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Introduction

INTRODUCTION :

Au travers des ages, I’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 I’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de

I’humanité.

Bien qu’une grande partie du XXeme siecle ait été consacrée a la mise au point de
molécules de synthése, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via
le screening de sources naturelles a donner des résultats dans la découverte d’un
grand nombre de médicaments utiles qui commencent a jouer un role majeur dans le

traitement de nombreuses maladies humaines [1].

Dans 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 I’ethnobotanique 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 [2]. La recherche de nouvelles
molécules doit €tre 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.

Notre travail s'insére dans les programmes de recherche développés par le
laboratoire de Phytochimie et analyses physicochimiques et biologiques. Il se veut
une contribution a 1'é¢tude phytochimique et biologique de plantes médicinales
appartenant a notre flore. Dans notre cas c'est Matricaria Chamomilla de la famille

des composées.
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Le premier chapitre représente un rappel bibliographique avec les travaux
antérieurs consacrés a la description botanique de la plante, aux propriétés biologiques

du genre Matricaria ainsi qu’aux études chimiques antérieures réalisées sur le genre.

Le deuxiéme chapitre du travail porte sur une étude impliquant les métabolites
secondaires trés répondus chez 1’espéce étudiée en ce basant sur la structure,
classification, biosynthése et activité biologique des flavonoides.

Et également les techniques et les méthodes nécessaires a la séparation, la purification

et I’établissement des structures des flavonoides.

Le troisieme chapitre de notre thése concernera la partie expérimentale de cette

étude, en ce qui concerne les travaux personnels réalisés dans notre laboratoire.

Le quatriéme chapitre présentera les résultats obtenus qui seront suivis d’une

discussion et d’une conclusion générale.
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I-1-Introduction :
Au fil des siécles, diverses pratiques ont ét¢ développées pour extraire les
principes actifs des plantes. Suivez le chemin de nos ancétres et découvrez, plante par

plante, leurs vertus bienfaisantes.

I-2-Critéres de sélection des plantes :

Afin d’isoler des substances nouvelles de plantes et de trouver de ce fait de
nouvelles voies d’applications tant dans les domaines de la pharmacie que de la
cosmétique et afin de rendre la stratégie d’isolement la plus efficace, il convient de
sélectionner avec soin les plantes a étudier.

Dans cette optique, un certain nombre de critéres ont été pris en compte pour

sélectionner les plantes de cette étude.

I-2-1-Utilisation des plantes en médecine traditionnelle :

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont fourni a la pharmacie des
médicaments treés efficaces. Aujourd'hui, de nombreux travaux menés dans le
domaine de I'ethnopharmacologie, nous montrent que les plantes utilisées en
médecine traditionnelle et qui ont été testées sont souvent d'une part, des plantes
efficaces dans les modéles pharmacologiques et d'autre part seraient quasiment
dépourvues de toxicité. [1]

L’ethnobotanique et 1’ethnopharmacologie mettent en relation les savoirs
ancestraux des médecins traditionnels et les connaissances scientifiques actuelles. Ce
sont avant tout des domaines de recherche interdisciplinaire a l'interface des sciences
de 'Homme, comme I'ethnologie, l'histoire, la linguistique, et des sciences de la
nature, comme la botanique, la pharmacologie, la pharmacognosie, la médecine.

Les informations de terrain recueillies auprés des populations (les véritables
tradipraticiens ne subsistent plus que dans des zones reculées) sont le reflet d’une
approche culturelle de la maladie qui est fondée sur la symptomatologie. Tel mélange
de plantes est indiqué pour une douleur ou un symptome donné et non pour soigner
une maladie. La traduction de ces données symptomatiques brutes en termes de
médecine étiologique est délicate et le recours d’un médecin est souvent indispensable
a la caractérisation de la maladie. Le traitement varie selon le comportement du

malade, ses dires, le rang social avec la prise en compte de son histoire familiale. De
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plus, le tryptique aliment-médicament-poison rend difficile la catégorisation entre
actifs et toxiques qui peuvent étre employés, a dessein, simultanément. Il est
¢galement nécessaire d’avoir a I’esprit que I'utilisation médicinale des plantes est
souvent associée a des concepts irrationnels qui font appel au mystique. La difficulté
vient ainsi de la nécessité de déceler, dans les mélanges traditionnellement employés,
les plantes dont la présence fréquente fait penser qu’elles sont susceptibles de traiter
un aspect donné de la maladie.

L'ethnopharmacologie et [I’ethnobotanique ont donc pour finalit¢ la
compréhension des pratiques et des représentations relatives a la santé, a la maladie,
et la description, I'évaluation thérapeutique des plantes utilisées dans les
pharmacopées traditionnelles.

L’usage empirique des différentes préparations traditionnelles des plantes est donc
extrémement important pour une sélection efficace de plantes puisque la plupart des
métabolites secondaires de plantes employées en médecine moderne ont été

découverts par I'intermédiaire d’investigations ethnobotaniques. [1]

I-2-2-Observations du matériel végétal sur le terrain :

Les observations du matériel végétal et son milieu lors de sa cueillette peuvent
donner des informations précieuses. Ainsi, une plante qui pousse dans un milieu
tropical riche en microorganismes (champignons, bactéries, etc.) et parasites divers et
qui ne présente aucun signe d’attaque par ces microorganismes, serait susceptible de
produire des métabolites secondaires (substances chimiques synthétisées par les
plantes) qui lui permettent de faire face a ces agressions. Une telle plante peut étre une
source inestimable de nouveaux produits possédant des activités biologiques
intéressantes (antifongique, antibactérienne, anti-parasitaire ou antioxydante par

exemple).

1-2-3-Aspects botaniques et chimiotaxonomiques :

Dans un second temps, la connaissance des plantes choisies au travers des enquétes
ethnobotaniques peut étre enrichie par la connaissance botanique des espéces citées.
Les plantes appartenant aux mémes familles ou a des familles voisines et/ou qui
poussent dans les mémes biotopes sont susceptibles de synthétiser les mémes

molécules chimiques. La chimiotaxonomie, ou classification des plantes en fonction
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des leurs métabolites secondaires compléte les classifications botaniques basées sur
des criteres morphologiques et moléculaires (génétiques par exemple) [2]. Elle
permet, si des substances sont particulierement connues pour leur potentiel
thérapeutique, de choisir des plantes chimiotaxonomiquement proches de celles dans
laquelle la substance a été détectée et étudice.

Par ailleurs, connaitre la rareté éventuelle d’une espece, son époque de floraison et sa

disponibilité en terme de quantité peuvent également constituer des critéres de choix.

I-2-4-Les apports de la littérature :

Les criteres que nous venons d’évoquer ayant permis d’établir une liste
préliminaire de plantes potentiellement intéressantes, nous avons réalis€é une
bibliographie détaillée des connaissances phytochimiques des especes et de leurs
genres d’appartenance.

Dans I’optique de la découverte de nouvelles molécules et/ou de nouvelles voies
d’application thérapeutiques (ou cosmétiques), il est plus judicieux de choisir des
plantes qui ont été peu ou pas travaillées chimiquement. Cependant, si la famille ou le
genre a déja été étudié, il sera plus facile de trouver des procédés analytiques,
d’identifier rapidement les composés déja connus et de trouver des traceurs qualitatifs
et quantitatifs. Cela permet ¢galement d’¢éliminer les genres et/ou les especes connues

pour leur toxicité.

I-3-Description de la plante étudiée :
I-3-1- La famille des composées :
I-3-1-1- Introduction :

La famille des composées est l'une des plus distribuées dans le régne végétal.
Cette famille comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 especes [3,4]. En
Algérie, il en existe 109 genres et 408 espéces [5] et en France, 111 genres et 638
especes [4].cette vaste famille est économiquement importante, elle fournit des
plantes alimentaires: Laitues (Lactuca), Endives, Chicorée (Cichorium), artichauts
(Cynara), salsifis (Tragopogon). Le tournesol (Heliantus annuus) est cultivé pour son
huile riche en acide gras.

Plusieurs espéces sont utilisées en pharmacie : Le Semen-contra (Artemisia cina

Berge), 1'Arnica (Arnica montana L.), la Camomille (matricaria chamomilla L. et
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Anthemis nobilis L.), le pied de chat (4Antenaria dioca gartn) [3].Une des propriétés
typique de la famille des compositae est sa richesse en composés naturels divers. On'y
trouve des térpenoides, des flavonoides et des alcaloides [6].c'est une famille trés
riche en lactones sesquiterpéniques qui représente des principes amers typiques de

cette famille [6].

I-3-1-2- Aspect botanique :

Les composées, représentées principalement dans les régions tempérées et froide
du globe [7], sont principalement des herbes vivaces ou non, mais aussi des arbustes
ou sous-arbrisseaux, parfois des herbes rarement des plants aquatiques ou des plantes
grimpantes ou encore des €piphytes. Les feuilles sont le plus souvent alternes, mais
aussi opposées ou radiales, simple exstipulées. [8].

Selon Gaussen, les composées sont répartie en fonction de leurs fleurs en deux

type : l'un ayant des fleurs a corolles ligulées et I'autre a corolles tubulées [4].

I-3-1-3- Aspect chimique:
I-3-1-3-1- Les métabolites secondaires chez les composées:

On estime actuellement & peu prés un million de métabolites secondaires
connus aujourd'hui. Beaucoup de ces biomolécules végétales ont une grande
importance ¢économique que ce soient les médicaments, les arOmes, les
insecticides et les colorants. Ces métabolites peuvent étre classés en quatre grandes
catégories. [9]

+ Les composées phénoliques:

Le principal mode de la formation du noyau aromatique emprunte l'acide
shikimique, parmi les composés aromatiques les plus importants, les esters, les
coumarines, les lignanes (composés en C6-C3), les flavonoides (composés en C6-C3-

C6) et les tanins. [6]

+ Les terpénes:

Ce sont des hydrocarbures d'une structure basée sur le précurseur isopréne
(2-méthyl-but-1-3-diene), selon le nombre d'unité isoprénique qui les constituent
on distingue les monoterpenes en C10, les sesquiterpenes en C15, les diterpénes en

C20, les triterpénes en C30, les tetraterpenes (C40) et les polyterpenes (C4000). [6]
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+ Les alcaloides:

Les alcaloides sont des substances organiques azotées généralement cycliques ou
l'azote est assez souvent incorporé dans un noyau hétérocyclique. Généralement les
alcaloides ont des propriétés trés basiques, la plupart, ainsi comme leur nom l'indique
ont une réaction alcaline, on peut les subdiviser en trois classes, alcaloides vrais,
protoalcaloides et pseudoalcaloides. [6]

Alcaloides vrais: ils se caractérisent par une importante cytotoxicité, expose une

vaste activité physiologique, la plupart sont des bases stables, elle comporte un ou
plusieurs atomes d'azotes dans le cycle.

Protoalcaloides: se sont des amines simples comme les acides aminés et

d'autre alcaloides comme Mescaline, Ephédrine.

