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INTRODUCTION GENERALE :

Les plantes ont été et sont toujours connus comme étant une source importante de
meédicaments.

En effet, I"industrie pharmaceutique moderne s appuie largement sur la diversité des
métabolites secondaires des végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés
biologiques inédites.

Les plantes sont extrémement complexes du point de vue de leur composition
chimique. On estime qu’elles sont formées de plusieurs milliers de constituants différents,
dont quelques-uns seulement (ou parfois un seul) sont (ou est) responsable(s) de I’ effet
thérapeutique ou de I’ effet toxique [40]. Il est donc indispensable de connditre les principes
actifs des plantes médicinales afin d’ étudier leur efficacité, leur mode d’ action et bien entendu
leurs effets secondaires sur la santé humaine.

Afin de donner un sens sinon valoriser ce genre de travail de recherche, autant essayer
de choisir une espéce de plante utilisée dans un domaine tel que la médecine traditionnelle, la
cosmétologie ou autre. Ainsi, I’occasion se présente afin de considérer |'écosysteme dans
lequel se développent les especes végétales (Sahara, montagne, milieu aquatique) ou encore
I'endémisme [77].

Le chemin qui mene de la plante a ses constituants purs est tres long et nécessite un
travail d’ équipes pluridisciplinaires (botanistes, chimistes, etc.....), le travail de phytochimiste
concerne essentiellement |’isolement, la purification et enfin la détermination structurale du
produit isolé quoique ce dernier atellement évolué ces derniéres années.

L'Algérie compte dans sa flore un grand nombre de plantes médicinales appartenant a
des familles variées, notre choix s est porté particuliérement sur une espéce de la famille des
Myrtacées.

Notre présent travail est orienté vers I'éude phytochimique de I'espéce Myrtus
communisL.et consiste en I'extraction, l'isolement et [l'identification des métabolites
secondaires en |’ occurrence les flavonoides et qui est présenté comme suit :

. Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique concernant la
famille des Myrtacées, sa classification botanique, I'intérét biologique de leurs espéces et leurs
métabolites secondaires |es plus courants (spécialement les flavonoides).

o Le second chapitre renferme une étude bibliographique des flavonoides, les
différents squelettes flavoniques, leur biosynthese ainsi que les différentes méthodes de
séparation et d'identification.

. Le troiseme chapitre sera consacré a la présentation des techniques
d'isolement, et de purification des flavonoides de I'espéce Myrtus communisL. .

o Le dernier chapitre englobera les résultats obtenus ainsi que les interprétations
structural es des différents composés isolés, suivi d'une conclusion générale.
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I-1- ASPECT BOTANIQUE :
I-1-1- Position systématique :

On peut définir la famille des Myrtacées du point de vue botanique selon les
divisions suivantes [25].

Régne » Plantae
Sous-regne » Eucaryotae
Embranchement »  Spermaphytae
Sous-embranchement »  Angiospermae
Classe »  Dicotylédonae
Ordre > Myrtales
Famille > Myrtaceae

I-1-2- Généralités :

La Famille des myrtacées est une famille de plantes dicotylédones qui comprend
environ 3800 especes réparties en 133 genres [74].

Ce sont des arbustes a feuilles entiéres et opposees; fleurs axillaires hermaphrodites;
5-mere. Calice cupuliforme. Etamines trés nombreuses, insérées avec les pétales au sommet
du tube calycina. Gynécée infere ou semi-infere a 5 carpelles uniloculaires, a ovules
nombreux, a placentation axile. Fruit bacciforme bleuétre, globuleux, de 5-8mm de
diamétre [79].

I-1-3- Intérét biologique de la famille Myrtacées :

Beaucoup d’ especes de cette famille possedent des propriétés thérapeutiques et sont
utilisées en médecine traditionnelle. Dans le tableau I-1 suivant sont citer quelques exemples

d’ espéces dont les propriétés susdites ont éte verifiées et confirmeées suite a différents travaux.
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Tableau |-1: Activités biologiques de certaines especes de la famille des Myrtacées.

Espece Activités biologiques Références
Cleistocalyx operculatus anti-inflammatoire [71]
antiseptique
anti-oxydante [70]
antimicrobienne
cytotoxique [13]
anti-tumorale
Melaleuca squarrosa anti-oxydante [66]
Leptospermum polygalifolium antimicrobienne [45]
Psidium guajava anti-oxydante [87]
anti-hypertensive
anti-diarrhique
antinociceptive
antidiabétique
anti-alergique
anti-tumorale
anti-inflammatoire
cytotoxique
antispasmodique
antigenotoxique
Syzygium samar angense cytotoxique [62]
anti-oxydante
Eucalyptus saligna antibactérienne [15]
Eucalyptus rostrata anti-oxydante [38]
Eugenia jambos antipyrétique [48]
anti-inflammatoire
anti-tumorale
Eugenia jambolana antidiabétique [6]
anti-lipidémique
Leptosper mum scoparium antimicrobienne [54]
Myrtus communis antidiabétique [3]
anti-oxydante [95]
antimicrobienne
anti-mutagénique [36]
Syzygium aromaticum anti-hypertensive [47]
anti-oxydante [96]
antifongique [86]
antidiabétique [81]




1-2- ASPECT CHIMIQUE:

I-2-1- Les métabolites secondaires les plus courants chez les myrtacées :

La recherche bibliographique réalisée sur cet axe montre que la majorité, sinon la
totalité des études phytochimiques effectuées sur un nombre important d especes de la
famille des myrtacées certifie la richesse en métabolites secondaires tels que : les flavonoides
[22], les huiles essentielles [72] et |es terpénoides [63,92].

Pour ce qui nous concerne, nous allons mentionner les métabolites secondaires les plus

distribués dans les différentes especes de la famille des myrtacées et qui sont les flavonoides.

I-2-1-1- les flavonoides isolés de la famille myrtacées:

Une étude bibliographique présentant les différentes classes de flavonoides isolés
d’ espéces de la famille des myrtacées a montré une nette domination des composés de type

flavonols (Histogramme |-1) :

OFlavonols

W Flavones

OFlavanones

O Anthocyanes

B Chalcones

Histogramme-1: les différentes classes de flavonoides issues des myrtacées.

Cette étude montre également que parmi ces structures flavoniques identifiées, les
composeés glycosylés de type flavone et flavonol sont majoritaires (Histogramme |-2).
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O Glycosides

M Flavones

OFlavanones

OFlavonols

W Anthocyanes

O Chalcones

Histogramme -2 : les différentes classes de flavonoides détectés chez les espéces

étudiées de la famille de myrtacées.

Une étude plus détaillée sur I’abondance des différents sucres chez ces especes a
montré que les flavonoides rhamnosides sont  majoritaires par rapport aux autres
(Histogramme [-3).

O Rham
B Gluc
O Arab
O Glur
B Galac
O Xylose
B Rut

O Lyxoside

Histogramme -3 : I’abondance des différents flavonoides glycosylés détectés chez

les espéces étudiées de la famille de myrtacées.
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Concernant les flavonols, ¢’ est la quercétine qui est la plus accumulée par cette famille

(10 espéces) suivie du myricétine (7 especes) et du kaempférol (6 especes)

(Histogramme |-4).

10

O N &~ OO 0

@ Quercétine
B myrécitine
O Kaempférol

O Autres

Histogramme -4 : Répartition desflavonols détectés chez les especes étudiées des Myrtacées.

Letableau I-2 suivant énumere la liste des flavonoides isol és des myrtacées.

Tableau |-2 : liste des flavonoides isolés de certaines espéces des myrtacées.

Flavonoide Espece (Origine) Réf.

3'-Formyl-4’, 6 -dihydroxy-2 -methoxy-5' -methyl Cleistocalyx operculatus 14

chalcone

2, 4 -dihydroxy-6"-methoxy- 3', 5’ -dimethyl chalcone | Cleistocalyx operculatus 14
Syzygium samar angense 89
Metrosideros excelsa 46

2', 4 -dihydroxy-3'-methyl-6"-methoxy chalcone Syzygium samarangense 89
Metrosideros excelsa 46

2, 4 -dihydroxy-6"-methoxy chalcone Syzygium samar angense 89

2,6’ -dihydroxy-3' -methyl -4’ -methoxy chalcone Metrosideros excelsa 46

2 -hydroxy-3'-methyl-4’,6' - dimethoxy chalcone

(2S)-8-Formyl-5-hydroxy-7-methoxy-6-methyl

flavanone. Cleistocalyx operculatus 14

8-formyl-5,7-dihydroxy-6- methy| flavanone.

7- hydroxy-5- methoxy-6,8-dimethyl flavanone.
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Tableau 1-2 : liste des flavonoides isolés de certaines especes des myrtacées (suite).

Flavonoide Espéce (Origine) Réf.

5- hydroxy-7- methoxy flavanone Leptospermum scoparium 28

5,7-dimethoxy-6- methyl flavanone

5- hydroxy-7- methoxy-6-dimethyl flavanone Leptospermum scoparium 28
Leptospermum polygalifolium | 45

5,7-dimethoxy flavanone

2,5-dihydroxy-6-methyl-7-methoxy flavanone

2,5-dihydroxy-8-methyl-7-methoxy flavanone Leptospermum polygalifolium | 45

2,3,5-trihydroxy-6-methyl-7-methoxy flavanone

2,3,5-trihydroxy-8-methyl-7-methoxy flavanone

5,7-dihydroxy flavanone Syzygium samarangense 89

5,7-dihydroxy-6,8-dimethyl flavanone Metrosideros excelsa 46

Gossypetin-3,8-dimethyl ether-5-O-B-glucoside

Gossypetin-3,5-dimethyl ether

Myricetin-3,5,3 -trimethyl ether _ _

Quercetin-3-O-B-galactoside Eugenia edulis 41

Quercetin-3-O-B-(6"-galloylglucoside)

Kaempferol-3-O-a-arabinofuranoside

Quercetin-3-O-a-arabinofuranoside

Myricetin-3-O-a-rhamnoside Eugenia edulis 41
Syzygium samarangense 89
Myrtus communis 65

Kaempferol Eugenia edulis 41
Eugenia jambolona 52
Eucalyptusrostrata 73

Quercetin Eugenia edulis 41
Eucalyptusrostrata 73
Syzygium samarangense 89
Psidium guajava 82

Quercetin-3-O-B-D-xylopyranosyl (1—» 2) a-L-

rhamnopyranoside

— Eugenia jambos 90

Myricetin-3-O-B-D-xylopyranosyl (1—» 2) a-L-

rhamnopyranoside

Mearnsetin 3-O-(4"-O-acetyl)-a-L -rhamnopyranoside

Myricetin-3-O-(4"-O-acetyl-2"-O-galloyl-a-L -

rhamnopyranoside

Myricetin-3-O-(4"-O-acetyl)-a-L -rhamnopyranoside

Myricetingd’ -methyl ether-3-O-a-L-rhamnopyranoside .

Myricetrin Eugenia jambolona 52

Quercetrin-4"-O-acetate

Quercetrin-3-O-a.-L-rhamnopyranoside

Kaempferol-3-O-B-D-glucuronopyranoside

Myricetin -3-O--D-glucuronopyranoside

Kaempferol-3-glucuronide Eucalyptus camaldulensis 67




Tableau 1-2 : liste des flavonoides isolés de certaines especes des myrtacées (suite).

Flavonoide Espéce (Origine) Réf.

