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Introduction générale

Depuis longtemps, ’homme a utilisé des remedes traditionnels a base de plantes (tisanes,
poudres et décoctions), pour se soigner. Les plantes médicinales représentent une des
principales sources pour la découverte des médicaments. L’intérét de 1’étude et de 1'utilisation
des plantes médicinales a mené a la caractérisation et a 1’identification de molécules majeures
et a I’isolation de composés chimiques actifs d’une importance thérapeutique incontestable

(Leduc et al., 2006).

Selon ’OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢), prés de 65 a 80% de la population
mondiale, essentiellement dans les pays en développement, utilisent principalement des
plantes médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé primaires, en raison de la
pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne. Malgré les progres remarquables dans
le domaine de la chimie organique au XXe siccle, plus de 25% des médicaments prescrits
dans les pays développés tirent leurs actifs directement ou indirectement des plantes

médicinales traditionnelles (Newman et al., 2000).

Avec le développement de la chimie et plus particuliérement les procédés de synthése
organique, la chimie des plantes a dans un premier temps marqué le pas, mais au cours de ces
derniéres années, les produits naturels ont connu un regain d’intérét. On peut constater que
I’industrie pharmaceutique, les médecins et les équipes de chercheurs se tournent a nouveau

vers les ressources naturelles et les plantes médicinales (Meftah, 2003).

En Algérie et dans tous les pays du Maghreb, les plantes médicinales et aromatiques sont
principalement utilisées par les personnes agées qui utilisent encore des recettes de tisanes.
Parmi les plantes médicinales utilisées en Algérie, on distingue les espéces naturelles treés peu
exigeantes et poussant dans des sols et des climats trés divers, allant de la zone subhumide
non loin de la cote méditerranéenne aux zones arides et semi-arides de I'extréme sud, au

climat chaud (Reguieg,. 2011).

En Algérie et dans le Maghreb Isha-Ben-Amran (Kairouan, Tunisie) a laissé divers traités sur
la médecine et les drogues simples au 9°"° siécle. Abdallah-Ben-Lounés (Oran) a décrit
l'utilisation de plusieurs plantes médicinales (Benhouhou, 2005). Pendant le colonialisme
Francais de 1830 a 1962, les botanistes ont réussis a cataloguer un grand nombre d’especes

comme médicinales et un livre sur les plantes médicinales et aromatiques d’Algérie a été



publié¢ en 1942 par Fourment et Roques, ils ont mentionné 200 espéces décrites et étudices
dans le Nord d’Algérie et 6 espéces du Sahara (Hamdi-Pacha et al., 1993), parmi les plantes
médicinales d’importance, les plantes de la famille des composées constituent la plus vaste

subdivision du régne végétal (Hamdi-Pacha et al., 1993).

Dans ce contexte notre étude s'est intéressée au screening phytochimique et biologique de
Pulicaria inuloides une plante saharienne appartenant a la famille des composées (Astéracées)
et plusieurs especes de la région des Aures : Cistus albidus (Cistacées), Juniperus oxycedrus
Juniperus phoenicea (Cupressacées), Marrubium vulgare, Marrubium deserti de Noé
(Lamiacées), Cedrus atlantica (Pinacées), Echinops ritro (Astéracées), Peganum harmala
(Zygophyllacées), Euphorbia helioscopia (Euphorbiacées), Daphne gnidium (Thymeleacées),

Bunium incrassatum (Apiacées) et Calendula algeriensis (Astéracées).

A la suite de ces screening, deux especes ont été choisies pour une étude phytochimique

approfondie, Pulicaria inuloides et Cistus albidus.
Notre travail sera organisé en six (06) chapitres :

- Le premier chapitre consistera en un rappel bibliographique sur les différentes espéces
médicinales et aromatiques sélectionnées.

- Le deuxieme chapitre présentera le screening phytochimique et biologiques des
especes sélectionnées dans le cadre de ce travail (activit¢é antioxydante,
antibactérienne, dosage de polyphénols, flavonoides et flavonols).

- le troisiéme chapitre sera consacré a 1’étude phytochimique approfondie des deux
especes sélectionnées a I’issue du screening précédant : Pulicaria inuloides et Cistus
albidus.

- Le quatriéme chapitre concernera le fractionnement bioguidé de 1’extraits chloroforme
des parties aériennes de la plante saharienne Pulicaria inuloides vis-a-vis de
Leishmania amanzonensis et les extraits chloroforme et acétate d’éthyle des parties
aériennes de Cistus albidus contre Trypanosoma cruzi et Acanthamoeba castellanii,
respectivement.

- Le cinquieme chapitre concernera 1’étude de la composition chimique des huiles

essentielles des parties aériennes de Pulicaria inuloides et Cistus albidus.



- Le sixiéme chapitre présentera la détermination des €léments inorganiques dans les
différents extraits des espéces sélectionnées pour le screening phytochimique et

biologique.

On terminera ce travail par une conclusion générale.



Chapitre 1 :
Rappels bibliographiques



Université Fréres Mentouri Chapitre I : Rappels bibliographiques

I.1. Généralités sur la région de récoltes des plantes
I.1.1. Les Aures

L'Aures est une région montagneuse située a l'est Algérien (Figure 1). Cette région était

connue des l'antiquité sous le nom "Aurasius mons" signifiant «La montagne fauve» (Chaker,
1990).

- AL ENE

Figure 1. Localisation de la zone des Aures en vert dans le nord-est Algérien (Berkane et

Yehiaoui, 2007)

Les Aures sont caractérisés par un climat varié, allant du semi- aride au nord a l'aride au sud,

et du subhumide aux sommets au semi- aride dans les vallées (Berkane et Yehiaoui, 2007).

Les Aures sont caractérisé par la présence d'une flore remarquable, composée de 447 especes
végétales dont 9 espéces sont endémiques, 18 especes protégées, 14 especes assez rares, 21
especes rarissimes, 19 especes rares, 62 plantes médicinales et 29 espéces fongiques (parc

national de Belezma) (Beloula, 2008).

La région de Batna située au nord-est de 1'Algérie, s'étend sur une superficie totale de
1201947 ha (Laamari, 2004), elle est limitée au nord par les Wilayas de Sétif et d'Oum-El-
Bouaghi, a l'ouest par la Wilaya de Msila, a l'est par la Wilaya de Khenchela et au sud par la
Wilaya de Biskra (Dekhinet et al., 2007).

La région de Khenchela, située également au nord-est de I’ Algérie, occupe une superficie de
981100 ha, limitée a I'ouest par la forét de Kimel et la forét domaniale des Aures, au nord par

les plaines d'Oum- El- Bouaghi, a l'est par Tébessa et au sud par le Sahara (Laamari, 2004).
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I.1.2. Le Sahara d’Algérie

Le Sahara septentrional (Figure 2), avec sa grande superficie, compte environ 500 espéces de
plantes spontanées (Ozenda, 1991), dont une partie reste utiliser par la population comme

plantes d'intérét médicinale (Maiza et al., 1993).

)

/"\

Figure 2. Localisation de Sahara en jaune sur la carte de I'Algérie

I.1.2.a. Description de la région de Béchar

La zone de Béchar (Figure 3) est située dans le sud-ouest du territoire algérien; elle est
délimitée a l'est par El Bayadh, a l'ouest par le Maroc, au nord par Naama et au sud par
Tindouf et Adrar. La wilaya de Béchar est située a environ 1000 km au sud-ouest de la
capitale Alger a la frontiére entre I'Algérie et le Maroc. Cette région s'étend sur une superficie
de 161 400 kmz, soit environ 6,77% du territoire national, la wilaya de Béchar occupe la 65
place des wilayas d'Algérie. Son climat est chaud et sec en été et trés froid en hiver, les
précipitations ne dépasse pas 100 mm par an. La population est estimée a plus de 251 657

habitants (statistiques de 2005).

Figure 3. Localisation de la zone Bechar en jaune sur la carte de I'Algérie
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En général, le couvert végétal des zones Sahariennes et Aurésiennes est totalement dépendant
de leurs biotopes caractérisés par la rudesse du climat pour les Aures et un stress hydrique et
oxydatif pour la région saharienne. Cette composante floristique est trés caractéristique
puisqu’elle arrive a survivre et a proliférer dans des conditions climatiques extrémes. Cela se
traduit quantitativement par le faible nombre d’especes inventoriées et étudiées dans ce grand

espace et qualitativement par leur richesse en métabolites secondaires.

Pour cela, un rappel bibliographique a été réalisé sur quelques espeéces utilisées en
phytothérapie traditionnelle par les populations locales et appartenant a différentes familles

botaniques.

1.2. Especes sélectionnées dans les Aures
1.2. 1. Juniperus phoenicea L.

Le genre Juniperus appartient a la famille des Cupressacées et comprend 67 espéces et 37
variétés. C’est un petit arbre sauvage qui pousse autour de la Méditerranée et sur les iles
Canaries (Adams, 2011). Juniperus phoenicea L. (J. phoenicea) (Figure 4) appelé également
Zimba (en chaoui) est une espéce aromatique communément appelé «Arar Lahmar » en
Algérie (Quezel et Medail, 2003). Cette plante a été utilisée dans la médecine populaire
algérienne comme diurétique, stimulant et tonique stomachique (Ait Youssef, 2006). Une
décoction de feuilles et/ou des fruits a été utilisée pour traiter la diarrhée, les rhumatismes et
le diabete (Allali et al., 2008). Quelques travaux phytochimiques de J. phoenicea ont montré
la présence des flavonoides (Nasri et al., 2011), phénylpropanoides (Comte et al., 1997) et les
acides diterpéniques (Barrero et al., 2004).

Figure 4. La plante Juniperus phoenicea L.
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1.2.2. Juniperus oxycedrus L.

Juniperus oxycedrus L. (J. oxycedrus) appelée également Tagga (en chaoui) (Figure 5) est un
arbuste aromatique poussant a 1'état sauvage dans les endroits pierreux de la Méditerranée et
des pays du Proche-Orient (Montagne, 1999). Cette plante est utilisée en dermatologie
humaine et vétérinaire pour traiter 1'ecz€éma chronique et d'autres maladies de la peau (Bouhlal
et al., 1988).Une autre utilisation de J. oxycedrus est la préparation de I'huile dite de cade,
connue aussi sous le nom de «goudron de genévrier». Cette huile était utilisée en
dermatologie pour traiter 'eczéma chronique et d'autres maladies de la peau tandis que 1'huile
rectifiée était utilisée comme composant de parfum dans les détergents, les savons, les crémes
et les lotions (Leung et Foster, 1996). J. oxycedrus a été utilis€ aussi en médecine
traditionnelle pour le traitement de diverses maladies, telles que I'hyperglycémie, la
tuberculose, la bronchite et la pneumonie (Sanchez de Medina et al., 1994). Les feuilles et les
tiges de J. oxycedrus réduisent la pression sanguine des rats normotendus, inhibe la réponse a
l'histamine, a la sérotonine et a l'acétylcholine et présente une activité anti-inflammatoire
significative (Moreno et al.,1998). Plusieurs extraits de feuilles, de résines, d'écorces et de

fruits de J. oxycedrus inhibent la croissance de plusieurs micro-organismes (Karaman, 2003).

Quelques travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur J. oxycedrus ont montré la présence
des acides tel que: (I’acide shikimique, 4-O-B-d-glucopyranosylférulique et 1’acide
oleuropénique-8-O-B-d-glucopyranoside).

Figure 5. La plante Juniperus oxycedrus L.

1.2.3. Marrubium vulgare L.

Marrubium vulgare L. (M. vulgare) (Figure 6) est une espeéce aromatique appartenant a la

famille des Lamiacées. Communément appelé «White Horehound » et Tamarriout (en
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chaoui), c’est une plante herbacée, vivace robuste, a tiges densément cotonneuses a fleur
blanche. Plusieurs études ont rapporté que le traitement avec de faibles doses de M. vulgare a
de nombreux effets bénéfiques tels que: 'effet antibactérien (Mubashir et al., 2008) et I'action
antioxydante (Kadri et al., 2011 ; Pukalskas et al., 2012 ; Orhan et al., 2010). Il a également
¢té prouvé que cette plante abaisse la tension artérielle chez le rat. Elle est utilisée dans la

médecine traditionnelle marocaine pour son activité hypotensive (El-Bardai et al., 2004).

Quelques travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur M. vulgare ont montré la présence
des flavonoides (Nawal et Mohamed, 2013 ; Neamah et al., 2017), triterpénoides, acides
phénoliques (Neamah et al., 2017), diterpenes (Marrubiin) et des phényéthanoides glycosides

(samioside, marruboside et verbascoside) (Amri et al., 2017).

Figure 6. Marrubium vulgare L.

1.2.4. Marrubium deserti de Noé.

Marrubium deserti de Noé., (Figure 7) est une espeéce aromatique algérienne. Elle a plusieurs
applications en médecine traditionnelle. Les feuilles et les rameaux utilisés sous forme
d’infusion permettent de traiter la toux, les dysménorrhées, les troubles digestifs, les
parasitoses intestinales, la fievre et les maladies respiratoires (Calis et al., 1992). En usage
externe, la plante est utilisée dans le traitement des réactions allergiques ainsi que pour
soigner les piqures de scorpion. Sur le plan chimique, de nombreuses espéces ont été étudiées
et s’averent étre riches en terpénes et plus particuliecrement en diterpeénes. On y trouve

¢galement un nombre important de flavonoides et de phenylpropanes (Takeda et al., 1992).

Quelques travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur M. deserti ont montré la présence des

terpénoides, diterpénes labdanique et des composés phénoliques (Zaabat et al., 2011).
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Figure 7. Marrubium deserti de Noe.

1.2.5. Cedrus atlantica (Endl.) Manetti

Cedrus atlantica (Endl.) Manetti., (C. atlantica) (Figure 8) appelée également Idhguel (en
chaoui) est une espéce aromatique appartenant a la famille des Pinacées. Cette espece est
uniquement distribuée au Maroc et en Algérie, elle posséde un bois de grande qualité, utilisé
dans la construction et l'artisanat. Cette espece pousse principalement en Algérie dans les
foréts domaniales de Tissemsilt, Beni-Oudjana, Belezma, Ouled Yacoub, Bainem et Tala

Guilef (Boudarene, 1991 ; Boudarene et al., 2001 ; Canard et al., 1997).

Il a été montré aussi que l'huile essentielle de cette plante possede des propriétés anti-
inflammatoires (Sugita et al., 2004), antifongiques (Bouchra et al., 2003) et antimicrobiennes
(Hammer et al., 1999). Elle est également utile dans le traitement de la perte de cheveux dans

une combinaison d'huiles en aromathérapie (Ormerod et al., 2000).

Quelques travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur C. atlantica ont montré la présence
des diterpenoides (Dakir et al., 2004), diterpénes abiétanes (Barrero et al., 2005), flavonoides
(Flavonol O-acylé¢ glycoside) (Belhadj et al., 2017).

Figure 8. La plante Cedrus atlantica (Endl.) Manetti.

9
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1.2.6. Echinops ritro L.

Le genre Echinops appartient a la famille des Astéracées et comprend plus de 120 especes
distribuées dans 1'Est et le Sud de I’Europe, en Afrique tropicale et en Afrique du Nord et en
Asie (Tadesse et Abegaz, 1990 ; Shukla, 2003). Echinops ritro L. (E. ritro) (Figure 9) est une
plante vivace de 2-4 dm, rameuse, quelquefois simple et monocéphale, blanche tomenteuse,
non glanduleuse-feuilles fermes, embrassantes, vertes et glabres ou aranéeuses en dessus, tres
blanches-tomenteuses en dessous, pennatifides ou pennatipartites a lobes fortement épineux,
poils basilaires de I'involucre égalant environ le quart de la longueur des folioles intérieures
de ce dernier, celles-ci ciliées sur les bords, glabres du reste-akéne a soies dépassant la cupule
formée de poils soudés seulement a la base. Certaines espeéces sont connues pour avoir une
utilisation en médecine, elles sont utiles dans le traitement de la migraine, de la diarrhée, des
douleurs cardiaques et le traitement des hémorroides (Dawit et Ahadu, 1993). Quelques
travaux phytochimiques antérieurs réalisé€s sur E. ritro ont montré la présence des flavonoides
(Chevrier, 1976 ; Sytar et al., 2015), thiophénes (Fokialakis et al., 2006), alcaloides (Shukla,
2003), sesquiterpenes (Ulubelen, 1991), acides gras (Chevrier et al., 1975) et des alcanes
(Chevrier et Abdel Gawad, 1974).

Figure 9. La plante Echinops ritro L.

1.2.7. Peganum harmala L.

Peganum harmala L. (P. harmala) (Figure 10) est une espéce aromatique de la famille des
Zygophyllacées (Hilal et Young ken, 1983). Communément appelé «Harmal», elle pousse
spontanément dans les régions semi-arides et pré-désertique, distribué en Afrique du Nord et
au Moyen orient (El-Bahri et Chemli, 1991). En médecine traditionnelle marocaine par
exemple, les graines de P. harmalas ont utilisées sous forme de poudre, décoction, macération
ou infusion pour la fievre, la diarrhée et les tumeurs sous-cutanées. Elle est largement utilisée

comme remede contre les douleurs (douleurs rhumatismales, articulation douloureuse et

10
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douleur intestinale) (Bellakhdar, 1997a). Elle est également utilisée pour le traitement de
l'asthme, la jaunisse, les lumbagos et de nombreuses autres maladies (Dymock et al., 1976 ;
Nadikarni, 1976). Quelques travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur P. harmala ont
montré la présence des alcaloides, composés stéroidiens, acides gras, acides aminés et
hydrates de carbone (Marwat et Rehman Fu, 2011), triterpénoides, glycoside phénolique
(Wang et al., 2016) et des alcaloides indoliques (Wang et al., 2018).

Figure 10. La plante Peganum harmala L.

1.2.8. Euphorbia helioscopia L.

Le genre Euphorbia est le plus grand genre de la famille des Euphorbiacées avec plus de 2000
especes et est subdivisé en plusieurs sous-genres et sections (Davis et al., 1988). Plusieurs
especes du genre Euphorbia ont été étudiées pour leurs effets antiviraux et anti tumoraux,
selon les informations transmises par la tradition (Betancur-Galvis et al., 2002). Les feuilles
de ce genre sont utilisées dans la médecine pour la bronchite et les rhumatismes (Chen et al.,
1979). Les especes d'Euphorbia ont été utilisées dans la médecine traditionnelle turque contre
les rhumatismes, l'enflure et surtout comme dissolvant des verrues (Baytop, 1984). Euphorbia
helioscopia L. (E. helioscopia) (Figure 11) appelée également Tafuri (en Tamazight) a été
utilisée traditionnellement dans le traitement de plusieurs maladies et plusieurs chercheurs ont
confirmé ses différentes activités pharmacologiques (Panda, 2004). E. helioscopia posséde
une activité antioxydante qui a été principalement démontrée par des études in vitro (Uzair et
al., 2009 ; Ben Mohamed Maoulainine et al., 2012 ; Saleem et al., 2014). Quelques travaux
phytochimiques antérieurs réalisés sur E. helioscopia ont montré la présence des terpénoides
et des lactames (He et al., 2010 ; Mu et al., 2013), diterpénes ester (Barla et al., 2006),
flavonoides, coumarines (scopoletine et isoscopoletine), chalcones, diterpénoides (Geng et al.,
2011).

11
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Figure 11. La plante Euphorbia helioscopia L.

1.2.9. Daphne gnidium L.

Daphne gnidium L. (D. gnidium) appelé également Lezzaz (en Tamazight) appartient a la
famille botanique des Thyméléacées. Elle est trés fréquente autour du bassin méditerranéen.
Au Maroc par exemple, les racines et les feuilles de cette plante sont traditionnellement
utilisées pour éviter la chute des cheveux, comme purgatif, odontalgique, comme tonique
capillaire et pour traiter la jaunisse et plusieurs tumeurs solides (Hmamouchi, 1999 ;
Merzouki et al., 2000). Cependant, D. gnidium est considérée aussi comme dangereuse en
raison de sa toxicité¢ élevée. Elle provoque des maux de téte, frissons, paleur, dilatation
pupillaire, gonflement de la bouche et des I¢vres, difficulté de déglutition, diarrhée et spasmes
digestifs, convulsions, troubles pulmonaires et déceés (Bellakhdar, 1997b ; Charnot, 1945).
Quelques travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur D. gnidium ont montré la présence
des flavonoides, coumarine et des vitamines (Deiana et al., 2003 ; Cottiglia et al., 2001),

composés phénoliques (Dif et al., 2014) et des triterpénes (Chaabane et al., 2013).

——

Figure 12. La plante Daphne gnidium L.

12
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1.2.10. Bunium incrassatum L.

Bunium incrassatum L. (B. incrassatum) (Figure 13) est une espéce aromatique appartenant a
la famille des Apiacées. Largement distribuée dans les parties de l'est de 1'Algérie, elle est
appelée « Talghouda ». Il s’agit d’une plante médicinale économiquement importante. Les
racines de cette plante sont trés nutritives et généralement consommée comme la pomme de
terre (Quezel et Santa, 1963). Dans la pharmacopée traditionnelle, les tubercules séchés et en
poudre sont considérées comme astringentes et antidiarrhéiques et se révelent utiles contre les
inflammations hémorroidaires. En outre, cette plante est utilisée pour la bronchite et le
traitement de la toux. De plus, il est bien documenté que les huiles essentielles et les extraits
de certaines espeéces de Bunium spp possédent des effets antihistaminiques, antibactériens,
antifongiques (Boskabady et Moghaddas, 2004) ainsi que des activités antioxydantes
(Shahsavari et al., 2008). Quelques travaux phytochimiques réalisés sur B. incrassatum ont
montré la présence des coumarines, stérols (f-sitostérol), acides oléiques et des sucroses
(Bousetla et al., 2011), quelques travaux ainsi ont montré la présence des coumarines
(Appendino et al., 1994) et des sesquiterpenes (Appendino et al., 1991) dans 1’especes de B.
paucifolium, d autres travaux ont montré aussi la présence des monoterppénoides dans

I’espece de B. persicum (Salehi et al., 2008).

Figure 13. La plante Bunium incrassatum L.

1.2.11. Calendula algeriensis L.

Le genre Calendula appartient a la famille des Astéracées. Il est distribu¢ dans la région
méditerranéenne, au Maroc et en Espagne et en Iran, vers le sud jusqu'aux du Hoggar
(Algérie) et au Yémen (Norlindh, 1946). 11 est utilisé¢ pour leurs effets anti-inflammatoires,
antipyrétiques, antitumoraux et curatifs (Ukiya et al.,, 2006). Calendula algeriensis (C.

algeriensis) (figure 14) est une plante herbacée annuelle, a fleurs jaunes ou jaune orangé, dont

13
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la floraison débute aux premiers jours du printemps et peut durer presque toute I'année

(Midhat et al., 2017).

Quelques travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur le genre Calendula ont montré la
présence des caroténoides, la lutéine, le lycopéne, la rutine, l'ubiquinone et surtout la
quercétine (Saini et al., 2012), protéines, acides aminés, sucres réducteurs, flavonoides,
saponines, phénoliques, terpénoides, stéroides et glycosides (Lovecka et al., 2017),
flavonoides (l'isorhamnétine et les dérivés de quercétine) (Olennikov et al., 2017), composés
phénoliques et flavonoides (Butnariu et Coradini, 2012), acides phydroxybenzoique,
salicylique, vanillique, caféique, gallique (Gora et al., 1979 ; Gong et al., 2012), flavonoides
(-O-glycosides) , acides amines, flavonoides acylésméthoxylés (Abasova et al., 1995),
alcaloides, caroténoides, saponines et tanins (Duke, 1992), polysaccharides (Wagner et al.,

1984), triterpénoides monoesters (Neukirch et al., 2004).

Figure 14. Calendula algeriensis L.

1.3. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présent¢ une recherche bibliographique concernant les
différentes especes ¢tudiées dans le cadre de ce travail. Cette ¢étude bibliographique a
concern¢ essentiellement les especes sélectionnées pour le screening phytochimique et
biologique qui sera abordé dans le prochain chapitre. Il sera question d'évaluer la teneur en
composés phénoliques et flavonoides totaux et de comparer leurs activités antioxydante et

antibactérienne.

Les deux especes Pulicaria inuloides et Cistus albidus ont été sélectionnées pour une étude

phytochimique plus approfondies qui sera développée dans le chapitre III.
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I1.1. Matériel végétal
I1.1.1. Sites et périodes de récolte

La plante Pulicaria inuloides (Poir.) DC., a été récoltée au moment de la floraison en 2013 au
barrage du Bechar « Djorf Ettorba » (80 km au sud-ouest de Béchar) (Figure 1) et a été
identifi¢ par Ben Abd El-Hakem Mohamed, directeur de 1’agence nationale pour la
conservation de la nature a Bechar en Algérie. Apres le séchage dans un endroit sec a I’abri
des rayons solaires, les parties aériennes (feuilles, tiges et fleurs, 1500 g) et les parties racines

(200 g) ont été pulvérisées et pesées.

el

Figure 1. Site de prélevement de Pulicaria inuloides (Poir.) DC.

La plante Cistus albidus L., a été récoltée dans la région des Aurés (les montagnes de Foum-
toub de Batna, nord-est de I’ Algérie) (Figure 2) au mois de juin 2015. Les parties aériennes
(feuilles et tiges) ont été séchées dans un endroit sec a ’abri des rayons solaires et de

I’humidité puis bien pulvérisées et pesées (3500 g).

Figure 2. Site de prélevement de Cistus albidus L.

Les especes Euphorbia helioscopia L., Peganum harmala L., Daphne gnidium L.,
Calendula algeriensis L., Bunium incrassatum L., Echinops ritro L. et Marrubium deserti de
Nog¢., ont été récoltées au printemps 2015 dans la région des Aures (Ouled Fadhel-Touffana
de Batna, nord-est de 1’Algérie) (Figure 3). Apres séchage dans un endroit sec a I’abri des
rayons solaires et de ’humidité, les parties aériennes de ces plantes (feuilles, tiges et fleurs)

ont été pulvérisées et pesées (30 et 70 g).
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Figure 3. Site de prélévement des différentes especes de la région des Aures

Les especes Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicea L., et Marrubium vulgare L., ont

été récoltées en février 2015 dans la région des Aures (Arris de Batna, nord-est de I’ Algérie).

L’espece Cedrus atlantica (Endl.) Manetti., a été récoltée au mois de juin 2015 dans la région

des Aures (Yabous de Khenchla, nord-est de 1’ Algérie).

Pulicaris inwloides (Poir ) DC Cizrus albidus L

Pegamum barmalal.

Calenduls algeriersis L. Euphorbia helisscopia L.

11.2. Protocole d’extraction

Les parties aériennes des plantes ; J. oxycedrus, J. phoenicea, M. vulgare, C. atlantica,
C. algeriensis, E. helioscopia, P. harmala, D. gnidium, B. incrassatum, M. deserti et E. ritro
sont misent & macérer dans un mélange hydro alcoolique (éthanol: eau, 8: 2, v: v) a
température ambiante. Les extraits récupérés ont été concentrés sous pression réduite a une
température modérée (37°C). La macération est répétée deux fois avec renouvellement du

solvant. Les schémas suivant représentent le protocole d’extraction des différentes especes.

16



Université Fréres Mentouri

Chapitre 11 : Activités biologiques in vitro

! ! ' '

Peganum harmala L. | Daphne gnidizm L. Euphorbia helfoscopia L. | Calendula algeriensis L.

B!

_ Macération (EOH :Hi0) 8 2) _

l

!

P

m=167g m=231lg m=2107g m=182g
Bunium incrassatum L. Echinops ritre L. | Marrubium deserri da Mos. |
l Macération (EtOH : H20) (8 :2)
m=1.33 g m=2.27 e m=1.79 g

!

}

!

}

Juniperus oxycedrus L. Juniperus phoenicea L. Mdavrubium vulgare L. | m‘_‘ﬁﬂf ”m
l ~ Maceration (EtOH : H-00 (7 :3)

!

m=56.87 g

!

m=10.42 g

!

m= 9.1g

!

m=6_90

Figure 4. Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction de différentes especes
(Voire chapitre III pour les protocoles d’extraction des espéces P. inuloides et C. albidus)

Le tableau suivant montre les différents rendements d’extraction des différentes espéces

Espece Rdt | N° Espéce Rdt
N° % Y%
1 | Pulicaria inuloides 22,66 | 8 | Euphorbia helioscopia L. | 6,90
(Poir.) DC.
2 | Cistus albidus L. 19,14 | 9 | Peganum harmala L. 5,56
3 | Juniperus oxycedrus L. 9,81 10 | Daphne gnidium L. 7,70
4 | Juniperus phoenicea L. 14,88 | 11 | Bunium incrassatum L. 4,43
5 | Marrubium vulgare L. 13,0 | 12 | Marrubium deserti de | 7,56
Noe.
6 | Cedrus atlantica (Endl.) 9,85 | 13 | Echinops ritro L. 5,96
Manetti.
7 | Calendula algeriensis L. | 6,06

Tableau 1. Résultats de 'extraction des différentes especes
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Le rendement en pourcentage des différents extraits a été calculé sur la base du poids sec
comme suit: Rendement (%) = (W, x 100) / W, Ou; W = poids de 'extrait apres évaporation

du solvant; W, = Poids de la poudre broyée (plante seche).

I1.3. Screening phytochimique

Un screening phytochimique a été effectu¢ sur les différents extraits organiques
(chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) des especes P. inuloides et C. albidus ainsi que
sur les différents extraits alcooliques bruts des parties aériennes des onze (11) plantes des
régions des Aures : J. oxycedrus, J. phoenicea, M. vulgare, C. atlantica, C. algeriensis, E.

helioscopia, P. harmala, D. gnidium, B. incrassatum, M. deserti et E. ritro.

I1.3.1. Mise en évidence des saponines

Quelques milligrammes d’extraits des différentes espéces ont été solubilisés dans de I'eau
distillée dans des tubes a essai. Apres agitation pendant quelques minutes. L’apparition de

mousse persistante indique la présence de saponines (Adegoke et al., 2010).

11.3.2. Mise en évidence des flavonoides

Quelques milligrammes d’extraits des différentes espeéces ont été solubilisés dans de 1'eau
distillée dans des tubes a essai. Apres addition de HCl puis de quelques morceaux de
magnésium, l'apparition d'une couleur rouge indique la présence de flavonoides (Shahid-Ud-

Duaula et Anwarul, 2009).

11.3.3. Mise en évidence des tanins

Quelques milligrammes des extraits des différentes especes ont été solubilisés dans des tubes
contenant de 1'eau distillée. Pour détecter la présence ou I'absence des tannins, le trichlorure
de fer (FeCl;, 1%) a été ajouté. L’apparition d’une couleur vert- bleu foncé indique la
présence des tanins galliques et la couleur bleu-verdatre indique la présence des tanins

catéchiques (Boxi et al., 2010).
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11.3.4. Mise en évidence des alcaloides

Quelques milligrammes des extraits des différentes espéces ont été mis en solution dans
quelques millilitres d'acide sulfurique (10%) et laissés a macérer pendant 24 heures, apres
filtration, le réactif de Dragendorff a été¢ ajouté. L'apparition d'un précipité orangé a rouge

vermillon indique la présence d'alcaloides (Adegoke et al., 2010).

I1.4. Evaluation de P’activité antioxydant

L’activité antioxydante a ét¢ effectuée en utilisant deux méthodes : celle du DPPH et celle du
B-caroténe, le dosage des polyphénols, flavonoides et flavonols a été effectué¢ sur les
différents extraits organiques (extraits bruts, chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) des
especes P. inuloides et C. albidus ainsi que les différents extraits bruts des parties aériennes
des onze (11) espéces de la région des Aures : J. oxycedrus, J. phoenicea, M. vulgare, C.
atlantica, C. algeriensis, E. helioscopia, P. harmala, D. gnidium, B. incrassatum, M. deserti

et E. ritro.

11.4.1. DPPH radical scavenging

L’activité antioxydante des extraits des différentes espéces a ét¢ évaluée en utilisant la
méthode du DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl). Tous les extraits ont étés préparés dans
le méthanol avec une concentration de 8 mg/ml. Ensuite, 30 pl de chacun de ces solutions ont
¢té ajoutés a 3 ml de la solution de DPPH (0,04 mg/ml). Aprés 30 min d'incubation dans une
chambre noire a température ambiante, les absorbances des échantillons ont été mesurées
avec un spectrophotométre a 517 nm. Le pourcentage de piégeage du radical DPPH a été

calculé en utilisant I’équation suivante :
PI (%) = [(Abs controle — Abs échantillon) / Abs controle] x 100

L’expérience a été répétée deux fois et les résultats ont été exprimés en valeurs des ICs
(concentration inhibitrice de 50% des radicaux DPPH). Elle a été calculée a partir du graphe
de pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de I'échantillon en utilisant

Microsoft Excel (Ozturk et al., 2011 ; Koleva et al., 2002).
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11.4.2. Test du blanchissement du B-caroténe

Une solution de B-caroténe/acide linoléique a été préparée par la solubilisation de 0,5 mg de
B-caroténe dans 2 ml de chloroforme et 25 pl d’acide linoléique auxquelles 200 mg de
Tween40 ont été additionnés. Le chloroforme est ensuite évaporé et 100 ml d’eau oxygénée
ont été ajoutés avec une agitation vigoureuse jusqu’a la formation d’une émulsion.
L’antioxydant standard (BHA) est utilis¢ comme contrdole positif. La décoloration du [-
caroténe est suivie a 490 nm a des intervalles de temps réguliers pendant 48 heures (Mahdavi

et al., 2016 ; Wanasundara et al., 2005).

L’activité inhibitrice de la dégradation du B-caroténe de tous les extraits a été calculée selon
I’équation suivante :
Inhibition (%) = [Abs échantillon g, / Abs échantillon ] x 100
Ou :
Abs échantillon t=48h est I’absorbance de I’émulsion contenant I’extrait apres 48 heurs.

Abs échantillon t=0h est I’absorbance initiale de 1’émulsion contenant 1’extrait.

11.4.3. Dosage des polyphénols

La teneur totale en polyphénols a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu. 0,5 ml de
réactif de Folin-Ciocalteu (1N) ont été mélangés avec 0,25 ml de chaque extrait préparé dans
I’eau distillé avec une concentration de (1 mg/ml), aprés 4 min a température ambiante et a
I’obscurité, 2,5 ml de carbonate de sodium (20%) ont été ajoutés. Apres 2 heures d'incubation
a température ambiante, 1'absorbance des échantillons et de la solution étalon ont été mesurés
a 760 nm avec un spectrophotometre. Des concentrations croissantes d'acide gallique (7,81-
250 pg/ml) ont été utilisées pour obtenir une courbe standard. Les résultats sont exprimés en
microgrammes d'équivalents d'acide gallique par milligramme d’extrait (ugAGE/mg)

(Singleton et al., 1999 ; Oyaizu et al., 1986).

11.4.4. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a ét¢ déterminée par la méthode du trichlorure d'aluminium en
utilisant la rutine et la quercétine comme composés de référence (Ordonez et al., 2006), cette

méthode est basée sur la formation d'un complexe flavonoide-aluminium qui a un maximum

20



Université Fréres Mentouri Chapitre 11 : Activités biologiques in vitro

d’absorption a 420 nm. Tous les extraits organiques des différentes espéces ont été préparés
dans des solutions méthanoliques avec une concentration de 1 mg/ml. Ensuite, 1 ml de
chaque solution a été mélangé avec 1 ml d’une solution aqueuse de trichlorure d'aluminium
(2%). L'absorption a été mesurée a 420 nm apres 1 heure de temps. Toutes les déterminations
ont été réalisées en double. L'absorption de la solution méthanolique des standards (rutine et
quercétine) (7,81-250 pg/ml) a été¢ mesurée dans les mémes conditions et les résultats ont été

exprimés en microgrammes d’équivalents de rutine/ou quercétine d’extrait (ugRuE/mg et

ngQE/mg).

I1.4.5. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols a ét¢ déterminée par la méthode du trichlorure d'aluminium en
utilisant la rutine et la quercétine comme composés de référence. Cette méthode repose
¢galement sur la formation de complexe avec une absorption maximale a 415 nm (Kumaran
et al., 2006 ; Moossavi et al., 2016). 0,5 ml de chacune des solutions méthanoliques des
extraits organiques des différentes especes (I mg/ml) ont ét¢ mélangés avec 0,5 ml de
trichlorure d'aluminium (2%) et 1,5 ml d'acétate de sodium (50 mg/ml). L'absorbance a été
lue apres 2,5h a 415 nm. Toutes les déterminations ont été réalisées en double. L’absorption
de la solution de standard rutine/ou quercétine (7,81-500 pg/ml) dans le méthanol a été
mesurée dans les mémes conditions. Les résultats ont été exprimés en pugRuE/mg et

ngQE/mg d’extrait.

I1.5. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’¢étude de I’activité antibactérienne des trois (03) extraits : chloroformique, acétate d’éthyle
et n-butanolique des especes P. inuloides et C. albidus a été effectuée au laboratoire de

bactériologie au niveau du Centre Hospitalier Universitaire, CHU Ben Badis de Constantine.

I1.5.1. Matériels bactériologiques utilisés

Les souches bactériennes utilisées sont les suivantes :
e Pseudomanas aeruginosa.

e Staphylococcus aureus.
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e FEscherichia coli.
Les milieux de culture utilisés sont les suivants :

e G¢lose de Chapman: pour la souche de Staphylococcus aureus.

e G¢lose Hektoen: pour la souche d’Escherichia coli.

e (G¢élose nutritive : pour la souche de Pseudomanas aeruginosa.

e Gélose Mueller-Hinton (MH) : pour tester 1’effet des extraits testés sur les
souches ¢tudiées.

e [’cau distillée stérile: pour faire le test de I’antibiogramme.

I1.5.2. Revivification des souches

On a réalisé des repiquages dans des milieux solides sélectifs dont le but est I’obtention des

souches jeunes.

I1.5.3. Identification biochimique

Les souches testées sont des souches identifiées au niveau du Centre Hospitalier Universitaire

de Constantine (CHU).

