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Spectromeétrie de Résonance Magnétique Nucléaire

Les spectres ont été enregistrés sur un appareil a transformée de Fourrier :

% Briiker avance DP 250 (250 MHz pour le 'H, 62.9 MHz pour le 1C) du

département de Chimie de I'université Mentouri-Constantine.

Les positions des pics (déplacement chimique) sont données en échelle § et
exprimées en partie par millions (ppm), le TMS est utilisé comme référence interne
(6=0) dans la plupart des cas. Les spectres sont enregistrés dans le Méthanol deutéré
MeOD, et I'acétone deutéré. Les constantes de couplage (J) sont exprimées en Hertz

(Hz).

Les notations suivantes sont utilisées : S : singulet, d : doublet, dd : doublet dé
doublet....

Spectrophotométrie de UV-Visible

Les spectres UV-visibles ont été enregistrés sur un appareil :
% Thermo Nicolet evolution 1 300.

Chromatographie

Les chromatographies sur colonne ont été effectuées sur du gel de silice

Merck 60 (70-230 Mesh).

Les chromatographies préparatives ont été effectuées sur plaques en verre

avec du gel de silice 60 Fy540u HF.

Les chromatographies analytiques (CCM) ont été effectuées sur plaques
(épaisseur : 0.2 mm) en aluminium recouvertes de gel Merck 60 F ;54 et révélées par

une lampe UV réglée sur 254 nm et365nm.



Les abréviations et notation utilisées dans ce document sont

explicitées ci-dessous:

AcOEt
AlCl,
BuOH
CC
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CHCI,
CO,
13C

CP

d

dd
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DPPH

FAB

FPP
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H;BO;
HCl
HPLC
HPTLC
H,O
ICs,
IPP

LC
LPP

MeOH

NADPH

Acétate d’éthyle

chlorure d’alimunium
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Doublet
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constante de couplage

chromatographie en phase liquide

Linanyl pyrophosphate (di phosphate)

methyl

Methanol

Masse

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate



NaOAc
NaOH
OH
PAL
PP

R¢
RMN
s

SM
TLC
uUv

acétate de sodium

hydroxyle de sodium
hydroxyle

Phénylalanine Ammonia Lyase
Pyrophosphate

facteur de Retardement
Résonance magnétique nucléaire
Singulet

Spectroscopie de masse

Thin Layer Chromatography
Ultraviolet

Les unités couramment utilisées sont citées ci-dessous :

°C
cm
g
h
H:z
Kg
MH:z
mg
min
ml
nm

ppm
ne
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Heure

Hertz
kilogramme
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Au travers des ages, 'homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses
besoins de base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins
médicaux. L'utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le
traitement de toutes les maladies de 'homme est trés ancienne et évolue avec

I'histoire de ’humanité.

Dan le monde, 80% des populations ont recours a des plantes médicinales
pour se soigner, par manque d’accés aux médicaments prescrits par la médecine
moderne mais aussi parce que ces plantes ont souvent une réelle efficacité.
Aujourd’hui, le savoir des tradipraticiens est de moins en moins transmis et tend a
disparaitre. C'est pour cela que lethnobotanique et I'ethnopharmacologie
s’emploient a recenser, partout dans le monde, des plantes réputées actives et dont
il appartient a la recherche moderne de préciser les propriétés et valider les usages
[1]. La recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de la
biodiversité végétale en se servant de données ethnopharmacologiques. Cette
approche permet de sélectionner des plantes potentiellement actives et d'augmenter

significativement le nombre de découvertes de nouveaux actifs.

L'usage de la médecine traditionnelle est trés répandu en Afrique. Son
accessibilité, sa disponibilité et sa popularité ne font 'ombre d’aucun doute, dans la

mesure ou environ 80 % d’Africains y ont recours pour leurs besoins de santé.

Par ailleurs, selon 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), prés de 6377
espéces de plantes sont utilisées en Afrique, dont plus de 4000 sont des plantes

médicinales, ce qui constitue 90 % de la médecine traditionnelle en Afrique (OMS,

2003.

En Algérie, pays avec plus de 3000 espéces dont 15% endémiques [2],
auxquelles la population a recours a la médecine traditionnelle, on commence a
entreprendre des systématiques portant sur des plantes médicinales issues de sa

flore.



Ces dernieres années, plusieurs molécules isolées des plantes sont devenues
des médicaments efficaces: citons par exemple le taxol issu de Taxus baccata L.
(Taxaceae) pour ses propriétés anticancéreuses remarquables (cancer de I'ovaire et
cancer du sein) et de I'artémisinine isolée d’Artemisia annua L. (Asteraceae) pour

ses propriétés antipaludiques [3].

Dans cette thése on a étudié une plante endémique pour I'Algérie et le

Maroc : Linaria atlantica. Cette espéece est étudiée pour la premiere fois.

Le premier chapitre a été concerné a I'étude bibliographique, botanique et
phytochimique du genre. En commengant par une description botanique du genre
Linaria et de I'espéce atlantica, qui nous permet de positionner dans la systématique
des Scrophulariaceae ainsi qu'une synthese des principaux résultats phytochimiques
antérieurs sur le genre. Le deuxiéme chapitre est consacrée a I'étude bibliographique
impliquant la structure, la classification, et enfin l'activité biologique des
métabolismes secondaires les plus courant chez ce genre (les terpenes, les iridoides
et les flavonoides), qui constituent les composés chimiques dominants de la famille

Scrophulariaceae en général et du genre Linaria en particulier.

Le chapitre trois représente nos travaux personnels d’extraction, séparation
et purification des produits isolés. Dans le dernier chapitre on a consacré a
I'élucidation structurale des composés isolés ainsi que l'activité biologique de

Iextrait étudié.
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| Description de la plante étudiée
| .1.Données botaniques
| .1.1.Introduction

La famille scrophulariaceae comporte envi20 genres ed500 especegl]. Les
plantes qui la composent se rencontrent abondamuoieamg les régions tempérées de
I’'hémisphére nord?2].

Le tableaut@bleauI.1) présente quelques exemples sur les sous-fantédegribus et

des genres de cette grande famille (scrophulaggcea

Tableaul.l : Classification de la famille Scrophulariaceae d’apés Valdés (1987)
[3].

Sous-familles genres

Verbascoideae Verbasceae Verbascum
Scrophularioideae Scrophularieae Scrophularia
Anthirrhineae Anarrhium

Antirrhinum
Chaenorrhinum

Cymbalaria

Kickxia
Linaria
Misopates

Rhinanthoideae

Gratioleae
Sibthorpieae
Digitaleae
Veroniceae
Rhinantheae

Gratiola
Sibthorpia
Digitalis
Veronica
Bartisia
Ballardia
Odentites
Parentucellia
Pedicularis




I .1.2.Description du genrd.inaria

Le genreLinaria (Scrophulariaceae) comprend approximativen®DO especes de
plante distribuées dans les zones climatiques réedéde I'Europe et I'Asie. Dans la
médecine populaire, les espédanaria sont utilisées comme laxative, spasmolytique,
cholagogue et anti-inflammatoire drogues, poutdrmaent d'hémorroides des catarrhes de
la vessie, peau irréflécd], toniques, antiscorbutiques, antidiabétiques,éiigues et les

désordres vasculairgs).

I .1.3.Caractéristiques botaniques deinaria atlantica

Le genreLinaria est trées largement représenté en Algérie, plus3Quespéces sont
trouvés et classés, ou certaines especes sonttelenoation délicate[6], on alLinaria
dissita (Hauts plateaux oranais),inaria laxiflora (Mzab), Linaria peltieri, Linaria
tingitana, Linaria virgata [7], Linaira munbyannaLinaria simplex Linaria tristis [6] et

Linaria aegyptiacd6,8].

Les plantes de ce genre sont annuelles ou perfastupharfois ligneuses. Elles ne
different que par la corolle éperonnée a la H&$eL’'espéceatlantica sujet de notre

travail est une petite plante ramifiée dés sa hasas floriferes peu fourni$]

I .2.Propriétés biologiques et pharmacologiques du gee Linaria
I .2.1.Utilisation en médecine traditionnelle

Ce genre est le plus connu de la famille scropltadaae. Il inclut plusieurs espéces
réputées pour leurs vertus thérapeutiquésaria vulgaris est répandue en Bulgarie dans
la plaine région[9], utilisé dans la médecine populaire comme laxativaitement
d'inflammation de la vessie, éruptions cutanéesi ajoe les hémorroides, efd0]. La
méme espéce, poussant dans le Nord-Est de la d@shetilisée par la population locale

dans le traitement de la toux, de I'asthme et coraxpectoranfll].

Linaria Japonica(nom japonais: Unran) est une plante vivace, plaoi grandit dans
les régions de rivage, est utilisé dans la médetiaditionnelle pour ces propriétés
diurétique, purgativ§l?] et laxative[13].



Linaria cymbalaria [14] possédez des propriétés diurétiques, toniques eet d

I'antiscorbutique§l5].

Les deux sous espédegaria saxatilis var. saxatili®tLinaria saxatilis var. glutinosa
ont été étudié a cause de la variété des actibitdsgiques et usages thérapeutiques des
especes du méme gefi®-18]. Différents classes de produits naturels sontemtés dans
cette espéce, l'activité cytotoxique de ces mokxutontre une série de cellules
cancéreuses, a donnée des résultats intéresgEdites

Linaria reflexa Desf plante connue sous le nom de « Oum lajrah >amom de son
pouvoir cicatrisant, est également employée en ausagerne dans le traitement de
certaines dermatos§0]. Cette espéece est un réservoir de flavanqiids
La recherche sur cette espece a déterminé l'act@r'antiproliférative de plusieurs
flavones isolés deinaria reflexaDesf[22]. Le pectolinarigenine et quelques flavonoides

glycosides comme la pectolinarine, ont une fortevis€ cytotoxique[21].

Il en ressort que la plupart des espéces du gema&ria sont utilisées dans la
médecine traditionnelle pour leurs diverses pro@sié biologiques : toniques,
antiscorbutiques, laxatives, antidiabétiques, @tédiques, aussi bien que pour le traitement
de blessures, hémorroides, et vasculaire désorfgs spasmolytique et anti-

inflammatoire, cholagogue, antirhurf2s].
| .2.2. Activités biologiques

Les produits naturels sont une excellente sourcdrdetures chimiques possédant une
large variété des activités biologiques en particulier la propriété anticancére(®4)].
Cela oriente vers de nouveaux champs d'enquételesupotentiel des composés
antitumorale, qui sont déja largement utilisés denschimiothérapie du cancer. Les
modeles de la sélection cytotoxique fournissentnpdrtants donnés préliminaires pour
sélectionner des plantes possédant des composes uayapotentiel anticancéredi2].
Dans ce themdRosa Tundiset collaborateurs ont mis en évidence le poteatistumoral
de dérivés flavoniques (pectolinarine) isolés ldereflexa [25]. Plusieurs flavonoides
aglycones ont montré des propriétés cytotoxiquésuede l'antitumorales intéressantes,

telle que des flavond25-26], des flavonol$27] et des flavanondg8].



Pendant plusieurs annéebjarina Gordaliza et collaborateurs ont étudié la
composition chimique de certaines variétéd oharia saxatilis Il s'avere qué.. saxatilis
var. saxatilis plante native du nord et du centre de la péningudrique, a fait I'objet
d’'une investigation chimique qui a conduit a I'ewlent de diterpenoides a squelette néo-
clérodane. Ces derniers ont montré une activitétayique contre une série de cellules
cancéreuses cultivées in vifitf]. Une autre étude effectuée sur I'espkicraria saxatilis
var. glutinosa,par Terencio et collaborateurs, a révélé que qeslgéo-clérodanes ont un

effet inhibiteur sur les enzymes impliqués dangplesessus inflammatoir¢29].

Hideaki Otsuka a étudié pendant des années l'espéoaria japonica[12]. Ces
études son bien connus comme références pour {e=s aecherches des espéces de ce
genre, sans oublié aussi la richesse des résditdsao Kitagawa et collaborateurs sur

I'especelinaria japonica[13].

I.3. études chimiques sur le genrkinaria

Les études soient biologiques ou bien chimiqéadisées sur les especes du genre
Linaria, ont mis en évidence lisolement et lidentificati structurale des divers
métabolites secondaires, surtout : les alcaloi@ssflavanoides, les diterpénoides et les
iridoides [30-36]. Ces types de produits sont connus pour leurvidi biologiques

notamment I'activité anti-inflammatoif&7].

I .3.1.étude phytochimique sutinaria japonica

Des études phytochimiques réaliséeslsnaria japonica En 1992 Hideaki Otsuka
a fait une recherche chimique sur l'extrait méthiglme des parties aériennes de
L. japonica Cette étude a permis d'identifier cing flavanaigéycosides: isolinarind (1)
et isolinarineB (2) nouveaux, linarined), pectolinarine 4) et linariine &) connus[38].

Ces derniers produits sont présentés dans la fgyuvante figure 1.1).



CHs '
7= OR,
OR4 OR3 ORZ

R R, Rs R4 Rs
1 OMe H Ac H H
2 OMe H H Ac H
3 H H H H H
4 OMe H H H H
5 OMe H H H Ac

Figurel.1 : cing flavanoides isolés dinaria japonica

En 1993 Hideaki Otsuka continu sa recherche sur le méme extrait. Il aéist@ux
phénols glycosides appelés salidrosiflg $yringine ) et p-D-glucopyranosd-ferulate
(8), ainsi que cinq iridoides glycosides connus.'dbis de: antirrhided), antirrhinoside
(10), linarioside 1), linaride (L2) et 7B-hydroxy-8-épi-iridodial glucosideX3) [39]. Leurs

structures sont représentées dariabéeau 1.2 ci-dessous.



Tableau 1.2 : Structures chimiques des composeés Iés delLinaria
japonica

NOM

STRUCTURES

Salidroside (6)

O

Gle

Syringine (7)

HOH2C
\CH

H3CO/©OCH3

CH,OH

B-D-glucopyranose-1-ferulate

(8)

Antirrhide (9)

£
Oy

OGlc




Antirrhinoside (10)

Linarioside (11)

Linaride (12)

7B-hydroxy-8-épi-iridodial
glucoside (13)

OGlc

Une autre étude supplémentaire réalisée par eenoBercheurH{. Otsuka) sur la
phasen-butanol qui s'avere richement fournie en meétagwlisecondaires de grande
importance, il a séparé et identifié quatre iridatbosides A(14), B(15), C(16), D(17)
[40], présenté dans la figure suiva(figure 1.2).



CH,OH

0
OH
OH
OH 0
0
A (14)
CH,OR,
0C—
0 O——=C0
OR,
OR, x o
OR, 0
! 0
Rl R2 R3 R4
B (15) H X X
C (16) X H
D (17) H X H

Figure 1.2 : quatre iridolinarosides isolés dd.inaria japonica

Cing phényléthanoided §), (19), (20), (21) et 22) [12], trois ionols glycosides
(23), (24) et 5), de méme que deux monoterpenes acycliques dgieo @6) et 27),
ont été également isolés a partir de I'extrait rmagtique dd.. japonical41] (figure 1.3).



OR,

OMe
R3 R4
H H
H H
Ac H
H Ac
Ac Ac
OR,
R,0
R1 R2
Linarionoside A (23) Glc H
Linarionoside B (24) H Glc
Linarionoside C (25) Glc Glc




OGlc OGlc

GlcOOC GleO™ ™
H
|
26 27

Figure 1.3 : Cing phényléthanoides, trois ionols glycosidext deux
monoterpénes acycliques diglycosilés isolés dejaponica

Deux diterpénes dialdéhydes, nommes linaridl8) [42], linarienone 29) [43] de
type cis-clérodane ont été isolés de l'extrait éther denea de la plante étudié par

Kitagawa, |. et collaborateurfigure 1.4).

OAc
~CHO CH;
CHO © CHQO—CO_ CHj;
H3C>_<H
28 29

Figure 1.4 : linaridial et linarienone

I .3.2. étude phytochimique suLinaria vulgaris
Une étude phytochimique effectuée sur I'extraita@tilique de la partie aérienne de
Linaria vulgaris a permis disoler et de caractériser deux aldekia squelette
pyrroloquinazoline, I'acide linarinique3() et le 7-hydroxy vasicine 1), en plus d'un
lignane & squelette pinorésinol@2) et un alcool phénolique nommé syringing [44].

Leurs structures sont répertoriées dartaléeau 1.3 ci-dessous.



Tableau 1.3 : Structures des composés isolés dmaria vulgaris

NOM STRUCTURE
COOH
Acide linarinique N
(30) —
N
HO
N
7-Hydroxyvasicine _
(31) N
OH
MeO
GlcO OMe
Liriodendrine (32)
MeO OGlc
OMe

D’autres études ont manifesté la présence d'die®iau sein de cette espéce.
L’antirrhinoside 3-OH (10) isolé de l'extrait éthanoliqu§45] est connu comme un
marqueur chimiotaxonomique de la famille Scrophataae et trois autres iridoides de
I'extrait méthanolique des parties aériennes sdRO:transp-coumaroyle antirrhinoside
(33), 6-O-cis-p- coumaroyle antirrhinosid&4) et procumbidex-OH (35) [46].




\
= = HO
H5C OGle HsC OGle
(35) R=a OH (33) R = trans-p-coumaroyle p-coumaroyle
(10)R=p OH (34) R = cis-p-coumaroyle

Figure 1.5 : antirrhinoside et trois iridoides del. vulgaris

I .3.3. étude phytochimique dé.inaria reflexa
Rosa Tundis et collaborateurs ont fait une investigation clgjo@ sur L’'espece

Linaria reflexa Desfqui a permis d’isoler quatre flavonoides : l'isakineA (1) etB (2),

pectolinarine 4) et linariine ) [22] (figure 1.1).

