25, 3S et 4R, respectivement.

Sur la base de toutes ces observations et par comparaison aux données
spectrales de la littérature (Sassa et al., 2003), la structure 98 correspondant au (-)-
(1IR,25,35,4R)-4-isopropyl-1-méthylcyclohexane-1,2,3-triol a été attribuée au composé
PGNe. C’est un diastéréoisomere nouveau auquel nous avons donné le nom trivial de

plectranmicinol.
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Tableau 22 : Données spectrales de RMN 'H (400 MHz, CDCls), de RMN *C (150
MHz, CDCls) de PGNs

Positions Ou en ppm (nH, Oc en ppm Ou en ppm (nH, Oc en ppm

M, ] en Hz) M) M, ] en Hz) (M)
Takeshi et al., 2003
1 - 72,7 (s) ] 71,8 (s)
2 3,61 (1H, d, 3,2) 74,4 (d) 3,51 (1H, d, 5) 76,4 (d)
3 3,99 (1H, t) 72,7 (d) 4,10 (1H, m) 72,4 (d)
4 1,28 (1H, m) 41,8 (d) 1,35 (1H, m) 42,9 (d)
5 1,56 (1H, m) 19,4 () 1,40 (1H, m) 22,1 (1)
1,65 (1H, m) 1,62 (1H, m)
6 1,53 (1H, m) 33,8 (1) 1,45 (1H, m) 34,3 (1)
1,64 (1H, m) 1,65 (1H, m)
7 1,67 (1H, m) 28,4 (d) 1,65 (1H, m) 26,2 (d)
8 0,95 (3H, d, 1,6) 20,6 (q) 0,95 (3H, d, 7) 27,4 (q)
9 0,94 3H, d, 1,2) 21,1 (q) 1,02 3H, d, 7) 21,6 (q)
10 1,24 (1H, s) 27,4 (q) 1,37 (3H, s) 21,5 (q)
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I1.3.3. Les triterpénes

I1.3.3.1. Identification du composé IPT:
Le composé IPT: a été isolé des feuilles de L. rugosa sous forme de poudre

blanche, dans le mélange Hex/AcOEt (4 :1). Soluble dans le chloroforme, il répond
positivement au test de Liebermann Burchard caractéristique des triterpenes. Son
spectre de masse en impact électronique présente le pic de 'ion moléculaire [M]* a
m/z 426, dont 'analyse a haute résolution [M]* a m/z 426,3872 est compatible avec la
formule brute CiHsO (calc. pour CsoHs0O m/z 426,3862) renfermant 6 degrés
d’insaturation.

Son spectre de RMN *C découplé proton large bande (Figure 46, tableau 23)
présente 30 signaux d’atomes de carbone comme l'indique la formule brute. Une

analyse de ces signaux par la technique DEPT (figure 47), fait ressortir :

> 11 méthylenes tous hybridés sp® résonnant a 6c 18,4 ; 22,3; 30,5; 32,4 ;
32,7,;35,3;35,6;36,0;39,2;41,3 et4l,5;

> 4 méthines tous hybridés sp®a 6c 42,8 ; 53,1 ; 58,2 et 59,5 ;

> 8 méthyles angulaires apparaissant a 6c 6,8; 14,6; 17,9; 18,6; 20,2;
31,8;32,1et35,0;

Ce qui nous permet de déduire la présence au sein de ce composé de 7
carbones quaternaires dont un hybridé sp? a 6c 213,1 correspondant au carbonyle

d’une cétone et les autres apparaissant a dc 28,2 ;30,0 ; 37,4 ; 38,3 ; 39,7 et 42,1.
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Figure 46 : Spectre de RMN C (400MHz, CDCl:) de IPT:

Figure 47 : Spectre DEPT 135 de IPT:
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L’analyse de ces spectres de RMN 'H (figure 48, tableau 23) et HSQC montre
8 signaux dont un apparaissant sous forme de doublet a 6 0,86(3H, d)/6c 6,8 et les
autres en singulets a ou 0,70(3H, s)/14,6; on 0,85(3H, s)/17,9; 0,93(3H, s)/35,0;
0,98(3H, s)/32,1; 0,99(3H, s)/20,3 ; 1,03(3H, s)/18,6 et 1,16(3H, s)/31,8 caractéristiques

des huit groupements méthyles d’"un squelette triterpénique de type fridelane (Corey

et Ursprung, 1956).

Figure 48 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de IPT:

L’ensemble de toutes ces données comparées a celles décrites dans la
littérature (Hugo et al., 1985) nous ont permis d’attribuer au composé IPT: la

structure 99 qui est celle de la fridelan-3-one (friedeline).
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Tableau 23 : Données spectrales de RMN 'H (400 MHz, CDCls), de RMN *C (100
MHz, CDCl) de IPT:

. O0cen ppm (Hugo et
Positions  dwen ppm (nH, m, | en Hz) Ocen ppm M

al., 1985)
1 1,96 (1H, m); 1,68 (1H, m) 22,3 (t) 22,29 (1)
2 2,39(1H, m); 2,27 (1H, m) 41,5 (t) 41,53 (t)
3 - 213,1 (s) 213,87 (s)
4 2,23 (1H, q) 58,2 (d) 58,26 (d)
5 - 42,1 (s) 42,13 (s)
6 1,71 (1H, d) ; 1,26 (1H, d) 41,3 (t) 41,35 (t)
7 1,45 (1H, m) ; 1,33 (1H, m) 18,2 (t) 18,27 (t)
8 1,35 (1H, dd) 53,1 (d) 53,14 (d)
9 - 37,4 (s) 37,49 (s)
10 1,50 (1H, m) 59,5 (d) 59,55 (d)
11 1,42 (1H, m) ; 1,23 (1H, m) 35,6 (t) 35,68 (t)
12 1,30 (1H, m) ; 1,29 (1H, m) 30,5 (t) 30,53 (t)
13 - 39,7 (s) 39,74 (s)
14 - 38,3 (s) 38,34 (s)
15 1,45 (1H, m) ; 1,24 (1H, m) 32,4 (t) 32,47 (t)
16 1,56 (1H, m) ; 1,32 (1H, m) 36,0 (t) 36,06 (t)
17 - 30,0 (s) 30,02 (s)
18 1,53 (1H, m) 42,8 (d) 42,87 (d)
19 1,34 (1H, m) ; 1,20 (1H, m) 35,3 (t) 35,38 (t)
20 - 28,2 (s) 28,18 (s)
21 1,47 (1H, m) ; 1,28 (1H, m) 32,8 (t) 32,84 (t)
22 1,49 (1H, m) ; 0,92 (1H, m) 39,2 (t) 39,28 (t)
23 0,86 (3H, d) 6,8 (q) 6,81 (q)
24 0,70 (3H, s) 14,6 (q) 14,67 (q)
25 0,85 (3H, s) 17,9 (q) 17,95 (q)
26 0,99 (3H, s) 20,3 (q) 20,26 (q)
27 1,03 (3H, s) 18,6 (q) 18,65 (q)
28 0,98 (3H, s) 32,1(q) 32,12 (q)
29 0,93 (3H, s) 35,0 (q) 31,81 (q)
30 1,16 (3H, s) 31,8 (q) 35,02 (q)
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I1.3.3.2. Identification du composé KLR:
Le composé KLR: a été isolé des tiges de L. rugosa sous forme de poudre

blanche, dans le mélange Hex/AcOEt (9 :1). Il est soluble dans le chloroforme il
répond positivement au test de Liebermann Burchard caractéristique des triterpenes.
Son spectre de masse en impact électronique présente le pic de I'ion moléculaire [M]*
a m/z 456. Pic dont I'analyse a haute résolution [M]* a m/z 456,3621 est en accord
avec la formule brute CsHisOs (calc. pour CaoHisOs a m/z 456,3603) renfermant 7
degrés d’insaturation.

Son spectre de RMN *C découplé proton large bande (Figure 49, tableau 24)
présente 30 signaux d’atomes de carbone comme indique la formule brute. L’analyse

de ce spectre montre :

»> 5 méthyles angulaires hybridés sp® résonnant entre 6c 14,9 et 22,2 ;

»> 11 méthylenes dont 10 hybridés sp® a 6c 38,5; 37,6; 32,3; 34,3; 20,8 ;
25,5;25,6;29,7 ;28,4 ; 33,3 et un hybridé sp? a 6c 109,6 ;

> 6 méthines tous hybridés sp® parmi lesquels un oxyméthine a 6c 77,4 et
les autres a 6c 56,5 ; 50,4, 37,2, 42,6 et 49,1 ;

>  Les signaux restants sont ceux de six carbones quaternaires dont un
carbone hybridé sp? a 6c 150,6 et cinq carbones hybridés sp® a 6c 25,6 ; 37,4 ; 41,0;
42,6 ;47,1 ;

»>  Un carbonyle de l'acide a 6c 182,1.
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Figure 49 : Spectre de RMN 13C (500MHz, CDCl;) de KLR:
L’analyse combinée des spectres de RMN 1H (figure 50, tableau 24) et HSQC

(figure 51) permet de mettre en évidence :

»  Un groupement isopropényle dont les signaux apparaissent a 6u 4,72
(1H, s)/ 6c¢ 109,6 ; 4,59 (1H, s)/ 6c 109,6 et 61 1,67 (3H, s)/ 6c 19,4 et 150,6 ;

> 6 méthyles angulaires dont la présence associée a celle du groupement

isopropényle sont en faveur de I'existence au sein de ce composé d'un squelette de

base de type lupane.
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Spectre HSQC de KLR:
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L’analyse de toutes ces données spectrales, comparées a celles de la
littérature (Siddiqui et al., 1988) nous a permis d’attribuer au composé KLR: la

structure 100 qui est celle de I’acide bétulinique
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Tableau 24 : Données spectrales de RMN 'H (400 MHz, CDCls), de RMN ®C (125
MHz, CDCl) de KLR:

Ocen ppm dcen ppm
Positions 6ézen ppm (nH, m, | en Hz) M (Siddiqui et
al., 1988)
1 1,47 (1H, m); 1,37 (1H, m) 38,5 (t) 38,7 ()
2 2,20 (1H, m); 2,14 (1H, m) 37,6 (t) 27,4 (t)
3 3,37 (1H, 1) 77,4 (d) 78,9 (d)
4 - 25,6 (s) 38,8 (s)
5 0,90 (1H, t) 56,5 (d) 55,3 (d)
6 1,41 (1H, d) ; 1,36 (1H, d) 32,3 (t) 18,3 (t)
7 1,45 (1H, m) ; 1,33 (1H, m) 34,3 (t) 34,3 (t)
8 - 41,0 (s) 40,7 (s)
9 1,38 (1H, 1) 50,4 (d) 50,5 (d)
10 - 37,4 (s) 37,2 (s)
11 1,45 (1H, m) ; 1,23 (1H, m) 20,8 (t) 20,8 (d)
12 1,52 (1H, m) ; 1,39 (1H, m) 25,5 (t) 25,5 (d)
13 1,45 (1H, m) 37,2 (d) 38,4 (d)
14 - 42,6 (s) 42,4 (s)
15 1,45 (1H, m) ; 1,24 (1H, m) 25,6 (t) 30,5 (t)
16 1,48 (1H, m) ; 1,32 (1H, m) 29,7 (t) 32,1 ()
17 - 47,1 (s) 56,3 (s)
18 1,53 (1H, 1) 42,6 (d) 46,8 (d)
19 1,19 (1H, m) 49,1 (d) 49,2 (d)
20 - 150,6 (s) 150,3 (s)
21 1,47 (1H, m) ; 1,28 (1H, m) 28,4 () 29,7 (t)
22 1,49 (1H, m) ; 0,92 (1H, m) 33,3 (t) 37,0 (t)
23 0,86 (3H, d) 22,2 (q) 27,0 (q)
24 0,70 (3H, s) 18,3 (q) 15,3 (q)
25 0,85 (3H, s) 16,0 (q) 16,0 (q)
26 0,99(3H, s) 16,1 (q) 16,1 (q)
27 1,03 (3H, s) 14,7 (q) 14,7 (q)
28 - 182,1 (s) 180,5 (s)
29 4,72 (1H, s); 4,59 (1H, s) 109,6 (t) 109,6 (t)
30 1,67 (3H, s) 19,4 (q) 19,4 (q)

104
Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul



mse de eﬁoctorat/gjﬁd.eﬁ

I1.3.3.3. Identification du composé ILR1
Le composé ILR1: a été isolé des feuilles de L. rugosa et de la plante entiere de

P. glandulosus sous forme de poudre blanche, dans le mélange Hex/AcOEt (4 :1).
Soluble dans le chloroforme, il répond positivement au test de Liebermann-Burchard
caractéristique des triterpénes. Son spectre de masse en impact électronique présente
le pic de I'ion moléculaire [M]* a m/z 442 compatible avec la formule brute CsHs0O:
renfermant 6 degrés d’insaturation. Cette formule brute, comparée a celle du
composé KLRz, montre qu’elle présente 14 unités de masse de moins que l'acide
bétulinique.