I1.5.4. La méthode de I’antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé (Méthode des

disques)

Cette étude a été réalisée en suivant la méthode de 1’antibiogramme par diffusion sur milieu
gélosé (Méthode des disques). L’antibiogramme est un examen de laboratoire permettant
d’apprécier la sensibilit¢ d’une bactérie prélevée chez un malade vis-a-vis de divers

antibiotiques (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2012 ; Dabena, 1997).

Cette méthode différe selon que la bactérie soit exigeante ou non. Dans notre étude les
souches bactériennes utilisées sont des bactéries non exigeantes c'est a dire qu'elles se

cultivent facilement dans les milieux de base.
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I1.5.5. Préparation des dilutions

La solution meére a été préparée par la solubilisation de 60 mg de chaque extrait dans 9 ml

d’eau ultra pure et 1 ml de diméthylsulfoxyde (DMSO) (Rukayadi et al., 2008 ; Carbonelle

et al., 1987). A partir de cette solution on a préparé plusieurs dilutions :

trati
Conif:tli;i ton Volume de la SM Volume de I’eau Concentration
(ml) ultra pure (ml) finale (ug/ml)
(ng/ml) P He

6000 6,4 3,6 3840 (D1)

2 2 1920 (D2

3840 (D2)

1 3 960 (D3)

Tableau 2. Les différentes dilutions de la solution mére des différents extraits organiques de

P. inuloides

COHSEZZTIOH Volume de la SM Volume de I’eau Concentration
(ug/mi) (mi) ultra pure (ml) | finale (ng/ml)
6000 6,4 3,6 3840 (D1)
2 2 1920 (D2)
3840 1 3 960 (D3)
0.5 3,5 750 (D4)

Tableau 3. Les différentes dilutions de la solution mere des différents extraits organiques de

C. albidus

I1.5.6. Milieu

Le milieu standard utilis¢ est le Mueller-Hinton. L’épaisseur de la gélose doit étre strictement

de 4 mm répartie uniformément.

Les boites sont pré-séchées avant I’emploi (Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI), 2012 ; Minor et Veron1989).

I1.5.7. Préparation des disques

On utilise dans cette méthode, le papier Whatman N°3 découpé sous forme de disques

circulaires d’environ 6 mm, afin d'obtenir une zone d’inhibition facile & mesurer. On place les
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disques dans un tube a essai stérile (20 min a 120°C) dans une autoclave) (Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI), 2012 ; Minor, 1989).

I1.5.8. Préparation de I’inoculum

On a raclé trois colonies bien isolées et parfaitement identiques dans I’eau physiologique.
L’ensemencement a été fait apreés les 24 heures qui suivent la préparation de 1’inoculum

(Ericsson et al., 1971).
I1.5.9. Ensemencement

e On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

e On l’essore en le pressant sur la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum.

e On frotte I’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosée seéche, de haut en bas, en
stries serrées.

e Dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de pétri, on recharge 1’écouvillon a
chaque fois.

e Application immédiate des disques (contiennent 20 ul de chaque dilution de I’extrait a
étudier (Ericsson et al., 1971).

e On place aussi a chaque fois un disque d’un antibiotique selon le type des bactéries
(les bactéries utilisées sont de gram (+) pour faire la comparaison. On a utilis¢ les
antibiotiques suivants : céphazoline pour Escherichia coli, ceftazidine pour

Pseudomanas aeruginosa et vancomycine pour Staphylococcus aureus.
I1.5.10. Pré-incubation
Les boites ont été laissées pendant 15 min a température ambiante (Ericsson et al., 1971).
I1.5.11. Incubation
L’incubation a été effectuée a 1’étuve pendant 24 heures a 37°C (Ericsson et al., 1971).
I1.5.12. La lecture

Pour chaque disque, on mesure le diameétre de la zone d’inhibition a I’aide d’une régle. Les

diametres mesurés ont été¢ comparés aux diagrammes de référence.
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11.6. Résultats et discussion

Les résultats obtenus (Tableau 1) nous ont permis de classer toutes les espéces en fonction
de leurs rendements comme suit : P. inuloides > C. albidus > J. phoenicea > M. vulgare > C.
atlantica > J. oxycedrus > D. gnidium > M. deserti > E. helioscopia > C. algeriensis > E.

ritro > P. harmala > B. incrassatum.

Les résultats ont montré que les rendements d'extraction les plus élevés ont été obtenu avec
P. inuloides et C. albidus suivis par J. phoenicea et M. vulgare (22,66 > 19,14 > 14,88 > 13,0

%, respectivement.

I1.6.1. Screening phytochimique

Les résultats obtenus (Tableau 4) ont montré que les saponines étaient présentes en quantité
importante dans les extraits n-butanolique de C. albidus, AcOEt de P. inuloides et les extraits
bruts de : J. phoenicea, M. vulgare et C. atlantica, alors que dans les extraits bruts d’FE.
helioscopia, D. gnidium, B. incrassatum, E. ritro et M. deserti et les extraits CHCl; et AcOEt

de C. albidus les saponines ont été totalement absentes.

Les flavonoides sont abondants dans les extraits organiques AcOEt et n-BuOH de P.

inuloides et C. albidus et dans 1’extrait brut d’E. helioscopia.

Les extraits bruts de : D. gnidium, C. algeriensis, M. deserti, E. ritro et les extraits AcOEt et
n-BuOH) de P. inuloides sont riches en tanins catéchiques, alors que les extraits AcOEt et n-
BuOH de C. albidus et les extraits bruts d’E. helioscopia et B. incrassatum se caractérisent

par leurs richesse en tanins galliques.

L’extrait n-BuOH de C. albidus et les extraits bruts de; J. oxycedrus, J. phoenicea, M.

vulgare, C. atlantica, D. gnidium et P. harmala sont fortement riches en alcaloides.

Les résultats de screening phytochimique des extraits de différentes especes sont montré dans

le tableau suivant ;
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Plante Extrait Saponine | Flavonoides Tanins Tanins Alcaloides
s galliques | catéchiques
CHCl; / / / / /
P. inuloides AcOEt +++ +++ - -+ +
P. aériennes
n-BuOH - +++ - +4+ -
CHCl; - - - + T
C. albidus AcOEt - ++ +++ - +
P. aéri
acTIEnnes n-BuOH +++ ++ ++ - +++
J. oxycedrus EtOH-H,0 ++ ++ + + -
J. phoenicea EtOH-H,0 +++ ++ + + +++
M. vulgare EtOH-H,0 +++ + + ++ +++
C. atlantica EtOH-H,0 ++ + + + +++
E. helioscopia | EtOH-H,O - ++ ++ - +
D. gnldlum EtOH-Hzo - - - +++ +++
C. algeriensis | EtOH-H,O + - - +++ ++
P. harmala EtOH-H,0 + - - ++ T+
B. incrassatum | EtOH-H,O - - ++ - +
E. ritro EtOH-H,0 - - - 4+ T+
M. deserti EtOH-H,0 - - - ++ T
CHCl; / / / / /
AcOEt + + - +++ +
P. inuloides
P. racines n-BuOH _ +++ +++ - -

Tableau 4. Résultats de la caractérisation de screening phytochimique des extraits de
différentes especes

+ + +: Trés abondants + +: Moyennement abondants + : Abondants - : Négatifs
I1.6.2. Evaluation de I’activité antioxydante
11.6.2.1. DPPH radical scavenging

L’activité antioxydante de tous les extraits étudiés a été¢ exprimée en valeurs Clsy (une valeur
faible de Clsy indique une forte capacité de ’extrait, tandis qu'une valeur ¢élevée indique une
faible activité de 1’extrait). Pour chaque extrait la Clsy a été déduite de la courbe d'étalonnage

correspondante.
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Plante Extrait I1Csy (ng/ml) Standards ICso (ng/ml)
CHCl; 71,64+11,65 BHA 8,25+0,55
AcOEt 14,41+4,16 Acide ascorbique 3,09+0,73
P inuloides ™ "B,,6H 20,67+3,22 Rutine 8,52+1,84
P acriennes [ ait brut 30,58+10,38 Quercétine 3,45+0,26
CHCl; 12,85+0,31
P. inuloides AcOEt 4,08+0,41
P. racines -BuOH 8,760,002 Acide ascorbique 1,30+0,13
Extrait brut 40,72+9,72
J. oxycedrus EtOH-H,0 481,39+132,07
J. phoenicea | EtOH-H,O | 403,89+ 30,87 BHA 1,87
Rutine 1,38
M. vulgare EtOH-H,0 20,37+2,18
C. atlantica EtOH-H,0 8,92+ 0,35

Tableau 5. Comparaison entre les valeurs de Clsy (ug/ml) des différentes especes

Plante Extrait ICs5¢ (mg/ml) Standards ICs5¢ (mg/ml)
CHCI; 1,369+0,378
C. albidus
P. aériennes AcOEt 0,445+0,112
n-BuOH 0,461+0,055 Acide ascorbique 0,142+0,019
E. helioscopia | EtOH-H,O 0,109+0,083
D. gnidium EtOH-H,0O 1,969+ 0,463 Rutine 0,542+0,248
C. algeriensis | EtOH-H,O 8,807+0,386
P. harmala EtOH-H,O | 39,211+£12,956
B. incrassatum | EtOH-H,O 0,193+0,120
E. ritro EtOH-H,0 0,130+0,100
M. deserti EtOH-H,0 0,153+0,070

Tableau 6. Comparaison entre les valeurs de Clsy (mg/ml) des différentes especes

En comparant les valeurs de Clsy des différentes especes qui sont représentées dans le tableau
5, on constate que l’extrait brut de 1’espece C. atlantica, a montré pouvoir antioxydant
puissant (Clsp= 8,92+ 0,35 pg/ml), suivi respectivement par les extraits bruts des espéces ; M.
vulgare, P. inuloides, J. phoenicea et J. oxycedrus (20,37£2,18 ; 30,58+10,38 ; 40,72+9,72 ;
403,89+ 30,87 et 481,39+£132,07 ng/ml). Ces résultats nous ont permis de classer ces espéces
en fonction de leurs activité antioxydante comme suit : C. atlantica > P. inuloides > J.

phoenicea > J. oxycedrus.
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En comparant les valeurs de Clsy des différentes espéces de tableau 6, on constate que
I’extrait brut de 1’espéce E. helioscopia est doté d’un pouvoir antioxydant puissant (Clso=
0,10+0,08 mg/ml), suivi respectivement par les extraits bruts des especes; E. ritro, M.
deserti, B. incrassatum, D. gnidium, C. algeriensis et P. harmala (0,13+0,1; 0,15+0,07 ;
0,19+£0,12 ; 1,969+0,46 ; 8,807+0,38 et 39,211£12,95 mg/ml). Ces résultats nous ont permis
de classer ces especes comme suit : E. helioscopia > E. ritro > M. deserti > B. incrassatum >

D. gnidium > C. algeriensis > P. harmala.

Par comparaison des extraits des parties aériennes de P. inuloides avec les standards
antioxydants utilisés (Tableau 5), I’extrait AcOEt représente 1’extrait le plus actif avec une
ICso= 14,41+4,16 pg/ml suivi respectivement par les extraits butanolique et chloroformique
(ICsp=20,6743,22 et 71,64+11,65 ng/ml). L’extrait AcOEt des parties racines de P. inuloides
(Tableau 5) représente I’extrait le plus actif avec une ICsp= 4,08+0,41 pg/ml suivi
respectivement par les extraits butanolique et chloroformique (ICsp= 8,76+0,002 et
12,85+0,31 pg/ml). Par comparaison des extraits des parties aériennes de C. albidus avec le
standard utilisé (Tableau 6), I’extrait AcOEt a montré une activité puissante (Clsy de
0,44+0,11 mg/ml) suivi respectivement par 1’extrait butanolique et chloroformique (Clsy=

0,46+0,05 et 1,369+0,378 mg/ml).

% inhibition = f(concentration) —— AcOFE!

120
== n-BuOH

100 /( 7 = == CHCI3

== Extrait brut PI

=@ Extrait brut
Pr*
Acide

ascorbique
BHA

% inhibition

rutine

1
g7 Quercétine

concentration mg/ml

Figure 5. Activité antioxydant par DPPH des différents extraits organiques des parties

aériennes de P. inuloides (P1; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)
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% d'hinibition = f(concentration)
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Figure 6. Activité antioxydant par DPPH des différents extraits organiques des parties

racines de P. inuloides
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Figure 7. Activité antioxydant par DPPH des différents extraits organiques des parties

aériennes de C. albidus
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% inhibition= f(concentration)
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Figure 8. Activité antioxydant par DPPH des extraits bruts des différentes especes de la

région des Aures
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Figure 9. Activité antioxydant par DPPH des extraits bruts de différentes especes de la

région des Aures
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Figure 10. Comparaison entre les valeurs de Clso (ug/ml) des extraits de P. inuloides et les

especes des Aures (P1; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)
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Figure 11. Comparaison entre les valeurs de Clso (mg/ml) des extraits de C. albidus et les

especes des Aures
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11.6.2.2. Test du blanchissement du pB-carotene

Dans ce test, la capacité antioxydant des différents extraits végétaux est déterminée par la
mesure de l'inhibition des composés organiques, cette méthode est employée couramment
parce que le B-caroténe montre une activité biologique forte et est un composé physiologique

important.

La cinétique de blanchiment du B-caroténe en présence et en absence des différents extraits

des différentes especes sont représentés dans les tableaux et les figures suivantes ;

Plante Extrait Activité Standard Activité
antioxydant (%) antioxydant
(%)
CHCI; 80,18 + 16,09
AcOEt 84,13+13,2
P. inuloides n-BuOH 83,01+11,85
Extrait brut 82,4+14,31
Extrait brut 82,01+8,96
des racines
CHCI; 43,57+32.83
P(_j‘a grlf’e’f;‘; AcOEt 71,57£14,08 BHA 92.0842.46
n-BuOH 46,28+4,21
E. helioscopia EtOH-H,0O 94,77+10,43
D. gnidium EtOH-H,0 82,80+0,64
C. algeriensis EtOH-H,O 86,62+4,68
P. harmala EtOH-H,O 91,14+0,98
B. incrassatum | EtOH-H,O 79,52+1,78
E. ritro EtOH-H,0 74,71+7,49
M. deserti EtOH-H,0 60,31+18,26

Tableau 7. Activité antioxydant par -caroténe de différentes especes

Les résultats de tableau 7 ont montré que 1’activité¢ antioxydante la plus élevée a été¢ donné
par I’extrait brut d’E. helioscopia avec 94,77+10,43% par rapport aux contrdle positif (BHA,
92,28+2,46%)), suivi respectivement par les extraits bruts de P. harmala et C. algeriensis, D.
gnidium, P. inuloides, B. incrassatum, E. ritro et M. deserti (91,14+£0,98 ; 86,62+4,68 ;
82,80+0,64 ; 82,4+14,31; 79,52+1,78 ; 74,71£7,49 et 60,31+18,26%, respectivement). Ces
résultats nous ont permis de classer ces especes comme suit : E. helioscopia > P. harmala >
C. algeriensis > D. gnidium > P. inuloides > B. incrassatum > E. ritro > C. albidus > M.

deserti.
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Les résultats concernant les différents extraits de P. inuloides on montrés également que
I’extrait acétate d’éthyle a montré une bonne activité inhibitrice estimé a 84,10%, suivie
respectivement par les extraits butanolique et chloroformique (83,01 et 80,18%). Les résultats
concernant les différents extraits de C. albidus on montrés aussi que 1’extrait acétate d’éthyle
a montré¢ une activité inhibitrice relativement bonne estimé a 71,57%. Ces résultats restent

relativement en corrélation avec ceux obtenus précédemment par le test du DPPH.

absorbance =f(temps)
=& B. incrassatum

== M. deserti

== F. ritro

=>= Controle négative

== P. harmala
=@—E. helioscopia
==t=D. gnidium

absorbance

C. algeriensis

BHA

temps (h)

Figure 12. Activité antioxydant par B-caroténe des extraits bruts des différentes espéces des

Aurés

absorbance=f(temps)

1,2
1 ——CHCI3
== AcOEt
0.8 1 =d=n-BuOH
0.6 =>¢= Extrait brut Pl

absorbance

\ == Extrait brut PI'*
0,4

0,2 == Contréle négative

0 : . : I . |
0 10 20 30 40 50 o Temps (heurs)

Figure 13. Activité antioxydant par B-carotene des différents extraits de P. inuloides

(PI; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)
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Figure 14. Comparaison entre les valeurs de I’activité antioxydant par -caroténe des

différentes espéces (%) (P1; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)

11.6.2.3. Dosage des polyphénols

La détermination de la teneur en polyphénols dans les différents extraits des différentes
especes est estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu qui est basée sur la réduction en milieu
alcalin de la mixture phosphotungstique (W0O42-) phosphomolybdique ( MoO42-) du réactif
de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation
des produits de réduction de couleur bleue (Majhenic et al., 2007). Les teneurs en
polyphénols ont été exprimées par une courbe linéaire d’étalonnage qui a été¢ rapportée en
microgramme d’équivalents de 1’étalon utilis¢ (acide gallique) par milligramme d’extrait
(ugEGA/mg) et ont été déterminées par les équations suivantes : y= 0,009x +0,309 avec R*=
0,998 et y=0,015x + 0,289 ave R? = 0,999.
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absorbance = f(concentration) absorbance=f(concentration)
6 ¥=0.009x +0.30% 43
5 = R==0.098 4 > = 0,015%+0289
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Figure 15. Taux des polyphénols de standard acide gallique (en pgAGE/mg)

Les teneurs en polyphénols des différents extraits des différents espéces varient de

(20,00+8,18 et 316,56+ 188,51 ugAGE/mg) (Tableau 8).

Les résultats ont montré aussi que les extraits bruts des parties aériennes et des racines de P.
inuloides, E. helioscopia et D. gnidium ont des teneurs ¢levées en polyphénols
(129,79+77,75 ; 111,63+11,24 ; 144,04+3,29 et 115,16+7,22 pgAGE/mg, respectivement)
par comparaison aux autres extraits bruts. Ces résultats de tableau 8 nous a permet de classer
toutes les especes en fonction de leur richesse en composés polyphénoliques suivant cet ordre
: P. inuloides > C. albidus > E. helioscopia > D. gnidium > J. phoenicea > J.oxycedrus > C.
atlanica > B. incrassatum > C. algeriensis > E. ritro > P. harmala > M. vulgare > M.

deserti (Figure 16).

Les extraits AcOEt et n-BuOH de P. inuloides et C. albidus représentent les teneurs les plus
¢levées en polyphénols (316,56 188,51 ; 248,19+41,40; 307,12+63,35; 229,76+19,63 ;
298,80+£115,86 et 253,70+24,69 ngAGE/mg, respectivement), ce qui indique la richesse de
ces especes en substances polyphénoliques. Ces résultats obtenus restent relativement en

corrélation avec ceux obtenus précédemment par le test de I’activité antioxydante.

Les résultats de la teneur en polyphénols totaux sont montrés dans le tableau suivant :
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Plante Extrait TFC Plante Extrait TFC
pgAGE/mg pgAGE/mg
CHCI, 91,54 +5,61 J. oxycedrus EtOH-H,O | 60,05+1,72
P. inuloides AcOEt 316,56+ 188,51 | J. phoenicea | EtOH-HO | 62,01+2,88
(P. aériennes) | n-BuOH | 248,19 +41,40 M. vulgare EtOH-H,O | 20,02+3,21
Extrait 129,79+77,75 C. atlantica EtOH-H,O | 39,13+2.25
brut
CHCIl, 32,28+12,71 E. helioscopia | EtOH-H,O | 144,04+3,29
P. inuloides AcOEt 307,12+63,35 D. gnidium EtOH-H,O | 115,16+7,22
(P. racines) n-BuOH | 229,76+19,63 C. algeriensis | EtOH-H,0 | 34,67+6,63
Extrait 111,63+11,24 P. harmala EtOH-H,O | 22,679+2,93
brut
C. albidus CHCI; 47,894+9,78 B. incrassatum | EtOH-H,O | 35954911
(P. aériennes) AcOEt 298,80+115,86 E. ritro EtOH-H,O0 | 28.81+0,71
n-BuOH 253,70+24,69 M. deserti EtOH-H,O | 20,00+8,18

Tableau 8. Taux des polyphénols dans les différents extraits de différentes especes

(ngAGE/mg)
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Figure 16. Comparaison entre les valeurs des teneurs en polyphénols dans les différentes

especes (LgAGE/mg) (PI ; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)

36



Université Fréres Mentouri Chapitre 11 : Activités biologiques in vitro

11.6.2.4. Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides a ét¢ mesurée en utilisant les deux €quations suivantes; y=
0,0152x+0,1208 avec R*= 0.9995 et y= 0,010x + 0,070 avec R*= 0,997, tel que : y=

I'absorbance a 420 nm et x= la concentration des flavonoides en en ugQE/mg et pugRuE/mg.

absorbance = flconcentration) ahsorbance=f(concentration)
1 43
y=0.010x+0.070 4 y=0015x+0.120
2 25 Tk R=0997 3 == Ri=0.999
\g 7 / £ 3 /
: = =
513 y ' =
—": 1 / + (uercatine _E 1; ,/' + rutins
// — Lindsice (Quercstind) | = — Linsairs (rutinz)
0.5 s /
(‘ 0.3 7
0 T T : 0 : T s
J] 100 200 300 ] 100 200 300
concentration (pe'ml) concentration pg/ml

Figure 17. Taux des flavonoides (en pngQE/mg et ugRuE/mg)

La teneur en flavonoides des différents extraits des différentes especes varient de (3,85+1,38
ngRuE/mg et 396,85+0,33 ugQE/mg) (Tableaux 9 et 10). Les résultats obtenus ont révélé
que les extraits bruts d’E. helioscopia et D. gnidium, P. inuloides ont montré des teneurs
¢levées en composés flavonoidiques (188,25+13,11; 164,60+3,27 pgRuE/mg et
159,93+18,49 ngQE/mg, respectivement). L’abondance en flavonoides dans les différentes
especes ¢tudiées se présente selon I’ordre suivant ; P. inuloides > C. albidus >E. helioscopia
> D. gnidium > B. incrassatum > P. harmala > C. algeriensis > J. oxycedrus > C. atlantica

> J. phoenicea > M. deserti > M. vulgare > E. ritro (Figure 18).

Les résultats ont révélé ainsi que les extraits acétate d’éthyle et n-butanol de P. inuloides et
C. albidus contiennent des teneurs plus €levées en composés flavonoidiques (396,85+0,33 ;

125,32+22,88 ngQE/mg ; 262,87 £ 1,65 et 254,72 £7,68 pgRuE/mg, respectivement).

Ces résultats montrent une assez bonne corrélation entre I’activité antioxydante et le taux des

phénols totaux pour les especes P. inuloides, C. albidus, E. helioscopia et D. gnidium.

Les résultats de dosage des flavonoides totaux sont représentés dans le tableau suivant :
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Plante Extrait TFC Plante Extrait TFC
ngQE/mg ngQE/mg
CHCI; 140,89+£27,95 | J. oxycedrus | EtOH-HO | 23124322
P. inuloides AcOEt 396,85+0,33 | J. phoenicea | EtOH-HO | 13,95+2,18
. ,(P' n-BuOH 125,32+22,88 M. vulgare | EtOH-H,O 5,01+0,05
afriennes) I it brat | 159.9351849 | C. arlantica | FORH0 | 16,8655 31
CHCl; /
P. inuloides AcOEt 5,08+3,11
(P. racines) n-BuOH 6,31+0,59
Extrait brut 22,64+7,52

Tableau 9. Taux des flavonoides dans les différents extraits de différentes especes (en

ngQE/mg)
Plante Extrait TFC Plante Extrait TFC
pgRuE/mg pgRuE/mg
CHCl, 96,54 £2,90 M. deserti EtOH-H,O 10,70+0,37
C. albidus AcOEt | 262,87 + 1,65 E. EtOH-H,0 | 188,26+13,11
(P. acriennes) helioscopia
n-BuOH | 254,72 +£7,68 | D. gnidium | EtOH-H,O | 164,61+3,27
B. incrassatum | EtOH-H,O | 96,41+11,20 C. EtOH-H,O 56,74+8,59
algeriensis
E. ritro EtOH-H,O 3,85+1,38 P. harmala | EtOH-H,O | 72.83+10,45

Tableau 10. Taux des flavonoides dans les différents extraits de différentes espéces (en

pgRuE/mg)
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Figure 18. Comparaison entre les valeurs des teneurs en flavonoides dans les différentes

especes (LgQE/mg et ugRuE/mg) (P1; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)

11.6.2.5. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols a été mesurée en utilisant les équations suivantes : y= 0,0051x+0,8403
avec R*= 0,998 et y= 0,008x + 0,318 avec R2=0,999 tel que : y=1'absorbance a 415 nm, x : la
concentration des flavonols en ugQE/mg et ugRuE/mg.

Absorhance =f(concentration) absorbance=f{concentration)

.

3
15 y=0.008x+0318 13 / y_ﬂli:jg?;q%m
E A Ri=0999 p .
& 2 . =
i = i =
LI i
HE = ¢ Quercatine ,; 15 — 4 Rutine
é 05 _'_'/ —Lindaire (Quemetine] .ﬁ/’ —Lineire (Rufing)
03
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Figure 19. Taux des flavonols (en pgQE/mg et ugRuE/mg)
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Les teneurs en flavonols des différents extraits des différentes espéces varient de (14,1143,29

ngQE/mg et 521,93+54,43 ugRuE/mg) (Tableaux 11 et 12).

Les résultats obtenus (Figure 20) nous ont permit de classer toutes les especes en fonction de
leurs richesse en flavonols selon I’ordre suivant: C. albidus > P. inuloides > E. helioscopia
> D. gnidium > P. harmala > B. incrassatum > C. algeriensis > M. deserti > J. oxycedrus >

M. vulgare > J. phoenicea > C. atlantica > E. ritro.

Les résultats obtenus ont révélé que les extraits bruts d’E. helioscopia, D. gnidium, P.
harmala et B. incrassatum ont des teneurs élevées en flavonols (202,46+10,55 ; 199,73+6,71

114,5345,69 et 106,08+27,43 ngRuE/mg, respectivement).

Les résultats ont révél¢ ainsi que les extraits acétate d’éthyle et n-butanol de P. inuloides et
C. albidus contiennent des teneurs plus ¢levées en flavonols (375,45+31,1 et

78,48+16,28 ngQE/mg ; 521,93+54,43 et 301,01+4,54 ngRuE/mg, respectivement).

Ces résultats montrent également une bonne corrélation entre 1’activité antioxydante et le

taux en flavonols des especes P. inuloides, C. albidus, E. helioscopia et D. gnidium.

Les résultats de dosage des flavonols totaux sont montrés dans le tableau suivant :

Plante Extrait TFC Plante Extrait TFC
ngQE/mg ngQE/mg
CHCl, 31,18+18,19 J. oxycedrus | EtOH- 32,11+4,78
P. inuloides H,0
(P. aériennes) AcOEt 375,45+31,1 J. phoenicea | EtOH- 18,19+0,16
’ H,O
n-BuOH | 78,48+16,28 M. vulgare EtOH- | 23,63+1,036
H,O
Extrait 72,48+32,5 C. atlantica EtOH 14,11+3,29
brut
CHCl, -

P. inuloides AcOEt | 173,92+67,62

(P. racines) n-BuOH | 227,20+98,17

Extrait 34,26+5,56
brut

Tableau 11. Taux des flavonols dans les différents extraits de différentes espéces (en

ngQE/mg)
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lante Extrait TFC Plante Extrait TFC
pgRuE/mg pgRuE/mg
CHCl; 109,2+7,75 M. deserti | EtOH-HO 37,70
C. albidus — ["ACOEt | 521,93+54,43 E. EtOH-H,0 | 202,46+10,55

(P. aériennes) helioscopia

n-BuOH | 301,01+4,54 | D. gnidium | EtOH-H;O | 199,7346,71

B. incrassatum EtOH- 106,08+27,43 C. EtOH-H,O 83,40+6,27
H0 algeriensis

E. ritro Elt{og / P. harmala | EtOH-H,O | 114,53+5,69

2

Tableau 12. Taux des flavonols dans les différents extraits de différentes especes (en

ugRuE/mg)
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Figure 20. Comparaison entre les valeurs des teneurs en flavonols dans les différentes

especes (LgQE/mg et ugRuE/mg) (P1; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)

Les teneurs en polyphénols, flavonoides et flavonols différent d’une espéce a une autre, d’un
genre a un autre et d’une famille a une autre, cette différence est liée a I’existence de
plusieurs facteurs tels que les facteurs géographiques, climatiques et génétiques, mais
¢galement le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence

sur le contenu en flavonoides.
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11.6.3. Activité antibactérienne de P. inuloides et C. albidus

Les résultats de l’activité antibactérienne qui a ¢été réalisée sur les différents extraits
(chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) de P. inuloides ont montré que les trois extraits
avaient une activité plus ou moins importante selon la nature de la souche et le milieu de

culture utilisé.

La comparaison des trois extraits organiques a montré que 1’extrait chloroformique était le
plus actif car il a donne les plus grandes inhibitions des bactéries a gram positif (Escherichia

coli, Pseudomana saeruginosa et Staphylococcus aureus).

Les diametres des zones d’inhibition sont compris entre 9 et 11 mm pour E. Coli, 7 et 9 mm
pour P. aeruginosa, 7 et 12 mm pour S. aureus sur le milieu Mueller-Hinton, mais elles sont
relativement faibles en comparaison avec les zones d’inhibitions des antibiotiques utilisés

(entre 18 et 22 mm).

Les extraits du chloroforme et d’acétate d’éthyle ont montré une concentration minimale
inhibitrice contre E. Coli (CMI= 1920 pg/ml), par contre 1’extrait butanolique a montré une

concentration minimale inhibitrice (CMI= 3840 pg/ml).

Inhibition zones (mm)
E. coli P. aeruginosa S. aureus

Inhibition zones of positive Céphazoline Ceftazidine Vancomycine
control (mm) 22 18 21
SM pg/ml 11 9 12
Extrait DI (3840 pg/ml) 10 7 9
CHCl; D2 (1920 pg/ml) 9 - -
D3 (960 pg/ml) - - -
SM 10 10 -
Extrait DI (3840 pg/ml) 9 8 -
AcOEt D2 (1920 pg/ml) 8 - -
D3 (960 pg/ml) - - -
SM 8 - -
Extrait D1 (3840 pg/ml) 7 - -
n-BuOH | D2 (1920 pg/ml) - - -
D3 (960 ng/ml) - - -

Tableau 13. Zones d’inhibitions des différentes dilutions des extraits organiques des parties

aériennes de P. inuloides
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Les résultats de Dactivité antibactérienne qui a été réalisée sur les différents extraits
organiques (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) de C. albidus ont montrés que la
souche du P. aeruginosa semble trés résistante a la solution mére et les quatre dilutions des
deux extraits CHCl; et AcOEt (absence des zone d’inhibition autour les disques), mais elle
semble sensible a la solution meére de 1’extrait n-BuOH avec une zone d’inhibition de 9 mm.
Cette dernicre est relativement faible en comparaison avec la zone d’inhibition de
I’antibiotique utilisé (26-28 mm). La souche de S. aureus a été inhibée par la solution mére
de trois extraits organique de C. albidus (CHCl;, AcOEt et n-BuOH) avec des zones
d’inhibition compris entre 8 et 11 mm et aussi par la premiére dilution de la phase n-
butanolique avec une zone d’inhibition de 7 mm. Comparativement aux trois extraits
organiques du I’espéce C. albidus, I’extrait n-BuOH a montré une activité antibactérienne
vis-a-vis des deux souches testées avec une concentration minimal inhibitrice (CMI) 6000

ug/ml contre P. aeruginosa et CMI= 3840 ug/ml contre S. aureus.

Souches Zones d’inhibition (mm)
bactériennes Extraits Antibiogramme SM | DI | D2 | D3 | D4
(mm)
CHCl; 26 - - - - -
P. aeruginosa AcOEt Ticarcilline 26 - - - - -
n- 28 9 - - - -
BuOH
CHCl; 11 8 - - - -
S. aureus AcOEt Oxacilline 11 9 - - - -
n- 15 11 7 - - -
BuOH

Tableau 14. Zones d’inhibitions des différentes dilutions des extraits organiques des parties

aériennes de C. albidus
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I1.7. Conclusion

Les résultats obtenus ont montré que les extraits organiques acétate d’éthyle et n-butanolique
des especes P. inuloides et C. albidus et les extraits bruts d’E. helioscopia et D. gnidium ont
une activité antioxydante plus importante que celle des autres extraits. Cette activité est bien
corrélée avec le dosage des polyphénols, flavonoides et flavonols, ce qui a montré une
richesse de ces espéces en composés phénoliques. Les résultats obtenus ont montré aussi que
les extraits organiques des parties aériennes de P. inuloides et C. albidus possedent une
activité antibactérienne modérée en comparaison avec les standards (antibiotiques) utilisés.
Les résultats de cette étude ont montré que ces especes peuvent étre considérées comme des

sources potentielles d’agents antioxydants et antibactériens.

Sur la base de ces résultats nous avons entrepris 1’étude phytochimique approfondie de ces
especes dans le but de déterminer la nature des polyphenols responsables de ces activités. Ces

travaux seront abordés dans les chapitres suivants.
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II1.1. La famille des Astéracées

La famille des Astéracées est I'une des plus grandes familles de plantes a fleurs, composée
d'environ 1600 genres et de plus de 23 000 espéces (Bohm et Stuessy, 2001). La distribution
mondiale des plantes d'Astéracées et leur potentiel en tant que sources d'agents antimicrobiens
et antioxydants, font que celle-ci ont toujours suscité et suscitent encore l’intérét des

laboratoires de recherche.

II1.2. Le genre Pulicaria

Le genre Pulicaria (Astéracées) comprend plus de 80 espéces présentes dans le monde entier,
de I'Europe a I'Afrique du Nord et a 1'Asie (Williams et al., 2003). Plusieurs activités
biologiques ont été rapportées pour certaines espéces de Pulicaria, comme ; 1’activité anti-
inflammatoire, antilukémique (Al-Yahya et al.,, 1984), l'activit¢é chimio-préventive et
anticancéreuse (Al-Yahya et al., 1988), cytotoxique (Fawzy et al., 2013), antibactérienne
(Hanbali et al., 2005, Al-Nageb, 2015), antioxydant (Algabr et al., 2010), antihistaminique
(Mahfouz et al., 1973), activité antispasmodique (Tanira et al., 1996) et I’activité antifongique
(Znini et al., 2013). Au Maroc, Pulicaria odora L. est couramment utilisée comme remede
traditionnel pour traiter les maux de dos, les troubles intestinaux et les crampes menstruelles.
Il est également prescrit aux femmes apreés l'accouchement et en tant que composante du

remede traditionnel appelé «Mssakhen» (Ezoubeiri et al., 2005).

I11.2.1. Le genre Pulicaria en Algérie

En Algérie, le genre Pulicaria est représenté par seize (16) especes. Cing (05) sont situés dans
le Sahara (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2004), on distingue : P. inuloides, P. incisa
(LAM.) DC., P. undulata, P. desertorum et P. prostrata.

H1.3. Pulicaria inuloides : Aspects botaniques

Pulicaria inuloides (Poir.) DC., est une plante annuelle ou occasionnellement vivace garnie de
nombreuses feuilles a bord ondulé, habituellement entre 40 a 60 cm. les fleurs sont groupées

en capitules de couleur jaune. Les feuilles sont alternes, blanchétres, pubescentes, ondulées,
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embarrassantes avec deux oreillettes a la base. Involucre a bractées linéaires. L'odeur qui se

dégage de la plante est tres agréable (Quezel et Santa, 1963a ; Al-Hajj et al., 2014a).

Figure 1. Photos de Pulicaria inuloides (Poir.) DC.

Les systématiciens de la botanique s’accordent a classer cette espéce comme suit :

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Pulicaria
Espéce Pulicaria inuloides (Poir.) DC.

Tableau 1. Classification de I’espece Pulicaria inuloides (Poir.) DC.

II1.3.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Les fleurs et les feuilles de Pulicaria inuloides (Poir.) DC. sont utilisées comme €pices pour

aromatiser les aliments et comme des tisanes (Alhaj et al., 2014).

II1.3.2. Travaux antérieurs sur I’espéce Pulicaria inuloides

Un nouveau dimere diterpénoide ent-kaurane naturel ; 158, 15'B-oxybis (acide ent-kaur-16-
en-19-oique) (1) (Figure 2) et des composés connus : l'acide 15B-hydroxy-ent-kaur-16-en-19-
oique (2), 15B-hydroxy-ent-kaur-16-éne-19-oate-p-d-glucopyranoside 3), 6-
hydroxykaempférol-3, 7-diméthyléther (4), quercétagétine 3,7,3'-triméthyléther (5), B-
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sitostérol et daucostérol ont été isolés dans les parties aériennes de Pulicaria inuloides (Poir.)
DC., qui a été cueillie dans les montagnes de Taiz, au Yémen. Les composés (2-5) ont été
isolés pour la premiére fois dans le genre Pulicaria. L'activité antimicrobienne de 1'isolat a été
évaluée contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans. Les test
d’activité cytotoxique de la sulphorhodamine B contre HepG2 (cancer du foie) et le test
antioxydant ABTS ont été réalisés (Galala et al., 2016). Les principaux composants identifiés
dans I’huile essentielle de P. inuloides cultivée au Yémen : le 2-cyclohexén-1-one, 2-méthyl-
5-(1-méthyle) (47,34%), I’acide hexadécanoique (CAS) (12,82%) et le 1,2-diéthoxy-ethane
(9,613%) (Al-Hajj et al., 2014a). Les résultats des tests d'activité antioxydante par piégeage
des radicaux DPPH, blanchiment au B-caroténe et la chélation des métaux, ont montré que

I’extrait MeOH de P. inuloides était plus actif que l'extrait Et,O (Al-Hajj et al., 2014b).

v
Compound 2 R = H
Compound 3 R ~ pB-D-glucose

Compound 1 Compound 4 R ~H
Comnommd § R -« OCHA

Figure 2. Quelques composés isolés de Pulicaria inuloides

II1.4. Etude phytochimique de I’espéce P. inuloides : Travaux personnels
I11.4.1. Récolte du matériel végétal

La plante Pulicaria inuloides (Poir.) DC. a été cueillie au moment de la floraison en 2013 au
barrage de Béchar, Djorf Ettorba (80 km au sud-ouest de Béchar) et identifiée par
Benabdelhakem Mohamed, directeur de I’agence nationale pour la conservation de la nature a
Bechar. Un spécimen (PU/105/VAR/05-13) a été déposé a I'herbier de 1'unité de recherche de
VARENBIOMOL, université Fréres Mentouri, Constantine, Algérie. Apres le séchage dans
un endroit sec a 1’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont été broyées et pesées (1500

) ainsi que les racines (200 g).
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I11.4.2. Matériels et produits utilisés

Matériel de laboratoire Produits chimiques
. % L’éthanol.
¢ Evaporateur rotatif. < Acide acétique.
’E’ Balance. % Chloroforme.
* Etuve. % Acétate d’éthyle.
% Ampoule a décanté. % Gel de silice.
? Cuve. % Eau distillée.
« Lampe UV. ¢ Meéthanol.
+ Plaque CCM en aluminium. % Anisaldéhyde.
% Pipettes. % L’acide sulfurique.
¢ Béchers, éprouvettes et tubes % Acide chlorhydrique.
. a essais. % Hydroxyde de sodium.
% Colonne. % n-Butanol.
% Flacons de 500 ml. < Acide gallique.
¢ Spectrophotomeétre UV. < H;PO,.
% Hexane.
% Dichlorométhane.