Pseudoalcaloides: regroupe les composés azotés, non dérivés des acides aminés;

l'incorporation de l'azote dans la structure se fait en phase finale; comme la Caféine.

[6]

+ Les hétérosides:

Résultent de la combinaison avec élimination d'eau du groupe réducteur d'un ose
avec une substance non glucidique l'aglycone ou génine, suivant la nature de la
génine, on subdivise les hétérosides en héterosides a génine phénoliques,
héterosides a génine triterpéniques et héterosides a génine provenant d'acide aminé.

La famille des composées est trés répandue, elle est connue pour sa richesse en
métabolites secondaires qui sont distribués dans les différentes tribus [6]. Les différents
métabolites secondaires cités par la littérature qui existent dans cette grande famille

sont nombreux, on peut citer les plus importants:

a- Les sesquiterpenes lactones:

Les lactones sesquitérpeniques constituent un groupe important de substances
naturelles dans la famille des composées [10], des études montrent que plus de 90%
des sesquiterpénes lactones identifiées sont isolées de cette famille [11] et plus de 3000
structures sont connues [12]. A ce groupe appartiennent "les principes amers" de
nombreuses composées [13]. Suivant la structure du noyau, on les divise en:
guaianolides, germacranolides, eudesmanolides, xanthanolides, pseudoguaianolides,

¢lemanolides, séco-ecudesmanolides, éremofilanolides et bakkenolides. Les
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recherches ont montré que certaines sesquiterpénes lactones sont biologiquement
actives et possédent des propriétés cytotoxiques [14], antimicrobiennes [15-16],
antifongiques  [17-18], anti-inflammatoires  [19], anti- parasitaire  [20],

antibactérienne [21].

a-1- Les guaianolides:

Le noyau comporte un cycle pentagonale et un cycle heptagonale uni a I'anneau
lactonique, a ce groupe appartient les lactones génératrice d'azuléne ( Matricaria
Chamomilla L, Artemisia Absinthium L) [13], L'achilline 1 (Achillea millefolium
L)[22], la cynaropicrine 2 (Volutaria crupinoides) (23], Salograviolide B 3 (
Centaurea Solinitana) |24], Cebelline N 4, (Centaurea bella) [25].

Figure I-1 : Exemples des guaianolides

a-2- Les Germacranolides:
Un cycle a 10 atomes est uni a l'anneau lactonique. Elles sont largement

distribuées dans la famille des composées [26], on peut les représenter:
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Larctiopicrine 5 des feuilles de bardane, la cnicine 6 du chardon-béni (Cricus
Behedictue L) [4] et de Centaurea lippii [27], la sintenine 7 de Achillea sintenisii [28]
et Achillea micrantha [29], 11B, 13-dihydrocnicine 8 de Centaurea pullata [30].

Figure I-2 : Exemples des germacranolides.

a-3- Les eudesmanolides:

Ils sont formés a la base du squelette 1,7- dimethyl -4 -isopropyl- bicyclo [0,4,4]
décane qui se déduit du squelette germacrane par cyclisation en formant deux
cycles hexagonaux. On trouve notamment la a- santonine 9, le premier modéle de
sesquiterpéne lactone de Semen contra (Arlémisia cina Berg) [31] et les substances
voisines, 3a-hydroxy eudesm-4-en-12,6 B-olide 10 (Inula Graveolens) [32] ,1pB-
hydroxy-8a- Angeloxyarbusculin B 11 (Helipterum roseum) [33], 1 B, 4o, 60-
trihydroxy eudesm- 11 - en - 8a, 12 olide 12 (Tanacetum densem subsb. Amani) [34].

10
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Figure I-3 : Exemples des eudesmanolides

a-4- Les élémanolides:

Ce sont des sécoeudesnanolides 2-3 ils dérivent par un réarrangement de Cope
des germacranes 1(10)-4(5) dieneolides. On peut élucider: la melitensine 13 du
Centaurea melitensis et Centaura aspera [35-36] la 11,13-dihydromélintensine 14 du

Centaurea aspera [36).

Figure I-4 : Exemples des élémanolides

11
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b- Les flavonoides:

Les composés flavoniques sont des polyphénols naturels trés répandu dans la famille
des composées [37] ou beaucoup de travaux ont été réalisés [38], plus d'une trentaine de
types flavonoidiques ont pu étre identifiés dans cette famille.

On note aussi plus de 87 structures qui ont été identifiées dans la seule classe des
flavones et plus de 153 structures dans la classe des flavonols [39].
Notre étude s'est portée plus particulieérement sur les flavonoides qui ont été isolés a

partir des plantes d'origine Algérienne de la famille des Composées.

Espéce Origine Structures Références
Inula Viscosa Constantine 16 17 18 19 30 31 32| [40]
33 34 35 36 37 48 49
50
C.Calcitrapa.L ELHamma 15 17 27 51 [41]
C.Incanna Entre Souk Ehrase | 17 18 21 22 38 39 40 41 | [42]
et El-Kala 52 53

C.Nicaensis. All Entre Batna et|18 23 24 25 38 39 40| [43]

Khenchela 4142 43 54 55
C.Napifolia El-Kala 23 15 [44]
a-C.Furfuraceae 15 17 26 29 40 45 46 | [45]
Coss et Kral 47 54
b-C.Napifolia El-Kala 17 23 25 26 28 40 53| [45]
57
c-C.Pullata Constantine 17 26 27 40 51 54 [45]
C.Lippii Sétif 44 48 56 [27]
C.Pungens Bechar 20 24 25 [46]

Tableau I-1 : Quelques exemples des flavonoides isolés de différentes especes

communes a I’Algérie de la famille des Astéraceae.
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Les structures des flavonoides de 15 a 57

> Les flavones :

N° Nom du composé Ry R, R; | Ry Rs R¢ R,
15 Apigénine H OH | H | H H OH H
16 Lutéoline H OH | H | H OH OH H
17 Hispiduline OMe OH | H | H H OH H
18 | Eupafoline (Néphrine) OMe OH H | H OH OH H
19 Jacéosidine OMe OH H| H | OMe | OH H
20 Salvigenine OMe | OMe | H | H H OMe| H
21 Coryombosine H OMe | H | H | OMe | OMe | OMe
22 Methoxy-7-tricine H OMe | H | H | OMe | OH | OMe
23 Cirsilineol OMe | OMe | H | H | OMe | OH H
24 Eupatorine OMe | OMe | H | H OH |OMe| H
25 | Methoxy-3’-Salvigenine | OMe | OMe | H | H | OMe | OMe | H
26 Cirsimaritine OMe | OMe | H | H H OH H

> Les flavonols :
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N° | Nom dul Ry | R, | R3 | Ry | Rs | R¢ | Ry Rg
composé

27 | Kaempférol H OH H H H OH H OH

28 | Quercétine H OH H H OH OH H OH

29 | Methoxy-3- H OH |H H H OH |H OMe
Kaempférol

30 | Jacédine OMe |[OH |H H OMe |OH | H OMe

31 | Diméthoxy-3,6- OMe |[OH |H H OH |OH |H OMe
Quercétagétine

32 | Methoxy-3,3- H OH |H H OH |OH |H OMe
quercétine

33 | Diméthoxy-3,3’- | H OH |H H OMe |OH |H OMe
quercétine

34 | [sorhamnetine H OH |H H OMe |OH | H OH

35 | Rhamnetine H OMe | H H OH |OH |H OH

36 | Rhamnocetrine H OMe | H H H OH |H OH

37 | Dimethoxy-3,7- OH OMe | H H OH OH H OMe
quercétagétine

38 | Methoxy-6- OMe |[OH |H H H OH |H OH
kaempférol

39 | Méthoxy-6- OMe |[OH |H H OH |OH |H OH
quercétine

> Les flavones glycosylés :
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N° | Nom du Ry R, R; Ry Rs Rs | R,
composé

40 | 7-O-glucosyl O-Glu OMe H H |H OH |H
hispiduline

41 | Vicenin 2 OH C-Glu C-Gh |H |H OH |H

42 | 7-O-glucosy O-Glu C-Glu H H |OH |OH |H
isoorientine

43 | 6-O-glucosyl OH Glu-Oglu | H H |OH |OH |H
isoorientine

44 | 6-O-glucosyl OH C-Glu H H |H OH |H
apigénine

45 | 7-O-méthyl O-Meglu | OMe H H |H OH |H
glucuronyl
hispduline

46 | 7-O-glucosyl O-Glu H H H |H OH |H
apigénine

47 | 7-O-methyl O-Meglu | H H H |H OH |H
glucuronyl
apigénine

> Les flavonols glucosylés :
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N° | Nom du | R, R, R; R; |[R¢ |R; | Rg
composé

48 | 3-O-glucosyl H OH H OH |OH |H 0O-Glu
quercétine

49 | 7-O-glucosyl 3-|OH | O-Glu |H OH |OH |H OMe
methoxy
quercétagétine

50 | 7-O-glucosyl 3-|H O-Glu | H OH |OH |H OMe
methoxy
quercétine

51 | 7-O-glucosyl 3-| OMe | OH H H OH |H O-Glu
methoxy
kaempférol

52 | 7-O-glucosyl 3’-| H O-Glu | H H OMe | OH | OH
methoxy
myrecetine

53 | 3-O- H OH H OH |OH |H Oglu-
rhamnoglucosyl Orham
quercétine

54 | 7-O-glucosyl OMe | O-Glu | H OH |OH |H OH
patulétine

55 | 7-O-glucosyl 6- | OMe | O-Glu | H OMe |OH | H OH
methoxy
isorhamnetine

56 | 3-O-rhutinosyl H OH H H OH |H O-
kaempférol Rhuti

57 | 7-O-glucosyl H O-Glu | H OH |OH |H OH
quercétine

16
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c- Monoterpenes et sesquiterpenes:

Beaucoup d'espéces de la famille des composées sont des plantes aromatiques,
Camomille romaine, Matricaire, Artemisia divers, Tanaisie, Achillée, etc...
Les mono- et sesquiterpénes sont avec les sesquiterpeénes lactones, les composants
principaux des huiles essentielles de ces plantes, ils se trouvent aussi dans les
extraits des différentes plantes de cette famille. Parmi ces terpenes:
Le farnesol de la Camomille, bisaboléne de la Matricaire [13], puliglutol, puliglital et
puliglutone de la Pulicaria glutinosa [47], et '12- carboxy-eudesma- 3,11(13) diéne

[48], 3-méthoxy, 7-hydroxy p- cyméne des feuilles d'Inula viscosa. [49]

Figure I-5 : Exemples des monoterpénes et sesquiterpénes

d- Diterpénes:

Beaucoup d'especes de la famille des composées contiennent des diterpeénes telles
que: L'acide grindélique et ses dérivés qui sont isolés de la résine de Grindélia;
stévioside (hétéroside a génine ditepénique) de l'espece Stevia rebaudiana; deux
acides carboxyliques ditepéniques, ent- kaurane et ent- trichylobane sont isolés de la
plante Helianthus salicifolium [50], acide stritigite acide pulique et acide 15-

deoxypulique de Pulicaria glutinosa [51]....
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Figure I-6 : Exemples des diterpenes

On note aussi la présence d’alcaloides dans certaines especes [52-54], des azulénes
[55-56], des composés acétyléniques [S7-58], des coumarines [59-60], des lignanes
[61-62], des stéroides [63-64], des acides phénols [13, 65], des hydrocarbures insaturés
[65] et des hétérosides [66].