File: ILR12

: Date Run: 02-19-2018 (Time Run: 16:12:55)
Sample: TSOPMEJIO/DR.M.IQBAL

Instrument: JEOL MSRoute
Inlet: Direct Probe

Run By: HEJ-ICCBS
Ionization mode: EI+

1: 26 R.T:2:22
:: m/z 189; 68.5%FS TIC: 14832873 #lons: 763
100 189.1
+ )
[M]* & m/z 442,3
80|
4113
135.0
601
203.1
%
121.0 175.1
40 95.0 207.1
107.0 4,
81.0 /" 4423
20| (
69.1 el 385.2 ¥
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55.0 l o 4273
4.0 (M l 271.12882 L
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Figure 52 : Spectre de masse en impact électronique (IE) de ILR12
La comparaison des données spectrales de RMN 'H (figure 53, tableau 25)

avec celles du composé 1'acide bétulinique, révele de nombreuses similitudes mais
également quelques différences. Comme éléments de similitude, on note sur ce
spectre, la présence de 5 méthyles angulaires et d'un groupement isopropényle dont

les signaux raisonnent a ox 4,66(1H, s) et 4,55(1H, s) et le méthyle a 6u 1,00(3H, s).
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D’un proton de I'hydroxyméthine a 6x 3,18 (1H, dd, 11,6-5,2). L’ensemble de ces
données plaide en faveur de I'existence au sein de ce composé d’un squelette de type

lupane.

La différence entre les deux composés, réside en la présence sur le spectre de
RMN 'H d'un systeme AB caractéristique des protons de I'hydroxyméthylene
apparaisant a 6x 3,79 (1H, d, 10,8) et 6u 3,32 (1H, d, 10,8) attribuable aux protons en
position C-28. Ce qui montre que la fonction acide de l'acide bétulinique a été

remplacée par un hydroxyméthylene sur le composé ILRu..

. ) JJ N

N J R .
slE (@ EEESEEE

9 8 . 7 (] S 4 3
Figure 53 : Spectre de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de ILR12

Sur la base de toutes ces données spectroscopiques, et en comparaison avec
celles de la littérature (Siddiqui et al., 1988), la structure 101 a été attribuée au

composé ILR12 qui est celle de lup-20(29)-en-33,28-diol (bétuline)
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101

Tableau 25 : Données spectrales de RMN 'H (400 MHz, CDCls), de RMN ®C (125
MHz, CDCl) de ILR12

Position Ouen ppm (nH, m, ] en Hz) Ocen ppm (Siddiqui et al., 1988)
1 1,47 (1H, m); 1,37 (1H, m) 38,8 (t)
2 2,20 (1H, m); 2,14 (1H, m) 27,4 (t)
3 3,18 (1H, dd, 11,6-5,2) 79,0 (d)
4 - 38,3 (s)
5 0,93 (1H, t) 55,4 (d)
6 1,41 (1H, d) ; 1,36 (1H, d) 18,3 ()
7 1,45 (1H, m) ; 1,33 (1H, m) 34,3 (t)
8 - 41,0 (s)
9 1,38 (1H, 1) 50,6 (d)
10 - 37,4 (s)
11 1,45 (1H, m) ; 1,23 (1H, m) 20,9 (t)
12 1,52 (1H, m) ; 1,39 (1H, m) 25,6 (t)
13 1,45 (1H, m) 37,0 (d)
14 - 42,8 (s)
15 1,45 (1H, m) ; 1,24 (1H, m) 27,1 (t)
16 1,48 (1H, m) ; 1,32 (1H, m) 29,3 (t)
17 - 47,8 (s)
18 1,53 (1H, 1) 47,8 (d)
19 1,19 (1H, m) 48,8 (d)
20 - 150,3 (s)
21 1,47 (1H, m) ; 1,28 (1H, m) 29,8 (t)
22 1,49 (1H, m) ; 0,92 (1H, m) 34,0 (t)
23 0,86 (3H, d) 28,0 (q)
24 0,74 (3H, s) 15,3 (q)
25 0,80 (3H, s) 16,1 (q)
26 0,95(3H, s) 16,1 (q)
27 1,00 (3H, s) 14,7 (q)
28 3,79 (1H, d, 10,8); 3,32 (1H, d, 10,8) 60,8 (t)
29 4,66 (1H, s); 4,55 (1H, s) 109,6 (t)
30 1,66 (3H, s) 19,4 (q)
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I1.3.3.4. Identification du composé ILR1u
Le composé ILR1 a été isolé des feuilles de L. rugosa cristallise sous forme de

poudre blanche, dans le mélange Hex/AcOEt (9 :1). Soluble dans le chloroforme, il
répond positivement au test de Liebermann-Burchard caractéristique des triterpenes.
Son spectre de masse en impact électronique présente le pic de 1'ion moléculaire [M]*
a m/z 426 compatible avec la formule brute CsHsO renfermant 6 degrés
d’insaturation. Cette formule, brute comparée a celle du composé ILRiz, montre
qu’elle présente 16 unités de masse de moins, qui correspondrait a un atome

d’oxygene de moins.

[M]* a m/z 426,3

Figure 54 : Spectre de masse en impact électronique (IE) de ILR

La comparaison des données spectrales de RMN 'H (figure 55, tableau 26)
avec celles des composés KLRiz et KLR:; révele également de nombreuses
similitudes. La seule différence est que le signal de 'hydroxméthylene a dou 3,79 et
3,32 caractéristique des protons en position C-28 du composé ILR:2 a disparu laisant

place a un méthyle.
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Figure 55 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de ILR1

Sur la base de ces informations en comparaison avec celles de la littérature
(Teixeira et al., 2017), la structure 102 a été attribuée au composé ILRu qui est celle du

lup-20(29)-en-33-ol (Lupéol).
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Tableau 26 : Données spectrales de RMN 'H (500 MHz, CDCls), de RMN ®C (125
MHz, CDCl) de ILR1s

Position Onen ppm (nH, m, ] en Hz) Teixgicrznetpflrjl 2017
1 1,47 (1H, m); 1,37 (1H, m) 38,1 (t)
2 2,20(1H, m); 2,14 (1H, m) 24,4 (t)
3 3,18 (1H, dd, 11,6-5,2) 79,1 (d)
4 - 38,7 (s)
5 0,92(1H, t) 55,3 (d)
6 1,41 (1H, d); 1,36 (1H, d) 18,3 (1)
7 1,45 (1H, m) ; 1,33 (1H, m) 34,3 (t)
8 - 40,9 (s)
9 1,38 (1H, 1) 50,5 (d)
10 - 37,2 (s)
11 1,45 (1H, m) ; 1,23 (1H, m) 20,9 (t)
12 1,52 (1H, m) ; 1,39 (1H, m) 25,2 (t)
13 1,45 (1H, m) 38,9 (d)
14 - 42,9 (s)
15 1,45 (1H, m) ; 1,24 (1H, m) 27,5 (t)
16 1,48 (1H, m) ; 1,32 (1H, m) 35,6 (t)
17 - 43,0 (s)
18 1,53 (1H, 1) 48,3 (d)
19 1,19 (1H, m) 48,0 (d)
20 - 150,9 (s)
21 1,47 (1H, m) ; 1,28 (1H, m) 29,9 (t)
22 1,49 (1H, m) ; 0,92 (1H, m) 40,0 (t)
23 0,86 (3H, d) 28,0 (q)
24 0,74 (3H, s) 15,4 (q)
25 0,80 (3H, s) 16,1 (q)
26 0,95(3H, s) 16,0 (q)
27 1,00 (3H, s) 14,6 (q)
28 0,94 (3H, s) 18,0 (q)
29 4,66 (1H, s); 4,55 (1H, s) 109,3 (t)
30 1,66 (3H, s) 19,3 (q)

110
Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul



mse de eﬁoctorat/gjﬁd.eﬁ

I1.3.3.5. Identification du composé ILR-
Le composé ILR7 a été isolé des feuilles de L. rugosa, cristallise sous forme de

poudre blanche, dans le mélange Hex/AcOEt (4 :1). Soluble dans le chloroforme il
répond positivement au test de Liebermann-Burchard (coloration rouge violacée)
caractéristique des triterpénes. Son spectre de masse en impact électronique présente
le pic de I'ion moléculaire [M]* a m/z 468 (figure 56) en accord avec la formule brute
CxHs0: renfermant 6 degrés d’insaturation. Cette formule brute comparée a celle du
composé ILRu (lupéol) montre qu’elle présente 42 unités de masse de plus, qui

correspondrait a un groupe acéthyl de plus.

File: ILR7 Date Run: 02-12-2018 (Time Run: 12:15:37)

Sample: TSOPMEJIO /DR. IQBAL o

Instrument: JEOL MSRoute Run By: IHEJ-ICCBS

Inlet: Direct Probe Ionization mode: EI+4
Scan: 9 R.T 72 |
Base: m/z 83; 46.6%FS TIC: 8816109 #lons: 615

100+ #3.0

|
80 |

[M]* 2 m/z 468,3

s0 100 150 - 200 250 300 350 100 450 500 ss0

Figure 56: Spectre de masse en impact électronique IE de ILR~
La comparaison des données spectrales de RMN 'H (figure 57, tableau 27) de

ILR7, avec celles du composé ILRu présente de nombreuses similitudes, mais
également quelques différences. Comme éléments de similitude, on note sur ce
spectre, la présence de 6 méthyles angulaires et d'un groupement isopropényl dont

les signaux raisonnent a 614,66(1H, s) et 4,55(1H, s) et le méthyl a 61 1,00(3H, s).

Comme différence, on observe sur ce spectre un singulet de trois protons
fortement déblindé a du 2,03(3H, s), d'un groupement acéthyle, suggérant que

I'hydroxyle en position 3 a été acéthylé.
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Figure 57 : Spectre de RMN 'H (500MHz, CDCls) du composé ILR,

Sur la base de ces informations en comparaison avec celles de la littérature
(Teixeira et al., 2017), la structure 103 a été attribuée au composé ILR~ qui est celle de

'acétate de lupéol.

;’/

‘y
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Tableau 27 : Données spectrales de RMN 'H (500 MHz, CDCls), de RMN ®C (125
MHz, CDCls) de ILR?

Position Onen ppm (nH, m, ] en Hz) Teixgicrznetpflrjl 2017
1 1,47 (1H, m); 1,37 (1H, m) 38,1 (t)
2 2,20(1H, m); 2,14 (1H, m) 24,4 (t)
3 2,38 (1H, m) 79,1 (d)
4 - 38,7 (s)
5 0,95 (1H, 1) 55,3 (d)
6 1,41 (1H, d); 1,36 (1H, d) 18,3 (1)
7 1,45 (1H, m) ; 1,33 (1H, m) 34,3 (t)
8 - 40,9 (s)
9 1,38 (1H, 1) 50,5 (d)
10 - 37,2 (s)
11 1,45 (1H, m) ; 1,23 (1H, m) 20,9 (t)
12 1,52 (1H, m) ; 1,39 (1H, m) 25,2 (t)
13 1,45 (1H, m) 38,9 (d)
14 - 42,9 (s)
15 1,45 (1H, m) ; 1,24 (1H, m) 27,5 (t)
16 1,48 (1H, m) ; 1,32 (1H, m) 35,6 (t)
17 - 43,0 (s)
18 1,53 (1H, 1) 48,3 (d)
19 1,19 (1H, m) 48,0 (d)
20 - 150,9 (s)
21 1,47 (1H, m) ; 1,28 (1H, m) 29,9 (t)
22 1,49 (1H, m) ; 0,92 (1H, m) 40,0 (t)
23 0,86 (3H, d) 28,0 (q)
24 0,74 (3H, s) 15,4 (q)
25 0,80 (3H, s) 16,1 (q)
26 0,95(3H, s) 16,0 (q)
27 1,00 (3H, s) 14,6 (q)
28 0,91 (3H, s) 18,0 (q)
29 4,66 (1H, s); 4,55 (1H, s) 109,3 (t)
30 1,66 (3H, s) 19,3 (d)
1’ 170,2 (s)
2 2,03 (3H, s) 21,0 (q)
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I1.3.3.6. Identification du composé ILRe
Le composé ILRs a été isolé des feuilles de L. rugosa et de la plante entiere de

P. glandulosus sous forme de poudre blanche, dans le mélange Hex/AcOEt (9 :1).
Soluble dans le chloroforme, il réagit positivement au test de Liebermann-Burchard
montrant ainsi sa nature triterpenique. Son spectre de masse en impact électronique
(figure 58) présente le pic de l'ion moléculaire [M]* a m/z 426 compatible avec la

formule brute CsHsO renfermant 6 degrés d’insaturation.