I11.4.3. Extraction des parties aériennes

Les parties aériennes (feuilles, tiges et fleurs) de P. inuloides (1500 g) ont été coupées en
petits morceaux et mises a macérer dans un mélange méthanol-eau (7: 3) pendant sept (07)

jours, cette opération est répétée trois fois avec renouvellement de solvant.

Apres concentration a une température n’excédant pas 40°C, nous avons obtenu un résidu
sirupeux, dont la quantité est égale 340 g avec un rendement de Rdt= 22%. Ce dernier est
dilué¢ avec 1500 ml d’eau distillée. La solution obtenue est laissée au repos a froid pendant
une nuit pour décantation. Cette décantation permet le dépot de la chlorophylle, des cires, du
sable...etc. Aprés filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une
extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles
a I’eau et de polarité croissante en commencgant par 1’éther de pétrole, le chloroforme,
I’acétate d’éthyle, et le n-butanol. Les quatre phases organiques récupérées ont été séchées,
concentrées sous pression réduite a sec et pesées. 6 g d’extraits pour la phase éther de pétrole,
5 g pour la phase chloroformique, 6 g pour la phase acétate d’éthyle et 50 g pour la phase n-

Butanol ont été obtenus.
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Le schéma suivant montre les différentes étapes d’extraction de 1’espéce Pulicaria inuloides

(Poir.) DC. :

1,5 Kg (P. inuloides Parties aériennes)

l ¢ | Macération dans (MeOH: H,0) (7:3) | | Filtration |

[ Extrait brut (m=340g / 22,6%) ]

[ 1500mim0disine fr| Filtration |

Phase aqueuse

— I Extraction par Ether pétrole (300x1) ml | | Décantation I

y

' '

Phase aqueuse Phase éther de pétrole m= 6g

l—— Extraction avec CHCI, (600x3) ml

!

Phase aqueuse Phase CHCl; m=5g

= | Extraction avec AcOEt (600x3) ml

Phase AcOEt m=6¢g == Précipitt m=1g

l Extraction avec n- BuOH (600x3) ml I

! }

Phase aqueuse m=180g Phase n- BuOH m=50¢g

Figure 3. Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction des parties aériennes de

I’espéce P. inuloides
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200g (P inuloides, Partie racines)

Macération dans (EtOH: H,0) (8:2)
Filtration
Concentration a sec

Extraitbrutm=45¢g

R Traitement avec H,O distillé froid
s Filtration
Phase aqueuse
| Extraction CHCl; (100x3)ml
; l Concentration a sec

) - Extrait CHClym = 0,89g
Extractionavec AcOEt (100x3)ml '

' !
_ Phaseaquense |  Extrait AcOEtm=1¢g

Extraction avecn-butanol (10015);311 ‘

l Concentration a sec

s agmmtten] Extrait » Butanolique m =1 g

Figure 4. Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction des racines de P. inuloides

I11.4.4. Séparation et purification
I11.4.4.1. Tests chromatographiques

Pour I’ensemble des extraits, nous avons débuté le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince de gel de silice. La comparaison des profils CCM en phase
normale des extraits organiques obtenus précédemment dans différents systémes d’élution,
dichlorométhane-acétate d’éthyle (5: 5), chloroforme-méthanol (9: 1) ont montré la richesse

de I’extrait acétate d’éthyle en métabolites secondaires de type flavonoides.
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Figure 5. Profil chromatographique des trois extraits dans les deux systémes et sous lampe
UVA=365nm A : la phase AcOEt, B : la phase n-BuOH, C : la phase CHCI;
S1: CH,Cl,: AcOEt (5:5), S2: CHCl3: MeOH (9: 1)

Un précipité jaune a été obtenu apres le traitement de D’extrait acétate d’éthyle par le

méthanol :

Figure 6. Profil chromatographique chimique du précipité obtenu a partir de 1’extrait acétate

d’éthyle

II1.4.5. Séparation par colonne sur gel de silice et purification des composés de précipité

de P’extrait acétate d’éthyle

Le précipité obtenu de D’extrait acétate d’éthyle (1 g) dissout dans le dichlorométhane
(CH2Cl,) est mélangé a une petite quantité de gel de silice, I’ensemble est séché sous vide,

jusqu’a obtention d’une poudre homogeéne. Apreés, ce dernier a subi une chromatographie sur
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une colonne de gel de silice en phase normale, éluée avec un gradient: dichlorométhane-
acétate d’éthyle (100: 0 a 0: 100). 190 lots de 50 ml ont été collectés. Le suivi de ces fractions
est effectué¢ par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support d’aluminium.
Les plaques sont visualisées sous lumic¢re UV (254 et 365 nm) puis révélées a 1’anisaldéhyde.

Le tableau suivant représente les résultats de cette séparation :

Lots CH,Cl; % | AcOEt % Lots CH,ClL, % AcOEt %
1-4 100 0 111-137 75 25
5-6 99 1 138-150 70 30
7-8 97 3 151-154 60 40

9 95 5 155-169 50 50
10 92 8 170-174 40 60
11 87 13 175-176 30 70
12-103 85 15 177-178 20 80
104-107 83 17 179-180 10 90
108-110 80 20 181-190 0 100

Tableau 2. Résultats de la séparation sur colonne de gel de silice du précipité obtenu a partir

de I’extrait acétate d’éthyle

Les lots ont été rassembles sur la base de 1’analyse chromatographique analytique par
CCM qui a permis I’obtention de six (06) fractions notées FI a FVI. Les lots qui ont le méme

Rf ont été regroupés comme suit :

Nom de la fraction Lots Observation
FI 1-28 Séparable
FII 29-42 Séparable
FIIT 43-116 Séparable
FIV 117-155 Séparable
FV 156-184 Complexe
FVI 185-190 Difficile a séparer

Tableau 3. Regroupement des fractions du précipité obtenu a partir de I’extrait acétate

déthyle

L’examen de ces fractions sous UV nous a permis de sélectionner les fractions FII (270,3 mg)
et FIV (200 mg) pour une purification ultérieure sur plaques préparatives de gel de silice de

format 20 cm x 20 cm ¢€luées avec un systéme (CH,Cl,: AcOEt, 4: 2).
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Bande 2

Bande 1

Figure 7. Plaque préparative de la fraction FII sous lampe UV 254 et 365 nm

La bande 1 a donné le composé S, et la bande 2 a donné le composé 4.

. Bande 1’

Bande 2°

Figure 8. Plaque préparative de la fraction FIV sous lampe UV 254 et 365 nm

La fraction IV a également donné une bonne séparation et a permis d’isoler le composé 6 a

partir de_la bande 1’ et le composé 7 a partir de_la bande 2°.
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Precipitate from ethyl acetate extract

of the aerial part of P. inuloides 1g

Chromatography by cloumn CH,Cl,: AcOEt
(100:0 a 0:100)

Voo Loy

FI FII FIII FIV FIV FVI

Purification by preprative TLC
(CH,CIL, : AcOEt t, 4 : 2).

Compound 4 | I Compound 5 | | Compound 6 | | Compound 7

Figure 9. Schéma de purification des flavonoides de précipité de I’extrait acétate d’éthyle des

parties aériennes de I’espece P. inuloides

I11.4.6. Séparation par colonne sur gel de silice et purification des composés du filtrat

résiduel de I’extrait acétate d’éthyle

Une colonne a été utilisée pour la séparation du filtrat de la phase acétate d’éthyle (4,2 g) en
utilisant comme phase stationnaire le gel de silice (High purity grade, pore size 60°A, 230-
400 mesh particle size 43-63 pm, Particle size for flash chromatography). Le filtrat est
dissout dans du dichlorométhane (CH,Cl,) et mélangé a une petite quantité de gel de silice,
I’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a obtention d’une poudre homogéne. Ce
dernier est déposé sur une colonne gel de silice préparée dans le dichlorométhane. L’¢élution
est réalisée par un gradient de polarité du systéme (CH,Cl,-AcOEt) en commencant par le
dichlorométhane pur et en terminant par ’acétate d’éthyle. Les plaques sont visualisées sous
lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées avec de 1’anisaldéhyde. La progression de cette

colonne est rassemblée dans le tableau suivant :
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Lots CH,Cl, % | AcOEt % Lots CH,ClL, % | AcOEt %

1-102 100 0 300-328 70 30
103-119 99 1 329-333 60 40
120-146 98 2 334-338 50 50
147-157 95 5 339-347 40 60
158-265 90 10 348-355 30 70
266-268 85 15 356-363 20 80
289-294 80 20 364-371 10 90
295-299 75 25 372-379 0 100

Tableau 4. Résultats de la séparation par colonne de gel de silice du filtrat de I’extrait acétate

Le regroupement des fractions a été effectu¢ par chromatographie sur couche mince de gel de
silice sur support d’aluminium et les différents lots ont été rassemblés en fractions, selon leur

profil chromatographique. Ceci a conduit aux résultats suivants :

d’éthyle de I’espece P. inuloides

Nom de fraction Lots Observation
F1 1-9 Me¢élange de produits
F2 10-15 Me¢élange de produits
F3 16-17 Me¢lange de produits
F4 18-22 Me¢élange de produits
F5 23-27 Me¢élange de produits
F6 28-31 Me¢élange de produits
F7 32-43 Me¢élange de produits
F8 44-47 Me¢élange de produits
F9 48-57 Me¢élange de produits
F10 58-61 Me¢lange de produits
F11 62-70 Me¢élange de produits
F12 71-75 Me¢élange de produits
F13 76-102 M¢élange de produits
F14 103-112 Me¢élange de produits
F15 113-117 Me¢élange de produits
Fl16 118-119 Meélange de produits
F17 120-121 Me¢élange de produits
F18 122-130 Me¢élange de produits
F19 131-134 Meélange de produits
F20 135-139 Me¢élange de produits
F21 140-146 Me¢élange de produits
F22 147-152 Meélange de produits
F23 153-157 Meélange de produits
F24 158-165 Me¢élange de produits

Tableau 5. Regroupement final des fractions du filtrat de ’extrait acétate d’éthyle
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F25 166-171 M¢élange de produits
F26 172-175 Meélange de produits
F27 176-184 Meélange de produits
F28 185-190 M¢élange de produits
F29 191-193 M¢élange de produits
F30 194-205 Meélange de produits
F31 206-219 Me¢élange de produits
F32 220-234 Séparable

F33 235-236 Meélange de produits
F34 237-265 Séparable

F35 266-295 Mélange de produits
F36 296-302 Mélange de produits
F37 303-323 Meélange de produits
F38 324-338 Mélange de produits
F39 339-346 Me¢élange de produits
F40 347-351 Meélange de produits
F41 352-355 Meélange de produits
F42 356-363 Me¢élange de produits
F43 364-379 Meélange de produits

Tableau 5. Regroupement final des fractions du filtrat de 1’extrait acétate d’éthyle (suite du

tableau 5)

Suite a ces résultats, nous avons sélectionné les fractions F-32 et F-34 de cet extrait pour une

séparation sur plaques préparatives ¢luées avec un mélange CH,Cl,: AcOEt.

111.4.6.1. Etude de la fraction F-32

La fraction F-32 (79,5 mg) a subi une séparation chromatographique sur des plaques
préparatives de gel de silice (silica gel HF254 For TLC) de format 20 cm x 20 cm. €éluée avec

un mélange (CH,Cl,: AcOEt) (2: 1). Cette fraction a donné le composé nommé composé 8.

Figure 10. La fraction F-32 (CH,ClL,: AcOEt) (2: 1)
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I11.4.6.2. Etude de la fraction F-34

La fraction F-34 (192,8 mg) a subi une séparation chromatographique sur plaques
préparatives de gel de silice (Silica gel HF254 For TLC) de format 20 cm x 20 cm éluée avec
un mélange (CH,Cl,: AcOEt) (2: 2). Cette fraction a conduit au composé 9.

—

e sl |
P \ )

_ ek e

Figure 11. La fraction F-32 (CH,Cl,: AcOEt) (2: 2)

II1.4.7. Séparation par colonne sur gel de silice et purification de Dextrait

chloroformique

Une colonne a été utilisée pour la séparation de I’extrait chloroformique (5 g) en utilisant
comme phase stationnaire le gel de silice. L’extrait chloroformique dissout dans le
chloroforme est mélangé a une petite quantité de gel de silice, I’ensemble est séché sous vide
jusqu’a obtention d’une poudre homogene. Ce dernier est déposé sur une colonne gel de silice
préparée dans le chloroforme, L’élution est réalisée par un gradient de polarité du systéme
CHCIl3-MeOH (100: 0 a 0: 100). Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur
couche mince de gel de silice sur support d’aluminium. Les plaques sont visualisées sous
lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées a I’anisaldéhyde. Ceci a conduit aux résultats

rassemblés dans le tableau 6.
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Lots CHCI; % MeOH % Lots CHCL:% MeOH %
1-23 100 0 146-151 84 16
24-31 99 1 152-157 82 18
32-68 98 2 158-168 80 20
69-71 97 3 169-176 75 25
72-86 96 4 177-181 70 30
87-92 95 5 182-184 65 35
93-102 94 6 185-188 60 40
103-111 93 7 189-197 50 50
112-120 92 8 198-202 40 60
121-127 91 9 203-207 30 70
128-133 90 10 208-212 20 80
134-140 88 12 213-215 10 90
141-145 86 14 216-217 0 100

Tableau 6. Résultats de la séparation sur colonne de gel de silice de I’extrait chloroformique

Le suivi des fractions est effectué¢ par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur

support d’aluminium et les différents lots ont ét¢é rassemblés en fractions, selon leur profil

chromatographique. Ceci a conduit aux résultats rassemblés dans le tableau 7.

Nom de la fraction Regroupement Observation
F1 1-43 Séparable
F2 44-48 Séparable
F3 49-75 Séparable
F4 76-94 Séparable
F5 95-100 Séparable
F6 101-116 Difficile a séparer
F7 117-126 Difficile a séparer
F8 127-153 Difficile a séparer
F9 154-166 Séparable
F10 167-171 Difficile a séparer
F11 172-190 Difficile a séparer
F12 191-214 Difficile a séparer
F13 215-217 Séparable

Tableau 7. Regroupement final des fractions de I’extrait chloroforme de P. inuloides

Sur la base des résultats de profile chromatographique CCM, nous avons sélectionné la

fraction F3 :
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Figure 12. Carte phénolique de la fraction F3 : 1- sous lampe UV A= 365 nm, 2- sous lampe

UV 254 nm et 3- aprés révélation a ’anisaldéhyde

La plaque CCM nous montre que cette fraction est assez séparable dans le systéme CH,Cl,:

AcOEt, 2 : 2.

111.4.7.1. Etude de la fraction F3

La fraction F3 (350 mg) a subit une séparation chromatographique sur des plaques
préparatives de gel de silice de format 20 cm x 20 cm. ¢luée avec un mélange (CH,Cl,:
AcOEt, 2 : 2). Une fois ¢luées, les plaques sont visualisées sous UV avec des lampes de 365

et 254 nm. Cette fraction a donné le composé 10.

Figure 13. Plaque préparative du composé 10
111.4.8. Conclusion

Des séparations chromatographiques ont été effectuées sur le précipité de 1’extrait acétate
d’éthyle, le filtrat de ce dernier et I’extrait chloroforme des parties aériennes de P. inuloides.
Le précipité a donné les composés 4, 5, 6 et 7, le filtrat a donné les composés 8 et 9 et I’extrait

chloroforme a donné le composé 10.
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II1.5. La famille des Cistacées

La famille des cistacées (composée de huit genres et de 175 espéces) comprend le genre
Cistus, qui comprend environ 20 espéces d'arbustes largement répandues dans toute la région
méditerranéenne (Comandini et al., 2006 ; Tomas-Menor et al., 2013). En médecine populaire
méditerranéenne, les especes Cistus ont été utilisées comme remedes (Barrajoncatalan et al.,
2010) et pour leurs actions anti-inflammatoire (Demetzos et al., 2001), anti-ulcérogene,
cicatrisation, antimicrobienne (Demetzos et al., 1999), antifongique (Bayoub et al., 2010),
antivirales, anti-tumorales (Dimas et al., 2000), cytotoxique (Ben Jemia et al., 2013) et leurs
propriétés anti-nociceptives (Barrajon-Catalan et al., 2010). A titre d’exemple, un thé préparé
a partir de C. salvifolius (Al-khalil, 1995) a été traditionnellement utilisé pour le traitement de
la goutte (Alkhalil, 1995) et les ulceres (Yesilada et al., 1999). Au Maroc. C. salvifolius a
également montré une activit¢é antibactérienne contre Mycobacterium aurum et
Mycobacterium smegmatis (Haouat et al., 2013). Cistus incanus spp.tauricus contient un
extrait spécifique riche en polyphénols (appelé CYSTUSO052) qui a démontré une activité
antivirale contre les infections par le virus grippal A (Ehrhardt et al., 2007). L'activité
antimicrobienne de nombreuses espéces végétales est liée a leurs composés phénoliques
(Rauha et al., 2000). Ces antioxydants sont largement distribués dans le régne végétal et sont
considérés comme des agents thérapeutiques potentiels contre un large éventail de maladies

(Middleton et al., 2000).

La littérature disponible rapporte des études chimiques sur la composition d'extraits d'espéces
Cistus, obtenus par différents solvants. Des composés apparentés a la catéchine ont été
identifiés dans les extraits aqueux de C. monspeliensis (Pomponio et al., 2003). Chez C.
ladanifer le groupe le plus abondant est celui des dérivés de l'acide ellagique et le gallate de
punicalagine étant le composé phénolique le plus abondant. Ces composés (c'est-a-dire les
ellagitanins) pourraient étre liés a la forte inhibition de la croissance de Candida albicans, C.

glabrata et C. parapsilosis (Barros et al., 2012).

I11.6. Le genre Cistus

Cistus (Cistacées) est I'un des genres les plus caractéristiques de la Méditerranée. Les especes
arbustives se rencontrent principalement dans les sous-bois et d'autres (C. ladanifer, C.

laurifolius et C. monspeliensis) dominent dans les broussailles sempervirentes. L'adaptation
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du genre aux environnements méditerranéens est évidente a partir des caractéristiques
écologiques telles que la germination des graines dépendant du feu (Roy et Sonié, 1992), la
pollinisation dépendante des insectes (Talavera et al., 1993), la reproduction dépendante de
fleurs (Herrera, 1987) et la phénologie dépendante du printemps (Herrera, 1986). Une longue
histoire des activités humaines a favorisé la distribution et 1'abondance des espéces de Cistus
dans la méditerranée (Thompson, 2005). Les espéces co-occurrentes de Cistus sont
fréquentes, en particulier dans les montagnes composées a la fois par acide et les sols
basiques. La spécificité environnementale liée au substrat confére une valeur supplémentaire
aux especes acidiphiles et basiphiles en tant qu'indicateurs prévisibles des perturbations des
régions boisées. Contrairement a la connaissance détaillée des caractéristiques écologiques de
Cistus, la compréhension de I'évolution des caractéres morphologiques et des relations

phylogénétiques au sein du genre est extrémement limitée.

La taxonomie de Cistus a été traditionnellement basée sur le nombre végétatif (nombre de
nerfs, forme et pilosité des feuilles) et les caractéres de reproduction (nombre de sépale,
couleur de pétale, longueur de style et nombre de valves de fruit). Les monographies
mondiales de Cistus ont reconnu entre 16 espéces (Grosser, 1903) et 28 especes (Dunal,
1824). Suite au traitement de Grosser (1903) avec d'autres espéces décrites plus récemment,
on pense actuellement que le genre comprend environ 20 espéces, dont 16 se trouvent en
Europe (Warburg, 1968), 11 en Espagne (Martin et Guinée, 1949), 12 en Ibérie (Demoly et
Montserrat, 1993) et 12 en Maroc (Soriano, 2002). La plus grande diversité d'especes se
rencontre donc en Méditerranée occidentale, ou 14 especes sont réparties dans la péninsule

Ibérique et le nord-ouest de I'Afrique.
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II1.7. C. albidus : aspects botaniques

La plante Cistus albidus L., est un membre de l'un des genres communément appelés
«Rockrose ou Cistey, est distribuée entourant de la mer Méditerranéenne, principalement aux
Sud-ouest d’Europe et Afrique du Nord. Cette espece est un arbuste jusqu'a un meétre de haut,
ligneux a feuilles vertes persistantes et ses fleurs roses sont abondantes et attrayantes (Quezel

et Santa, 1963b ; Cabezudo et al., 1992 ; Rameau et al., 2008).

Figure 14. La plante Cistus albidus L.

Les systématiciens de la botanique s’accordent a classer cette espéce comme suit :

Reégne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Violales
Famille Cistaceae
Genre Cistus
Espece Cistus albidus L.

Tableau 8. Classification de I’espece Cistus albidus L.

II1.7.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Cistus albidus L., est utilisée pour le traitement de diverses maladies. Les décoctions de
feuilles sont utilisées pour le traitement de 1’hypoglycémie et des douleurs gastriques. En tant
que cataplasme, les feuilles sont utilisées pour traiter les abces, infusés dans le thé, elles sont

utilisées comme digestifs. Elle est connue aussi pour ses effets anti-tumoraux antifongiques,
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antiviraux, anti-inflammatoires, gastro-protecteurs et pour sa prévention contre les maladies

cardiovasculaires (Mohamedi, 2006).

II1.7.2. Travaux antérieurs sur I’espéce C. albidus

Des études ont montré les effets bénéfiques des extraits de Cistus et leurs activités ; contre les
ulceéres (Yesilada et al., 1997), antiprolifératives et cytotoxiques (Skoric et al., 2012),

antibactériennes et antioxydantes (Tomas-Menor et al., 2015).

Seules quelques études ont porté sur la phytochimie de C. albidus. Ainsi, il a ét€ montré que
l'extrait hexanique contenait principalement des triterpénes oxygénés, des acides gras et des
acides labdanoliques (15%) ainsi que des flavonoides (0,6%) (De Pascual Teresa et al., 1986),
il a été observé que C. albidus émettait un pourcentage important de composés organiques
volatils, les principaux étant le (E)-B-caryophylléne, le limonéne et le B-pinene (Pefiuelas et

Llusia, 2001).

Les huiles essentielles de C. albidus poussant sur des substrats calcaires et siliceux (Sud de la
France) sont apparues sous forme d'huiles riches en sesquiterpeénes, dominées par 1'o-
zingibéréne, 1’6-cadinéne, 1’a-curcuméne, le (E)-B-caryophylléne et I’allo-aromadendréne

(Robles et al., 1999).

II1.8. Etude phytochimique de I’espéce C. albidus : Travaux personnels
I11.8.1. Récolte du matériel végétal

Cistus albidus L. a été collectée en juin 2015 dans la région des Aures a Foum-toub de Batna
(55 km a l'est de Batna). La plante a été identifiée par le professeur Mohamed Kaabeche
(Universit¢ de Sétif 1, Algérie) et déposée a l'herbier de Il'unité de recherche

VARENBIOMOL, Université Fréres Mentouri, Constantine-1, Algérie : (CA/55/VAR/05-15).

I11.8.2. Extraction des parties aériennes

Les parties aériennes (3500 g) ont été mises a macérer dans un mélange éthanol: eau (7: 3)

pendant trois jours, cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant.
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Apres concentration a une température n’excédant pas 38°C, nous avons obtenu un résidu
sirupeux, dont la masse est égale a 670 g (Rdt=19,14%). L’extrait brut est dilué¢ avec 1500 ml
d’eau distillée. La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour
décantation. Apres filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une
extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles
a ’eau et de polarité croissante en commengant par 1’éther de pétrole, chloroforme, puis
I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les quatre extraits organiques récupérés ont été
séchés, concentrés sous pression réduite a sec et pesé€s. Le processus d’extraction est résumé

dans le schéma suivant :

3,5 Kg MV (C. albidus, partie aérienne)

*Macération dans (EtOH:H,0) (7:3)
*Filtration et concentration a sec

Extrait brut (670 g, 19,14 %)

*Traitement avec I’eau distillé
*Filtration

Phase aqueuse

*Extraction par éther de pétrole (200x 1) ml
*Décantation

A 4
¢ ‘L Concentration a sec

Phase aqueuse Extrait Ether de pétrole m= 122,55 g

*Décantation

¢ ‘L Concentration a sec

Phase aqueuse Extrait CHCl; m= 6,5 g

l *Extraction par chloroforme (300 x 3) ml

=Décantation

¢ ¢ Concentration a sec

Extrait AcOEt m=21,17 g

l =Extraction par Acétate d’éthyle (300> 3) ml

Phase aqueuse

*Extraction par n-Butanol (300 x 3) ml
*Décantation

‘L ¢ Concentration a sec

Phase queisy Extrait n-BuOH m= 136,4 g

Figure 15. Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction des parties aériennes de

I’espéce C. albidus
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Le tableau suivant présent les rendements de différents extraits obtenus de C. albidus:

Matériel Extrait Aspect | Couleur | Masse (g) | Rendement (%)
végétal
Ether de Pateux Verte 122,55 3,50
pétrole
3500 g Chloroforme Pateux Verte 6,50 0,18
Acétate Pateux Jaune 21,17 0,63
d’éthyle
n-Butanol Pateux | Marron 136,40 3,90

Tableau 9. Rendements d’extraction des extraits de I’espéce de Cistus albidus L.

I11.8.3. Séparation et purification

I11.8.3.1. Tests chromatographiques

Les extraits obtenus (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) sont soumis a une

chromatographie analytique sur couche mince de gel de silice, pour mettre au point 1’éluant

ou le systéme d’¢lution qui donnerait les meilleurs résultats de séparation pour lancer une

colonne chromatographique. Le meilleur systéme obtenu était le mélange (CHCl;: MeOH, 3:

).

Figure 16. Profil chromatographique des trois extraits sous lampe UV A= 365 nm et A= 254
nm. A : la phase AcOEt, B : la phase n-BuOH, C : la phase CHCl;
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Ce résultat analytique nous a montré que 1’extrait acétate d’éthyle (21,17 g) était t riche en
produits par rapport aux autres extraits. C’est pour cette raison que celui-ci a été choisi pour

une purification ultérieure par chromatographie sur colonne.
I11.8.4. Séparation chromatographique sur colonne de gel de silice de I’extrait AcOEt

Aprées avoir trouvé le bon systéme, la séparation de la phase acétate d’éthyle (21,17 g) a été
effectuée sur une colonne en utilisant comme phase stationnaire le gel de silice (High purity
grade, pore size 60°A, 230-400 mesh particle size 43-63 um, particle size for flash
chromatography). L’extrait acétate éthyle dissout dans le chloroforme est mélangé a une petite
quantité de gel de silice. L’ensemble est séché sous vide jusqu’a obtention d’une poudre
homogene. Cette derniere est déposée sur une colonne de gel de silice préparée dans le
chloroforme. L’¢lution est réalisée par un gradient de polarité du systeme chloroforme-
méthanol en commengant par le chloroforme pur et en terminant par le méthanol pur. Des
fractions de 500 ml sont recueillies en bas de la colonne dans des flacons. Elles sont ensuite
évaporées, puis analysées par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support
d’aluminium dans différents systemes d’élutions. Les plaques sont visualisées sous lumicre
UV (254 et 365 nm) puis révélées a 1’anisaldéhyde. La progression de cette colonne est

rassemblée dans le tableau suivant :

Lots CHCl; % | MeOH % Lots CHCl; % | MeOH %

1-209 100 0 314-320 50 50
210-266 95 5 321-324 40 60
267-281 90 10 325-328 30 70
282-289 85 15 329-333 20 80
290-296 80 20 334-339 10 90
297-307 70 30 340-345 100 0
308-313 60 40 - - -

Tableau 10. Résultats de la séparation sur colonne de gel de silice de 1’extrait AcOEt de C.

albidus

Selon les résultats donnés par les plaques chromatographiques sur gel de silice, ¢luées par
différents systémes, les fractions similaires (qui ont les mémes compositions) ont été

regroupées. Le tableau suivant résume le regroupement des fractions ;
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Nom de la fraction Lots Observation
F1 1-6 Faible quantité
F2 7-11 Faible quantité
F3 12-17 Mélange de produits
F4 18-22 Mélange de produits
F5 23-31 Formation d’un précipité
F6 32-39 Me¢élange de produits
F7 40-45 Mélange de produits
F8 46-56 Me¢élange de produits
F9 57-71 Me¢élange de produits
F10 72-74 Me¢élange de produits
F11 75-81 Me¢élange de produits
F12 82-101 Me¢élange de produits
F13 102-105 Me¢élange de produits
F14 106 Produit pure
F15 107-118 Formation d’un précipité
F16 119-127 Meélange de produits
F17 128-133 M¢élange de produits
F18 134-145 Me¢élange de produits
F19 146-148 M¢élange de produits
F20 149-154 Me¢élange de produits
F21 155-161 Me¢élange de produits
F22 162-170 Mélange de produits
F23 171-202 Mélange de produits
F24 203-205 M¢élange de produits
F25 206-209 M¢élange de produits
F26 210-211 Me¢élange de produits
F27 212-214 Meélange de produits
F28 215 Précipité
F29 216-221 Me¢élange de produits
F30 222-230 M¢élange de produits

Tableau 11. Regroupement des fractions de I’extrait acétate d’éthyle de C. albidus
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F31 231-236 M¢élange de produits
F32 237-244 Me¢élange de produits
F33 245-255 M¢élange de produits
F34 256-266 M¢élange de produits
F35 267-281 M¢élange de produits
F36 282-289 Me¢élange de produits
F37 290-296 M¢élange de produits
F38 297-307 M¢élange de produits
F39 308-313 Me¢élange de produits
F40 314-320 M¢élange de produits
F41 321-324 M¢élange de produits
F42 325-328 Me¢élange de produits
F43 329-333 M¢élange de produits
F44 334-345 Me¢élange de produits

Tableau 11. Regroupement des fractions de I’extrait acétate d’éthyle de C. albidus (suite du
tableau 11)

Parmi les fractions obtenues, nous avons étudié celles qui sont séparables et celles qui ont une
quantité importante. Aprés I’examen des plaques CCM de gel de silice sous lumiere UV a 254

nm et 365 nm, on a choisi I’é¢tude de trois (03) fractions : F5, F14 et F15.

I11.8.4.1. Etude de la fraction F5

Cette fraction contient un produit majoritaire sous forme de précipité. Aprés plusieurs lavages
au méthanol, le précipité blanc ainsi obtenu (qui est soluble dans le chloroforme) a été testé
sur plaque analytique de gel de silice éluée avec le systéeme (CHCIs: AcOEt, 2: 1), ce précipité
a donné un spot unique de fluorescence noir-violette sous lumiére UV a A = 365 nm et sous la
lampe UV a A =254 nm. Aprés révélation a 1’anisaldéhyde, la plaque présente un spot unique
de coloration jaune signifiant la pureté de produit que nous avons codé composé 11. Ce

produit est séché puis pesé (44 mg).
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Figure 17. Profil chromatographique CCM de la fraction F5

111.8.4.2. Etude de la fraction F14

La fraction F14 a donnée le composé 12 (Rf = 0,40 ; hexane: EtOAc, 5: 5) sous la forme d'un

solide amorphe jaune (12 mg) (Figure 18).

Figure 18. Profil chromatographique CCM de la fraction F14= Composé¢ 12, (hexane: AcOEt,
5:5)

111.8.4.3. Etude de la fraction F15

Nous avons observé la formation d’un précipité dans la fraction F15. Apres filtration de cette
fraction, le précipité obtenu est dissous dans un mélange (MeOH: CHCls), puis testé sur une

plaque analytique de gel de silice, ¢luée par le systeme : chloroforme : acétate d’éthyle (2: 1).
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Le test donne une seule tache noire sous lumiére UV a 254 nm et jaune sous lumiére UV a
365 nm. Le filtrat de cette fraction a été chromatographié sur des plaques préparatives de gel
de silice éluées avec le mélange chloroforme : acétate d’éthyle (2 : 1) pour donner le composé
13 (2,7 mg).

Figure 19. Profil chromatographique CCM et préparative du produit 13

1I1.8.5. Conclusion

La séparation chromatographiques qui été effectuées sur 1’extrait acétate d’éthyle de C.

albidus a permet | isolement des composés 11, 12 et 13.

II1.9. Résultats et discussions

I11.9.1. Identification du composé 4

II1.9.1. a. Données spectroscopiques UV-Visible

L’¢étude des séries spectrale UV (Figure 20) du composé 4 montre les résultats suivants : la
fluorescence violette sous UV a 365 nm de ce composé et les bandes d’absorption dans la
région UV-Vis (bande I : Apax= 341 nm et bande II : A= 281 nm) nous orientent vers une
flavone ou flavonol substitu¢ en C-3.

o Série I: I’effet bathochromique (AA= +39 nm) de la bande I en présence de NaOH

avec I’augmentation de I’intensité lumineuse, et la stabilit¢ du spectre sont en faveur
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de la présence d'un OH libre en C-4', I'absence d’une nouvelle bande entre 320-335
nm dans le spectre de NaOH par rapport au spectre méthanol indique ’absence d’un
hydroxyle libre en C-7.

o Série II: l'effet bathochromique de la bande I (AA= +33 nm) du spectre AICI3
comparativement au spectre méthanol et le déplacement (AA= +24 nm) de cette bande
enregistrée dans le milieu MeOH: AICl;+ HCI confirme que cette molécule dispose un
OH libre en C-5 et indique une O-substitution en C-6.

o Série III: I’absence du déplacement bathochrome de la bande II en présence de
NaOAc confirme la présence d'une substitution O-R en C-7. La comparaison du
spectre NaOAc + H3BOs par rapport au spectre MeOH indique I'absence de
groupements ortho di-OH sur le cycle B (pas de déplacement bathochrome de la bande

0.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :

Série Réactifs Bande IT| Bandel | Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (nm)
Flavone ou
MeOH 281 341 - flavonol
substitué¢ en C-3
1 Bande I: AA= OH en 4
MeOH + NaOH 307 380 139 O-R en 7
MeOH + NaOH Stable apres 5 OH en 4
+ 5 min 307 374 min O-Ren7
MeOH + AICL; | 300 374 Bandisg‘ A= OH en 5
MeOH/ 294 365 Bande I Ad= Oxy(;glzgosn en
I AICl;+ HCI +24 C-6
Absence du
AICly/ 294 365 Bande I : Faible groupement
AICL; + HCI déplacement ortho di OH sur
B
MeOH + Bande 1II : pas
NaOAc 281 347 de déplacement O-R en7
11 MeOH/ g‘;‘:jggffeifs
NaOAc + 287 337 Bande I: AA=-4 ortho di-OH sur
H;BO; B

Tableau 12. Données spectroscopiques UV du composé 4
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Figure 20. Série spectrale UV du composé 4

II1.9.1.b. Données spectroscopiques IR

L'examen du spectre infrarouge de composé 4 (Figure 21) montre la présence des fonctions

hydroxyles a 3413,7 cm’™!, la fonction C=C 4 1562,5 cm™" et la fonction cétone a 1660,37 cm’.
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Figure 21. Spectre IR du compos¢ 4

II1.9.1.c. Donnée spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (400 MHz) enregistré dans CD;0OD du composé 4 montre la

présence de deux groupements méthoxyles et des protons aromatiques.
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Figure 22. RMN 'H (CD;0D ; 400 MHz) du composé 4

Dans la région aromatique, on observe un systétme AA’BB’ caractéristique d’une para
substitution sur le cycle B avec un doublet d’intégration 2H a dy= 6,87 ppm avec une
constante de couplage J= 8,4 Hz (couplage ortho) et un autre doublet d’intégration 2H a 6=
7,95 ppm (J= 8,4 Hz ; couplage ortho). Ces signaux sont attribués aux protons H-3°, H-5 et
H-6’, H-2’ respectivement. Les premiers étant plus blindés que les seconds par le groupement

hydroxyle voisin en C-4’ (Figure 23).

Un singulet observé a dy= 6,72 ppm d’intégration 1H qui est attribué au proton H-3 ou H-8 en
raison de la valeur de son déplacement chimique d’une part et des données spectroscopiques

UV d’autre part qui indique une O-substitution en C-6.
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Figure 23. Etalement de la zone [6,6 ppm — 8,2 ppm] du spectre RMN 'H (CD;0D ; 400
MHz) du composé 4

L’apparition de deux signaux sous forme de singulets a 6y= 3,75 ppm et 6y= 3,91 ppm
d’intégration 3H chacun, indiquent la présence de deux groupements méthoxyles dont I’un est

positionné en C-7 et le second en C-3, C-6 ou C-8 du fait des données spectroscopiques UV

(Figure 24).
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Figure 24. Etalement de la zone [3,1 ppm - 4,7 ppm] du spectre RMN 'H (CD;0D ; 400
MHz) du composé 4

Les corrélations HSQC (Figure 25) permettent de lever ces ambiguités. En effet le proton a
dy= 6,72 ppm corréle avec le carbone a 6¢c= 91,5 ppm qui ne peut étre que le carbone C-8. De
ce fait compte tenu des informations précédentes données par la série spectrale UV. Les deux

groupements methoxy sont localisés dans les positions C-7 et C-3.
Les autres corrélations sont les suivantes :

e Le signal d’intégration 3H du groupement méthoxyle qui apparait a dy= 3,71 ppm
avec le carbone Copme @ 0c= 60,4 ppm.

e Le signal d’intégration 3H du groupement méthoxyle a 6p= 3,91 ppm avec le carbone
Come 8 8c= 56,9 ppm.

e Le signal d’intégration 2H (H-3’, H-5") a 6y= 6,87 ppm avec les carbones C-3°, C-5 a
dc=116,4 ppm.

e Le signal d’intégration 2H (H-2’, H-6") a éy= 7,95 ppm avec le carbone C-2’, C-6’ a
dc=131,3 ppm.
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Figure 25. Spectre HSQC (CD;0D ; 400 MHz) du composé 4

L’analyse du spectre HMBC (Figure 27) montre que les deux groupements méthoxy a op=
3,75 ppm et a dy= 7,95 ppm corrélent avec les carbones a 6¢c= 139,1 ppm et dc= 155,6 ppm,
ce qui permet de les localiser sur les carbones C-3 et C-7 respectivement. Toutes les autres
corrélations confirment de maniére non ambigiie la structure du composé 4 comme étant le 6-

hydroxy kaempferol 3,7-diméthyl éther (Galala et al., 2016 ; Oton et al., 1981).