I-3-3-4- Plantes médicinales, propriétés thérapeutiques et usage traditionnel:

La famille des composées a été anciennement connue pour ses propriétés
médicinales et pharmacologiques et utilisée comme remeéde en médecine
traditionnelle.

De nombreuses espéces figurent également dans les pharmacopées, elles sont
utilisées pour leur activités antimicrobienne [67], antifongique [68], anti-
inflammatoire [69-70], antiulcéreux [71], antibiotique [72], antiviral [73] et
antitumoral [74]...

Beaucoup de chercheurs et spécialistes de la médecine par les plantes ont décrit
plusieurs recettes de remédes a base des plantes de la famille des composées. On peut

en citer:

+ Camomille romaine (4Anthemis nobilis L.):

La Camomille romaine est un tonique amer, stomachique et antispasmodique
tres utilisé. C'est une des cinq plantes a tisane dont la vente est libre en France. On
utilise le plus généralement en infusion a 5 g par litre, de préférence loin des repas.
En usage externe, I'huile de la Camomille romaine est utilisée en frictions contre
les rhumatismes. La France produit, en Anjou, une centaine de tonnes de cette

Camomille par an dont une partie est exportée. [13]
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+ Semen contra (Artemisia cina Berg.):

Le Semen contra s'administre en poudre, mélé a de la confiture ou du miel, a la dose de 1
a 6 g chez l'enfant, de 8 a 10 g chez l'adulte, comme remeéde contre les ascaris.
On utilise aussi lI'infusé a 5%, prescrit en lavement contre les oxyures. Il sert a
l'extraction de la santonine, administrée comme vermifuge a la dose de 0.01 g par année
d'age chez l'enfant et de 0.10 2 0.15 g chez l'adulte [13].

+ Solidage (Solidago virgaurea):

Les parties aériennes sont expectorantes, anti-inflammatoires, diurétiques,
faiblement sédatives et peuvent réduire partiellement le cholestérol. La plante
combat les troubles rénaux ou de la vessie, la toux et l'asthme. En Chine, elle est
préconisée pour les maux de gorge, la grippe, la fievre et les indigestions en
compresses, elle favorise la cicatrisation des plaies et ulceéres persistants [76].

+ Aunée (Inula helinium):

Les anciens prétendent qu'elle tue le bacille de la tuberculose. Cette plante est
bactéricide, antifongique, expectorante, elle calme la toux et sert de tonique
générale. Les gitans pensaient qu'elle stimulait le systéme immunitaire des
chevaux. La phytothérapie la prescrit dans des cas précis, aprés un diagnostic
endocrinien, pour stimuler la sécrétion hypothalamo-hypophysaire [76].

+ Grande Camomille (Chrysanthemum parthenium Bernh.):

La grande camomille, originaire des Balkans, est retrouvée aujourd’hui en Europe
et en Amérique du Nord. Elle s’accommode de tous les sols, mémes calcaires, et croit
essentiellement dans les jardins ou le long des murs, et dans les décombres humides.
On utilise les parties aériennes fleuries de la plante dont la concentration en
parthénolide est maximale au moment de la floraison.

La grande camomille est connue depuis I’Antiquit¢é comme une plante aux

propriétés bénéfiques multiples.
Elle a été utilisée des le début pour ses propriétés antipyrétiques comme son nom
anglais « feverfew » l’indique, et pour des maladies telles que les problémes
menstruels, les troubles digestifs, le psoriasis... Elle est aujourd’hui essentiellement
utilisée pour la prévention des migraines.

La stabilité du parthénolide, principe actif de la grande camomille, dépend de son
mode d’extraction et de son mode de conservation. Ainsi, il est indispensable de
procéder a une double extraction hydrique et alcoolique de plantes fraiches a basse

température, a l’abri de l'air et de la lumiére afin de préserver l'intégrité et
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I’intégralité¢ des principes actifs et utiles de la plante. Une conservation dans la
glycérine empéchant I’oxydation des molécules de la grande camomille permet
¢galement une efficacité optimale de I’extrait. [77]

+ La Matricaire ou Camomille allemande (Matricaria chamomilla L.):

La médecine traditionnelle a attribué de nombreuses propriétés thérapeutiques a la
matricaire (chamomille allemande) qui ont été souvent discutés. Parmi les principales
propriétés, il y avait I’usage en tant qu’antispasmodique, fébrifuge, antispastique des
organes de la digestion, emménagogue, antinévralgique, antiallergique et bactéricide.
En usage externe, la Matricaire est un anti-inflammatoire, un cicatrisant de la peau et
des muqueuses. Elle est prescrite contre les inflammations de la bouche, des oreilles,
des yeux et contre diverses affections cutanées. L’huile essentielle est également
utilisée comme agent antirhumatismal. [9, 12].

La matricaire est couramment employée dans les préparations capillaires destinées
a éclaircir la nuance des cheveux dont elle stimulerait aussi la croissance. C’est la
plante la plus utilisée en cosmétologie ou elle se montrerait émolliente, adoucissante,

protectrice. [14]

I-3-2- Le genre Matricaria :
I-3-2-1-Aspect botanique:

Les matricaires sont des plantes annuelles de 50 centimetres a 1,5 m de hauteur, a
tige dressée, rameuse. Les feuilles, alternes, sessiles, épaisses, charnues, sont trés
divisées, en lanicres. Les fleurs, jaunes au centre, blanches a la circonférence, tres
odorantes, sont groupées en capitules solitaires au sommet des rameaux. Le fruit est

trés petit, blanc jaunatre, 1égérement arqué.

Ce genre renferme des especes a réceptacle conique. Elles se distinguent par
I’absence de poils sur leurs parties végétatives et par le manque de pallaittes sur le

réceptacle de leurs capitules. [78]
I-3-2-2-Travaux antérieurs :

Un grand nombre du genre Matricaria a fait, a ce jour, I’objet d’étude chimique et

de trés nombreux métabolites secondaires ont été isolés. [79]
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A T’exception des alcaloides, les recherches phytochimiques ont permis de mettre en
¢vidence, dans le genre Matricaria, tous les composés caractéristiques des
compos¢es.

Ces derniéres, lors des études chimiosystématiques, ont montré une grande variété
de métabolites secondaires et des procédés biosynthétiques différents. On a ainsi pu
mettre en évidence, au cours des études chimiques sur les composées, différents types
de composés chimiques [79] :

+ Coumarines

+ Flavonoides

+ Terpénes

+ Hétérosides

+ Sesquiterpénes lactones
On s’interesse dans ce travail de connaitre les principaux métabolites isolés de
I’éspéce matricaria chamomilla.

a- Les Coumarines :

a-1- Les coumarines isolées :

Ce sont des 2-H-1-benzopyran-2-one, considérés comme étant les lactones des acides
O-hydroxy-2-cinnamiques.

Les composés coumarinniques rencontrés chez le genre Matricaria [80] sont le plus
souvent des composés simples comme c’est le cas de I’Herniarine 58 et

I’Umbelliférone 59.

(0] 0] 0] HO (0] (0]
o > -
/ /
38 9

Figure I-7 : Les coumarines isolées du genre matricaria
Ahmed et al, ont particuliecrement étudi¢ I’espéce M.Chamomilla. Cette étude

réalisée sur ’extrait chloroformique des fleurs a permis d’isoler les deux coumarines

Herniarines 58 et I'Umbelliférone 59. [81]
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Tableau I-2 : les coumarines séparées du genre Matricaria.

Espece Origine Coumarines Structures | Référence
géographique
M.Chamomila Allemagne Umbelliférone 59 [82,83,84]
Scoparone 60 [82]
Herniarine 58 [85]
Italie Herniarine 58 [86,84,87]
Umbelliférone [84]
France Herniarine 58 [84]
Umbelliférone méthyl 61 [90]
ether
Umbelliférone 59
Scopolatine 62
Turquie Herniarine 58 [90]
Umbelliférone 59
Bulgarie Coumarine 63 [91]
Umbelliférone 59
R1
R, o) /o
R3 =
Ry
Coumarine Ry R, R3 R4
60 OCH; OCH; H H
61 OCH; OH H H
62 H H H H
63 H OCH; OCH; H
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a-2-Intérét pharmacologique des coumarines :

Les coumarines ont des actions photobiologiques [106], bactériostatiques, et
antifongiques [107].
Certaines foranocoumarines sont photosensibilisantes, elles ont des effets
carcinogenes qui tendent a diminuer I’emploi de ces substances dans le traitement des

maladies de la peau telles que le psoriasis [108].

Tableau I-3 : L’activité des coumarines issues du genre Matricaria.

Coumarines Activité Référence
Herniarine Antisolaire [101, 109, 110]
Antifongique

Stimule les réponses allergiques

Umbelliférone Antimicrobienne [98, 83]

Photo active

Coumarine Antimicrobienne [98]

Photo active

b- Les flavonoides :

b-1- Les flavonoides isolés :

Les composés flavoniques sont des substances naturelles trés répondues dans la
famille des composées [111] ou beaucoup de travaux ont été réalisés [112] chez le
genre Matricaria. On trouve essentiellement des flavonoides glycosylés comme

I’apygénine 7-glucoside 64 et la lutéoline 7-glycoside 65.
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L’¢étude chimique des especes M.recutita et M .chamomilla a permis également de
mettre en évidence des flavonoides aglycones. L’analyse spectroscopique a permis

d’assigner les structures de ces composés. Il s’agit de la rutine 66 et la quercétine 67.
[85, 113]

OH

OH
OH OH OH
OH
66
OH
OH
HO (@)
OH

OH (@)