File: ILR6 Date Run: 02-12-2018 (Time Run: 12:42:45)
Sample: TSOPMEIJIO /DR. IQBAL
Instrument: JEOL MSRoute Run By: HEJ-ICCBS
Inlet: Direct Probe Ionization mode: EI+
Ecan: 10 R.T.: .8
ase: m/z 218; 99.4%FS TIC: 19860087 #lons: 629
100 ares
+ \
st [M]* a m/z 426,3

80

189.0

135.0

40~

4263
53.069.0

20

411
257.272.1 W

2311 5
2431 286.1 315.1 393.2
= B — e e e e
m/z 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Figure 58 : Spectre de masse en impact électronique (IE) de ILRs
Son spectre de RMN 'H (figure 59, tableau 28), présente plusieurs signaux

d’un squelette triterpénique de type ursane a savoir ; 8 méthyles tous hybridés sp? 9
méthylenes hybridés sp3, 7 méthines dont un oxygéné a ou 3,22 caractéristique du

proton H-3 et un hybridé sp? caractéristique du proton éthylénique H-12.
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Figure 59 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de ILRe

Sur la base de ces informations en comparaison avec celles de la littérature
(Dias et al., 2011 et Jabeen at al., 2011), la structure 104 a été attribuée au composé

ILRs qui est celle du 33-hydroxy-urs-12-en-3-ol (a-amyrine).
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Tableau 28: Données spectrales de RMN 'H (500MHz, CDCls), de RMN ®C
(125MHz, CDCls) de ILRs

Positions Oonen ppm (nH, m, ] en Hz) Ocen ppm (Jabeen at al., 2011)
1 1,66 (1H, m); 1,39 (1H, m) 38,7 (t)
2 2,00 (1H, m); 1,93 (1H, m) 28,7 (t)
3 3,22(1H, dd, 11-4,5) 79,6 (d)
4 - 38,7 (s)
5 0,72 (1H, 1) 55,1 (d)
6 1,51 (1H, m) ; 1,36 (1H, m) 18,4 (1)
7 1,45 (1H, m) ; 1,33 (1H, m) 32,2 ()
8 - 40,7 (s)
9 1,39 (1H, 1) 47,7 (d)
10 - 36,6 (s)
11 1,45 (1H, m) 23,3 (d)
12 511 (1H, t) 124,4 (d)
13 - 139,5 (s)
14 - 42,0 (s)
15 1,94 (1H, dd, 4,5-13,5) 27,2 (t)
16 1,76 (1H, dd, 5,0-13,5) 26,6 (t)
17 - 33,7 (s)
18 1,50 (1H, d) 59,0 (d)
19 1,19 (1H, m) 39,6 (d)
20 - 39,6 (s)
21 1,47 (1H, m) ; 1,28 (1H, m) 31,2 (t)
22 1,85 (1H, dd, 3,0-7,0) 41,5 (d)
23 0,94 (3H, s) 28,1(q)
24 0,93 (3H, s) 15,6 (q)
25 0,89 (3H, s) 15,6 (q)
26 0,85 (3H, s) 16,8 (q)
27 1,05 (3H, s) 23,2 (q)
28 0,91 (3H, s) 28,1(q)
29 0,98 (3H, d, 5,5) 17,4 (q)
30 0,78 (3H, d, 3,5) 21,4 (q)

Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul
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I1.3.4. Identification du composé ILRs

Le composé ILRs a été isolé des feuilles de L. rugosa sous forme de poudre
blanchatre dans le mélange Hex/AcOEt (3 :7) et soluble dans le diméthyle sulfoxide.
Son spectre de masse GC-MS présente le pic de I'ion pseudo-moléculaire [M-2H]* a
m/z 137 compatible avec la formule brute C/HsO:N renfermant 4 degrés
d’insaturation.

Fite coiasanenss\catafolisigomee'gmb-163-22-20159-38-32 am.sms
Samiple Oparator
Scan Rangs 3505 Tune Rengs 0 .00 - 35 .00 mir Date: 3I/22/2016 9.38 AM

&

M s .

[M-2H]* m/z 137

Figure 60 : Spectre de masse GC-MS de ILRs

Sur son spectre de RMN 'H (figure 61, tableau 29), on observe un singulet a
ou 7,96 caractéristique d'un méthine aromatique et d'un singulet a 6u 11,08
caractéristique des hydroxyles. On observe également un singulet a o6n 3,84

attribuable au CHs lié sur le cycle aromatique.
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Figure 61 : Spectre de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de IRLs

Son spectre APT (figure 62) présente 7 signaux au lieu de 9 suggérant la

présence au sein du composé ILRs la présence de deux carbones isochrones.

| ]

170 160 150 140 130 120 110 100 20 a0 T &0 50 40 30 20 ppi

Figure 62 : Spectre APT de ILRs
L’analyse de ces signaux complétée par le spectre HSQC (figure 63), fait

ressortir :

% 2 méthyles a 6u/6c 3,31/28,9 et 3,84/33,4;
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¢ 1 méthine a 61/6c 7,96/143,3;
%+ 4 carbones quaternaires a 6c 107,6 ; 150,3 ; 151,5 et 155,4.

ILR3 '
c e e ————— = o ppm
L 20
— * - ~ 40
60

CHs
~ 80
100
120
— 140
- 160
CH
180
T T T T T T T T T

11 10 9 8 7 6 5 a 3 ppm

Figure 63 : Spectre HSQC du composé ILR:

Sur la base de ces informations en comparaison avec celles de la littérature, la

structure 105 a été attribuée au composé ILRs qui est celle de la 2,4-diméthylpyridine-

3,5-diol dérivé nouveau au quel nous avons donné le nom trivial de lippiamicine.

N
| S
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Tableau 29 : Données spectrales de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds), de RMN C
(100 MHz, DMSO-ds) du composé ILRs

Position Oonen ppm (nH, m, | en Hz) O6cen ppm M

1 - -
2 - 150,3 (s)
3 - 151,4 (s)
4 - 107,7(d)
5 - 155,4(s)
6 7,96 (1H, s) 143,3 (d)
7 3,84 (3H, s) 33,4 (q)
8 3,31 (3H,s) 28,9 (q)

OH-3 11,08 (1H, s) -

OH-5 11,08 (1H, s) .
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I1.3.5. Identification du composé ILRs
Le composé ILRs a été obtenu des feuilles de L. rugosa sous forme de poudre

blanche dans le mélange Hex/AcOEt (9 :1) et soluble dans le chloroforme. Son spectre
de masse en impact électronique (figure 64) présente le pic de lion pseudo-

moléculaire [M-H:0]* a m/z 504 compatible avec la formule brute CssH7O.

' ILRS

[M-H:0]* a m/z= 504

11

209 36.2254:1 590 205 5 299 3 oy 2 446260.294 ,,,{
1963 353236.2 565578292 306.2 334,248 262 37839234 4203 288 2 yﬁ

Figure 64 : Spectre de masse en impact électronique (IE) de ILRs

Sur son spectre de RMN !H (figure 65), on observe plusieurs signaux
caractéristiques d"un alcool gras a savoir ; le méthyle terminal a 6x 0,87 sous forme de
triplet ; le méthylene hybridé sp®1ié a I'oxygene a 6u 3,63 et une longue chaine de CH:
aoun1,23.
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ILRS =
(CHZ)n —
CHs
CH:-OH
\ |
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Figure 65 : Spectre de RMN 'H (400 MHz, CDCl:) de ILRs

La détermination de la longueur de la chaine a été rendu possible grace a

I'interprétation de son spectre de masse en impact électronique. C’est ainsi que la

structure 106 a été attribuée au composé ILRs qui est celle de la Cosanol.

RSSO

106
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I1.3.6. Identification du composé KLR4

Le composé KLRs a été obtenu des tiges de L. rugosa sous forme de cristaux
blanche dans le mélange AcOEt/MeOH (8:2). Soluble dans l’eau, il donne une
réaction positive au test de Molish caractéristique des sucres. Son spectre de RMN *C
découplé proton large bande (figure 66, tableau 30) présente 12 signaux au lieu de 13

suggérant ainsi la présence au sein de ce composé de deux carbones isochrones.

N

T T 1
40 20 PP

— " T T
80 60

éZiO 200 18‘0 ‘ ”"’I‘GID ' 1‘;-0 ' 1;0 1(I)0
Figure 66 : Spectre de RMN®**C découplé large bande (150 MHz, D20) de KLR4

| KR |' R i

CH-OH

T - i ® T T 0 - ' ¢ ¥ T
95 20 85 80 75 70 65 PP

Figure 67 : Spectre DEPT 135 de KLR«

L’analyse de ces signaux par la technique DEPT (figure 67), fait ressortir :
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% 3 oxyméthylenes hybridés sp? résonant a 6c 64,9 ; 6c 63,9 et 6c 62,7 ;
% 8 méthines dont 6 oxyméthines hybridés sp® a oc 71,8 ; 6c 75,2; 6c 73,7 ; oc
79,0 ; 6¢ 76,6 et Oc 76,6 et 2 non oxygénés a oc 84,0; 6¢c 75,0 ;

% 1 carbone quaternaire a 6c 106,3.
Ces données carbones sont caractéristiques d’un dimere de sucre.

L’analyse de son spectre de RMN 'H (figure 68) de KLR4 complétée par le
spectre DEPT-HSQC (figure 58) nous permet d’observer :

% Un doublet d'un proton a o6m 532/ 6c 94,8 caractéristique du proton
anomérique du glucose ;

% Un doublet d'un proton a 6u 4,13/ 6c 79,0 caractéristique du proton H-2" du
fructose ;

% Trois triplets d"un proton chacun a 6x 3,97/ 6c 76,6 ; 6n 3,68/ 6c 75,2 et 6u 3,39/
oc 71,8 attribuable respectivement aux protons H-3’, H-3 et H-4 ;

% Un doublet de doublet d"un proton a ou 3,48/ 6c 73,7 attribuable au proton H-
2;

% Un singulet de deux protons a 61 3,65/ 6¢ 63.9 ;

% Un triplet de quatre protons a ou 3,72/ 6¢ 65,0 et 6u 3,72/ 6¢ 62,7.