I .3.4. étude phytochimique sur Linaria saxatilis
Marina Gordaliza et collaborateurs ont fait une étude phytochimigue I'extrait
hexanoique des racines dimaria saxatilisvar. saxatilis ce travail a révélé la présence de
six néo-clérodane diterpenoided5,16diacetoxyi5,16epoxy-néo-clérod&;12 Z-diéne
(36), 15,16diacétoxy12,1315,16diépoxy-14-hydroxy-néo-cléro®-ene @7), (38), (39),
(40) et @1) [47] (figure 1.6).
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R o TOAc
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Figure 1.6 : six néo-clérodane diterpenoides denaria saxatilis

Deux autres néo-clérodane diterpigles (42) et (43), ont été isolés des parties

aériennes et des racines ldesaxatilis var. glutinosaCes derniers sont responsables de

I'activité cytotoxique décrite précédemmgif] (figure 1.7).

OAc

42): AV E @3): APz

Figure 1.7: deux néo-clérodane diterpéniiles del. saxatilis



I .3.5. étude phytochimique suLinaria arcusangeli

Linaria arcusangelis'avére particulierement riche en ifides. En effet, l'investigation
chimique de cette derniere a permis d'isoler dendoides gjcosilés nomméss-
épimuralioside 44), et macfadienoside 4%) [48], un bisiriddde nouveau appelé
arcusangelosidetf) ainsi que d'autres iriddes connus : antirrhid®)( antirrhinoside 10),
linarioside (1), , linaride (2) et5-O-glucosylantirrhinoside4(?) [49].

RO OH

RO

HyC” £
OH 0O
M -
@4H)R=H
(45)R = Ac RO OR
CH;
H
O @]

=
=

46 HC OGle
Figure 1.8:quelques iridoides dd.inaria arcusangeli

I .3.6. étude phytochimique suLinaria canadensis

Les métabolites secondaires issus de linvestigagdytochimique de I'extrait
méthanol des parties aériennesLitearia canadensigL.) sont divers. On y compte deux
nouveaux dérivés iridoides7-deoxyiridolactonic diester acided8), un glucopyranose
analogue des iridolinarosides : 3eacetyl4,6-di-(7-deoxyiridolactonyl)-D-glucopyranose
(49) et huit flavones conny$0] qui sont: I'apigenine50)[51], la diosmetineF1)[52], la
genkwanine %2) [51], la luteoline $3) [51], la luteoline 7-O-glucoside %4) [53], la
luteolin 7-O-glucuronide %5) [54], la genkwanird’-O-rutinoside $6)[55], et la quercetine
7-O-rutinoside $7)[56] (figure 1.9).



Y
R,OH,C
R,0 o
R20 OH X:
HO O
48 : RIZX, R2=H CH3
49 : R,=X, R,=Ac 0
R,
R, 0
Rl
R3
OH O

50: R], R3:H, R2, R4:OH

51: Rl, R4=OH, R2=OMC, R3:H

52 : R,, Ry=H, R,—OH, R,=OMe
53: R], Rz, R4=OH, R3=H
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57: R], Rz, R3=OH, R4=O-rut

Figure 1.9: deux iridoides et huit flavones dd.inaria canadensis
I .3.7.étude phytochimique sutinaria aegyptiaca

Une étude faite sur cette espece ici en Algérigyraversité de Batna. La recherche
est faite a partir de I'extrait méthanolique, B&présente trois iridoids : I'antirrhinoside
(10) [8,45], la linarioside 11) [8,57-58] I'acide mussaenosidiquesg) [8,59], et un
flavonoide: la ladaneine59) [8,60-61] ont été isolés de Les parties aérienned.de
aegyptiacaL.) Dum. Subsp8].



HO OH
OH
OCH,
H;CO 0
HO
OH O
59

Figure 1.10: 'acide mussaenosidique et un flavonoid@adaneine) a partir
Linaria aegyptiaca

I .3.8. autres études phytochimique sur le gentanaria

Un nouveau iridoide glycosilé nommeé genestifolies{@0), a été isolé de I'extrait

éthanolique dé&inaria genestifolig62].

CH,

Figure 1.11: la structure chimique de genestifoliosle



Une investigation chimique de I'extrait acétone Ldiearia clementei a abouti a
I'isolement de trois iridoides suivants : antirigide (0), 6-senecioylantirrhinosides()
et 6-angeloylantirrhinosides@) [63].

RO 110

(61) R = COCH=CMe2
(62) R = COCMe=CHMe (7)
Figure 1.12: le 6-senecioylantirrhinoside et6-angeloylantirrhinoside
L'investigation chimique des parties aériennesLé®aria multicaulis (L.) Mill. a
conduit a lisolement des iridoides suivants : raniile @), antirrhinoside 10),
6-O-senecioylantirrhinoside 61), et 6-O-angeloylantirrhinoside 6@) [64]. Ces deux
produits ont déja été isolé a palttinaria clementei
De I'extrait éther du pétrole et I'extrait méthaigake des parties aériennesldearia
aucheri 6 composés connug-amyrine 63), ergost7-en-34-ol, stigmastes,22E-dien345
ol, stigmasts-en, 24S-33-ol, antirrinoside 10), et linariine b) ont été isolés et identifiés

[5].

28

HO

&
N

23 24 63

Figure 1.13: la structure chimique defamyrine
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(HAPITRE

Les métabolites secomdgires chez Lingrig



Introduction générale
Les plantes produisent un grand nombre de compdeas jusqu'a il n'y a pas tres

longtemps, on ne connaissait pas le rle pourdatpl Ces composés ne sont pas produits
directement lors de la photosynthése mais résuttentéactions chimiques ultérieures,
d’'ou le nom de métabolites secondaires. Des décmsveecentes ont montré que bon
nombre d'entre eux ont un role défensif pour lastgls. lls ont des intéréts multiples mis a
profit dans I'industrie : en alimentation, en cosohggie et en dermopharmacie. lls se sont
surtout illustrés en thérapeutique et dépassenebementl00 000substances identifiées.
Parmi eux : les composés phénoliques, les alcalodtides terpenes. Ces composés se
trouvent dans toutes les parties des plantes neisont distribués selon leurs réles
défensifs. Cette distribution varie d'une espekaudre [L].

Le genrelinaria est connu pour la présence de variété des compaseenquétes
antérieures ont mené a l'isolement des alcaldigesridoides[3-6], flavonoided6-8] et
diterpenoidg9)].

Dans ce chapitre on va présenter une étude starfEnoides et les flavonoides.

Généralités sur les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des végétaux sonindkEsules qui constituent tres
souvent la clé de volte du systéme d’interactiorisedes plantes et leur environnement.
D’une part, les pigments et les arébmes (flavonqgidasoténoides, terpenes...) sont tres
souvent impligués dans des relations a bénéficeprogues établies au cours de
I'évolution entre plantes et animaux (pollinisatioiissémination des semences...). D’autre
part, la plupart des métabolites secondaires dgétaex sont des phytoalexines, c’'est a
dire des molécules biologiquement actives, impkgudans la défense des végeétaux. Les
propriétés de ces molécules sont tres souvent raigesfit dans le cadre des médecines
traditionnelles, a travers I'emploi des plantes itiédles, mais également dans la
médecine allopathique moderne a travers l'usagemddéécules purifiées ou issues
d’hemisynthéses chimiques. Dans certains cas,nnéye chimique est plus colteuse que
la production des molécules directement par leatgd&a La culture au champ de plantes
meédicinales est cependant parfois délicate et féwmrte se sont multipliés depuis
maintenant pres d&0 ans pour produire des molécules a partir de @sgtur vitro de tissus
végétauq10-11].



II .1.LESTERPENES

II .1.1.Introduction

Les terpenes constituent un ensemble connu et veste des métabolites
secondaires des végétaux. Ce sont des moléculeEnpples qu’on trouve également dans
le régne animal.

En 1887 O. Wallach croyait que le terpéne devait étre construit dipdiunité
isoprénique[12]. Cette hypothése a été renouveléel®83 par Ruzicka[13]. Une régle
général qui postule que chaque groupe de terpesieissel de la condensation «téte a
queue » d’un nombre variable d’unités isopréniques.

Le chimiste Ruzicka proposa une nomenclature pesirtérpénes en fonction du
nombre d'atomes de carbones qui les constituerst: hémiterpénes en 5C les
monoterpénes enlD, les sesquiterpénes ed%; les diterpénes en0, les sesterpénes en
C25, les triterpénes en3D, les tétraterpénes erlCet les polyterpéndd4].

Le terme terpéne est inventé pHekulé, vient a l'origine de I'huile de
«térébenthine» qui a été utilisé pour tous les am@p huileux volatils insolubles dans
'eau[15].

lls sont d'origine végétale et constituent, entrdrey principe odoriférant des
plantes. Cette odeur est due a la libération ddéaules tres volatiles contendl@, 15, 20
atomes de carbones. Extraites, ces molécules sgribgees comme condiment (girofle)
ou comme parfum (rose, lavande). Nombre dentre @@ssédant de propriétés
antiseptiqueg16], d’ou divers emplois dont 'embaumement qui estéelans le terme
balsamique donné aux plantes et aux huiles esBestagui en sont tirées. Ces terpénes
sont biosynthétisés a la suite du couplagg eetités & carbones (au minimum) et dont la
structure est celle de lisopren@-héthylbutal,3-diéne). Plus de20.000 structures

terpénoides ont été identifiées a ce jour.



II .1.2.Classe des Terpénoides

Les terpénes sont tous dérivés de la méme enbtés@prene figure 11.1) et ils se

différencient entre eux par leurs structures.

Entité de base des terpénes

F

unité isoprene C5 Isopréne

Figure II.1: L'isopréne

L’isopréne, qui est un produit naturel, n’est paggué dans le processus biochimique de

la formation des terpénes. Deux entités isopreneshimmiqguement actives ont été

identifiées : leDMAPP (Diméthylallyl Pyrophosphate ou diméthylallyl diggphate) et

I"IPP (Isopentényl Pyrophosphate ou diphosphdigufe 11.2).

)\/\OPP )\/\OPP

DMAPP (Cs) IPP (Cs)
DiMéthylAllyl PP Isopenteényl PP
] I
S | —0° —Ii’—O—Ii’—Oe
Oe Oe Oe
P (Phosphate) PP (Pyrophosphate ou di phosphate)

Figure 11.2: DMAPP et IPP

Selon le nombre d’entités SCisoprenes (€Hs),, incorporé dans leurs structures, les

terpénes sont classés en diverses catégéiigpsré€ 11.3).



Classification des terpénes
Acide Mévaloniques Déoxyxylulose phosphate
)\/\OPP - )\/\OPP Hémuterpénes (C5)
Diméthylallyl PP Isopentényl PP
DMAPP (C5) Y IPP (CS)
(C10) ————— Monoterpenes (C10)
PP \i
(C15) —— Sesquiterpénes (C15)
IPP
x2
(C20) — Diterpénes (C20)
PP \i
(C25) ——M8M8 Sesterpeénes (C25)
x2
Y
\ - Triterpénoides (C30)
(C30) Stéroides (C18 - C30)
\j
C40 > Tétraterpénes (C40)
(C40) Carténoides
| N /

Figure I1.3: la classification des terpénes
II .1.2.1.Les Monoterpénes (C10)

Le processus biochimique invoqué lors de la foromatlu géranyl diphosphate

(GPP) est une condensation @MAPP et de IIPP la prényl transférase. lls constituent la
majeure partie des huiles essentielles qui sorgeptés en quantité chez envird®00
especes dé0 familles végétalegl7]. Cette classe des composées a connu une large
extension conduisantainsi a des systémes monoligiegc Quelques exemples parmi les
plus significatifs de ces systemes acycliques eliqiyes Figure 11.4) sont illustrés dans

ce qui suit :



aiabadiab eyt

HO

Ociméne (basilic) Myrcéne (laurier) Nérol (géranium) Citronellol (rose)

HO HO
Limonéne (citron) Menthol (menthe) Thymol (Thym)
0

a-Pinéne (Pin) Thujone

Figure I1.4 : quelques exenples des monterpenes

II .1.2.2.Les Sesquiterpénes (C15)

L’addition d’'une unité IPP au géranyl diphosphate conduit via la prényl

transférase, au farnésyl diphosph&eH), précurseur fondamental des sesquiterpénes. Par
rapport a la sous famille des monoterpénes, legugegpenes offrent un plus grand
nombre de possibilités de cyclisation, ce qui augméa diversité structurale de facon
considérable.

Ces composés n'ont pas seulement un intérét dripichimique et position-points
du chemotaxonomique, mais aussi parce que beautenfre eux possedent une activité
thérapeutique anti-inflammatoire, antitumoral, amtrobienne, anthelminthique et anti-
nourrir [18].Les sesquiterpénes lactones représentent pliO@@structures différentes
[19]. On les retrouve dans les champignons et autralléamd’angiospermes (ex.
Apiaceae) et dans les plantes (ex. Asteraceaesfueuilles). Dans le regne végétal, les
sesquiterpenes lactones appartiennent essentieliéntgiatre familles : les Astéracées (ou
composees), les Lauracées, les Frullania et lesnMiagées, et par conséquent dans tout

les produits qui en sont dérivés.



Tous les sesquiterpenes lactones présentent errajéné@e structure commune, un

groupementa-méthyléney-lactone Figure 11.5), qui semble étre responsable de leurs

activités biologiques.

o} . .
Guaianolides

T

Gérmacranolides © Eudesmanolides

2 A

Héliangolides

Pseudoguaianolide

Hypocreténolides

Figure IL.5: Structures de quelques lactones sesquiterpenes

II .1.2.3.Les Diterpénes (C20)

Les diterpenes sont surtout répandus chez legaregémais sont aussi présents

chez certains insectes et chez divers organismessndls sont formés par I'union des

quatre unités d'isopréenes et sont classés selanbiegenese pour formée le géranyl

géranyl diphosphateGGPP)[20]. La figure suivante présente quelques structuess d

diterpenoidesfigure 11.6).

Vitamine K1
(Phylloquinone)

Forskoline

Chlorophylle a

Figure IL1.6: quelque exemples des Diterpenes



II .1.2.4.Les Triterpenes (C30)

Les triterpénes sont distribués dans le régnetakgé animal, leur formation en

C30provient du simple triterpéne le squalefigure 11.7) issu du couplage réductif de
deux unités deFPP) [15,20]

XWW

Figure I1.7: le squaléne

& Les triterpénoides saponines :

Les triterpenoides saponines sont frequemmenonéds dans le regne végeétal
sous forme de glycosides mais en faible conceatrati’hydrolyse acide libere les sucres
habituellement liés en positidh(de un a six unités tel le glucose, le galactismaltose,
le rhamnose et / ou I'arabinose) et I'aglycone ¢sg@mine) qui peut étre un triterpenoide ou
un stérol. Les structures de triterpenoides less pkencontrées sont des structures

pentacycliques.

[l .1.2.5.Les tetraterpénes (C40)

lls sont représentés par un seul groupe de cormpdeg caroténoides, dont

plusieurs centaines de variantes structurelles sombues. Ces composés jouent un role
dans la photosynthése mais en les retrouve égaledwms des tissus non photo-
synthétiques de plantes, de champignons et darsat#éries. La formation du squelette
tétraterpene invoque un couplage queue-queue ae mwlécules deGGPP dans la
séquence essentielle qui est similaire a celleguge dans la formation des triterpenes et
du squaléne. La couleur orange des carottes (Daramasa; Umbelliferae/Apiaceae) est
causeée essentiellement papi€arotene.

Le B-caroténe f{gurell.8) possédell doubles liaisons conjuguées, d'ou sa couleur qu’il
donne aux carottes. Il joue un réle essentiel dansroissance et dans la chimie de la
vision. Le Lycopeénefigurell.8), qui est un exemple caractéristique de carot@soiest le
pigment rouge de la tomate madre (Lycopersicon este))0.02 g/KQ), il est entierement

acyclique.



N G NN

B-Caroténe Le Lycopéne

Figure I1.8: quelque triterpenes

II .1.2.6.Les polyterpénes

Le caoutchouc naturel (ou gommejiggre 11.9) extrait de I'hévéa brasilensis

(Euphorbiaceae) est un polymére de l'isoprénestlpeoduit par la coagulation, par la
chaleur, de la seve de I'hévéa. Toutes ses dolibisens sont Z (chaine principale) et
chaque molécule comporte #18@3a 105ésidus isoprenes. L'isomeére, ou toutes les liason

sont E est la gutta-perchig(rell.9) extrait de Palaquium gutta (Sapotceae), c’est une

matiére dure et cassantef.000-10.00D

MM

Le caoutchoue La gutta-percha
Figure IL.9

Certains dérivés de quinones présentent des chd@té@sles de longueur variable
constituées d’unités isoprenes :da 12 unités dans les ubiquinones (coenzymes Q) et de

3a 10résidus pour les plastoquinonégire 1.10).