67
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Rappel bibliographique

Espece Origine Flavonoide Structure | Référence
géographique
M.chamomilla | Allemagne Apigénine 7-glucoside 64 [82,114]
Patulitine 68 [82,85]
Quercémétrine 69 [82]
Lutéoline 7-glucoside 65 [82]
4,5’-dihydroxy-3°, 3, 6,7- | 70 [114]
tetramethoxyflavone
Apigénine 72 [85,115]
Lutéoline 73 [85,115]
Quercétine 66 [85]
Apigénine 7-glycoside 74 [85]
2°’,6”diacétate
Italie Apigénine 7-glucoside 64 (116,117,
118]
Apigénine 7— 71 [119]
acétylglucoside
Apigénine 7-glycoside 74 (116,117,
2’6"’ diacétate 118]
Apigénine 72 [120]
Bulgarie Apigénine 72 [93]
Apigénine 7-glucoside 64
Apigénine 7- 71
acetylglucoside
France Apigénine 72 [88]
République Apigénine 72 [121]
tchéque
Yougoslavie | Apigénine 72 [122]
Apigénine 7-glucoside 64
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Apigénine 7- 71 [123]
acétylglucoside
Apigénine 7-glucoside 74
27,6’ -diacétate
Turquie Apigénine 72 [124]
Lutéoline 74
Apigénine 7-glucoside 64
Kaemférol-3-glucoside 75
Lutéoline-7-glucoside 65
Roumanie Rutine 66 [125]
Apigénine 72
Apigénine 7-glucoside 64
Flavonoide R1 Rz R3 R4 R5 R6 R7 Rg
68 OCH; OH H H OH OH H OH
69 H Glc H H H OH OH OH
7_0 OCH; H H H OCH; | OCH;3 | OCH3 | OCH3
71 H 2>’,6acétate | H H H OH H H
Glc
72 H OH H H H OH H H
73 H OH H H OH OH H H
74 H O-(diacétyl)- H OH H H
Glc
75 H OH H H H OH H O-Gle

26




Chapitre I Rappel bibliographique

b-2- Intérét pharmacologique des Flavonoides isolés du genre Matricaria :

Les flavonoides, connus anciennement comme tonniques veineux et protecteurs

capillaires [132] (action vitaminique P utilisée comme réductrice des hémorragies),

sont dotés de propriétés biologiques remarquables qui sont anti-hypertensive [133],

anti-allergique, anti-inflammatoire [134,135], anti-hépatotoxique et antivirale [136]

etc...Comme beaucoup de compositeae, le genre Matricaria renferme des flavonoides

qui présentent des activités physiologiques résumées dans le tableau (I-5) :

Tableau I-5 : Relation entre structure et effet pharmacologique des flavonoides

isolés du genre Matricaria.

Produit Activité Référence
Apigénine Spasmolytique [137]
Anti-inflammatoire

Inhibe I’infiltration des granulocytes [138]
Inhibe la locomotion [139]
Anxiolytique [140]
Sédative
Lutéoline 7-glycoside Spasmolytique [137]
Traitement de la pigmentation de la peau
Antivirale [139]
Lutéoline Spasmolytique [138]
Inhibe I'infiltration des granulocytes [141]
Anti-inflammatoire [142]
Traitement de la pigmentation de la peau [143]
Patulétine Spasmolytique [138]
Quercétine Spasmolytique [138]
Anti-inflammatoire [142]
Apigénine 7-(6-O-acétyl) Anti-inflammatoire [138]
Glucoside
Apigénine 7-glucoside Spasmolytique [138]
Anti-inflammatoire [141]
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Apigénine diglycoside Spasmolytique [138]
Rutine diglycoside Spasmolytique [138]
Rutine Anti-inflammatoire [138]

d-Les sesquitérpénes:

Derniérement, des travaux ont été menés dans notre laboratoire permet de séparés
trois produits dont deux produits ont été séparés pour la premicre fois du genre
matricaria et plus particuliérement de ’espéce matricaria chamomilla : le 2o-
hydroxyarborescine [148] et le dihydroridentine [149,150], et un produit qui a été

séparé¢ et identifi¢ pour la premiére fois : la matricolone [151]

13
.|I|||CH3

Figure I-10: Le 2a - hydroxy arborescine

Parmi les sesquiterpénes lactones qui sont isolés, on peut citer ceux qui sont séparés a
partir du genre matricaria et plus particuliérement de 1’éspece matricaria chamomilla
de type guaianolides tels :

¢La Matricine (figure 8) [152,153]

¢La Matricarine (figure 9) [154,155]
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RIITSYNS
..u/,////
o} o}
Figure I-11 : Matricine Figure I-12 : Matricarine

On peut citer aussi ceux qui sont séparés pour 1’espece Matricaria Chamomilla, la
globicine (figurel0) [156] et la zuubergénine (figurell) [157]. Ainsi pour les

sesquiterpenes a chaine ouverte.

"oAc

o,
7,
(74

(e} o

Figure I-13 : La globicine Figure I-14: La zuubergénine

Figure I-15 : Sesquiterpénes a chaine ouverte
La camomille est connue par sa richesse en produits qui ont des activités biologiques
trés intéressantes tel que : chamazuléne [158-160], o —bisabolol [161-164], bisabolol
oxyde A et bisabolol oxyde B [165- 169], cis-spiroether [170].
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OH

&

Figure I-16: Chamazulene Figure I-17: bisabolol

/

OH
A
OH
Figure I-18: Bisabolol oxide A Figure I-19: Bisabolol oxide B
H — o
o=
H;C——C=C——C==cC o

Figure I-20 : Cis-Spiroether

e Des composés divers : des amides, polysaccharides, hydrocarbures, triglycérides et

des acides gras [96, 171, 172].
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I-3-2-3-Usage traditionnel de D’espéce Matricaria chamomilla dans le

monde :

Le tableau suivant montre les différents usages traditionnels de 1’espéce

étudiée.

Tableau I-6 : les multiples usages traditionnels de MC de part le monde.

Espece Origine Partie Voie Usage Reéf
géométrique | utilisée
M. Russie Fleurs | Externe Contre le vieillissement | [174]
chamomilla prématuré de la peau
Allemagne Fleurs | Externe Spasmolytique [175]
Antiviral [176]
Hongrie Fleurs | Orale Antimicrobien [177]
Antifongique [178]
Bulgarie Plante | Orale Intensifier le tonus de | [179]
entiere I’utérus
Italie Plante | Orale Sédative [180]
enticre Spasmolytique
République Plante | Orale Antispasmodique
tchéque enticre | Externe Anti-inflammatoire [181]
Antiseptique
Japon Plante | Orale Antimutagétrique [182]
enticre | Externe Eclaircissement de la | [183]
peau
Externe Inhibe la production des
mélanocytes [184]
Inhalation | Antimutagene
Externe Hydratant [185]
Traitement de ’eczéma | [186]

Traitement des
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dermatites atopiques.

Traitement de [187]
I’exoroderma sénile
Antioxydant [188]
Fleurs | Orale Tonique amer, [188]
eureptique
Antispasmodique
Externe Anti-inflammatoire
Espagne Pollen | Externe Conjonctivite [189]
Produits cosmétiques
Dermatologique
Plante Stimule la croissance | [190]
entiere des cheveux
Iraq Injection | Anti-inflammatoire [191]
Yougoslavie | Plante | Orale Ulcere [192]
entiere
Iran Antioxydant [193]
Pologne Plante | inhalation | Antiallergique [194]
entiere
France Plante Antivirale [195]
enticre Anti-herpétique
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Chapitre II Métabolites secondaires

II-1-Introduction :

Les plantes synthétisent les ¢léments du sol et de I’atmosphére qu’elles absorbent
par les racines et par les feuilles, 1’eau, I’acide carbonique et les matiéres minérales et
inorganiques.

Le processus de base est ’assimilation photosynthétique du gaz carbonique appelé
photosyntheése. Les premiers produits de la photosynthése sont des substances a basse
molécularité appelés métabolites primaires : les saccharides (sucres), puis les acides
gras, les acides aminés. En suite sont produits les métabolites spécialisés ou
secondaires. Certaines possedent des vertus thérapeutiques.

Parmi les métabolites spécialisés, les principaux sont les flavonoides, qui
renforcent les parois des capillaires sanguins, les corps terpéniques (le terpéne se
trouve dans le menthol, le camphre etc....) eux méme forment la base des stéroides
qu’on retrouve dans de nombreuses vitamines. Les principes amers permettant la
digestion des mati€res grasses, les saponines (sapo=savon) sont employés comme
expectorants et diurétiques ; les alcaloides a effets thérapeutiques nombreux peuvent
étre aussi des poisons mortels ; on pourrait prolonger I’énumération : d’autres
métabolites spécialisés agissent contre les allergies, 1’hypertension, les maladies
infectieuses et forment méme la base de produits anticonceptionnels.

Dans le cadre de ce travail nous nous sommes intéressé€s au genre Matricaria de la
famille des composées dont le métabolisme secondaire est réputé dans I’accumulation
des terpénoides en particulier des lactones sesquiterpéniques [1-5] et des composés
phénoliques de type flavonoides [6-9]. Ces deux classes de substances naturelles sont
reconnues dans diverses activités biologiques. Cette étude concerne 1’extraction,
I’isolement, la purification et la détermination structurale de la composante de la

phase acétate d’éthyle de I’extrait hydroalcolique de Matricaria Chamomilla.
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I1-2-Les terpénoides :

Les terpénes sont des constituants habituels des cellules végétales, Ils peuvent
s’impliquer dans les fonctions métaboliques essentielles.

Ils constituent entre autre le principe odoriférant des végétaux, cette odeur est due
a la libération de molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbone.
Extraites du végétal, ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou
comme parfum (rose, lavande).

Un grand nombre d’entre eux possede des propriétés antiseptiques [10], d’ou
divers emplois dont I’embaumement qui est resté dans le terme balsamique donné
aux plantes et aux huiles qui en sont tirées. Les terpenes sont biosynthétisés a la suite
du couplage d’au moins 2 entités a 5 atomes de carbone dont la structure est celle de

I’isopréne ou 2-méthylbuta-1,3-di¢ne 1.

NN

1llsopréne

Figure II-1 : L’isopreéne

Selon le nombre d’entités isopréniques les terpénes sont classés en :

v" Monoterpéne a 10 atomes de carbone.

v’ Sesquiterpéne a 15 atomes de carbone.

v’ Diterpéne a 20 atomes de carbone.

v' Tri, tétra a 30, 40 atomes de carbone etc.

La nature du squelette d’un terpénoide détermine son appartenance aux organes de
la plante. La figure 2 montre les relations squelette terpénique-accumulation dans les

différents organes de la plante.
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Isoprene = terpene
n
n=1 Cs Hemiterpene : Isoprene
n=2 C10  Monoterpéne : Herbes, épices
n=3 C15  Sesquiterpene : La chaine de la chlorophylle, vitamine E
n=4  C20 Diterpene Les huiles essentielles
n=6 C30  Triterpene Phytostérols
n=8 C40  Tetraterpene Caroténoides
n>8 >40  Polyterpene Protéines, cytoquinines

Figure II-2 : Relations squelette terpénique-accumulation dans les différents

organes de la plante.

Bien que les terpeénes au sens strict ne soient que des hydrocarbures, de nombreux

dérivés porteurs de fonctions diverses sont également considérés comme des

composés terpéniques. Il n’ya pas de fonctions chimiques propres aux terpenes, seules

leur structure et leur biosynthése en font une catégorie, aussi se contente-t-on ici d’en

citer quelques exemples et certaines de leur propriétés.