Quercetin-3-glucoside Eucalyptus camaldulensis 67
Eucalyptus sideroxylon 39
Myrtus communis 65

Quercetin-3-glucuronide Eucalyptus camaldulensis 67
Eucalyptus occidentalis 67

Quercetin-3-rutinoside Eucalyptus camaldulensis 67
Eucalyptus occidentalis 67
Eucalyptus sideroxylon 39

Quercetin-7-glucoside Eucalyptus camaldulensis 67
Eucalyptus occidentalis 67

Myricetin-3- glucuronide Eucalyptus occidentalis 67

Quercetin-3-rhamnoside Eucalyptus sideroxylon 39
Syzygium samarangense 89
Myrtus communis 65

Dihydrokaempferol-3-rhamnoside

Kaempferol-3-rhamnoside

Kaempferol-3-rutinoside Eucalyptus sideroxylon 39

Quercetin-3-rhamnosylglucoside

Kaempferol-3-rhamnosylglucoside

Myricetin Eucalyptus rostrata 73
Eugenia jambolona 52
Myrtus communis 65

Quercetin-4'-O-f-D- glucopyranoside Eucalyptus rostrata 73

Quercetin-3-O-B-D-galactopyranoside Eucalyptus rostrata 73
Syzygium samarangense 89

Quercetin-3-O-- glucopyranoside

Myricetin-3-O-a-L -arabinopyranoside

Quercetin-3-O -a-arabinopyranoside — 2" -gallate Eucalyptus rostrata 73

Kaempferol -3-O -a-arabinopyranoside — 2"-gallate

Quercetin-4'-O-B-D- glucopyranoside -6"- gallate

Quercetin-3-O-B-D-xylopyranoside Syzygium samarangense 89

Guaijaverin

Mearnsitrin

2'-C-methyl-5'-O-galloyl myricetin-3-O-a-L- Syzygium samarangense 69

rhamnopyranoside

Kaempferol-3-O-(2"-O-galloyl)-glucuronide Melaleuca squarrosa 98

Herbacetin-3-O-glucuronide

Morin

Morin-3-O-lyxoside Psidium guajava 82

Morin-3-O-arabinoside

Quercetin-3-O-arabinoside

5,7,2'\5'-tetrahydroxydihydroflavonol Plinia pinnata 43

Myricetin-3-galactose Myrtus communis 65

Myricetin-3-arabinose

3-C-methyl Apigenin 5-O-rhamnoside Eugenia kurzi 78

3-C-methy! luteolin 5-O-rhamnoside




Tableau 1-2 : liste des flavonoides isolés de certaines especes des myrtacées (suite).

Flavonoide

Espece (Origine)

Réf.

7,4'-dimethyl-3-C-methyl Apigenin

7,3, 4-trimethyl-3-C-methy! luteolin

5,7,4'-trihydroxy-3-methyl flavone

4'-methoxy-5,7-dihydroxy-3-C-methyl flavone

3',4'-dimethoxy-5,7-dihydroxy-3-C-methylflavone

3-C-methyl luteolin

Eugenia kurzi

72

Sideroxylin

Eucalyptus saligna
Eucalyptus sideroxylon

88
39

5,7-Dimethoxy-6-methyl flavone

5,7-Dimethoxy flavone

5-hydroxy-7-methoxy-6-methyl flavone

Leptosper mum scoparium

28

5-hydroxy-7-methoxy-8-methy! flavone

Leptosper mum polygalifolium

45

Apigenin 6-C-[B-D-xylopyranosyl-(1 — 2)-8 - D-
gal actopyranoside]- 7- O-B-D-glucopyranoside

Apigenin 6-C-[-D-xylopyranosyl-(1 —» 2)-§ - D-
galactopyranoside]- 7- O-B-D-(6-O-coumaryl
glucopyranoside)

Syzygium aromaticum

53

5,7-dihydroxy-8,4'-dimethoxy-6-methyl flavone

Metrosideros excelsa

46

5-hydroxy-7-methoxy-6,8-dimethyl flavone

Leptosper mum scoparium

28

Delphinidin -3-glucose

Petunidin-3-glucose

Malvidin-3-glucose

Petunidin-3-arabinose

Cyanidin-3-glucose

Peonidin-3-glucose

Delphinidin-3-arabinose

Malvidin-3- arabinose

Myrtus communis

65
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INTRODUCTION :

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus" signifiant "jaune" [20], désigne une
trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols [24].

Ce genre de composés étant considéré comme des pigments quasi-universels des
végétaux constitue un groupe de produits jaunes (flavus) mais aussi d’autres couleurs et méme
incolores.

Jusqu'a ce jour, plus de 9000 structures flavoniques ont été isolées et identifiées [91].
Ces diverses structures se rencontrent aussi bien sous la forme de génines (aglycones libres)
que sous forme de glycosides. Connus pour leurs roles de protection des plantes, les
flavonoides sont présents, d’une maniere trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou
ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits [7].

La structure chimique des flavonoides est basée principalement sur un squelette de 15
atomes de carbone constitué¢ de deux noyaux benzéniques A et B reliés par une chaine en C;
[31] (Figure II-1).

</

Figure II-1 : Squelette de base des flavonoides

IT -1-STRUCTURE CHIMIQUE ET CLASSIFICATION :

Tous les flavonoides peuvent é&tre classés en plusieurs groupes selon le degré
d’oxydation du noyau pyramique central, dont les plus importants sont [91] :

Phényl-2-chromones : flavones, flavonols et flavanones.

Phényl-2-chromanes (flavanes) : flavan-3-ols et flavan-3,4-diols.
- Flavyliums : anthocyanes.

- Chalcones : formes isoméres ouvertes des flavanones.

- Aurones : homologues des flavones a hétérocycles pentagonales.
- Phényl-3 chromone : isoflavone.
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La Figure II-2 suivante représente les structures des squelettes de base des flavonoides.

OH
Flavone Flavonol
o
o)
O @
c O
C Flavan-3-ol
Flavanone
g OH
O
Isoflavone
O+
AN
C
Anthocyanne

Chalcone

Figure II-2 : Structures des squelettes de base des flavonoides.
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Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la
nature des substituants (groupement hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles
aromatiques A et B et la chaine en C-3 intermédiaire.

Les flavones et les flavonols représentent a eux seuls plus de 80% des flavonoides
connus d’ou la place de choix qu’ils occupent au sein de cette classe de produits du
métabolisme secondaire.

Concernant toujours les flavones et les flavonols (coté structure), dans 90% des cas, le
cycle A est substitué par des hydroxyles libres en position 5 et 7 (hydroxyles originels).

Quelques fois, les carbones C-5 et C-7 peuvent porter des substitutions de types
O-Alkyl.

D’autre part, dans plus de 80% des cas, le cycle B est substitué¢ en C-4’ ou disubstitué
en C-3 et C-4’, ou moins fréquemment 3°,4’,5’-trisubstitué.

Ces substituants du cycle B peuvent étre des hydroxyles libres (flavonoides
polyhydroxylés) ou des méthoxyles (flavonoides polyméthoxylés).

Les positions C-2’ et C-6’ ne sont qu’exceptionnellement substituées [9].

Les figures II- 3, II-4, 1I-5, 11-6, II-7 représentent quelques structures de flavonoides.

OH

HO ) HO

Hispiduline
Chrysine HsCO

OH o OH 0

OH OH

HO

Pédalitine L.
HO Tricétine

OH 0
OH o)

Figure I1-3 : Structures de quelques flavones.
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OH

HO

Diosmétine

OH 0

Glu-O.

7-0-glucosyl Apigénine

OH 0

O-Rham-rham

HO

3'-O-dirhamnosyl Lutéoline

OH (@)

OH
Glucosyl

HO O

Glucosyl

OH 0]

Di-C-glucosyl-6,8-Apigénine (Vicénine-2)

Figure I1-4 : Structures de quelques flavones (aglycones et glycosides).
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4'-O-glucosyl isoramnétine

OH OH

HO

H:CO OCH; H,CO OH
OH O Centaureidine o4 0 7-O-glucosyl patulétine
OH OH
H5CO Rham-0
HsCO OCH; Q-Rham
T Calyoptérine oH 0 Di-3,7-0-thamnosy! Kaempféro
OH

O-Glu
3-0-glucosyl quercétine

Figure I1-5 : Structures de quelques flavonols (aglycones et glycosides).
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OH
o O Chalcones
O ‘ HO
0

Isoliquiritigénine OH

Naringénine
0

Aurones

Maritimetine

Orabol

Flavanones

Pinocembrine

Figure I1-6 : Exemples de structures d’autres classes de flavonoides.
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OH OH
OH OH
HO 0 HO ‘ 0 O
OH
OH
) OH O
Fustine Taxifoline
Flavanonols
OH OH

OH OH
. Leucodelphinidine
Catéchine
Flavan-3,4-diols
Flavan-3-ol
OH OH
OH
HO : O
X .
O HO oy
/
7 om
OH OH
Apigénidine Cyanidine
Anthocyanne Anthocyanidine

Figure II-7 : Exemples de structures d’autres classes de flavonoides.
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I1-2- BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES :

L’enzyme clé¢ pour la formation du squelette flavonique est la chalcone synthase
(CHS) qui catalyse 1’¢étape de condensation de trois unités acétate a partir
de malolnyl-CoA avec la 4-coumaroyl-CoA pour donner I’intermédiaire en Cl15,
la4,2’, 4, 6’-tétrahydroxychalcone [85]. Cette chalcone est I’intermédiaire caractéristique de

la synthese des différentes classes de flavonoides.

Dans les conditions physiologiques normales, cette chalcone tend a s’isomériser en
flavanone sous 1’action de la chalcone isomérase (CHI) qui induit une fermeture
stéréospécifique du cycle (addition syn.sur la double liaison E) conduisant a la seule
(2S)-flavanone. Cette chalcone peut également se cycliser en aurone. Elle est le précurseur de

toutes les classes de flavonoides comme le montre la Figure II-8.

Le tableau II-1 rassemble la liste des enzymes impliquées dans les différentes étapes

de biosynthese des flavonoides présentées dans la Figure 11-8.

Tableau II-1: Liste des enzymes

Numéro Abréviations L'enzymes
1 CHS Chalcone synthase
2 CHI Chalcone isomerase
3 FNSI Flavone synthase I
4 FNSII Flavone synthase II
5 IFS Isoflavone synthase
6 FNR Flavanone 4-reductase
7 F3H Flavanone 3-hydroxylase
8 ANS Anthocyanine synthase
9 FLS Flavonol synthase
10 DFR Dihydroflavonol 4-reductase
11 F3GT Flavonoid 3-O-glucosyl-transferase
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OH
HO
3 + |
0 CoAS

CoAS
Malonyl- CoA

4-coumaroyl -CoA

0
|1

o

Hoolﬂ ’

4,2' 4',6'-Tetrahydroxychalcone

OH OH

2

OH
wo o S
@ o
& Flavanone OH
OH
HO ‘ o) ‘

Isoflavone OH OH

OH Flavan - 4-ol
o

OH

OH HO
o) O 10 O

OH OH

O

OH OH

(0]
Dihydroflavanol

Leucoanthocyanidine 8
8
OH
5
HO Oy
_ Flavonol OH
OH +
HO Oy
o C
F

Anthocyanidine
OH

3-Deoxyanthocyanidine

OH

O-Glucoside

OH  Anthocyanidine glucoside Proanthocyanidine (Tannins condensés )

Figure I1-8 : La biosynthése des flavonoides
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I1-3- SUBSTITUTIONS DU SQUELETTE FLAVONIQUE :

Les substitutions du squelette flavonique sont trés diversifiées, on y trouve notamment

des hydroxylations, des méthoxylations et des glycosylations.

I1-3-a-L hydroxylation :
Dans toutes les classes des flavonoides, la biosynthése justifie la présence fréquente d’au
moins trois hydroxyles phénoliques : en position C-5, C-7et C-4’.Ces hydroxyles sont appelés

des hydroxyles originels (OH-7 et OH-5), ils sont introduits avant la formation du noyau

chalcone [33].