(@]
MeO O P H
n
MeO N H o]
O n

Ubiquinone-n Plastoquinone-n

Figure II.1

II .1.2.7.Les Stéroides

Les stéroides sont des triterpenes modifiés cantele systéme tétracyclique du

lanostérol avec introduction de divers groupemeatss le noyau (méthyle, hydroxyle...)

et une chaine latérale contenant plusieurs motdita Ils sont tres répandus dans la

nature ou on les rencontre a tous les écheloneghervégétal et du regne animal. Ce sont



des composeés biologiques de premiere importancehbasnones, les corticostéroides, les
acides biliaires, les vitamines D, les phytostésoist des stéroides. Les stéroides partagent
touts le méme squelette de base : le noyau stéeohoyau est constitué de quatre cycles

accolés : le cyclopentanoperhydrophénanthréne.

Figure I1.11: Noyau stérol

Les stéroides comportent différents groupement icjies sur le noyau stérol. lls
possédent généralement des méthyle€-d) (Me-19) et C-13 (Me-18) et souvent une
chaine alkylée (chaine latérale) €Al7. En fait, il semble que les vois métaboliques de
synthese des stérols ne soient présentes que ebeerucaryotes (animaux, plantes,
champignons).

Un exemple bien connu de stérol est le cholestémals il en existe plus d’'une centaine
différente. lls sont localisés quasi-exclusivemehez les animaux, les plantes, les
champignons.

# Le cholestérol

C’est le plus abondant et le plus connu des stésofigure 11.12), c’est aussi le
plus ancien identifié. Isolé dans les calculs s des le XVIIéme siecle, sa formule
globale fut établie erl888 et sa structure complete d955 Il comporte8 carbones

asymétrigues, un seul isomeére, suelegossibles, existe naturellement.

Figure I1.12: le cholestérol

II .1.2.7.1.Les hormones stéroides

Les hormones sont des molécules émises par undeyl&lles ont des structures

différentes : acides aminés, polypeptides ou stésiCes dernieres sont des régulateurs de



I'activité biologique (caracteres sexuels secordaiet physiologie de la reproduction).
Trois grandes classes : les androgenes, les casdogeles progestatifs.
X Les androgénes : ce sont des hormones maless(tasioe et androstérone)
produites par les testicules. Elles sont respoasalds caracteres masculins
(pilosité, gabarit, voix grave...)

X Les oestrogenes: ce sont des hormones femelleaoasétolliculine),
cestradiol). Elles contrdlent le cycle menstruelogit responsables du
développement des caractéeres sexuels secondamesmn (Voix,
pilosité...).

X Les progestatifs : sont plus communément connus Isonom d’hormones
de « grossesse » (progestérone). Associées aurgaEsts, elles sont
responsables de la nidation de I'ovule fécondéégilent I'évolution de la
grossesse.

La figure suivante présent quelques exemples desdmes stéroidiennes.

Progestérone Oestradiol Testostérone

Figure I1.13: Hormones stéroidiennes

II .1.2.7.2.Les corticostéroides

Elles sont produites au niveau des glandes sue€n@orticosurrénales). La
fonction oxygénée enC-11 est caractéristique de ce groupe. Ce sont des anti
inflammatoires trés puissants (traitement des gilsr de I'asthme, des rhumatismes, de

I'arthrite...) et elles participent au contréle dutat#glisme des protéines et des glucides.

Cortisone Aldostérone

Figure I1.1



II .1.2.7.3.Les phytostérols

Le stéroide majeur chez les mammiferes est sammaloute le cholestéraC{27),

précurseur de nombreuses autres structures tedleshbrmones sexuelles et les
corticostéroides. Les principaux stérdlgyre 11.15) dans les plantes, les champignons et
les algues sont caractérisés par la présencea shiaine latérale, d’'un méthyle (ou éthyle)
attaché au carbon€-24. Ces différents types de stérols, appelés phytisiésont des
constituants de membranes cellulaires qui jouent role trés important dans la

perméabilité de celles-ci et aussi dans la praltfén cellulaire.

Ergostérol Campestérol

9]

Figure I1.1

IT .1.2.8.Les iridoides
II .1.2.8.1.Définition

Les iridoides sont un groupe de composés natupgartenant a la grande classe

des terpenoidgal]. Ce sont des monoterpenes caractérisés par unledgque
cyclopentane(C) pyranique a jonction cis, partietd@at hydrogénf?2]. lls sont définis par
une structure commune, en l'occurrence le noyaang de nature cyclopentapyranique
(cis-2-oxabicyclo B,3, J-nonane)23].

Les iridoides tirent leur nom de celui de fourmis genre Iridomirmex, a partir
desquelles furent isolés des composés impliqués kéanmécanismes de défense qui leur
sont propres. On citera notamment l'iridodialistibmyrmécing23].




10 le noyau iridane

//
Z
7
7
>
A

Iridodial

Iridomyrmécine

Figure 11.16

II .1.2.8.2.Classification des iridoides

Les iridoides qui constituent la famille la plus ntweuse des dérivés
monoterpéniques a squelette cyclopentanoide, peétendivisés en cing groupg] :
Iridoides simples ou non glycosilés, iridoides ghités, sécoiridoides, bisiridoides et les
Iridoides lactones.

a) Les iridoides simples

Les iridoides simples ou non hétérosidiques peuvétre alcaloidiques
(skytanthine), polycycliques comme pluméricirigyre 11.17), esters ou éthers internes
[23].

COOMe

skytanthine pluméricine

Figure I1.17: Iridoides simples



b) Les iridoides glycosilés

La majorité des iridoides sont des glucosides. ihesdn hétérosidique s’établit
entre I'hydroxyle porté par le carbone anomériqueDdglucose et I'hydroxyle e@-1 de
la génine [23]. Ces iridoides sont les métabolites secondaireminums des
Scrophulariaceae, particulierement les iridoidegdf atomes de carbone. On citera entre

autres: I'aucubine et dérivés, le catalpol et d&ifigurell.18) [25].

HO, H

Hon,C  H
OGlc OGlc

aucubine catalpol

Figure I1.18: Iridoides glycosilés

c) Sécoiridoides
lIs sont issus de rupture de la liais@Y-C8 du noyau cyclopentanique. Les
sécoiridoides non hétérosidiques sont rares. Lalaganine est un exemple de ce type des
iridoides[26].

OGle
sécologanine

Figure 11.19
d) Bisiridoides
Ces composés sont issus de la dimérisation deiddaides et sécoiridoides. Ainsi
le picconioside est un bisiridoide constitué déofganine estérifiée par la déoxyloganine
[27].



CO,Me
I N
cC—oO o
X
OGlc
(0]
OGlc

Figure I1.20: picconioside

e) Iridoides lactones

Pour cette classe de substances, on distingueide$des lactones de typéset
[I[28], selon [lorientation régiochimique de la lactonear prapport au noyau
cyclopentanique.

Type I Type II

Figure I1.21: Iridoides lactones

IT .1.2.8.3.Propriétés biologiques des iridoides

Les iridoides, composés largement répandus dangatiae, sont principalement
connus pour étre des principes actifs de planteéisgant d’'un usage non négligeable en
phytothérapie. On citera pour cela la valérianEherpagophyton utilisés pour traiter les
désordres digestifs, la fievre et soulager leselasldes parturient§®9]. lls présentent un
large éventail d'activités biologiques du fait deurk particularités structurales. lls
possedent des propriétés antimicrobienf3y, antitumoraleqg31], antioxydanteqd32],
anti-inflammatoireqd33], antinociceptiveg34], anti allergiqueg35], immunostimulantes
[36]...etc.



II .1.3.Le Réle Bioactif des Terpénoides

Des investigations concernant les activités biojogs des mono- et des
sesquiterpénes ont prouvé I'existence des effetvamstis [37-38] anesthésique,
antihistaminique (allergies), anti-rhumatismal, rétiqgue @-eudesmol), insecticide,
analgésique, toxique (sesquiterpenes) quelquednihiotique, anti-inflammatoire, anti-

cancéreuy, irritant et calmant (mono- et sesqléieep).

II .2.Les polyphénols
Geénéralité

Les polyphénols constituent un des groupes le plosibreux et largement
distribué des substances dans le royaume des ug&gétaec plus de€B000 structures
phénoliques connues. Les polyphénols sont des fsodu métabolisme secondaire des
végétaux et présents dans tous les organes darteplls résultent biogénétiquement de
deux voies synthétiques principales : la voie shite et acétai@9].

Les polyphénols possedent plusieurs groupemesatiques avec ou non d’autre
fonctions OH alcoolique, carboxyle...). Dans cette catégorietronve de nombreuses
substances : les noyaux simples@8iC1 et C6-C3, les noyaux dérivants de I'extension
du phényle propane, €&6-C3-C6[40]

Les composés phénoliques forment le groupe des as#spphytochimiques le plus

important des plantd41].
II .2.1.Les coumarines

La coumarine tire son nom #e&marud, le nom dans une langue amérindienne tupi
de Guyane de l'arbre poussant en Amérique du sudyalac de Cayenne (Dipteryx
odorata) de la famille des Fabacées, donnant &tfinka d’ou cette molécule fut isolée en
1820par Vogel. Le nom de tonka vient aussi du tugl’ebhe langue caraibe de Guyane, le
kali'na (ou galibi)[42].

La coumarine est une substance naturelle orgaragoatique connue dans la
nomenclature internationale comniebenzopyrane-one figure 11.22) qui peut étre
considérée en premiere approximation, comme unracde l'acide2-hydroxy-Z-
cinnamique. Son odeur de foin fraichement coupéi dlattention des parfumeurs sur
elle des leXIXe siécle. Le méme terme de coumarine désigne auskidse des composés
phénoliques dérivés de cette derniere moléculhi{a-benzopyran€-one. Ces composés

possedent des hydroxyles phénoliques qui peuvenn@tthylés ou étre engagés dans des



liaisons hétérosides. Plus d’un millier de counesinaturelles ont été décrites. Elles sont

tres largement distribuées dans le regne veEal

Figure I1.22: la coumarine

II .2.2.LESFLAVONOIDES
II .2.2.1.Introduction

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme& cbmposés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. lls smmsidérés comme des pigments quasi
universels des végétaux. Structurellement, lesoflaides se répartissent en plusieurs
classes de molécules dont les plus importantes :steg flavones, les flavanones, les
dihydroflavanols, les isoflavone, les isoflavongndss chalcones, les aurones, les
anthocyanes et les tanif@]. Parmi toutes les molécules flavoniques, les fial® sont
considérés comme I'étendue la plus ancigdbg (Stafford 1991).

Le terme « flavone » a été utilisé pour la premieis enl895ar &/onKostanecki
» et «Tamber » qui étaient des pionniers dans le travail stmettde cette classe
particuliere des flavonoid¢46].

lls sont présents dans toutes les parties destateg&upérieurs : racines, tiges,
feuilles, pollen, fruits, graines, bois, ...etc.

Leur fonction principale semble étre la colorata®s plantes. Tous les flavonoides
n'absorbent pas dans le domaine du visible, maisgmtent tous une bande d’absorption
dans l'ultraviolet proche du visible. Ils jouent wdle important dans la protection des
plantes[47]. lls sont susceptibles d’assurer la protectionttssis contre les effets nocifs
du rayonnementJV [48].Un des rOles de la couleur chez les plantes estirdrales
insectes et cela afin de déclencher la fécondalesncharger de pollen ou de grains de
facon a en assurer la dissémination nécessairgegpiladuction de I'espedd9]. De nos

jours; plus d800(lavanoides ont été identifi¢s0].



II .2.2.2.Définitionet Structure

Le squelette de base des flavonoides est conditli® atomes de carbone, répartis

sur deux noyaux benzéniques qui sont reliés pachaie linéaire datomes de carbone

[51], comme le montre feyurel 1.23

Figurell.23: Squelette de base des flavanoides

A l'état naturel, on trouve tres souvent les flawioles sous forme de glycosides,
une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles salors glycosylés. La partie du
flavonoide autre que le sucre est appelée aglycargenings2].

Certains flavonoides sont spécifiés a partir dessufi végétaux, les anthocyanes sont
plutt localisés dans les parties externes dessfréleurs et feuilles. Les chalcones se
retrouvent plus fréquemment dans les pétales dassflce sont des pigments naturels au
méme titre que la chlorophylle (couleur verte) e$ Icaroténoides (nuance jaune et
orangée]52].

La variation du degré d’oxydation de la chaine cadeC 3(formant, en général un
hétérocycleC, par condensation avec WH phénolique du noyad) détermine les
propriétés et la classification utile en sous-gesupu famille dont les membres peuvent
porter des substituants différents au niveau danBy[53].

Le noyauB est relié a I'hétérocycl€ dans les position, 3 ou 4 comme le montre

lafigurel 1.24.



Figure 11.24

Lafigurel I.25 montre les différents sous-groupes dérivés destilaides.
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Figure 11.25 : représentation des principales classes et sousgpes des
flavonoides au niveau de I'hétérocycle C.
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Parmi les différentes structures des flavonoidesls®rve une sous classe appelée
les isoflavonoides. lls forment une sous classeléigye et trés distinguée des flavonoides,
ces composeés tres actifs se trouvent essentielteotesz la famille des fabales (les
légumineuses)[54]. lls jouent un rdle important sur la santé humairertains
isoflavonoides fonctionnent comme des phytoalexisgsthétisées comme défense contre
le stress (microorganisme infectieux, froidl), c’est aussi le seul groupe de flavonoides
connus pour étre hautement toxiques envers de maxlmsectefss].

Structurellement les isoflavonoides se différerncieles flavonoides par le
positionnement du cyclB du squelette flavonique sur le carb@)da figure 11.26 montre

les principaux types d’isoflavonoides :

' Y
0] l 0]
‘i(’)‘j\‘ OH
Isoflavone Isoflavanol
O (§)
‘iﬂj\‘ ‘
Isoflavanone Isoflavane

Figure 11.26: les types des isoflavones



II .2.2.3.Découverte des flavonoides

L’intérét nutritionnel pour les flavonoides dateldalécouverte de la vitamirie a
la suite des travaux dgzent Gyorgyen1938 Le scorbut expérimental céde a I'ingestion
de jus dagrumes mais résiste a la seule admitisirad’acide ascorbique. Plus
pratiguement, les symptomes hémorragiques du sctidsua la fragilité des vaisseaux
sont guéris par des extraits de Paprika et dugudtcon alors que I'acide ascorbique seul
est inefficace. Les analyses chimiques ont monte Ilg fraction active était de nature
flavonoique. Cette action des flavonoides sur lanpabilité vasculaire a été appelée
propriété vitaminique® (P étant la premiére lettre du mot perméabili@gtte notion de
vitamine P n’existe plus a I'heure actuelle puisqu’elle nerespond pas a la définition
classique des vitamines ; par contre, les flavamo&bnt considérés comme deimportants
micronutriments puisqu’ils peuvent jouer des rélantioxydants ou posséder des

propriétés biologiques diverses que nous présargatans ce memoifgeo].

II .2.2.4.0rigine Biosynthétigues de flavanoides

Les connaissances actuelles sur la biosynthesenglyinologie de la production
des proanthocyanidines dans les plantes provierdiene étude détaillée réalisée par
Stafford[57]. Il a également décrit les relations entre lignétgroanthocyanidines, mais
n‘a pas pu montrer de role structural pour les mlayanidines contrairement a la
lignine. Stafford suggére que lignine et proantlamigines ont des réles similaires de
défense.

Le schéma de la biosynthd&8] des proanthocyanidines est résumé dafiguae
[1.32 et la liste des enzymes qu'elle implique est pitégedans léableau |.1 Les étapes
réactionnelles conduisant aux précurseurs de flaides et a leurs différentes classes
impliquent des intermédiaires-hydroxylés (sur le cycl8), les flavanoides obtenus sont
ensuite hydroxylés (ou fonctionnalisés) sur lesauxyA et B pour conduire aux autres
classes de flavonoides.
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Le cycleB est une partie de I'hétérocydlzdu squelette e@15 des flavonoides
proviennent de l'ester hydroxycinnamique-CoA, hadliement le 4-coumaroyl-CoA,
alors que le cycl@é est originaire de trois unités acétate provenamhdionyl-CoA.

Les deux précurseursfigure 1I1.27) proviennent d’hydrates de carbone. Le
malonyl-CoA est formé a partir d’acétyl-CoA et @O, par catalyse a l'acétyl-CoA
carboxylase. Le 4-coumaroyl-CoA et les esters dacides hydroxycinigaes
correspondants sont fournis a partir de la voieplpgopanoide. Cette voie de biosynthése
de la phénylalanine est issue de celle du shikitmetgénate. La réaction clé est la
désamination de la phénylalanine catalysée parhé&nylalanine ammonialyase (PAL).
Cette enzyme joint la voie métabolique primaira &die phénylpropanoide. Le produit de
la réaction, letranscinnamate, est hydroxylé edA-coumarate par la cinnamate-
hydroxylase associée a la fonction monooxygénaseythchrome RP450. L’activation du
4-coumarate par la formation d’ester CoA est caédysar lad-coumarate-CoA ligase. Le
4-coumaroyl-CoA peut étre hydroxylée en posit®ren caffeoyl-CoA qui sert de substrat
pour la formation de chalcones ainsi que pour lat®se de la-coumaroyl-CoA dans
certaines plantes.

L’enzyme-clé pour la formation du squelette flagime est la chalcone synthéese
(CHS), qui catalyse I'étape de condensation de troiesmcétate a partir de malonyl-CoA
avec la 4-coumaroyl-CoA pour donner lintermédiaire erCl15 2'4',6’,4-
tétrahydrochalcondi@ure 11.28)[59].
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Figure 11.28: Voie de biosynthétique de construction du squelégmzopyrane.