LKL4

H-4; H-3 et H-3’, H-4

i

[T [ [ e e e e o [ T e

A e

Figure 68 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, D20) de KLR«
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Figure 69 : Spectre DEPT-HSQC de KLR«
Sur la base de ces informations et en comparaison avec celles de la littérature,

la structure 107 a été attribuée au composé KLRs qui est celle du Saccharose.

|
o

Tableau 30: Données spectrales de RMN 'H (500 MHz, D:0), de RMN *C (125
MHz, D:0) de KLR4

Positions Oonen ppm (nH, m, | en Hz) O0cen ppm M
1 5,32 (1H, d, 3,5) 94,8 (d)
2 3,48 (1H, dd, 4-4) 73,7 (d)
3 3,68 (1H, 1) 75,2 (d)
4 3,39 (1H, 1) 71,8 (d)
5 3,76 (1H, m) 75,0 (d)
6 3,73 (2H, 1) 65,0 (t)
1 - 106,3 (s)
2 4,13 (1H, d, 9) 79,0 (d)
3 3,97 (1H, 1) 76,6 (d)
& 3,97 (1H, 1) 76,6 (d)
5 3,81 (1H, m) 84,0
6’ 3,58 (2H, s) 63,9
7 3,73 (2H, 1) 62,7
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I1.3.7. Identification du composé PLR4

Le composé PLR4 obtenu des feuilles de L. rugosa et identique au composé
PGNs obtenu de la plante entiere P. glandulosus sous forme de poudre blanche dans le
mélange Hex/AcOEt (3:7). Il est soluble dans la pyridine. Son spectre de RMN'H
(figure 70) montre les pics caractéristiques d'un glucoside de stérol. La CCM
comparative avec les échantillons de stérols se trouvant au laboratoire nous a permis

de conclure qu’il s’agit du glucoside de sigmastérol 108.

i L4 LJJJ il g h

Bl (el e |

10 9 8 7

Figure 70 : Spectre de RMN 'H (400 MHz, CsDsN) de PLR4
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I1.3.8. Identification du composé ILR1o
Le composé PLR1w obtenu des feuilles de L. rugosa sous forme de cristaux

blanche dans le mélange Hex/AcOEt (9 :1). Soluble dans le chloroforme, il répond
positivement au test de Libermann Buchard en donnant une coloration verdatre
caractéristique des stéroides. La CCM comparative avec les échantillons du mélange
de stigmastérol et de B-sitostérol se trouvant au laboratoire nous a permis de dire que
le composé ILR1o pourrait s’agir d’'un mélange stigmastérol et de B-sitostérol. Ceci a

été confirmé par son spectre de RMN 'H (figure 71) sur lequel on observe :

< Un doublet d'un proton a ou 5,33 ppm attribuable au proton oléfinique porté
par le carbone C-6 des stérols ;

% Deux doublets dédoublés d'un proton chaccun a 6u 516 et 502 ppm
attribuable aux protons éthyléniques du stigmastérol H-22 et H-23 ;

< Un multiplet a éu 3,47 ppm correspondant au proton situé au pied de
I'hydroxyle en C-3;

% Un ensemble de six signaux entre ou 0,68 et 1,1 ppm attribuables aux méthyles

des phytostérols.

Sur la base de toutes ces informations, la structure 109 a été attribuée au

composé ILR1wo qui est un mélange de stigmastérol et de B-sitostérol.

109
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Figure 71 : Spectre de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de PLR1o
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I1.4. Quelques transformations chimiques

La deuxieme partie de ce travail a consisté a faire des transformations
chimiques sur des composés isolés en quantités appréciables, en vue non seulement
de confirmer leur structure par voie chimique mais aussi de pourvoir faire une étude
de la relation structure-activité. C’est ainsi que nous nous sommes intéressés aux
composés IPT1 (frideline 99) et ILRs (2,4-diméthylpyridine-3,5-diol 105).

I1.4.1. Transposition de Beckmann

La transposition de Beckmann est une réaction de conversion des

cyclohexanone en caprolactame en présence de 1'hydroxylamine et catalysée par

I’acide trifluoroacétique selon la réaction suivante.

0 NOH H o
CF3;COOH CF3;COOH
+ NH,OH ——> —_—
- H,0 CH3CN

C’est ainsi que la transposition de Beckmann sur le composé IPT1 a permis

d’obtenir le composé IPTR1 selon le mécanisme suivant.

//

CF3COOH
o CF3COOH
Z7 HON™ ™ T oo .
: 20 F,COCONT™;
2 H
-~ CF3COOH
+ Hy0

IPTR1

129
Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul



These de .-ﬁoctorat/ ﬂf %D

Cette réaction a été confirmée par l'apparition sur le spectre de RMN 'H
(figure 59) du signal d’un proton en singulet caractéristique du proton de I’amide a
on 8,29 (1H, s) et le déblindage des protons des carbones C-1 et C-2 du cycle A dt a

I'introduction de la fonction amide.

IPTR:

Figure 72 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDC13) de IPTR:
IPT:
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I1.4.2. Méthylation
La réaction de méthylation sur le composé ILRs 105 a été réalisée avec de

I'iodure de méthyle (CHsl) en présence du carbonate de potassium (K2CO:s) et de

I’acétone selon la réaction :

1. K,CO;

N 2. Acétone AN

| _ T g H.CO | Z>ocH
HO OH 3 3

105 11

Cette réaction a été confirmée par la disparition sur le spectre proton (figure
63) du singulet a 6n 11,08 et l'apparition de deux singulets a on 3,96 et 3,65

caractéristiques des méthoxyles.

ILRR3
N'\
|
|-|3c:o’Lf:L/oc:|-|3
I L]

T T T T T T T T T T T T
11 10 -] 8 7 s s - 3 2 1 [=2=1221

CHs-O LN I

Figure 73 : Spectre de RMN 'H (400 MHz, DMSO) du composé ILRRs
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IL.5. Activités biologiques des extraits et des composés purs
Les extraits des feuilles de L. rugosa et de la plante entiere de P. glandulosus

ont été évalués pour leurs activités insecticides et antioxydantes. Certains composés

purs isolés ont été évalués uniquement pour leurs activités antioxydantes.

I1.5.1. Activités insecticides

I1.5.1.1. Activité insecticides des extraits bruts des deux plantes
Les résultats des tests insecticides des différents extraits de L. rugosa sont

présentés dans le tableau (31) et P. glandulosus dans le tableau (32).

Tableau 31 : Taux de mortalité de Sitophilus zeamais a différente concentration des
extraits de L. rugosa

Concentration Jour1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 7
C(%)
Hexane

0.1 5.00+5.002 13.75+11.252 17.50+10.002 28.75+13.132 43.75421.252

0.2 7.50+5.002b 12.50+7.502 22.50+8.752 30.00+7.502 41.25+8.752

0.4 7.50+5.002b 13.75+4.382 27.50+8.752 36.25+6.882 52.500+7.502

1 18.75+9.38P 22.50+10.002 31.25+8.752 40.00+2.502 71.250+3.75P
Malathion 80.00+2.50¢ 100.00+0.000 100.00+0.000 100.00+0.00v 100.00+0.00¢
F (p) 66.430 (0.020) 58.080 (0.030) 38.840 (0.020) 30.170 (0.020) 11.990 (0.008)

Acétate d’éthyle

0.1 2.50+2502 2.50+2.502 6.25+4.382 11.25+6.882 16.25+8.752

0.2 0.00+0.002 5.00+2.502 13.75+8.752 23.75+6.88® 30.00+£7.502

0.4 1.25+1.882 7.50+3.752 17.50+5.002 33.75+8.13 55.00+7.500

1 15.00+2.500 25.00+5.000 38.75+8.75P 61.25+11.25¢ 83.75+11.25P
Malathion 80.00+2.504 100.00+0.00¢ 100.00+0.00¢ 100.00+0.004 100.00+0.004
F (p) 488.610(0.002) 407.550(0.003) 89.020 (0.003) 52.640 (0.002) 46.850 (0.001)

Ethanol

0.1 3.75+3.752 5.00+2.502 6.25+1.882 11.25+1.882 32.50+5.002

0.2 7.50+3.752 8.75+3.752b 12.50+2.50° 18.75+3.752 36.25+6.252

0.4 7.50+2.502 10.00+2.502b 13.75+3.75b 21.25+6.25bc 56.25+6.25bP

1 10.00+5.002 13.750+1.88P 20.00+2.50¢ 28.750+4.38¢ 67.50+£7.500
Malathion 80.00+2.50°0 100.00+0.00¢ 100.00+0.004 100.00+0.004 100.00+0.00¢
F (p) 200.530(0.020) 528.750(0.008) 566.130(0.003) 186.220(0.004) 50.360 (0.002)

Méthanol

0.1 0.00+0.002 0.00+0.002 3.75+1.882 3.75+1.882 36.25+16.252

0.2 6.25+4.382b 10.00+2.500 13.75+3.75b 27.50+7.500 60.00+10.000

0.4 12.50+5.00¢b¢ 16.25+ 3.75¢ 18.75+4.38P 26.25+6.25P 60.00+5.00°

1 18.75+3.75¢ 26.25+3.754 28.75+4.38¢ 43.75+3.75¢ 81.25+3.75¢
Malathion 80.00+2.504 100.00+0.00¢ 100.00+0.004 100.00+0.004 100.00+0.004
F (p) 162.420(0.003) 512.150(0.001) 273.980(0.002) 125.300(0.002) 16.010 (0.003)

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes dans la méme colonne et pour le méme extrait.
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Tableau 32 : Taux de mortalité des Sitophilus zeamais a différente concentration
des extraits de P. glandulosus

Concentration Jour1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 7
C(%)
Hexane

0.1 1.250+1.8752 1.250+1.8752 16.250+3.7502 32.500+12.5002 52.500+7.5002

0.2 1.250+1.8752 8.750+3.750P 28.750+9.3752 50.000+22.5002 76.250+£8.125v

0.4 2.500+2.5002 15.000+5.0002 53.750+1.875b 85.000+2.5000 93.750+3.75020

1 3.750+1.8752 41.250+6.875¢ 78.750+6.875¢ 96.250+1.875¢b 98.750+1.875¢

Malathion 80,000+2,5000 100,000+0,000¢  100,000+0,0004 100,000+0,000v 100,000+0,000¢
F (p) 554,070 (0,000)  191.910 (0,000) 81.940 (0,000) 16.570 (0,000) 33.240 (0,000)

Acétate d’éthyle

0.1 0.0000+0.0002 2,5000+2,5002 17.500+£2.5002 25.000+2.5002 77.500£2.5002

0.2 1.250+1.8752 5.000+2,5002b 20.000+5.0002b 45.000+5.0002b 80.000+5.0002

0.4 3.750+1.8752 10.000+5.00020 35.000+7.500¢¢ 63.750+3.750¢ 82.500+7.5002

1 3.750+1.8752 17.500+17.500> 42.500+10.000¢ 81.250+6.8754 97.500+2.5000

Malathion 80.000+2.500° 100.000+0.000¢  100.000+0.000¢  100.000+0.000¢  100.000+0.000°
F (p) 685.320(0.000)  203.770(0,000)  70.930(0.000)  88.610(0,000)  17.500(0,000)

Ethanol

0.1 1.250+1.8752 3.750+1.8752 23.750+11.2502 40.000+7.5002 80.000+10.0002

0.2 1.250+1.8752 3.750+3.7502 30.000+7.5002b 45.000+2.5002 83.750+1.8752

0.4 2.500+2,5002 3.750+1.8752 36.250+6.2502b 48.750+1.875% 86.250+3.7502b

1 2.500+2.5002 11.250+6.2502 43.750+1.875P 57.500+1.875¢b 90.000+2.500¢¢

Malathion 80.000+2.500>  100.000+0.000>  100.000+0.000¢  100.000+0.000¢  100.000+0.000>
F (p) 532.840(0.000)  390.950(0.000) 51.040(0.000) 79.180(0.000) 5.090(0,001)

Méthanol

0.1 1.250+1.8752 5.000+2.5002 25.000+7.5002 33.750+6.2502 86.250+1.8752

0.2 1.250+1.8752 5.000+2,5002 26.250+6.2502 35.000+7,5002 87.500+2.5002

0.4 1.250+1.8752 5.000+ 0.0002 28.750+6.2502 37.500+7.5002 91.250+3.7502b

1 1.250+1.875¢ 5.000+2.5002 30.000+5.0002 40.000+£10.000=  95.000+2.500b<

Malathion 80.000+2.5000 100.000+0.000¢ 100.000+0.000® 100.000+0.000¢ 100.000+0.000¢
F (p) 595.350(0,000)  722.000(0,000)  75.590(0.000)  37.590(0.000)  11.710(0.000)

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes dans la méme colonne et pour le

méme extrait.

Il a été constaté que les taux de mortalité des insectes provoqués par les

différents extraits ont augmenté en fonction des concentrations et de la durée

d’exposition (tableau 31 et 32). Les différences de mortalités entre les concentrations

sont plus significatives a partir du quatrieme jour avec p <56%. Au vu des résultats et

pour Lippia rugosa au septieme jour a la concentration de 1%, I'extrait le plus actif a

été l'extrait a l'acétate d’éthyle avec un taux de mortalité de 83,75+11,25% suivi de

'extrait a 1’éthanol avec un taux de mortalité de 81,25+3,75%. En ce qui concerne les

extraits de P. glandulosus, le taux de mortalité a été significatif au quatrieme jour
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d’exposition soient 96,250+1,875% pour l'extrait a 1'hexane; 81,250+6,875% pour
I'extrait a lacétate d’éthyle; 57,500+1,875% pour lextrait a I'éthanol et
40,000+10,000% pour le méthanol. Au septieme jour d’exposition le taux de mortalité
des différents extraits a été comparable au Malathion, soient 98,750+1,875% ;
97,500+2,500% ; 90,000+2,500% et 95,000+2,500% pour l'extrait a 1'hexane, acétate
d’éthyle, éthanol et méthanol, respectivement. D’une maniere générale il a été
constaté que le taux de mortalité était élevé pour I'extrait a I'acétate d’éthyle de L.
rugosa et presque tous les extraits de P. glandulosus induisent une mortalité élevée, au
bout de 7 jours d’incubation. Ce taux de mortalité serait dii a la présence des

monoterpenes et des triterpenes dans ces extraits.