L’hydroxylation du noyau B dans la position 3’se fait apres la fermeture de
I’hétérocycle C c’est-a-dire aprés la formation du squelette chalcone, tandis que la
polyhydroxylation sur le noyau B (les positions 3°,4°,5) se fait par le biais des enzymes

(hydroxylases) [19,37].
Enfin, les positions 2’ et 6’ du cycle B sont rarement hydroxylés [42].
I1-3-b- La méthoxylation :

La méthylation des groupes hydroxyles portés par le squelette flavonique se fait sous
I’action de I’enzyme O-méthyl transférase en présence de S-Adenosyl-méthionine (SAM)
comme donneur du groupement méthyle. Cette transformation se fera avant la formation du

noyau chalcone [21,37].

Dans le cas de flavones et flavonols, cette réaction de méthylation peut également se
faire sur le noyau A (carbones 5, 6, 7,8), noyau B (carbones 2°,3°.4°,5’) et ’hétérocycle C

(carbone3) apres la formation du noyau chalcone [37].

O-methyl transférase

OH (e]
Lutéoline >
/_\ Chrysoeriol
SAM SAH
SAM: S-adenosyl methionine SAH: S- adenosyl homocysteine

21



I1-3-c- O-glycosylation :

La liaison aglycone-sucre s’effectue par le biais d’un hydroxyle phénolique et
I’hydroxyle du sucre (glucose, rhamnose, xylose, galactose et arabinose) aprés perte d’une

molécule d’eau créant ainsi un pont oxygéné entre les deux parties.

La O-glycosylation se fait en présence de I’enzyme O-glycosyl transférase et un

donneur de sucre comme UDP-GLU (Uridine diphosphate glucose) [30].
La partie osidique peut &tre mono, di ou tri-saccharidique.

La liaison entre la génine et I’ose peut se faire avec n’importe quel des hydroxyles
phénoliques de la génine, mais en régle générale, ce sont surtout I’hydroxyle en 7 des flavones

et I’hydroxyle en 3 des flavonols qui ont une plus grande labilité [9].

3-O-glucosyl trasférase

»
>

OH O UDP-GlmDP

Quercétine 3-O-glucosyl quercétine

Dans le cas des composés polyglycosylés d’autres ponts oxygénés peuvent se faire

soit par le biais d’autres OH phénoliques soit par le biais d’hydroxyles osidiques.

Comme dans le cas du 3-O-glu, 7-O-rham Kaempférol [1] et du 3-O-rutinosyl
Kaempférol [10].

OH O OH O

3-0-glu,7-O-rham Kaempférol 3-0-rutinosyl Kaempférol
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II-3-d- C-Méthylation :

La présence d’un groupement méthyle sur le squelette flavonique se fait par
I’établissement d’une liaison carbone-carbone. Cette liaison est rencontrée en position C-6

et /ou C-8, parfois en d’autres positions C-3 et C-7 [7].

OCHj;
CHj
H3;CO o
HsC
OH o
Eucalyptine

I1-3-e- C-glycosylation :

Le sucre est li¢ directement au cycle benzénique par une liaison carbone-carbone.

Cette liaison résiste a I’hydrolyse acide [17].

D’une maniere générale, la liaison carbone-carbone est rencontrée souvent en position

C-6 et/ ouen C-8.
I1 existe aussi des C-glycosyles flavonoides en position 7 ou en 4’ [30].

Dans certains composés, les modes de glycosylation peuvent coexister, ce sont les

O-glycosyles de C-glycosyl flavones [17].
La 7-O-glucoside de vicénine -2 illustre ce cas.

OH
Glu

GluO (@]

Glu
OH O

7-O-glycosyl Vicénine-2
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II-4- Distribution et localisation :
I1-4-a- Ditribution :

Les flavonoides sont largement distribués dans le régne végétal. Quasiment absents
chez les algues, ils apparaissent chez les bryophytes (majoritairement des O- et C-hétérosides

de flavones et des dérivés O-Uroniques).
Les O-hétérosides de flavonols sont dominant chez les fougeres.

Enfin, c’est chez les angiospermes que la diversité structurale des flavonoides est

maximale [8].
II-4-b- Localisation :

Les formes hétérosidiques des flavonoides, hydrosolubles, s’accumulent dans les
vacuoles et, selon les espéces, se concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se répartissent

entre I’épiderme et le mésophylle.
Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques.

Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s’agit presque
toujours de génines libres dont la lipophilie est accrue par la méthylation partielle ou totale

des groupes hydroxyle [8].

IT-5-PROPRIETES DES FLAVONOIDES :

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes
et notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un
effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape

fondamentale de sa reproduction.

On peut également noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur

gout désagréable, peuvent jouer un réle dans la protection des plantes.
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Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le controle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’'une maniére complexe avec

les diverses hormones végétales de croissance [55].

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées
dans le domaine médical ou on leur reconnait des activités : antivirales, antiallergiques, anti-
inflammatoires, anticancéreuses, anti- radicalaires, antibactériennes, anti-oxydantes [64], et on

leur reconnait également une activité anti-malaria [68].

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant

I’enzyme aldose réductase [12].

La myricétine possede un effet hypoglycémiant chez des animaux diabétiques [75,76].
II-5-a-Activité anti-oxydante des flavonoides :

Les flavonoides sont des molécules capables de piéger de nombreuses espéces
oxydatives comme [’anion superoxyde (O,"); le radical hydroxyle (OH") ou le radical

peroxyde (ROO").

Les données de la littérature montrent une mise en évidence de certaines relations

entre la structure chimique du flavonoide et 1’activité anti-oxydante :

- La présence du groupe hydroxyle 3-OH li¢ a la double liaison C-2=C-3, et son
emplacement adjacent au groupement carbonyle de I’hétérocycle (C) en position C-4 est exigé
pour la grande efficacité de I’activité anti-oxydante [29]. Cette activité atteint son maximum

quand le noyau B est substitué par un systéme orthodihydroxyle [84] (Figure II-9).

- La O-méthylation des substituants hydroxyles du squelette flavonique réduit

I’activité antioxydante des flavonoides [11,97].

- Les groupements hydroxyles en position 3, 5, 7, 3, 4° participent dans

I’inhibition de la peroxydation lipidique [16].

- La capacité antioxydante des flavonoides revient a leur aptitude a former des
chélates métal-ion, par I’ensemble (3-hydroxy, 4-oxo0), (5-hydroxy, 4-oxo) ou ortho-

dihydroxy sur le cycle B (3°,4’-OH) (Figure 11-10) [94].
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- Les groupes hydroxyles 5-OH, 7-OH, et la double liaison C-2=C-3 qui sont des
sites potentiels de réactivité, sont essentiels pour 1’activité inhibitrice des flavonoides de

I’enzyme Xanthine oxydase et du radical peroxyde produit par ce dernier [18].

Figure I1I-9 : Eléments essentiels pour P’activité antioxydante des flavonoides

Figure I1-10: Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Me"").
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I1-6- ETUDE CHIMIQUE DES FLAVONOIODES :

Une étude phytochimique d’une plante (du moins dans le sens qui nous intéresse)
passe impérativement par les étapes suivantes :

- Extractions : obtention de différents extraits.

- Séparations chromatographiques et purifications : obtention de produits purs et
propres.

- M¢éthodes d’analyses structurales : identifications structurales des produits
isolés.

I1-6-1-Les extractions :

Dans la littérature, il existe différentes méthodes d’extraction des composés
phénoliques, notamment les flavonoides [9, 83]. L’une de ces méthodes est adoptée par notre

laboratoire ou les étapes essentielles sont :

- La macération : une opération qui consiste a laisser le matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant appropri¢ (mélange MeOH/H,O : 8/2) pour extraire les

produits recherchés, c’est une extraction qui se fait a température ambiante.

- Extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de polarité
différente avec en premier lieu de ’acétate d’éthyle qui permet I’extraction des aglycones
hydroxylés, méthoxyles et monoglycosylés suivie par le n-butanol qui extrait les hétérosides

polyglycosylés et aussi les hétérosides de type C-glycosyle.

- Les épiphases (solutions organiques) ainsi obtenues seront évaporées au
rotavapeur, ce qui permet l’obtention de différents extraits lesquels seront pesés avant

d’éventuelles opérations de séparations chromatographiques.
I1-6-2-Séparations Chromatographiques:

La chromatographie est un procédé physiquo-chimique de séparation, au méme titre
que la distillation, la cristallisation ou I’extraction fractionnée, des constituants d’un mélange
homogene liquide ou gazeux. Ainsi, la séparation des composés flavonique est fondée

essentiellement sur les différentes techniques chromatographiques a savoir :
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I1-6-2-a) Chromatographie sur colonne (C.C):

Alors que les autres méthodes chromatographiques sont habituellement employées
pour I’analyse et la séparation de trés faibles quantités de produits, la chromatographie sur
colonne peut étre une méthode préparative ; elle permet, en effet, la séparation des
constituants d’'un mélange et leur isolement, a partir d’échantillons dont la masse peut

atteindre plusieurs grammes.

La chromatographie d’adsorption sur colonne est basée sur 1’utilisation d’une phase
stationnaire comme le silicagel, le polyamide et une phase mobile constituée par divers

systémes de solvants (¢luant).

Pour les flavonoides et selon I’objectif fix¢é, on utilise une colonne de polyamide
(toluéne/méthanol ~ ou  méthanol/eau), une  colonne de  séphadex  LH20

(MeOH/H,0 ou MeOH).....
I1-6-2-b- Chromatographie sur papier (C.®)

La chromatographie sur papier est une méthode de séparation dont le principe repose
surtout sur des phénoménes de partage. La phase mobile est le plus souvent un solvant
organique et I’eau ; la phase stationnaire est constituée par I’eau elle méme, adsorbée par la

cellulose du papier ou liée chimiquement a elle.
Les systémes de solvants les plus utilisés dans cette technique pour les flavonoides :

- solutions aqueuses de AcOH : de 15 a 70%b : selon la nature des flavonoides.

Me¢élange nBuOH — AcOH-H,O : 4-1-5 (phase organique).

Cette méthode présente certains avantages dans le cas de la séparation des composés
hétérosidiques de méme qu’elle permet de débarrasser I’échantillon des acides phénols qui
accompagnent souvent les flavonoides et sont difficilement détachables par d’autres

méthodes.
II-6-2-c- Chromatographie sur couches minces (C.C.M):

La chromatographie sur couches minces (C.C.M) repose principalement sur des

phénoménes d’adsorption, la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui
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progresse le long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille

semi-rigide de matiere plastique ou d’aluminium.

Apres que 1’échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent
a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant ; elle est utilisée aussi bien pour
la séparation que pour que la purification en utilisant diverses phases stationnaires et des
systemes de solvants appropriés. Ainsi, pour les flavonoides : plaques de polyamide DC6 on
utilise les systemes [(Tol/MEC/MeOH : 4/3/3) ; (H,O/MEC/MeOH/AcAc : 13/3/3/1)] ou

plaques de cellulose microcristalline (souvent des solutions en acide acétique).

La purification ultime des produits isolés se fait généralement sur des petites

colonnes :
- de séphadex LH20 en utilisant le méthanol comme ¢éluant (aglycones).

- de polyamide en utilisant le mélange : toluéne/ méthanol avec comme solvant

de base le toluéne (hétérosides ou flavonoides plutot polaires).
II-7- ANALYSE STRUCTURALE DES FLAVONOIDES :
I1-7-1-Généralités :

L’identification structurale des flavonoides est basée tout comme celle des composés

organiques en général sur ce que peut donner la spectroscopie ; a savoir :

o Spectrophotométrie UV-Visible avec les réactifs spécifiques qui reste la

méthode de choix pour cette catégorie de produits [32,51].

. Spectrométrie de masse (SM) avec différents modes d’ionisation : impact

¢lectronique (IE), ionisation chimique (IC) et bombardement atomique rapide (FAB).