La 6’-désoxychalcone et 'isoquiritigenine sont respaxtient obtenues a partir de
la malonyl-CoA et dul-coumaroyl-CoA par la chalcone synthase mais aagticppation
d’'une réductas®d ADPH-dépendante. Ces deux types de chalcones sontdesrgeurs
directs des aurones et des autres diphénylpropesoligs enzymes impliquées dans ces
réactions sont encore inconnues. Mais, en pamicui$'-hydroxy-et6'-désoxychalcones
sont les intermédiaires précurseurs de tous lestl@ides. La cyclisation stéréospécifique
des chalcones, catalysée par la chalcone isomécaseluit aux 2Sflavanones (par
exemple la naringenine et la liquiritigenine) avecsquelette spécifique des flavonoides
(figurel1.28). Deux types de chalcone isomérases sont connuse Icatalyse la
cyclisationde 18'-hydroxychalconeeshydroxyflavanoneet l'autre isomérise Ghydroxy

et 6'désoxychalcone enhydroxy-et5-désoxyflavanone, respectivement.

Les flavanones sont les précurseurs directs aeajaure partie des flavones, des
isoflavones et de la formation de deux intermédsgade flavanoides: les flavdrols et les
dihydroflavanols. Les flavones (comme I'apigéniregnt synthétisées a partir des
flavanones par introduction d'une double liaisotreethes carbone€-2 et C-3 (figure
11.29).
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Figure 11.29 Formation de la génistéine et de I'apigénine.

Deux types d'enzymecatalysent cette réaction, daofle synthese: une 2-
dioxygénase oxoglutarate-dépendante et la flavgmeha&sell : une fonction associée
monooxygénase du cytochronie450 couplée a une protéine déhydratase. L'enzyme
accepte comme substrat aussi bien3ds/droxy que lesb-désoxyflavanones. Pour les
isoflavones, la réaction impliqgue un réarrangemeniyydant de flavanone et un

déplacement du groupe aryle de la posifi@gnla positiorS.

La réaction du groupe carbonyle des flavanonemgied'obtenir les flavad-ols
(comme l'apiferol). La réaction est catalysée marfldvanones-réductase et donne le

précurseur immeédiat pour la formation @edésoxyanthocyanineigure 11.30).

OH
HO 0 “\\\\\Q/

OH O OH OH
Naringenine Apiférol

Figure 1I1.30: Réduction de la cétone en position 4.

Finalement, les flavanones peuvent étre hydroxyl@esms la position3
pourconduireaux dihydroflavanonols (comme le dilokdempferol), qui sont les
intermédiaires biosynthétiques dans la formatios aethocyanidines. Cette réaction est
catalysée par la flavanoBehydroxylase 2-oxoglutarate-dépendante une dioxygénase.
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Figure 11.31: Hydroxylation de la position 3.

Les dihydroflavanonols sont les précurseurs dirgcigr une grande partie des
flavonols et pour la formation des flav&8m-diols (les leucoanthocyanidines). Les
flavonols (comme le kaempferol) sont formés a paltis dihydroflavonolsfigurel 1.31)
par introduction d'une double liaison entre ledboaesC2 et C3. La réaction est catalysée
par la flavonol synthase, une augrdioxygénase oxoglutarate-dépendante.

La réduction des dihydroflavanonols en positich catalysée par les
dihydroflavanonoM-réductases, conduit aux flavar3-trans3,4-cis-diols (comme la
leucopelargonidine), qui sont des intermédiairessdia formation des catéchines, des
proanthocyanidines et des anthocyanidines. Lescluats (comme I'afzelechine) sont
synthétisées a partir des leucoanthocyanidinesuné réduction de la positioh Cette
réaction est catalysée par la flavga-cis-diol réductase. Les proanthocyanidines (comme
la propélargonidine) proviennent vraisemblablemede Ila condensation de
leucoanthocyanidines et de catéchines. Les enzgatag/sant cette réaction sont encore

inconnues.
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Les enzymes représentées par des numeéros sontmdsées dans le tableau 1.1.

Propelargonidine B-3



L'enzyme catalysant cette réaction avec les agémdines comme substrat est
I'UDP-glucose-flavonoid8&-O-glucosyl-transférase. Le produit est une anthome

stable (comme la pélargonidile©-glucoside) figure 11.32).

Tableau I1.1: Liste des enzymes (indiquées figu#.27 al11.32) conduisant aux
différentes classes de flavonoides [60-61].

Numéro Enzyme Acronyme
PRECURSEURS NON-FLAVONOIDES
I Acetyl-CoA carboxylase ACC
11 Phenylalanine ammonialyase PAL
I Cinnamate 4-hydroxylase C4H
v 4-Coumarate: CoA ligase 4CL
\% 4-Coumaroyl-CoA 3-hydroxylase CC3H
CLASSES FLAVONOIDES
1 Chalcone synthese CHS
2 Polyketide réductase PKR
3 Chalcone isomérase CHI
4 2-Hydroxyisoflavone synthése IFS
5 2-Hydroxyisoflavone déhydratase IFD
6 Flavone synthese | et Il FNS I etll
7 Flavone 4-réductase FNR
8 Flavone 3-hydroxylase FHT
9 Flavonol synthése FLS
10 Dihydroflavonol 4-réductase DFR
11 Leucoanthocyanidin 4-réductase LAR
12 Anthocyanidine synthese ANS
13 Flavonoide 3-O-glucosyl transférase FGT




ITI .2.2.5.Substitution du squelette flavonique

Les flavonoides se divisent en sous classes, leppaseés variés de chaque sous
classe se distinguent par le nombre, la positida eature des substituants (groupements
hydroxyles, méthoxyls etautres) sur les deux noyaux aromatique®tB et I'hétérocycle
C.

II .2.2.5.1.LaO-substitution
II .2.2.5.1.1.L’hydroxylation

Dans plus d®0 % des cas, le cyclA des flavones et flavonols est substitué par
deux hydroxyles erC-5 et C-7 et hydroxylé en positioit-4" sur le cycleB, qui sont

considérés comme originaux et existent avant Iatd¢ation du noyau chalcorjé2].

D’autre part, dans plus &80 % des cas, le cyclB est substitué e@-4' avant la
formation du squelette chalcone ou disubstitu€e3i et C-4', ou moins fréquemme,
4', 5'-trisubstitu¢63-64]. Les position®’ et6’ du cycleB sont rarement hydroxyl¢65].

Dans le cas des isoflavones, I'hydroxylation dpdaition2’ du cycleB conduit le

plus souvent en présence des enzymes spécifigleetoranation du ptérocarpafgs].

catalyse

ey

-

enzymatique

Isoflavane Pterocarpane

Figure 11.33:Transformation de lisoflavane en pterocarpane



Pour le cycleC la substitution sera sur la positiBmui donne la Quercetine comme

exemple :
OH
OH
HO 0)
OH
OH O
Quercétine

Figure 11.34 : la structure du Quercétine

II .2.2.5.1.2.La méthoxylation

La méthylation fait partie de la biosynthése desigurs flavonoides, elle joue un

réle important dans la couleur de ces derniers, @@mple le groupe meéthyle de
I'anthocyanine donne la couleur des flel@8].

La fixation du groupement méthyle se fait apresecdli groupement hydroxyle et
nécessite la présence d’'une enzyme (O-methyltrassequi joue le rdle de transporteur a
partir de laS-adenosyl-methionineSAM) qui représente le donneur du radical méthyle.
Cette transformation se fera avant la formatiomayau chalcong8-69].

Cette réaction de méthylation peut également se $air le noyad\ (carbone®, 6,

7, 8, noyauB (carbone’, 3’, 4’, 5’) et I'hétérocycleC (carbonel3) aprées la formation du
noyau chalcone dans le cas de flavones et flavoje@ps

On note aussi les recherches faites pBrekica » en1984qui a abouti a faire un
schéma montrant les différentes étapes de la sutimsti du groupe méthyle sur le squelette

flavonique. On présente un seul exemple dafiguae 11.35.
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Figure 11.35 : La O-methoxylation chez Chrysosplenium
americanum Selon « Deluca 1984 ».

II .2.2.5.1.3.LaO-glycosylation

Elle lie un hydroxyle du squelette flavonique avecautre hydroxyle alcoolique du
sucre (glucose, rhamnose,xylose, galactose et nasd)i en présence de l'enzyme
Glycosyltransférase et 'UDP-glu (Uridinediphospmaticose) comme donneur du sucre
[70].

D’une maniere générale, I'hydroxyle de la positi@onstitue le site préférentiel de
la glycosylation dans le cas des flavones alors dans le cas des flavonols c’est

I'hydroxyle de la positiorg[71].

Dans la nature on trouve souvent les flavonoides $orme glycosylés avec des
différents types de sucre comme : D-glucose, L-rimsa, glucorhamnose, lignine et
arabinosg72]. On peut aussi trouver des flavonoides biglycasyldigurel I.36montre

des exemples de ces structyi&y.
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Figure 11.36:structures biglycosylées

II .2.2.5.2.La C-substitution
II .2.2.5.2.1.La C-méthylation

Le radical méthyle dans ce type de substitutiorsedier directement au cycle
benzénique par une liaison carbone-carbone. Gets®n est rencontrée en positiérou
en position8, ou encore en positiof et 8. L'enzyme catalysant |&-méthylation en
position6 et / ou en positioB est toujours inconnuy&4].

II .2.2.5.2.2.La C-glycosylation

Les flavonoide<-glycosylés ne sont pas rares, on y trouve pludsdhétérosides
[75]. Dans ce type de composeés, le sucre est lié eimettt au cycle benzénique par une

liaison carbone-carbone. Cette liaison résistbylolyse acid¢76].

II .2.2.6.propriétés et roles des flavonoides

II .2.2.6.1.Pharmacodynamigues

Les flavonoides alimentaires sont absorbés ded@ggmtestinale étendJé7,78],
alors que les flavonoides médicaux sont administiréstement au tissu de malade, si c'est
accessible, ex., dans la peau ou la gorge, ou tg Id'un itinéraire qui mene
immédiatement a la cible, ex., la nasale ou lesesyss vasculairef/9-84]. Aprés la
libération des glycosides de l'aglycone par enzymbestériennes dans lintestin,
approximativemenfil5% des aglycones du flavonoide sont absorbés aveellesade la
bile dans les cellules épithéliales et est padadyanphe[85-86]. Un facteur important qui
détermine I'efficacité de I'absorption de glycosidil flavonoide par l'intestin est la moitié



du sucre][87]ont montré cela, les glycosides de la quercétiogmbns ont été absorbés
mieux 62%) que l'aglycone pu2d%).
II .2.2.6.2.Toxicité aigué des flavonoides

Par injection de grands montants d'aglycones dwrfieide d’une solution dans le
sang de rats, il a été possible a déterminekeg évaluent pour cet animal. C'éxg /kg
de poids du corpf88]. DU a la solubilité basse d'aglycones du flavoaaidns I'eau, au
temps de résidence court de flavonoides dansskintet au coefficient bas d'absorption, ce
n'‘est pas possible pour les étres humains a spuffes effets toxiques aigus de la
consommation de flavonoides, avec l'exception égmement rare d'allerdi@9-94].

En plus, les effets de plusieurs flavonoides ne@etpas étre additifs. De plus, les
flavonoides tres toxiques ont été trouves dansédgmns tropiques, ex., Afrique. lls ont
coloré la propolis locale variantes fortement n@iou, types de propolis tres sombres
devrait étre évité, a moins qu'ils aient été tesiés les échantillons sont trés rarement
trouvés en dehors de place de leur ori¢@%.

II .2.2.6.3.L'immunologie des flavonoides

Les petits composés organiques tels que les fladenoaglycones et seulement
antigénique s'ils sont liés aux macromolécules darssang, aux protéines du plasma. Bien
que les réactions immunisées soient rarement dasi§ones par la consommation ou
application thérapeutique de flavonoides, ils sedpisent parfois. Au moins quelques
flavonoides, par conséquent, sont capables d'agafion a une ou plus des protéines du
plasma, probablement a l'origine a albumine du rséert lipoprotéines, depuis les
flavonoides sont hydrophobes et sont transportés ldacomplexe de I'acide de bile, aussi

bien que dans le chylomicrof&5].

II .2.2.6.3.1.Les flavonoides comme antigenes

Les flavonoides ne sont pas faiblement antigénjquasis des anticorps
contre les flavonoides ont été trouvés dans le sangain. Les réactions allergiques se
produisent dans approximativemeéhb% de la population aprés la prise de considérable
montant de produits riches en flavonoif82-94][96-101] Cependant, presque toute
substance a laquelle nous sommes exposés peutrda@nn@ontée a allergie dans les

personnes sensibles.



II .2.2.6.3.2.Flavonoides comme modulateurs immunisés

Bien que les flavonoides soient sus pour modudetiVité de phosphatases de la
protéine qui est impliqué dans les deux génes,essfn et le reglement de traduction de
la protéine, leur effet principal semble étre palarter des macrophagfkd2-104] Les
flavonoides sont capables d'inhiber la réactiofias@phylactique lente par un cependant

mécanisme inconnd05].

II .2.2.6.4.Les flavonoides comme antioxydants

Une des propriétés plus proéminentes des flavoadddeleur excellente capacité
d'ébouage radicalaire. C'est aussi un précieuxcapper les applications thérapeutiques et
prophylactiques des flavonoid¢$06]. En 1960 le célebre chercheur frangais Henry
Laborit attirait déja I'attention sur la toxicit@ dfoxygéne pressurisé et préconisait I'usage
d’antioxydants comme agents protectef37]. Ce rapport a été enquéte et a discuté par
rapport aux flavonoides par Halpef®61) [108] et Marcus 1963 [109].

La génération des especes réactives de I'oxygenent@ées ROS (Reactive
Oxygen Species) se produit naturellement au coers despiration cellulairEl10]. Les
ROS désignent une appellation collective et conmehles radicaux libres et certaines
molécules qui sont des agents d’oxydation et oilefaent convertis en radicaux. Les ROS
dont les plus courants : le radical hydroxyle (OF8nion superoxyde (&), le peroxyde
d’hydrogéne (HO,), le dioxygéne singulet (IPendommagent la vie cellulaire en causant
'oxydation des lipides, des protéines et de I'acidésoxyribonucléique (ADN).
L’évolution de cette oxydation semble étre la cadseplusieurs maladies telles que le
diabéte, le cancer, les infections inflammatoirdes maladies cardiaques ou
neurodégénératives et accélerent le processusedbssement[111]. Elle serait méme
impliquée dans la pathologie du paludisme et desre$ gastriqugd12].

Un antioxydant est une substance qui en faibleeatnation par rapport a celle du
substrat oxydable retarde ou empéche, de mangnmdicative, I'oxydation de ce substrat.
Il peut agir en supprimant les ROS ou en empédeantformation ou encore en réparant
les dommages causés par ceulttB]. Mais l'activité antioxydante des extraits de péen

est essentiellement attribuée aux composés phéeslign particulier aux flavonoides.

Ainsi dans la détermination de l'activité antiogayde des extraits de plantes, la

teneur en composés phénoliques totaux et en flagesdotaux est aussi déterminée dans



le but d’établir une corrélation essentielle eméreeur en composés phénoliques et activité

antioxydante et ou entre teneur en flavonoidestetit® antioxydante.

Les antioxydants de synthése tels que le butydedxy anisole BHA) et le butyle
hydroxy toluéneBHT) sont certes trés efficaces mais susceptiblesatefester des effets
secondaires et voir méme toxiqyé&44]. Plusieurs molécules a propriétés antioxydantes

sont isolées des plantgdl 5].

II .2.2.6.5.L'action de I'hormone de flavonoide

Les flavonoides peuvent agir comme hormones danglintes et les animaux
[116-117] La découverte que les flavonoides ont aussi ffetsehormonaux dans les
systémes animaux était une surpfiEs]. L'origine était I'observation du mouton qui avait
mange le trefle fermenté a été éveillé sexuellenmeanhalyse a montré que la substance
active était silybine. La structure de ce flavomoidomplexe a été élucidée par
Sonnenbichleret Pohl (1980. lls ont trouvé que le groupe hydroxyle de l'aglye a été
placé dans l'espace juste aimez ceux-la d'un gesteofigue.ll.37). Depuis oestrogenes
aussi ayez des effets de l'anaboliqa&9-120] on peut soupconner ces flavonoides
peuvent étre capable d'agir aussi comme des hosrgrez les animaux. Cependant, si

loin seulement peu d'indications d'une telle fantnt été trouvez.

H,
meo ¢ 0. _C —OH
HO 0 OCH;
O
OR OH
HO
OH O

Oestrogene silybine

Figue.ll.37: Comparaison des structures d'oestradiol et sityd



II .2.2.6.6.L'Inflammation

Un autre exemple principal de l'application thértappie des flavonoides, c’est
I'inflammation [121-122] Ce processus est la réponse intégrée de beadeosystémes
de la défense du corps a l'invasion d'un corpsi@érade tout genre, ex., un en bois éclatez,
cellules bactériennes, ou vir{l23]. L'inflammation implique, parmi d'autres, I'actidn
systeme du complément, coagulation du sang, hurebriahmunité cellulaire, cytokines,
hormones du tissu, angiogenéses et le procesdagégaration. Les flavonoides tuent un
grand nombre de souches bactériennes, mais pa&s tddrtains de ces sujets sont encore
I'objet de recherches intensivgg,112, 124-125]

II .2.2.6.7.L'effet des flavonoides sur la conditionedmalades diabéte du
mellite

Les flavonoides ne peuvent pas guérir le diabétmellite parce que les types de
cette maladie sont fondamentalement d’origine ggmétet aucune drogue (seule)ne peut
corriger une erreur innée. Cependant, les flavamjuvent améliorer quelques-unes des

conséquences de diabete du me]li26].