En outre, il a été constaté que le Malathion utilisé ici comme témoin positif a
tué 80,00+£2,50% au premier jour et 100% de mortalitées est atteint au deuxieme jour.
Or les extraits des deux plantes ont tué en moyenne 80% des insectes au septieme
jour a la concentration de 1%. Ceci nous permet de démontrer qu’a la concentration
de 1%, nos extraits se comportent exactement comme le Malathion. Une
augmentation du temps d’exposition potentialiserait plus nos extraits ce qui est en

accord avec les travaux de Gwinner et al., 1998.

I1.5.2. Activité antioxydante

I1.5.2.1. Résultats de l’activité antioxydante sur les extraits des deux plantes
Les résultats des tests antioxydants des différents extraits de L. rugosa sont

présentés dans le tableau (33) et P. glandulosus dans le tableau (34).
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Tableau 33 : Pourcentage de réduction du DPPH® a différentes concentration des

extraits de L. rugosa

Concentrations Acétate Ethanol Méthanol BHA
(pg/ml) d’éthyle
20 2,512+0,0642 14,514+0,6792 5,795+0,0502 30,243+1,9112
40 4,726+0,0712 31,382+0,437° 15,723+2,126b 52,052+2,294b
60 7,595+0,230P 48,186+0,661¢ 30,763+0,466¢ 70,013+0,555¢
80 10,801+0,040¢ 76,236+1,6024 45,993+0,5864 88,174+0,4624
100 12,297+1,6954 85,668+1,233¢ 55,331+0,501e¢ 97,267+0,894¢
F(p) 46,500(0,012)  1309,440(0,009)  541,730(0,009)  611,510(0,009)

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes dans la méme colonne

et pour le méme extrait.

Tableau 34 : Pourcentage de réduction du DPPH® a différentes concentration des
extraits de P. glandulosus

Concentrations  Acétate d’éthyle Ethanol Méthanol BHA
(ng/ml)
20 35,520+0,4407 38,956+0,7822 35,593+0,8312 47,363+0,5822
40 75,213+1,462° 73,770+3,006° 73,753+2,877° 76,676+2,291°
60 80,843+2,244b¢ 80,333+0,391¢ 76,456+2,535P 87,428+1,800¢
80 86,106+2,877<d 85,666+2,144¢ 79,223+0,768° 92,536+1,168<
100 90,420+0,9734 94,586+1,071¢ 87,056+0,582¢ 96,046+1,024¢
F(p) 234,340 (0,008) 253,910 (0,010) 200,980 (0,009) 280,970 (0,009)

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes dans la méme colonne

et pour le méme extrait.

Il ressort de ces tableaux que le pourcentage de reduction du DPPH® croit
avec la concentration des extraits. En ce qui concerne les extraits de L. rugosa, 1'extrait
a I’éthanol est plus antiradicalaire avec un pourcentage reduction de 85,668+1,233% a
la concentration de 100 pug /ml. Il a été également constaté qu’a chaque concentration,
il y avait une différence significative entre les extraits au seuil de probabilité p < 5%.
Cette activité antioxydante élevée des extraits a 1’éthanol et au méthanol seraient
probablement di a la présence des flavonoides qui sont des composés fortement
antioxydant (Maria et al., 2006; Hennebelle et al., 2008). Les extraits de P. glandulosus
ont tous exhibé de bonnes activités antioxydantes. En observant le tableau 35 qui

présente la CEso (concentration en antioxydant nécessaire pour réduire de moitié la
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quantité de DPPH® initialement présent dans le milieu), on constate que l'extrait a

I’éthanol des deux plantes a une CEso inférieure aux autres extraits.

Tableau 35: Concentration a 1'équivalence (CEso) des différents extraits de L.
rugosa et P. glandulosus

Lippia rugosa
Acétate d’éthyle Ethanol Méthanol BHA
CEso (ug/ml) 393 58 91 43,5
R? 0,993 0,987 0,982 0,973

Plectranthus glandulosus

Acétate d’éthyle Ethanol Méthanol BHA
CEso (ug/ml) 28 27 30 15
R? 0,958 0,990 0,975 0,957

I1.5.2.2. Résultats de I’activité antioxydante sur quelques composés isolés
L’activité antioxydante a été évaluée sur 8 composés isolés. Le tableau 36

présente les concentrations a 1'équivalence de quelques composés isolés.
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Tableau 36 : Concentration a 1’équivalence (CEso) de quelques composés isolés de
L. rugosa et de P. glandulosus

Composés DPPH FRAP
CEso(uM/ml) + S.D R? CEso(uM/ml) £ S.D R?

ILR20 0,208 + 0,029 0,9592 0,322 + 0,026 0,9971
PGN: 0,559 + 0,026 0,9937 0,755 + 0,028 0,98.47
PGN: 0,749 + 0,017 0,9363 0,817 + 0,026 0,9548
LRF4 0,673 + 0,021 0,9660 0,809 £ 0,025 0,9760
PGNs 0,185+ 0,012 0,9720 0,339 + 0,020 0,9909
KLR: 0,740+0,016 0,9230 0,819+0,022 0,9650
PLR: 0,545+0,028 0,9540 0,720+0,025 0,9950
PLRu 0,574+0,033 0,9752 0,744+0,021 0,9650
BHT - - 0,092 + 0,007 0,9966
BHA 0,029 + 0,001 0,9526 - -

Il ressort de ce tableau que des 7 flavonoides testées (ILR20; PGN1; PGN:;
LRFs; KLRs; PLR: et PLRu1), 6 possedent une activité modérée comparativement a
celle de la référence (BHT). Les deux composés nouveaux a savoir la flavonoide
(ILR20) et le monoterpene (PGNs) exhibent respectivement une activité antioxydante
de (0,208 + 0,029 et 0,185 + 0,012 uM/ml) pour le DPPH* et (0,322 + 0,026 et 0,339 +
0,020 uM/ml) pour la méthode FRAP.
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Conclusion générale et perspectives
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L’objectif que nous étions fixés au début de ce travail était d’entreprendre
une étude chimique et biologique des métabolites secondaires de Lippia rugosa et de

Plectranthus glandulosus. Au terme de ce travail :

Au plan chimique nous avons isolé a laide des méthodes
chromatographiques sur colonne de gel de silice 19 composés distincts qui

appartiennent a plusieurs classes de substances naturelles a savoir :

Sept flavonoides de type flavone dont un dérivé nouveau 7-hydroxyl-
5,6,2' 4’ -tétraméthoxylflavone 88 auquel nous avons donné le nom trivial de
plectranmicine 88, les cinq autres connus ayant été identifiés a la 5-hydroxy-3,7,2’,4’-
tétraméthoxyflavone 94, 5,7-dihydroxy-3,2’,4’-triméthoxyflavone 95, 7-hydroxy-
5,6,4’-triméthoxyflavone 89, 5,4’-dihydroxy-3,7-diméthoxyflavone 96, 5-hydroxy-

6,7 4 -triméthoxyflavone 91, 5-hydroxy-3,7,4’-triméthoxyflavone 90.

Six triterpénes pentacycliques tous connus dont 4 dérivés de type lupane :
lup-20(29)-en-33,28-diol 101 (bétuline), lup-20(29)-en-33-ol 102 (lupéol), acétate de
lupéol 103 acide bétulinique 100; un dérivé des ursanes 3[3-hydroxy-urs-12-en-3-ol

104 (a-amyrine) et un dérivé de fridelane (fridelan-3-one) 99;

Un monoterpéne nouveau (-)-(1R,2S,3S,4R)-p-menthane-1,2,3-triol 98 auquel

nous avons attribué le nom de plectranmicinol ;
Un alcaloide connu identifié a la 2,4-dimétyhlpyridine-3,5-diol 105;
Un alcool gras connu le cosanol 106;
Un sucre connu le saccharose 107;

Deux stérols tous connus dont I'un a été identifié au glucoside de 3-O-B-D-
glucopyranosyl de sigmastérol 108 et 'autre a un mélange de stigmastérol et [3-

sitostérol 109.

La détermination des structures de tous ces composés a été rendue possible

grace a une analyse de leurs données spectrales, en particulier, la RMN 'H et *C uni
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et bidimensionnelles en association avec la spectrométrie de masse faisant appel non
seulement a l'impact électronique et a lionisation chimique, mais aussi aux
méthodes d’ionisation douce telles que l'électrospray et le FAB. La stéréochimie
relative du monoterpene a été établie par les méthodes faisant intervenir le pouvoir

rotatoire, et la cristallographie aux rayons X.

La deuxieme partie de notre travail a consisté a faire des transformations
chimiques dans le but d'une part, de confirmer la structure et d’initier d’autre part,
dans la mesure du possible une étude de la relation structure-activité. C’est ainsi que
la transposition de Beckman effectuée sur la fridelan-3-one 99, au moyen de
I'hydroxylamine catalysée par l'acide trifluoroacétique a permis d’obtenir le
caprolactame 110. La réaction de méthylation sur la 2,4-dimétyhlpyridine-3,5-diol
105 au moyen d’iodure de méthyle en présence du carbonate de potassium et de

’acétone a permis d’obtenir la 2,4-diméthyl-3,5-diméthoxylpyridine 111.

Au plan biologique, les extraits de L. rugosa, de P. glandulosus et certains
composés purs isolés ont été évalués pour leurs activités insecticidale et
antioxydante. S'agissant de 'activité insecticidale, les résultats obtenus ont montré
une bonne activité pour les deux plantes avec un taux de mortalité de (83,75+ 11,25)%
pour l'extrait a I'acétate d’éthyle de L. rugosa et un taux de mortalité de plus de 90%
pour les extraits de P. glandulosus vis-a-vis du Sitophulus zeamais. Pour ce qui
concerne l'activité antioxydante a I'égard du DPPH?®, I’extrait a 1’éthanol de L. rugosa
est le plus actif avec un pourcentage d’inhibition de (85,668t 1,233)% a la
concentration de 100 pg/ml. Par contre tous les extraits de P. glandulosus ont présenté

une bonne activité, mais l'extrait a I'éthanol est le plus actif avec une inhibition de

(94,586+1,071)% a la méme concentration.

En ce qui concerne 'activité antioxydante de quelques composés purs isolés,
la plectranmicin 88, 5-hydroxy-3,7,2’,4’-tétraméthoxyflavone 94, 5,7-dihydroxy-
3,2’ 4’'-triméthoxyflavone 95, 7-hydroxy-5,6,4’ -triméthoxyflavone 89, 5,4’-dihydroxy-
3,7-diméthoxyflavone 96, 5-hydroxy-6,7,4 -triméthoxyflavone 91, 5-hydroxy-3,7,4’-
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triméthoxyflavone 90, et (-)-(1R,2S,3S,4R)-p-menthane-1,2,3-triol (Plectranmicinol) 98,
ont été testés pour leur pouvoir réducteur (DPPH®) et chélatant (FRAP). Les résultats
montrent que la flavonoide nouvelle plectranmicine 88 et le monoterpénol nouveau
plectranmicinol 98 sont les plus actif avec une CEso de (0,322 + 0,026) et (0,339 + 0,020)
uM/ml pour la méthode FRAP et (0,208 + 0,029) et (0,185 + 0,012) uM/ml pour DPPH®

respectivement.

Au vu de tous ces résultats, 1'utilisation de L. rugosa et P. glandulosus dans la
protection des denrées alimentaires et comme thé pour un apport en antioxydant
serait due a la présence en leur sein de molécules présentant des activités biologiques

que nous venons de décrire plus haut.