. Résonance Magnétique Nucléaire (R.M.N.) avec ses différents modes

(RMN-'H, RMN-"°C, DEPT, COSY, etc....).

Notons que I'utilisation de toutes ces méthodes en méme temps n’est en aucun cas

systématique.

La figure II-11 énumere les différentes étapes utilisées pour la détermination

structurale des composés isolés.
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Produits isolés purs et propres

Relevés des Rf et fluorescence

l

Co-chromatographie en présence de témoins authentiques.

/1 - MeOH

2- MeOH + NaOH 19 série

Séries spectrales UV-‘\V/isible 3- MeOH + NaOH (aprés Smn)

4- MeOH

< 5- MeOH + AICl; 2% série
6-MeOH + AICI; + HCI

7- MeOH
8- MeOH + NaOAc 38 gérie
9- MeOH + NaOAc ; H;BO;

v

Spectrométrie de masse (S.M)

v

Résonance Magnétique Nucléaire (R.M.N)

Figure I1-11 : Les étapes suivies pour I’analyse des produits isolés.
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11-7-2- Fluorescence sous lumiére de Wood :

La fluorescence sous lumicere de Wood (la longueur d’onde de 365nm) des
flavonoides donne des renseignements treés utiles sur leurs structures chimiques
préliminaires. A titre d’exemple, la fluorescence permet de distinguer au moins une

flavone d’un flavonol a condition que ¢a soit sous leur forme aglyconique.

OH

OH

Flavone —= Violette

H :
OH Flavonol —» Jaune
OH 7 OR : — (R=Alkyl ou sucre)—Violette

Le tableau II-2 montre la relation entre la fluorescence et la structure

chimique [51].

Tableau II-2 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood et les structures

flavoniques.

Fluorescence Structures possibles

Violette noire - Flavones avec 5, 6,7 ou 5,7, 8 tri-OH
- Flavonol avec 3-OR.
- Chalcones.

Bleue -Flavone ou flavonol sans OH en 5.
-Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.
-Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH

Orange fluorescente Isoflavones

Jaune-verte Aurones

Bleue-verte Flavanone sans 5-OH
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11-7-3- Effet du rapport frontal (Rf):

Le rapport frontal (Rf) est défini comme étant le rapport de la distance entre la tache
du produit et ’origine d’une part et la distance entre 1’origine et le front du solvant d’autre
part.

La valeur du Rf varie avec la nature de I’¢luant utilisé (organique ou aqueux), le type
du support chromatographique (gel de silice, polyamide, cellulose), la nature du produit lui-
méme (aglycone ou glycosyl), ainsi que de la disposition des différents substituants sur le
squelette flavonique [5, 51,59].

Un simple regard sur le comportement chromatographique des flavonoides en
fonction de leur structure, dans un solvant organique ou aqueux, a permis de dégager les
premiéres indications (qui sont illustrées dans le tableau II-3); ce qui facilitera certainement la
suite de I’opération identification structurale.

Tableau II-3 : Relation Rf -Structure flavonique

Structure flavonique Rf

Rfdiminue dans les systémes de solvants
organiques et augmente dans les systémes de

Augmentation des groupes hydroxyles | ¢ jvants aqueux.

Rfaugmente dans les systemes de solvants

Méthylation des hydroxyles organiques.

Rf diminue dans les systémes de solvants
Glycosylation organiques et augmente dans les systémes de
solvants aqueux.

I1-7-4 - spectrophotométrie UV-Visible :

C’est une technique treés importante pour 1’identification des structures flavonoidiques
et son utilisation en premier lieu reste déterminante. Elle permet la localisation des hydroxyles
libres et leur position sur le squelette flavonique, par la formation de complexes avec les
différents réactifs. Ceci se traduit sur le spectre UV-Visible via les effets électroniques par des
déplacements bathochromiques, hypsochromiques et a moindre degré hyper et
hypochromique des bandes d’absorption par rapport au spectre de référence pris dans le

méthanol.
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Ce dernier est caractérisé par deux bandes d’absorption principales : la bande I et la
bande II [44] (Figure 1I-12).

R=H Flavone

R=0OH Flavonol

Bande II : Benzoyle Bande I : Cinnamoyle

Figure II-12 : Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique.

Bande I : présentant un maximum d’absorption entre 300 et 385 nm, elle est attribuée
a I’absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du groupement carbonyle
avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, elle donne donc, des renseignements sur les

variations structurales du cycle B et I’hétérocycle C.

Bande II : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm et méme plus
haut (= 295nm); elle est attribuée a 1’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la
conjugaison du groupement carbonyle avec le noyau A et donne des informations sur les

variations structurales du cycle A [59].

L’interprétation des spectres dans le méthanol et / ou en présence de réactifs
spécifiques s’appuie sur des régles trés connues des flavonistes ; régles décrites par Jurd et all

(1962) reprises par Mabry et all (1970) et complétées par Voirin (1983).

Le tableau I1-4 donne I’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en

milieu méthanolique pour quelques types de flavonoides [59].
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Tableau I1-4:Relation entre le maximum d’absorption en UV et le type de flavonoides [59]

Type de flavonoides Bande I (nm) Bande II (nm)
Flavones 310-350 250-280
Flavonols (3-OH substitué) 330-360 250-280
Flavonols (3-OH libre) 350-385 250-280
Isoflavones 310-330 Ep

245-275
Isoflavones (5-deoxy-6,7-dioxygénés) Pic a 320
Flavones et dihydroflavonols 300-330 Ep 275-295
Chalcones 340-390 230-270 Intensité faible
Aurones 380-430 230-270 Intensité faible
Anthocyanes et Anthocyanidines 465-560 270-280

Le maximum d’absorption de telle ou telle bande dépend du nombre et de la position

des groupements hydroxyles, méthoxyles ou glycosyles sur le squelette flavonique.

L’augmentation du nombre de groupements hydroxyles fait déplacé le maximum
d’absorption vers des longueurs d’onde plus ¢levées, par contre la substitution des
groupements hydroxyles par des groupements méthoxyles ou glycosyles fait déplacer ce

maximum vers des longueurs d’onde plus faibles [56].

Le spectre méthanolique d’un composé flavonique sera modifi¢ par addition de

réactifs specifiques (NaOH, NaOAc, H3BO3 AICl3 et HCI). Ces derniers reagissant avec

les groupements hydroxyles par formation de complexes ceci se traduit sur le spectre UV par
des déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des bandes d’absorption, permettant
la localisation des hydroxyles libres sur le squelette flavonique aussi bien sur le cycle B que

sur le cycle A.

La figure II-13 montre les actions des réactifs sur la molécule flavonique
alors que la figure II-14 établit les différentes incidences sur les allures des spectres

UV-Visible [99].
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I1-7-5 -Hydrolyse acide des hétérosides :
L’hydrolyse acide étant une opération trés simple et elle est utilisée dans le cas des
O-hétérosides.

Une fois la liaison osidique coupée, 1’aglycone ainsi que le sucre détaché peuvent étre
analysés séparément.

L’identification du sucre se fait par Co-chromatographie avec des solutions
authentiques ou par CPG.

Les hétérosides C-glycosylés résistent a 1’hydrolyse acide, cette propriété permet de
différencier ce type de liaison dans les flavonoides glycosylés.

Cas des substituants O-glycosides :

- L’extrait pur est chauffé en présence d’acide chlorhydrique (2N) dans un bain
marie pendant 30 a 120 minutes selon le degré de substitution de 1’aglycone.

- Apres refroidissement, 1’aglycone est récupéré par affrontement a 1’éther
dié¢thylique, 1’acétate d’éthyle ou le n-butanol selon la nature de cette derniere.

- L’identification de 1’aglycone se fait par analyse spectrophotométrique
UV -Visible et par Co-chromatographie en présence des substances témoins.

- La phase aqueuse résiduelle est évaporée a sec et reprise par une goutte d’eau
pour I’identification des sucres pour cela :

o Une CCM en présence des sucres témoins s’effectue sur une plaque de gel de
silice imprégnée d’une solution de NaH,PO4 (0,2M), [1’¢lution se fait dans le mélange
acétone/eau (9 :1).

o La révélation des sucres se fait par pulvérisation d’une solution de malonate
d’aniline dont la composition est la suivante :

-1g d’acide malonique.
-lcm® d’aniline.

-3cm’® d’acide phosphorique.
-100cm’ d’éthanol.

e Aprés séchage (5 4 10 minutes) a 100°C les taches apparaissent brunes
dans le visible et jaunes sous UV-Visible qu’on comparera (valeurs des Rf) avec celles des
sucres témoins.

Le tableau II-5 suivant représente les valeurs de Rf de sucres témoins dans le systéme
precedemment.
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Tableau II-5 : Valeurs de Rf de sucres témoins.

Sucres Rf
a-(L) Rhamnose 88
D (+) Xylose 79
L (+) Arabinose 66
B-D (+) Glucose 53
D (+) Galactose 33

I1-7-6 -Spectrométrie de masse :

Cette technique est utilisée pour confirmer mais aussi pour finaliser (pas toujours)
I’ébauche structurale obtenue grace aux données des Rf et des données de I’'UV-Visible.

Parmi les informations d’ordre structural qu’on peut y tirer, on citera :

- La détermination du pic moléculaire qui permet d’apprécier globalement le
nombre et la nature des substituants hydroxyles ou méthoxyles; cette détermination dans le
cas complexes peut étre effectuée a haute résolution permettant ainsi d’accéder avec une
extréme précision a la formule brute de la molécule étudiée.

- La détermination des pics de fragmentation qui vont fournir des indications sur
la répartition des substitutions entre les noyaux A et B [35].

- La détermination de la nature et le site d’attachement des sucres dans les "O"
ou "C" glycosides [60].

Il existe différents modes d’ionisation en spectrométrie de masse et les plus utilisées
en ce qui nous concerne sont :

I1-7-6 -1- Ionisation par impact électronique (SM.E.I):

C’est la méthode la plus ancienne et la plus utilisée ; I’échantillon est volatilisé dans la
chambre d’ionisation a une température T= 100-300°C ou les molécules sont transformées en
ions positifs par bombardement électronique ; seul les aglycones pourront étre analyser en
mode E.I [27].

Le cas des flavones et des flavonols a été étudié par Audier [2].

Les modes ou les schémas de fragmentation de la partie aglycone de ces composés
sont illustrés respectivement par les deux figures 15 et 16.
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I1-7-6 -2- Spectrométrie de masse a bombardement atomique rapide FAB :

Plus récente, elle s’appréte a I’analyse des composés a poids moléculaire élevé et peu
volatils [4] et dont le spectre de masse obtenu par source E.I ne contient pas le pic

moléculaire.
Les caractéristiques de cette méthode sont les suivantes :

- La formation des ions a lieu a partir d’un échantillon a basse température

(échantillon non chauffé).

- La présence des ions quasi moléculaires et quelques fois des fragments

caractéristiques.
- La formation d’ions positifs et négatifs (F.A.B positive et F.A.B négative).

- La durée de vie importante de 1’échantillon soumis a 1’analyse, permettant ainsi

de travailler un temps relativement long avec le méme échantillon.

- L’application de cette méthode sur les flavonoides glycosylés, elle donne des
informations utiles concernant la nature, la position et I’arrangement des sucres dans la

molécule [4].

Dans cette technique, 1’ion moléculaire n’est pas toujours observable. On observe
généralement, ’ion correspondant au poids moléculaire plus un proton [M+H]™ (en mode
positif), d’autres ions peuvent se former lorsqu’il existe des impuretés de sels tel que chlorure
de sodium (on obtient I’ion [M+Na]") ou de chlorure de potassium (on obtient 1’ion

[M+K]"). Ces informations permettent de déduire le poids moléculaire du composé étudié.