II .2.2.6.8.Le traitement de cancer par les flavonoide

Les flavonoides sont des anticancéreux et les mlametteurs produits naturels
testés. Des composés synthétiques relatifs a dieeemples des flavones ont été déja
soumis en premier dans les tests des proces daingquls pourraient bientdt devenir
adoptés dans le répertoire général de traitemeosteyiqug127].

Les flavonoides exercent une activité cytotoxiqoectgique vers différent cellules
cancéreuses qui ont donnés un grand intérét daretoppement des cytostatiques basés

sur les flavonoides pour la thérapie anticancérfizis 129]

IT .2.2.7. Activités biologiques des flavonoides

De nos jours, les propriétés des flavonoides sargeiment étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activitémtivirales, antitumorales, anti-
inflammatoires, antiallergiques, anticancéreusesntiulaéreux, anticarcinogenes,

antibactériennes et antimicrobiennegq,130-132]



Le tableau suivant T@bleaull.2) résume les effets potentiels de quelques

flavonoides sur les animaux et les humairs3].

Tableaull.? : Effets potentiels de quelques flavonoides

Analgésique :
Hespéridine
Khelline
Quercétine
Antianginous :
Isoflavone
Antitherogenique :
Quercétine
Anticancéreuse :
Bacaleine
Catéchine
Epigallocatchine

Kaempferol-3-OB-D-glucopiranosid

Nobiletine
Quercétine
Rutine
Tangeretine

Tricine

Woogonine

Antidiabétique :
Quercétine
Vasculaire protection :
Anthocyanidine
Citrine

Rutoside

Anti-inflammatoire :
Apigenine
Chrysine
Gossypine
Hibrifoline
Hypolaetin-8B-D- glucoside
Luteoline
Myricetine
Neptine
Quercétine
Quercitrine
Sidertoflavanone
Anti ostéoporotique :
Ipriflavone
Antispasmotique :
Apigenine
Catéchine
Chrysine
Flavone
Kaempferol
Quercétine
Antiulcéreux :
Flavanone
Flavone
Kaempferol
Quercétine

Rutine




II .2.3.L’ETUDE CHIMIQUE DES FLAVONOIDES
II .2.3.1.Introduction

Pour faire une investigation phytochimique qui dst@s principalement en
I'isolement et l'identification structurale de prats naturels a partir de végétaux, il est
nécessaire, voir méme indispensable de bien chiaigiartie du matériel végétal et en
fonction de la nature des produits recherchés,tadab optimiser les techniques ou les

méthodes physico-chimiques nécessditd4].

II .2.3.2.Extraction

Dans la littérature, il existe différentes méthod#extraction des composeés
phénoliques, notamment les flavonoiflE35-136] L'une de ces méthodes est adoptée par
notre laboratoire, les étapes essentielles sont :

O Macération : répétée du matériel végétal dans une solution lyeolique
(méthanol ou éthanol avec I'eau distillé).

@ Extractions : L’extraction liquide-liquide ou LLE (Liquid-Liquid
Extraction) est une opération fondamentale de feangle matiére de
polarités différentes entre deux phases liquidesmiscibles. Elle consiste
a extraire une ou plusieurs molécules (les soludés) milieu liquide (la
solution) au contact d'un solvant dans lequel lgsités sont solubles. Le
solvant qui contient alors les solutés est déssgns le terme d’extrait, et la
solution qui a perdu la majorité de ces mémes tansts est appelée
raffinat. Cette opération est fréequemment utiligéar séparer d’'un mélange
liquide des constituants dont les polarités sonatées[137-138]

Pour que 'opération soit réalisable il est nécessa
v'gue les deux phases ne soient pas complétemeribiessc
v'gue leurs masses volumiques soient différentes
v' gu'il n'existe pas de réactions chimiques entredigsrs constituants du

mélange

Cette technique est trés utilisée dans les indsstrialimentaires,

pharmaceutiques ainsi que dans les milieux de fhyétallurgie et de la

pétrochimie. Elle a été utilisée au cours de noteail pour tenter d’extraire

des différentes phases.



Les solvants utilisés de polarité croissante. lodgasits les plus utilisés sont : le
dichlorométhane ou le chloroforme qui permetteaktfaction des aglycones
méthoxylés et hydroxylés, l'acétate d’éthyle quirnpet I'extraction des

aglycones polyhydroxylés et monoglycosylés, et emidr le n-butanol qui

accede aux hétérosides polyglycosylés et aussihtggrosides de type
C-glycosyle[139].

® Les extraits obtenus sont ensuite évaporés a geeses pour un éventuel

traitement.

I .2.3.3.Séparation chromatographique
II .2.3.3.1.Généralités
II .2.3.3.1.1.Historique

C’est en1906 que le terme de chromatographie (du gkeéma, couleur et
graphein, écrire) est apparu suite a I'expériencdataniste russblikhail Semenovitch
Tswettqui sépara les pigments végétaux colorés d’épisardune colonne remplie de
carbonate de calcium et d’alumine a l'aide d’éttlerpétrole[140]. Il a alors observé la
formation des bandes de couleurs différentes (eeange, jaune...) sur la colonne. Il a
également défini les termes : chromatogramme,c&lgt rétention.

En 1931, Khun et Lederer utilisent la méthode d@&swett pratiquement oubliée,
pour réaliser une séparation préparative des castét des xanthophylles qui marque la
redécouverte de la chromatographie, qui se dévelappsuite rapidement grace aux
travaux deBrockmann, Karrer, WintersteinetZechmeistef{141-142]

En 1941, Martin et Synge développent la pratigue et la théorie de la
chromatographi¢143], ils sont récompensés 952 par le Prix Nobel de Chimie pour

leurs travaux sur la chromatographie de partaggelude silice.

Les techniques chromatographiques telles qu’onctemait aujourd’hui ont été
développées ed952 pour la chromatographie en phase gazeuseMaatin et James
[144], et en1967 pour la chromatographie liquide haute pressiomstappellera ensuite
chromatographie liquide & haute performane®l(C), avec les travaux deluber et
Huzsman[145].

Depuis la mise en place de ces techniques sépzsates colonnes utilisées n’ont

cesseé d’évoluer : la premiére séparation chirateusa colonnéHPLC a été rapportée en



1979 la taille des particules des colont#BLC ne cesse de diminuer pour en accroitre les

performances.

II .2.3.3.1.2.Principe général de la chromatographie

La chromatographie est une technique analytique pguimet la séparation des
constituants d'un mélange en phase homogene liquidgazeuse. Le principe repose sur
I'eéquilibre de concentrations des composés prégeits deux phases en contact : la phase
stationnaire (emprisonnée dans la colonne) etdaeimobile qui se déplace. La séparation
est basée sur l'entrainement différentiel des itoasts présents dans la colonne. Ces
derniers la parcourent avec des temps proportisrenéurs propriétés intrinseques (taille,
structure...) ou a leur affinité avec la phasetagire (polarité...). A leur arrivée en bout
de colonne, le détecteur mesure en continu la géadé chacun des constituants du
mélange146]. La chromatographie peut étre analytique ou pegpa:. Dans le cas de la
chromatographie analytique, I'objectif est d’idéieti des solutés qualitativement et/ou
quantitativement. Pour cela, on associe la chrognaphie a dautres techniques
analytiques chimiques ou physico-chimiques (la spa@trie de masse dans notre cas) :
c’est le couplage. La chromatographie préparatsteutlisée lorsque I'on désire purifier
un produit, soit a I'issue d'une synthése, soitsdém but d'utiliser d’'autres techniques

analytiques, comme RMN par exemple.

Il existe deux grands types de chromatographiefoantion de la phase mobile
utilisée : la chromatographie en phase gaze@®e) (et la chromatographie en phase
liquide LC), qui regroupe la chromatographie sur colonneesgion atmosphérique, ou
sous pression (communément nommeé#LC pour High Performance Liquid
Chromatography), la chromatographie d’échange d;iofexclusion stérique ou encore la

chromatographie sur couche mince.

II .2.3.3.2.Les différentes techniques chromatographi@s

II .2.3.3.2.1.la chromatographie sur colonne

La chromatographie sur colonne peut étre une métpogparative ; elle permet en
effet la séparation des constituants d’'un mélandeue isolement, a partir d’échantillons

dont la masse peut atteindre plusieurs grammes.



Elle présente cependant plusieurs inconvénients :
X% de grandes quantités de solvant sont nécessdiéhstion
X la durée de I'élution est généralement tres grande

X la détection des composeés exige une attention aaest

Elle est adaptée a la purification de quantitésontgmtes de produits, lorsque les
conditions opératoires sont au point. Cependanpdthode étant trés empirique, sa mise
au point nécessite souvent de nombreux eEk4i3.

II .2.3.3.2.2.la chromatographie préparative sur papig(CP)

Cette méthode est trés ancienne mais intéressantelle permet la séparation
d’'une grande quantité de produit et détache le maxi d’acides phénoliqugsi8]. Le
support utilisé ici est le papi&/hattmanet les systemes de solvants contiennent souvent
de I'acide acétique pour améliorer la séparatiogviger les trainés dues a l'ionisation des
moléculeq149].

IT .2.3.3.2.3.la chromatographie préparative sur couehmince (CCM)

Le principe de la chromatographie sur couche mi(@€EM ou TLC dans la
terminologie anglo-saxonne) et de EPTLC (High Performance Thin Layer
Chromatography = chromatographie sur couche mieckadite performance) est comme
pour toutes les méthodes de chromatographie, ucégéode partage multi-étapes. Ce
procédé nécessite un adsorbant (la phase statiehnan solvant ou un mélange de
solvants (la phase mobile, généralement appelé@ntkn chromatographie sur couche
mince) et le mélange a séparer. L’adsorbant esisdepn une mince couche sur un support
approprié (plaque de verre, feuille de polyesterd@luminium). L’élution par la phase
mobile permet de séparer les constituants du meélaBgen que le principe de la
chromatographie sur couche mince soit connu dggus d’'un sieclg150] son essor en
tant que méthode analytique a été pris il y a seeie 35 ans, grace notamment aux
travaux d’Egon StatlL51].

Il .2.3.4.Analyse structural des flavonoides

L’'analyse structurale des composés flavoniquedrestdéfiante, ceci est da a la

grande variété et réactivité de ces comp{Ee2]. Les méthodes modernes d’analyse sont:



La chromatographie liquide a haute performantL(C) avec la spectrométrie de masse
(MS), la résonance magnétique nucléaR&\), la spectrophotométridJ{/-Visible) en
plus le calcul dur¢[153] et la fluorescence sous la lumidg®/-Visible, qui révele des

renseignements utiles sur la structure molécugaibable.

Il .2.3.4.1.Le factor de retardation (R

Ce facteur est défini par I'équation suivafitg4] :

Distanceparcourueparlecomposé

Rf = —
! Distanceparcourueparlefrontdesolvant

Il existe une relation entre la structure flavomiet leR;. Cette valeur ne peut pas

étre considérée comme une constante physique ¢s,ccar elle est influencée par de

nombreux facteurs tel que la qualité de la matiGaenature du solvant, la technique

employée, la températufd55-156] ainsi que les substituants et leur position sur |

squelette flavoniqueéableauIl.3.

Tableaull.3 : Relation R -Structure flavonique.

Structure flavonique | R

Augmentation des groupes * R diminue dans les systémes de solvdnts

Hydroxyls organiques et augmente dans les systéméds de

Méthylation des hydroxyles

solvant aqueux.

Glycosylation * Rf augmente dans les systemes de sol

agueux et diminue dans les systemes

solvants organiques.




IT .2.3.4.2.LaFluorescence sous lumiere de Wood

L’absorption des substances flavoniques sous lemigr Wood a la longueur
d’onde de365 nm donne des renseignements préliminaires surdatsre chimique. Le

tableau suivant montre la relation entre la fluceege et la structure chimiqs7].

Tableau 1l.4 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de W@t les
structures flavoniques.

LA FLUORESCENCE LES STRUCTURES POSSIBLE |‘
|

Flavones avec 5, 6,7 ou 5,7, 8 trihydroxy flavéne

Violette noire Flavonol avec 3-OR.

Chalcones.

Flavone ou flavonol sans OH en 5.
Blue Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.

Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

Orange fluorescente Isoflavones

‘ Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-O
‘ Aurone

‘ Jaune ou jaune terne

Jaune-verte
Bleue-verte Flavanone sans 5-OH

IT .2.3.4.3.La spectrophotométrie UV-Visible

C’est une méthode utilisée pour l'identificationsdsructures flavoniques. Elle est
basée sur I'enregistrement d’'un spectre dans ueuralicoolique (méthanolique) qui sera
caractérisé par deux bandes d’absorption pringpfdl®8]. Cette technique permet la
localisation des hydroxyles libres et de les posiier sur le squelette flavonique, par la
formation de complexes avec les différents réadjifis se traduit sur le specttd/-Visible
par des déplacements bathochromiques ou hypsoduemdes bandes d’absorptions par
rapport au spectre de référence pris dans le matfs9].

II .2.3.4.3.1.Le spectre UV-Visible des flavonoidesmale MeOH

Le spectre d’absorptiordV-Visible des flavonoides en milieu méthanolique
présente deux bandes d’absorptions principalesalade | et la Bande Il comme le

montre lafigure 11.38.



Y
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Figure 11.38

LA BANDE |

Ayant un maximum d’'absorption entr@00 et 400 nm, elle est attribuée a
I'absorption du systéme cynamoyle qui résulte deolgugaison du groupement carbonyle
avec la double liaisorC2-C3) et le noyauB). Elle donne donc des renseignements sur la
variation structurale du cyck et I'hétérocycleC.

LA BANDE I

Présentant un maximum d’'absorption er2d0 et 280 nm, elle est attribuée a

I'absorption du systéme benzoyle qui dérive dedajugaison du groupement carbonyle

avec le noya\ et donne des informations sur les variationscairales du cycl&[160].

Le maximum d’absorption d’'une telle ou telle bamdpend du nombre et de la
position des groupements hydroxyles ou métlesxybur le squelette flavonique.
L’augmentation du nombre de groupements hydroxyks déplacé le maximum
d’absorption vers des longueurs d’onde plus élev@es contre la substitution des
groupements hydroxyles par des groupements mé@mxath glycosyles fait déplacé ce

maximum vers des longueurs d’onde plus faifilé4].

Le spectre méthanolique d’un isoflavonoide esaatarisé par I'apparition de la
bande | sous forme d'un épaulement due a l'abseteda conjugaison entre le

groupement carbonyle et le noyR[157].



Le tableau suivantgbleau I1.5) donne la relation entre le maximum d’absorption
enUV et le type des flavonoides.

Tableaull.5 :Relation entre le maximum d’absorption en
UV et le type de flavonoides

‘ TYPE DE COMPOSE \ \ |
FLAVONIQUE BANDE | BANDE Il ‘

‘ Flavones ‘ 320-350 ‘ 250-270 ‘
‘ flavonol ‘ 352-385 ‘ 250-280 ‘
‘ flavanone ‘ 300-330 ‘ 245-275 ‘
‘ isoflavone ‘ 300-330 ‘ 245-275 ‘
‘ Chalcone ‘ 340-390 ‘ 230-270 ‘
‘ Aurone ‘ 380-430 ‘ 230-270 ‘

Anthocyanidine 465-560 270-280 J

II .2.3.4.3.2.Addition des réactifs (la série spect@alUV)

Le spectre méthanolique d’'un composeé flavoniqua sedifié par addition d'un
certain nombre de réactifs tels gdaOH, NaOAc, AICl 3, H3BO; et HCI. Ces derniers
réagissent avec les groupements hydroxyles pamatosmde complexes qui se traduira sur
le spectreUV par des déplacements bathochromiques ou hypsomjuesndes bandes

d’absorption, permettant la localisation des hygltes libres sur le squelette flavonique.

1. Spectre d’absorption en présence de NaOH ou NaOMe

NaOH ou (NaOMe), une base forte, ionise tous les hydroxyles pligues du
squelette flavonique. L’addition ddaOH indique le nombre et la position des
hydroxyles libres sur le squelette flavonique essbement lesOH des positions

7,4, 3 par effet bathochromique debande |I.



2. Spectre en présence de NaOAc

NaOAc, base faible ionise les hydroxyles phénoliques pass acides de la
molécule, soient les group@s0OH, 4'-OH et 3-OH et elle ionise spécialement le
groupement hydroxyle en positioh Ceci se traduit par le déplacement sur la
bandell [49].

3. Spectre d’absorption en présence de 80:+ NaOAc

Pour réaliser ce spectre, I'acide borigtBO3) est additionné a I'échantillon en
présence délaOAc. Ce spectre renseigne sur la présence ou I'absknsgsteme
orthodihydroxyle sur le cycl8 (3, 4’) ou sur le cycléA (6, 7 ou 7, 8) suite a la
formation des chélates dont I'effet se manifeste ypadéplacement bathochrome
de labande | [157]

4. Spectre en présence de Algkt AICI;+HCI

La présence du chlorure d’aluminiudlCl 3) dans la solution méthanolique mene a
la formation de complexes entre les hydroxylesmdh flavonoide d’'une part et
les hydroxyles des positior3 et 5 et la fonction carbonyle d’autre part. La
formation de ces complexes se traduit par un etigtochrome de lbande | par
rapport au spectre pris dansNeOH. Les complexes formés entAdCl zet les
groupes ortho dihydroxyles des noyaux aromatighest B sont instables et se
décomposent en présenceHi@l [164], par contre, ceux formés enthdCl ; et les
hydroxyles5-OH ou 3-OH et la fonction carbonyle sont stablg$2-163] Ces
effets se manifestent sur le spedtf¢ par un déplacement hypsochrome de la
bande | par rapport au spectre apres addition AIEl; et un déplacement
bathochrome moins important par rapport au speletns leMeOH.
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Figure 11.39 : Formation des différents types de complexes aprésdition de
AICI3et en présence de HCI



Tableaull.6 : les principaux déplacements des bandes | et Il dare cas de flavone.