Pour nos investigations futures, nous envisageons, d’une part, de faire les
tests insecticides sur les composés isolés et d’étudier la toxicité aussi bien aigué que
chronique des différents extraits et des composés purs isolés des deux plantes pour
une rationalisation de leur utilisation dans la protection des denrées alimentaires,
d’autre part, de faire les transformations chimiques sur les composés purs ayant
présentés des activités biologiques intéressantes afin de faire une étude relative a la

structure-activité.
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Chapitre III : Partie Expérimentale
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IT1.1. Généralités

Les points de fusion (non corrigés) ont été mesurés a 'aide d'un appareil de

type Biichi (Biichi melting point M-560).

Les pouvoirs rotatoires ont été déterminés dans le méthanol, sur un

polarimetre de type Perkin-Elmer, model 243.

Les spectres de dichroisme circulaire ( CD) ont été enregistrés a 1'aide d'un

spectrometre de type Jasco (Jasco J 500).

Les spectres Infra-Rouge (IR) ont été enregistrés a l'aide d'un
spectrophotometre Infra-Rouge a transformée de Fourrier de type Shimadzu 8900 sur

pastille de KBr. Les positions des bandes d’absorption sont exprimées en cm-.

Les spectres Ultraviolet (UV) ont été enregistrés a 1aide d'un
spectrophotometre de type Thermo Electron-Vision pro Software V4.10. Les

longueurs d’onde sont exprimées en nm.

Les spectres de masse ont été enregistrés en mode positif sur un spectrometre
de masse de type Varian MAT 731 (pour les spectres en impact électronique) ou a
I'aide d'un spectrometre de type Finnigan LCQ (pour les spectres electrospray) ; tous
ces appareils étant équipés d'un analyseur a temps de vol. La haute résolution
(HRESIMS) a été réalisée sur un spectrometre de masse de type micromasse LCT

couplé a un appareil HPLC (HP 1100).

Les expériences de Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) a une et a deux
dimensions ont été effectuées dans des solvants deutériés (CDCI3, DMSO-d6,
Pyridine-ds, CDsOD, Acétone-d6) sur un spectrometre a transformée de Fourier de

type Bruker Avance (400, 500, 600 et S00MHz).

Les déplacements chimiques des protons (H et des carbones (**C) sont

exprimés en ppm et les constantes de couplage | en Hz.
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Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur des colonnes de
diametres variables en utilisant comme phase stationnaire un gel de silice 60 Merck,
de granulométrie comprise entre 63-200 et 230-400 mesh d’une part, et le séphadex
LH-20 de type Pharmacia d’autre part. Les chromatographies flash ont été réalisées
sur une colonne (12 x 10 cm) de porosité 2. Les différentes fractions ont été
concentrées sur un évaporateur rotatif de type Heidolph vv 2000 ou de type Biichi
RE-111.

La chromatographie liquide haute pression (HPLC) a été réalisée sur un
instrument de type JASCO MD-910.

Pour les chromatographies sur couche mince, elles ont été pratiquées sur des
plaques d’aluminium recouvertes de silice G.60 de type Kiesselgel GF254 (Merck,
Darmstadt, Germany). Les plaques de CCM ont été révélées soit a la lumiere UV (254
et 366 nm), soit a la vapeur d’iode, soit par pulvérisation avec une solution d’acide

sulfurique 10 % suivi d"un chauffage a I'étuve a 100 °C.

IT1.2. Matériels utilisés

II1.2.1. Matériel végétal

Les tiges et feuilles de L. rugosa ont été récolté respectivement en Aotit 2012
et Aofit 2017 dans la savane de type Guinéenne du campus de I'Université de
Ngaoundéré région de lI’Adamaoua, référencé par la latitude 07°25,11'N, de
longitude 13°22,5°E et 'altitude 1063m. Par contre, P. glandulosus a été récolté en
Aot 2017 dans la région de I’Adamaoua au quartier Bibakala (champs de priere) au
point de latitude 7°22’N, de longitude 13°34’E et d’altitude 1100m. Les deux plantes
ont été identifiées par le professeur Mapongmetsem (Agro forestier) et enseignant du
Département des Sciences Biologiques de la Faculté des sciences de I'Université de
Ngaoundéré.

II1.2.2. Mais

Le mais utilisé pour notre étude est la variété « Shaba » achetée au petit

marché de Ngaoundéré. Ce mais a été d’abord trié dans le but de retirer du stock les

brisures, les résidus. Le mais obtenu apres le triage a été conservé dans des paquets
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en plastique hermétiquement fermés. Puis, il a été déposé pendant 10 jours dans un
congélateur a -5°C afin d’étre débarrassé de tout organisme vivant. Apres les 10
jours, le mais a été retiré et déposé au laboratoire. Il a été conservé au laboratoire
pendant 24 heures avant les bios essais, le temps d’acclimatation aux conditions du
laboratoire.

I11.2.3. Matériel animal

Les insectes ont été élevés a 1'Unité de Recherches Entomologiques de
I"ENSALI avec les échantillons se trouvant déja au laboratoire. Un élevage intensif de
la souche 91Z/BF-DL/01 de S. zeamais a été mis au point en vue d’obtenir des insectes
en quantité suffisante pour les bios essais. Pour ce faire, des échantillons de 20
insectes adultes ont été chacun introduits dans un pot en verre transparent d’une
capacité de 1200ml contenant 200g de mais sains. Ces pots ont été fermés avec des
couvercles préalablement percés pour permettre l'aération de l'enceinte. Apres 2
semaines, les insectes ont été retirés. Apres émergence, le mais était de nouveau
tamisé et les adultes de moins de deux mois d’age ont constitué la population
expérimentale.

S. zeamais est un charangon qui appartient a 'ordre des coléopteres et a la
famille des curculionidae. Il mesure entre 2,5 et 5 mm de longueur et est rencontré
dans les régions tropicales et subtropicales (Gwinner et al., 1989). L’adulte a une
couleur brun-rouge ou noire avec deux taches claires jaunatres sur chaque élytre. Il
présente un dimorphisme sexuel, et c’est un bon voilier (Delobel et Tran, 1993). 11
possede un long rostre caractéristique et des antennes coudés en massues. Le rostre
du male est plus court, plus épais et moins lisse que celui de la femelle. La larve vit

obligatoirement dans le grain et est apode de couleur blanche.
. Elytre

< Rostre

«——— Antenne

Téches claires

Figure 64: Adulte de Sitophilus zeamais Motsch (Jorg et al., 2004)
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IIL.3. Extraction, isolement et purification des composés

II1.3.1. Extraction et Fractionnement
Deux types d’extraction ont été réalisés. Dans un premier temps les extraits

ont été obtenus par macération a la température ambiante pendant 4 heures et sous
agitation mécanique. En effet, 500g de poudre de L. rugosa et P. glandulosus ont été
macérés successivement dans différents solvants de polarité croissante (hexane,
acétate d’éthyle, éthanol et méthanol). Puis laissées au repos pendant 10 minutes
pour décantation et ensuite filtrées. Le filtrat a été concentré a l'aide d'un
évaporateur rotatif, sous pression réduite et sous vide. Ce qui nous a permis

d’obtenir les résultats présentés dans le tableau suivant.

Tableau 37 : Résultats d’extraction par des solvants de polarité croissante

Plantes Partiesdela  Hexane  Acétate  Ethanol Méthanol
plante d’éthyle
L. rugosa Tiges 13,16 g 10g 156¢g 124 ¢
Feuilles 16,15 ¢ 13,02 g 21,7 g 264 ¢
P. glandulosus Plante entiere 11¢g 172 g 24 ¢g 272 ¢

Ces extraits ont été utilisés pour réaliser les tests insecticide et antioxydant.

Une seconde extraction a été réalisée, la plante entiere de P. glandulosus
découpée, séchée puis broyée a fournir une poudre de 3 kg qui a été extraite par
macération a température ambiante dans le mélange dichlorométhane-méthanol
(1:1) pendant 48 heures. Apres filtration, la solution résultante a été concentrée par
évaporation du solvant sous pression réduite au moyen d'un évaporateur rotatif,
pour obtenir 210 g d’extrait brut. Un traitement similaire appliqué successivement a 7
kg de poudre des tiges et 6 kg de poudre des feuilles de L. rugosa nous a permis
d’obtenir respectivement 175 g et 250 g d’extraits bruts. Un dégrossissement par

chromatographie flash sur gel de silice de l'extrait brut de P. glandulosus nous a
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permis d’obtenir 4 fractions: la fraction a 'hexane F1; au dichlorométhane F2;

acétate d’éthyle F3 et au méthanol F4.

II1.3.1.1. Isolement et purification des composés
II1.3.1.1.1. Isolement et purification de la fraction F2+F3 de P. glandulosus
Sur la base de la CCM la fraction F2 et F3 de P. glandulosus ont été mélangé

pour donner la fraction F(45g) qui a été chromatographiée sur une colonne de gel de
silice de granulométrie 230-400 mesh et éluée avec un mélange hexane-acétate
d’éthyle ; acétate d’éthyle-méthanol de polarité croissante. 290 fractions de 50 mL
chacune ont été collectées et réunies suivant la CCM analytique comme indiqué dans

le tableau 36 ci-apres.

Tableau 38 : Chromatogramme de la fraction issue du mélange de F1 et F2

Eluant Fractions | Séries Observations
Hexane 1-13 S1 Mélange huileux présentant des trainé sur CCM
Hex-AcOEt 5% 14-30 S2 Meélange huileux présentant 2 composés + trainé
31-45 S3 Mélange de deux composés + trainé
Hex-AcOEt 10% 46-68 S4 Meélange de 3 composés + trainé dont PGN7
Hex-AcOFEt 15% 69-82
83-99 S5 Meélange de 3 composés + trainée
Hex-AcOEt 20% | 100-115
Hex-AcOEt 25% | 116-127 S6 Meélange de 4 composés + trainée
Hex-AcOEt 30% | 128-137
Hex-AcOEt 35% | 138-150 57 Mélange de 8 composés + trainée
Hex-AcOEt 40% | 151-157 S8 Précipité jaune d’un composé PGN1

158-165 S9 Meélange jaune de deux composés PGN1 et PGN2
observable apres triple élution

Hex-AcOEt 45% | 166-170 | S10 | Mélange vert claire de deux composés dont PGN3

identique a ILR20
171-175 | S11 Mélange d'un composé + trainée dont PGN6
Hex-AcOEt50% | 176-185 | S12 Longueur trainée
Hex-AcOEt 60% | 186-195 | S13 Longueur trainée
Hex-AcOEt70% | 196-211 | S14 Mélange de 7 composés + trainée
Hex-AcOEt 80% | 212-225 | S15 Mélange de 3 composés + trainée
AcOEt 226-237 | Sl6 Mélange incolore de 2 composés dont PGN5
AcOEt-MeOH 10 | 238-290 | S17 Longueur trainée

147
Présentée et soutenue par TSOPME]IO Jean Paul




Thése de eﬁoctorat/gjﬁd.eﬁ

» Traitement de la série S4

Le traitement de la série S4 (précipité blanc) a été larvé par le systeme Hex-
AcOEt 5% pour donner un précipité blanc indexé PGN7 (7mg). Il est soluble dans le

chloroforme.
> Traitement de la série S8

La série S8 obtenue par regroupement de la fraction 151-157, a
immédiatement précipité. Apres lavage avec le systeme Hex-AcOEt 30%, nous avons

obtenu une poudre jaune indexé PGN1 (10mg). Soluble dans 1’acétone.
> Traitement de la série S9

La série S9 a été chromatographiée sur une colonne de sephadex LH-20.
L’élution s’est faite avec le méthanol, apres 30 flacons de 5 mL chacune ont été
collectées. Apres une CCM analytique, les flacons 15-19 contiennent le composé

PGN2 (12mg). Soluble dans I’acétone.
> Traitement de la série S10

Apres regroupement de la série S10, un précipité vert claire est obtenu. Apres
plusieurs lavages avec le systeme Hex-AcOEt 35% nous avons obtenu un précipité

vert claire indexé PGN3 (10 mg) identique a ILR20. Soluble dans le chloroforme.
> Traitement de la série S11

La série S11 précipite directement sous forme de cristaux blanc qui apres
filtration nous a permis d’obtenir le composé PGN6 (15 mg). Soluble dans le

chloroforme.
» Traitement de la Série S16

La série S16 a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice de
granulométrie 63-200 Mesh. L’élution s’est faite avec le chlorure de méthylene-méthanol

de polarité croissante. Apres 30 fractions de 20 mL recueillies. Apres une CCM analytique
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de ces fractions, les fractions 10-17 contiennent le composé PGN5 (8mg). Une poudre blanche

soluble dans le diméthylsulfoxide.