II-7-6 -3- Ionisation a pression atmosphérique :

C’est une technique d’ionisation douce plus récente que le F.A.B; elle consiste a
injecter la solution contenant le produit a analyser dans la source et la formation des ions a

lieu lors de la volatilisation.

Deux techniques sont a distinguer :
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a- L’ionisation par électrospray (E.S.I):

A pression atmosphérique, les gouttelettes de solutés sont formées a I’extrémité d’un

fin capillaire de silice, métallisé en surface et porté a un potentiel élevé.

Le champ électrique intense leur confeére une densité de charge importante. Sous
I’effet de ce haut champ électrique, ilya formation d’un électrospray, c'est-a-dire d’une
multitude de micro gouttelettes trés chargées, par effet d’un gaz sec, elles s'évaporent
progressivement en perdant des molécules de solvant par des mécanismes complexes de
désolvatation et d’évaporation. Leur densit¢é de charge devenant trop importante, elles
explosent en libérant des microgouttelettes constituées de molécules protonées ou déprotonées

de I’analyte, porteuses d’un nombre de charges variable.
6- Ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI):

C’est une technique d’ionisation dans la phase gazeuse, basée sur le transfert
d’espéces chargées d’un ion réactif a une molécule d’analyte [50,93]. Elle est utilisée comme
méthode d’ionisation pour la spectrométrie de masse, préférentiellement couplée a une
chromatographie en phase liquide (HPLC). Les échantillons liquides sont directement
introduits dans un nébuliseur pneumatique.

Sous I’effet d’un jet d’air ou d’azote, le liquide est transformé en fin brouillard. Un
chauffage assure la désolvatation des composés. Ces derniers sont ensuite ionisés
chimiquement a pression atmosphérique: en général, la phase mobile vaporisée joue le rdle de
gaz d’ionisation et les électrons sont obtenus a partir de décharges d’électrode couronne.
L’ionisation des composés est trés favorisée lors de ces techniques car la fréquence des

collisions est ¢levée a pression atmosphérique.

L’avantage de ces techniques de masse est I’obtention d’ions multichargés et
multiprotonés qui permettent la détermination de molécules trés lourdes.

I1-7-7-Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire trouve un grand emploi pour la
détermination des structures flavoniques plutdt compliquées [35].

C’est une méthode précise et efficace, mais exige une grande quantité de produit ;
simplement, a I’inverse des autres techniques, elle est non destructive.

Il existe la RMN monodimensionnelle et la RMN bidimensionnelle :
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II-7-7-a- RMN monodimensionnelle :

. RMN du proton (RMN 'H) :

Elle informe sur I’environnement des différents protons flavoniques qui résonnent
généralement entre 6 et 8 ppm; elle permet de connaitre [80,61] :

- La position et le nombre de divers protons porté par le flavonoide.

- Le nombre de substituants méthoxyles porté par le squelette flavonique.
- Le nombre et la nature des sucres liés a I’aglycone.

1- Protons du noyau A :

Selon les substitutions possibles, les résonnances et les multiplicités des protons H-5,
H-6 et H-8 sont résumées dans le tableau I1-6.

Nature de flavonoides H-5 H-6 H-8
5,7-OH L 6,0-6,2ppm 6,3-6,5ppm
d (J=2,5Hz) d (J=2,5Hz)
5-OH, 7-OR 6,2-6,4ppm 6,5-6,9ppm
(R= Sucre) - d (J=2,5Hz) d (J=2,5Hz)
5, 6,7-OR
(R=H, Sucre) - - 6,3ppm (S)
5, 7,8-OR
(R=H, Sucre) - 6,3ppm (S) -
7-OR 8,0ppm 6,7-7,1ppm 6,7-7,0ppm
(R=H, Sucre) d (J=9,0Hz) dd (J=9Hz et 2,5Hz) d (J=2,5Hz)

Tableau I1-6: déplacements chimiques et multiplicités des protons du noyau A.

Le déplacement chimique est basé sur les substituants dans le noyau B et le degré
d’oxydation du noyau C.

Le tableau II-7 représente quelques déplacements chimiques des protons du noyau B.
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Tableau II-7 : Déplacements chimiques des protons du noyau B

Flavonoides H-2°, H-6' H-3', H-5'
Flavones (4'-OH) 7,7-7,9 ppm 6,5-7,1 ppm
d (J=8,5Hz) d (J=8,5Hz)
Flavonols (4'-OH) 7,9 -8,1 ppm 6,5—-7,1 ppm
d (J=8,5Hz) d (J=8,5Hz)
3',4'-di-OH 7,2 7,3 ppm 7,3-7,9ppm 6,7-7,1ppm
d (J=2,5Hz) dd(2,5-8,5Hz) | | d(J=8,5Hz)
3'.4",5"-tri-OH 6,5-7,5ppm  (S)
2- Protons de I’hétérocycle :

Dans le cas des flavones, le proton H-3 apparait sous forme d’un singulet a 6,3 ppm
qui trés souvent chevauche avec le signal du proton H-6.

3- Protons des méthoxyles :

L’introduction d’un ou plusieurs méthoxyles sur la molécule donne lieu a I’apparition
d’un ou plusieurs singulets de 3,8 a 4,5 ppm [57].

La mesure du spectre RMN des produits méthoxylés dans deux solvants différents est
trés utilisée pour la détermination de la position du ou des groupements méthoxyles sur le
noyau des flavonoides et ceci par I’observation du déplacement du signal correspondant au(x)
méthoxyle(s) dans les deux solvants [57].

4- Protons osidiques :

Les protons correspondants a la partie osidique résonnent a des champs forts par
rapport & ceux de la génine (3,5 — 4 ppm). Le proton anomérique (H-1’ résonne a champ
faible par rapport aux autres protons a la partie osidique (4,2 a 6 ppm).

L’intégration du signal qui est proportionnelle au nombre de protons qu’elle représente
permet de déterminer le nombre de sucres, alors que la constante de couplage du proton
anomérique permet de déterminer I’anomere o ou 3 connaissant la nature du sucre.

Le déplacement chimique du proton anomérique (H-1") est basé sur :
- La nature du flavonoide et du sucre.

- La position et le type de liaison entre le sucre et I’aglycone.
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Les deux tableaux suivants illustrent les déplacements chimiques de quelques protons
anomériques dans DMSO-ds, le premier pour les monoglycosyles alors que le second
concerne les diosides [58].

Sucre H-1" (ppm)
3-0-B-D-glucoside 2,25-5,56
3-0-B-D-galactoside 5,6
3-O-B-D-glucuronide 5,48
3-0-B-D-xyloside 5,37
3-0-B-D-Alloside 5,67-5,68
3-O-a.-L-Glucoside 5,63
3-O-a-L-Rhamnoside 5,31
5-0O-B-D- Glucoside 4 .,56-4,79
7-0-B-D- Glucoside 4,95
7-O-B-D- glucuronide 5,10-5,30
7-O-a-L- Rhamnoside 5,22-5,75
7-0-B-D- xycoside 4,98
8-0-B-D- Glucoside 4,65
8-O-B-D- glucuronide 4,82
2'-0-B-D- glucuronide 5,00-5,11
3'-0-B-D- Glucoside 4,92-5,00
3'-0O-0-L- Rhamnoside 5,37-5,43
4'-0-B-D- Glucoside 4,80-5,04
4'-O-B-D-galactoside 5,00
3",5'-0-di-O-B-D- Glucoside 5,24
6-C-B-D- Glucoside 4,58-4,90
6-C-B-D- Rhamnoside 4,85-5,26
6-C-a-D-Arabinoside 4,67
8-C-B-D- Glucoside 4,64-4,88
6,8-di-C-B-D- Glucoside 4,84
8-C-B-D- Rhamnoside 4,64-4,88
8-C-a-L-Arabinoside 4,75-4,89
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1* sucre H-1""(ppm) Second sucre H-1"'(ppm)
3-O-B-D-glucoside | 5,72-5,75 2-O-B-D-Glucosyl 4,63-4,65
5,28-5,45 6-O-B-D-Glucosyl 3,96-4,02
5,40-5,66 2-0-o-L-Rhamnosyl 4,90-5,10
5,28 2-0-o-L-Rhamnosyl 4,37-4,39
3-0-a-L- 5,56 2-0-B-D-Glucosyl 4,10-4,23
rhamnoside 521-550 | 3-0-B-D-Glucosyl 4,32-4,48
5,33-5,44 3-0-B-D-Galactosyl 4,25
5,31 3-O-a-L-Rhamnosyl 4,81
7-0-B-D- glucoside | 4,90-5,25 2-0O-B-D-Glucosyl 4,23-4,68
5,05-5,05 2-O-a-L-Rhamnosyl 5,56

Tableau II-9 : Déplacements chimiques des protons anomériques dans DMSO-d6 des diosides.

- Quand les protons (H-1") et (H-2") du sucre sont diaxiaux, la liaison devient 3

avec une constante de couplage de 7 — 8 Hz.

- Quand les protons (H-1") et (H-2") sont axial- équatorial, le sucre forme une

liaison o avec 1’aglycone avec une constante de couplage de 3 a 4 Hz [58]
o RMN carbone -13:

Donne des informations utiles et parfois nécessaires pour mieux identifier la molécule

telles que [61-34] :

- Le nombre total d’atomes de carbone du composé flavonique ainsi que leur

environnement.
- La connaissance de type des liaisons —C et / ou —O- sucres.

Le tableau II-10 : énumeére les valeurs des déplacements chimiques (en ppm) de

spectres RMN carbonel3 de quelques flavonoides [59].
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les déplacements chimiques (en ppm) des carbones de quelques flavonoides.

Tableau I1-10

cette technique permet de mettre en évidence tous les

DEPT 135 et J mod :

carbones de la molécule.

Cette expérience permet la mise en ¢évidence des carbones primaires (CHj3),

secondaires (CH,), tertiaires (CH) et dans une moindre mesure les carbones quaternaires.
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La différence majeure entre le DEPT 135 et le J mod, réside dans le fait que les

carbones quaternaires sont détectés avec le J mode alors qu’ils ne le sont avec le DEPT.
I1-7-7-b- RMN bidimensionnelles (RMN —2D) :
Les expériences de RMN-2D reposent sur une succession de trois intervalles de

temps, le temps de préparation, le temps d'évolution et le temps de détection. Dans certaines

autres expériences, il peut s’ajouter une autre période avant la détection, c’est
le temps de mixage [26].
1- Corrélations homonucléaires :
- COSY ('H — 'H): cette expérience fournit des informations sur les couplages

homonucléaires *J et °J (protons séparés par deux ou trois liaisons) entre les protons voisins et

ceux qui sont adjacents.

- NOESY ('H — 'H) : cette technique permet d’observer, dans I’espace, les

corrélations entre protons (effets Overhausser) d’une méme molécule.
2- Corrélations hétéronucléaires :

- HSQC ('Ji.c) : cette technique permet d'observer les couplages chimiques entre les
carbones et les protons auquels ils sont liés. Toutefois, elle ne permet pas d'observer les

déplacements chimiques des atomes de carbones quaternaires.
- HMBC (Jiic, *Tic) ¢ cette technique permet de répondre aux problémes
précédemment posés, puisqu'elle permet la détection des couplages longue distance *Jy.c,

3 , . . I3
Ji.c, et permet de déduire les carbones quaternaires couplés aux protons.
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II1-1- Etude chimique de [espece Myrtus communisL ..

II1-1-1- Choix du matériel végétal:

L'analyse qualitative des composés phénoliques effectuée (couplage HPLC / UV-
Visible) sur des extraits hydroalcooliques de différentes especes de certaines familles a
montré la richesse de I'espéce Myrtus communis L. en métabolites secondaires qui nous
intéressent, notamment les flavonoides.

Le tableau suivant énumere les résultats des analyses effectuées sur les extraits
hydroal cooliques des différentes especes.