Figure 26. Structure du composé 4: 6-hydroxy kaempferol 3,7-diméthyl éther
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Le proton H-8 a 6y= 6,72 ppm donne une tache d'autocorrélation avec le carbone C-8 a dc=
91,5 ppm et une corrélation avec les carbones C-10 a dc= 107 ppm, C-9 a 6¢c= 146,6 ppm, C-5
a dc= 150,8 ppm , C-4 a 5c= 180 ppm et le carbone a 6c= 131 ppm qui ne peut étre que le
carbone C-6, cette attribution confirme que ce carbone est oxygéné et blindé par effet
mésomere par les atomes d'oxygeéne porté par les carbones C-5 et C-7. Les protons H-2°, H-6’
a dy= 7,95 ppm et H-3', H-5' corr¢lent avec les carbones C-3', C-5' a 6c= 116,8 ppm et les
carbones C-2', C-6" a dc= 131,3 ppm respectivement et avec les carbones a dc= 157,9 ppm,
dc= 122,6 ppm et 3= 161,5 attribuables a C-2, C-1' et C-4' respectivement. Ceci compléte les
attributions de tous les carbones et confirme l'ensemble de la structure proposée pour le

composé 4.

» HS8/C10
o H2’,6°/C3°,5 » © H3',5/C3.5
N 9 bl
] H2°,6°/C1°" = H3’,5’/C1 S
H2’,6°/C2’,6’ e |
’ B o e ' OH CH
] L LS 3-OMe /C3 ’
. H8/C9
+ H8/C5
HS8/C7; )
a9 H2’,6°/C2 ¢ « 'H3’,5°/C2 i
9_- H27’69/C47“ ] H3’,5’/C4’ 7-OMe/C7
8] ]
5 HS8/C4
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Figure 27. Spectre HMBC (CD;OD ; 400 MHz) du composé 4

L’analyse du spectre RMN NOESY (Figure 28) montre une corrélation entre le proton H-8 et
le OCHj3 a dy= 3,95 ppm ce qui permet de confirmer la localisation de ce methoxy en C-7. Ce
spectre montre également la corrélation entre H-3’, H-5" a dy= 6,87 ppm et H-2’, H-6" a dp=

7,95 ppm.
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Figure 28. Spectre NOESY (CD;OD ; 400 MHz) du compos¢ 4

L'ensemble des attributions des carbones est rassemblé dans la figure 29 et le tableau 13 et

suivant :
Position Compos¢ 4 Position Compos¢ 4

du d¢ du d¢
2 - 1579 s 1 - 122,6 s
3 - 139,2's 2' 7,95d(8,4) | 131,3d
4 - 180,0 s 3 6,87d(8,4) | 116,8d
5 - 150,8 s 4' - 161,5s
6 - 131,0 s 5' 6,87d(84) | 116,8d
7 - 155,6s 6' 7,95d(8,4)| 131,3d
8 6,72 s 91,5d 3-OMe 3,75 s 60,4 q
9 - 146,6 s 7-OMe 3,95s 56,9 q
10 - 107,0 s - - -

Tableau 13. Valeurs des déplacements chimiques 6 et J (Hz) RMN 'H et *C (CD;0D) du

composé 4
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Figure 29. Spectre RMN "°C (CD;0D ; 400 MHz) du composé 4

L’ensemble de résultat des analyses spectroscopiques nous oriente vers la structure finale du

composé 4

Figure 30. Structure du composé 4: 3; 4',3,6-Trihydroxy-3,7-dimethoxy-flavon (6-hydroxy
kaempferol 3,7-dimethyl ether)

Le composé 4 (6-hydroxy kaempferol 3,7-dimethyl ether) a été isolé et identifié
précédemment dans les parties aériennes du Pulicaria inuloides de Yemen (Astéracées)
(Galala et al., 2016), Pulicaria parthenium (Astéracées)(Wagner et al, 1976),
Pulicaria dysenterica (Astéracées) (Oton et al, 1981; Williams et al, 2000),
Ageratina deltoidea (Astéracées), Heterotheca inuloides (Astéracées), (Wagner et al., 1976),

Inula spp. (Astéracées) (Harborne, 1999), Parthenium incanum et Parthenium tomentosum
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(Astéracées) (Wagner et al., 1976), Tanacetum parthenium (Astéracées) (Williams et al.,
1995) et Eriodictyon trichocalyx (Hydrophyllacées) (Wagner et al., 1976).

On constate que ce composé (6-hydroxy kaempferol 3,7-dimethyl ether), peut étre considéré

comme un marqueur chimiotaxonomique de la famille des Astéracées.

I11.9.2. Identification du composé 5
II1.9.2.a. Données spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence violette sous UV a 365 nm. L’étude des séries
spectrales UV du composé 5 (Figure 31) montre la présence de deux bandes caractéristiques
des flavonoides : bande I : Apax= 350 nm et bande II : A= 280 nm indiquant la présence

d’un flavonol substitué en 3.

e Série I: le spectre enregistré apreés 1’addition de NaOH provoque un déplacement
bathochrome (A A= + 32 nm) avec augmentation d’intensité par rapport au spectre
enregistré dans le méthanol, ce qui suppose la présence d’un hydroxyle libre en
position 4’.

e Série II: 1’addition de AICI; a la solution du composé 5 dans le méthanol méne a la
formation de complexes entre les hydroxyles ortho du cycle B et I’hydroxyle en
position 5 et la fonction carbonyle ce qui explique I’effet bathochrome de la bande I,
mais 1’addition de HCI provoque un déplacement hypsochrome (Ax=-58) de la bande
I par rapport au spectre AlCl; qui est expliqué par la disparition du complexes instable
donc ce composé est substitué par un ortho di-OH sur le cycle B. Un effet
bathochrome par rapport au spectre MeOH (Ak= +24) est expliqué par le maintien
d’un complexe stable entre la fonction carbonyle et un OH en position C-5. La valeur
du AL =+24 indique une oxygénation en C-6.

e Série III : I’absence d’un effet bathochrome de la bande II du spectre NaOAc par
rapport au spectre MeOH nous oriente vers une substitution du C-7 par un groupement
O-R. Un déplacement bathochrome de la bande I (Ak= +16) du spectre NaOAc+H3;B0;
par rapport au spectre MeOH indique la présence d’un groupement ortho di-OH sur le

cycle B.

Les résultats de la spectroscopie UV-Visible sont rassemblés dans le tableau suivant :

81



Université Freres Mentouri

Chapitre 111 : Phytochimie

Réactifs Bande Il | Bande I | Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (nm)
MeOH 230 350 i Flavonol substitué
en C-3
MeOH+NaOH 264 382 Bande I ; OH en 4’
AL =+32
MeOH+NaOH 264 375 Stable apres 5 OH en 4°
+5 min min
Bande I : AA= Ortho di OH sur B
MeOH+AIC]; 281 432 180 avec 5-OH
MeOH/ 293 374 Bande I : OHen5
AICI;+HC1 AA=-58 Oxygénation en C-6
MeOH+NaOAc 280 356 | pandell:pas O-Ren7
de déplacement
MeOH/ Bande I : .
NaOAc+H;BO; 267 366 Ad= 116 Ortho di-OH sur B

Tableau 14. Données de la série spectrale UV du composé 5
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Figure 31. Série spectrale UV du composé 5
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I11.9.2.b. Donnée spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (400 MHz) enregistré dans CD3;OD montre les signaux
caractéristiques d’un flavonoide dans la région la zone aromatique et la présence de deux

groupements méthoxyles avec :

A, LC-SEHFV3(2).1548 proton 10 (10 1H) MeOD 400MHz 85X l
8-

1

x
—
S
-

- Meéthoxyles

77 ; y ]l | 4

= Aromatiques

L S5 iaane o

Figure 32. RMN 'H (CD;OD ; 400 MHz) du composé 5

- Un doublet d’intégration 1H a éy= 7,58 ppm (J= 1,9 Hz, couplage méta) attribuable a
H-2".

- Un doublet de doublet d’intégration 1H (J= 8,6 et 1,9 Hz, couplage ortho et méta) a
dy= 7,47 ppm attribué au proton H-6".

- Un doublet d’intégration 1H a dy= 6,83 ppm (J=8,6 Hz, couplage ortho) attribuable a
H-5".

- Un singulet d’intégration 1H a dy= 6,67 ppm attribuable a H-8 en raison de la valeur

de son déplacement chimique (Figure 33).
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Figure 33. Etalement de la zone [6,6 ppm — 7,6 ppm] du spectre RMN 'H (CD;0D ; 400

MHz) du composé 5

Deux singulets d’intégration 3H chacun a éy= 3,71 ppm et o= 3,90 ppm attribuables aux

protons groupements méthoxyles. D’aprés les données UV

carbones C-3 et C-7(Figure 34).

ces groupements sont liés aux
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Figure 34. Etalement de la zone [3,2 ppm — 4,8 ppm] du spectre RMN 'H (CD;0D ; 400

MHz) du composé §
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Les corrélations HSQC (Figure 35) permettent de confirmer I’attribution du signal a dy= 6,67
ppm au proton H-8 en raison de sa corrélation avec le carbone a dc= 90 ppm qui ne peut étre
que le carbone C-8. Les signaux d’intégration 1H (H-5°, H-6" et H-2) a dy= 6,83 ; 7,47 et
7,58 ppm corréelent respectivement avec les carbones C-5, C-6 et C-2” a ¢ = 114 ; 115 et
120 ppm. Les groupements methoxy a dy= 3,71 ppm et a dy= 3,90 ppm correlent avec les
carbones d¢c= 59 ppm a 6c= 55 ppm. La localisation précise de ces deux groupements sur le

squelette flavonique est donnée par les corrélations HMBC (Figure 36).

20 LC-SBHFV3(2).1548 15 (HSQC 1H/13C) MeOD 400MHz :

3 L

7-OMe/7-Me 0
8] 29 ?
3-OMe/3-Me
8 H8/C8
¢
i H2°/C2’ H5’/C5’
0 ]
8 0
H6’/C6°
O_
g_ T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I T T T T I T T T T | T T T T | | | |
Lo 8 7 8 5 4 3 2 1 oL‘ 150

Figure 35. Spectre HSQC 'H-">C (CD;OD ; 400 MHz) du composé 5
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Figure 36. Spectre HMBC'H-"C (CD3;0D ; 400 MHz) du composé 5

L’ensemble des attributions des carbones du composé 5 est montrée sur la figure 37 :
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Figure 37. Spectre RMN "°C (Dept 90) (CD;OD ; 400 MHz) du composé 5

L’étalement de spectre NOESY (Figure 38) a montré aussi la corrélation entre le proton de
méthoxyle a dy= 3,90 ppm et oy= 6,67 ppm, cela confirme la position de métoxyle en position

C-7 et le proton en position H-8.
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Figure 38. Etalement de spectre NOESY 'H-"H (CD;OD ; 400 MHz) du composé 5

Toutes ces données meénent a la structure du composé S (Goodwin et Rosler, 1984 ; Mercader

et al., 2008)

Figure 39. Structure du composé 5: 5,6,3’,4’ tetrahydroxy-7,3 diméthoxy flavone (3,7-
Dimethylquercetagetin)

Les résultats de la RMN 'H (CD3;0D ; 400 MHz) sont rassemblés dans le tableau suivant :
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Position Composé 5 Position Composé 5

Oy dc oy dc
2 - 148,5 s 1' - 121,6 s
3 - 141,0 s 2' 7,58 d (1,9) 115,0d
4 - 178,8 s 3 - 145,0s
5 - 154,4 s 4' - 145,0 s
6 - 130,0 s 5' 6,83 d(8,6) 115,2d
7 - 156,9 s 6' 7,47 dd (8,6 et 1,9) 120,9d
8 6,67 s 90,1 d 3-OMe 3,71s 59,1 q
9 - 149,7 s 7-OMe 3,90 s 55,5q
10 - 105,7 s - - -

Tableau 15. Valeurs des déplacements chimiques & et J (Hz) RMN 'H et °C (CD;0D) du

composé 5

Le composé 5 (3,7-Dimethylquercetagetin) a été isolé et identifié précédemment dans
I’espece de Pulicaria spp (Astéracées), Brickellia glutinosa (Astéracées) (Goodwin et Rosler,
1984 ; Wagner et al. 1976 ; Jay et Voirin, 1976), Pulicaria arabica (El-Neghoumi et al.,
1982), Pulicaria dysenterica (Astéracées) (Oton et al., 1981), lnula germanica (Astéracées)
(Wollenweber et al., 1995)Pterocaulon purpurascens (Astéracées), Parthenium tomentosum
(Astéracées), (Wagner et al., 1976), Chrysosplenium tetrandrum (Saxifragacées) (Jay et
Voirin, 1976), Ambrosia artemisiifolia (Astéracées), Madia sativa (Astéracées) (Wollenweber
et al., 1989 ; Wollenweber et al., 1997), Tanacetum parthenium (Astéracées) (Williams et al.,
1995),  Artemisia  abrotanum  (Astéracées)  (Bergendorff et Sterner, 1995),
Marsdenia tomentosa Decne. (Apocynacées) (Seto et al., 1977), Artemisia annua (Astéracées)
(Chen et al., 2001), Haplopappus rengifoanus (Astéracées), Holocarpha obconica
(Astéracées), Melampodium americanum (Astéracées), Neurolaena spp (Astéracées)et

Eriodictyon trichocalyx (Hydrophyllacées) (Wagner et al., 1976 ; Jay et Voirin, 1976).

On constate que le composé (3,7-Dimethylquercetagetin) peut étre considéré comme un

marqueur chimiotaxonomique de la famille des Astéracées.
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II1.9.3. Identification du composé 6

I11.9.3.a. Données spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence noire violette sous UV a 365 nm. L’¢tude des séries
spectrales UV du composé 6 (Figure 40) montre la présence de deux bandes caractéristiques
des flavonoides : bande I : Apax= 333 nm et bande Il : A= 270 nm indiquant la présence
d’une flavone ou d’un flavonol substitué en position 3.

o Série I : le déplacement bathochromique (AA= +37 nm) de la bande I en présence de
NaOH avec I’augmentation de I’intensité lumineuse indique la présence d’un OH libre
en position 4'.

e Série II : I’absence de I’effet bathochrome de la bande I en comparant le spectre
AICI3+HCI et le spectre MeOH indique ’absence d’un OH libre a la position 5 donc le
CS5 est occupé par un O-R.

o Série IIl : I’absence du déplacement bathochrome de la bande II en présence de
NaOAc confirme la présence d'une substitution O-R en C-7. La comparaison du
spectre  NaOAc+H3BOs par rapport au spectre MeOH indique l'absence de
groupements ortho di-OH sur le cycle B.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :

Réactifs Bande Il | Bande I Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (nm)
Flavone ou d’un
MeOH 270 333 - flavonol
substitué en
position 3
Bande I : AL =437
MeOH + NaOH 250 370 avec augmentation OHen 4’
d’intensité
MeOH + NaOH 251 369 Stable apres 5 min OH en 4
+ 5 min
MeOH + AICl; 270 333 Bande | : pas de O-Rens
déplacement
MeOH/ Bande I : pas de
AICI; + HCI 270 333 déplacement O-Rens
AICly/ 270 334 Bande I : pas de Absence d’ortho
AICl; + HC1 déplacement di-OH sur B
MeOH + NaOAc 270 338 | Dandell:pasde O-Ren7
déplacement
MeOH / o Absence d’ortho
NaOAc + H:BO: 269 335 Bande I : AL =+2 4i-OH sur B

Tableau 16. Données spectroscopiques UV du composé 6
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Figure 40. Série spectrale UV du composé 6

I11.9.3.b. Données spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (400 MHz) enregistré dans CD;OD montre les signaux
caractéristiques d’un flavonoide dans la zone aromatique et la présence de trois groupements

méthoxyles avec :
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Figure 41. Spectre RMN 'H (CD;0D ; 400 MHz) du compos¢ 6

- Un doublet a 6y= 8,0 ppm (J= 8,6 Hz couplage ortho) d’intégration 2H attribué¢s a H-
2’ et H-6.

- Un doublet a éy= 6,85 ppm (J= 8,6 Hz, couplage ortho) d’intégration 2H attribués a
H-3’ et H-5".

- Un singulet a dy= 6,82 ppm d’intégration 1H, attribué a H-8 en raison de la valeur de

son déplacement chimique (Figure 42).
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Figure 42. Etalement de la zone [6,8 ppm — 8,1 ppm] du spectre RMN '"H (CD;0D ; 400

MHz) du composé 6

L’apparition de trois signaux sous forme de singulet d’intégration 3H a 3,68 ; 3,82 et 3,91

ppm indique la présence de trois groupements méthoxyles (Figure 43).
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Figure 43. Etalement de la zone [3,2 ppm — 4,7 ppm] du spectre RMN 'H (CD;0D ; 400
MHz) du composé 6
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Le spectre HSQC (Figure 44) confirme 1’attribution du signal a dy= 6,82 ppm a H-8 en raison
de sa corrélation avec le carbone a d.= 96 ppm qui ne peut étre que le carbone C-8. Les
signaux d’intégration 1H (H-5’, H-3" et H-2°, H-6") a ou= 6,85et 8,0 ppm correlent
respectivement avec les carbones C-5°, C-3” et H-6°, C-2" a 8¢ = 115 et 130 ppm.

Les groupements methoxy a dy= 3,68 ppm, dy= 3,82 ppm et a dy= 3,91 ppm correlent avec
les carbones 6c= 59 ppm, 6c= 62 ppm et a dc= 55 ppm. La localisation précise de ces trois

groupements sur le squelette flavonique est donnée par les corrélations HMBC (Figure 45).
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Figure 44. Spectre HSQC 'H-"*C (CD;0D ; 400 MHz) du composé 6
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Figure 45. Spectre HMBC 'H-""C (CD;0D ; 400 MHz) du composé 6

Le spectre COSY (Figure 46) a confirmé également la corrélation entre les protons H-3 et H-

57 a oy= 6,85 ppm avec H-2’ et H-6" 4 6= 8,0 ppm.

H2’,H6°/ H3”

b

LHS>

0

H3’,H5’/ H2’,H6’

il

—T e T ] T
|8,0ppm| 7.8

T — T T
|6,85ppm|; (=

Figure 46. Spectre RMN COSY '"H-"H (CD;0D ; 400 MHz) du composé 6
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Le spectre NOESY (Figure 47) a confirmé aussi la corrélation entre le méthoxyle a 4,0 ppm

avec le proton a 6y= 6,82, cela confirme la localisation de méthoxyle en position C-7 et le
proton de H-8.

HS8/7-OMe 7-OMe
i

Figure 47. Spectre RMN NOESY 'H-'H (CD;OD ; 400 MHz) du composé 6

Le spectre de masse (LC-MS) (Figure 48) du composé 6 a montré un pic moléculaire a m/z=
344 confirmant ainsi les données de la formule brute (C;sH1607) et indiquant la présence de

trois groupements méthoxyles et deux groupements hydroxyles sur le squelette flavonique.
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Figure 48. Spectre LC / MS du composé 6 (m/z 344,8)
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L’ensemble de résultat des analyses spectroscopiques nous oriente vers la structure finale du

composé 6

Figure 49. Structure du composé 6: 4',6-Dihydroxy-3,5,7-trimethoxy-flavone (6-
hydroxykaempferol 3,5,7-trimethyl ether)

Seulement quelques travaux ont été publiées sur le composé 6 (6-hydroxykaempferol 3,5,7-
trimethyl ether) qui a été isolé pour la premiére fois dans I’espéce du Jasonia candicans
(Astéracées) (Ahmed et al., 1994), il peut étre considéré comme un marqueur

chimiotaxonomique de la famille des Astéracées.

I11.9.4. Identification du composé 7
I11.9.4.a. Données spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence noire violette sous UV a 365 nm. L’¢tude des séries
spectrales UV du composé 7 (Figure 50) montre la présence de deux bandes caractéristiques
des flavonoides : bande I : Apax= 340 nm et bande Il : A= 256 nm indiquant la présence

d’une flavone ou un flavonol substitué en 3.

e Série I : le déplacement bathochromique (AA=+31 nm) avec augmentation d’intensité
de la bande I en présence de NaOH indique la présence d’un OH libre en position 4.

e Série II : la présence de ’effet bathochrome (AA= +29 nm) de la bande I en
comparant le spectre AICI3+HCI et le spectre MeOH indique la présence de
groupement ortho di- OH libre sur le cycle B et un groupement OH en C-5.

Série I1I : le déplacement bathochrome faible de la bande II (AA=+1 nm) en présence
de NaOAc confirme la présence d'une substitution O-R en C-7. La comparaison du
spectre NaOAc+H3BOs3 par rapport au spectre MeOH (Ak= +29 nm) indique la

présence de groupements ortho di-OH sur le cycle B.

96



Université Freres Mentouri

Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :

Chapitre 111 : Phytochimie

Réactifs Bande I1 Bande I Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (nm)
Flavone ou un
MeOH 256 340 - flavonol substitué
en 3
MeOH + NaOH 256 371 Bande I : OH libre en 4'
Al =+31 O-Ren?7
Le spectre de OH libre en 4'
MeOH + NaOH + 256 375 NaOH est stable O-Ren7
5 minutes apreés 5 min
MeOH + AlCl3 263 369 Bande I : Ortho di-OH sur
AL=+29 B
MeOH +AIC13+ 293 341 Bande I : Ortho di-OH sur
HCI Al =-28 BetORen5
MeOH + NaOAc 257 343 Bande 11 : ORen7
AL =+1
MeOH + NaOAc + 260 360 Bande I : Ortho di-OH sur
H3B03 AL =+28 B

Tableau 17. Données spectroscopiques UV du composé 7

MeOH
MeOHN2OH

ab sorban ce

absorbance
" .

MeOH
MeOH-AICRH

longueur d'onde (nm)

MeOH

absorbance

longueur d'onde (nm)

Figure 50. Série spectrale UV du composé 7
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I11.9.4.b. Données spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (400 MHz) enregistré dans CD3;OD montre les signaux
caractéristiques d’un flavonoide dans la zone aromatique et la présence de trois groupements

méthoxyles avec :

M LC-SBHF2.1549 10 (1D 1H) MeOD 400MHz X

=)
[n

-

PR

ppm

n_‘ M¢éthoxyles

{_J

Aromatiques

A

Figure 51. Spectre RMN 'H (CD;0D ; 400 MHz) du composé 7

- Un doublet a 6y= 7,55 ppm (J= 1,9 Hz couplage méta) d’intégration 1H attribués a H-
2’

- Un doublet de doublet a dy= 7,44 ppm (J= 8,6 et 1,9 Hz, couplage ortho et méta)
d’intégration 1H attribués a H-6".

- Un singulet a dy= 6,90 ppm d’intégration 1H, attribué a H-8 en raison de la valeur de
son déplacement chimique et doublet a dy= 6,80 ppm (J= 8,6 Hz, couplage ortho)
d’intégration 1H attribués a H-5" (Figure 52).
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M LC-SBHF)2.1549 10 (1D 1H) MeOD 400MHz X
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Figure 52. Etalement de la zone [6,7 ppm — 7,6 ppm] du spectre RMN '"H (CD;0D ; 400

MHz) du composé 7

L’apparition de trois signaux sous forme de singulet d’intégration 3H a 3,66 ; 3,79 et 3,90

ppm indique la présence de trois groupements méthoxyles (Figure 53).
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Mo LC-5BHFI2.1549 10 (1D 1H) MeOD 400MHz X
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Figure 53. Etalement de la zone [3,0 ppm — 5,0 ppm] du spectre RMN "H (CD;0D ; 400

MHz) du composé 7

Le spectre HSQC (Figure 54) confirme I’attribution du signal a dy= 6,90 ppm a H-8 en raison

de sa corrélation avec le carbone a 5.= 96 ppm qui ne peut étre que le carbone C-8.

Les signaux d’intégration 1H (H-6’et H-2") a 6y= 7,44 et 7,55 ppm correlent respectivement
avec les carbones C-6’et H-2" a 6¢ = 121 et 140 ppm.

Les groupements methoxy a dy= 3,66 ppm, dy= 3,79 ppm et a dy= 3,90 ppm correlent avec
les carbones 6¢c= 59 ppm, 6c= 62 ppm et a 6c= 55 ppm. La localisation précise de ces trois
groupements sur le squelette flavonique est déduite par comparaison avec celles du composé
6.
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P LC-SBHFJ2.1549 15 (HSQC 1H/13C) MeOD 400MHz X
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Figure 54. Spectre HSQC 'H-">C (CD;0OD ; 400 MHz) du composé 7

Le spectre COSY (Figure 55) a confirmé également la corrélation entre les protons H-2” a o=

\

7,55 ppm avec H-6" a dy= 7,44 ppm et H-6" 4 6= 7,44 ppm avec H-5" a o= 6,80 ppm.

HS5°/H6”
H6’/H5”

H6°/H2

Hz’/is’ I i
S
T T T l T T

l T T T T T T
v - — == S [esmn] [ommm]

Figure 55. Spectre RMN COSY 'H-'H (CD;0D; 400 MHz) du composé 7
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Le spectre NOESY (Figure 56) a confirmé aussi la corrélation entre le métoxyle a 3,90 ppm

avec le proton a 6y= 6,90, cela confirme la localisation de méthoxyle en position C-7 et le
proton de H-8.

H8/7-OMe

Figure 56. Spectre RMN NOESY 'H-'H (CD3;0D ; 400 MHz) du composé 7

L’ensemble de résultat des analyses spectroscopiques nous oriente vers la structure finale du
compos¢ 7 (Mercader et al., 2008)

Figure 57. Structure du composé 7: 6,3',4'-Trihydroxy-3,5,7-trimethoxyflavone
(Quercetagetin 3,5,7-trimethyl ether)
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Seulement quelques travaux ont été publiés sur le composé 7 (Quercetagetin 3,5,7-trimethyl
ether). Ce composé¢ a été isolé précédemment et pour la premiére fois dans I’espece Pulicaria
arabica (Astéracées) (EI-Negoumy et al., 1982). Il peut étre considéré comme un marqueur

chimiotaxonomique de la famille des Astéracées.

II1.9.5. Identification du composé 8
II1.9.5.a. Profil CCM du composé 8

Le composé 8 se présente sous une couleur jaune (6,7 mg), de fluorescence bleue sous
lumiére de wood 365 nm et noir violette sous la lumiére 254 nm, caractéristique d’une flavone

ou d’un flavonol avec 3-OR.

S1 S2
Figure 58. Profil chromatographique CCM du composé 8 dans deux systémes
S1 (CHCl;: AcOEt, 2: 2), S2 (CH,Cl,: AcOEt, 0,5: 1,5)

Systéeme S1 S2
R¢ 0,28 0,45
La fluorescence sous Noir violette Noir violette
la lampe UV

IV.9.5.b. Données spectroscopiques IR

L'examen du spectre infrarouge de composé¢ 8 (Figure 59) montre la présence de fonctions

hydroxyles a 3485.9 cm'l, de fonction C=C a 1493,5 cm’ et une fonction cétone a 1615,9 cm’
1
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Figure 59. Spectre IR du composé 8

IV.9.5.c. Données spectroscopiques UV-Visible

Le composé 1 montre la fluorescence violette sous UV a 365 nm. L’étude des séries
spectrales UV (Figure 60) du composé 8 montre deux bandes d’absorption caractéristiques
des flavonoides : bande I : A= 339 nm et bande II : A= 260 nm. Ces résultats orientent
vers une flavone ou un flavonol substitu¢ en C-3.

e Série I: I’effet bathochromique (AA= +44 nm) de la bande I en présence de NaOH,
avec augmentation d’intensité et la stabilité¢ du spectre sont en faveur de la présence
d'un OH libre en C-4', I'absence d’une nouvelle bande entre 320-335 nm dans le
spectre de NaOH par rapport au spectre méthanol indique 1’absence d’un hydroxyle
libre en C-7.

e Série II: ’absence de l'effet bathochrome de la bande I du spectre AICIl; et I’effet
hypsochrome aprés 1’addition de HCI comparativement au spectre méthanol indique
I’absence d’un groupement ortho di-OH sur le cycle B et la présence d’un groupement

OR en 5.
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e Série III: I’absence de déplacement bathochrome de la bande II en présence de
NaOAc confirme la présence d'une substitution O-R en C-7. La comparaison du
spectre NaOAc + H;BO; par rapport au spectre MeOH confirme 1'absence de
groupements ortho di-OH sur le cycle B.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :

Réactifs Bande 11 Bande I Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (AL) (nm)
MeOH 260 339 - Flavonol
substitué en 3
MeOH + NaOH 260 383 Bande I : OH libre en 4’
AN=+44
Absence de OH libre en 4’
MeOH + NaOH + 5 259 382 nouvelles bande ORen7
minutes et stabilité apres OR en trois
5 min
MeOH + AICl3 260 341 Bande I: Absence d’ortho
A= +2 di-OH sur B et
OR en C-5
MeOH +AIC13+ HCI 260 341 Bande I : ORen 5
Ad=+2
MeOH + NaOAc 260 344 bande II : pas de ORen7
déplacement
MeOH + NaOAc + 260 342 Bande I : Absence d’ortho
H3B03 Ad=+3 di-OH sur B

Tableau 18. Données spectroscopiques UV du composé 8
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HFSFSFL-MeOH

HESFEF 411 a0 HeNCAL

Abmcebisce

Figure 60. Série spectrale UV du composé 8

IV.9.5.d. Donnée spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (600 MHz) enregistré dans CD;0D du composé 8 confirme la

présence de signaux caractéristiques d’un flavonoide avec :

A, FSFSF4 protone (10 1H) MeOD 600MMz 85X
g-
i
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Figure 61. RMN 'H (CDCl; ; 600 MHz) du composé 8

106



Université Fréres Mentouri Chapitre 111 : Phytochimie

- Un signal sous forme de doublets (couplage méta, J=1,8 Hz) d’intégration 1H a o=
7,76 ppm attribuable au proton H-2".

- Un doublet de doublet d’intégration 1H a dy=7,69 ppm (J= 1,8 Hz et 8,5 Hz)
attribuable a H-6".

- Un doublet d’intégration 1H (couplage ortho, J=8,5 Hz) a 64=6,96 ppm attribuable a
H-5".

- Un singulet a 6y= 7,06 ppm attribuable a H-8 ou H-3 (Figure 62).

M FOFSF4 protone (1D 1H) MeOD 600MHz gX

o4
n

o l 11—

Hz
_4660,5
~~A4658.6
4618,
4616,
4610
4608,

=
=

w--

i S—
JLML Judl

[— — —
"17""_r1*r1’f_rfrl_"|‘l'l—vlllllllllII!IIllllllllllllllllllllll|llllllIlllll\lll]"ﬁ“l‘l"Y"ﬂTl“ITl’Tﬁ"‘
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Figure 62. Etalement de la zone [6,9 ppm — 7,8 ppm] de spectre RMN 'H (CD;0D ; 600
MHz) du composé 8

L’étalement du spectre RMN 'H du composé 8 (Figure 63) montre quatre autres singulets
d’intégration 3H a 6y= 3,80 ; 3,92 ; 3,97 et 4,03 ppm qui sont attribuables a des groupements

méthoxyles.
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Figure 63. Etalement de la zone [3,2 ppm — 5,0 ppm] de spectre RMN 'H (CD;0D ; 600
MHz) du composé 8

L’étalement du spectre RMN ROESY (Figure 64) montre une corrélation entre les deux
groupements méthoxyles a oy= 3,97 ppm, oy= 4,03 ppm et les protons H-2* a dy= 7,76 ppm et
le proton a dy= 7,06 ppm. Ces informations ajoutés au fait de 1’absence de groupement ortho
di-OH sur le cycle B permettent de localiser ces groupements methoxy sur les carbones C-3’

et C-7, respectivement et d’attribuer le proton a dy= 7,06 ppm au proton H-8.

1 OMe-3"/H2"

OMe-7/HS

o=

Figure 64. Etalement de spectre ROESY (CD;0D ; 600 MHz) du composé¢ 8
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Les corrélations HMBC (Figure 65) permettent de confirmer ces attributions en montrant les
corrélations du proton H-8 avec les carbones a dc= 156,30 ; 153,2 et 139,9 ppm attribués a C-
7, C-9 et C-6, respectivement. On constate également sur cette figure des corrélations entre le
proton H-2’ et les carbones a ¢ = 156,9 ; 149,6 et 151,6 ppm attribués a C-2, C-3’ et C-4’ a
oc = 156,9 ; 149,6 et 151,6 ppm respectivement conformément aux données de la littérature

(Ahmed et al., 1994).

| o -
o HEUCY HS/C10 3
/ H;C\O D
| H2Ce . HS'/CI' €
34 HS/C6 @D o
CH2YCH Ll
| llz'/(‘4| lls /( 3
<> H6'CH' R 2 HS/C9 8 - =B
O oo IC7
+ gl H6'/C2 K
i
| am

Figure 65. Etalement de spectre HMBC (CD;OD ; 600 MHz) du composé 8

Ce spectre HMBC permet de confirmer la localisation des groupements methoxyles a op=
3,97 ppm, 6y= 4,03 ppm en positions C-3’ et C-7, respectivement. Ce méme spectre permet
de localiser les deux autres groupements méthoxyles a dy= 3,80 ppm et o= 3,92 ppm en

positions C-3 et C-5, respectivement.
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Figure 66. Etalement de spectre HMBC (CD;O0D ; 600 MHz) du composé 8

L'ensemble des attributions des protons et carbones du composé 8 est rassemblé dans la figure

67 et le tableau 19

M. FIFSF4 carbone (1D 13C) MeOD 600MHz X

18 228 a5 s 53 o
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C7C4 C5_ C6 L, |c1p
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Figure 67. RMN "*C (CD;0OD ; 600 MHz) du composé 8
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Position Compos¢ 8 Position Compos¢ 8

8HlaJ S CLa,bJ SH[aJ S CLa,bJ
2 - 156,9 s 2' 7,76 d (1,8) 113,6d
3 - 142,4 s 3 - 149,8 s
4 - 176,6 s 4' - 151,6 s
5 - 146,1 s 5' 6,96 d (8,5) 117,3d
6 - 1399 s 6' 7,69 dd (8,5; 1,8) 124,3d
7 - 156,3 s 3-OMe 3,80s 61,1 q
8 7,06 s 98,0d 5-OMe 3,92s 63,1 q
9 - 153,2's 7-OMe 4,03 s 57,9 q
10 - 114,2 s 3'-OMe 3,97 s 57,4 q
' - 124,0 s

Tableau 19. Valeurs des déplacements chimiques 6 et J (Hz) RMN 'Het °C (CDsOD) des
composés 8

(4] Spectre enregistré dans CD;0D, ™ Données basées sur HMBC, [ Signaux superposés.
Le spectre de masse (LC-MS) du composé 8 (Figure 68) montre un pic moléculaire a m/z=
374 confirmant ces données de la formule brute (C;9H;30s) indique la présence de quatre

groupements méthoxyles et deux groupements hydroxyles sur le squelette flavonique.

Figure 68. Spectre LC / MS du composé 8 (m/z 374,8)
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Toutes les autres corrélations sur le spectre HMBC permettent de confirmer de maniére non
ambigiie la structure du composé 8 comme étant celle de la quercétagétine 3,5,7,3'-

tétraméthyléther.

Figure 69. Structure du composé 8 : 6,4'-dihydroxy-3,5,7,3'-tetramethoxyflavone
(quercétagétine 3,5,7,3'-tétraméthyléther)

Seulement quelques travaux ont été publiées sur le composé le composé 8 qui a été isolé pour
la premiére fois dans ’espéce Pulicaria arabica (Astéracées) (EI-Negoumy et al., 1982) et
dans I’espéce Jasonia candicans (Astéracées) (Ahmed et al., 1994), ce composé a été isolé et
identifi¢ aussi dans les deux espéces Pulicaria arabica (Astéracées) et Eupatorium odoratum
(Astéracées) (El-Negoumy et al. 1982). Donc, ce composé peut étre considéré comme un

marqueur chimiotaxonomique de la famille des Astéracées.

I11.9.6. Identification du composé 9
I11.9.6.a. Profil CCM du composé 9

Le composé 9 se présente sous une couleur jaune (8,5 mg), de fluorescence bleue sous
lumiere de wood 365 nm et noir violette sous la lumiere 254 nm, caractéristique d’une flavone

ou d’un flavonol avec 3-OR.
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3 3

S1 S2

Figure 70. Profil chromatographique CCM du composé 9 dans deux systémes
S1 (CHCls: AcOEt, 2: 2), S2 (CH,Clp: AcOEt, 0,5: 1,5)

Systéme S1 S2
R¢ 0,34 0,42
La fluorescence sous Noir violette Noir violette
la lampe UV

I11.9.6.b. Données spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence violette sous UV a 365 nm. L’étude des séries
spectrales UV du composé 9 (Figure 71) montre la présence de deux bandes caractéristiques
des flavonoides : bande I : A= 335 nm et bande II : Apax= 270 nm indiquant la présence
d’une flavone ou un flavonol substitué en 3.

- L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AA= +38
nm) avec I’augmentation de I’intensité lumineuse, indiquant la présence d’un OH libre
en position 4'.