I1I-2-1-Monoterpénes :

Ce sont des molécules légeres, trés peu fonctionnalisées, trés odorantes, la plupart

ont des activités biologiques reconnues et sont caractéristiques des plantes d’ou elles

sont originaires si bien que leur odeurs se confondent et leurs noms évocateurs. A cet

effet, quelques exemples 2 a 11 sont reportés dans la figure 3.
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2 Ocimeéne (basilic) 3 Myrcene (laurier)

/

HO HO
4 Nérol (géranium) 5 Citronellol (rose)

HO HO

6 Limonéne (citron) 7 Menthol (menthe) 8 Thymol (thym)

11 acide Chrysanthemique

Figure II-3: Structure de quelques monoterpénes et leur source

I1-2-2-Diterpénes :

Ayant un squelette principal formé de vingt atomes de carbone, ils dérivent tous
du géranylgéraniol. Ils peuvent étre acycliques comme le phytol 12, cependant apres
divers réarrangements, ils peuvent étre monocycliques comme la vitamine A 13,
bicycliques comme le sclaréol 14, tricycliques comme ’acide abiétique 15. La figure

4 rassemble les diterpenes cités.
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H
WO

12 Phytol, présent dans la Chlorophylle

OH
= N N N

13 Vitamine A résultant de la coupure du caroténe.

OH

OH

14 Scaréol

I““Q

cosH
15 Acide abiétique

Figure I1-4: Structure de quelques diterpénes et leurs noms

Ces composés, a point d'ébullition élevé, se rencontrent surtout dans les résines, ils
sont particulierement abondants chez les Lamiaceae et les Asteraceae. Les plus
intéressants sur le plan pharmacologique sont les diterpénes tricycliques a noyau
taxane tel que le taxol et le taxotere qui sont utilisés dans le traitement des tumeurs de
I’ovaire, du poumon et du sein.

Ils sont surtout répandus chez les végétaux supérieurs et classés en fonction de

leur diversité structurale. [11]
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I-2-3- Les triterpénes et stéroides :

Les triterpénes sont des composés en Cs, ils sont trés répandus, notamment dans
les résines, a I'état libre, estérifié, ou sous forme hétérosidique. Ils peuvent étre (figure
II-5):

» Composés aliphatiques : tel que Le squaléne 16, surtout rencontré dans le
régne animal, se trouve également dans l'insaponifiable d'huiles végétales
(Olive, Lin, Arachide). C'est un intermédiaire dans la biogenése des triterpenes
cycliques et des stéroides.

» Composés tétracycliques tel que les stéroides et les phytostérols.

» Composés pentacycliques sont trés fréquents chez les plantes tel que a-
amyrine et B-Amyrine

Ils sont issus de la cyclisation de I'époxysqualéne ou du squaléne. Les stéroides
peuvent étre considérés comme des triterpénes tétracycliques ayant perdu au moins

trois méthyles.

16 Le squaléne

Triterpéne tetracyclique Stéroides
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Triterpéne pentacyclique

Figure II-5: Squelettes de base des triterpénes

Abondant dans les végétaux et les animaux, les stéroides ont en commun une
structure chimique comportant un squelette de base

perhydrocyclopentanophenanthrene.

Figure 11I-6: Noyau perhydrocyclopentanophenanthréne

Parmi ces composés, les stérols tres largement répandus dans le monde vivant, se
rencontrent aussi bien chez les bactéries, les champignons, les plantes supérieures, les
protozoaires, les métazoaires (spongiaires, madrépores, vers, mollusques...) que chez

les algues.
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B-sitostérol Stigmastérol

2, 2

Cholestérol Ergostérol

Figure II-7 : Exemple de stérols rencontrés chez le régne végétal et animal

Du point de vue structural, les stérols se caractérisent en général par la présence
en position 3 B du squelette, d’un hydroxyle libre, éthérifi¢ (glycosides) ou estérifié
(stérides : sans intérét pharmacologique connu), de deux méthyles en position 10 B,
13 B et d’une chaine carbonée en 17 3. [11]

Parmi ces stérols, le plus important du point de vue activité biologique, est le -
sitostérol présent dans toutes les plantes y compris les fruits et les légumes. On les
retrouve également dans des aliments comme les germes de blé ou de soja, les huiles
végétales comestibles telles que I’huile de graines de tournesol ou de mais. Des études
faites sur des animaux ont montré que le béta sitostérol, comme son glucoside,
possédent des propriétés anti-inflammatoire, antipyrétique, antinéoplasique et
immuno-modulatrice [12], il a des effets antitumoraux, observés sur les cellules de
cancer humain de la prostate [13]. L'administration des stérols et stanols végétaux,
par voie orale ou parentérale, entraine une diminution des concentrations
plasmatiques de cholestérol total (réduit les niveaux sanguins de cholestérol) cela est
du a son étroite ressemblance chimique avec le cholestérol qui lui permet d’étre
incorporé dans les membranes cellulaires et de bloquer I’absorption du cholestérol par

inhibition compétitive [14,15].  D’autres ¢études ont  rapporté des effets
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bénéfiques du B-sitostérol in vitro sur des cellules de cancer du c6lon ou du sein. [16-
18]

I1-2-4-Tétraterpénes :

Des molécules de 40 atomes de carbone, la molécule la plus réputée est le F-
Caroténe 18. Il possede 11 doubles liaisons conjuguées, d'ou sa couleur, qu'il donne
aux carottes. Il joue un role essentiel dans la croissance et la vision, son oxydation
provoque la coupure de la double liaison centrale et la formation de deux molécules

d'un aldéhyde le Rétinal dont la réduction donne la vitamine A.

\\\\\\\\/ﬁ/\\

18 ( p-Carotene)

Figure II-8: p-Caroténe

Parmi les autres molécules le lycopéne 19 que I’on trouve dans la tomate mure (0,02

g/kg), il est enticrement acyclique.

19 Lycopéne

Figure II-9 : Lycopéne
I1-2-5-Sesquiterpenes :
Les sesquiterpenes sont formés de quinze atomes de carbone, on les trouve aussi
bien sous forme d’hydrocarbures comme le p-Cadinéne 20 issu du cade que sous
forme fonctionnalisée notamment oxygénée. Ils sont issus du pyrophosphate de

farnésyle lui-méme produit par un couplage téte-queue entre le GPP et I'IPP. Ils
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peuvent étre acycliques, mono ou bicycliques. Par cyclisation du FPP on obtient un
cation germacradiényle qui meéne, via le germacranolide, aux lactones

sesquiterpéniques.

Figure I1-10: B-Cadinéne

I1-2-6-Les lactones sesquiterpéniques :

Les terpenes de type sesquiterpenes et lactones sesquiterpéniques sont trés connus
pour leurs activités biologiques, ces derni¢res étaient appelées principes amers. Elles
ne sont pas volatiles et leur structure casse a des températures ¢levées. On dénombre
plus de 3000 structures différentes, et on les trouve principalement chez les

Asteraceae au niveau des poils sécréteurs pluricellulaires des feuilles, bractées et

inflorescences. [19]
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CHj oH
CH3 / 2
__CH, —O0
0
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Germacranolides Eudesmanolides Héliangolides
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CH, 3 HsC
/ 0
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H,C (0] —0
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CH,
CH, CH, CH, CHy
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CHj
A\
o]
Hypocretenolides

Figure II-11: structure de quelques lactones sésquitérpéniques
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I1-2-7-Activités biologiques des lactones sesquiterpéniques :

Les lactones sesquiterpéniques, molécules naturelles également appelées substances
ameres sont tres intéressantes dans le domaine biologique et pharmacologique. Ces
substances présentent des propriétés cytotoxique ou antitumorale [20-24], anti-
inflammatoire [25-27], antimigraineuse [28], antioxydante [29], antifongique [30-32],
cytoprotectrice gastrique. [33]

Le tableau II-1: Les activités biologiques relatives a quelques lactones

sesquiterpéniques :

Lactones Sesquiterpéniques Activités biologiques Réf

2a-hydroxyalantolactone Antileucémique [34]

Eupaserrine, deacetyleupaserrine Antileucémique [35]

Salograviolide Antifongique [4]

Cumambrine A Antimicrobienne [36]

Onopordopicrine Cytotoxique, antifongique, [37]

antibactérienne

Centratherine Anti-inflammatoire, [38]
antimicrobienne, tripanocidale

Grosheimine Cytostatique sur cellules KB [39]

Cnicine Cytotoxique [40]

Parthenine Genotoxicité [41]

Tableau II-1 : Les activités biologiques relatives a quelques lactones

sesquiterpéniques.

L’activité des lactones sesquiterpéniques est liée a la présence de groupement
a-méthyléne-y-lactone [42], cette fonction est responsable des activités
antibactériennes, cytotoxique et anti-inflammatoire.

Les germacranolides par une addition de Michaél donnent des composés S-
alkylés, ceux-ci s’additionnent sur les fonctions glutathion, thiol et amine
(nucléophiles biologiques). Cette interaction va a ’encontre de diverses enzymes et
provoque leur alkylation irréversible. On retrouve ces activités dans des anti-

inflammatoires de synthese.
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Il y a aussi inhibition de messagers intracellulaires. Ceux-ci ordinairement se
dissocient lors de l'activation par un radical libre et un des fragments est transporté
jusqu'au noyau ou il réagit avec I’ADN pour engendrer un stress inflammatoire. Cette
inhibition explique a nouveau I’activité anti-inflammatoire.

L'activité anti-ulcére est aussi expliquée par 1’addition de Michaél : il y a
interaction avec des enzymes de la muqueuse gastrique. Pour terminer on explique
l'activité antibactérienne par un blocage cette fois-ci réversible de diverses enzymes
au niveau de leurs fonctions thiols ou amines. [19]

Malgré I’'importance des lactones sesquiterpéniques ces substances peuvent aussi
étre allergisantes et neurotoxique, car des allergies peuvent apparaitre lors d'un
contact direct ou indirect avec la plante. Des études ont montré que leur présence dans

des plantes est responsable d’empoisonnement de mammiferes.

I1-3-Les composés phénoliques :
II-3-1-Introduction :

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances qu’il est
difficile de définir simplement. L’¢lément structural fondamental qui les caractérisent
est la présence d’au moins un noyau benzénique au quel est directement li¢ au moins
un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, ou
hétéroside. [43]

Parmi les composés phénoliques, dont plus de 8000 sont connus : les flavonoides,
les quinones phénoliques, les lignanes, les xanthanes, les coumarines et d’autres

classes existent en nombres considérables. [44]

II-3-2-Classification :
Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d’atomes
de carbone dans le squelette de base. Les différentes classes principales de ces

composés phénoliques isolés des plantes sont illustrées dans le tableau suivant :
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Nombre Squelette de base Classe Exemple
d’atome de
carbone
6 Cs Phénols simples Catéchol 21
7 Ce-Cy Acides phénoliques | Acide salicylique 22
8 Ce-C2 Acétophénones 3-Acetyl-6-
méthoxybenzaldéhyde
23
9 Cs-Cs -Acide -Acide caféique 24
hydroxycinnamique | -Eugénol 25
-Phénylpropéne -Ombelliférone 26
-Coumarines -6-7-diméthoxy 8-
-Isocoumarines hydroy-3-methyl
-Chromones isocoumarine 27
-Eugénine 28
10 Co-C4 Naphtoquinones Juglone 29
13 Cs-C1-Cg Xanthones 1, 2, 3,7-tetramethoxy
xonthone
30
14 Cs-C2-Cs -Stilbénes -Acide hunularique 31
-Anthraquinones -Emodine 32
15 Ce-C3-Cs -Flavonoides Quercetine 33
-Isoflavonoides Genisteine 34
18 (C6-C3) Lignanes Podophyllotoxyne 35
30 (C6-C5-Co)2 Biflavonoides Kayaflavone 36
n (C6-C3) n -Lignines -
(Co) n -Catéchol mélanines -
(C6-C3-Co) n -Flavolanes (Tannins -

condensés)

Tableau II-2 : Les principales classes des composés phénoliques.
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OH

Figure II-12: Structures chimiques de quelques composés phénoliques.