Les réactifs Les déplacements (nm) Interprétation
Bande | Bande I
MeOH 304-350 250-280 Flavones
328-357 250-280 Flavonols 3-OR
- Stable+45 a +6!
1- L'intensité ne 4'-OH
diminue pas/ MeOt
2- L'intensité diminue/ 4'-OR ; 3-OH
NaOMe (NaoH) MeOH
- L'intensité diminue 3, 4-OH ; Ortho di-
avec le temps OH sur A (6,7) ou
décompositior (7,8).
Nouvelle bande par rapport au spectr&@-OH
MeOH entre [320-335]
+5a +20
déplacement 7-OH
diminue en
présence d’'un
substituant e
NaOAc/MeOH ou8.
Pas de 7-OR
déplacement ou
tres faible.
Spectre quise | 5, 6, #tri-OH ou 5,
décompose avec 7, &ri-OH
le temps.
+12 a +36 Ortho di-OH surB
NaOAc+H3BO3/
MeOH +05 a +10 Ortho di-OH sur A
(6,7) ou (7,9).
AlCI 5 Une seule band Ortho di-OH surB
entre 420-430. avec5-OH
+17 a +20 5-OH avec une
(AICI3 + HCI) oxygeénation eib.
/MeOH
+35 a +55 5-OH et3-OCH3
-20 a-4C avec un Ortho di-OH surB.
sommet ou épauleme
(AICIs+HCI) /  entre [35+-360].
AICl 3 Ortho di-OH surA

-20 a -25

etB ou tri-OH surB.

| = par rapport a.

(hypsochrome.

(+) = bathoche.



II .2.3.4.4.1a spectroscopie de résonance magnétiqueuckgaire

(R.M.N.)

La spectroscopi®&NM est indiscutablement 'une des méthodes d’analigsphus

importante utilisé aujourd'hui164]. La RMN trouve un grand emploi pour la
détermination des structures flavoniqy#65]. De nombreux noyaux atomiques peuvent
étre détectés par la techniqueRIIN, les noyaux les plus utilisés sont le prott)( le
carbone ?C) en plus le phosphoré’®), I'azote {°N), le sodium Na), le potassium
(%K) et le fluor ¢°F) (Fan1996 [54].

La RMN du proton (RMN *H): elle informe sur I'environnement des différents
protons flavoniques qui résonnent généralement 6ret8 ppm elle permet de connaitre
[165-169]

% La position et le nombre de divers protons portédgéavonoide
% Le nombre de substituants méthoxyles porté paguelstte flavonique

% Le nombre et la nature des sucres liés a I'aglycone

La RMN du carbone 13 (RMN *3C): donne des informations utiles et parfois
nécessaires pour mieux identifier la molécule $aijee[160,169]:
% le nombre total d’atomes de carbone du composérigue ainsi que leur
environnement,

% la connaissance de type des liaisoGst/ ou -© sucres,

II .2.3.4.5.La Spectrométrie de masse MS

Cette technique permet la détermination du pic muwéére des aglycones qui
donne globalement le nombre et la nature des su@sts hydroxyles ou méthoxylgs0-
171]

Les pics de fragmentation caractéristiqgues fouenissles renseignements utiles,
notamment sur les structures de substitution dgaux A et B [122. Cette technique
connait un véritable succés dans ce domaine avet@veloppement de divers mode
d’ionisation permettant I'analyse des structurgegsylés a I'état natif tels que FAB, et

I'électro-spray.



II .2.3.4.6.L’hydrolyse acide des hétérosides

Cette manipulation concerne dans un premier teegp$ldvonoides O-glycosylés,
elle renseigne sur la nature du sucre qui peutédaidié une fois détaché ainsi que celle de
I'aglycone. L’identification du sucre se fait pao<€hromatographie avec des solutions
authentiques.

Les hétérosides C-glycosylés résistent a I'hydebside, cette propriété permet de

différencier ce type de liaison dans les flavonsiglgcosylég70].
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CHATTREL

[ éfude phytochimigue de Linaris aflantics



lll. 1. Place dans la systématique (Botanique)

Ce classement se réfere a la classification batefig présenté dans le tableau suivant :

Tableau IIl. 1 : classification botanique de I'espéce étudiée

Embranchement Viridaeplantae l

Royaume plante

Classe Magnoliopsida

Ordre Scrophulariales

Sous-famille Scrophularioidea

Tribu Antirrhineae

‘ Famille Scrophulariaceae ‘

Genre Linaria

Espece Linaria atlantica J

La famille scrophulariaceae comporte envi2® genres ett500espece$l]. Son

centre principal de distribution est localisé densuvette méditerranéenfig]. C’est une
grande famille des plantes médicinales qui ont sogioe tres grande importance. Le genre
Linaria appartient a la famille Scrophulariaceae, ses espé&nt été utilisé dans la
médecine traditionnelle pour le traitement de d#r®s vasculairesL( vulgarig [3], et
pour leur effets : tonique et antiscorbutiglie dymbalarig [4], laxative (. japonicgd [5]
et diurétique l(. cymbalariaetL. japonicg [4-6].

lll. 2. Description de I'espéce

Tiges gréles d8-10cm, calice glabrescent. Petite plante ramifiéesdéisase a épis
floriferes peu fournis et une inflorescence en gén@mifiée + paniculée champs pelouses

[7].



III. 3. Travaux antérieures

L’especelinaria atlantica Boiss. & Reut. est endémique pour l'Algérie et le
Maroc. Notant qu’aucune investigation phytochimique été faite sur cette derniere, ce

qui donne une originalité a notre travail.

[1l. 4. Récolte de la matiere végétale

L’espécelinaria atlantica a été récoltée durant le mois de jabLQ dans le parc
de la région d’El-Kala de Taref.

La détermination botanique de cette espece a &ig@é par le Mr. Sarri Djemal.

[1l. 5. Extraction deLinarea atlantica

La matiere végétale (feuilles, fleures et tige285.15g) est mise en macération a
température ambiant, dans un mélange hydroalcaol{yleOH/Eau ; 80%/20%) [8].
Cette macération est répétefois, a chaque fois on renouvelé le solvant darespériode
de 72 heures. On a évaporais le solvant avec I'évaparatgatif a35 °C, et sous pression
réduite jusqu'a la concentration de notre ext@atdernier a été diluée avec I'eau distillé a
raison de400 ml pourl Kg de matiére seche, apres on a fait une extrastiocessive de
type liquide-liquide avec I'ampoule a décanter, wilisant des solvants de polarité
croissante, en commencant par le chloroforme, ttdeéd’ éthyle et finalement la-
butanol.La figure TII.1 présente les différentes étapes de I'extractisgyia I'obtention
des extrait bruts.



Matiére végétale
m=1285,15g

R/
0’0

Macération a froid dans un mélange
MeOH/Eau : 80/20 répété 4 fois (72 heures).
Filtration.

R/
0’0

-

[ Extrait méthanolique

DS

» Concentration non a sec (t=35°C).

B

* Dilution avec 514 ml de I’eau distillé.

DS

* Filtration.

[ Fileea J

¢+ Extraction par CHCl; (3fois) (2 heures).

7

+* Décantation.

[ Phase organique } [ Phase ayueuse J
¢+ Extraction par AcOET
% Séchée par Na,SO,. (3 fois) (2 heures).
¢ Filtration. ¢+ Décantation

/7

++ Concentration a sec

Extrait CHCI 3=7 ¢ L Phase organique ] [ Phase aqueuse ]

+»+ Séchée par Na,SO,. +»+ Extraction par n-Butanol
%+ Filtration. (3 fois) (2 heures).
«»+ Concentration a sec 35°C. «» Décantation

Extrait AcOEt =7 g

( Phase organique } [ Phase aqueuse ]

% Séchée par Na,SO,.
% Filtration.
¢+ Concentration a sec 60°C.

Figure I11.1: Différentes étapes de I'extraction des parties ai&énnes de
Linarea atlantica



Les trois phases (chloroforme, acétate d’éthyle-butanol) sont séchées par le
sulfate de sodiumNa,SO,) pour éliminé I'eau, puis filtrées et concentréesec sous

pression réduite, les poids et les rendementsckonmtées dans le tableau suivant :

Tableau I11.2: Rendement des extraits

Matiere végétale Extrait Masse (g) Rendement (%)
Chloroforme 7 0,54
1285.15¢ ~ Acétate d'éthyle 0,54

\__\

[1l. 6. Travaux personnels

Ce travail se résume principalement dans lirigatibn phytochimique de
I'espécelLinaria atlantica. On commence par une extraction suivi par fraciéonent et
purification de différents composés en utilisantedées techniques chromatographiques.
La derniére étape c’est I'élucidation structurakes dnétabolites secondaires isolés en
utilisant la combinaison des techniques d’analys®s spectrophotométrielV-visible,

ou bien la spectroscopi&RMN de proton.

III. 6.1. Séparation et purification des composés de Xeait Acétate

d’'éthyle deLinaria atlantica

III. 6.1.1.Matériels et méthodes utilisés

> L’extrait Acétate de la planteL. atlantica: 7 g.

> Solvants utilisées Ether de pétrole, Acétate d’éthyle, Chloroforme, let

Méthanol.
> Révélateur a base d’acide AcOH 80%
HSQO, 04%
HO 16%

» Chromatographie analytique sur couche mince (CCM)
L’analyse de l'extrait, les fractions et les pradwéparés, a été faite sur des plaques
CCM avec une silice utilisée comme phase stationreste la silice 60 G ks, Merck,

0,12 mm sur support d’aluminiun2@x20 cm).



» Chromatographie d’adsorption sur colonne ouverte (C)

Une colonne ouvertel00x40 mm), le gel de silice est de granulométrie moyenne
0,0630,200mm (70-230mesh) Merck H60, ref. 7741

» Chromatographie préparative sur couche mince (CCM pp.)

Les chromatographies préparatives sur couche rsimaeeffectuées sur des plaques en
verre Q0x20cm) pré-étalées de gel de siliderck 60 F,5, de0,3mm d’épaisseur.

III. 6.1.2. Méthodologie générale

L'extrait acétate d'éthyle est soumis a des sépa®t successives par les
différentes méthodes chromatographiques condugsdiolement des molécules pures.
La séparation chromatographique, on commence pa& watherche sur plaques
analytiques, avec des difféerents systémes d’élugioar trouver le systeme d’élution
donnant la meilleure séparation. Les tests noustmr@nque la bonne séparation est
obtenue avec le systén@hloroforme/Méthanol dans les proportion8,5/0,5 La plaque
CCM est révélée et représentée dans la figure suivante

Figure 1I1.2 :
PlaqueCCM éluée avec le systemeHCl3/MeOH : 9,5/0,5 puis révélee.

a). Fractionnement de I'extrait Acétate d’éthyle

Cette étude commence par des tests des extraitgetle plante avec la
chromatographie analytique (plagG€M), en utilisant différents systémes d’élution, on a

trouve que cette plante est riche en métabolitesnskaires, c’est pour ¢a on a travaillé sur



7 g de l'extrait Acétate d’éthyle. Le choix de c&trait est du a sa richesse en métabolites
secondaires et leurs bonne séparation.

Un premier fractionnement de I'extrait a été réalimr chromatographie d’adsorption sur
colonne.

L’extrait Acétate d’éthyle dissout dans l'acétoast mélangée avec une petite
guantité de gel de silice (pour colonne), 'enseaméxt séché sous vide, puis pulvérisé
jusqu’a l'obtention d’'une poudre homogéene. Cettmidee est déposée sur la colonne de
gel de silice, préparée dans le chloroforme. Lasmate gel de silice est de30 g.
L’élution a été réalisée par le chloroforme enriplogressivement avec le méthanol. Les
fractions obtenu sont regroupées suivant la sumliéitde leur profil chromatographique sur
couche mince, qui aprés développement dans dess aiveverre avec des systémes
approprié, ont été visualisées sous larojye a 254 et 365 nm, puis révelée et chauffée

pendantl min a100°C, les résultats obtenus sont présenté datableau 111.3

Tableau 111.3 : Résultats de la séparation par chromatographie sucolonne de
I'extrait Acétate d’éthyle deLinaria atlantica

SYSTEME Volume

Lots | Fractions D'ELLUTION ngcstigﬁ @ fragt?(fns
CHCIl3% MeOH% (mg) (ml) ‘
1-5 FO 100 0 3,3 125
6-7 F1 100 0 3,9 50
8 F2 100 0 29,8 25
9-12 F3 100 0 9,6 100 |
13-14 F4 100 0 4,3 50
15-19 F5 100 0 18,1 125
20-21 F6 100 0 7 50 |
22-26 F7 100 0 10,8 125
27-33 F8 100 0 21,5 175
34-42 F9 100 0 6,4 225 |
43-44 F10 100 0 7,2 50
45-56 F11 100 0 26,7 300




57-63 F12 100 0 15,1 175
64-70 F13 100 0 10,8 175
71-75 F14 99 1 19,1 125
76-90 F15 99 1 68,3 375
91-99 F16 99 1 71,5 225
100-104 F17 99 1 14,8 125
105-109 F18 99 1 25,8 125
110-115 F19 99 1 30,4 150
116-121 F20 99 1 38,2 150
122-126 F21 99 1 26,7 125
127-131 F22 99 1 9,8 125
132-151 F23 99 1 4,7 500
152-197 F24 98 2 281,3 1150
198-222 F25 96 4 439,5 625
223-260 F26 94 6 1057,7 950
261-302 F27 92 8 366.2 1025
303-316 F28 90 10 146,6 350
317-323 F29 85 15 56 175
324-340 F30 85 15 147.,4 425
341-402 F31 80 20 564,1 1550
403-404 F32 70 30 229,6 50
405-430 F33 70 30 269,7 650
431-449 F34 50 50 67,8 475
450-465 F35 40 60 50,9 400
466-487 F36 20 80 34,26 550
488-500 F37 0 100 24,1 325



Les fractions obtenues sont analysées par desgd@eTM dans le but de :
v rassembler les fractions qui présentent les méavkes.
v chercher un nouveau support chromatographique girisn nouveau systeme de

solvant susceptible de mieux séparer les composés.

La richesse de I'extrait et la difficulté de camtss séparations, nous obligent a diversifier
les systemes chromatographiques.

Pour les fractions étudiées suivantes, on a uliéisglaques préparatives (plaque en verre
étalait avec du Gel de Sili€gF 254 pour TLC).

b) Etude de la fraction F15

Cette fraction (m68,3mg), est issue de la colonne dans pourcer@@ye CHCI 3/1%
MeOH avec différents taches, et renfermant un produjoritaire donnant une tache noir-
violette soudJV (365 nm), cette derniére donne une coloration jaunésagxposition a la
vapeur de 'ammoniaque ce qui orient vers un commestype flavoniquePour séparer
les autres taches, on a utilisé la chromatograpbreplaque préparative avec comme
systeme d’élution [eCHCI3/MeOH: 9,3/0,7.Les taches séparés s@mtF 15-1, F 15-2 et
F 15-3 ces derniers sont testé dans un autre systeme a&ttrouve des autres taches, on
utilisant un systeme de séparatidhlCls/Acétone : 6/4sur plaques préparatives pour la
sous-fractionF 15-1 et on a isolée I& 15-1-1 La plaqueF 15-1 est représentée dans la

figure suivante :

Flavanoide =—>

L]
F 15-1-1 ;

Figure I11.3: F15-1avec le systtmE€HCI3/Acétone 6/4

On a gratté le produit noir-violet, lavé et filagec le méthanol plusieurs fois, puis séchée
sous pression réduite. On a obtdnd5-1-1 commeproduit pure § mg) soluble dans le
MeOH.

Pour les sous-fractior’s 15-2etF 15-3 on a utilisé lésephadex LH20pour la séparation
de deux produits un de chaque sous-fraction. PAls-2 une tache jaune sous la lampe de
Wood et pour F 15-3 une tache noir-violette sous la lampeWileod, les masses de ces

produits ne permettent pas de faire leurs analsesturales.



c) Etude la fraction F16

Cette fraction 71,5 mg), renferme un précipité blanc insoluble dansmiéthanol, sa
recristallisation dans le méthanol avec plusieav@des, nous a permis de le séparer. Ce
composeé soluble dans l'acétone, testé dans unnsgsti&lutionCHCIls/MeOH 9/1. La
tache noir-violette sous la lampe Wéood, ainsi que la coloration jaune apres révélation

avec la vapeur d’'ammoniaque, orientant vers un csége type flavanoide.

d) Etude de la fraction F17
Cette fraction del4,8 mg, a été chromatographié sur plaques préparatives comme
systéme d’élutio€HCI3/AcOEt : 6/4, ce qui nous a donné trotaches F 17-3/ F 17-6
| F17-9

Les autres taches sont des mélanges de produits $éparation est difficile avec les

moyens que nous avons dans laboratoire.
» F 17-3une tache bleue sous)V/ (365nm), aveet mg de masse.
* F 17-6une tache noir-violette sol/ (365nm), ave2,1 mg de masse.

« F 17-9une tache orange sou¥ (365nm), avect mg de masse.