- L'absence d’une nouvelle bande entre 320-335 nm dans le spectre de NaOH par
rapport au spectre méthanol, indique 1’absence d’un hydroxyle libre en C-7.

- La stabilité de la bande II enregistrée dans le milieu MeOH: AICl; et dans le milieu
MeOH : AICl; + HCI confirme que la molécule dispose un O-R en C-5.

- L’absence du déplacement bathochrome de la bande II en présence de NaOAc
confirme la présence d'une substitution O-R en C-7. La comparaison du spectre
NaOAc + H3;BOj; par rapport au spectre MeOH indique 1’absence de groupements
ortho di-OH sur le cycle B (pas de déplacement bathochrome de la bande I).
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L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le tableau suivant:

Réactifs Bande II Bande 1 Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (A}) (nm)
MeOH 270 335 - Flavone ou flavonol
substitué en 3
MeOH + NaOH 253 373 Bande I : OH en C-4'
Al=+38 O-R en C-7
MeOH + NaOH Le spectre de
+ 5 minutes 270 335 NaOH est stable OH en C-4'
aprés 5 min O-Ren C-7
MeOH + AICI; 270 334 Bande I : pas de OR en C-5
déplacement
MeOH/ 270 334 Bande I : pas de OR en C-5
+ AlCL; + HC1 déplacement
Bande II : pas de
MeOH + NaOAc 270 335 déplacement OR en C-7
Bande I : pas de L’absence de
MeOH /+ NaOAc 270 335 déplacement groupement ortho
+ H;BO; di-OH sur B

Tableau 20. Données spectroscopiques UV du composé 9
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Figure 71. Série spectrale UV du composé 9

I11.9.6.c. Donnée spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (400 MHz) enregistré dans le CD;0D du composé 9 montre la

présence de quatre groupements méthoxyles et des protons aromatiques.
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Figure 72. Spectre RMN '"H (CD;0D ; 400 MHz) du composé 9

115



Université Fréres Mentouri Chapitre 111 : Phytochimie

Deux signaux d’intégration 2H sous forme doublets a dy= 6,8 ppm et oy = 7,9 ppm (J= 8,5
Hz, couplage ortho) qui sont attribuables aux protons H-5" et H-3°, H-2’ et H-6’,
respectivement. Un autre signal sous forme de singulet d’intégration 1H a op= 6,9 ppm

attribué au proton H-8 (Figure 73).
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Figure 73. Etalement de la zone [6,7 ppm—8,0 ppm] du spectre RMN 'H (CDs0D ; 400 MHz)

du composé 9

Quatre singulets d’intégration 3H chacun a oy= 3,4 ; 3,6 ; 3,75 et 3,82 ppm attribuables aux
groupements méthoxyles. D’apres les données UV ces groupements sont li€s aux carbones C-

3, C-6, C-7 et C-8 (Figure 74).
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Figure 74. Etalement de la zone [2,4 ppm — 5,0 ppm] de spectre RMN 'H (CD;0D ; 400
MHz) du composé 9
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Toutes ces données permettent la détermination de la structure partielle suivante :

Figure 75. Structure du composé 9 ; 4'-hydroxy-3,5,6,7-tetramethoxyflavone

Seulement quelques travaux ont été publiées sur le composé le composé 9 qui a été décrit une
seule fois dans les parties aériennes de ’espece Varthemia iphionoides (Astéracées) (Al-
Dabbas et al., 2011). Donc, ce compos¢ peut étre considéré comme un marqueur

chimiotaxonomique de la famille des Astéracées.

I11.9.7. Identification du composé 10
II1.9.7.a. Profil CCM du composé 10

Le composé 10 se présente sous une couleur jaune (8,5 mg), de fluorescence bleue sous la
lampe UV 365 nm et noir violette sous la lampe UV 254 nm, caractéristique d’une flavone ou
un flavonol avec 3-OR. Ce produit est identique aux deux composés 8 (Et composé 1, voir

Chapitre 4).

L'ensemble des attributions des protons et carbones du composé¢ 10 est rassemblé dans le

tableau 21 ;
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Position Composé 10 Position Composé 10

SHLaJ SCLa,bJ SHlaJ SC[a,bJ
2 - 156,9 s 2' 7,76 d (1,8) 113,6d
3 - 142,4 s 3 - 149,8 s
4 - 176,6 s 4' - 151,6 s
5 - 146,1 s 5' 6,96 d (8,5) 117,3d
6 - 1399 s 6' 7,69 dd (8,5; 1,8) 124,3d
7 - 156,3 s 3-OMe 3,80 6l,1q
8 7,06 s 98,0d 5-OMe 3,92 63,1 q
9 - 153,2s 7-OMe 4,03 s 57,9 q
10 - 114,2 s 3'-OMe 397s 57,4 q
I - 124,0 s - - -

Tableau 21. Valeurs des déplacements chimiques & et J (Hz) RMN 'H et *C (CD;OD) des
composés 10

2 Spectre enregistré dans CD;0D, ™ Données basées sur HMBC, ! Signaux superposés.

I11.9.8. Identification de composé 11
I11.9.8.a. Profil CCM du composé 11

» Le composé 11 se présente sous forme de poudre (44 mg).

» La fluorescence noir violette sous lumiére de Wood (365 et 254 nm) est caractéristique
d’un flavonol substitué en 3.

» R 0,45 dans le systéeme (CHCI;: AcOEt) (2 :1) (v/v), et Re= 0,72 dans le systéme
(CH,Cl,: AcOEY) (2 : 1) (v/v)

Systéme Si S,
Ry 0,457 0,727

Fluorescence sous Noir violette Noir violette

lumiére de Wood
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Figure 76. Profil chromatographique CCM du produit 11 dans deux systémes

I11.9.8.b. Données spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence violette sous UV a 365 nm. L’étude des séries
spectrales UV du composé 11 (Figure 77) montre la présence de deux bandes caractéristiques
des flavonoides : bande I : Apax= 354 nm et bande Il : Ap.x= 267 nm indiquant la présence

d’un flavonol substitué en 3.

- L’addition du réactif NaOH, conduit a un déplacement bathochrome (+54 nm) de la
bande I avec augmentation de I’intensité lumineuse, indiquant que la position 4’ est
occupée par un OH libre. L’apparition d’une nouvelle bande a 327 nm indique la
présence d’un OH libre en position 7. La stabilit¢ du spectre NaOH confirme la
substitution du C-3.

- L’ajout de AICI; provoque un déplacement bathochrome (AA= +9 nm) de la bande I,
L’effet hypsochrome de la bande I (AA=-10 nm) du spectre enregistré dans le milieu
(AICl; + HCI) comparativement a celui enregistré apres addition de AICl;, indique la
présence d’un systéme ortho-di OH sur le cycle B et un OR en 5.

- L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II (AA=
+8 nm) par rapport au spectre MeOH indique la présence d’un OH libre en 7.

- L’ajout du réactif NaOAc + H3BOj; provoque un effet bathochrome (+5 nm) de la
bande I par rapport au spectre MeOH indique la présence d’un groupement ortho di-

OH sur le cycle B.
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Les données spectrales UV obtenues apres enregistrement dans le méthanol et en présences

des réactifs spécifiques sont présentés dans le tableau suivant :

Réactifs | Bande II | Autre Bande | Bande I | Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (nm) (nm)
MeOH 267 - 354 - Flavonol
substitué en 3
MeOH + 269 327 408 Bande I : OH en 4’
NaOH Ad=+54
MeOH + 296 327 408 Le spectre
NaOH est stable aprés | OH en 4’ et OH
+ 5 min 5 min en7
MeOH 262 312 363 Bande I : Ortho di-OH sur
+AICl; Ad=+9 BetORenS5
AlCls/ - - 353 Bande I : Ortho di-OH sur
AlCl; + A= -10 BetunORen5
HCI
MeOH + 275 321 379 Bande 1I: OH libre en 7
NaOAc AN=+8
MeOH/
NaOAc + 270 - 359 Bande I: Ortho di-OH sur
H;BO; AN=+5 B.

Tableau 22. Données de la série spectrale UV- visible du composé 11
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Figure 77. Série spectrale UV-visible du composé 11

IV.9.8.c. Donnée spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (400 MHz) enregistré dans CD;0D du composé 11 montre les

signaux caractéristiques d’un flavonoide dans la zone aromatique et la présence de deux

groupements méthoxyles avec :
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Figure 78. Spectre RMN 'H (CD3;0D ; 400 MHz) du composé 11
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- Deux signaux sous forme de doublets a dy= 6,11 ppm et éy= 6,31 ppm (J= 1,7 Hz,
couplage méta) attribuable aux protons H-6 et H-8 respectivement.

- Un signal sous forme de doublet de doublet (J= 8,4 et 1,7 Hz, couplage méta)
d’intégration 1H a dy= 7,52 ppm attribu¢ au proton H-6".

- Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a dy= 7,61 ppm (J= 1,7 Hz,

couplage méta) attribué au proton H-2’.
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Figure 79. Etalement de la zone [6,0 ppm — 7,62 ppm] de spectre RMN 'H (CD;0D ; 400
MHz) du composé 11

Deux singulets d’intégration 3H a du= 3,69 ppm et 3,83 ppm attribuables aux protons

groupements méthoxyles (Figure 80).
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Figure 80. Etalement de la zone [2,6 ppm — 5,0 ppm] de spectre RMN 'H (CD;0D ; 400
MHz) du composé 11

Toutes les données meénent a la structure du composé 11

Figure 81. Structure partielle du composé 11 ; 3',4’-Dihydroxy-3,5-dimethoxyflavone
(Quercetin-3,5-dimethylether) (Caryatine)

Seulement quelques travaux ont été publiées sur le composé le composé 11 qui est connu ainsi
sous le nom ; 3,5-Di-O-Methylquercetin et Caryatine, ce composé a été isolé de 1’espéce
Carya pecan (Juglandacées), Eucryphia cordifolia (Cunoniacées), Eucryphia glutinosa
(Cunoniacées) et Rhododendron spp. (Ericacées) (Sasaki, 1964).
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1V.9.9. Identification du composé 12
1V.9.9.a. Profil CCM du composé 12

Le composé 12 se présente sous une couleur jaune (12 mg), de fluorescence noir violette sous

la lampe UV 365 nm et 254 nm, caractéristique flavonol substitué en 3.

Figure 82. Profil chromatographique CCM du composé 12, (hexane: AcOEt, 5: 5)

1V.9.9.b. Données spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence violette sous UV a 365 nm. L’étude des séries
spectrales UV du composé 12 (Figure 83) montre la présence de deux bandes caractéristiques
des flavonoides : bande I : Apa= 354 nm et bande II : Apa= 267 nm indiquant la présence

d’un flavonol substitué en 3.

o Série I: I’effet bathochromique (AA= +42 nm) de la bande I en présence de NaOH, et
la stabilité du spectre sont en faveur de la présence d'un OH libre en C-4".

e Série II: l'effet bathochrome de la bande I du spectre AICl; (AA= +51 nm)
comparativement au spectre méthanol indique la présence d’un groupement OH libre
ens.

e Série III: la présence du déplacement bathochrome (AA= +8 nm) de la bande II apres
I’addition du NaOAc confirme la présence d'une substitution O-H en C-7. La
comparaison du spectre NaOAc + H3;BO; par rapport au spectre MeOH confirme
I'absence de groupements ortho di-OH sur le cycle B.
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Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :

Réactifs Bande Il | Bandel | Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (A3) (nm)
Flavonol substitué en
MeOH 267 354 - 3
MeOH + NaOH 275 396 Bande I : OH libre en 4°
A)=+42
Le spectre de OH libre en 4°
MeOH + NaOH + 5 275 396 NaOH est etORen3
minutes stable aprés 5
min
MeOH + AICL, 272 405 Bande I : OH libre en 5
A= +51
MeOH + AICL + Bande I : OH libre en 5
HCI 272 405 A)=+51
MeOH + NaOAc 275 380 Bande II : OHen 7
Ar=~+8
MeOH + NaOAc + 269 355 Bande I : Absence d’ortho di-
H3BO3 Ad=+1 OH sur B
Tableau 23. Données spectroscopiques UV du composé 12
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Figure 83. Série spectrale UV du composé 12

1V.9.9.c. Données spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (400 MHz) du composé 12 enregistré dans 1’acétone
montre les signaux caractéristiques d’un flavonoide dans la zone aromatique et la présence

d’un groupement méthoxyles avec :
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Figure 84. RMN 'H (Acétone ; 600 MHz) du composé 12
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- Deux signaux sous forme de doublets (/= 2,0 Hz, couplage méta) a dy= 6,22 ppm et
dy= 6,65 ppm attribuables aux protons H-6 et H-8, respectivement.

- Deux signaux sous forme de doublets (J= 8,8 Hz, couplage ortho) a o= 7,0 ppm et
dy= 8,0 ppm attribuables aux protons H-3°, H5” et H2’, H6’, respectivement (Figure
895).
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Figure 85. Etalement de la zone [5,4 ppm — 8,0 ppm] de spectre RMN 'H (Acétone ; 600
MHz) du composé 12

L’étalement du spectre RMN 'H du composé 12 (Figure 86) montre un autre singulet

d’intégration 3H a 6= 3,82 ppm qui est attribuable a un groupement méthoxyle.
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Figure 86. Etalement de la zone [3,8 ppm —5,4 ppm] de spectre RMN "H (Acétone ; 600
MHz) du composé 12

L’ensemble de résultat des analyses spectroscopiques nous oriente vers la structure finale du

compos¢ 12 (Nakatani et al., 1991)

OH O

Figure 87. Structure du composé 12; 4',5,7-trihydroxy-3-methoxyflavone (Isokaempferid)

Le composé 12 (Isokaempferid) est connue aussi sous le nom Kaempferol 3-methyl ether,

ce composé a été isolé précédemment dans différentes especes (Tableau 24);
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Espéces Familles Références
Cistus albidus Cistacées (Pascual Teresa et al., 1978 ;
Wollenweber et Mann, 1984)
Cistus ladanifer Cistacées (Chaves et al., 2001 ;
Naturforsch., 1983)
Cistus laurifolius Cistacées (Vogt et al., 1987 ; Wollenweber
and Mann, 1983)
Cistus albidus Cistacées (Vogt et al., 1987 ; Wollenweber
and Mann, 1983)
Cistus creticus Cistacées (Wollenweber et Mann, 1983)
Cistus psilosepaus Cistacées (Wollenweber et Mann, 1983)
Cistus salvifolius Cistacées (Giirbliz et al., 2015 ;
Wollenweber et Mann, 1983)
Cistus symphytifolius Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus osbeckiifolius Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus incanus ssp. tauricus, Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus incanus ssp. villosus, Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus incanus ssp. corsicus Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus incanus ssp. creticus, Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus crispus Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus parviflorus Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus monspeliensis, Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus psilosepalus Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus albanicus Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus populifolius Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus laurifolius, Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus ladanifer Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus libanotis Cistacées (Vogt et al., 1987)
Centaurea arenaria Astéracées Csapi et 1., 2010)
Psiadia dentata Astéracées (Robin et al., 2001)
Centaurea bracteata Scop. Astéracées (Flamini et al., 2001)
Jasonia candicans Astéracées (Ahmed et al., 1994)
Centaurea clementei Astéracées (Gonzalez et al., 1985)
Chrysothamnus humilis Astéracées (Stevens et al., 1999)
Chrysothamnus nauseosus Astéracées (Stevens et al., 1999)
Flourensia hirsuta Astéracées (Dillon et Mabry, 1977)
Flourensia ilicifolia Astéracées (Dillon et Mabry, 1977)
Haplopappus deserticola Astéracées (Tojo et al., 1999)
Serratula wolfi Astéracées (Bohlmann et Czerson, 1976)
Viguiera gardneri Astéracées (Schorr et al., 2002)
Acacia neovernicosa Fabacées (Wollenweber et Seigler, 1982)
Cassia javanica Fabacées (El-Sayyad et Ross, 1983)
Crotalaria madurensis Fabacées (Bhakuni DS, Chaturvedi, 1984)
Genista ephedroides Fabacées (Pistelli et al., 1998)
Prosopis glandulosa Fabacées (Bragg et al., 1978)
Prosopis laevigata Fabacées (Bragg et al., 1978)

Tableau 24. Liste des especes et des familles contenants 1’Isokaempferid
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Prosopis juliflora Fabacées (Bragg et al., 1978)
Rhynchosia rufescens Fabacées (Adinarayana et Ramachandraiah,
1984)
Dracocephalum kotschyi Lamiacées (Fattahi et al., 2013)
Salvia glutinosa Lamiacées (Lu et Foo, 2002)
Salvia yosgadensis Lamiacées (Lu et Foo, 2002)
Solanum sarrachoides Solanacées (Abou-Gazar et al., 2004)
Larrea tridentata Zygophyllacées (Abou-Gazar et al., 2004)
Rosa rugosa Rosacées (Xiao et al., 2006)
Zingiber aromaticum Zingibéracées (Usia et al., 2005)
Betula nigra Bétulacées (Wollenweber, 1977)
Combretum quadrangulare Combrétacées (Ganzera et al., 1998)
Geranium macrorrhizum Géraniacées (Tsankova et Ognyanov, 1976)

Tableau 24. Liste des especes par familles contenants 1’Isokaempferid (suite du tableau 24)

Sur la base de ce tableau, il apparait que les familles les plus riches en Isokaempferid sont les

suivantes ; Cistacées, Astéracées, Fabacées et Lamiacées.

I11.9.10. Identification du composé 13

111.9.10.a. Profil CCM du composé 13

o Le composé 13 se présente sous forme de poudre blanche.

e La fluorescence jaune sous lumiere Wood UV= 365 nm est caractéristique d’un

flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH.

e R= 0,53 dans le systtme (CHCl;: AcOEt) (2: 1) (v/v) et R= 0,77 dans le systéme

(CH,Cl,: AcOEY) (2 : 1) (v/v).

lumiére de Wood

Systéme S
Rs 0,536 0,774
Fluorescence sous Jaune Jaune
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Figure 88. Profil chromatographique CCM du produit 13 dans deux systémes

I11.9.10.b. Donnée spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence jaune sous UV a 365 nm. L’étude des séries spectrales
UV du composé 13 (Figure 89) montre la présence de deux bandes caractéristiques des
flavonoides : bande I : Apax= 360 nm et bande II : A= 268 nm indiquant la présence d’un
flavonol.
- L’ajout de NaOH provoque un déplacement bathochrome(AA= +51 nm) de la bande
I avec un effet hyperchrome par rapport au spectre méthanolique, ce qui oriente vers
4’0OH libre. L’apparition d’une nouvelle bande a 322 nm indique la présence d’un OH
libre en 7.
- L’ajout de NaOAc provoque un déplacement bathochrome (AA= +2 nm) de la bande
I, ce qui indique que la position 7 comporte un substituant OH libre. Le fait qu’il n’y
a pas de changement notable de la bande I en comparant le spectre AlCl;: HCI et
AICl; laisse prévoir 1’absence d’un systéme ortho di-OH sur le cycle B. Ceci est aussi
confirmé par 1’absence de 1’effet bathochrome de la bande I du spectre obtenu apres

addition de H3;BO;,

Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :
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Réactifs Bande Autre Bande I Déplacement | Interprétation
I Bande (nm) (nm)
(nm) (nm)
MeOH 268 - 360 - Flavonol avec
ou sans 5-OH
MeOH + NaOH 279 322 411 Bande I: OH en 4'
A)=+51
MeOH + NaOH 278 322 410 Stable apres 5 OH en4'
+ 5 min min OH en7
MeOH + AICI; 237 313 361 Bande I: -
A= +1
Absence de
AICl;/ AICI; + 270 322 358 Bande I: groupements
HC1 Ah=-3 ortho di-OH sur
B
MeOH + 270 - 342 Bande II: OHen 7
NaOAc AA=+2
MeOH + Absence de
NaOAc + 268 - 351 Bande I: groupements
H;BO; A= -9 ortho di-OH sur
B

Tableau 25. Données de la série spectrale UV-visible du produit 13

j3107-118+MeOH j3107-118+MeOH
y 118+ 4+,
j3107-118+MeOH+NaOH 26- j3107-118+MeOH+AICI3

244
06 22
204
18

4
144
124

02 104
08
05

00 04
02

T T T T T ) T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

absorbance
Absorbance

j3107-118+MeOH
J3107-118+NaOAc

Absorbance

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

Figure 89. Série spectrale UV-visible du composé 13
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I11.9.10.c. Donnée spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN '"H (400 MHz) du composé 13 enregistré dans CD;OD montre les

signaux caractéristiques d’un flavonoide uniquement dans la zone aromatique avec :

A S2PUL (1H) 400MHz 8X
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Figure 90. Spectre RMN 'H (CD3;0D ; 400 MHz) du composé 13

- Deux signaux sous forme de doublets d’intégration 2H a éy= 6,8 ppm et o= 8,0 ppm
(/= 8,8 Hz, couplage ortho) attribuable aux protons H-3’, H-5 et H-2°, H-6’
respectivement.

- Deux signaux sous forme de doublet d’intégration 1H a éy= 6,1 ppm et op= 6,31 ppm

(/= 1,6 Hz, couplage méta) attribué au proton H-6 et H-8, respectivement (Figure 91).
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M. S2PUL (1H) 400MHz =
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Figure 91. Etalement de la zone [6,0 ppm — 8,0 ppm] de spectre RMN 'H (CD;0D ; 400
MHz) du composé 13

L’ensemble de résultat des analyses spectroscopiques nous oriente vers la structure finale du

composé 13

OH

OH

OH o}
Figure 92. Structure du composé 13; 5,7,4'-trihydroxyflavonol (kaempferol)

Le composé 13 est connue sous plusieurs noms tels que; kaempferol, nimbecetin,
pelargidenolon, rhamnolutein, populnetine, robigenine et swartziol, ce composé a été identifié

précédemment dans différentes espéces (Tableau 26) ;
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Espéces Familles Références
Cistus albidus Cistacées (Pascual Teresa et al., 1978 ;
Wollenweber et Mann, 1984)
Cistus libanotis Cistacées (Pascual Teresa et al., 1982)
Cistus symphytifolius Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus osbeckiifolius Cistacées (Vogt et al., 1987)
Cistus incanus ssp. tauricus Cistacées (Vogt et al., 1987)
Apocynum venetum Apocynacées (Grundmann et al., 2009)
Nerium oleander Apocynacées (Mors et al., 2000)
Rhaponticum carthamoides Astéracées (Kokoska et al., 2009)
Silphium perfoliatum Astéracées (El-Sayed et al., 2002)
Epimedium brevicornum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium dolichostemen Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium franchetii Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium fargesii Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium koreanum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium leishanense Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium leptorrhizum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium membranaceum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium wushanense Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium myrianthum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Euphorbia virgata Euphorbiacées (Jassbi, 2006)
Euphorbia prostrata Euphorbiacées (Ismail et al., 1977)
Solanum elaeagnifolium Solanacées (Chiale et al., 1991)
Solanum elaeagnifolium Solanacées (Chiale et al., 1991)
Rodgersia podophylla Saxifragacées (Chin and Kim, 2006)
Casearia ilicifolia Samydacées (Weniger Haag-Berrurier, 1978)
Phellodendron amurense var.wilsoni Rutacées (Wu et al., 2003)
Morinda citrifolia Rubiacées (Deng et al., 2007)
Arabidopsis thaliana Brassicacées (Abrahams et al., 2003 ; Baxter
et al., 2005)
Fragariaxananassa Rosacées (Aaby et al., 2007)
Angelica furcijuga KITAGAWA Apiacées (Matsuda et al., 2005)
Eugenia jambolana Myrtacées (Mahmoud et al., 2001)
Meconopsis betonicifolia Papavéracées (Takeda et al., 1996)
Camellia sinensis Théacées (Yoshikawa et al., 2008)
Taxus brevifolia Taxacées (Parmar et al., 1999)
Tetrapanax papyriferus Araliacées (Ho et al., 2005)

Tableau 26. Liste des espéces par familles contenants le kaempferol

Sur la base de ce tableau, il apparait que le kaempferol est un composé assez commun reparti

dans plusieurs familles.
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IT1.10. Conclusion

Le but de notre travail dans ce chapitre ¢tait d’isoler et identifier les métabolites secondaires
de type flavonoides des espéces Pulicaria inuloides (Astéracées) (saharienne) Cistus albidus

(Cistacées) (région des Aures).

Nos travaux phytochimiques de séparation et de purification des extraits ; CHCl; et AcOEt
des parties aériennes de 1’espéce P. inuloides nous ont permis I’isolement et la purification de
six (07) produits de type flavonoide. L’étude phytochimique de séparation et de purification
de I’extrait AcOEt de la partie aérienne de ’espece C. albidus nous a permis 1’isolement et la
purification de trois (03) produits du type flavonoides, dont les structures ont ét¢ déterminées
par la combinaison des différentes méthodes spectrales a savoir la spectrophotométrie UV-
Visible, la RMN et ses séquences, bidimensionnelle: COSY, ROESY, NOESY, HSQC,
HMBC, ainsi que la spectrométrie de masse LC-MS.

Les composés identifiés sont indiqués ci-dessous :

Composé 4 : 6-hydroxy kaempferol 3, 7-diméthyl éther
Composé S : 3,7-Dimethylquercetagetin

Composé 6 : 4',6-Dihydroxy-3,5,7-trimethoxy-flavone
Composé 7 : Quercetagetin 3,5,7-trimethyl ether
Composé 8 : Quercétagétine 3,5,7,3'-tétraméthyléther
Composé 9 : 4'-hydroxy-3,5,6,7-tetramethoxyflavone
Composé 11 : Quercetin-3,5-dimethylether (Caryatine)
Composé 12 : Isokaempferid

AN N NI N VD U N NN

Composé 13 : kaempferol

4 : 6-hydroxy kaempferol 3,
7-diméthyl éther)

5: 3,7-Dimethylquercetagetin 6 : 4',6-Dihydroxy-3,5,7-
trimethoxy-flavone
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7 : Quercetagetin 3,5,7- 8 : Quercétagétine 3,5,7,3'- 9 : 4'-hydroxy-3,5,6,7-
trimethyl ether tétraméthyléther tetramethoxyflavone

OH

HO. o
OH
0. © o O
11: Quercetin-3,5-dimethylether 12 : Isokaempferid 13 : Kaempferol

Aprés un screening antiparasitaire effectués sur tous nos extraits, il est apparu que ’extrait
chloroformique de la partie aérienne du P. inuloides et les extraits chloroforme et acétate
d’éthyle des parties aériennes de C. albidus avaient une assez bonne activité. Ils ont donc été
sélectionnés pour un fractionnement bioguidé contre les trois (03) parasites suivants ;
Leishmania amazonensis (forme promastigote) Acanthamoeba castellanii str. Neff (forme
trophozoite) et Trypanosoma cruzi (forme epimastigote). Ces résultats seront exposés dans le

chapitre suivant.
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IV.1. Introduction

Les maladies parasitaires posent encore de nombreux problémes de santé, parmi lesquelles
nous pouvons citer 1’amibiase, la trypanosomiase et la leishmaniose (WHO, 2015). La
richesse de la biodiversité végétale et la connaissance des thérapeutiques traditionnelles sont
susceptibles d’ouvrir de nouvelles voies dans le domaine thérapeutique parasitaire. A cet effet
nous avons effectué un screening antiparasitaire sur tous les extraits obtenus a partir des deux
especes P. inuloides et C. albidus. Ce screening nous a permis de sélectionner 1’extrait
chloroformique de la partie aérienne de P. inuloides et les extraits chloroforme et acétate
d’éthyle de la partie aérienne du C. albidus pour un fractionnement bioguidé contre les trois
(03) parasites suivants; Leishmania amazonensis (forme promastigotes) Acanthamoeba
castellanii str. Neff (forme trophozoites) et Trypanosoma cruzi (forme epimastigotes). Les

résultats de ces travaux seront abordés dans ce chapitre.

IV.2. Présentation des parasitoses
IV.2.1. La leishmaniose

Les leishmanioses constituent un groupe de parasitoses tropicales qui demeure encore
aujourd’hui un grave probléme de santé publique a travers le monde malgré les avancées de la
recherche. Cette maladie est considérée par 1’Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S)
comme faisant partie des six maladies parasitaires majeures présentes dans le monde. Ces
maladies émergentes sont négligées et peuvent étre opportunistes au cours du SIDA. Ces
parasitoses qui sont provoquées par un protiste euglenobionte appartenant au genre
Leishmania, constitue un spectre de maladies, pour I’homme, allant de formes cutanées
présentant des cicatrices a des formes défigurantes dénommeées mucocutanées. Elles peuvent
aussi étre fatales lorsque non traitées, elles évoluent sous une forme viscérale. Ces parasites

sont transmis par des insectes hématophages (Myler et Fasel, 2008).
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IV.2.2. La trypanosomiase

La maladie de Chagas, causée par Trypanosoma cruzi, touche environ 18 millions de
personnes dans les Amériques (Reyes-Chilpa et al., 2008). Ce parasite peut étre transmis a
I'homme par des insectes triatomes, des aliments, du sang et des organes provenant de
donneurs infectés, ou par contamination transplacentaire (OMS, 2010). Actuellement, la
chimiothérapie de cette maladie est principalement constituée de nifurtimox et de
benzonidazole (OMS, 2010), qui montrent un taux de guérison de 50-70% en phase aigué et
de moins de 20% en phase chronique (Dias et Dessoy, 2009). Plusieurs études impliquant
l'analyse de produits végétaux naturels les ont recommandées comme sources alternatives de
médicaments contre 7. cruzi, y compris Arrabidaea triplinervia (Leite et al., 2000),

Dracocephalum kotschyi (Saeidnia et al., 2004) et Azorella compacta (Araya et al., 2003).

1V.2.3. L’amibiase

Les amibes libres (AL) sont des protozoaires largement répandus dans la nature. Elles peuvent
étre trouvées dans des environnements naturels et artificiels tels que le sol, la poussiere, les
riviéres ou les piscines, les tours de refroidissement des centrales nucléaires ou les réseaux de
distribution d'eau potable (Rodriguez-Saragosse, 1994, Martinez et Visvesvara, 2004). Ces
amibes présentent deux formes principales dans leur cycle de vie: la forme végétative et
motile, appelée trophozoite, et la forme latente et non motrice, appelée kyste, cette dernicre
étant responsable de la dissémination de I’AL dans la nature en raison de sa capacité a résister
aux conditions environnementales. Remarquablement, les kystes d'Acanthamoeba sp. ont été
décrits pour résister aux traitements de désinfection tels que le chlore, les radiations ou le
peroxyde d'hydrogéne (Storey et al., 2004). Outre leur capacité a héberger divers micro-
organismes pathogeénes tels que virus, bactéries ou champignons et a les protéger des
conditions environnementales (Guimaraes et al., 2016), certains AL, tels que Acanthamoeba
sp., Naegleriafowleri ou Balamuthia mandrillaris, sont des agents pathogenes opportunistes

qui peuvent causer de graves pathologies oculaires ou cérébrales (Visvesvara et al., 2007).
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IV.3. Evaluation de I’activité antiparasitaire in vitro
IV.3.1. La culture in vitro

Quatre souches ont fait ’objet de notre étude a savoir Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/77/LTB0016), Leishmania donovani (MHOM/IN/90/GE1F8R), la souche
d’Acanthamoeba castellanii str. Neff (ATCC 30010) et les cellules macrophagiques J774A.1
(ATCCH#TIB-67). Les Leishmania sous forme promastigotes sont cultivés a 26°C dans le
milieu RPMI (Rose well Park Memorial Institute) contenant 0,5% de phénol et 10% de sérum
de veau feetal décomplémenté (RPMI 1640 modified medium) (Gibco, Grand Island, US). La
souche d’Acanthamoeba castellanii str. Neff (ATCC 30010, a été cultivée pendant 3 jours a
25°C dans du milieu PYG (protéase peptone a 0,75% (m/v), extraite de levure a 0,75% (m/v)
et glucose a 1,5% (m/v) et la lignée cellulaire des macrophages murins J774A.1 (ATCC #
TIB-67) a été cultivée dans le RPMI 1640 supplémenté avec 10% de sérum bovin feetal a 37
°C et 5% d’atmosphere CO;,

IV.3.2. Activité anti-leishmanienne

La méthode utilisée pour 1’évaluation de I’activité anti-leishmanienne est celle de Cabrera-
Serra et al. (2007). Elle est basée sur la réduction d’une molécule a potentiel fluorimétrique
I’ Alamar Blue. A I’état oxydé cette molécule posséde une coloration bleue, une fois réduite
par des cellules vivantes elle devient de couleur rose fortement fluorescente. Les extraits a
tester sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) avec une concentration finale entre
100-400 pg/ml. Toutefois, des dilutions supplémentaires ont été effectuées dans du milieu
RPMI 1640 (sans phénol et contenant du sérum de veau feetal décomplémenté) pour avoir une
concentration de DMSO au maximum de 0,1%. Les promastigotes de Leishmania
amazonensis et Leishmania donovani sont dénombrées a 1’aide d’un compteur de cellules
automatisé (Beckman coulter Z2, USA) puis ensemencées sur une plaque de 96 puits a une
concentration de 1.10° parasites/ml dans le milieu RMPI (sans phénol et contenant du sérum
de veau feetal décomplémenté). Le volume final est de 200 pl dans chaque puit. La
miltefosine (ZEterna Zentaris Inc, Québec) et a été utilisée comme témoin positif. Finalement,
un volume de 20 pl d’Alamar Blue (Invitrogen, USA) est ajouté a chaque puit et les plaques

sont mises dans les incubateurs a 26°C sous agitation. Aprés 72 heures d’incubation,
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I’absorbance de chaque plaque est mesurée a 570 nm et 630 nm avec un lecteur de

microplaques (BioRad, USA).

IV.3.3. Evaluation in vitro de ’activité anti-trypanosoma

L'activité anti-trypanosoma in vitro des extraits contre le stade épimastigote de Trypanosoma
cruzi a été effectuée dans des microplaques a 96 puits, comme décrit par (Vega et al., 2005).
Briévement, les extraits ont été dilués en série dans 100 pl de milieu LIT (Liver Infusion
Tryptose) et supplémentés avec 10% de sérum feetal bovin inactivé par la chaleur dans des
plaques a 96 puits. Apres cela, les parasites dont la croissance est en phase logarithmique ont
été comptés, dilués (10°/puits) et ajoutés a ces puits. Enfin, les plaques ont été observées sous

un microscope invers¢ apres 72 h d'incubation a 27°C.

1V.3.4. Evaluation in vitro de ’activité anti-trophozoite d’Acanthameoba

La méthode utilisée est celle décrite par Martin-Navarro et al. (2008), en utilisant I’ Alamar
Blue comme révélateur. Les amibes sont dénombrées a I’aide d’un compteur de cellules
automatis¢ (BECKMAN Coulter Z2), aprés ensemencement dans une plaque de 96 puits a
une concentration de 1.10" parasites/ml dans le milieu PYG (protéase peptone a 0,75% (m/v),
a raison de 50 pl/puit. Les plaques sont incubées a la température ambiante pendant 15
minutes pour permettre au parasite d’adhérer au fond des puits. En effet, cette fixation est
vérifiée a 1’aide d’un microscope inversé Leika DMIL (Leika, Wetzlar, Allemagne).
Entretemps, les extraits (ou molécules) a tester sont dissous dans du diméthylsulfoxyde
(DMSO) avec une concentration finale entre 0,1 et 100 pg/ml. Toutefois, des dilutions
supplémentaires sont effectuées dans le méme milieu pour avoir une concentration de DMSO
au maximum de 0,1%. Un volume de 50 pl des différentes dilutions est ajouté a chaque puit.
Finalement, un volume de 10 pl d’Alamar Blue est ajouté a chaque puit et les plaques sont
incubées a 26°C et sous agitation. Aprés 96 heures d’incubation, 1’absorbance de chaque

plaque est mesurée a 570 nm et 630 nm avec un lecteur de microplaques (BioRad, USA).
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I1V.3.5. Détermination des Cls

Les valeurs de Clso (concentration de 1’échantillon qui inhibe 50% de la croissance du
parasite) sont calculées en utilisant le logiciel Sigma Plot 12.0 a partir d’un graphe exprimant

le pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de 1'échantillon.

IV.4. Test de cytotoxicité des molécules sur des macrophages J774

La cytotoxicité des molécules actives sur les cellules macrophagiques J774A.1 (ATCC TIB-
67) a ét¢ déterminée selon la méthode décrite par Lorenzo-Morales et al. (2005). Pour ce
faire, les macrophages cultivés dans du milieu RPMI 1640 (Gibco / Life Technologies,
Madrid, Espagne) ont été comptés et ensemencés dans des plaques a 96 puits (10° cellules/ml)
puis I'extrait/ou molécule a tester a ét¢ dilué¢ dans le méme milieu et ajouté dans un volume
total de 100 pl. En tant que témoin négatif, les cellules ont été incubées avec le milieu seul.
Enfin, 10 pl d’Alamar Blue ont été ajoutés dans chaque puit et le mélange a été incubé
pendant 24h a 37°C et sous atmosphére de 5% de CO,. Aprés cela, les plaques ont été
analysées en utilisant un lecteur de plaque multimode EnSpire (Perkin Elmer, Madrid,
Espagne) avec une longueur d'onde d'excitation de 570 nm et une longueur d'onde d'émission
de 585 nm. Les valeurs de toxicité (Cytotoxicité calculées a 50% (CCs)) ont été calculées en
utilisant le logiciel d'analyse statistique Sigma Plot 12.0. Les résultats obtenus ont été
exprimés en moyenne * écart-type. Les différences a p <0,05 étaient considérées comme

statistiquement significatives.

IV.5. Screening antiparasitaire in vitro des extraits de P. inuloides

Les extraits de CHCIs, EtOAc et n-BuOH des parties aériennes de P. inuloides ont été testés
pour leur activité antiparasitaire contre L. amazonensis, L. donovani, T. cruzi et A. castellanii

(Tableau 1).
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Extraits Rendement T. cruzi L. amazonensis | A. castellanii
(%)
CHCl; 0,33 - + +
EtOAc 0,40 - + -
n-BuOH 3,33 - + -

Tableau 1. Pourcentage de rendement et screening antiparasitaire des extraits de la partie
aérienne de P. inuloides contre les différents parasites

Clé: (-) inactive, (+) activité modérée, tous les extraits ont été testés a 400 pg/ml.