Tableau I11-1: Liste des espécestestées par HPLC /UV

Matériel végétal Richesse en Lieux des
Espoce T flavonoides r écoltes

Cynoglossum cheirifolium Boraginaceae ++ Sétif
Centranthus ruber Valerianaceae +++ Sétif
Sambucus ebulus Caprifoliacae + Sétif
Sedum nevadence Crassulaceae +++ Sétif
Berberis hispanica Berberidaceae ++ Sétif
Ranunculus arvensis Ranuncul aceae ++ Sétif
Cistus villosus Cistaceae + Sétif
Lamium longiflorum Lamiaceae + Sétif
Saturegja granatensis Lamiaceae ++ Sétif
Sachys ocymastrum Lamiaceae +++ Sétif
Phlomis orinita Lamiaceae +++ Khenchela
Sachys officinalis Lamiaceae ++ Khenchela
Smyrnium olusatrum Apiaceae + Khenchela
Myrtus communis Myrtaceae +++++ Sétif
Cerinthe major Boraginaceae + Khenchela
Helianthemum helianthoides Cistaceae + Khenchela
Knautia arvensis Dipsacaceae ++ Khenchela
Artemisia judaica composeae ++++ Batna
Pergularia tomentosa Asclepiadaceae + Batna

50




I11-1-2- Place dans la systématique:

Embranchement » Spermaphytae
Sous-embranchement » Angiospermae
Classe » Dicotylédonae
Ordre » Myrtales
Famille » Myrtaceae
Genre » Myrtus
Espéce » M. communisL.

II1-1-3- Description botanique du lespéce Myrtus communisL . :

C'est un arbuste sempervirent de 1 a 3 metres de haut, a tiges trés ramifiées, dés la
base; ses buissons touffus et aromatiques portent des feuilles ovales lancéolées, |uisantes,
coriaces, opposees, par deux ou quelquefois par trois ; fleurs blanches solitaires al'aisselle des
feuilles, axillaires, périanthe a cinq sépales et cing pétales;, nombreuses étamines et un style

saillant ; baies bleu-noir, couronnées par le calice persistant [79].

Espece méditerranéenne, commune dans le Tell et sur le littoral du centre. Connu sous

le nom de "Rihan" [23] (FigureI11-1).
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Figurelll-1: Photosde Myrtus communisL.

I11-1-4- Protocole expérimentale :
I11-1-4-1- Extraction:

15009 des feuilles de la plante séche sont coupées en petits morceaux et mises a

macérer dans un mélange hydroal coolique (MeOH/H0 ; 70/30 ; V/V) pendant 24 heures.

La solution résultante est filtrée puis concentrée. Cette opération est répétée 4fois

(3foisafroid et une fois a chaud).

Les solutions hydroalcooliques ou filtrats sont réunies et concentrées sous pression

réduite a température ambiante.

Aprés reprise par de I'eau bouillante, la solution est mise au repos pendant une nuit
puis filtrée (élimination des résines et quelques pigments chlorophylliens «dépbt en bas de

I” éprouvette»).

La phase aqueuse limpide est épuisée successivement par |'acétate d'éthyle puis par le
n-butanol. Chaque extraction est répétée trois fois. Les deux phases organiques ainsi obtenues

(acétate d'éthyle et n-butanol) sont concentrées a sec sous pression réduite et pesées.

Le processus de I'extraction est résumé dans lafigure [11-2.
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Poids 1500g

Matériel végétal

(Feuilles séchées et coupées)

v - Filtration

- 3 extractions: MeOH/H,0 (70/3) afroid (3x24h)

-1 extraction: MeOH/H,0 (70/30) achaud / 24h

Extrait hyd r@

- Concentration a sec.

\ 4

- Reprise par H,O bouillante

- Filtration aprés une nuit de repos

- Affrontement par |'acétate d'éthyle (x3).

- Décantation.

A

y

Phase aqueuse

-Affrontement par le n-butanol (x3).

- Décantation.

A 4

Phase aqueuse

A 4

Phase organique

Concentration

[ Extrait butanolique (76g) }

A 4
Phase organique

Concentration

v
[ Extrait d'acétate d'éthyle (31,6 g) 1

Figurelll-2: Protocole d'extraction de Myrtus communisL.
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II1-1-4-2- Contréle chromatographique :

Pour avoir les empreintes flavoniques de la plante et avoir une idée sur les meilleurs
systemes de séparation, les deux extraits subissent une chromatographie bidimensionnelle sur

papier wattman n°3 et plague de polyamide DC6 avec les systémes d’ é uants suivants :
Systeme | chromatographie sur papier wattman n°3 avec les éluants suivants :
- Lapremiére dimension : B.A.W (4/1/5) : épiphase.
- La seconde dimension : ACOH 15%.
Systéme I1: chromatographie sur plaque de polyamide DC6 avec les éluants suivants:

- La premiére dimension: Toluene/Méthyl éthyl cétone / Méthanol (4/3/3):

dimension organique.

- La seconde dimension : Eau/ Méthyl éthyl cétone / Méthanol/Acétyl acétone

(13/3/3/1) : dimension aqueuse.

La premiéere dimension (dimension organique) assure une dispersion en fonction de la
nature des aglycones qui seront classés par ordre de lipophilie croissante (nombre
d'hydroxyles et de méthoxyles), la seconde dimension (dimension aqueuse) sépare les

hétérosides en fonction du nombre, position et la nature des sucres.

Les résultats des chromatographies analytiques des deux extraits Acétate d'éthyle
et n-butanol ont montré que les composés présents dans la phase acétate étaient différents de
ceux présents dans la phase butanolique. Ceci nous a donc amené a étudier chague extrait

séparément.
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— 4/3/3

— 13/3/3/1

Figurelll-3: Chromatographie 2D sur couche mince de polyamide DC6 de la phase

acétate d'éhyle de Myrtus communisL.

4/3/3

_— 13/3/3/1

Figurelll-4: Chromatographie 2D sur couche mince de polyamide DC6 de la phase

butanolique de Myrtus communisL.
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I11-1-4-3- Séparations chromatographiques :

Les résultats du couplage HPLC/UV dune pat et des plaques analytiques
bidimensionnelles sur polyamide DC6 effectués sur les extraits Acétate d'éthyle et n-butanol

ont fait qu’ on étudie séparément ces deux derniers.

Une éude chromatographique anaytique par HPLC/UV a été effectuée sur cet extrait
(fig. 111-5).

A travers un simple regard sur les données (UV-Visible) du chromatogramme de
I’ extrait acétate d’ éthyle (Figure I11-5), on atout de suite conclu que ce dernier est plutdt riche
en composés flavonoidiques aussi bien en qualité qu'en quantité. Aussitot, une suite
d opération de séparation et de purification a été réalisée a savoir :

DADT C, Sig=273,8 Ref=400, 100 (FLORIANTWOSZ10719.0]
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n
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DAD1 D, Sig=320,16 Ref=400,100 (FLORIANTW05210719.0) =
mAU {
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- 5 & LT ;8 gior
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Figurelll-5: Chromatogramme del'extrait acétate d'éthyle de Myrtus communisL.
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. Séparation sur colonne:

Environ 25g de I'extrait acétate d'éthyle sont déposés sur une colonne de
polyamide SC6 et I'éluant utilisé étant le mélange Toluéne/Méthanol avec comme solvant de
base |e toluéne.

Les fractions de colonne obtenues ont subi des tests sur différents supports
chromatographiques dans différents systémes d'éluant ; ce qui nous a permis de réunir les
fractions ayant des comportements chromatographiques semblables donnant ainsi huit
fractions en tout. Seules les fractions E et F ont été étudiées, les autres sont des mélanges
plutét complexes.

. Etudedelafraction E :

Cette Fraction a subi une chromatographie sur papier wattman n°3 avec
comme éuant une solution aqueuse d'acide acétique a 50%, ce qui nhous a permis d'isoler un
produit qui sous lumiere de Wood présente une fluorescence jaune et qui a subi une
purification sur sephadex LH20.L e produit obtenu est appelé (Ay).

° Etudedelafraction F :

La séparation des produits de cette fraction a été effectuée sur papier
wattman n°3 avec comme systéme d'élution I'acide acétique 50%, ce qui a montré
I” apparition de deux bandes, I’une de fluorescence jaune et I’ autre violette sous lumiére de
Wood.

La bande jaune a été éluée par du méthanol, apres filtration la solution est évaporée a
sec. L’extrait obtenu a été testé par CCM dans différentes systemes ; les résultats de ces tests
ont montré la présence d’ un seul produit mgjoritaire de type aglycone. Ce qui nous a amené a
purifié cet extrait sur gel de sephadex LH20 pour obtenir le produit (Ay).

Apres éution de la bande violette dans le méthanol (R1), la phase acoolique a été
évaporée a sec puis reprise avec minimum de méthanol. Les tests chromatographiques ont
montré que cette phase est un mélange séparable. Cette phase a subi une rechromatographie
sur plagues préparatives de polyamide DC6 , éluée par le systeme Toluene/Méthyl éthyl
cétone / Méthanol (4/3/3), qui a donné lieu a deux fractions, dans |'une est majoritaire
présentant un mélange facilement séparable sur plaques préparatives de cellulose dans le
systeme d'élution l'acide acétique 50%, ce qui nous a permis obtenir un produit de
fluorescence violette (Ry11) dont le comportement chromatographique dans les différents
systemes présente une monotache, ce qui nous a permis de faire la purification sur colonne de
polyamide dans le systéme toluéne / polyamide .
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I11-1-4-3-b- Séparation et purification des composants de lextrait butanolique :

De méme que l'extrait acétate d'éthyle, une chromatographique analytique
par HPLC/UV a été effectuée sur I'extrait butanolique (fig. I11-7).

Le chromatogramme obtenu a montré une composition tres riche de cet
extrait et notamment en composes recherchés plutdt polaires par rapport aux antécédents
(probablement des hétérosides). Aussi, il S'avere que pour cet extrait, la diversité en composé

flavonoidique est plus prononcée et il en est de méme sur le plan quantitatif.

Les spectres UV correspondants aux différents produits séparés par HPLC montrent
que plusieurs des produits séparés appartiennent a la classe des flavonoides, type flavone ou
flavonol sauf que seulement quelques un entre eux sont en quantité suffisante.
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Figurelll-7: Chromatogramme de|'extrait butanolique de Myrtus communisL.

59



,,,,,,

. Séparation sur colonne:

L'extrait butanoligue (25g) dissout dans le méthanol, est mélangé a une petite quantité
de polyamide, I'ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu'a |'obtention d'une poudre
homogeéne.

Cette poudre est déposée sur colonne de polyamide SC6, préparée dans le Toluéne.

L'élution est réalisée par un gradient de polarité du systéme Toluéne/Méthanol avec

comme solvant de base le toluéne.

Notons que le suivi de la séparation et le rassemblement final des fractions ont été
effectués sur la base d'analyses par CCM analytique, celaa permis de réunir sept fractions.

Parmi les sept fractions obtenues, nous avons procédé a la séparation de la fraction F.
L es critéres de choix de cette derniére reposent sur la base des données de la chromatographie

couche mince ainsi que sur leur poids relativement intéressant.
o Etudedelafraction F:

La fraction F est traitée par une chromatographie sur des plaques préparatives de gel
de silice, éluées par le systéme acétate d'éthyle/eau/acide acétique (8/1/1), a permis |'isolement

des composeés suivants :
R>: un produit propre de fluorescence violette.
G1 . un mélange séparable ; rechromatographié sur des plaques préparatives de

polyamide DC6 éluées par le systéme Eau/ Méthyl éthyl cétone / Méthanol/Acétyl acétone
(13/3/3/1) adonné lieu a un autre mélange, rechromatographié sur des plaques préparatives de
cellulose ; I'éluant est I'acide acétique 15%, a donné le produit propre (G111) de fluorescence

violette et la sous fraction Gy, de trés faible quantité.
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Résultats et discussions :

L’identification des composés flavoniques de Myrtus communisL . a été réalisée sur la

base des données de :
- La fluorescence.
- Le calcul de Rf a partir d’une CCM dans les trois systémes de solvants :
o Toluene / Méthanol/ Méthyléthylcétone : 4/3/3 : SI.
o Eau /Méthanol/ Méthyléthylcétone /Acétylacétone : 13/3/3/1 : SII.
o Acide acétique 15% : SIII.
- La valeur de temps de rétention (tr) du chromatogramme HPLC.
- L’interprétation des séries spectrales UV-Visible.
- Les données spectrales : SM en APCI, RMN-"H et RMN-"C.