PourF17-3et F17-9ce sont des mélange des produits (minimum dewuis), avec des
guantités minimes leurs étude est difficile.

PourF 17-6testé avec plusieurs systemes, c’est un produit pu

e) La fraction F20

Une fraction de38,2 mg, a été chromatographié sur plagues préparaiives comme

systeme d’élutiorCHCI3/AcOEt : 6/4, ce qui nous a permis de séparer quatre taches:

F 20-1/ F 20-2/ F 20-4 | F 20-6
» F 20-1une tache bleu fluorescent sous\ (365nm), avec mg de masse.
» F 20-2une tache noir-violette sousJV/ (365nm), ave@ mg de masse.
* F 20-4une tache noire-violette sout)V (365nm), avecZ mg de masse.

* F 20-6une tache orange soubV (365nm), ave@ mg de masse.

La sous-fractior 20-4, a été chromatographié avec le syst&n®Et 100%. Ce qui a
permis d’isoler deux tachés20-4-1etF 20-4-2



La séparation de la sous-fractibn20-6 avec systeme d’élutioAcOEt 100%, nous a
permis d’isoler les produitskE 20-6-1, F 20-6-2et F 20-6-3.Les masses de ces produits

ne permettent pas de faire leurs analyses striesura

f) La fraction F24

Cette fraction 281,3mg), renferme un petit précipité dans le méthadaateparation de ce
précipité apres plusieurs lavages dans le méthapods un test sur une pladq€M, on a

obtenu un produit pure de mas2eng.

La méme chose avde 25, etF 26. Pour les précipités de ces fractions apres unstest

une plaqueCCM, on a trouve que c’est le méme produit que celi 4.

g) La fraction F25

La chromatographie sur colonne de la fracttor25 (439,5 mg), avec comme systéme
isocratique |leAcCOEt/MeOH/H,0 : 10/1/1.( figure II1.4). Nous a permis de séparer un
produit purF 25-2-1(8 mg) qui donne une tache noire-violette sous lgpaaeWood.

Tache jaune apres
révélation
(Flavonoides)

Figurelll.4:
F24 etF25 avec le system&cOEt/MeOH/H ,0 : 10/1/1, puis révélé



III. 7. Conclusion

Les travaux de séparation chromatographique omtipdiobtention dell produits
purs et natifs.
Nous n’avons pu obtenir que la structure de qudifel, TC2, TC3 etTCA4.

L’extrait AcOEt de
Linaria atlantica

F16 F15 F17 F 20 F 25
Lavage avec l ]
le MeOH
< 4 B 1 B

Figure II1.5 : Résumé des travaux chromatographiques



III. 8. Méthodes de détermination de I'activité antioxydnte

Il existe plusieurs méthodes spectrophotométrigieeslétermination de l'activité

antioxydante. Les tests courants utilisés a cet etin9]:

v le test de I'acid®,2-azino-bis3-ethylbenzothiazolin&-sulfonique ABTS)
v le test du diphénylpicrylhydrazyDPPH)
v" le test utilisant le pouvoir réducteur des ionsiferes FRAP) = ferric reducing

antioxidant power

L’effet antioxydant de I'extrait envers le radiddre stable 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH?®) a été évalué par la méthode d’Ohinidi].
De notre part, nous avons choisi le tesD&PH pour sa facilité de mise en ceuvre en vue

d’évaluer I'activité antioxydante de notre extradétate.

III. 8.1. Principe du test au DPPH

Le 1,1-diphenyl2-picrylhydrazyl ODPPH) est un radical libre stable de coloration
violette foncée et absorbe5d7 nm, lorsqu’il est réduit, en présence des compaséis
radicalaires, il change de couleur en virant amgales absorbances mesurééd anm
servent a calculer le pourcentage d’inhibition ddical DPPH, qui est proportionnel au

pouvoir antioxydant de I'échantillon.

. H
OZNQ—N—N O,N N—N
N02 N02

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre)  Diphenylpicrylhydrazine (non radicalaire)
Figure 111.6: La structure d®PPH



II1. 8.2. Protocole expérimental

Le protocole utilisé est celui décrit par Chenle{2004) [11].
Le DPPH (Mm = 394,33g/mol) est solubilisé dans du méthanol absolu myur

avoir une solution de concentration connue.

> Les extraits ont été préparés par dissolution danméthanol absolu. Pour
chaqgue extrait, on prépare une solution a raisahrdg/ml, a partir de laquelle
on fait ensuite des dilutions pour en avoir une g@&nae concentrations allant
de5a150pug/ml.

> Le blanc de chaque extrait (pour chaque conceotratest préparé par le
mélange de deux volumes égaux de solution et deameét

» Le contr6le négatif est préparé par le mélange elex d/olumes égaux de
DPPH et de méthanol.

> Le contrdle positif est représenté par une satutiun antioxydant standard
(I'acide ascorbique), préparé par le mélange de delumes égaux dBPPH

et d’acide ascorbique.

La lecture a été effectuée par la mesure de l'dlasme a517 nm au

spectrophotometre.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité geéger le radical libre est
estimée par le pourcentage de décoloratio®B&H en solution. Celui-ci est calculé en

utilisant la formule suivante :

Abs (CN) — Abs (ech)
Abs (CN)

% d'inhibition =

Les résultats ont été exprimés par la moyenneoieriresures.



Références Bibliographiques

[1]. www.ZipcodeZoo.com

[2]. Bednorz, L., Irmina, M.RBotanika—Stecian&2009 Vol 13, 177-180

[3]. Pahlow, M., El Gran Libro de lasPlantasMedicinafesme Ed 1979 273 Everest S.
A., Madrid.

[4]. Dobrescu, D., Cristea, A., and SusanuRdrmacia.1985 Vol 33, 215

[5]. Kitagawa, I., Tani, T., Akita, K., and Yosioka, (1973 Chem. Pharm. Bull1978
Vol 21

[6]. Gordaliza, M., Jose, M., Del Corral, M., Maria,,Mlahiques, Maria, Castro, A., and
San Feliciano, APhytochemistry1995 Vol 40 (4), 1307-1309

[7]. Quezel, P., Santa, S., Nouvelle flore de [I'Algéeé des régions désertiques
méridionales1963 vol. 2.CNRS, Paris.

[8]. Karin, Kraft, M.D. Christopher Hobbs, L. Ac., A.H.G?ocket Guide to Herbal
Medicine.Georg ThiemeVerlag, Rudigerstra®884 14, 70469Stuttgart, Germany.

[9]. Ozgen, M., Reese, R.N., Tulio, J.R., A.Z., SchegrdrC., Miller, A.RJ. Agric. Food
Chemistry 2006 Vol 54, 1151-1157

[10]. Morishita, M.H., Iwahashi, H., Shizuo, T., Yoshials., Kimura, M., Kido, R.
Phytochemistry1994 Vol 36, 579-583

[11]. ChenC, N., Weng, M.S., Wu, C.L., et Lin, JKCAM 2004 Vol 1(2), 175-185




CHAPITRELY

Reésuliats et discussion



IV. Identification des produits isolés de I'extrait Acéate delLinaria
atlantica

On a utilisé pour lidentification structurale desmposés isolés, la combinaison de

deux techniques spectroscopiquésv-Visible etla RMN du proton.

IV. 1. Elucidation structurale du composé TC1
- La tache de ce composé sur plaque analytique donnealagtion jaune aprées

exposition a la vapeur de 'ammoniaque, on dédugt ¢jest un flavonoide.
- La fluorescence noir-violette du proddi€1 sous la lumiere d&/ood et la valeur
de la longueur d’'onde de lzande | du spectre d’absorption enregistré dans le

méthanol 843 nm, indiquent que ce composé est un flavonoidgpieflavone.

IV.1.1. Spectroscopie de RMNH

L’examen du spectrBMN 'H (spectre n° IV.1) enregistré dans IRleOH ainsi que

ces spectres étaléspectre n° IV.1.1)montre:

- Un singulet &8,95ppm d’intégratiorBH. On peut l'attribuer a un méthoxyle.

- Un singulet d’intégratiodH a8,55ppm, c’est un proton d’'u®H aromatique.

- Un doublet dédoubld’intégrationlH a 7,48 ppm(J= 8,5; 2,1 Hz)on peut
I'attribuer aH-6'.

- Un doublet d'intégratiodH a 7,38 ppm(J=2,1 Hz),on peut l'attribuer &i-2".

- Un doublet d’'intégratiodH a 7,08 ppm(J=8,5 Hz).Attribuable aH-5".

- Un singulet d’intégratiodH a 6,52 ppm. C’est |&-3.

- Un singulet d’intégratiodH a 6,30 ppm. C’est I€-6 ou bien leH-8.

Le noyauA est trisubstitué eB, 7, 8 ou bienb, 6, 7 alors que le noyaB est disubstitué
en3', 4"

Ces données spectroscopiques sont rassembléee thrisau n° 1V.1.1



Tableau n° IV.1.1:

Les résultats de la spectroscopie RMRH de TC1 (250 MHz; méthanol)

Déplacement

chimique A Intégration Multiplicité Attribution
(ppm) (J Hz)
8,55 1H S OH aromatique
7,48 1H dd (8,5; 2,1) H-6"
7,38 1H d (2,1) H-2’
7,08 1H d (8,5) H-5"
6,52 1H S H-3
6,30 1H S H-6 ou H-8
3,95 3H S OCHs;

Spectre n° 1V.1.1:spectre RMN*H du composé TC1




Spectre proton :ECH: FBRSTCF15-1

H6/HS

Spectre n° 1V.1.2:

Spectre RMN'H étalée de 6 & 8.75 ppm du composé TC1

La figure suivante présente le couplage des pratensoyaux8 du composd C1 avec
ces constants de couplagés (

couplage méta @R

(J=2,1H2)

OR ou H "H, OR

Figure n° 1V.1.1 :

La structure partielle de TC1




IV.1.2. L'examen de la série spectrale UV (spectre n° 1V.2)

- Le spectre d’absorptiolV enregistré dans le méthanol donnant la valeurade |
longueur d’onde d’adsorption maximale deblande I a 343 nm, oriente vers la
structure d’'une flavone.

- L’ajout deNaOH provoque un déplacement bathochrome +41 nm Haridel par
rapport a celui enregistré dandMeOH, avec diminution de lintensité ce qui révele
la présence d’'u®@R (OCH?3) en positiord'.

- L’addition deAlCl; provoque un déplacement bathochrome +40 nm darae I
par rapport alieOH, révéle la présence d'H en positiorb.

- La comparaison du spectre apres I'ajoutel ;+HCI avec celuienregistré dans le
MeOH donne un déplacement bathochrord® nm de labandel, qui prouve que le
carbones n'est pas oxygéné, aveH enC-5.

- L’ajout de NaOAc provoque un déplacemer06 nm de labandeIl, par rapport a
celui enregistré dans MeOH, y a unOH enC-7, le spectre se décompose avec le
temps, révele la présence dunOH enb5, 7, 8.

- L’addition H3BO3 sur NaOAc provoque un déplacement bathochrome dmfadel
par rapport au spectre enregistré dadd©H (Ai; = +6 nm), révele un ddDH en7,

8.
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Spectre n° 1V.1.3:
Série spectrale UV du compose TC1

Les résultats de la série spectridh-Visible du composd C1 sont rassemblés dans le
tableau n° 1V.1.2

Tableau n°1V.1.2 :
Résultats de la série spectrale UV-visible Pour TC1

Réactifs Bandel (nm) | Bandell (nm)
MeOH 343 270
+NaOH 384 270
+NaOAc 356 276
+NaOAc+H;BO; 349 270
+AICI3 383 278
+AICI3+HCI 383 278




IV.1.3. Conclusion

L’ensemble des données spectraleRMN 'H ainsi que ceux de la série spectidié-
visible prouve l'existence deOCH; sur leC-4', OH-5, OH-7, H-3 et H-6, indiquent
gue la structure finale dBC1 estcomme suit :

~ )
OH

OCH,
OH

HO (0]

OH (o)

Figure n° I1V.1.2 :
La structure finale de TC1

C'est [e3',5, 7, 8tetrahydroxy4'-méthylflavone ou bien la hypolaetidé-méthyl éther.
Ce produit est isolé pour la premiere fois du gdsmaria.



IV.2 Elucidation structurale du composé TC2

v La tache de ce composé sur une plaque analytigG#1(, donne une coloration
jaune aprés exposition aux vapeurs de I'ammoniaqoedéduit que c’est un
flavonoide.

v' La fluorescence noir-violette de ce flavonoide dadampe daVood et la valeur
de la longueur d’onde de landel du spectre enregistré dansMeOH a 343
nm indique qu’il s’agit d’'un flavanoide de typevitme.

IV.2.1. Spectroscopie de RMNH

Ce spectre est enregistré dans l'acétone.
- Un singulet d’intégratio®H a 3,80 ppm, c’est un méthoxyl@CH3).
- Un singulet d’intégratiodH & 12,85 ppm, c’est I©H en positiorb.
- Un doublet dédoublé)=8,5; 2,3 H3 d’'intégration1H a 7,45 ppm, on peut I'attribuer
aH-6'.
- Un doubletJ=2,3 Hz) d’intégration1H a 7,37 ppm, c’est Id-2".
- Un doublet d'intégratiodH a 7,00 ppm(J=8,5 Hz) c’est leH-5'.
- Un singulet d'intégratiodH & 6,52 ppm que I'on peut attribueHz3.
- Un doubletd’intégration1H a 6,44 ppm(J=2,1 Hz) que I'en peut attribuera-8.
- Un doublet(J=2,1 Hz) d’intégration1H a 6,13 ppm, c’est I&l-6.

La présence des signaux des protdfetH8, montre que le noya#, est disubstitué en
position 5 et 7 par des groupemedR:.

Pour le noyauB, la présence des signabix2', H-5' et H-6', montre la disubstitution de
ce cycle sur les carbon8set4' par des groupemenBR.

Les signaux et leurs attributions sont présenté3ableau n° 1V.2.1



Tableau n° IV.2.1:

Les résultats de la spectroscopie RMRH (250 MHz; acétone)

Déplacement Multiplicité
chimique Intégration P Attribution
(JH2)
A (ppm)
12,85 1H S OH-5
7,45 1H dd (J=8,5; 2,3) H-6"
7,37 1H d (J=2,3) H-2
7,00 1H d (J=8,5) H-5"
6,52 1H S H-3
6,44 1H d (J=2,1) H-8
6,13 1H d (J=2,1) H-6
3,80 3H S OCH3
240
OCH; — 220
- o TE '—._-—-—'—""'J T e 200
180
160
140
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100
80
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Spectre n° 1V.2.1:spectre RMN*H du composé TC2
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Spectre n° 1V.2.2:
Spectre RMN'H étalée de 5 & 7.75 ppm du composé TC2

Avec ces résultats on peut trouver la base de sttteture comme suit :

couplage méta OR

(J=2,3 Hy)
'H, OR

Figure n° 1V.2.1:

La structure partielle de TC2



IV.2.2. L’examen de la série spectrale UV (spectre n° IV.3)

La fluorescence noir-violette du proddi€2 sous la lumier&JV-Visible 365 nm,
et la valeur de la longueur d’onde deblande | en présence du méthanolB43 nm,
indique que ce composé est une flavone.

L’addition deNaOH conduit a un déplacement bathochrord® nm de labande |

par rapport au spectre enregistré dandé®©H, avec une diminution de lintensité, ce
qui prouve I'existence d’'u®@R (OCH3) enC-4".

- L’ajoute deAlCl 3/ provoque un déplacement bathochrome +41 nm tardel, par
rapport au spectre enregistré dansieEOH, révele la présence d'WH en positiorb.

- L’addition duHCI a AICl3, provoque un déplacement bathochrome +48 nm de la
bandel par rapport au spectre enregistré danddé®©H, révele la non-existence d’un
groupement oxygéené €6, avec la présence d'H en positiorb.

- L’addition HCI+AICI 3 par rapport au spectre enregistré dak€l; donne un
déplacement hypsochromé nm tres faible de laandel, ca prouve la non-existence
deOrtho di OH sur le noyalA ouB.

- L’ajout de NaOAc provoque un déplacement bathochrome +3 nm tanae IT par
rapport au spectre enregistré dandMeOH, révele la présence d’u@H libre en

position7.

- L’addition deH3BO3 a NaOAc donne un déplacement bathochrome dédade I
(AN = +5 nm) par rapport au spectre enregistré damMdel®H, qui prouve la non-
existence Ortho di OH sur les carbofiex 8.

Les résultats de la série spectraly/-Visible du TC2 sont rassemblés dans le

tableau n° IV.2.2:

Tableau n°1V.2.2 :
Résultats de la série spectrale UV-visible Pour TC2

Réactifs Bandel (nm) Bandell (nm)
MeOH 344 270
NaOH 384 271
AICl 3 385 273

AICI 5+HCI 392 274
NaOAc 352 273
NaOAc+H;3BO3 349 270
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Spectre n° 1V.2.3:

Série spectrale UV du compose TC2



IV.2.3. Conclusion

L’ensemble des données spectrdtdN 'H et ceux de la série spectral¢/, donne la

structure finale du composgC2 (Figure n°1V.2.2).

Figure n° 1V.2.2 :

La structure finale de TC2 Diosmétine

3, 5, T-trihydroxy-4’-méthoxyflavone. La structure est déja connue deusom : La

Diosmétine [1] Ce produit est isolé pour la premiére fois durgémaria.