IV.6. Fractionnement bioguidé de I’extrait CHCl; de la partie aérienne de P. inuloides

Un screening de 1’activité antiparasitaire contre les promastigotes de Leishmania amazonensis
a été réalisé sur les différentes fractions de 1’extrait chloroformique de la partie aérienne de P.
inuloides. Les treize fractions de Dextrait chloroformique qui ont été obtenues
précédemment (Voir chapitre III) ont été réduites a neuf en fonction de leurs profils
chromatographiques sur couche mince (CCM). Les résultats du screening montrent que la

fraction F5 a été la plus active contre L. amazonensis :

Ne° Fraction L. amazonensis Masse (mg)

1 F1 + 846,2

2 F2 ++ 473,5

3 F3 + 188,6

4 F4 - 400

5 F5 +++ 278

6 F6 + 116,4

7 F7 ++ 5

8 F8 ++ 61,8

9 F9 - 398,9

Tableau 2. Résultats du fractionnement bioguidé de 1’extrait chloroforme de la partie

CIé: (-) inactive, (+, ++) activité modérée, (+++) activité forte, tous les extraits ont été testés a

aérienne de P. inuloides

400 pg/ml.
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Figure 1. Les promastigotes de Leishmania amazonensis

IV.6.1. Fractionnement de la fraction F5

Une petite colonne a été utilisée pour la séparation de la fraction F5 (278 mg) en utilisant
comme phase stationnaire le gel de silice. L’¢lution est réalisée avec un gradient de polarité
du systéme hexane/acétate d’éthyle. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie
sur couche mince de gel de silice sur support d’aluminium. Les plaques sont visualisées sous
lumicre UV (254 et 365 nm) et des plaques de gel de silice chauffées ont été pulvérisées avec
H,0-H>SO4-AcOH (1: 4: 20). Un screening de 1’activité antiparasitaire a été réalisé¢ sur les

différentes fractions, et les résultats sont montrés dans le tableau suivant.

Les résultats du screening montrent que la fraction FSD était la plus active contre L.

amazonensis :
N° | Fraction L. amazonensis Masse (mg)
400 pg/ml | 200 pg/ml | 100 pg/ml
1 F5A ++ ++ ++ 15,2
2 F5B ++ (¢) ++(¢) ++(¢) 8,3
3 F5C ++ (¢) ++(¢) ++(¢) 53,9
4 FSD ++ ++ - 31
5 F5E - - - 149

Tableau 3. Résultats du fractionnement bioguidé de la fraction F5

Clé: (-) inactive, (++) activité modérée, (c¢) contamination

La fraction FSD donne le composé 1 (R= 0,22, hexanes: EtOAc, 3: 7) sous la forme d'un
solide amorphe jaune (77 mg).
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Les résultats de screening antiparasitaire réalisé sur les différentes fractions ont montré que la
fraction active F5C (53,9 mg) est contaminée aussi bien du point de vue chimique que
biologique. Une purification sur un « chromatron» (Figure 2) (Harrison, 1977 ; Pinto et al.,
2000), en utilisant un gradient hexane-acétate d’éthyle de polarité croissante (0-100%) a
permis d’obtenir le composé 14. Malheureusement nous n’avons pas eu le temps matériel

pour évaluer I’activité antiparasitaire de ce composé.

Figure 2. Purification de la fraction F5C par chromatron

N° Fraction Masse
1 F5C1=14 190 ng
2 F5C2 mélange complexe 47,79 mg

Tableau 4. Résultats du fractionnement de la fraction F5C

IV.6.2. Acétylation du composé 1

Aune solution du composé 1 (7,0 mg) et une quantité catalytique de 4-
diméthylaminopyridine (DMAP) dans 1 ml de CH,Cl,, on a ajouté de la triéthylamine (2
gouttes) et de 'anhydride acétique (1 goutte). Le mélange réactionnel a été agité pendant 24
heures a température ambiante jusqu'a ce que la CCM ait montré une conversion compléte. Le
mélange est ensuite désactivé avec du MeOH (4 gouttes) et agité pendant 30 minutes. Le
mélange a été évaporé et le résidu purifié par CCM préparative sur gel de silice, en utilisant le

mélange CH,Cl,-EtOAc (9: 1) comme éluant pour donner les dérivés 2 (1,7 mg) et 3 (3,3 mg).
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IV.7. Screening antiparasitaire in vitro des extraits de C. albidus

Les extraits de CHCl;, EtOAc et n-BuOH des parties aériennes de C. albidus ont été testés

pour leur activité antiparasitaire contre L. amazonensis, L. donovani, T. cruzi et A. castellanii

Chapitre 1V : Fractionnement bioguidé

(Tableau 5).
Extracts Yield T. L. L. A.
(%) cruzgi amazonensis donovani castellanii
CHCI; 0,18 + + - -
EtOAc 0,63 - + - +
n-BuOH 3,90 - + - +

Tableau 5. Pourcentage de rendement et screening antiparasitaire des extraits de la partie

aérienne de C. albidus contre les différents parasites

Clés: (-) inactive, (+) activité modérée, tous les extraits ont été testés a 400 pg/ml.

IV.7.1. Fractionnement bioguidé de I’extrait CHCIl; de la partie aérienne de C. albidus

vis-a-vis de 7. cruzi

L'extrait de CHC13 (6,5 g) a été soumis a une chromatographie sur colonne de gel de silice
¢luée avec un mélange hexane-acétate d’éthyle de polarité croissante (hexane: AcOEt, 100: 0

a 0: 100). Douze (12) fractions ont été obtenues aprés combinaison basée sur les profils

chromatographiques sur couche mince (CCM).
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Fraction T. cruzi Masse | Fraction T. cruzi Masse
pg/ml (mg) pg/ml (mg)

400 - 400 ++

F1 200 - 7 F7 200 ++ 230
100 - 100 +
400 - 400 ++ (¢)

F2 200 - 430 F8 200 ++ (¢) 140
100 - 100 +
400 ++ (p) 400 ++ (¢)

F3 200 i 805 F9 200 | ++(c) 227
100 + 100
400 ++ (p) 400 + (c)

F4 200 - 603 F10 200 + 222
100 - 100 -
400 ++(¢) 400 +

F5 200 ++ 650 F11 200 + 83
100 + 100 -
400 ++ (p) 400 -

Fo6 200 ++ (p) 200 F12 200 - 3g
100 | ++(p) 100 -

Tableau 6. Résultats du fractionnement bioguidé de 1’extrait chloroforme de la partie
aérienne de C. albidus
Clés: (-) inactive, (+) activité faible, (++) Modéré, (p) précipitation, (c) contamination, tous

les extraits ont été tétés a 400, 200 et 100 pg/ml.

Figure 3. Les epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Sur la base des résultats du test de screening contre 7. cruzi, la fraction active (F6, 200 mg) a
été soumise a une séparation et une purification supplémentaires sur une colonne de gel de
silice et ¢luée avec de l'hexane-acétate d'éthyle de polarité croissante (100: 0 a 0: 100). Six
(06) sous-fractions ont été obtenues aprés combinaison sur la base de leur profils de CCM et

testées contre 7. cruzi (Tableau 7 et figure 35).
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Fraction T. cruzi Masse Fraction T. cruzi Masse
ng/ml (mg) pg/ml (mg)
Quantité faible 400 ++ (p)
F6,1 Quantité faible 3,6 F6.,4 200 ++ 29
Quantité faible 100 ++
Quantité faible 400 ++ (¢)
F6,2 Quantité faible 3,5 F6,5 200 ++ (¢) 61,6
Quantité faible 100 ++ (¢)
400 (c) 400 | ++(p)
F6,3 200 (c) 11,1 F6.6 200 | ++(p) 31
100 ++ 100 | ++(p)

Tableau 7. Résultats du fractionnement bioguidé de la fraction F6
CIé: (-) inactive, (+) activité faible, (++) Modér¢, (p) précipitation, (c) contamination, tous les

extraits ont été testés a 400, 200 et 100 pg/ml.

La fraction active F6,6 (31 mg) a ¢été soumise a une séparation et une purification
supplémentaires sur une colonne de gel de sephadex et éluée avec de CHCI;: MeOH (50 :
50). Quatre (04) sous-fractions ont été obtenues aprés combinaison sur la base de leur profils
de CCM et testées contre 7. cruzi (Tableau 8 et figure 35). La fraction inactive F6,6,3 (5,5

mg) donne le produit majoritaire nommé composé 15.

Fraction T. cruzi pg/ml Mass
400 200 100
F6,6,1 + (p) =+ (p) +(p) 13,1 mg
F6,6,2 ++ ++ - 4,3 mg
F6,6,3 - - - 5,5 mg
F6,6,4 / / / 1,0 mg

Tableau 8. Résultats du fractionnement bioguidé de la fraction F6,6
CIé: (-) inactive, (+) activité faible, (++) Modéré, (p) précipitation, (c) contamination, tous les

extraits ont été testés a 400, 200 et 100 pg/ml.

IV.7.2. Fractionnement bioguidé de I’extrait acétate d’éthyle de la partie aérienne de C.

albidus vis-a-vis d’A. castellanii

Les quarante quatre fractions de I’extrait obtenues précédemment (Voir chapitre III) ont été
réduites a seize en fonction des profils chromatographiques sur couche mince (CCM) en

opérant un regroupement large. Ceci a conduit aux résultats suivants :
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Fraction Regroupement Fraction Regroupement
F1 F1-F3 F9 F15
F2 F4-F6 F10 F16-F20
F3 F7 F11 F21
F4 F8-F9 F12 F22
F5 F10-F11 F13 F23
F6 F12 F14 F24-F28
F7 F13 F15 F29-F31
F8 F14 F16 F32-F44

Tableau 9. Regroupement final des fractions de I’extrait acétate d’éthyle de la partie aérienne

de C. albidus

Un screening de 1’activité antiparasitaire contre les trophozoites d’A. castellanii a été réalisé
sur les seize fractions de I’extrait acétate d’éthyle de la partie aérienne de C. albidus et les

résultats sont montrés dans le tableau suivant :

Fraction A. castellanii | Masse | Fraction A. castellanii | Masse
(mg) (mg)
F1 Quantité faible 33,5 F9 + 6,6
F2 Quantité faible 46,8 F10 + (p) 297,8
F3 Quantité faible 28,8 F11 + 60
F4 + 89,9 F12 + 27,9
F5 ++ 68,0 F13 + 82,8
Fé6 + 28,4 F14 +++ 105¢
F7 ++ 38,7 F15 +++ 850
F8 - 12,0 Fl16 ++ (¢) 296

Tableau 10. Résultats du screening antiparasitaire des fractions de ’extrait acétate d’éthyle
de la partie aérienne de C. albidus
Clé: (-) inactive, (+) activité faible, (++) Modér¢, (+++) forte, (p) précipitation, (c)

contamination, tous les extraits ont été tétés a 400 ug/ml.

Figure 4. Les trophozoites d’Acanthamoeba castellanii str. Neff
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La fraction inactive F8 a ¢été identifiée précédemment comme étant le composé 12

(Isokaempferid) (Voir chapitre III).

Sur la base des résultats du test de screening contre A. castellanii, la fraction active (F14 ;
10,5 g) a été soumise a une séparation et une purification supplémentaires sur une colonne de
gel de silice et éluée avec de I'hexane-acétate d'éthyle de polarité croissante (100: 0 a 0: 100).
Sept sous-fractions ont été obtenues aprés la combinaison sur la base de leur profils CCM et

testées contre A. castellanii (Tableau 11 et figure 44).

Fraction A. castellanii ng/ml Masse (mg)
400 200 100

F14A ++ + + 46,7
F14B ++ (¢) ++ (¢) - 27,2
F14C + (c) - - Quantité faible
F14D +(p) - - 368,0
F14E ++ (¢) - - 923,7
F14F ++ (p) - - 1,63 g
F14G +(c) + - 7,90 g

Tableau 11. Résultats du fractionnement bioguidé de la fraction F14

CIé: (-) inactive, (+) activité faible, (++) Modér¢, (+++) forte, (p) précipitation, (c)

contamination, tous les extraits ont été testés a 400, 200 et 100 pg/ml.

La fraction F14D qui a montré une activité négative contre les trophozoite d’A. castellanii a

donnée le composé 16.

La fraction active F14A n’a malheureusement pas ét¢ étudiée sur le plan phytochimique.

IV.8. Résultats et discussion
IV.8.1. Screening antiparasitaire in vitro des extraits de P. inuloides

La préparation d'extraits est l'un des procédés possibles pour extraire des molécules
bioactives. Cependant, aucun solvant unique ne peut extraire de maniére spécifique tous les
métabolites secondaires en raison de leur solubilité et de leur polarité variables (Mohamed et
Khan, 2013). Dans la présente étude, les parties aériennes de P. inuloides ont été macérées en
utilisant trois solvants organiques avec un large éventail de polarité: CHCl;, EtOAC et n-

BuOH. Comme observé dans le tableau 12, les résultats ont montré que le rendement
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d'extraction le plus élevé a été obtenu avec le n-BuOH avec un rendement de 3,33%. Les
extraits CHCIl3, EtOAc et n-BuOH des parties aériennes de P. inuloides ont été testés pour
leur activité antiparasitaire contre L. amazonensis, T. cruzi et A. castellanii (Tableau 12). Tous
les extraits testés ont montré une activité leishmanienne modérée a une concentration de 400
pg/ml. De plus, les épimastigotes de 7. cruzi apparaissent moins sensibles aux extraits que les
promastigotes de L. amazonensis a la méme concentration. En ce qui concerne l'activité

antiamibienne, 1'extrait de CHCI; a montré une activité modérée, tandis que les autres extraits

se sont révélés inactifs.

Chapitre 1V : Fractionnement bioguidé

Extraits Rendement T. cruzi L. amazonensis | A. castellanii
(%)
CHCl; 0,33 - + +
EtOAc 0,40 - + -
n-BuOH 3,33 - + -

Tableau 12. Pourcentage de rendement et screening antiparasitaire des extraits de la partie

acrienne de P. inuloides contre les différents parasites

IV.8.2. Fractionnement bioguidé de I’extrait CHCl; de la partie aérienne P. inuloides

La figure 5 résume les différentes étapes de fractionnement bioguidé de 1’extrait CHCI; de

I’espéce P. inuloides ;
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Pulicaria inuloides (aerial part, 1.5 Kg)
Maceration with (MeOH: H,0) (7:3)

Filtration

Solvent evaporation

liquid-liquid extraction

V ! |

n- BuOH EtOAc CHCl, 1C5o=49.2 pg/mL
IC5p> 100 pg/mL 1C5p> 100 pg/mL Chromatography by cloumn CHCl;:MeOH
(0-100 % )
F1 F2 F3 F4 F5S Fo6 F7 F8 F9

Chromatography by cloumn hexan:EtOAc (0-100 %)

Vv

F5A F5B | F5C

Chromatography by chromatotron
hexan:EtOAc (0-100 %)

F5C1 : 14 F5C2 [ 1Cy=0483+0.021 mM |

Figure 5. Schéma d'extraction et de fractionnement bioguidé de I'extrait de chloroforme de la

partie aérienne de P. inuloides

La fraction la plus active F5 a été soumise a une flash chromatographie sur gel de silice et les
sous-fractions collectées (FSA-FSE) ont été évaluées a une concentration de 400 pug/ml. La
sous-fraction F5D présentait I'activité leishmanienne la plus élevée avec une valeur ICsy de
0,484 Mm (Tableau 14). La sous-fraction F5D s'est révélée étre un composé pur par CCM
(Figures 5 et 6) nommée composé 1. Sa structure a été ¢élucidée au moyen d'études

spectroscopiques (RMN 'H, °C, ROESY et HMBC).

La fraction F5C (53,9 mg) a été fractionnée par un chromatotron en utilisant des mélanges
d’hexane-acétate d’éthyle de polarité croissante (0-100%) pour obtenir deux (02) sous-
fractions (F5C1 et F5C2) (Figures 5). La fraction F5C1 donne le composé 14 (R= 0,48 ;
hexane: EtOAc, 8: 2) sous forme d'un solide amorphe jaune (190 pg).
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IV.8.3. Identification du composé 1

1V.8.3.a. Profil CCM du composé 1

Le composé 1 se présente sous une couleur jaune (77 mg), de fluorescence noire violette sous

la lampe UV, caractéristique d’une flavone ou flavonol avec 3-OR.

Figure 6. Profil chromatographique CCM du compos¢ 1, (hexane: AcOEt, 3: 7)

Révélation sous UV et anisaldéhyde

Ce composé 1 a été déja isolé dans le chapitre précédent et identique aux deux composés 8 et
10 (Voir Chapitre I1I).

Figure 7. Structure du composé 1 : 6,4'-dihydroxy-3,5,7,3'-tetramethoxyflavone
(quercétagétine 3,5,7,3'-tétraméthyléther)

L'ensemble des attributions des protons et carbones du composé 1 est rassemblé dans le
tableau 13 ;
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Position Composé 1 Position Composé 1

SHlaJ S Cla,bJ 5HlaJ S Cla,bJ
2 - 156,9 s 2! 7,76 d (1,8) 113,6d
3 - 142,4 s 3' - 149,8 s
4 - 176,6 s 4 - 151,6 s
5 - 146,1 s 5' 6,96 d (8,5) 117,3d
6 - 1399 s 6' 7,69 dd (8,5; 1,8)] 124,3d
7 - 156,3s | 3-OMe 3,80 s 61,1 q
8 7,06 s 98,0d 5-OMe 3,92 s 63,1 q
9 - 153,2s | 7-OMe 4,03 s 579 q
1 - 1142s | 3'-OMe 3,97 s 57,4 q
' - 124,0 s - - -

Tableau 13. Valeurs des déplacements chimiques o et J (Hz) RMN 'Het *C (CDsOD) des
composés 1

[ Spectre enregistré dans CD;0D, ™ Données basées sur HMBC, [ Signaux superposés.

IV.8.3.b. Acétylation du composé 1

Les dérivés 2 et 3 ont été préparés par acétylation du composé 1 selon les méthodes classiques
pour confirmer sa structure d’une part (Tasdemir et al., 2006) et pour étudier les relations
structure-activité de ces composés vis-a-vis de 1’activité antiparasitaire impliquant Leismania
amazonensis. La réaction d’acétylation a été effectuée en utilisant le réactif 4-
diméthylaminopyri dine (DMAP) en présence d’anhydride acétique selon la réaction

suivante :

Ac;O/DMAP

\

Et;N

2 R=H
1 3 R=Ac

Figure 8. Préparation des dérivés 2 et 3 a partir du composé naturel 1
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1V.8.4. Identification du composé 2
IV.8.4.a. Profil CCM du composé 2

Le composé 2 se présente sous une couleur jaune (1,7 mg), de fluorescence noire violette sous

la lampe UV, caractéristique d’une flavone ou un flavonol 3-OR.

Figure 9. Profil chromatographique CCM du composé 2, (CH,Cl,: AcOEt, 9: 1)

IV.8.4.b. Données spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (600 MHz) enregistré dans le CDCl; du composé 2 montre
comme attendu la présence de signaux caractéristiques des protons H-2’ sous forme d’un
doublet (couplage méta, J=1,8 Hz) a o= 7,72 ppm, H-6 sous forme d’un doublet de doublet
d’intégration 1H a 6y= 7,63 ppm (J= 1,8 Hz et 8,5 Hz), H-5" sous forme d’un doublet ( J=8,5
Hz, couplage ortho) a op= 7,04 ppm , et H-8 sous forme de singulet & dy= 6,78 ppm. Ces
signaux sont les mémes que ceux observés dans le composé 1, la seule différence est

I’apparition d’un signal correspondant au méthyle du groupement acétyle.
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Chapitre IV : Fractionnement bioguidé
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Figure 10. RMN 'H (CD;0D et CDCl; ; 600 MHz) du composé 1 et 2
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Figure 11. Etalement de la zone [6,9 ppm — 7,73 ppm] de spectre RMN 'H (CD;0D ; 600

L’étalement du spectre RMN
d’intégration 3H a op= 3,85;

MHz) du composé 2

'H du compos¢ 2 (Figure 12) montre quatre singulets

3,93; 3,96 et 3,98 ppm des groupements methoxyles.
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L’acétylation a fait apparaitre un autre signal singulet d’intégration 3H a dp= 2,38 ppm,

attribuable a un méthyle du groupement acétyle.

M F9542 1 (1D 1H) CDCI3 600MHz X

; | L1

ppm
—2,379
—2,355

Zone d’acétyle

| |
1
o rn
—
84 r—/
o -
gl
- [HNEEP Y
LWL n e
o
1 3.98-ppm—3:93-ppm- —_—
1 136 3,85 ppm 2,38, ppm
"-llllllls?_?-%llllllIlIIIIIIIIIIIIIIIIll]l|l||llll|llll[lll|Illll|llIlllllllllfllllll[lllllllll
e 4 39 38 37 36 35 34 33 32 3 3 29 28 27 26 25 24

Figure 12. Etalement de la zone [2,3 ppm — 4,1 ppm] de spectre RMN 'H (CDCl; ; 600 MHz)

du composé 2

Le méthyle du groupement acétyle donne une corrélation avec le carbone a .= 131 ppm
(Figure 13), correspondant au carbone C-6 caractérisé par sa corrélation dans le spectre

HMBC avec le proton H-8 (Figure 14).
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Figure 13. Etalement de Spectre HMBC (CDCls ; 600 MHz) du composé 2

A
2: MG'IQ' Wclo
=] =)

] (6]
2 w/cr Hs'/cr

- o O
" H8/C6
- | O
%
8-
8 H8/co
2

e S S T

L= (V. 3 28 % 24 22 2 1] [ 8

Figure 14. Etalement de spectre HMBC (CDCl; ; 600 MHz) du composé 2
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Les autres données spectrales confirment également de maniére non ambigiie la structure du

composé 2 comme étant :

©+7 F9542 5 (ROESY 1H/1H) CDCI3 600MHz

H6’/H5 ' 9
~= ] '
H2/HE M4 e l
! i 4,03 ppng 3,97 ppm
E T T l T T T T I T T T T I T T T T l T T T T I T T T T l T T T T I T T T T IA T T T T l T T T T I T T T T [
LT 10 ] 8 7 5 5 4 3 2 1

Figure 15. Corrélations de spectre ROESY (CDCl; ; 600 MHz) du composé 2

L'ensemble des attributions des carbones du composé 2 est rassemblées dans le la figure 16 et

le tableau 15 (page 178).
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Figure 16. RMN "*C (Dept 90, CD;0D ; 600 MHz) du composé 2

Ces données nous orientent vers la structure du composé 2

Figure 17. Structure du composé 2; 6-Acetoxy-4'-hydroxyl-3,5,7,3'-tetramethoxyflavone
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IV.8.5. Identification du composé 3

IV.8.5.a. Profil CCM du composé 3

Le composé 3 se présente sous une couleur jaune (3,3 mg), de fluorescence noire violette sous

la lampe UV, caractéristique d’une flavone ou un flavonol 3-OR.

Y

N (onpp

Figure 18. Profil chromatographique CCM du composé 3, (CH,Cl,: AcOEt, 9: 1)

La comparaison des profils CCM des composés 2 et 3 montrent que ce dernier est moins

retenu que le premier. Ce qui laisse supposer que le composé 3 a moins d’hydroxyles libres.

Figure 19. Profil chromatographique CCM des composés 2 et 3, (CH,Cl,: AcOEt, 9: 1)
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Chapitre IV : Fractionnement bioguidé

IV.8.5.b. Données spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (600 MHz) enregistré dans le CDCl; du composé 3 montre la

présence des mémes signaux que le composé 2 mis a part un méthyle supplémentaire dans la

zone des acétyles ce qui laisse penser que le composé 3 est diacétylé (Figure 20 et 21).
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Figure 21. Etalement de spectre RMN 'H (CDCls ; 600 MHz) des composé 2 et 3
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Figure 22. Etalement de la zone [6,7 ppm — 7,8 ppm] de spectre RMN 'H (CDCls ; 600 MHz)

du composé 3

L’étalement du spectre RMN 'H du composé 3 (Figure 23) montre les quatre singulets
d’intégration 3H a dy= 3,87 ; 3,92; 3,93 et 3,96 ppm attribués aux quatre groupements
méthoxyles, et deux autres signaux singulets d’intégration 3H a 6y= 2,36 ppm et dy= 2,38

ppm attribuables aux méthyles de deux groupements acétyles.
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Figure 23. Etalement de la zone [2,0 ppm — 4,4 ppm] de spectre RMN 'H (CDCls ; 600 MHz)

du composé 3

Les deux méthyles des groupements acétyles donnent des corrélations avec les carbones a d.=
131 ppm et 3= 141,53 ppm (Figure 24) correspondant respectivement au carbone C-6
caractéris¢ précédemment par sa corrélation dans le spectre HMBC avec le proton H-8 et au
carbone C-4’ caractérisé par ses corrélations dans le spectre HMBC avec les protons H-2’, H-

6’ et H-5" (Figure 25).
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Figure 25. Etalement de spectre HMBC (CDCls ; 600 MHz) du composé 3
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Figure 26. Etalement de spectre HMBC (CDCls ; 600 MHz) du composé 3

Les autres données spectrales confirment de mani¢re non ambigiie la structure du composé 3

comme ¢tant ;
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Figure 27. Corrélations de spectre ROESY (CDCl; ; 600 MHz) du composé 3
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L'ensemble des attributions des carbones du composé 3 est rassemblées dans la (Figure 28) ci-

apres et le tableau 15 (page 178)
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Figure 28. RMN "*C (CD;0D ; 600 MHz) du composé 3

Toutes ces données nous orientent vers la structure du composé 3

CH,

Figure 29. Structure du composé 3; 6,4'-Diacetoxy-3,5,7,3'-tetramethoxyflavone

La structure des dérivés 6-acétylé et 6,4'-diacétylés (2 et 3) ont été établies au moyen des
données spectroscopiques RMN (Tableau 15), ils sont nouveaux et n'ont pas été

précédemment décrits dans la littérature. Les dérivés 2 et 3 ont été évalués pour leur activité
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leishmanienne (Tableau 14). Le composé¢ 2 était le plus actif parmi les composés testés avec
une valeur de Clsy de 0,240 mM et aussi le moins toxique contre les cellules macrophagiques
(CCsp= 0,664 mM, cytotoxicité calculées a 50%), ce qui suggere qu'un groupement acétate en
C-6 améliore 1égerement le profil cytotoxique du composé parent 1. De plus, le composé 1 et
ses dérivés présentaient une faible toxicité vis-a-vis des cellules hotes. En général, le composé
naturel 1 et les analogues 2 et 3 ont montré une activité leishmanienne relativement modérée

contre L. amazonensis.

Composé L. amazonensis Toxicité
ICs50 £ SD mM CCsomM
1 0,483 £ 0,021 (<5%) 0,524 + 0,055 (<11%)
2 0,239 + 0,003 (<2%) 0,664 + 0,193 (<29%)
3 0,479 + 0,010 (<3%) 0,365 + 0,080 (<22%)
Miltefosine 6,4 107

Tableau 14. Activité leishmanienne et cytotoxicité in vitro des composés 1-3, (ICsq et CCsg

en mM)

Ces résultats sont en accord avec les travaux antérieurs rapportant l'activité leishmanienne de
Pulicaria crispa (E1-On et al., 2009), qui soutiennent que le genre Pulicaria pourrait étre une

source de nouveaux agents anti leishmanioses.

L'ensemble des attributions des carbones des composés 1-3 est rassemblé dans le tableau

suivant :
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Position Composé 1 Composé 2 Composé 3
8H[3J S Cla,bJ S S Cle o S Cle
2 - 1569 s - 153,6 s - 1528 s
3 - 1424 s - 140,8 s - 141,5 s¢
4 - 176,6 s - 173,3 s - 173,3 s
5 - 146,1 s - 1519 s - 1519s
6 - 1399 s - 131,0s - 131,1s
7 - 1563 s - 156,1 s - 156,3 s
8 7,06 s 98,0d 6,78 s 96,1d 6,78 s 96,1d
9 - 153,2s - 155,3 s - 1553 s
10 - 1142 s - 113,0s - 113,1s
1' - 124,0 s - 122,6 s - 1293 s
2! 7,76 d (1,8) 113,6d | 7,72d(1,8) | 111,0d | 7,77d 112,6 d
(2,0)
3 - 149,8 s - 146,3 s - 151,1s
4' - 151,6 s - 148,0 s - 141,5 s¢
5 6,96 d (8,5) 117,3d | 7,04d(8,5) | 122,2d°| 7,17d 122.9d
(8,4)
6' 7,69 dd (8.,5; 124,3d 7,63 dd 122,2d°| 7,65dd 121,0d
1,8) (8,5; 1,8) (8,4;
2,0)
3-OMe 3,80s 61,1 q 3,85s 59,9 q 3,87s 60,1 q
5-OMe 3,92s 63,1 q 3,96 s 56,5q 3,96 s 62,5q
7-OMe 4,03 s 57,9 q 393s 62,6 q 393s 56,5 q
3'-OMe 3,97s 57,4 q 398s 56,1 q 3,92s 56,0 q
4'-OAc - - - - 2,36s 20,7 q
6-OAc - - 2,38s 20,4 q 2,38 s 20,3 q
4'-OAc - - - - - 168,7 s°
6-OAc - - - 1689 s - 168,7 s°

Tableau 15. Valeurs des déplacements chimiques 6 et/ (Hz) RMN 'H et *C (CD;0D et
CDCI3) des composés 1-3

(@) Spectre enregistré dans CD;OD, ™ Données basées sur HMBC, [ Signaux superposés.

IV.8.6. Identification du composé 14
IV.8.6.a. Profil CCM du composé 14

Le composé 14 se présente sous une couleur jaune (190 pg), de fluorescence bleue pale sous

la lampe UV 254 nm.
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Figure 30. Profil chromatographique CCM du composé 14, (hexane: AcOEt, 8: 2)

IV.8.6.b. Données spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (600 MHz) enregistré dans le CDCl; du composé 14 montre la

présence d’un groupement méthoxyle et de protons aromatiques.
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Figure 31. RMN "H (CDCl; ; 600 MHz) du composé 14
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L’étalement de la zone [6,6 ppm — 8,2 ppm] du spectre proton du composé 14 a montré deux
signaux sous forme de doublets a 6= 6,86 et 7,96 ppm (J= 8,8 Hz, couplage ortho) (Figure
32).
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Figure 32. Etalement de la zone [6,6 ppm — 8,2 ppm] de spectre RMN 'H (CDCls ; 600 MHz)

du composé 14

Un autre signal sous forme de singulet d’intégration 3H a dy= 3,84 ppm attribué a un

groupement méthoxyle (Figure 33).
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Figure 33. Etalement de la zone [3,8 ppm — 7,8 ppm] de spectre RMN 'H (CDCls ; 600 MHz)

du composé 14

Ces données nous orientent vers la structure du composé 14 qui pourrait €tre la suivante :

o) o)
CHy

OH

Figure 34. Structure partielle du composé 14; 4-hydroxy-methyl benzoyle (Methyl paraben)
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IV.8.7. Screening antiparasitaire in vitro des extraits de la partie aérienne de C. albidus

La partie aérienne de C. albidus (3500 g) a été déja extraite avec de 1'éthanol a 70% (Voir
chapitre III) et le résidu sec (670 g) est extrait successivement avec CHCl;, EtOAc et n-
BuOH, les résultats ont montré que 1’extrait n-BuOH avait le rendement d'extraction le plus
¢élevé (3,9%) (Tableau 16). Les résultats du screening antiparasitaire in vitro des trois extraits
contre Leishmania amazonensis, Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi et Acanthamoeba
castellanii str. Neff (Tableau 16) présentaient un certain degré d'effet antiparasitaire contre les
différents parasites. Les extraits de CHCl; et AcOEt ont montré également une activité contre

Trypanosoma cruzi et Acanthamoeba castellanii str. Neff, respectivement.

Extracts Yield T. L. L. A.
(%) cruzi amazonensis donovani castellanii
CHCl; 0,18 + + - -
EtOAc 0,63 - + - +
n-BuOH 3,90 - + - +

Tableau 16. Pourcentage de rendement et screening antiparasitaire des extraits de la partie

aérienne de C. albidus contre les différents parasites

IV.8.8. Fractionnement bioguidé de I’extrait CHCl; de la partie aérienne de C. albidus

L’extrait CHC1; de la partie aérienne de C. albidus (6,5 g) qui est actif contre les
épimastigotes de 7. cruzi a été soumis a une chromatographie sur colonne de gel de silice,
¢luée avec un mélange hexane-acétate d’éthyle de polarité croissante (hexane: AcOEt, 100: 0
a 0: 100) pour donner douze (12) fractions (Tableau 6). La fraction active F6 (200 g) a été
séparée par chromatographie sur colonne de gel de silice, et éluée avec de I'hexane-acétate
d'éthyle de polarité croissante (hexane: AcOEt ; 100: 0 a 0: 100) pour obtenir six (06)
fractions (Figure 35). Les fractions F6,4 (29 mg) et F6,5 (61,6 mg) semblent étre les plus

actives jusqu'a la concentration de 100 pg/ml (Tableau 7).
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CHCI,; extract
from the aerial part of C. albidus 6.5¢g

Frationation with |
hexan:ethyl acetat

INRENENERRN

F12 F11 F10 F9 F8 ©F7 |F6| F5 F4 F3 F2 Fl

E Chromatography by cloumn on silica
! gel with hexan/ ethyl acetat

| Fe6,6 | F6,5 F6,4 F6,3 F6,2 F6,1

E Chromatography by sephadex
! with chloroform/ methanol

Lo l

F6,6,1 F6.6.2 | F6,63:15(55mg) | F6,6.4

Figure 35. Schéma d'extraction et purification de I'extrait de chloroforme de la partie aérienne

de C. albidus

La fraction F6,6 (31 mg) a été fractionnée sur une colonne sephadex LH20 en utilisant des
mélanges chloroforme-méthanol de polarité croissante (0-100%, en recueillant des volumes
de 50 ml pour chaque Ilot. Une fois les lots rassemblées selon leurs profils
chromatographiques, on obtient 4 sous-fractions (F6,6,1-F6,6,4) (Figure 35). La fraction
F6,6,2 (4,3 mg) semble étre la plus active jusqu'a la concentration de 200 pg/ml (Tableau 7),
elle est constituée d’un mélange de produits avec une masse faible, qui n’ont pas été séparés.
La fraction inactive F6,6,3 donne le composé 15 (Rf = 0,48, hexanes: EtOAc, 5: 5) sous la
forme d'un solide amorphe, jaune (5,5 mg). Le composé 15 a été identifié grace aux données
spectroscopiques sous le nom de 4'-Dihydroxy-7-méthoxyflavone également appelée

Genkwanin (Yuan et al., 2017).
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1V.8.9. Identification du composé 15

1V.8.9.a. Profil CCM du composé 15

Le composé se présente sous forme d’une poudre jaune (5,5 mg), de fluorescence noire

violette sous lampe UV 365 nm et 254 nm, caractéristique d’une flavone ou d’un flavonol
substitué en 3 (3-OR).

Figure 36. Profil chromatographique CCM du composé¢ 15, (hexane: AcOEt, 5: 5)

IV.8.9.b. Données spectroscopiques IR

L'examen du spectre infrarouge de composé 15 (Figure 37) montre la présence des fonctions
hydroxyles a 3263,1 cm’, la fonction C=C & 1499,7 cm™ et deux fonctions cétone & 1662,7 et
1603,89 cm’™.
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Figure 37. Spectre IR du composé 15

IV.8.9.c. Données spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence violette sous UV a 365 nm. L’étude des séries
spectrales UV du composé 15 (Figure 38) montre la présence de deux bandes caractéristiques
des flavonoides : bande I : Ap.x= 336 nm et bande II : A= 268 nm indiquant la présence

d’une flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

e Série I: ’effet bathochromique (AA= +44 nm) de la bande I en présence de NaOH et
la stabilité du spectre sont en faveur de la présence d'un OH libre en C-4', I'absence
d’une nouvelle bande entre 320-335 nm dans le spectre de NaOH par rapport au
spectre méthanol indique 1’absence d’un hydroxyle libre en C-7.

e Série II: l'effet bathochromique (AA= +45 nm) de la bande I du spectre AICl;
comparativement au spectre méthanol confirme que cette molécule dispose un OH

libre en C-5.
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e Série III: I’absence du déplacement bathochrome de la bande II en présence de
NaOAc confirme la présence d'une substitution O-R en C-7. La comparaison du
spectre  NaOAc+H;BO; par rapport au spectre MeOH indique I'absence de
groupements ortho di-OH sur le cycle B.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :

Réactifs Bande II | Bande I | Déplacement Interprétation
(nm) (nm) (AL) (nm)
MeOH 268 336 - Flavone ou Flavonol
Bande I : OH libre en 4’
MeOH + NaOH 269 380 Ad=+44
Le spectre de OH libre en 4’
MeOH + NaOH + 5 269 380 NaOH est ORen7
minutes stable aprés 5
min
Bande I : OH libre en 5
MeOH + AlCl3 276 381 A= +45
Bande I : AA= OH libre en 5
MeOH + A1C13+ HCI 277 381 +45 Absence d’ortho di-
OH
Bande II : pas ORen7
MeOH + NaOAc 268 381 de
déplacement
MeOH + NaOAc + Bande I : AA=| Absence d’ortho di-
H3BO3 268 339 +3 OH sur B

Tableau 17. Données spectroscopiques UV du composé 15

Apsomaice
. . »ooom
7

Longuewr donde (nm)
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Absotaice

Figure 38. Série spectrale UV du composé 15

IV.8.9.d. Données spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (600 MHz) enregistré dans 1’acétone du composé 15 montrent
des signaux caractéristiques d’un flavonoide avec la présence d’un groupement méthoxyle et

des protons aromatiques suivants :

M. hi3-F6-F6-F3 1 (10 1H) Acetone 600MHz 5X
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1 20 2019 10 30 13 83§ 1168
U JhSL I L L L L L L L L e
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Figure 39. RMN 'H (Acétone ; 600 MHz) du composé 15
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- Un signal sous forme de doublets (couplage méta J=1,9) a 6y= 6,3 ppm Hz attribuable
au proton H-6.

- Un signal sous forme de doublets (couplage méta J=1,9) a dy= 6,71 ppm Hz
attribuable au proton H-8.