- L’hydrolyse acide qui permet de déterminer la nature du sucre et parfois sa

position.
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IV-1- Elucidation structurale du composé A,:

3,5,7,3,4,5- hexahydroxyflavone (Myricétine)

OH
OH
HO O
OH
OH
OH o
IV-1- 1-Comportement chromatographique :
Systéme SI SII
Rf 0.09 0.03
Fluorescence jaune
Temps de rétention tg (mn) 31.98
IV-1- 2-Les données spectrales :
a- Données des spectres UV-Visible :
Réactifs Maximum d’absorption : Amax (nm)
Bande I Bandes intermédiaires Bande I1
o MeOH 376 301 254
§ +NaOH 430 321 278
5 +NaOH+5mn 446 318 285
o
@ MeOH 376 300 254
-
‘Y +AICl; 448 / 270
%N +AICLAHCI 431 320 267
® MeOH 375 301 254
3 +NaOAc 394 327 268
%m +NaOAc+H;BO; 395 / 258
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b- Spectres de masse :

m/z Ions Pourcentage%

319 [M+H]" 100

341 [M+Na]" 15

357 [M+K]" 20

382 [M+2H+Na+K]" 25

317 [M-H] 100

635 [2M-H] 25

c- Spectre RMN-'H :
Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique (ppm)

6.08 IH d (2.09) H-6

6.25 IH d (2.09) H-8

7.30 2H S H-2’, H-6’

Le comportement de ce composé tout au long des différentes manipulations, sa
fluorescence sous lumicre de Wood jaunatre, ses différentes valeurs de Rf ajouté aux
positions des bandes I et II (376 et 254nm) de son spectre méthanolique font que le composé
A; se présente comme étant un aglycone de flavonol avec un OH libre en position 3.

Toujours concernant le spectre méthanolique, le fait que la bande II présente aussi un
épaulement vers 270nm, cela indique que le cycle B est au moins disubstitué.

L’hydroxyle libre en position 5 et la confirmation de I’OH libre en position 3 peuvent
étre expliqués par le déplacement bathochrome de la bande I (AA=+55nm) du spectre
(AICI5+HCI) par rapport au spectre méthanolique.

La bande I du spectre (AICI;+HCI) présente un maximum d’absorption vers 431nm
bien aprés son homologue du spectre (AlCIl;) d’ou un effet hypsochrome de 17nm ; ce qui
présume la présence d’un systéme ortho-di-OH sur le noyau B.

Cette derniére est bien confirmée par la présence du déplacement bathochrome de la
bande I (AA=+19nm) du spectre (NaOAc+H3;BO3) vis-a-vis son homologue sur le spectre
méthanolique.

Le spectre en présence de I’hydroxyde de sodium comparé au spectre méthanolique
présente un effet bathochrome généralisé (bande I et bande II) : ce qui milite et confirme la
présence de plusieurs hydroxyles libres sur les cycles A et B et spécialement en position 4’
(bande I : AA=+54nm). La décomposition de la bande I confirme le 3 et le 4’di-OH avec une
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possibilité de la présence de tri-OH adjacent sur le noyau B. Enfin, I’apparition d’une
nouvelle bande vers 32 1nm indique la présence d’un OH libre en position 7 sur le noyau A.

La bande II du spectre en présence de 1’acétate de sodium comparée au spectre
méthanolique présente un déplacement bathochrome de +14nm d’ou la confirmation de
I’hydroxyle libre en position 7.

Le spectre de masse en APCI présente une indication précieuse quand a la formule
brute. En effet, le pic a m/z=319 étant le pic de base (100%) tout comme d’ailleurs celui
a m/z= 317 ne peuvent que symboliser les pics pseudo-moléculaires a savoir [M+H]"
et [M-HJ tirés respectivement en APCI positive et en APCI négative d’ou la formule brute
pour ce composé A, . CisH;9Og c'est-a-dire la structure d’un aglycone de flavonol avec en tout
un nombre de 6 hydroxyles libres portés par les cycles A, B et I’hétérocycle C.

En combinant ces données avec celles de 1’UV-Visible, on peut prédire pour ce
composé¢ la structure de 3, 5, 7, 3°, 4°, 5’-hexahydroxyflavone.

Cette structure est encore confirmée par le spectre RMN 'H, En effet, a partir du
spectre RMN-"H (250MHz) dans DMSO-ds, on peut voir aisément la présence de deux
doublets d’intégration 1H chacun, a 8=6.08ppm et 6=6.25ppm de méme constante de
couplage J=2.09Hz, montrant un couplage méta attribuables a H-6 et H-8 respectivement
indiquant ainsi la disubstitution du cycle A dans les positions Set 7.

Un singulet d’intégration 2H a 7.30 ppm attribuables aux protons a H-2’ et H-6’
(existence d’une symétrie sur le noyau B) traduisant ainsi la substitution des positions 3°,4’°et
5’du noyau B.

L’ensemble de ces données permettent de suggérer pour ce composé la structure :
3,5,7,3°,4°,5°- hexahydroxyflavone : Myricétine.

Remarque :

Une co-chromatographie sur couche mince de polyamide et les spectres de SM, RMN-
'H, et UV-visible ont permis de constater que A, et A, sont identiques.

Fig. IV-1 : chromatogramme (HPLC) du composé A,

(Confirmation de la pureté de ce dernier).
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MS Spectrum
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Fig. IV-5 : Spectre RMN-'H (250 MHz,DMSO-d¢,0/ppm,J/Hz) du composé A,
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/ /

H-2’, H-6’
H-8
H-6

ppm 129 7.00 6.75 6.50 6.25 6.00 575 5.50 5.25

Fig. IV-6 : Spectre RMN-"H (250 MHz,DMSO-d¢,5/ppm,J/Hz) étalé (5 a 7.5ppm) du composé A,
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IV-2- Elucidation structurale du composé Ry;; :
5,7,3, 4, 5°-pentahydroxyflavone-3-O-a- rhamnoside

(Myrécitine-3-O-a-rhamnoside).

OH

OH

HO @)
OH

IV-2- 1-Comportement chromatographique :

Systémes SI SIT SII
Rf 0.09 0.21 0.4
Fluorescence Violette

Temps de rétention tg (mn) 20.8

IV-2- 2-Les données spectrales :

a- Données des spectres UV-Visible :
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Réactifs Maximum d’absorption : Amax (nm)
Bande I | Bandes Bande II
intermédiaires
o MeOH 350 / 256
=
2
o +NaOH 390 325 268
-
+NaOH+5mn 359 / 267
2L MeOH 350 / 256
3
% +AICl; 440 |334 / 265
~
+AICI;+HC1 400 352 304 266
2L MeOH 350 298 256
3
g +NaOAc 369 359 266
o
+NaOAc+H;BO; 370 / 258
b- Spectre RMN-'H :
Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique (ppm)
7.00 2H S H-2’, H-6’
6.20 IH d(2.12) H-6
6.40 IH d(2.15) H-8
5.30 1H d (1.85) H-1"" du rhamnose
1.00 3H d(6.12) CHj3 du rhamnose

73




¢ - Spectre RMN-"C:

Déplacement chimique 6(ppm) Attribution
176.512 C-4
165.422 C-7
162.513 C-5
158.731 C-2
157.631 C-9
146.978 C-3-C-5
137.687 C-4
135.485 C-3
120.802 C-I’
109.109 C-2’-C-6’
105.243 C-10
103.141 C-1"
98.714 C-6
94.773 C-8
72.474 C-4"
71.796 C-3"
71.575 C-2"
71.235 C-5"
18.742 C-6"
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d- Spectre de masse :

m/z Ions Pourcentage %
465 [M+H]" 100

319 [M+H-rhamnosyl]" 50

487 [M+Na]" 15

503 [M+K]" 10

951 [2M-+Na]" 25

La fluorescence violette sous lumiére de Wood, les différentes valeurs de Rf et les
positions des deux bandes I et II (350 et 256nm) du spectre méthanolique indiquent que le
composé Ry est un flavonol monoglycosylé bloqué en position 3.

Le spectre en présence de 1I’hydroxyde de sodium présente un effet bathochrome
général (les deux bandes I et II) comparativement a celui enregistré dans le méthanol; ceci
indique la présence de plusieurs hydroxyles libres sur les noyaux A et B. Cet effet est plus
important sur la bande I (AA=+40nm), ce qui montre la présence d’un hydroxyle libre en
position 4’. Sur le méme spectre, 1’apparition d’une nouvelle bande a 325 nm est révélatrice
de la présence d’un hydroxyle libre en position 7 ; ceci est confirmé par le déplacement
bathochrome de la bande II comme indiqué sur le spectre en présence de 1’acétate de sodium
(AA=+10nm) par rapport au spectre méthanolique.

L’effet hypsochrome de la bande I de 40nm du spectre (AlCI;+HCI) par rapport a
celui du AICI; suggere la présense d’un systéme ortho-di-OH sur le noyau B. Cette hypothese
est confirmé par I’effet bathochrome de la bande I (AA=+20nm) du spectre (NaOAc+H;BOs3)
comparativement au spectre méthanolique.

Le déplacement bathochrome de la bande I de 52nm du spectre en présence
(AICI;+HCI) comparativement au spectre méthanolique indique la présence d’un hydroxyle
libre en position 5.

L’hydrolyse acide de ce composé a montré la présence du sucre rhamnose et ceci par
co-chromatographie de la phase aqueuse, alors que la génine a été identifiée comme étant la
Mpyricétine par co-chromatographie en présence de témoins authentiques ainsi par sa nouvelle
fluorescence jaune sous lumieére de Wood, ce qui nous orientent vers une jonction sucre-
aglycone en position 3.

75




Fig. IV-7 :Co-chromatographie de la phase aqueuse du composé Ry,

Le spectre RMN proton enregistré sur un spectrometre RMN, 250MHz dans le

méthanol deutéré montre :

Un singulet d’intégration 2H a 6 = 7ppm attribuables a H-2’ et H-6" (existence d’une

symétrie sur le cycle B) indiquant ainsi la substitution des carbones 3°, 4’et 5’ du noyau B.

Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6 = 6.20 ppm; le second a 6= 6.4
ppm de méme constante de couplage J=2.1Hz (couplage méta) attribuable a H-6 et H-8

respectivement indiquant ainsi que le noyau A est substitué¢ en 5 et en 7.

Le proton anomérique du sucre thamnose résonnant a 5.30 ppm est représenté par un
doublet de constante de couplage J= 1.85Hz qui montre que le sucre thamnose est o liée a la

génine.
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Le doublet a 1 ppm avec une constante de couplage de 6.12 Hz dont I’intégration
correspondant a trois protons est caractéristique du méthyle terminal du rhamnose et dans

I’intervalle 3.5 — 3.8 ppm se trouvent les autres protons du rhamnose.

Les signaux du sucre thamnose apparaissent plus clairement sur le spectre RMN-"C,
un signal a 103.141ppm du carbone anomérique d’un groupement O-rhamnosyl et le carbone

6" a 18.742 est caractéristique du méthyle de rhamnose. Les autres carbones résonnent

comme suit : 72.474 (C-4"), 71.796 (C-3"), 71.575 (C-2") et 71.235 (C-5").