IV.3. Elucidation structurale du composé TC3

- Le spot de ce composé sur plaque analytique daneecoloration jaune apres
révélation avec 'ammoniaque, on déduit que c'esflavonoide.
- La fluorescence noir-violette de ce flavonoidasstumiere déVood indique qu'il

s’agit d'une flavone ou bien d’'un flavon8lOR.

IV.3.1. Spectroscopie de RMNH

L’examen du spect@MN *H (spectre n° IV.3.]) ainsi que ces spectres étalgsectre
n° 1Vv.3.2) montre :

- Deux singulets d’intégratioBH chacun &,99 3,70ppm. Ce sont deux groupements
méthoxyles 2 OCHy).

- Un doublet dédoublé& 7,53 ppm d’intégratiohH (J=8,6; 2,3 H3, c’est leH-6'.

- Un doublet §=2,3 H2, a 7,43 ppm d’intégratiobH, c’est leH-2'.

- Un doublet J=8,6 H3, a 7,15 ppm d’intégratiohH, c’est leH-5'".

- Un singulet a 6,63 ppm d’intégratidi, c’est leH-3.

- Un doubleta 6,49 ppm d’intégratiobH (J=2,1 H2, que I'on peut l'attribuer &-8.



- Un doublet & 6,25 ppm avec intégratidd (J=2,1 H2, que on peut l'attribued H-6.

Le noyauA est disubstitue, eénet7. Le noyauB et aussi disubstitué é\et4'.

Le tableau suivant présente les résultats du sfeMN H :

Tableau n° IV.3.1: Les résultats de la spectroscopie RMRH de TC3

(250 MHz ; méthanol)

Déplacement

Chimique Intégration Multiplicité Attribution

A (ppm) (J H?)
7,53 1H dd (J=8,6; 2,3) H-6"
7,43 1H d (J=2,3) H-2’
7,15 1H d (J=8,6) H-5
6,63 1H S H-3
6,49 1H d (J=2,1) H-8
6,25 1H d (J=2,1) H-6
3,99 3H S OCH3;
3,70 3H S OCH3

La figure suivante présente le couplage entrel@®ps aromatique des noyafxet B

avec les constants de coupla¢Bs

couplage méta
(J=2,3 HY)

OR

!H2

Figure n° 1V.3.1:

La structure partielle de TC3
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Spectre n° 1V.3.1:spectre RMN*H du composé TC3

u0301d 81309d3

9-,7410548d +HOE:




H3

1\ |—||2' e ‘ H8 H6
| ol | -
y l"L T MJ WWIJ W SR | 3

Spectre n° 1V.3.2:
Spectre RMN 'H étalée de 6 & 8.75 ppm du composé TC3

IV.3.2. L’examen de la série spectrale UV (spectre n° IV.3)

Le spectre d’absorptioV enregistré dans le méthanol donnant la valeurade |
longueur d’onde d’adsorption maximale deHdande I a 346 nm, oriente vers la
structure d’'une flavone.

- L’analyse structurale

Les résultats de la série spectrdié-Visible du composd C3 sont rassemblés dans le
tableau n° 1V.3.2:

- L’ajout deNaOH provoque un déplacement bathochrome +38 nm dardel du
spectre enregistré dans le MeOH avec diminution’idiensité ce qui révéle la
présence d'u®CH; en positiord'.

- L’addition deAICl3; provoque un déplacement bathochrome +35 nm dande I

du spectre enregistré dans le MeOH ce qui revgedsence d'u®H en positiorb.



- L’addition deHCI aAICIl3/MeOH, provoque un déplacement bathochrome +41 nm
de labandel par rapport au spectre enregistré dans le MeOHjuceonfirme le
OH en positiorb, avec la non-existence d’oxygénation en posiion

- L’ajout de NaOAc provoque un déplacement bathochrome +06 nm dardae IT,
du spectre enregistré dans le MeOH ce qui révelgréaence d’'urOH libre en
position7.

- L’addition H3BO3; a NaOAc provoque un déplacement bathochrome +03 nm de la
bande I, par rapport au spectre enregistré dans le MeOljuterévéele la non-

existence d'un ortho ddH en6, 7 ou7, 8.

Les résultats de la série spectralé-Visible du compos&d C3 sont rassemblés
dans lgableau n° 1V.3.2:

Tableau n°1V.3.2 :
Résultats de la série spectrale UV-visible Pour TC3

Réactifs Bandel (nm) | Bandell (nm)
MeOH 346 269
NaOH 384 270
AICl 3 378 263

AICI 3+HCI 384 276
NaOAc 356 275
NaOAc+H;3BO3 349 270
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Spectre n° 1V.3.3 :
Série spectrale UV du compose TC3




IV.3.3. Conclusion

L’ensemble des données spectrdRdN 'H et ceux de la série spectrdl®/, prouve
I'existence de 2-OCHjg;, OH-5, OH-7, H-3, H-6 et H-8 et donne la structure finale du
composeTC3 (Figure n°IV.2.2):

OCHj4

OCH,

HO 6}

OH o

Figure n° 1V.3.2 :
La structure finale de TC3

Cette structure est connu sous le nom 5dédihydroxy-3',4'-diméthoxyflavone, ou
luteolin 3", 4'-diméthyl éthef2].

IV.4. Elucidation structurale du composé TC4

- Le spot de ce composé sur plaque analytigue donaeoloration jaune apres
révélation avec les vapeurs d’ammoniaque, on dégeitc’est un flavonoide.
- La fluorescence noir-violette de ce flavonoidasstumiére déVood indique qu’il

s’agit d’'une flavone ou d’un flavon8+-OR.
IV.4.1. Spectroscopie de RMNH

L’examen du spectrBMN H (spectre n° IV.4.]) et le partie étaléespectre n°
IV.4.2) montre :

- Un doublet dédoubl€J=8,9; 2,6H3, d’intégrationlH a 7,42 ppm, c’est |&-6'".
- Un doublet §=2,6 H?, d’intégration1H a 7,40 ppm, c’est I&-2".

- Un doublet & 6,92 ppm d’intégratidm, (J=8,9 Hz),c’est leH-5'".

- Un singulet a 6,54 ppm d’intégratidid, que I'on peut attribuer ad-3.

- Un singulet a 6,45 ppm d’intégratidid, que I'on peut attribuer aH-6/H-8.



Le noyauA est disubstitué, en positioBst7. Le noyauB est également disubstitué en
C-3' etC-4".
Le tableau suivant présente les résultats du sgeMN 'H :

Tableau n° 1V.4.1: Les résultats de la spectroscopie RMRH TC4
(250 MHz ; méthanol)

Déplacement

Chimique Intégration Multiplicité Attribution

A (ppm) (J H?)
7,42 1H dd (J=8,9; 2,6) H-6
7,4 1H d (J=2,6) H-2"
6,92 1H d (J=8,9) H-5
6,54 1H S H-3
6,45 1H S H-6 ou H-8

La figure suivante présente le couplage entre tesops aromatique dB avec les
constants de couplage}.(

couplage méta OR

(J=2,6 Hy)

ORou H "Hy OR

Figure n°1V.4.1 :

La structure partielle de TC4
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Spectre n° 1V.4.1:spectre RMN*H du composé TC4




H3

o H6/H8

Spectre n° 1V.4.2:

Spectre RMN'H étalée de 6 & 7.50 ppm du composé TC4



IV.4.2. L’'examen de la série spectrale UV de TC4gectre n°lV.4.3)
- L’analyse structurale

Les résultats de la série spectridh-Visible du composd C4 sont rassemblés dans le
tableau n° IV.4.2 :

Tableaun®°1VvV.4.2 :
Résultats de la série spectrale UV-visible Pour TC4

Réactifs Bandel (nm) Bandell (nm)
MeOH 350 268
NaOH 401 268
AlClI 5 397 269

AICI 5+HCI 383 276
NaOAc 390 269
NaOAc+H;3BO3 375 261

La fluorescence noire-violette du prodlitt4 sous la lampe dé/ood, et la valeur de la
longueur d’onde de Idande | en présence du méthanol380 nm, indique que ce
composé est une flavone ou bien un flavah@R. Alors d’aprés la RMNH on a le
H-3 donc ce composé ne pourra étre qu’une flavone.

- L’addition deNaOH, conduit a un déplacement bathochrome +51 nm daride |
du spectre enregistré dans le MeOH, avec une |leggmentation de l'intensité, ce
qui prouve lI'existence d’'u@H libre sur leC-4'.

- L’'apparition d'une nouvelle bonde 381 nm, révele la présence d'@wH en C-7.
Cela est confirmé par le spectre apres ajoiNal@Ac, qui provoque un déplacement
bathochrome +1 nm de bkmndell.

- L’ajout deAlICl 3 provoque un déplacement bathochrome +47 nm dardel par
rapport au spectre enregistré dansieEOH, révéle la présence d'H en position
5.

- L’addition duHCI+AICI 3, provoque un déplacement bathochrome +33 nm de la
bandel, par rapport au spectre enregistré daridd®H, révele la non-existence
d’'un groupement oxygéné €16, avec la présence d’WH en positiorb.

- L’addition deH3BO3; a NaOAc, donne un déplacement bathochrome +25 nm de la
bandel par rapport au spectre enregistré dafdé®©H, qui prouve I'existence d’'un
ortho di OH sur les carbon8set4'.
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Spectre n° 1V.4.3:
Série spectrale UV du compose TC4




IV.4.3. Conclusion

L’ensemble des données spectrd®dN 'H et ceux de la série spectr&)®/, prouve
I'existence de :OH-7, OH-5, OH-4', H-6 et H-3, donnent la structure finale du
composeTC4 (Figure n°IV.4.2).

( )

OH

OH
OH

HO 0]

OH (0]

Figure n° 1V.4.2 :
La structure finale de TC4

3, 4, 5, 7, 8-pentahydroxyflavone. La structurst ééja connue sous le nom de la
hypolaetine, et isolée pour la premiére fois durgémaria.

IV.5. Résultat de I'activité antioxydante testée par la dthode du
DPPH

Cette étude porte sur I'activité antioxydante @xtfait acétate d'éthyle des parties
aériennes de I'espeténaria atlantica par rapport a I'acide ascorbique et la Quercétine
utilisés comme contréles positifs. Les résultattenbis montrent que I'extrait étudié a
manifesté un effet scavenger a partir d’'une camagon de50 pg/ml qui représente une
dose réponsd-{gure 1V.5.1).
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Figure n° IV.5.1: L’activité antioxydante de I'extrait acétate Liimatlantica,
I'acide ascorbique et la quercétine vis-a-visatigal libre DPPH®, chaque valeur
représente la moyenne * Ecart type (n = 3), BS 0.

Tableau n° 1V.5.1 : L'activité antioxydante de I'extrait acétate d’éagleLinaria
atlantica, I'acide ascorbique et la quercétine vis-a-vigaldical libreDPPH°, chaque
valeur représente la moyenne + Ecart type (n £8)0.05

Concentration Moyenne inhibition
pg/mi Extrait L’acid ascorbique Quercétine

5 8,93 +2,39 17,25+ 2,39 55,62 + 0,59
10 20,04 £ 2,65 51,11 £+ 2,30 85,91 £ 0,25
25 41,93 + 4,30 85,00 = 3,17 96,08 = 0,39
50 78,07 £0,19 96,00 = 0,64 97,51 +0,57
100 84,61 +1,26
150 86,08 +£ 0,15

Le tableaulV.5.2 montre une valeur de la concentration inhibitri€eso de I'extrait
acétate d'éthyle de 28.61 + 1.31 pg/ml, celle degréles positifs, acide ascorbique et
guercétine de 3,80 = 0,05 et 2,54 + 0,040 pg/mtesssivement.



Tableau n°lV.5.2: Moyenne IGodel activité antioxydante de I'extrait
acétate dé. atlantica I'acide ascorbique et la quercétine vis-a-visatécal
libre DPPH®, chaque valeur représente la moyennecart type
(n=3).

IC 5 Moy IC 5o
28,99
Extrait 27.15 28,61+1,31
29,70
3,86
I'acide ascorbique 3,76 3,80 0,05
3,78
2,56
la quercétine 258 2,540,040
2,49

Ces résultats sont présentés aussi sous formeagjlasmme comme le montre la
figure n° IV.5.2.

30 -

25 1

20 -
B Extrait

15 - H I'acide ascorbique

w la quercitin
10 - g

B B8 3

IC50

Figure n° 1V.5.2: Moyenne IGydeL activité antioxydante de I'extrait acétatenaria
atlantica I'acide ascorbique et la quercétine vis-a-vigatécal libre DPPH°, chaque
valeur représente la moyenne + Ecart type (n £8)0.05




D’apreés les figures ci-dessus, on remarque bien’guigait en question présente un
assez bon pouvoir antioxydant comparativement aeba de I'acide ascorbique utilisé
comme standard puisqu’il agit a de faibles do&&suf/ml), ce qui est confirmé par les
bibliographies que, généralement, les polyphénatarels sont des piégeurs puissants de
radicaux librg3].

En conclusion, nos observations sur l'activité déger les radicaux libres par
I'extrait semi polaire viennent renforcer les déas bibliographiques et orientent vers la
présence d'un type de molécules bien déterminés dah extrait, probablement des
flavonoides aglycones et/ou présentant un groupecagéchol sur le cyclB.

Enfin, cette étude montre le potentiel scavengeratkcaux libres de la plante

médicinale et pourrait étre considérée comme unesal’antioxydants naturels.
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Gonclusion Jenérale

Le but principal de ce travail est I'isolement et I'identification des métabolites
secondaires notamment les flavonoides de l'espece du genre Linaria, Linaria

atlantica Boiss. & Reut., appartenant a la flore algérienne.

Notre choix pour cette espéce est justifié par le fait qu'elle est endémique et
riche en composés phénoliques notamment les flavonoides connus pour leurs

activités biologiques diverses.

Apres extraction hydroalcoolique des parties aériennes de lespéce,
concentration et affrontement au chloroforme, acétate d’éthyle et le n-butanol
successivement, nous avons soumis les divers extraits organiques obtenus a la
batterie chromatographique notamment la chromatographie sur colonne de gel de
silice, sur plaques préparatives de gel de silice. Les structures des produits isolés
ont été déterminées par la combinaison des différentes méthodes spectrales a savoir

la spectrophotométrie UV-Visible, la RMN de proton (*H-250MHz).

L’étude phytochimique menée sur Linaria atlantica Boiss. & Reut. a permis
I'obtention de 11 produits purs. Parmi les quels nous avons établi a I'’heure actuelle

la structure de quatre. Il s’agit de quatre flavonoides de type flavones:

» Le TC1:la hypolaetine 4-méthyl éther.
» Le TC2:la Diosmétine.

» Le TC3:laluteolin 3, 4"-diméthyl éther.
» Le TC4 : I'hypolaetine.

Ces quatre produits sont isolés pour la premiere fois a partir du genre Linaria.
Les résultats obtenus montrent que cette espece est riche en composés

phénoliques notamment les flavones et sans oublier lactivité biologique

antioxydante significative.
Xy g



Résumé

Le but principal de notre travail comee principalement ['étude
phytochimique de.. atlanticaappartenant a la flore algérienne. lls consistent
a identifier le maximum de composés afin d'élargir d'approfondir la
connaissance phytochimique de cette plante.

Notre choix pour cette espéce est justifié paiaiequ’elle soit endémique
d'une part et dautre part parce qu'elle est treshea en métabolites
secondaires notamment les composés phénoliquesnpaas diverses
activités biologiques.

L'objectif phytochimique correspond, effet, a l'isolement et a la
détermination structurale des molécules naturalles. atlantica Pour ce
faire, nous avons procédé a la séparation et arifigation des différents
phytoconstituants de I'extraAcOEt obtenu apres extraction, par différentes
méthodes chromatographiques notamment la chronagtbigr sur colonne de
gel de silice et sur plagues préparatives de gesililee ce qui a permit
l'isolation de 11 produits purs. On a put détermitee structure de quatre
d’entre eux par la combinaison de méthodes spestra savoir la
spectrophotométrie UV-Visible, la RMM.

Il s’agit de:

» La hyolaetine 4" -méthyl éther.

» La Diosmétine.

» La luteoline 37, 4"-diméthyl éhter.

» La hypolaetine.

Les résultats obtenus confirment glue atlantica est trés riche en

composeés phénoliques notamment les flavonoides.
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> La hyolaetine 4"-méthyl éther.

» La Diosmétine.

» La luteoline 37, 4"-diméthyl éhter.
» La hypolaetine.
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Summary

The main purpose of our work concerns mainly thgtgthimical study of
L. atlantica belonging to the Algerian flora in which consistitlentify the
maximum of compounds to widen and to deepen thetophymical

knowledge of this plant.

Our choice for this species is justified by thet that it is endemic in one
hand and on the other hand because it is veryimisecondary métabolites

which knowen by their biological activities.

The phytochimical objective corresponds, indeedtht® isolation and the
elucidation of structural molecules lofatlantica

We proceeded to the separation and to the puiditadf the various
phytoconstituants of ethyl acetate extract usingioua chromatographic
methods in particular the column chromatographsilafa gel and préparative
thin layer chromatography of silica gel in whiclhoaled us the insulation of
four compounds their structures were determinedti®y combination of
spectral methods (UV-VISIBLE spectrophotométrie, IREH.

The study phytochimic led on L.atlantica allowee tbbtaining of 11 pure

products among them 4 flavones aglycosyd:

» the hyolaetin 4"-méthyl éther.

» the Diosmetin.

> the luteolin 3", 4"-diméthyl éhter.
» the hypolaetin.

The obtained results emphesis that atlantica is very rich in phenolic

compounds in particular the flavonoids.