57




Chapitre II Métabolites secondaires

I1-3-3-Les coumarines :
I1-3-3-1-Définition :

Les coumarines tirent leur non de « coumarou », non vernaculaire de la féve fonka,
d’ou fut isolée pour la premicre fois en 1820 la coumarine 67 [43]. Les coumarines
sont des 2H-1-benzopyran-2-ones, que I’on peut considérer en premiere

approximation, comme étant des lactones des acides 2-hydroxy-Z-Cinnamiques.

3 4

6 G AN

; 8 < COOH
% 0 0 OH

37 Acide 2-hydroxy-Z-cinnamique

Figure I1-13 : squelette de base des coumarines

Les coumarines constituent une classe importante des produits naturels. La
structure de la coumarine se trouve dans environ 150 espéces, appartenant a 30
familles de plants différents. Elle donne une odeur caractéristique semblable a celle
du fion fraichement fauché. [45,46]

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant
leur concentration et aussi suivant 1’espéce. Dans la cellule, les coumarines sont
principalement présentés sous forme glycosylés. Cette glycosylation serait une forme
de stockage permettant d’éviter les effets toxiques des coumarines. [47]

Elles sont considérées comme des phytoalexines. Ces phytoalexines sont synthétisées
au niveau des sites d’infection. Leur activité antimicrobienne est démontrée in vitro.
[47]

En général, les coumarines sont répandues dans tout le régne végétal. Les familles
les plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées, Apiacées, Astéracées et
Thyméléacées. Elles se trouvent dans toutes les parties des plantes et également dans

les fruits. [48]
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I1-3-3-2-Structure chimique et classification :
La coumarine est le point de départ d’une famille de composés, qui se forment par
une substitution sur un cycle aromatique [49]. De ce fait et d’aprés la nature des

substitutions [48] on peut classer les coumarines en cing catégories :

a-Coumarines simples : [S0]

N°e R1 R2 R3 R4 RS Coumarine

38 H H H H H Coumarine

39 OH H H H H 3-hydroxy coumarine

40 H OH H H H 4-hydroxycoumarine

41 H H H OH H Ombelliférone

42 H OCH3 H H H 4-méthoxy coumarine

43 H H H OCH3 H Herniarine

44 H CH3 H OH H 7-hydroxy-4-méthoxy
coumarine

45 H H CH3 | OH H Scopolétine

46 H H OCH3 | OCH3 H Scoparone

47 H CH3 |H OCOCH3 H | 7-acétoxy-4-méthylcoumarine

48 H H OCH3 | OCH3 OH Fraxidine

b-Coumarines phényles :
Ce sont des coumarines portant une unité isopréne, comme la rutacultine 49,

I’osthol 50 et la subérosine 51. [48]
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H,CO

Figure 11-14 : la rutacultine 49

30 3l

R1 | OCH3 -CH2-CH=C
R2 | -CH2-CH=C | OCH3

c-Furanocoumarines :
Les furanocoumarines sont les dérivés de 1’ombelliférone 41 [S1]. On peut
distinguer deux types de composés furanocoumarines : furanocoumarines lin€aires et

furanocoumarines angulaires.

+¢ Furanocoumarine linéaires (6-7-furanocoumarine)

N° R1 R2 Furanocoumarine
52 OCH3 H Bergapténe
53 H OCH2-CH=C(CH3)2 Impératorine
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% Furanocoumarines angulaires (7-8-furanocoumarines)

Ne° R1 R2 Furanocoumarine
54 H H Angélicine
55 OCH3 OCH3 Pimpinélline

d-Pyranocoumarines :

CHjy

Figure II-15 : La visnadine 56

Les coumarines peuvent également exister a 1’état dimérique ou trimérique. [51]

e-dicoumarines (coumarines dimériques)

Ce sont des composés formés par la liaison de deux unités coumariniques simples.

52]
R O @) (0]
| b m
. o X0 Z
Rs3
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N° R1 R2 R3 Nom
57 OCH3 OH H Daphnorétine
58 OH OH H Edgeworthine

Figure I1-16 : Dicoumarol 59

f-Tricoumarine (coumarines trimériques)

Ce sont des coumarines issues de I'union de trois entités coumariniques. [S2]

Figure II-17 : Triumbéllatine 60

I1-3-3-3-L’intérét pharmacologique des coumarines :

Les coumarines manifestent diverses activités biologiques, qui varient selon la
substitution sur le cycle benzopyrane, telles que 1’activité antifongique, anti-tumorale,
anti-agrégation plaquettaire, inhibitrice de plusieurs enzymes, antivirale, anti-
inflammatoire, anticoagulantes, diurétiques et analgésique. [53]

La coumarine elle-méme a fait 1’objet de plusieurs études cliniques chez les
patients atteints de cancers avancés : elle est immunostimulante et développerait une

activité cytotoxique. [43]

62




Chapitre II Métabolites secondaires

Les psoralénes : furanocoumarine typique, sont des photosensibilisateurs d’'UVA
dans la gamme de 320-380 nm, une gamme ou les acides nucléiques et les protéines
cellulaires montrent les bandes d’absorption faible. Cette propriété photochimique a
été exploitée par les Egyptiens antiques dans leurs médecines pour le traitement de la
peau. [43,54]

Au niveau de l'institut de Fels pour la recherche sur le cancer, des composés
coumariniques dérivés de la 3-(N-aryl) carboxamide coumarine ont été synthétisés et
leurs activités cytotoxiques des cellules tumorales ont été évaluées. Ces composés

empéchent d’une manicre sélective la croissance des cellules cancéreuses. [55]

X: H, OEt, Br, Cl
Y: Br, I, NO,, NH,

Figure I1-18 : Les dérivés de 3-(N-aryl) carboxamide coumarine

Par ailleurs, des chercheurs espagnols ont évalué 1’activité anti-VIH de 11 composés
dérivés de la 4-phénylcoumarine qu’ils ont isolé de I’espeéce Marila pluricostata. Les
résultats obtenus prouvent que I’effet antiviral des dérivés de la 4-phénylcoumarine
peut étre li¢ a 'inhibition de N-F-jB et du Tat, et suggerent que ces composés peuvent

étre utiles dans le traitement de I’infection par le VIH. [56]

I1-3-4-Les flavonoides :
I1-3-4-1-Introduction:

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments
quasi universels des végétaux. Structuralement, les flavonoides se répartissent en

plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les
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flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les
chalcones, les aurones, les anthocyanes et les tanins.

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de
glycosides. On les trouve, d’une manicre trés générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois,

feuilles, fleurs et fruits [57], et aussi dans le miel. [58]

I1-3-4-2-Structure chimique et classification:
I1-3-4-2-1-Définition:
Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant

des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides.

Figure I1-19 : Noyau flavone

Le noyau FLAVONE est lui méme un dérivé du noyau FLAVANE de base.

Figure I1-20 : Noyau flavane

Les flavonoides sont donc des polyphénols complexes dont la structure est
constituée de deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d'un hétérocycle oxygéné

(cycle C).
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I1-3-4-2-2-La biosynthese:
De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. IlIs ont une origine
biosynthétique commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de

base a quinze atomes de carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles

en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 [59].

Figure I1-21 : Squelette de base des flavonoides

a-Importance de la voie métabolique du shikimate :

La voie du shikimate est présente uniquement chez les bactéries, les champignons
et les plantes, les animaux ne possédent pas cette voie métabolique, ceci ayant pour
conséquence que les acides aminés aromatiques doivent faire partie intégrante de leur
alimentation. La spécificité de ce métabolisme aux micros organismes et aux plantes
supérieures a conduit a la recherche et a I’obtention de nouveaux antibiotiques et
herbicides ayant pour cibles moléculaires des enzymes intervenant dans cette voie.
[60]

Dans les conditions normales de croissances, 20% du carbone fixé par les plantes
passe par la voie du shikimate, cette dernicre lie le métabolisme de 1’hydrate de
carbone a la voie de biosynthese des composées aromatiques en conduisant a la

synthese de la structure de base, le noyau aromatique. [61]

b-La voie de biosynthése des flavonoides :

Les connaissances actuelles sur la biosynthése et I'enzymologie de la production
des proanthocyanidines dans les plantes proviennent d’une étude détaillée réalisée par
Stafford. Il a également décrit les relations entre lignine et proanthocyanidines, mais

n'a pas pu montrer de role structural pour les proanthocyanidines contrairement a la

65



Chapitre II Métabolites secondaires

lignine. Stafford suggeére que la lignine et les proanthocyanidines ont des rdles
similaires de défense.

La biosynthése des proanthocyanidines est résumée dans le schéma I1-22, et la
liste des enzymes qu'elle implique est présentée dans le tableau II-3. Les étapes
réactionnelles conduisant aux précurseurs de flavonoides et a leurs différentes classes
impliquent des intermédiaires 4’- hydroxylés (sur le noyau B), les flavonoides obtenus
sont ensuite hydroxylés (ou fonctionnalisés) sur les noyaux A et B pour conduire aux
autres classes de flavonoides.

La voie de biosynthése des flavonoides et plus particulicrement celle des

anthocyanes a été bien étudiée chez les fleurs, permettant la détermination des
différentes étapes ainsi que des enzymes reliées a ces étapes.
La premicre étape est la condensation entre le 4-coumaroyl-CoA (A) et trois unités
malonyl- CoA (B) conduisant a la formation du squelette flavonoides en Cis, cette
étape est catalysée par I’enzyme chalcone synthése (CHS) et conduit a la formation du
2’.4°,6°,4- tétrahydrochalcone (C).

La cyclisation stéréospécifique de cette chalcone conduit a la formation du cycle
C du squelette flavonoide. Cette cyclisation est catalysée par la chalcone isomérase
(CHI) qui conduit a la formation de la naringenine (D), qui fait partie de la famille des
flavanones.