I11.3.1.1.2. Isolement et purification de I'extrait brut des tiges de L. rugosa

L’extrait brut des tiges L. rugosa, a été soumis a une chromatographie

successive sur gel de silice de granulométrie 230-400 Mesh et éluée avec un mélange

hexane-acétate d’éthyle, acétate d’éthyle-méthanol de polarité croissante. 530

fractions de 100 mL chacune ont été collectées et réunies sur la base de la CCM

analytique comme indique le tableau ci-dessous.

Tableau 39: Chromatogramme de 1’extrait des tiges de L. rugosa

Eluant Fractions | Séries | Observations
Hexane 1-25 K1 Mélange huileux présentant des trainé sur CCM
Hex-AcOEt 5% 26-40 K2 Meélange huileux présentant 6 composés + trainé
41-65 K3 Mélange de plusieurs composés + trainé
Hex-AcOEt 10% 66-83 K4 Mélange de 2 composés + trainée dont KLR1
84-87 K5 KLR1 + trainé
88-102 K51 Meélange de 3 composés + trainé
Hex-AcOEt 15% 103-110 | K6 Mélange de deux composés + trainé dont KLR2
111-127 | K7 Meélange de 3 composés + trainé
Hex-AcOEt 20% 128-177
Hex-AcOEt 25% 178-201 | K8 Mélange de 4 composés + longue trainé
Hex-AcOEt 30% 202-210
Hex-AcOEt 35% 211-228 | K9 Mélange de plusieurs composés + trainé
Hex-AcOEt 40% 229-260 | K10 | Mélange de plusieurs composés + trainé
Hex-AcOEt 60% 261-280 | K11 | Mélange de plusieurs composés + trainé
Hex-AcOEt 80% 281-300 | K12 | Mélange plusieurs composés + trainé
AcOEt 301-330 | K13 | trainé
AcOEt-MeOH 5% | 331-362 | K14 | Longueur trainé
AcOEt-MeOH 10% | 363-395 | K15 | Mélange de quelques composés + trainé
AcOEt-MeOH 20% | 396-411 | K16 Mélange de 3 composés + trainé
412-420 | K17 | Mélange de trois composés qui précipite dont KLR4
AcOEt-MeOH 30% | 421-445 | K18 | Mélange incolore de quelques composés
AcOEt-MeOH 40% | 446-480 | K19 | trainée
AcOEt-MeOH 50% | 481-500 | K20 | trainé
AcOEt-MeOH 60% | 501-530 | K20 | trainé
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» Traitement de la série K4

La série K4 a subi une purification sur une chromatographie sur colonne de
gel de silice de granulométrie 63-200 Mesh. L’élution s’est faite avec un mélange Hex-
AcOEt 5%. Apres 25 fractions de 20 mL collectées, le composé KLR1 (5 mg) est

obtenu entre les fractions 10-15. Il est soluble dans le chloroforme.
» Traitement de la série K6

La série K6 apres regroupement des 8 fractions (103-110), nous avons observé
directement une précipitation qui apres filtration nous a donné une poudre blanche

KLR2 (22 mg). Soluble dans le chloroforme.
» Traitement de la série K17

La série K17 a subi une chromatographie sur colonne de gel de silice de
granulométrie 63-200 Mesh. L’élution a été faite avec un mélange DCM-MeOH 5%.
18 fractions de 20 mL ont été collectées. Le composé KLR4 obtenu entre 8-14 sous
forme de cristaux blanc soluble dans I'eau.

I11.3.1.1.3. Isolement et purification de I’extrait brut des feuilles de L. rugosa

L’extrait brut des feuilles de L. rugosa, a été soumis a une chromatographie
successive sur gel de silice de granulométrie 230-400 Mesh et éluée avec un mélange
hexane-acétate d’éthyle, acétate d’éthyle-méthanol de polarité croissante. 580
fractions de 100 mL chacune ont été collectées et réunies sur la base de la CCM

analytique comme indique le tableau ci-dessous.
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Tableau 40 : Chromatogramme de I’extrait brut des feuilles de L. rugosa

Eluant Fractions | Séries Observations
Hexane 1-15 P1 Mélange huileux présentant des trainé sur CCM
Hex-AcOEt 5% 16-38 P2 Meélange huileux présentant plusieurs composés +
trainé
39-55 P3 Mélange de 4 composés + trainé dont ILR12, ILR6
et ILR14
Hex-AcOEt 10% 56-75 P4 Mélange de plusieurs composés + trainé
76-91 P5 | Mélange de 4 composés + trainé dont PLR1 et ILRS8
92-122 P6 Meélange de 3 composés + trainé
Hex-AcOEt 15% 123-144 P7 Mélange de deux composés + trainé dont PLR11
145-170 P8 Meélange de plusieurs composés + trainé
Hex-AcOEt 20% 171-195
Hex-AcOEt 25% 196-220 P9 | Mélange de 5 composés + trainée dont LRF4, IPT1,
ILR20=PGN3
Hex-AcOEt 30% 221-262 | P10 Mélange de plusieurs composés + trainé
Hex-AcOEt 35% 263-295 | P11 Mélange de plusieurs composés + trainé
Hex-AcOEt 40% 296-311 | P12 Meélange de plusieurs composés + trainé
Hex-AcOEt 60% 312-332 | P13 Mélange de plusieurs composés + trainée
Hex-AcOEt 80% 333-362 | P14 | Meélange 4 composés + trainé dont PLR4=PGN5 et
ILR3
AcOEt 363-394 | P15 trainé
AcOEt-MeOH 5% 395-411 | P16 Longueur trainé
AcOEt-MeOH 10% 412-441 | P17 Mélange de quelques composés + trainé
AcOEt-MeOH 20% 442-471 | P18 Mélange de plusieurs composés + trainé
472-496 | P19 Mélange de plusieurs composés + trainé
AcOEt-MeOH 30% 497-510 | P20 Mélange incolore de quelques composés
AcOEt-MeOH 40% 511-545 | P21 trainé
AcOEt-MeOH 50% 546-571 | P22 trainé
AcOEt-MeOH 60% 572-580 | P23 trainé
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> Traitement de la série P3
La série P3 a subi une purification sur une chromatographie sur colonne de
gel de silice de granulométrie 63-200 Mesh. L’élution s’est faite avec un mélange Hex-
AcOEt 2,5%. Apres 40 fractions de 10 mL collectées, et sur la base de la CCM ces
fractions ont été regroupés ainsi qu’il suit 5-10 ; 14-23 et 32-36 qui ont précipités pour
donner respectivement les composés ILR12 (12 mg) ; ILR14 (9 mg) et ILR6 (8 mg).

Tous soluble dans le chloroforme.
» Traitement de la série P5

La série P5 a subi une purification sur une chromatographie sur colonne de
gel de silice de granulométrie 63-200 Mesh. L’élution s’est faite avec un mélange Hex-
AcOEt 7,5%. Apres 22 fractions de 10 mL collectées, et sur la base de la CCM les
fractions 6-11 a précipité pour donner le composé ILR8 (15 mg) et 15-18 précipite

également pour donner PLR1 (7 mg). Tous soluble dans le chloroforme.
> Traitement de la série P7

La série P7 obtenue par regroupement des fractions 123-144 a
immédiatement précipité. Le traitement de cette fraction nous a permis d’avoir le

composé PLR11 soluble dans I’acétone.
» Traitement de la série P9

La série P9 a subi une purification sur une chromatographie sur colonne de gel de
silice de granulométrie 63-200 Mesh. L’élution s’est faite avec un mélange DCM-
MeOH 2,5%. Apres 30 fractions de 10 mL collectées. Le regroupement de ces sous
fractions sur la base de la CCM nous a permis obtenir les regroupements suivant 5-
12 ; 15-19 et 23-28 qui ont précipités pour donner respectivement les composés IPT1

(25 mg), LRF4 (15 mg) et ILR20 (9 mg). Tous soluble dans le chloroforme.

» Traitement de la série P14
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La série P14 a subi une purification sur une chromatographie sur colonne de gel de
silice de granulométrie 63-200 mesh. L’élution s’est faite avec un mélange Hex-AcOEt
50%. Apres 25 fractions de 10 mL collectées, et sur la base de la CCM les fractions 8-
15 ont précipité pour donner le composé ILR3 (22 mg) soluble dans le DMSO et 21-27

précipite également pour donner PLR4 (10 mg) soluble dans la pyridine.
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IIL.4. Caractéristiques physico-chimiques des composés isolés
> Composés isolés de P. glandulosus
% PGN3 :7-hydroxyl-3,5,2’,4"-
tétraméthoxylflavone 88

Aspect physique : poudre verdatre amorphe
Test au chlorure ferrique et de Shinoda : positif

RMN 'H (CDCls, 400MHz) et RMN 3C (CDCls,
200MHz), voir tableau 14

IR vmax (KBr): 3008 ; 1656 ; 1594 et 1515 cm™
UVAmax(MeOH) 277 et 339 nm
SM-FAB m/z : [M+1]* 359,0
% PGN1 :5-hydroxyl-3,7,2’,4’-
tétraméthoxylflavone 94
Aspect physique : poudre jaunatre amorphe

Test au chlorure ferrique et de Shinoda : positif

RMN 'H (Acétone-ds, 500MHz) et RMN 3C
(Acétone-ds, 125MHz), voir tableau 18

SM-IE m/z : [M]~ 358,2

% PGN2 :5,7-dihydroxyl-3,2’,4’-
triméthoxylflavone 95

Aspect physique : poudre jaunatre amorphe

Test au chlorure ferrique et de Shinoda : positif

RMN 'H (Acétone-ds, 500MHz) et RMN *C
(Acétone-ds, 150MHz), voir tableau 19

SM-IE m/z : [M]" 344,3

% PGNe6: (-)-(1R, 2S5, 3S, 4R)-p-menthane-
1,2,3-triol 98

Aspect physique : Cristaux blancs
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[]38° = —3,27 (c 0,4 ; MeOH)

RMN 'H (CDCls, 400MHz) et RMN C (CDCls,
150MHz), voir tableau 21

IR vmax (KBr): 3316 ; 2976 ; 2935 et 2870 cm!

SM-FAB m/z : [M+1]*189,1

% PGN?7 :lup-20(29)-en-3p,28-diol 101
Aspect physique : poudre blanche amorphe
Test de Liebermann Burchard: positif

RMN 'H (CDClIs, 400MHz) et RMN *C (CDCls,
125MHz), voir tableau 24

SM-IE m/z : [M]* 442,3
% Glucoside de sigmastérol 107
Aspect physique : poudre blanche amorphe

Test de Liebermann Burchard: positif

SM-IE m/z : [M]~

> Composés isolés des tiges de L. rugosa
% KLR1 :5,4’-dihydroxyl-3,7-
diméthoxylflavone 96

Aspect physique : poudre orange
amorphe

Test au chlorure ferrique et de Shinoda :
positif

RMN 'H (CDCls, 400MHz) et RMN *3C
(CDCls, 125MHz), voir tableau 20

SM-IE m/z : [M]~ 314,3
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% KLR4 : Saccharose 100 OH
O
Aspect physique : Cristaux blancs m oH oH
Test de Molish: positif o} OH

RMN 'H (D20, 500MHz) et RMN *C
(D20, 125MHz), voir tableau 28

% KLR2: Acide bétulinique 100

Aspect physique : poudre blanche
amorphe

Test de Liebermann Burchard: positif

HO"
RMN 'H (CDCls, 400MHz) et RMN 3C 3
(CDCl3, 125MHz), voir tableau 23
SM-IE m/z : [M]* 456,4

> Composés isolés des feuilles de L. rugosa
% LRF4 :7-hydroxyl-5,6,4'-
triméthoxylflavone 89

Aspect physique : poudre verdatre amorphe

Test au chlorure ferrique et de Shinoda :

positif

RMN 'H (CDCls, 500MHz) et RMN 3C
(CDC13, 125MHz), voir tableau 15

ESI-TOF m/z : [M+1]~ 329,5

% PLR11 :5-hydroxyl-3,7,4'-
triméthoxylflavone 90

Aspect physique : poudre jaunatre amorphe

Test au chlorure ferrique et de Shinoda :

positif

RMN 'H (Acétone-ds, 600MHz) et RMN *C
(Acétone-ds, 125MHz), voir tableau 16
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SM-IE m/z : [M]~ 328,2