- Un singulet d’intégration 1H a 6= 6,69 ppm attribuable a H-3.

- Deux autres signaux sous forme de doublet (J= 8,48 Hz, couplage ortho) a oy= 7,05
ppm et o= 8,03 ppm attribuables aux protons H-3’-H-5" et H2’-H-6’, respectivement

(Figure 40).
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Figure 40. Etalement de la zone [6,6 ppm — 7,8 ppm] de spectre RMN 'H (Acétone ; 600
MHz) du composé 15

L’étalement du spectre RMN 'H du composé 15 (Figure 41) montre un autre singulet

d’intégration 3H a dy= 3,95 ppm attribuable a un groupement méthoxyle.
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Figure 41. Etalement de la zone [1,8 ppm — 4,4 ppm] de spectre RMN 'H (Acétone ; 600
MHz) du composé 15

L’étalement du spectre RMN ROESY (Figure 42) montre une corrélation entre le groupement
méthoxyle et les protons H-6 et H-8, a 6y= 6,3 ppm (1H, J=1,9 Hz) et a dy= 6,71 ppm (1H,

J=1,9 Hz), respectivement, ce qui permet de le localiser en position C-7.
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Figure 42. Etalement de spectre ROESY (CDs;OD ; 600 MHz) du composé 15

L’ensemble de ces données nous oriente vers la structure finale du composé 15

OH

HaC

OH 0
Figure 43. Structure du composé 15; 4',5-dihydroxy-7-methoxyflavone (Genkwanine)

Le composé 15 (Genkwanine) a été isolé et identifi¢ précédemment dans I’espece Cistus
palinhae (Cistacées) (Teresa et al., 1983), Cistus laurifolius (Cistacées) (Sadhu et al., 2006),
Andrographis paniculata (Acanthacées), Mimosa hostilis (Fabacées) (Ohsaki et al., 2006),
Ocimum americanum L.var.pilosum (Willd.) Paton,  Ocimum basilicum L. ~ (Lamiacées),

Ocimum selloi Benth,  Ocimum kilimandscharicum L. (Grayer et aal., 2001) et
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Ocimum x citriodorum Vis (Lamiacées) (Gaspar-Marques et al., 2004), Salvia dorrii et
Salvia lavandulaefolia,  Salvia lavandulifolia,  Salvia microsiphon,  Salvia nicolsoniana,
Salvia officinalis, Salvia palaestina, Salvia stenophylla et Salvia yosgadensis (Lamiacées) (Lu
et Foo, 2002), Teucrium ramosissimum (Lamiacées) (Henchiri et al., 2009), Daphne genkwa
(Thymelaeacées) (Harborne, 1999), Larrea divaricata et Larrea tridentata (Zygophyllacées),
c’est un aussi constituant majeur de Genkwa Flos (Thyméléacées) (Yuan et al., 2017) pour le
traitement de 1'ceedéme, de l'ascite, de la toux, de l'asthme et du cancer et est synthétisé aussi a

partir de la tyrosine (Lee et al., 2015).

IV.8.10. Fractionnement bioguidé de I’extrait AcOEt de la partie aérienne de C. albidus

Les fractions de I’extrait d’AcOEt de la partie aérienne de C. albidus (21,17 g) (Tableau 9 et
10) ont été regroupées en fonction de leurs profils chromatographiques sur couche mince
(CCM) pour donner seize (16) fractions et testées contre les trophozoites d’Acanthamoeba
castellanii str. Neff. Les résultats ont montré que la fraction F14 (10,5 g) était la plus active.
Elle a été fractionnée sur une colonne de gel de silice en utilisant des mélanges de (CH,Cl,:
AcOEt; 100: 0 a 0: 100) pour obtenir sept (07) fractions aprés leur combinaison en fonction
de leur profil CCM (F14A-F14G) (Figure 44) (Tableau 11). La fraction F14A (46,7 mg)
semble étre la plus active jusqu'a la concentration de 100 pg/ml, elle est constituée d’un
mélange de produits qui n’ont pas été séparés. La fraction F14D donne le composé 16 (R=
0,73 ; EtOAc: DCM, 6: 4) sous forme d'un solide, amorphe jaune (368 mg). Le composé 16
(368 mg) a été identifié grace aux données spectroscopiques sous le nom de 2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one,  également appelé  Quercétine
(Sambandam et al., 2016 ; Nandani et al., 2013).
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Ethyl acetate extract
from the aerial part of C. albidus 21.17 g

Chromatography by cloumn
on silica gel CHCl;:MeOH
(100:0 a 0:100)

REERNARNEENEEEN

F16 F15|F14 |F13F12 F11 F10 F9|_FS_| F7 F6 F5 F4 F3 F2 Fl

Chromatography by cloumn on

silica gel CH,Cl, : AcOEt
(100:0 & 0:100) | (F8;12,12mg)

| |

F14A F14B  Fl14C F14D F14E F14F  F14G

[ (F14D: 16,360 mg) |

Figure 44. Schéma d'extraction et purification de produits de I'extrait acétate d’éthyle de la

partie aérienne de C. albidus

IV.8.11. Identification du composé 16
IV.8.11.a. Profil CCM du composé 16

Le composé 16 se présente sous une couleur jaune (368 mg), de fluorescence jaune sous

lumiére UV a 365 nm caractéristique de la présence d’un flavonol.
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Figure 45. Profil chromatographique CCM du composé 16, (hexane: acétone, 5: 5)

IV.8.11.b. Données spectroscopiques IR

L'examen du spectre d’infrarouge du composé 16 montre la présence de fonctions hydroxyles
43307,6 cm™, la présence de fonctions C=C a 1449,8 cm’” et la présence de fonctions cétone

41660,4 et 1609,4 cm’™.

100

'g»«w«w,\%

%0 ; ,,zu“""'flw
85 /"f/\/\,
w \W P

75

3307.62

704

1092.34

% Transmittance
1013.06

1130.86

re)
re3
o
@
Ire]

g
1317.23

=
864.74
599.95

»
1166.88

638.37

m
h
be.18

' ’ - - - v - - - - - ’ - - - . - ’ - - v - - . . . - - - " " - - - v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Figure 46. Spectre IR du composé 16
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IV.8.11.c. Données spectroscopiques UV-Visible

Ce composé montre une fluorescence violette sous UV a 365 nm. L’étude des séries

spectrales UV du composé 16 (Figure 47) montre la présence de deux bandes caractéristiques

des flavonoides : bande I : A= 371 nm et bande Il : Apax= 256 nm indiquant la présence

d’un flavonol.

Série I: I’effet bathochromique (AA=+38 nm) de la bande I en présence de NaOH, est
en faveur de la présence d'un OH libre en C-4', l'apparition d’une nouvelle bande a
326 nm dans le spectre de NaOH par rapport au spectre méthanol indique la présence
d’un hydroxyle libre en C-7.

L’instabilité du spectre aprés 5 minutes indique la présence d’hydroxyles libres en
position 3 et 4’.

Série II: l'effet bathochromique (AA= +81 nm) de la bande I dans le spectre AICl;
comparativement au spectre méthanol indique la présence de groupements ortho di-
OH sur le cycle B et un OH libre en C-5. I’addition de HCI provoque un déplacement
hypsochrome (Ai= -22) de la bande I par rapport au spectre AICl; ce qui confirme que
ce composé est substitué par un ortho di-OH sur le cycle B.

Série III: la présence du déplacement bathochrome de la bande II (AA= +19 nm) en
présence de NaOAc confirme la présence d'une substitution O-H en C-7. La
comparaison du spectre NaOAc + H;BOj; par rapport au spectre MeOH indique (A=

+16 nm) indique la présence de groupements ortho di-OH sur le cycle B.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :
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Réactifs Bande Il | Autres Bande I | Déplacement | Interprétation
(nm) bandes (nm) (AL) (nm)
(nm)
Flavone ou
MeOH 256 - 371 - Flavonol
substitué en 3
MeOH + NaOH 280 326 409 Bande I : AA= | OH libre en 4’
+38
MeOH + NaOH | Absence 326 Absence - OH libre en 4’
+ 5 minutes de bande de bande OHen7
Ortho di-OH en
MeOH + AICl3 273 - 452 BandeI: AA=| BetOHen5
+81
MeOH +AIC13+ Ortho di-OH en
HCI 269 - 430 BandeI: AA=| BetOHen5
-22
MeOH + NaOAc 275 323 383 Bande II : OHen7
A= +19
MeOH + NaOAc 263 - 387 Bande I : Ad= Ortho di-OH
+ H3BO s +16 sur B

Tableau 18. Données spectroscopiques UV du composé 16
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Figure 47. Série spectrale UV du composé 16
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IV.8.11.d. Données spectroscopiques RMN

L’examen du spectre RMN 'H (600 MHz) enregistré dans CD3;0D du composé 16 la présence

des protons aromatiques caractéristiques d’un composé de type flavonoide.
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Figure 48. RMN 'H (CD;0D ; 600 MHz) du composé 16

Deux signaux sous forme de doublets (couplage méta, J= 2,2 Hz) d’intégration 1H a dy= 6,19
ppm et dy= 6.4 ppm attribuables aux protons H-6 et H-8 respectivement. Un doublet
d’intégration 1H a dy= 6,9 ppm attribuable a H-5, un doublet de doublet d’intégration 1H a
dy= 7,6 ppm (J= 2,2 et 8,5 Hz) attribuable a H-6" et un doublet & dy = 7,7 ppm, J= 2,2 Hz
attribuable a H-2’ (Figure 49).
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Figure 49. Etalement de la zone [6,2 ppm — 7,8 ppm] de spectre RMN 'H (CD;0D ; 600
MHz) du compos¢ 16

L’examen du spectre RMN °C (600 MHz) enregistré dans le CD;0D du composé 16
montre la présence de quinze (15 carbones) aromatiques (Figure 50) qui confirment la

structure de la quercétine en comparaison avec les données de la littérature (Sambandam et

al., 2016 ; Nandani et al., 2013).
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Figure 50. RMN "°C (CD;OD ; 600 MHz) du composé 16

L’ensemble de résultat des analyses spectroscopiques nous oriente vers la structure finale du

composé 16

OH

OH
HO O

OH

OH o}

Figure 51. Structure du composé 16; 3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone (Quercétine)

Le composé 16 est connu ainsi sous les noms ; quercétine, sophorétine et xanthaurine, ¢’est
une molécule trés connue et qui a été isolée et identifiée a partir de différentes espéces

(tableau 19);
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Espéces Familles Références
Cistus albidus Cistacées (Teresa et al., 1978 ;
Wollenweber et Mann,
1984)
Cistus populifolius Cistacées (Teresa et al., 1977)
Cistus salvifolius Cistacées (Giirbiiz et al., 2015)
Brickellia glutinosa Astéracées (Goodwin et Rosler,
1984)
Artemisia vestita Astéracées (Yin et al., 2008)
Blumea balsamifera Astéracées (Saewan et al., 2011)
Saussurea medusa Astéracées (Xie et al., 2005)
Silphium perfoliatum Astéracées (El-Sayed et al., 2002)
Epimedium acuminatum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium brevicornum, Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium davidii Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium pubescens Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium sagittatum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium myrianthum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium pauciflorum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium stellatum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium zhenbaense Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium zhushanense Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium membranaceum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium leptorrhizum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium leishanense Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium koreanum Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium franchetii Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium fargesii Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Epimedium dolichostemen Berbéridacées (Shen et al., 2007)
Sedum takesimense Nakai Crassulacées (Thuong et al., 2007)
Sinocrassula indica Crassulacées (Yoshikawa et al., 2007)
Arabidopsis thaliana Brassicacées (Abrahams et al., 2003 ;
Baxter et al., 2005)
Brassica carinata Y line Brassicacées (Marles et al., 2003)
Arabidopsis thaliana Brassicacées (Baxter et al., 2005)
Arabidopsis thaliana Brassicacées (Abrahams et al., 2003 ;
Baxter et al., 2005)
Albizzia lebbeck Fabacées (Mors et al., 2000)

Tableau 19. Liste des espéces par familles contenants la Quercétine
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Euchresta formosana Fabacées (Lo et al., 2002)
Styphnolobium japonicum Fabacées (Kite et al., 2007)
Trifolium pratense Fabacées (Lin et al., 2000)
Cassia tora Fabacées (Nandani et al., 2013)
Aspalathus linearis Fabacées (Bramati et al., 2002)
Aspalathus linearis Fabacées (Bramati et al., 2002)
Hypericum perforatum Hypericacées (Tatsis et al., 2007)
Hypericum perforatum var.angustifolium Hypericacées (Hashida et al., 2008)
Hypericum sampsonii Hypericacées (Don et al., 2004)
Psorospermum androsaemifolium BAKER | Hypericacées (Poumale et al., 2008)
Salvia dorrii Lamiacées (Lu et Foo, 2002)
Psidium guajava Myrtacées (Arima et Danno, 2002)
Syzygium cumini Myrtacées (Ayyanar et Subash-
Babu, 2012)
Phyllanthus emblica Phyllanthacées (Zhang et al., 2002)
Phyllanthus niruri Phyllanthacées (Mors et al., 2000)
Phyllanthus urinaria Phyllanthacées (Mors et al., 2000)
Eriobotrya japonica Rosacées (Ito et al., 2000)
Malus doumeri varl formosana Rosacées (Lin et al., 2007)
Spiraea formosana Rosacées (Wu et al., 2004)
Rosa rugosa Rosacées (Xiao et al., 2006)
Fragariaxananassa Rosacées (Aaby et al., 2007)
Phellodendron amurense Rutacées (Leu et al., 2006)
Phellodendron japonicum MAXIM Rutacées (Chiu et al., 2005)
Rodgersia podophylla Saxifragacées (Chin et Kim, 2006)
Kadsura heteroclita Schisandracées (Pu et al., 2008)
Smilax bracteata Smilacacées (Zhang et al., 2008)
Smilax riparia Smilacacées (Li et al., 2006)
Xyris pteygoblephara Xyridacées (Guimardes et al., 2007)
Ribes nigrum Grossulariacées (Sambandam et al.,
2016)
Anaxagorea luzonensis A. GRAY Annonacées (Gonda et al., 2000)
Allium cepa Alliacées (Mors et al., 2000)
Punica granatum Lythracées (Lansky et Newman,
2007)
Hibiscus sabdariffa Malvacées (Ali et al., 2005)
Ardisia colorata Myrsinacées (Sumino et al., 2002)
Cruciata taurica Rubiacées (De Rosa et al., 2002)
Piper umbellatum Piperacées (Tabopda et al., 2008)
Oryza sativa cv. Heugjinjubyeo Poacées (Han et al., 2004)
Podocarpus fasciculus Podocarpacées (Kuo et al., 2008)
Euphorbia tinctoria Euphorbiacées (Jassbi, 2006)
Warburgia stuhlmannii Canellacées (Manguro et al., 2003)
Costus spicatus Costacées (Da Silva et al., 2000)

Tableau 19. Liste des espéces par familles contenants la Quercétine (suite du tableau 19)
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Sur la base de ce tableau, il apparait que les familles les plus riches en quercetine sont les
suivantes ; Cistacées, Astéracées, Berbéridacées, Brassicacées, Fabacées, Hypericacées,

Rosacées et Phyllanthacées.

IV.9. Conclusion

L'évaluation antiparasitaire in vitro des extraits de P. inuloides contre Leishmania
amazonensis, Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi et Acanthamoeba castellanii str. Neff
a révélé que I’extrait CHCI; posséde une activité leishmanienne modérée. En outre, le
fractionnement bioguidé de cet extrait actif conduit a 1'isolement et a la caractérisation de la
quercétagétine-3,5,7,3'-tétraméthyléther 1 comme composant actif principal. Le composé 1 et
ses dérivés 6-acétyl 2 et 6,4'-diacétyl 3 ont montré une activité modérée contre les formes
promastigotes de L. amazonensis avec des valeurs de Clsg allant de 0,240 a 0,484 mM et une

faible toxicité sur les cellules macrophages (CCsy 0,37-0,66 mM).

L'évaluation antiparasitaire in vitro des extraits organiques de C. albidus contre Leishmania
amazonensis, Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi et Acanthamoeba castellanii str. Neff
a révélé que les extraits CHCl3 et AcOEt possédent des activités anti-trypanosoma et anti-
acanthamoeba modérées, respectivement. Le fractionnement bioguidé de l'extrait actif CHCI;
contre 7. cruzi a conduit a isoler deux fractions F6,4 et F6,5 qui ont montré une activité
puissante jusqu’a 100 pg/ml. Le fractionnement bioguidé de I'extrait actif d’AcOEt contre A.
castellanii a conduit a isoler une fraction F14A qui a montré une activité importante jusqu’a
100 pg/ml. Les fractions F6,4 ; F6,5 et F14A sont constituées des mélanges de produits, qui

n’ont pas été séparées.

Cette étude rapporte aussi pour la premiere fois I’évaluation de 1’activité anti-leishmanienne
de la plante saharienne P. inuloides et I’évaluation des activités anti-trypanosoma et anti-
amoeba des extraits organiques de la partie aérienne de I’espece C. albidus. D'autres études in
vivo devraient €étre entreprises pour confirmer les potentiels biologiques des extraits
chloroforme de la partie aérienne de P. inuloides et chloroforme et acétate d’éthyle des parties
aériennes de C. albidus. Le fractionnement bioguidé contre les parasites L. amazonensis, T.
cruzi et A. castellanii nous a permis d’isoler trois (03) composés naturels, dont les structures
ont été établis par la combinaison des différentes méthodes spectrales ; UV-Visible, IR, NMR
'H, C et ses séquences, bidimensionnelle: ROESY et HMBC.
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Les composés identifiés sont indiqués ci-dessous :

NN N N

Composé 1 : Quercétagétine 3,5,7,3'-tétraméthyléther

Composé 2 : 6-Acetoxy-4'-hydroxyl-3,5,7,3'-tetramethoxyflavone
Composé 3 : 6,4'-Diacetoxy-3,5,7,3'-tetramethoxyflavone
Composé 15 : Genkwanine

Composé 16 : Quercétine

3 3

1 2 3
Quercétagétine 3,5,7,3'- 6-Acetoxy-4"-hydroxyl-3,5,7,3'- 6,4'-Diacetoxy-3,5,7,3'-
tétraméthyléther tetramethoxyflavone tetramethoxyflavone

15 16

Genkwanine Quercétine
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V.1. Définition et généralités

Une huile essentielle est un liquide hydrophobe concentré contenant des composés
aromatiques volatils de la plante. Ils sont également connus en tant qu'huiles aromatiques,
huiles parfumées, huiles volatiles de vapeur, huiles éthérées, ou simplement comme "l'huile
de" la matiére végétale a partir de laquelle elles ont été extraites, telles que 1'huile de clou de
girofle (Somesh et al., 2015). Les huiles essentielles sont généralement incolores, surtout
lorsqu'elles sont fraiches. Néanmoins, avec le temps, I'huile essentielle peut s'oxyder, ce qui
fait que la couleur devient plus foncée. Par conséquent, 1'huile essentielle doit étre stockée
dans un endroit frais et sec étroitement fermé et de préférence dans des récipients en verre

ambrés.

L'huile essentielle est utilisée dans la parfumerie, 1'aromathérapie, les cosmétiques, 1'encens, la
médecine, les produits d'entretien ménagers et pour aromatiser les aliments et les boissons. Ce
sont des produits de valeur dans les industries de la parfumerie et de 1'alimentation. Un certain
nombre de pays produisent différents types d'huiles essentielles (Rao et al., 2005). Une huile
essentielle est généralement séparée de la phase aqueuse par une méthode physique qui

n'entraine pas de changement significatif dans sa composition chimique.

De nombreuses huiles aromatiques ont été citées pour de nombreuses applications dans les
domaines liés a la santé, dans les aliments et les utilisations commerciales (Burt, 2004) en
raison de leurs effets bactéricides, de leurs propriétés virucides, antifongiques et
antioxydantes (Chaudhari et al., 2012). En général, les terpénoides sont les principaux
constituants des huiles essentielles qui sont responsables de leurs activités biologiques

(Silvério et al., 2013).

Le but de cette étude c’est d'analyser les compositions chimiques des huiles essentielles des
especes Pulicaria inuloides (saharienne) et Cistus albidus de la région des Aures. Leurs huiles

essentielles ont été obtenues par la méthode d’entrainement a la vapeur d’eau.
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V.2. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes d'extraction des huiles essentielles, mais les plus utilisées sont

l'entralnement a la vapeur d’eau et I'hydrodistillation de la plante fraiche ou seche.

V.2.1. Hydrodistillation

C’est la méthode la plus simple et plus anciennement utilisée (Meyer-Warnod et al., 1984). Le
procédé consiste a immerger la matiére végétale dans un ballon rempli d'eau placé sur une
source de chaleur. Le tout est ensuite porté a 1’ébullition. La chaleur permet I’éclatement des
cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces
molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par
différence de densité. Au laboratoire, le Clevenger est le systéme équipé d’une cohobe
généralement utilis€é pour 1’extraction des huiles essentielles, et la durée d’une
hydrodistillation peut considérablement varier selon le matériel utilisé et la mati¢re végétale a

traiter (Figure 1).

Refrigerant

‘\ Dean Stark
k/f 7 tial oils

Reducer

Round Bottom Flask (20)
Plant material and water|

Flask heater

Stand

Figure 1. Montage d’hydrodistillation

V.2.2. Entrainement a la vapeur d’eau

C’est I'une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles essentielles. Cette technique
ne met pas en contact direct de I’eau et la matiere végétale. La vapeur d’eau traverse la

maticre végétale située au-dessus d’une grille et les cellules éclatent et libérent 1’huile
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essentielle pour former un mélange d’eau et huile essenticlle qui est ensuite véhiculée vers le

condenseur et I’essencier avant d’étre séparées en une phase aqueuse et une phase organique :

I’huile essentielle (Figure 2).

Vapeur deau chargee

Cau chaude
d huile essentele

Hude essantmlle
Plantes aromatiques
~,

Vapeuw d'eau
e
Eau N
Eau forale
Eauflocale +
ChaGUl e ) ) ) ) ) hule essemelie

Essencier

Figure 2. Montage d’entrainement a la vapeur d’eau

V.2.3. Extraction par micro-onde

Le procédé de cette technique consiste a irradier la matiére végétale broyée par micro-ondes
en présence d’un solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol, pour I’extraction
de composés polaires ou I’hexane pour I’extraction de composés apolaires) (Golmakani et al.,
2008). L’ensemble est chauffé sans atteindre [’é¢bullition durant de courtes périodes

entrecoupées par des étapes de refroidissement (Figure 3).

Réfrigérant & air =

Huile essentielle

Décoction

Réacteur

Figure 3. Montage d’extraction par micro-onde
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V.2.4. L’expression a froid

Ce procédé d'extraction est le plus simple mais aussi le plus limité. Il est réservé a I’extraction
des composés volatils dans les péricarpes des hespéridés ou encore d’agrumes qui ont une trés
grande importance pour I’industrie des parfums et des cosmétiques. Le principe consiste a
déchirer les péricarpes riches en cellules sécrétrices. L’essence libérée est recueillie par un
courant d’eau et recoit tout le produit habituel de 1’entrainement a la vapeur d’eau, d’ou la

dénomination d’huile essentielle (Arnould et al., 1981).

Figure 4. Montage d’expression a froid

V.3. Protocole d’extraction de HE de P. inuloides et C. albidus

Les parties aériennes des espeéces médicinales et aromatiques P. inuloides (tiges, feuille et
fleurs, 150 g) et C. albidus (tiges et feuille, 250 g) ont été soumises a une distillation par
entrainement a la vapeur. Le principe consiste a faire passer les vapeurs d’eau bouillantes a
travers les plantes a une température adéquate pour détruire les cellules végétales, afin de
libérer ainsi les molécules aromatiques et les entrainer dans un serpentin de refroidissement.
La, les vapeurs refroidies retournent a 1'état liquide formant un mélange azéotropique «eau +
huiles essentielles». Les huiles essentielles et 1'eau florale se séparent par simple différence de

densité. Cette opération a été effectuée en trois heures de temps.

Afin d’obtenir I’huile essentielle restante mélangée avec la phase aqueuse, la décantation a été
réalisée dans une ampoule a décanter dans laquelle le mélange précédent se sépare en deux
phases non miscibles en utilisant I’hexane comme une phase organique. La phase aqueuse se
situe dans la partie inférieure et la phase organique (huile essentielle soluble dans I’hexane) se

situe au-dessus.
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Figure 5. Protocole d'extraction par entrainement a la vapeur d'eau

V.4. Résultats et discussion

Apres I’obtention de I’huile essentielle, I’hexane a été évaporé, et I’huile essentielle obtenue a
été pesée et analysée par un appareil GC-MS agilent modéle 6890 et les résultats de la

composition chimique sont représentés dans le tableau suivant :

Plante Poids de la plante sec (W;) | Poids de ’huile (W;) | Rendement (%)
P. inuloides 150 g 600 mg 0,4
C. albidus. 250 g 27,7 mg 0,011

Tableau 1. Résultats de 'extraction par entrainement a la vapeur d'eau des huiles essentielles

de P. inuloides et C. albidus

Le rendement en pourcentage des huiles essentielles obtenues a partir de deux espéces

médicinales et aromatiques a été calculé sur la base du poids sec comme suit:
Rendement (%) = (W; x 100) / W,
Ou; W = Poids de I’huile obtenue ; W, = poids de 1’espéce sec.

Ce rendement peut varier d’une région a un autre, selon les conditions de températures,

d’humidité, de la composition du sol et ainsi la technique d’extraction utilisée.

V.4.1. L’analyse de la composition de ’HE de C. albidus

Les constituants chimiques de 1’espéce médicinale C. albidus, ont été identifiés en utilisant la

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse GC/MS et en
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comparant la masse modéle de fragmentation des spectres avec celles de la bibliographie
(Adams, 2007 ; Stein et al., 2008).

Cette technique nous a permis d’obtenir un chromatogramme, qui est constitué du temps en

abscisse et ou chaque pic représente un constituant;

. - RF-5724 Oz = —
pes FOPED Co—
|~ -
p
3

2200 2300 2400 2900 2000 274

Figure 6. Chromatogramme GC de I’huile essentielle de 1’espéce du genre C. albidus

analysée par GC/MS

Le tableau suivant montre les résultats chromatographiques, exprimés en pourcentages de

surface de pic GC calculés sans correction du facteur de réponse :

N° de Temps de Teneur Nom du composé Formule Structure
pic rétention (%) identifié brute
(min)
1 9,848 0,4 Alpha-terpinéol C0H30
OH
2 10,906 1,1 Acide nonanoique CoH 50,
3 15,091 0,826 Lédol Cy5H60

Tableau 2. Composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes de C. albidus
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Selin-11-en-4-
4 1 5,8 11 0,6 alpha—ol C15H260

5 18,83 223 15,16-dinorlabd- CisH300 o
8(20)-en-13-one

6 19,795 12,4 Manool C,H340
Acide
7 21,379 17,3 méthacrylique M- C4HsO,
292
8 21,919 1,9 Tricosane Cy3Hug CHj;.(CH),;-CH;
9 23,53 1,2 Pentacosane C,sHs, CH;_(CH),3-CH;
10 25,028 1,6 Heptacosane C,7Hs6 CHj;.(CH),5-CH;
11 26,428 1,9 Nonacosane CyoHgo CHj;.(CH),,-CH;

Tableau 2. Composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes de C. albidus

(suite du tableau 2)

L’analyse de I’HE des parties aériennes de 1’espéce du genre C. albidus par GC/MS nous a
permis d’identifier onze (11) constituants répartissant en sept (07) composés oxygénés
(42,3%) et quatre (04) composés hydrocarbonés (6,6%), tout le représentant 61,5% de la
composition chimique de I’huile essentielle. Les composés majoritaires ont été le 15,16-
dinorlabd-8(20)-en-13-one (22,3%) suivi par 1’acideméthacrylique (M-292) avec une teneur
(17,3%) et le diterpene oxygéné manool (12,4%). Viennent ensuite les composés : nonacosane
(1,9%), tricosane (1,9%), heptacosane (1,6%), pentacosane (1,2%) et 1’acide nonanoique
(1,14%). Les composés présents en faibles proportions ont été le ledol, le selin-11-en-4-alpha-
ol et le monoterpéne alpha-terpinéol avec des teneurs respectives de 0,8 ; 0,6 et 0,4%,

respectivement.

Nous avons comparé les compositions chimiques de la méme espéce provenant de la région
de Provence (Sud-est de la France) (Paolini et al., 2008) et de la Province d’Alicante
(Communauté de Valence, Sud-est de I’Espagne) (Morales-Soto et al., 2015). Le tableau

suivant représente les différents composés identifiés :
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N° Nom du composé IR Teneurs (%)
En Algérie | En France | En Espagne
2015 2003 2013

1 3-Hexen-1-0l, (37) 855 - - 6,64
2 Benzene, ethenyl(Styrene) 867 - - 2,34
3 2-Heptanol 894 - - 2,24
4 Benzenemethanol 1035 - - 5,14
5 a-Guaiacol 1088 - - 20,72
6 2-Phenylethanol 1116 - - 4,49
7 Camphor 1158 - - 1,29
8 alpha terpinéol 1196- 0,43 0,2 -

1172
9 acide nonanoique 1267 1,1 - -
10 Bornylacetate 1291 - - 15,34
11 b-bourbonéne 1388 - 1,9 -
12 (E)-b-caryophyllene 1419 - 5,9 -
13 allo-aromadendréne 1451 - 3,4 -
14 a-curcumene 1467 - 7,7 -
15 germacrene-D 1477 - 3,1 -
16 a-zingibéréne 1488 - 12,8 -
17 shyobunone 1503 - 1,4 -
18 d-cadinéne 1516 - 3,4 -
19 oxyde de caryophylléne 1575 - 3,8 -
20 Lédol 1602- 0,83 0,2 -

1588
21 a-cadinol 1643 - 5,4 -
22 selin -11-én-4-alpha-ol 1658 0,61 - -
23 a-bisabolol 1665 - 4,1 -
24 15,16-dinorlabd-8(20)-én-13- 1957 22,31 - -

one

25 Manool 2056 12,44 - -
26 Acide methacrylique M-292 2236 17,29 - -
27 Tricosane 2299- 1,9 0,6 -

2300
28 Pentacosane 2499 1,17 - -
29 Heptacosane 2700 1,62 - -
30 Nonacosane 2900 1,91 - -

Tableau 3. Composition chimique de I’'HE de ’espece C. albidus provenant de différents

pays

L’histogramme suivant montre la composition chimique de I’HE de C. albidus provenant de

différents pays est représentée ci-dessous :
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Figure 7. Histogrammes représentent les teneurs en % de I’HE des trois échantillons

D’apres cette recherche bibliographique, la composition chimique de notre échantillon était
trés différente de celle des échantillons de la méme espéce étudiée en France et en Espagne,
car les constituants principaux de notre huile essentielle 15,16-dinorlabd-8(20)-en-13-one
(22,3%), I’acide méthacrylique (17,3%) et le diterpene oxygéné manool (12,4%) n'étaient pas
présent dans les autres échantillons. Les deux composés majoritaires de notre huile, le manool
et le 15,16-dinorlabd-8(20)-en-13-one ont un squelette du type labdane et ont des structures
apparentées aux molécules constituantes I’ambre gris naturel qui est sécrété par les poissons et
qui est d’une grande importance économique, ces deux produits prépondérants dans notre
huile participent donc a l'odeur caractéristique de 1'ambre gris. Alors que 1’échantillon de
Provence est dépourvu de ce type de molécules et se caractérise par la présence en proportion
importante de sesquiterpénes a squelette bisabolane : a-zingibérene (12,8%) et a-curcumene
(7,7%) (Paolini et al., 2008) et I’échantillon espagnol en est également dépourvus et contient
I’a-guaiacol (20,7%) et le bornyl acétate (15,3%) comme produits majoritaires (Morales-Soto

etal., 2015).

Seuls trois produits sont communs a notre échantillon et & celui de Provence en France ou ils
se trouvent avec des teneurs plus faibles (traces). Ces composés communs sont représentés

dans le tableau suivant :
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Teneur (%)
Composés HE de C. albidus HE de C. albidus
Algérie France
Tricosane 1,9 0,6
Ledol 0,826 0,2
Alpha-terpinéol 0,428 0,2

Tableau 4. Les composés communs dans I’HE de I’espéce du genre C. albidus étudié en

Algérie et en France

Les autres composés minoritaires de ces trois échantillons sont largement différents a
I’exception les trois composés cités précédemment et qui sont communs entre I’espece étudiée
et celle de France. Il est a signaler également que la plupart des composés majoritaires de
notre échantillon ne sont pas présents dans les autres espeéces de Cistus. Par ailleurs si le
squelette labdanique (Paolini et al., 2008) rencontrés dans deux des composés majoritaires de
notre espéce est présent également dans d’autres especes de Cistus telles que C.
monspeliensis, C. ladaniferus, C. parviflorus et C. creticus dont les chemotypes sont
également de type labdanique, ces produits majoritaires sont spécifiques a notre espece Cistus

et sont nouveaux pour le genre Cistus.

Certains composés minoritaires de notre échantillon sont présents dans la composition
chimique d’huiles essentielles du C. ladaniferus (Mariotti, 1994 ; Mariotti et al., 1997) et C.
monspeliensis (Giilz et al., 1984) avec des teneurs différentes, ces composés sont présentés

dans le tableau suivant :

Teneur en%
Composés HE de C. albidus HE de HE de
Algérie C. ladaniferus C. monspeliensis
Ledol 0,83 33 3.8
Tricosane 1,9 - 3,6
heptacosane 1,6 - 28,7
Nonacosane 1,9 - 8,6

Tableau 5. Produits communs entre notre échantillon et deux espéces de Cistus
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Cette recherche a montré aussi que I’HE de Cistus monspeliensis renferme des composés a
squelettes cistane (Tabacik et al., 1971) et clérodane (Angelopoulou et al., 2001), ceux-ci ne

sont pas présents dans 1’huile essentielle de notre espéece.

Ce travail apporte une nouveauté a ce genre qui réside dans le fait que c’est la premiére fois
que des diterpénes a squelette du type labdane sont décrits pour notre espéce et avec des
teneurs élevées. Ces molécules sont nouvelles également pour le genre Cistus. Ces molécules
du type labdaniques ont des structures similaires a celles rencontrés dans 1’ambre gris. Ce qui
souligne, outre 1’originalité de nos résultats, 1’intérét économique de 1’espece algérienne

comparativement aux échantillons provenant d’autres pays méditerranéens.

VI1.4.2. L’analyse de la composition de ’HE de P. inuloides

Apres 1’obtention de I’huile essentielle, I’hexane a été évaporé et 1’huile essentielle obtenue
est pesée et analysée par un appareil GC/MS agilent modéle 6890 et les résultats de la

composition chimique sont représentés dans le tableau suivant :
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N° TR IR Composants %
1 12,203 1289 Thymol 0,1
2 12,303 1298 Carvacrol 0,1
3 13,111 1345 o-cubebene 0,4
4 13,538 1374 o-copaene 1,1
5 13,778 1431 B-gurjunene 0,3
6 13,778 1387 B-cubebene 0,2
7 14,084 1479 amorpha-4,7(11)-diene 0,3
8 14,084 1409 a-gurjunene 0,2
9 14,244 1417 B-caryophyllene 0,1
10 14,39 1430 B-copaene 0,2
11 14,656 1448 cis- muurola-3,5-diene 0,1
12 14,718 1451 trans- muurola-3,5-diene 0,2
13 14,822 1471 cis-cadina-1(6),4-diene 0,1
14 14,915 1465 cis-muurola-4(14),5-diene 0,8
15 15,077 1475 trans-cadina-1(6),4-diene 1,0
16 15,123 1478 y-muurolene , 2,9
17 15,198 1484 germacrene D 0,4
18 15,247 - selina-3,5-diene 3,1
19 15,36 1493 trans-muurola-4(14),5-diene 1,4

20 15,486 1500 o-muurolene 7,8

21 15,693 1513 y-cadinene 6,6

22 15,836 1522 d-cadinene 24,0

23 15,924 1528 cis-calamenene 2,8

24 16,032 1537 a-cadinene 1,9

25 16,119 1544 o-calacorene 0,4

26 16,369 1557 trans-cadinene ether 0,2

27 16,539 1445 4-0-H,10-0-H-guaia-1(5),6-diene 0,2

28 16,655 1660 1,6-germacradien-5-ol 4,1

29 16,75 1496 Valencene 0,3

30 16,875 1518 Zonarene 0,3

31 17,071 1585 B-oplopenone 0,3

32 17,206 1612 1,10-di-epi-cubenol 0,6

33 17,4 1616 1-epi-cubenol 1,0

34 17,57 1652 a-epi-cadinol 15,0

35 17,602 1644 o-muurolol 2,1

36 17,71 1555 1, 2,3,4-tetrahydro-1,5,7-trimethylnaphthalene 1,1

37 17,788 1652 alpha- cadinol 12,7

38 18,271 1700 amorphan-4,9-dien-2-ol 2.4

39 18,428 1767 14-hydroxy-o-muurolene 0,6

40 18,544 1588 epi-globulol 0,7

41 18,943 1551 elema-1,11-dien-15-al 0,7

42 18,966 1861 3-Oxyanthranilic acid 0,3

43 19,272 1759 Cyclocolorenone 0,2

44 20,186 1814 Isopropyl tetradecanoate 0,5

Total 99,8%

Tableau 6. Composition de 1’huile essentielle des parties aériennes de la plante P. inuloides
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Le chromatogramme GC/MS révéle la présence de quarante quatre (44) composés
représentant 99,8% de la composition globale de I’huile essentielle de la plante médicinale P.
inuloides. La composition en sesquiterpénes hydrocarbonés était prépondérante, le d-cadinene
est le composé majoritaire (24%), suivi par 1' a-muurolene (7,8%), le y-cadinene (6,6%). L'a-
epi-cadinol (15%) et I’ a-cadinol (12,7%) qui sont les principaux sesquiterpénes oxygénés
identifiés. Les noms et les formules des principaux composés identifiés dans notre plante

médicinale sont résumés dans le tableau suivant :

Ne° Nom du composé Formule brute Structure

1 0-cadinene CisHog

H

CHs

o

2 o-muurolene Ci5Hos
HsC
.
HsC C

Hs

3 y-cadinene CisHo4
"N
4 a-epi-cadinol Ci5H60 ?i;]\
HQ ;::\H
5 o-cadinol Ci5H60 @i;‘\
DA
T

Tableau 7. Structure des composés identifiés dans I’huile essentielle de P. inuloides

V.4.3. Etude comparative concernant la composition de I’huile essentielle de la plante P.

inuloides

L’étude comparative réalisée sur I’HE de la méme espéce P. inuloides dans d’autres régions

du monde a révélé une grande diversité dont les produits majoritaires de notre espece
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d’Algérie ont été complétement différents de ceux obtenus dans le cas de deux HE provenant
du Yémen. En effet les produits majoritaires de notre espéce P. inuloides étaient; le o-

cadinene (24%), I' a-muurolene (7,8%), le y-cadinene (6,6%), 1'a-epi-cadinol (15%) et I’ o -

Chapitre V' : Les huiles essentielles

cadinol (12,7%), qui n’étaient pas présents dans les deux échantillons du Yémen.