La chalcone (C) peut également conduire a la formation des aurones. La
naringenine (D) obtenue par cyclisation est le précurseur de nombreuses sous familles
de flavonoides comme les flavones, les isoflavones et les flavan - 4- ols qui peuvent
conduire aux 3-deoxycyanidines.

La naringenine (D) peut également étre hydrolysée en position 3 par la flavanone
3- hydroxylase (F3H) pour conduire au dihydrokaemphérol (E), qui fait partie de la
famille des flavanols. Le dihydrokaempférol (E) peut aussi apres déshydrogénation du
noyau C et fonctionnarisation du noyau B former les flavanols [60], comme reporté

dans la figure I1-22.
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Numéro Enzyme Acronyme

Précurseurs non

flavonoides
I Acetyl-CoA carboxylase ACC
1T Phénylalanine ammonialyase PAL
I Cinnamate 4-hydroxylase C4H

Classes de flavonoides

1 Chalcone synthése CHS
2 Polyketide réductase PKR
3 Chalcone isomérase CHI
4 2-Hydroxyisoflavon synthase IFS

Tableau II-3 : Liste des enzymes conduisant aux différentes classes de

flavonoides.
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Figure I1-22 : Mécanisme général de biosynthése des flavonoides
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I1-3-4-2-3-Classification :
a-Flavones et flavonols:

Tous les types de flavonoides dérivent de la 4, 2° .4 ,6° -tétrahydroxychalcone et
par conséquent, possedent tous au moins trois hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et

C-4’, cela étant, 'un d'entre eux peut étre absent.

4,2°,4°,6’-tetrahydroxychalcone Flavanone

Dans plus de 90% des cas, le cycle A des flavones et flavonols [ figure 11-23 et II-
24] est substitué¢ par deux hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. Ces hydroxyles
peuvent étre libres ou éthérifiés. D'autres substitutions sont possibles avec des
fréquences variables: hydroxyles libres ou éthérifiés en C-7 et/ou en C-8, méthylation
en C-7 ou en C-8, implication du C-6 et/ou C-8 dans une liaison carbone-carbone
avec un sucre. D’autre part, dans plus de 80% des cas, le cycle B est substitué¢ en C-4’
ou disubstitué¢ en C-3’ et C-4’, ou moins fréquemment 3’ ,4° ,5° -trisubstitué; ces
substituants peuvent étre des groupes hydroxyles (OH) comme ils peuvent étre des
methoxyles (OCHj3). Les autres positions (C-2’ et C-6’) ne sont qu'exceptionnellement
substituées. De plus, les flavonols se distinguent des flavones par la présence d'un

groupement OH en position C-3.

69




Chapitre II Métabolites secondaires

OH O

OH )

Figure I1-24 : Flavonol

b-Flavanones et dihydroflavonols:

Les flavanones et les dihydroflavonols sont caractérisés par 1'absence de la double
liaison C2-C3 et par la présence de centres d'asymétrie. Les variations structurales
sont de méme nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les
dihydroflavonols se distinguent des flavanones par 1’ hydroxylation de la position C-
3. Cette classe de flavonoides semble un peu moins fréquente que son homologue

insaturé rassemblant les flavones et flavonols.
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OH

OH O

Figure I1-25 : Flavanone

OH

OH O

Figure 11-26 : Dihydroflavonol

c-Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols :

A la différence des flavonoides décrits au-dessus, ces trois groupes de
moléculessont toujours hydroxylés en position 3 et se caractérisent par l'absence du
groupe carbonyle en C-4. Cette position peut &tre libre (cas des flavan-3-ols et
anthocyanidols) ou hydroxylée (cas des flavan-3,4-diols).

Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont a I'origine des polymeres flavaniques

appelés proanthocyanidols ou tanins condensés.

Figure II-27: Flavan-3-ols Figure I1-28 : Flavan-3, 4-diols

Les anthocyanidols les plus fréquents sont le pélargonidol et le cyanidol.

71



Chapitre II Métabolites secondaires

OH

OH o

OH

Figure I1-29 : Pélargonidol

Les anthocyanosides sont caractérisé€s par I'engagement de I'hydroxyle en position
3 dans une liaison hétérosidique. On trouve parmi ces composés, le pélargonidol-3-O-

glucoside et le cyanidol-3-O-rutinose ou kéracyanine.

d- Chalcones et aurones:

Les chalcones différent des autres types de flavonoides par l'ouverture du noyau
pyranique central, elles sont constituées par deux unités aromatiques reliées par une
chaine tricarbonée, cétonique, a, B-insaturée. Le noyau B est assez fréquemment non
substitué, alors que les substitutions sur le cycle A sont le plus souvent identiques a

celles des autres flavonoides.

OH

Figure I1-30 : Chalcone

Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidéne coumaranone.
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{

Figure I1-31 : Aurone

Pour ces deux types de molécules, la numérotation des positions est différente des

autres flavonoides.

e- Isoflavone et neoflavone:
Les isoflavonoides sont moins répandus taxonomiquement. Ces composés tres
actifs se trouvent essentiellement chez les 1égumineuses [62,63] que par la présence

du cycle B en position 3.

Figure I1-32: Isoflavone

Les neoflavones sont caractérisées par la substitution entre le groupement carboxyle

et le noyau B dans le squelette des flavones. [64]

0 0
=

>

Figure I1-33: Néoflavone
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Les neoflavones sont des flavonoides rares, cette rareté est di leur faible présence

dans la nature contrairement au flavones et flavonols. [65]

I1-3-4-3-La substitution du squelette flavonique:

Les différents processus de substitution intervenant pour l'élaboration du
squelette flavonique sont a l'origine de l'extraordinaire diversité structurale
flavonique.

Le nombre, la nature et la position des substituants sur l'aglycone sont

subordonnés au fonctionnement des systémes enzymatiques.

II-3-4-3-1-L'hydroxylation:
Les hydroxyles originels sont en position 5, 7 sur le noyau A et 4' sur le noyau B,

tous les autres seront des extrahydroxyles.

OH

HO O

OH O

Apigénine

Figure 11-34 : I’ Apigénine
11-3-4-3-2- La méthylation:

Il y a deux voies pour substituer le noyau flavonique:

» O-Méthylation:
La méthylation des hydroxyles originals et des extrahydroxyles se fait sous 'action
de l'enzyme 0-Methyl-transférase comme donneur du groupement méthyle selon le

schéma 2. [66]
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Lutéoline chryseriol

Figure II-35 : Transfert enzymatique du Lutéoline a Chryseriol

» C-Méthylation:
Le radical méthyle se lie au cycle benzénique par une liaison carbone-carbone. La

C-methylation se fait habituellement en C-6 et/ou C-8, parfois en d'autres positions (C-

3 et C-7).

OH O

8-C-méthylgalangine

Figure 11-36 : 8-C-méthylgalangine
I1-3-4-3-3-La glycosylation:

I1y a deux voies pour substituer la molécule du sucre sur le squelette d'aglycone :

» O-glycosylation:
Dans ce cas, la liaison s'effectue entre un OH phénolique et un OH
alcoolique d'un sucre sous l'action de l'enzyme O-glycosyl-transférase et un

donneur du sucre comme ’'UDP-Gl1c¢ (Uridine diphosphate glucose). [67]
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3 glucosyl transférase

[

UDP-Glu ubP

Quecétine 3-Glucosyl quecétine

Figure I1-37 : transfert enzymatique de la quercétine en 3-glucosylquercétine

» C-glycosylation:
La liaison s'effectuée entre la molécule du sucre et le carbone de I'aglycone, cette

liaison résiste a I'hydrolyse acide. [68]

OH
Arab
HO O
Glu
OH (@]
Schaftoside

Figure I1-38: Schaftoside

Si un deuxiéme sucre devait se rattacher a la molécule flavonique, il viendrait se lier soit
avec un autre hydroxyle phénolique soit avec le OH alcoolique du sucre déja fixé,

mais dans d'autres structures on peut avoir les deux cas. [69]

I1-3-4-4-Distribution et localisation :
11-3-4-4-1-Distribution dans les plantes et le régne végétal :
A de rares exceptions pres [70], seules les plantes ont la capacité de biosynthétiser

des flavonoides. Les flavonoides peuvent étre présents dans toutes les parties des
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plantes. Dans la majorité des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosylée
dans les plantes car la glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus
hydrosolubles permettant alors leur stockage dans les vacuoles des cellules
épidermiques des fleurs, de I’épiderme et du mésophiles des feuilles, des
parenchymes des tiges et racines.[71]

Les génines seules sont présentes dans les exsudats farineux de certaines plantes,
dans les cuticules des feuilles, écorces et bourgeons ou sous forme de cristaux dans
les cellules de certaines Cactaceae et plantes de régions arides [70]. 11 est a noter que
flavanones et flavones sont souvent présentes dans la méme plante. Flavones et
flavonols ne se trouvent généralement pas ensemble, pas plus que flavanols et
anthocyanes. [72]

La présence de composés flavonoidiques a été rapportée chez les Bryophytes, les
Ptéridophytes, les Gymnospermes et chez les Angiospermes [73]. Cette distribution
quasi ubiquitaire dans les plantes, alliée a leur relative stabilité, leur relative facilité
d’identification et la forte tendance des plantes taxonomiquement proches a produire
les mémes types de flavonoides, ont fait des flavonoides des marqueurs

chimiotaxonomiques de choix pour la classification végétale [74, 75].

I1-3-4-4-2-Réle dans les plantes :

Les flavonoides sont les pigments colorés des fleurs. Par exemple, les couleurs
orange, rouges et bleues des légumes, fruits, fleurs et tissus de stockage des plantes
sont dues a des anthocyanes hydrosolubles (qui sont des flavonoides jaunes réduits).
De ce fait, ils jouent un rdéle important dans les interactions avec les insectes
(attraction et réle dans la pollinisation entomophile et la dispersion des graines). Ils
sont impliqués dans les interactions plantes-microorganismes : dans les pathogenéses
comme dans les symbioses (nodules des 1égumineuses). Ils agissent dans les systémes
de défense des cellules végétales en réponses a certains stress tels que les radiations
ultraviolettes. Ce sont également des inhibiteurs d’enzymes, des agents chélatants des
métaux nocifs aux plantes. De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation et
les transferts d’énergie, la morphogenése et la détermination sexuelle, la

photosynthese et la régulation des hormones de croissance des plantes [76,77].
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I1-3-4-4-3-Importance dans ’alimentation :

La contribution au régime alimentaire humain des flavonoides est trés importante :
de 50 a 800 mg/jour en fonction de la consommation de fruits et légumes mais aussi
de boissons comme le thé ou le vin rouge (environ 200 mg par verre ou tasse) [77].
On trouve également des flavonoides dans de nombreuses plantes médicinales et des
préparations a base de plantes contenant de flavonoides sont utilisées en médecine
traditionnelle partout dans le monde. [78]

Les flavonoides sont largement abondants dans les légumes, feuilles (salade,
choux, épinards, etc.), ainsi que dans les téguments externes des fruits. Récemment,
de nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes sont trés riches en
flavonols, flavones et flavanones. [79, 80, 81]. Le Tableau II-4 regroupe la

distribution nutritionnelle de certains flavonoides.
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Flavonoides Aliments
Flavonols
Kaempférol Radis, brocoli, thé noir
Quercétine Oignon, pomme, olive, tomate.
Myrricétine Canneberg, vin rouge.
Quercétine-3-glucoside Oignon
Quercétine-3-rhamnoglucoside (rutine) Thé noir
Flavones
Chrystine Peau des fruits
Apigénines Persil, thym, romarin, céléri
Lutéoline Persil, céleri

Lutéoline-7-apiosylglucoside

Poivre rouge

Flavonones

Naringénine

Fruits des genres citrus

Hespertine-7-rhamnoglucoside

Jus d’orange

(Hesperidine)
Naringenine-7-rhamnoglucoside Jus d’orange
(Narirutine)
Flavan-3-ols
Epicatéchine Thé vert, thé noir
Catéchine Thé vert, thé noir, pomme
Epigallocatéchine Vin rouge
Anthocyanidol
Cyanidol Cassin, myrtille
Malvidol Raisin, fraise, cassis
Apigénidol Framboise, fraise
Isoflavones
Genisteine-7-glucoside Soja
Daidzeine-7-glucoside Soja
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Tableau I1-4: Sources alimentaires des flavonoides.