% PLR1 :5-hydroxyl-6,7,4’-
triméthoxylflavone 91

Aspect physique : poudre verdatre amorphe

Test au chlorure ferrique et de Shinoda :
positif

RMN 'H (CDCls, 500MHz) et RMN *C
(CDCls, 150MHz), voir tableau 17

SM-IE m/z : [M]~ 328,2

% ILR20 :7-hydroxyl-3,5,2" 4’-
tétraméthoxylflavone 88

Aspect physique : poudre verdatre amorphe

Test au chlorure ferrique et de Shinoda :
positif

RMN 'H (CDCls, 400MHz) et RMN 3C
(CDCls, 200MHz), voir tableau 14

IR vmax (KBr): 3008 ; 1656 ; 1594 et 1515 cm!
UVAnax(MeOH) 277 et 339 nm

SM-FAB m/z : [M+1]* 359,0

< IPT1: fridelan-3-one 99
Aspect physique : poudre blanche amorphe
Test de Liebermann Burchard: positif

RMN 'H (CDCl3, 400MHz) et RMN C
(CDCls, 100MHz), voir tableau 22

SM-FAB m/z : [M+1]~ 426,3
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<+ ILR12 :lup-20(29)-én-3f3,28-dol 101
Aspect physique : poudre blanche amorphe
Test de Liebermann Burchard: positif

RMN 'H (CDCI13, 400MHz) et RMN *C
(CDCI13, 125MHz), voir tableau 24

HO™

SM-IE m/z : [M]* 442,3

% ILR14 : lup-20(29)-en-33-ol 102
Aspect physique : poudre blanche amorphe
Test de Liebermann Burchard: positif

RMN 'H (CDCls, 500MHz) et RMN 3C
(CDCls, 125MHz), voir tableau 25

SM-IE m/z : [M]" 426,3

% ILR6 : 3p-hydroxy-urs-12-en-3-ol 104

Aspect physique : poudre blanche amorphe

Test de Liebermann Burchard: positif

RMN 'H (CDCls, 500MHz) et RMN *3C
(CDCls, 125MHz), voir tableau 26

SM-IE m/z : [M]* 426,3

< ILR3: 2,4-diméthylpyridine-3,5-diol N
105 l/

Aspect physique : poudre blanche amorphe

RMN 'H (DMSO-ds, 400MHz) et RMN ©°C
(DMSO-ds, 100MHz), voir tableau 27

GC-MS m/z : [M-1]* 181
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+» ILRS8: Cosanol 106
Aspect physique : poudre blanche amorphe M
RMN 'H (CDCls, 400MHz)

SM-IE m/z : [M-H:0]* 504

% ILR7: Acétate de lupéol 103

Aspect physique : cristaux blanc

RMN 'H (CDCls, 500MHz)

SM-IE m/z : [M]* 468,3

IIL.5. Transformations chimiques

IIL.5.1. Transposition de Beckmann
2 mL d’acide trifluoroacétique (TFA) et 1 mL d’acétonitrile ont été mélangés

dans le milieu réactionnel et chauffé sur un agitateur magnétique a 70°C. Ensuite, le
mélange de 10 mg de IPT: et 3 mL d’hydroxylamine a été ajouté dans le milieu
réactionnel a cette température. Apres 8 heures, la réaction a été stoppée, le milieu
réactionnel a été refroidir et nous avons ajouté une solution saturée de NaCl et extrait
par le dichlorométhane. Cet extrait a été soumis apres évaporation a une
chromatographie sur gel de silice éluée au mélange Hex-AcOEt 5% pour donner le

composé IPTRR1.

% Composé IPTRR1: 110
Aspect physique : poudre blanche amorphe
RMN 'H (CDCls, 500MHz)

II1.5.2. Méthylation
10 mg du composé ILR3 mélange a 1,5 mL d’acétone dans la glace. Apres

quelques minutes nous avons ajouté 20 mg de carbonate de potassium dans le milieu
réactionnel puis gofite a gotite 0,034 mL de l'iodure de méthane (une gotite apres 5
minutés). L’ensemble est resté sous une agitation magnétique pendant 4 heures. A la

fin de la réaction, I'acétate d’éthyle a été ajouté. Apres évaporation, 1'extrait a été
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purifié par chromatographie sur gel de silice éluée au mélange Hex-AcOEt 30% pour

donner le composé ILRRs.

< Composé ILRR3: 111 | N
Aspect physique : poudre blanche amorphe Hy,CO™ Y “OCH;
RMN 'H (DMSO-ds, 400MHz) 11

III.6. Matériels biologiques et méthodes
I11.6.1. Evaluation de l'activité insecticide

I11.6.2. Elevage des insectes
Les insectes ont été élevés a 1'Unité de Recherches Entomologiques de

I"’ENSALI avec les échantillons se trouvant déja au laboratoire. Un élevage intensif de
la souche 91Z/BF-DL/01 de S. zeamais a été mis au point en vue d’obtenir des insectes
en quantité suffisante pour les bios essais. Pour ce faire, des échantillons de 20
insectes adultes ont été chacun introduits dans un pot en verre transparent d’une
capacité de 1200ml contenant 200 g de mais sains. Ces pots ont été fermés avec des
couvercles préalablement percés pour permettre 'aération de l’enceinte. Apres 2
semaines, les insectes ont été retirés. Apres émergence, le mais était de nouveau
tamisé et les adultes de moins de deux mois d’age ont constitué la population

expérimentale.

Une quantité de mais non infestée, c'est-a-dire sans insectes nuisibles est
pesée (200g) sur une balance électrique (Sartorius de type 1264 001 MP) et versée
dans un bocal en verre transparent d’une capacité de 1200 ml ot sont introduits 20
jeunes S. zeamais de la souche 91Z/BF-DL/01.

I11.6.3. Méthode
% Préparation de la manipulation
Nous avons réalisé un test insecticide sur tous les extraits de L. rugosa et de P.

glandulosus a savoir sur I'extrait a hexane, I'extrait a I'acétate d’éthyle, a 1'éthanol et
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au méthanol. Pour cela, nous avons introduit 20 imagos dans du mais traité avec nos

extraits.

% Préparation des solutions

La méthode consiste a préparer quatre solutions de concentrations
différentes (0,1% ; 0,2% ; 0,4% ; 1% exprimée en g d’extrait/g de mais) de la maniere
suivante : prendre 4 g d’extrait qu'on dilue dans 10,12 ml d’acétone pour l'extrait a
I'hexane et acétate d’éthyle. L’extrait a 1’éthanol est dilué dans 9,87 ml d’éthanol et
I'extrait au méthanol dans 10,12 ml de méthanol ce qui nous permet d’avoir des
solutions meres a 1%. Une fois la solution mere préparée; 0,5 ml est prélevé et
complété a 10 ml avec le solvant adéquat comme définit ci-dessus pour avoir la
concentration a 0,1%. De méme un volume de Iml est dilué avec 10 ml pour la
concentration a 0,2% et 2 ml pour la concentration a 0,4%. Un volume de 1ml est
introduit dans chaque boite contenant 40g de mais et attendre environ 20 a 30 min
(Nukenine et al., 2010) pour que le solvant s’évapore (acétone pour l'extrait a hexane
et acétate d’éthyle, éthanol pour I'éthanol, le méthanol pour le méthanol) puis 1'on
introduit 20 S. zeamais qui ont été affamés pendant 24 heures. Le nombre de morts
sera dénombré apres 24, 48, 72, 96 et 168 heures d’observation. Le témoin négatif est
le solvant seul et le témoin positif que nous avons utilisé est le Poudrox qui est un
insecticide généralement utilisé par les populations riveraines pour protéger le mais

des insectes. Nous avons effectué 4 répétitions pour chaque concentration.

II1.7. Evaluation de l’activité antioxydante
[I1.7.1. Méthode utilisant la DPPH®

Le pouvoir antioxydant se détermine aussi par la capacité d'un antioxydant
donné a piéger un radical libre ou a donner un atome d’hydrogene selon la méthode

de Nassourou et al., (2016) avec quelques modifications.

Le DPPH° (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle) radicalaire présente une
absorbance élevée a 517 nm avec une chute d’absorbance au cours de la réaction, le

résultat de la décoloration est stoechiométrique par rapport au nombre d’électrons
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capturés par l'antioxydant. Dans le protocole d’analyse, une solution de DPPH
(0,004%) est préparée dans le MeOH. Une quantité de 1 ml est introduite dans les
tubes a essai contenant les extraits a concentration différentes. Attendre pendant 30
minutes avant de faire la lecture avec un spectrophotometre de marque Rayleigh

VIS-723N qui obéit a la loi de Beer Lambert.

Ainsi, une solution mere de 0,1 mg/ml a été préparée. Par dilution de la
solution mere nous avons obtenu les différentes concentrations de : 0,08 ; 0,06 ; 0,04 ;
0,02 mg/ml. Il est a noter que pour chaque extrait, il y a un blanc qui est constitué du
DPPH® et du méthanol. Le témoin positif utilisé est le BHA (Butylhydroxyanisole)
ayant les mémes concentrations a savoir 0,1; 0,08; 0,06; 0,04 et 0,02 mg/ml. Pour
chaque concentration nous avons effectué trois répétitions et les densités optiques ou

activités antioxydantes ont été calculées par la formule suivante :

Ainitiale — Aessai
A.A(%) = Ainitiale x 100

I11.7.2. Méthode utilisant le FRAP
La capacité antioxydante des différents extraits ou produit pur a été évaluée

en déterminant leur habilité a réduire le fer (III) en fer (II) par la méthode de Oyaizu
(2012). Pour cela, dans un tube a essai, 1 mL de chaque extrait a été mélangé avec 0,5
mL d’une solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 mL d’une solution
d’hexacyanoferrate de potassium [KsFe (CN)¢] a 1 %. Le tout a été incubé pendant 20
minutes a 50°C dans un bain d’eau. Ensuite, les tubes ont été immeédiatement
refroidis dans de la glace et des aliquotes de 0,5 mL d’acide trichloroacétique (TCA)
10 % y ont été ajoutés. Les mélanges ont été centrifugés a 3500trs/min pendant 10
minutes a l'aide d’une centrifugeuse. Par la suite, 1 mL de chaque surnageant a été
prélevé et mélangé a 1 mL d’eau distillée et 0,1 mL d’une solution aqueuse de FeCls a
0,1 % et laissé au repos pendant 10 min. L’absorbance a été lue a 700 nm. Le control

positif a été réalisé avec le BHT utilisé comme référence ; préparé dans les mémes
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conditions que les extraits ou produit pur a différentes concentrations (1000; 800; 600;

500; 400, 200; 100 et 50) pg/mL.

II1.8. L’analyse des données

Les données ont été analysées grace a I’analyse des variances (ANOVA). Les
mortalités ont été corrigées par la formule d’Abbole (1925). Les moyennes
significativement différentes ont été séparées par le test de Turkey et les doses 1étales
calculées par la formule de Finey (1971) avec le logiciel Statgraphics plus 11.4. Les

courbes et les histogrammes ont été tracés avec le logiciel sigmaplot 12.2.

II1.9. Tests qualitatifs des composés isolés

I11.9.1. Test de Liebermann Burchard
Ce test est caractéristique des triterpenes et des stérols. Le réactif de

Liebermann- Burchard est composé d’anhydride acétique et d’acide sulfurique.
Mode opératoire

- Dans un tube a essai, dissoudre une petite quantité de produit dans 50 mL de

dichlorométhane
- A cette solution, ajouter 20 mL d’anhydride acétique et 1 mL d’acide sulfurique
Résultat et interprétation

La présence des triterpenes se manifeste par l'apparition d'une couleur rouge

violacée.

II1.9.2. Test au chlorure ferrique
Ce test permet de mettre en évidence les hydroxyles phénoliques

Mode opératoire
- Dissoudre le composé dans une solution méthanolique
- Ajouter quelques gouttes de chlorure ferrique.

Résultat et interprétation
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La présence des hydroxyles phénoliques est caractérisée par la formation d'un

complexe de type [Fe(OAr)s]* de couleur bleue, rouge, violette ou verte.
I11.9.3. Test de Shinoda
Ce test permet de mettre en évidence les flavonoides
Mode opératoire
- Dissoudre le composé dans une solution alcoolique

- Ajouter quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré puis quelques copeaux

de magnésium
Résultat et interprétation

La présence de flavonoide est caractérisée par une effervescence suivi d'un

changement de coloration violette ou rouge brique.
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