Les produits majoritaires des deux espéces Yéménites sont: 1,2-diethoxy-ethane (9,6%), 2-
methyl-5-(1-methyl)-Cyclohexen-1-one (47,3%) pour la premicre (Al-Hajj et al., 2014a) et 2-
methyl-5-(1-methyl)-Cyclohexen-1-one (55,1%), toluene (20,6%) et Z-Citral (2,9%) pour la

deuxieme (Al-Hajj et al., 2014b) qui ne sont pas du tout présents dans notre espéce.

Le tableau suivant représente les composés majoritaires dans les trois espéces:

N° Nom du composé TR Teneurs en %
(Min) En En
Algérie Yemen
Bany Sana
Mater
1 1,2-diethoxy Ethane 1,5 - 9,6 -
é Toluéne (CAS) 5,7 - - 20,6
3 0-copaene 13,5 1,1 - -
4 trans-cadina-1(6),4-diene 15,0 1,0 - -
5 y-muurolene , 15,1 2.9 - -
6 selina-3,5-diene 15,2 3,1 - -
7 trans-muurola-4(14),5-diene 15,3 1,4 - -
8 o-muurolene 15,4 7.8 - -
9 y-cadinene 15,6 6,6 - -
10 d-cadinene 15,8 24,0 - -
11 cis-calamenene 15,9 2,8 - -
12 o-cadinene 16,0 1,9 - -
13 1,6-germacradien-5-ol 16,6 4,1 - -
14 1-epi-cubenol 17,4 1,0 - -
15 a-epi-cadinol 17,5 15,0 - -
16 o-muurolol 17,6 2,1 - -
17 1, 2,3,4-tetrahydro-1,5,7- 17,7 1,1 - -
trimethylnaphthalene
18 alpha- cadinol 17,7 12,7 - -
19 amorphan-4,9-dien-2-ol 18,2 2,4 - -

P. inuloides (Yemen)
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20 2-méthyle-5-(1-méthyle)-2- 18,6- - 47,3 55,1
Cyclohexen-1-one 18,9

21 2-méthyle-5-(1-méthyle 19,0 - 2,7 -

éthyle) Cyclohexanol

22 Zingiberene 19,0 - - 1,0

23 Z-Citral 19,1 - - 2,9

24 2-méthyle-5-(1-méthyle)-2- 19,2 - 1,0 -

Cyclohexen-1-ol

25 alpha-Farnesene 19,3 - - 1,1

26 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)- 19,5 Mount 1,1 -
4-methyl Benzene Imran

27 Cyclohexene, 3-(1,5- 19,6 - - 1,7

dimethyl-4-hexenyl)-
28 cis-Carvotanacetol 19,9 - 1,1 -
29 7-Oxabicyclo[4.1.0]heptane, 19,9 - - 1,5
I-methyl- (C
30 Isopropyl tetradecanoate 20,1 0,5 - -
31 Thymohydroquinone 20,5 - 1,1 -
dimethyl ether
32 Geranyl propionate 20,6 - - 1,5
33 (-)-Caryophyllene oxide 21,9- - 1,1 0,9
22,0

34 2-E-Tetradecen-1-ol 22,2 - 1,0 -

35 2-méthyle-5-(1-méthyle)-2- 24,0 - 1,4 -
Cyclohexen-1-one

36 Tetracosane 26,5 - 1,5 -

37 Pentacosane 26,6 - - 0,8

38 3,7,11,15-tetraméthyle-2- 27,7 - 1,8 -

Hexadecen-1-ol
39 Hexadecanoic acid (CAS) 32,8 - 12,8 -

Tableau 8. Composition chimique de I’HE des parties aériennes de la plante

P. inuloides (Yemen) (suite du tableau 8)

En basant sur ces résultats, on constate que la composition chimique de notre HE et celle des

autres especes du méme genre Pulicaria étudiées antérieurement présentent une différence

significative entre les différents produits majoritaires (tableau 9) ;

Nous avons sélectionné pour accomplir cette étude comparative deux especes différentes :

Pulicaria undulata (Iran) et Pulicaria jaubertii (Yemen), ’analyse qualitative et quantitative

de leurs huiles essentielles a montré toujours un grand intervalle de différence en termes de

composés majoritaires dont les résultats sont représentés dans le tableau suivant :
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Plante Composés majoritaires Référence
P. inuloides o-cadinene a-epi-cadinol a-cadinol -
(24%) (15%) (27%)
P. jaubertii Carvotanacetone - - (Al-Fatimi et
(93,5%) al., 2015)
4-terpéneol 1S-cis- Junipene (Mehdi et al.,
P. undulata (20,12%) Calamenene (8,66%). 2011)
(13,37%)

Tableau 9. Composition chimique des HE de quelques espéces de Pulicaria

Ces huiles essentielles étudiées présentent une trés grande variabilité au niveau de leurs
compositions. Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs d’origine génétique ou
liée a la localisation géographique et aux conditions écologiques de croissance et de

développement de la plante.

V.5. Conclusion

L’analyse par GC et GC-MS de I'huile essentielle de C. albidus récoltée dans la région des
Aures et isolée par la méthode d’entralnement a la vapeur d’eau a permis 1’identification
d’onze (11) composés dont les plus importants étaient ; le 15,16-dinorlabd-8(20)-en-13-one
(22,31%), I’acide méthacrylique (17,3%) et le diterpene oxygéné manool (12,4%). Ces trois
composés sont décrits pour la premiére fois dans la composition chimique d’une huile

essentielle de C. albidus, ce qui en fait un chémotype particulier spécifique a 1’ Algérie.

L’analyse par GC/MS de I'huile essentielle de P. inuloides révéle la présence de quarante
quatre (44) composés dont la composition en sesquiterpénes hydrocarbonés était
prépondérante, le d-cadinene est le composé majoritaire (24%), suivi par I' a-muurolene
(7,8%), le y-cadinene (6,6%). La composition chimique de I’huile essentielle du P. inuloides
récoltée dans la région de Sahara algérien s’est révélée tres différente de celles d’huiles

d’autres d’échantillons de la méme espéce, ainsi que celle d’autres espéces du méme genre.

Etant donné que ces espéces aromatique n’ont pas fait 1’objet de beaucoup d’études et comme
chaque huile essentielle est dotée de vertues thérapeutiques et pharmacologique, il serait
intéressant pour la suite de ce travail, de mener des étude plus approfondie sur les composés
existant au sein de ces huiles essentielles et de faire des évaluations biologiques sur diverses

activités telles qu’insecticides, antifongiques, bactéricides ou antimicrobiennes.
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VI.1. Introduction

Les métaux sont généralement toxiques s’ils sont présents en exces (Lutz et al., 1996 ; Drasch
et al., 1994 ; Oskarsson et al., 1996). Les ¢léments minéraux forment une vaste famille
d'éléments inorganiques que 1'on peut trouver dans notre alimentation végétale ou animale, ce
sont des substances indispensables pour la croissance des plantes et des animaux parmi
lesquels on trouve les éléments suivants : Na, K, Cl, Ca, P et Mg qui sont des macroéléments
ou ¢léments minéraux majeurs et également Fe, Zn, Cu, Se et I qui sont des oligoéléments ou

¢léments en traces.

Aujourd’hui, 'utilisation des herbes médicinales pour le traitement de nombreuses maladies
humaines est en augmentation, en raison des traitements doux qu’ils représentent et de leurs
faibles effets secondaires. Elles sont bénéfiques, non seulement pour leurs propriétés
curatives, mais aussi pour leur valeur nutritive. La détermination de leur teneur en composés
minéraux est trés importante, car plusieurs compositions ¢lémentaires inorganiques sont
publiées pour beaucoup de plantes médicinales, la concentration et la nature de 1’élément
absorbé sont spécifiques a la plante, 1’¢lément peut devenir toxique pour 1’espece et pour le
milieu dans lequel elle évolue lorsque sa concentration est supérieure a la capacité

d’absorption de I’espéce présente dans le milieu.

Différentes plantes médicinales et aromatiques (Pulicaria inuloides (Poir.) DC., Cedrus
atlantica (Endl.) Manetti., Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicea L., Juniperus
phoenicea L., Marrubium vulgare L., Euphorbia helioscopia L., Peganum harmala L.,
Daphne gnidium L., Calendula algeriensis L., Bunium incrassatum L., Echinops ritro
L.,...etc) ont été cueillies dans la région des Aures et ainsi dans le Sahara d’Algérie, la teneur
en macroé¢léments et en éléments-traces a été déterminée apres la digestion par microonde par
spectroscopie d'émission atomique par plasma a couplage inductif (ICP-AES) et spectroscopie

de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS).

L’objectif de cette étude se concentre d'une part sur la détermination de la teneur en éléments
essentiels et d'autre part sur les éléments non essentiels qui sont considérés comme toxiques
pour I'homme, couvrant au total les éléments suivants ; Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K,

Mg, Mn, Na, Ti, Pb, et Zn.
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VI1.2. Présentation de laboratoire

L’Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien (IPHC) a été créé le 1 janvier 2006, il situait
sur le campus de Chronenbourg-Strasbourg. C’est une unité mixte de recherche du centre
nationale de la recherche scientifique CNRS de l’université de Strasbourg (Institue

Pluridisciplinaire Hubert Curien, a).
Trois laboratoires originaux constituent aujourd’hui trois départements de I’'IPHC

« Département d’écologie, physiologie et éthologie (DEPE).
« Département de recherche subatomique (DRS).

« Département des sciences analytiques (DSA).

Le DSA a pour principaux objectifs 1’¢laboration de nouvelles architectures complexantes
qui permettent la reconnaissance, le transport et le transfert des ions. L’application de ces
substances concerne le traitement des solutions et la séparation des mélanges complexes

des macromolécules biologiques (Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien, b).

Figure 1. Campus de Cronenbourg-Strasbourg / France (CNRS délégation Alsace)

La plateforme analytique inorganique du laboratoire de reconnaissance et procéde de
séparation moléculaire (RePSeM) (ou notre stage s’est déroulé) est dirigé par Mme. Anne
Boos depuis 2003. L’objet de ce laboratoire est de suivre et d’analyser les éléments
inorganiques (analyse quantitative et qualitative des éléments-traces) dans des échantillons
de nature variée (végétal, animal,...) a I’aide des deux techniques d’analyse qui sont;
I’ICP/AES et I'ICP/MS.
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VI1.3. Analyse par ICP/AES

Le principe de I’analyse spectrométrique ICP-AES est de mesurer les radiations émises par
les atomes passés dans un état excité, sous forme atomique ou ionisée, grace a un plasma a
trés haute température. L’atome excité est instable, donc il tend a revenir a un état

fondamental plus stable en libérant son excédent d’énergie par émission de photons.
L’appareil utilisé est un appareil Varian 720ES et se décompose en quatre parties :

a) Systéme d’introduction des échantillons.
b) Systéme d’atomisation et d’excitation.

¢) Systéme optique de séparation des différentes raies d’émissions optique.

d) Systeme de détection des photons séparés (Francis Rouessac et Annick Rouessac,
2009).

Figure 2. Appareil ICP/AES

VI1.4. Analyse par ICP/MS

Le principe de cette technique est de mesurer le rapport masse/charge des atomes présents
dans I’échantillon en utilisant un plasma pour 1’ionisation des ¢éléments grace a 1’action
d’un champ électrique (ou magnétique) dans un vide poussé qui permet aux ions de suivre

des trajectoires différentes en fonction du rapport masse/charge.
L’appareil utilisé est un appareil Agilent 7500 Cx et se décompose en quatre parties ;

a) Systéme d’ionisation ; I’échantillon est introduit dans la torche a plasma sous forme
d’aérosol, pour détruire toutes les formes moléculaires et laisser seulement les

¢léments sous forme ionisée ou atomique.
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b) Systéme d’accélération; pour accélérer les ions formés grice a des lentilles
¢électroniques et augmenter leur énergie cinétique.

¢) Systéme de séparation ; pour la filtration des ions selon le rapport masse/charge.

d) Systéme de détection ; les ions frappent un détecteur qui va fournir un signal

¢lectrique proportionnel au nombre d’ions regus et les résultats sont exportés sous

forme de spectres de masse (Francis Rouessac et Annick Rouessac, 2009).

Figure 3. Appareil ICP/MS

VLS. Produits chimiques, appareils et matériels utilisés

Produits chimiques Aappareils et matériels
o Acide nitrique HNOj; (Trace Select, o Microonde, réacteurs en
69%, marque Fluka) Téflon
o Acide chlorhydrique HCI (37%) o ICP-AES
o Eau ultra pure o ICP-MS
o Me¢éthanol pour HPLC o LC-MS
o Acétonitrile o Etuve
o Acide formique o HPLC
o Indium 1 ppm

VI.6. Collection et préparation des extraits

Les espéces suivantes ont été récoltées dans les régions des Aurés (Nord-est de I'Algérie,

Voire chapitre II).
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N° Espéces N° Espéces
1 Juniperus phoenicea L. 7 Daphne gnidium L.
2 Juniperus oxycedrus L. 8 Euphorbia helioscopia L.
3 Cedrus atlantica (Endl.) Manetti. 9 Marrubium deserti de Nog.
4 Marrubium vulgare L. 10 | Calendula algeriensis L.
5 Bunium incrassatum L. 11 | Peganum harmala L.
6 Echinops ritro L.

Tableau 1. Les différents extraits alcooliques des espéces des Aures

L’organigramme suivant montre les différentes étapes d’extraction des différentes espéces des

Aures;

Matiére végétale (parties aérienne) pulvérisée

Macération dans (EtOH: H20,8:2)
Filtration
Concentration a séc

Figure 4. Organigramme récapitulatif d’extraction des différentes especes des Aures
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VI1.7. Protocoles utilisés
VI1.7.1. Teneurs en eau

Les différentes especes seches ; Cedrus atlantica (Endl.) Manetti., Juniperus oxycedrus L.,
Juniperus phoenicea L. et Thymus algeriensis L., ont été bien broyées a 1’aide d’un broyeur
¢électrique jusqu’a obtention d’une poudre homogéne. Ensuite 2,0 g de chaque espéce a été
placée a I’étuve a 105°C pendant 48 heures. La teneur en eau a été calculée en utilisant la

relation suivante ;
Teneur en eau (%) = (M;-M3)*100/M,

M; : masse (en g) de la capsule avec I’échantillon avant la déshydratation.
M; : masse (en g) de la capsule avec I’échantillon aprées la déshydratation.

M : masse (en g) de I’extrait avant la déshydratation (Audigie et al., 1978).

VI1.7.2. Minéralisation

Tous les échantillons (21 extraits) ont été pesés (0,25 g) et minéralisés avec 2,5 ml d’acide
nitrique (69%) et 1,5 ml d’eau ultra pure. Les réacteurs ont été placés dans un systéme micro-
onde a 220°C et sous une de pression de 20 bars. Les réacteurs ont été ensuite refroidis a 50-

60°C. La durée de cette opération était d’environ 1h.

Figure 5. Préparation des échantillons a minéraliser
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Apres refroidissement, les extraits minéralisés (minéralisates) ont été transférés dans des tubes
a essai déja pesés. Les résultats ont été exprimés en effectuant une correction au moyen d’un
¢chantillon blanc préparé avec uniquement 2,5 ml d’acide nitrique et 1,5 ml de I’eau ultra

pure pour les extraits et 4 ml d’acide nitrique pour les espéces séches.

VI1.7.3. Analyse par ICP-AES

Le dosage a été ensuite effectué avec un spectrometre a émission atomique a plasma induit ou
ICP-AES. Le plasma est produit par un phénomeéne d’induction dans une torche localisée a
I’intérieur d’une bobine. Il est amorcé grace a une décharge électrique qui produit des
¢électrons libres et des ions d’argon. Ces especes sont soumises au champ magnétique créé
dans la bobine d’induction. Les électrons sont accélérés dans le champ magnétique et
produisent un courant induit. Avec les ions, ils produisent des collisions qui créent et

entretiennent le plasma et qui produisent aussi I’atomisation, 1’excitation et I’ionisation.

L'échantillon est entrainé dans ce plasma. Les métaux sont atomisés a des températures
pouvant atteindre 10000 K et émettent de I'énergie lumineuse a des longueurs d'onde qui sont
spécifiques. La lumicre émise est séparée par un réseau dispersif et son intensité est mesurée a
I’aide d’un détecteur solide a canaux multiples. Les concentrations des éléments en solution
sont déterminées en comparant les intensités lumineuses respectives de 1'échantillon et des

solutions étalons.

Les résultats ont été par la suite reportés a I’échantillon en mg/kg.

VI1.7.4. Analyse par ICP-MS

Toutes les solutions obtenues (21 solutions) aprés minéralisation (minéralisates) ont été
diluées 10 fois. On a prélevé 400 pl de chaque solution (minéralisates) et on y ajoutait 40 puL
d’indium a lppm qui est utilis¢ comme standard interne. On a complété avec de 1’eau ultra
pure jusqu'a 4,0 ml. Finalement, tous les échantillons ont été analysés par ICP/MS qui
permette de déterminer et quantifier les éléments inorganiques les moins concentrés dans les

¢échantillons.

216



Université Fréres Mentouri Chapitre VI : Etude analytique

Figure 6. Préparation des échantillons a analyser par ICP/MS

VI1.8. Résultats et discussion
VI1.8.1. Teneurs en eau

Les résultats obtenus ont montré que 1’espéce 7. algeriensis a présenté la plus grande teneur
en eau (13,7%) suivi par C. atlantica (11,5%). Les deux autres espéces J. oxycedrus et J.
phoenicea ont présenté presque la méme teneur en eau (9,2 et 9,8%), ceci étant probablement

da a leurs appartenances au méme genre (Juniperus).

Plante Teneur en eau (%)
Cedrus atlantica (Endl.) Manetti. 11,58
Juniperus oxycedrus L. 9,23
Juniperus phoenicea L. 9,82
Thymus algeriensis L. 13,74

Tableau 2. Teneurs en eau de quatre especes des Aures

VL.8.2. Analyse minérale ICP-AES et ICP-MS

Les diagrammes suivants montrent les masses prélevées des plantes séches et des différents
extraits végétaux et des minéralisites aprés minéralisation; la spectroscopie d'émission
atomique par plasma a couplage inductif ICP-AES et ICP-MS a ét¢ utilisée pour la
détermination des principaux ¢léments majeurs et mineurs présents dans les différentes
plantes et extraits végétaux issus de plantes algériennes médicinales et aromatiques

sahariennes et des régions des Aures.
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Pour les différents échantillons, les limites de détection (LOD) les plus basses ont été
enregistrés pour les éléments : V, Ti, B, Ba, Cr, Cu, Fe, Si et Zn (2 a 10 mg/kg), moyennes
pour : Al, K, Mg, Mn, Na, P, S, (10 a 100 mg/kg) et les plus hautes pour le calcium Ca (>100
mg/kg).

Les résultats obtenus ont montré que les ¢léments : K, S, Ca, Mg et Na ont été les principaux
¢léments présents dans nos échantillons, cela peut nous confirmer leurs importances dans le
domaine de la santé et dans ’alimentation. Les résultats ont monté que les quatre espéeces C.
atlantica, J. oxycedrus, J. phoenicea et T. algeriensis sont riches en Calcium (Ca). Les
especes P. harmala, C. algeriensis, M. vulgare, M. deserti, E. ritro et B. incrassatum sont
plus riches en ¢élément potassium (K). Les extraits bruts de D. gnidium et C. atlantica sont
riche en éléments de magnésium (Mg). C. algeriensis et les extraits organiques de P. inuloides

sont riches en sodium (Na).

Les résultats des limites de détection (LOD) de quelques éléments-traces analysés par ICP-

MS sont présentés dans le tableau 3 :

Espéces /Extraits LOD (mg/Kg)
B Cr Ba Fe Al Mg Na P S Ca
CHCL; - - - - - - 44,69 - 45,08 | 251,69
P. inuloides AcOEt . - - . - 28,81 13,20 9,63 12,03 67.17
P. a¢riennes 7-BuOH i ) _ i} 8,54 23,69 10,85 7,92 13,31 74,34
CHCl, - - - 4,46 9,38 26,03 11,93 8,71 21,18 118,24
P. inuloides AcOEt - - - - - 45,83 20,99 15,32 10,95 61,13
P. racines n-BuOH _ - - - - 50,37 23,07 16,84 23,28 -
C. atlantica Séche 5,55 - - 6,41 13,50 37,45 17,15 12,52 17,31 96,62
J. oxycedrus Séche - - 8,67 6,67 14,03 38,92 17,83 13,01 17,99 100,42
J. phoenicea Séche - - - 7,72 16,24 45,06 20,64 15,07 20,83 116,27
T. algeriensis Séche 5,89 4,50 8,86 6,81 14,32 39,74 18,21 13,29 18,37 102,55
P. harmala EtOH - - - - - 48,76 22,34 16,31 22,54 125,82
C. algeriensis EtOH - - - - - 41,31 18,92 13,81 19,09 106,58
M. vulgare EtOH - - - - - 41,08 18,82 13,74 18,99 106,00
E. ritro EtOH - - - - - 51,53 23,60 17,23 23,81 132,95
M. deserti EtOH - - - - - 57,07 26,14 19,08 26,37 147,25
E. helioscopia EtOH - - - - - 51,29 23,49 17,15 23,70 132,33
D. gnidium EtOH 7,92 - - - - 53,37 24,45 17,85 24,66 137,70
J. oxycedrus EtOH - - - - - 30,00 13,74 10,03 13,86 77,40
J. phoenicea EtOH - - - - - 46,74 21,41 15,63 21,60 120,60
C. atlantica EtOH 6,79 - - - - 45,77 20,96 15,30 21,15 118,08
B. incrassatum EtOH - - - - - 47,02 21,54 15,72 21,73 121,33

Tableau 3. Limites de détection (LOD) de quelques éléments analysés par ICP-MS (mg/Kg)

Les résultats de l'analyse des éléments inorganiques (majeurs et traces) sont présentés dans les

figures 7 et 8 ci-dessous ;
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Figure 7. Diagramme de concentrations en éléments majeurs dans les différents échantillons

des especes (mg/kg) (PI ; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)
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Figure 8. Diagramme de concentrations en ¢léments mineurs (traces) dans les différents

échantillons des espéces (mg/kg) (PI ; P. inuloides, parties aériennes, PI* ; parties racines)
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VI1.9. Conclusion

L’ICP-AES et I'ICP-MS sont deux méthodes rapides et sensibles pour la détection de divers
¢léments inorganiques contenus dans les différentes espéces étudiées et provenant de la région

des Aureés.

Dans notre étude, I'ICP-MS a été réalisée pour déterminer les différents éléments
inorganiques se trouvant en faibles concentration, tandis que I’'ICP-AES a été réalisée pour

déterminer les éléments présents a des teneurs plus élevées.

Les résultats obtenus de notre étude ont montré que les tous les échantillons (espéces)

contenaient plusieurs éléments a la fois (Na, Mg, Al, Si, P, S, k, Ca, Mn, Zn, B, Ba, ...ctc).

Les ¢léments K, S, Ca, Mg et Na sont les principaux ¢léments présents dans les échantillons
qui sont essentiels pour la santé et la quantification de ces éléments est importante pour des

fins nutritionnels.

Nos résultats ont montré que les concentrations de métaux lourds (Cu, Cr, Zn, ...etc) dans nos

échantillons étaient relativement faibles.

En comparant le contenu total des éléments dans les 21 extraits issus des espéces médicinales
et aromatiques algériennes que nous avons ¢étudiées, nous avons constaté que la distribution
des ¢léments dans les échantillons était différente, ce qui indique que le genre, la famille et la

région de récoltes influent sur la teneur des éléments inorganiques dans les plantes.
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Conclusion générale et perspectives

L’objet de notre travail a porté sur I’étude phytochimique, biologique et analytique de deux
espeéces médicinales et aromatiques de la région des Aurés et du Sahara Algérienne, Cistus
albidus (Cistacées) et Pulicaria inuloides (Astéracées) qui sont utilisées en médecine

traditionnelle pour traiter plusieurs pathologies.

Dans le premier chapitre, nous avons présenté une étude bibliographique sur toutes les
espéces qui ont été récoltés dans les régions des Aures (Cistus albidus, Euphorbia
helioscopia, Echinops ritro, Juniperus oxycedrus, Marrubium vulgare, Juniperus phoenicea,
Marrubium deserti de No¢., Peganum harmala, Calendula algeriensis, Cedrus atlantica,

Daphne gnidium et Bunium incrassatum) et au Sahara algérien (Pulicaria inuloides).

Dans le deuxiéme chapitre, nous avons effectué une étude biologique in vitro (activité
antioxydant, antibactérienne, dosage des polyphénols, flavonoides et flavonols) sur tous les
extraits hydro alcooliques et organiques issus de ces espéces. Les résultats obtenus ont montré
des activités antioxydantes importantes des extraits acétate d’éthyle et n-butanol des espéces
P. inuloides et C. albidus ainsi que les extraits hydroalcooliques d’Euphorbia helioscopia et
Peganum harmala, Les extraits de P. inuloides et C. albidus ont montré une activité

antibactérienne modérés par comparaison avec les standards utilisés.

Dans le troisieme chapitre, 1’étude phytochimique des parties aériennes de P. inuloides et C.
albidus a permis d’isoler ; douze (12) composés naturelles, parmi lesquels onze flavonoides et
un composé phénolique. Nous avons obtenu deux nouveaux dérivés par acétylation d’un
flavonoide isolé de 1’espéce P. inuloides. La détermination structurale de tous ces composés a
été réalisée en utilisant les méthodes spectrales telles que les spectroscopies UV-Visible, IR et
RMN mono et bidimensionnelle (1H, 13C, COSY, ROESY, NOESY, HSQC et HMBC), ainsi

que le couplage LC-MS, pour certains composés.

Les composés identifiés sont indiqués ci-dessous :
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Composé 1 : Quercétagétine 3,5,7,3'-tétraméthyléther
Composé 2 : 6-Acetoxy-4'-hydroxyl-3,5,7,3'-tetramethoxyflavone
Composé 3 : 6,4'-Diacetoxy-3,5,7,3'-tetramethoxyflavone
Composé 4 : 6-hydroxy kaempferol 3, 7-diméthyl éther
Composé 5 : 3,7-Dimethylquercetagetin

Composé 6 : 4',6-Dihydroxy-3,5,7-trimethoxy-flavone
Composé 7 : Quercetagetin 3,5,7-trimethyl ether
Composé 9 : 4'-hydroxy-3,5,6,7-tetramethoxyflavone
Composé 11 : Quercetin-3,5-dimethylether (Caryatine)
Composé 12 : Isokaempferid

Composé 13 : kaempferol

Composé 14 : Methyl paraben

Composé 15 : Genkwanine

Composé 16 : Quercétine

LU

Nous avons également décrit dans ce travail 1'évaluation anti protozoaire in vitro des parties
aériennes de P. inuloides et C. albidus contre Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi et
Acanthamoeba castellanii str. Neff. Le fractionnement bioguidé de 1'extrait CHCl; de 1’espéce
P. inuloides a conduit a l'isolement et a la caractérisation de la quercétagétine-3,5,7,3'-
tétraméthyléther (1) en tant que composant principal. Deux dérivés acétylés ont été préparé a
partir de ce composé. Ces composés ont présenté une activité leishmanienne modérée avec
des valeurs ICs allants de 0,234 a 0,484 mM pour la forme promastigote, ainsi que de faibles
niveaux de toxicité sur les macrophages (CCsy allants de 0,365 a 0,664 mM). Les
fractionnements bioguidés des extraits CHCl; et AcOEt de ’espéce C. albidus ont conduit a
l'isolement de deux fractions actives F6,4, F6,5 pour le premier et une fraction active F14A

pour le second. Ces fractions sont actives jusqu'a 100 pg/ml.

Nous avons également décrit dans ce travail 1’étude de la composition chimique des huiles
essentielles des parties aériennes des deux espéces P. inuloides et C. albidus. L’extraction de
ces huiles essentielles a été effectuée par la méthode de 1’entrainement a la vapeur d’eau et
I’analyse de leurs compositions chimiques a ¢été effectuée par GC-MS. Les résultats ont
montré I’identification de 11 composés a partir de 1’huile essentielle de C. albidus, dont les
plus importants sont ; 15,16-dinorlabd-8(20)-en-13-one (22,31%), 1’acide méthacrylique
(17,3%) et le diterpéne oxygéné manool (12,4%). Les résultats ont également révélé la
présence de 44 composés dans I’huile essentielle de P. inuloides dont les composés
majoritaires sont des sesquiterpeénes hydrocarbonés ; le d-cadinene (24%), 1' a-muurolene

(7,8%), y-cadinene (6,6%), a-epi-cadinol (15%) et 1’ a -cadinol (12,7%).
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La détermination des ¢léments inorganiques dans les extraits de toutes les especes décrites
dans ce travail (21 extraits) a été effectuée par spectroscopie d'émission atomique (ICP-AES)
et spectrométriec de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS). Les résultats obtenus ont
montré que les tous les extraits contenaient a la fois beaucoup éléments (Na, Mg, Al, Si, P, S,
k, Ca, Mn, Zn, B, Ba, Ag, Pb,...ctc) avec des pourcentages variables et ont montré aussi des

concentrations faibles en métaux lourds.

Nos perspectives de recherche pour le futur sont les suivantes :

- Poursuivre I’étude phytochimique des especes P. inuloides et C. albidus afin d’isoler
d’autres métabolites secondaires contenus dans les extraits et 1’étude des compositions
chimiques des huiles essentielles isolées des autres especes décrites dans ce travail.

- Poursuivre les évaluations biologiques in vitro et in vivo de tous les extraits décrits
dans ce travail ainsi que les molécules pures obtenues afin de mettre en évidence des

relations structure-activité.
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Résumé

Notre but dans ce travail était de chercher les métabolites secondaires de type flavonoides de deux
familles (Astéracées et Cistacée) et de découvrir de nouveaux composés naturels a intérét biologique.
Les extraits issus de treize (13) espéces dont douze (12) provenant de la région des Aurés ont été
soumis a un screening phytochimique. Sur la base des résultats de ce criblage préliminaires,
I’investigation phytochimique des espéces Pulicaria inuloides et Cistus albidus a été effectuée. Cette
démarche a permis 1’isolement de douze (12) composés naturels, dont les caractérisations complétes a
été effectuée graces aux méthodes spectroscopiques, UV-Visible, IR et RMN. Onze (11) flavonoides,
un (01) composé phénolique ont été décrits ainsi que deux dérivés acétylés d’un des composés isolé.

Les activités biologiques in vitro (activité antioxydante et antibactérienne) et les dosages des
polyphenols, flavonoides et flavonols des différents extraits obtenus ont été discutés.

Nous avons également rapporté 1'évaluation de 1’activité antiparasitaire in vitro des deux espéces
aromatiques Pulicaria inuloides et Cistus albidus contre Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi
et Acanthamoeba castellanii str. Neff. Le fractionnement bioguidé de l'extrait CHCI; de la partie
acrienne de P. inuloides conduit a l'isolement et la caractérisation du flavonol ; quercétagétine-3,5,7,3'-
tétraméthyléther comme composant actif. Deux dérivés acétylés ont été préparé a partir de ce
composé naturel et ces trois composés ont été évalués pour leur activité contre la forme promastigote
de L. amazonensis. Les trois composé€s ont présenté une activité leishmanienne modérée avec des
valeurs de Cls, allant de 0,234 a 0,484 mM et une faible toxicité sur les cellules macrophagiques (CCs,
allant de 0,365 a 0,664 mM). Cette étude rapporte pour la premiére fois l'évaluation antiparasitaire de
Pulicaria inuloides et les résultats montrent que cette espéce peut étre considérée comme une source
d’agents anti leishmaniens. Le fractionnement bioguidé de l'extrait actif de CHCl; de C. albidus
contre 7. cruzi a conduit a isoler deux fractions F6,4 et F6,5 qui ont montré une activité puissante
jusqu’a 100 pg/ml. Le fractionnement bioguidé de I'extrait actif d’AcOEt de la partie aérienne de C.
albidus contre A. castellanii a conduit a isoler une fraction F14A qui a montré une activité importante
jusqu’a 100 pg/ml. Les fractions F6,4 ; F6,5 et F14A sont constituées des mélanges de produits, qui
n’ont pas été séparées.

Nous avons également décrits les compositions chimiques des huiles essentielles de Pulicaria
inuloides et Cistus albidus. Les composés majoritaires de 1’espéce C. albidus sont le manool et le
15,16-dinorlabd-8(20)-en-13-one dont le squelette est de type labdane est un marqueur spécifique dans
ce genre, ces composés ne sont pas décrits dans les échantillons provenant d’autres régions et en
particulier des régions méditerranéennes (Espagne et France) qui sont parus dans la littérature. Les
composés majoritaires de ’espéce Pulicaria inuloides sont :le d-cadinene, ' a-muurolene, le vy-
cadinene, l'a-epi-cadinol et I’ a—cadinol ne sont pas présents dans les autres échantillons de Pulicaria
inuloides qui ont été récoltées dans d’autres régions.

Dans cette étude, les teneurs en minéraux (¢léments inorganiques) de 21 extraits isolés de différentes
especes aromatiques du Sahara (P. inuloides) et de la région des Aureés (Euphorbia helioscopia L.,
Peganum harmala L., Daphne gnidium L., Calendula algeriensis L., Bunium incrassatum L.,
Echinops ritro L. Marrubium deserti de No¢., Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicea L.,
Marrubium vulgare L., Cedrus atlantica (Endl.) Manetti et Thymus algeriensis L.) ont été également
déterminées par spectroscopie d'émission atomique par plasma a couplage inductif (ICP-AES) et
spectroscopie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) et les résultats obtenus ont montré des
concentrations plus élevées en Ca, K, Mg, Na et S (mg/kg) dans les différents extraits végétaux.

Mots clés : Pulicaria inuloides, Cistus albidus, les Aurés, fractionnement bioguidé, activité
biologique, flavonoides, huiles essentielles, ICP-AES et ICP-MS.




Abstract

Our goal in this work was to search the secondary metabolites of flavonoids type from two species
from Asteraceae and Cistaceae families in order to search new natural compounds of biological
interest. Thirteen (13) extracts from different species including twelve (12) from the Aures regions
were subjected to a phytochemical screening. On the basis of these preliminary results, the
phytochemical investigation of the aerial parts two species, Pulicaria inuloides and Cistus albidus
from the Bechar and the Aures regions respectively was carried out. This approach allowed the
isolation of twelve natural compounds, among which eleven flavonoids, one phenolic compound as
well as two acetyl derivatives of one of the isolated compounds were characterized using
spectroscopic methods such as UV-Visible, IR and NMR.

The biological activities in vitro (antioxidant and antibacterial activity) as well as the total phenolic
and flavonoids compounds of the various extracts were discussed.

We also reported the evaluation of the in vitro antiprotozoal activity of the two species Pulicaria
inuloides and Cistus albidus against Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi and Acanthamoeba
castellanii str. Neff. The bioguided fractionation of the CHCI; extract from the aerial part of P.
inuloides leads to the isolation and characterization of quercetagetin-3,5,7,3'-tetramethylether as the
active ingredient. Two acetylated derivatives were prepared from this natural compound and these
three compounds were evaluated for their activities against the promastigote form of L. amazonensis.
All these compounds exhibited moderate leishmanicidal activity with 1Csy values ranging from 0.234
to 0.484 mM and low toxicity to macrophage cells (CCsy ranging from 0.365 to 0.664 mM). This study
reported the antiprotozoal evaluation of Pulicaria inuloides for the first time and the results show that
this species can be considered as a source of anti-leishmanicidal agents. The bioguided fractionation of
the active extract of CHCl; from C. albidus against T. cruzi led to the isolation of two fractions F6,4
and F6,5 which showed also a potent activity up to 100 pg/ml. The bioguided fractionation of the
active extract of AcOEt from the aerial part of C. albidus against A. castellanii led to the isolation of a
fraction F14A which showed a significant activity up to 100 pg / ml. Fractions F6,4 ; F6,5 and F14A
consists of product mixtures, which have not been separated.

We have also described the chemical compositions of the essential oils of Pulicaria inuloides and
Cistus albidus. The major compounds of the species C. albidus are manool and 15,16-dinorlabd-8(20)-
en-13-one whose skeleton of type labdane is a specific marker in this genus, these compounds are not
described in samples from other regions and in particular in the Mediterranean regions (Spain and
France) that appeared in the literature. The major compounds of the species Pulicaria inuloides are: o-
cadinene, a-muurolene, y-cadinene, a-epi-cadinol and a-cadinol are not present in the other samples of
Pulicaria inuloides from other areas published in the literature.

In this study, the mineral content (inorganic elements) of 21 isolated extracts of various aromatic
species of the Sahara (P. inuloides) and the Aures region (Euphorbia helioscopia L., Peganum
harmala L., Daphne gnidium L., Calendula algeriensis L., Bunium incrassatum L., Echinops ritro L.
Marrubium deserti de No¢., Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicea L., Marrubium vulgare L.,
Cedrus atlantica (Endl.) Manetti and Thymus algeriensis L.) were also determined by inductively
coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES) and inductively coupled plasma mass
spectroscopy (ICP-MS) . The results obtained showed higher concentrations of Ca, K, Mg, Na and S
(mg/kg) in the different plant extracts.

Key words: Pulicaria inuloides, Cistus albidus, Aures, bioguided fractionation, biological activity,
flavonoids, essential oils, ICP-AES and ICP-MS.
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