Toutes ces données menent a la structure 5, 7, 3°, 4°, 5°- pentahydroxyflavone-3-O- a. -

rhamnoside.

Cette structure est encore confirmée par le spectre de masse en APCI positif qui
présente un pic de base (100%) a m/z = 465 et un deuxieéme pic (50%) a m/z = 319
correspondants respectivement a [M+H]" et [M+H-rhamnosyl]", ce qui montre que la masse
moléculaire du composé Rjj; est 464 correspondante a la structure 5, 7, 3°, 4°, 5’-
pentahydroxyflavone-3-O - a- rhamnoside connue sous le nom: Myrécitine-3-O-a -

rhamnoside.
Remarque :

Une co-chromatographie sur couche mince de polyamide et les spectres de SM, RMN-

'H, RMN-"C et UV-visible ont permis de constater que Ry;; est identique a Ry,

- ,

o

i . [

0 J\_ﬁ___(.»\%_,,_ L LR AN \2‘ L Vs L
j v
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L o 0 o o 0 il 0 min

Fig. IV-8 : chromatogramme (HPLC) du composé R;q;
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Fig. IV-10: Spectre de masse en APCI positive du composé R,
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Fig. 1v-11 : Spectre RMN 'H (250 MHz,MeOD,6/ppm,J/Hz) du composé R;q;
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Fig. IV-12 : Spectre RMN-'H (250 MHz,MeOD,5/ppm,J/Hz) étalé (5.252 7ppm) du composé R;y;
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IV-3- Elucidation structurale du composé Gy :

5,7,3, 4, 5°- pentahydroxyflavone -3-O-f - glucoside

(Myricétine-3-O-f - glucoside).

IV-3- 1-Comportement chromatographique :

Systémes SI SII SIII
Rf 0.08 0.18 0.22
Fluorescence Violette

Temps de rétention tg (mn) 20.36

IV-3- 2-Les données spectrales :

a- Données des spectres UV-Visible :
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Réactifs Maximum d’bsorption : Amax (nm)
Bande I Bandes Bande 11
intermédiaires
o MeOH 365 303 259
=
2
® +NaOH 414 324 271
-
+NaOH+5mn 408 / 271
2 MeOH 364 305 258
N
7]
2 +AICl; 406 / 265
w
+AICI;+HCI 373 310 268
o MeOH 364 304 258
=
2
® +NaOAc 378 330 273
o
+NaOAc+H;BO;3 390 299 260
b- Spectre RMN-'H :
Déplacement Intégration | Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique (ppm)
12.70 1H S OHen 5
7.24 2H S H-2’, H-6’
6.4 IH d (1.97) H-8
6.2 IH d (1.99) H-6
5.38 1H d(7.72) H-1"" du glucose

Les autres protons du glucose résonnent entre 3.25 et 3.75 ppm.
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c- Spectre RMN-"C:

Déplacement chimique 6 (ppm) Attribution
177.822 C-4
164.559 C-7
161.628 C-5
156.645 C-2
156.585 C-9
145.791 C-3’,C-5°
137.114 C-4’
134.127 C-3
120.342 C-1
108.927 C-2’,C-6
104.295 C-10
102.384 C-1"
99.081 C-6
93.804 C-8
76.343 C-5"
73.661 C-3"
71.598 C-2"
68.414 Cc-4"
60.449 C-6"
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d- Spectre de masse :

m/z Tons Pourcentage
481 [M+H]" 100
319 [M+H-glucosyl]" 10
503 [M+Na]" 10
519 [M+K] 10
983 [2M+Na]" 25
W |
i} |
0 ‘ — }\,.._,_ E—— — —
[] f 1 30 { 0 o

Fig.1v-14 : chromatogramme (HPLC) de Gy;
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Fig. IV-15 : Série Spéctrale UV-Visible du composé G;q;




Le produit Gj;; présente une fluorescence violette sous lumiére de Wood. Ses
différentes valeurs de Rf dans les systémes de solvants SI, SIT et SIII respectivement égales a
0.08, 0.18, et 0.22 ; la valeur de son temps de rétention de 20.36nm et son spectre UV-visible
dans le méthanol présentant deux bandes d’absorption, I’une & Amax = 365nm (bande I) et
I’autre @ Amax = 259nm (bande II) militent pour une approche d’un flavonol (mono

hétéroside) bloqué en position 3.

Le spectre en présence de I’hydroxyde de sodium présente un déplacement
bathochrome de la bande I (AA= +49nm) par rapport au spectre méthanolique révele la
présence d’un hydroxyle libre en position 4’. L’apparition d’une nouvelle bande dans ce
spectre  a 324nm indique la présence d’un OH libre en position 7, confirmé par I’effet
bathochrome de la bande II (AA= +15nm) du spectre en présence de 1’acétate de sodium

comparé¢ au spectre méthanolique.

La bande I du spectre (AICI;+HCI) présente un déplacement hypsochrome de 33nm
par rapport au spectre enregistré dans AlCl;, montre que le noyau B est orthodihydroxylé.
Cette dernicre est confirmé par la présence du déplacement bathochrome de la bande I

(AA=+26nm) du spectre (NaOAc+H3;BOs3) par rapport a celui du méthanol.

L’hydrolyse acide de ce composé libére le glucose comme sucre révélé par
co-chromatographie en présence des échantillons authentiques alors que la génine a été
identifiée comme étant la Myricétine par sa fluorescence jaune sous lumiere de Wood et son
comportement chromatographique en présence de témoins authentiques. Tous ces résultats

confirment que la substitution est en position 3.
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Fig. IV-16 :Co-chromatographie de la phase aqueuse du composé Gy

Le spectre RMN proton enregistré sur un spectrometre RMN, 250Hz dans le DMSO
montre la présence d’un groupement glucosyle dont le proton anomérique est observer sous
forme d’un doublet a d = 5.38ppm avec une constante de couplage J= 7.72Hz qui montre que
le sucre glucose est B liée a la génine et dans I’intervalle 3.25 — 3.75ppm se trouvent les autres

protons du sucre glucose.

89



Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6 = 6.4ppm et le second
a 6 = 6.2 ppm de méme constante de couplage J=1.9Hz (couplage méta) attribuable a H-8
et H-6 respectivement indiquant la substitution du cycle A dans les positions 5 et 7. Le signal
d’intégration 1H a 6 = 12.70ppm confirme la présence d’un OH libre en position 5 du cycle

A.

Un singulet d’intégration 2H a 7.24ppm attribuables a H-2* et H-6 (existence d’une

symétrie sur le cycle B), confirme 1’hydroxylation des positions 3°, 4’, 5 du noyau B.

La présence du groupement glucosyl est encore confirmée par le spectre du carbone-
13 qui montre la résonnance de ses carbones comme suit: 102.38 (C-1"), 76.343 (C-5"),

73.661 (C-3"), 71.598 (C-2"), 68.414 (C-4"), 60.449 (C-6").

Toutes ces informations menent a la structure : 5, 7, 3°, 4°, 5°, pentahydroxyflavone -

3-O- B- glucoside.

Cette structure est confirmée par le spectre de masse en APCI positive qui présente un
pic a m/z = 481 (pic de base 100%) et un deuxieéme pic a 319 (10%) correspondants
respectivement & [M+H]" et [M+H-glucosyl] * d’oti la masse moléculaire de ce composé G

est 480 .

Avec toutes ces indications, on peut affirmer qu’il s’agit bien de 5, 7, 3°, 4°, 5°,

pentahydroxyflavone -3-O- - glucoside connue sous le nom Myricétine-3-O- - glucoside.
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Fig. 1v-17 : Spectre RMN 'H (250MH,DMSO,6ppm) du composé G;q;
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Fig. IV-18 : Spectre RMN 'H (250MH,DMSO,5ppm) du composé Gy aprés étalement (4.253 6.5ppm)
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Fig. 1V-19 : Spectre RMN Ic (250MH,DMSO,6ppm) du composé G;q;
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Fig. IV-20: Spectre RMN 'C (250MH,DMSO,5ppm) du composé G, aprés étalement
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MS Spectrum
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Conclusion générale

L’objectif principal fixé au départ et qui peut étre défini comme étant (a travers
I’obtention puis 1’identification structurale de quelques flavonoides de 1’espéce Myrtus
communis L. Un exemple bien complet d’une pratique phytochimique non pas totale mais
plutot spécifique a un genre de produits naturels issus de végétaux en ’occurrence les

flavonoides et qui a notre sens a été atteint.

En effet, ce travail nous a permis d’apprendre comment aborder et gérer une suite
d’opérations de purification et bien sir apprendre a utiliser des données d’ordre

spectroscopiques afin d’identifier un composé organique.

D’autre part, au cours de la réalisation de ce travail, nous avons appris surtout
comment optimiser les méthodes ; ce qui permettra a coup slr de gagner du temps et de

I’argent.
Pour ce qui est des résultats, on a pu isoler et identifier trois produits de type flavonol :
- 3,5,7,3°,4°,5’- hexahydroxyflavone (Myricétine).
- 5,7,3’,4, 5-pentahydroxyflavone-3-O- a- thamnoside
(Myrécitine-3-O- a- rhamnoside).
- 5,7,3,4, 5°- pentahydroxyflavone -3-O- 3 - glucoside
(Myricétine-3-O- B- glucoside).

Ce nombre de composé représente une partiec de la carte flavonique de Myrtus
communis L. a partir du moment ou notre objectif premier était de bien mener ce travail et

surtout d’aller au bout ; chose qui a été élucidée pour les trois composés.

Ceci étant, on espere dans un avenir proche continuer ce travail de maniere a établir
toute la carte flavonique pour cette espece et a I’occasion aborder d’autres techniques de

séparation et surtout d’analyse structurale et peut étre aborder aussi le coté tests biologiques.
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Résumé

Le but principal de ce travail est d’isoler et d’identifier les métabolites secondaires de

type flavonoide de I’espéce Myrtus communis L. appartenant a la famille des myrtacées.

L’utilisation des différentes méthodes de séparations chromatographiques (colonne,
papier, couche mince) a permis d’isoler trois composés flavoniques, et grace a 1’hydrolyse
acide et aux méthodes spectroscopiques usuelles (UV, RMN, masse), les structures de ces

flavonoides ont été établies comme suivant :
- 3,5,7,3°,4°,5°- hexahydroxyflavone (Myricétine).
- 5,7,3’,4, 5’-pentahydroxyflavone-3-O- a - thamnoside
(Myrécitine-3-O- o - thamnoside).
- 5,7,3,4, 5°- pentahydroxyflavone -3-O- 3 - glucoside

(Myricétine-3-O- B - glucoside).
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- 3,5,7,3,4,5 - hexahydroxyflavone (Myricétine).

- 5,7,3°,4, 5-pentahydroxyflavone-3- O- a- rhamnoside
(Myrécitine-3- O -a- rhamnoside).

- 5,7,3°,4, 5°- pentahydroxyflavone - 3- O-B- glucoside

(Myricétine -3- O- B- glucoside).



Abstract

The principal aim of the present work consisted to identify the secondary metabolites

(flavonoids) of Myrtus communis L.belonging of the Myrtaceae family.

The use of the different chromatographic methods (column, paper, thin layer)
permitted the isolation of three flavonoids, and with using the acid hydrolysis and usual
spectroscopic methods (UV, NMR, Mass), the structures of this compounds were established

ase :
- 3,5,7,3°,4°,5°- hexahydroxyflavone (Myricetin).
- 5,7,3,4, 5’-pentahydroxyflavone -3- O- a- rhamnoside
(Myrecitin-3- O -a - rhamnoside).
- 5,7,3,4,5°- pentahydroxyflavone -3- O- - glucoside

(Myricetin- 3- O-B- glucoside).