I1-3-4-5-Propriété des flavonoides:
I1-3-4-5-1-Propriétés anti-inflammatoires des flavonoides et effets sur le systeme
immunitaire:

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des
propriétés anti-inflammatoires [82, 83,84] et qu’ils sont capables de moduler le
fonctionnement du systéme immunitaire [85]. Les flavonoides sont de puissants
inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T [86,87]. Cet effet des
flavonoides sur les lymphocytes B ou T peut étre variable: en effet, les flavones
(apigénine, lutéoline et 7,3’,4’ hydroxyflavone) et les flavonols (kaempférol,
quercétine et myricétine) inhibent la prolifération des lymphocytes T alors que seule
la myricétine est active sur les lymphocytes B. L'explication est encore inconnue.

L’effet antiprolifératif des flavonoides pourraient s’expliquer par leur capacité a
inhiber I’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou protéine
tyrosine kinase) [86, 87]. Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la
libération d’histamine des basophiles et des mastocytes [88].

La phagocytose qui accompagne une infection virale ou bactérienne est suivie d’une
production d’especes oxygénées réactives par les neutrophiles ce qui va promouvoir
I’inflammation.

D’une manicre générale, les especes radicalaires, quelles que soient leurs origines,
peuvent induire des dommages tissulaires, favoriser le processus de vieillissement,
voire étre a I’origine de certaines pathologies telles que le cancer et 1’athérosclérose
[89]. Il est intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables de contrer
cette production d’espéces oxygénées par les neutrophiles [90]. Les flavonoides
inhibent également I’adhésion et 1’agrégation des plaquettes. L’hispiduline, une
méthoxyflavone, diminue par exemple I’agrégation plaquettaire en augmentant les
taux intracellulaires en AMPc a la suite d’une inhibition des phosphodiestérases [91].
En effet, I’accumulation d'AMPc plaquettaire semble interférer avec la mobilisation

de Ca®* impliqué dans I’agrégation de ces cellules [91].
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I1-3-4-5-2- Propriétés antivirales et antibactériennes:

La stratégie de recherche d’un composé antiviral consiste a mesurer la réduction
de l'infection virale de cellules en culture. Une substance peut agir a différents
niveaux du cycle viral :

v’ au niveau de I’adsorption du virus sur la cellule héte,

v’ au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hote,

v’ au niveau de la réplication du virus et la synthése des protéines virales,

v’ au niveau de I’assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule héte.

Les flavonoides sont capables d’agir au niveau de la syntheése des protéines
virales. Ce mécanisme semble étre impliqué dans la protection des souris
vis-a-vis d’une infection virale a la suite d’une administration journaliere de 3-0-
méthylquercétine a raison de 20 mg/kg pendant 9 jours [92]. Mucsi et Pragai en 1985
[93], ont également montré une corrélation entre 1’effet inhibiteur de certains
flavonoides sur divers virus de I’herpes et leur capacit¢ a augmenter les taux
intracellulaires en AMPc dans des cellules infectées.

Des travaux ont mis en évidence un impact des flavonoides sur le rétrovirus HIV
responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). De nombreux agents
sont susceptibles d’inhiber la réplication du rétrovirus du SIDA par une inhibition de
la reverse transcriptase.

Toutefois, ils peuvent étre toxiques pour ’organisme. Il a été étudié I’impact des
flavonoides sur la « reverse transcriptase ». Les flavonoides se sont montrés de bons
inhibiteurs de cette enzyme [94]. Cependant, leur impact semble plus fort sur ’ADN
et ’ARN polymérase de la cellule hote que sur la reverse transcriptase virale [95,96].
Récemment, des chercheurs ont montré que les flavonoides pouvaient avoir une
action plus sélective en interagissant avec une glycoprotéine de surface du virus HIV
(la gpl20), empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule hote [97]. Enfin, les
flavonoides seraient susceptibles d’inhiber I’intégrase rétrovirale du virus HIV-1.
Cette enzyme permet I’intégration du génome viral a celui de la cellule hdte. Des
études structure-activité devraient permettre de montrer quelles sont les molécules les
plus actives [98]. En fait, il semble que I’intérét éventuel des flavonoides ou d’autres
micro-nutriments pour combattre le virus du SIDA n’ait pas été suffisamment
approfondi.

Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens

puisqu’ils sont de puissants inhibiteurs in vitro de ’ADN gyrase [99]. Une étude a
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montré I’effet bactéricide de différentes flavanones sur un staphylococcus aureus
[100].
Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés

complexe. Parmi les hypothéses avancées, il faut citer :

v P’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes,
v la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la
chélation de métaux tels que le fer,

v 1'inhibition du métabolisme microbien [101].

I1-3-4-5-3-Propriétés anti-cancérigénes:

La quercétine, par exemple, est capable de diminuer, chez le rat, I’incidence des
tumeurs mammaires induites par le DMBA (7,12 diméthylbenz (a)anthracéne) ou la
NMU (Nnitrosométhylurée) [102]. Les études réalisées chez la souris abondent dans
le méme sens et mettent en évidence les effets protecteurs des flavonoides vis-a-vis
des promoteurs des tumeurs [103].

L’action antitumorale de la quercétine pourrait aussi s’expliquer par une

interaction de celle-ci avec le complexe calcium-calmoduline [104], qui jouerait aussi
un role dans le mécanisme d’action de nombreux promoteurs de tumeur.
C’est ainsi qu’un antagoniste de la calmoduline inhiberait 1’induction de 1'ODBC
(Ormitine Décarboxylase) par le TPA (12-0-tétradécanoylphorbol-13-acétate) [105].
Le complexe calcium-calmoduline pourrait faciliter I’action du TPA en augmentant la
synthése d’ADN dans les cellules de foie [106].

Les flavonoides peuvent ¢également interférer avec le métabolisme des
xénobiotiques [107], notamment en stimulant les systémes de détoxification [108].

En donnant a des rats ou a des souris une alimentation contenant de la flavone ou de
la quercétine, on peut observer des effets chimiopréventifs a divers niveaux, et en
particulier au niveau du foie par une stimulation de la glutathion-

S-transférase [109]. Enfin, les flavonoides peuvent inhiber les enzymes intervenant
dans D’activation des procarcinogénes en intermédiaires mutagenes et carcinogenes
[110]. Les résultats dans ce domaine sont difficiles a interpréter car les flavonoides

semblent avoir des effets divers sur I’activité des enzymes de détoxification [111].
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I1-3-4-5-4- Propriétés antioxydantes et impact sur la peroxydation lipidique:

Le role des radicaux libres et des espéces oxygénées réactives dans la gencse de
nombreuses maladies a fait ’objet d’un trés grand nombre de travaux [112].

Les radicaux libres sont des espéces chimiques présentant un ou plusieurs
¢lectrons célibataires (le radical hydroxyle OHe, I’anion superoxyde O2+—, I"oxyde
nitrique NO- ...). IIs sont produits naturellement dans 1’organisme :

v’ au niveau de la respiration mitochondriale lorsque I’oxygéne échappe a la

réduction complete en H, O ;

v’ au niveau de certains organites cellulaires tels que les peroxysomes ;

par diverses oxydases cellulaires ;

v’ au cours de la phagocytose.

De plus, les UV, la pollution, de nombreux agents chimiques peuvent tre a
I’origine d’une production accrue de radicaux libres. Frenkel et Chrzan (1987) ont
montré que des promoteurs de tumeurs tels que le (TPA) peuvent également induire la
formation de peroxyde d’hydrogéne par des leucocytes humains et provoquer des
coupures de ’ADN [113].

L’organisme posseéde ses propres mécanismes de défense permettant de lutter
contre les radicaux libres ou les especes oxygénées réactives, 11 s’agit principalement
d’enzymes cytosoliques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase,
glutathion transférase).

L’action protectrice de ces enzymes est complétée par celle de différents
réducteurs présents dans les structures lipoprotéiques, (a-tocophérol, caroténoides,
lycopéne, ubiquinol) et dans le cytosol (acide ascorbique, glutathion réduit). De plus,
certaines protéases semblent avoir pour role de reconnaitre et de dégrader
spécifiquement les protéines oxydées empéchant ainsi I’accumulation de protéines
altérées et endommagées dans la cellule [114]. De plus, de nombreuses protéines ont
un role antioxydant puisqu’elles vont pouvoir capter, stocker et transporter des
métaux de transition (albumine qui piege le cuivre, ferritine qui stocke le fer) : en
séquestrant ainsi ces métaux, ces protéines préviendront par exemple la formation de
radical OH* par la réaction de Fenton :

Fe*" +2H,0— OH +OH + Fe’
Dans les conditions physiologiques normales, du fait de 1’efficacité des systemes

de défense, ces radicaux libres n’auront pas d’effets néfastes majeurs. Toutefois, si
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des quantités importantes de radicaux sont générées, dépassant les possibilités de
protection enzymatique et épuisant le pool de divers capteurs, alors, ces radicaux
libres vont engendrer :

v' des peroxydations lipidiques favorisant I’athérosclérose et le vieillissement,

v des modifications oxydatives des protéines les rendant inactives,

v des dommages oxydatifs de I’ADN et de I'ARN aboutissant a des mutations et

a la cancérisation.

L’intérét métabolique des antioxydants alimentaires fait, a I’heure actuelle, I’objet
d’un grand nombre de travaux. Parmi ces antioxydants, de nombreux auteurs ont mis
en ¢évidence le rdle prépondérant des polyphénols [115]. Les flavonoides sont
susceptibles de réagir avec la plupart des especes réactives oxygénées [116]. En fait,
leur activité antiradicalaire nécessite:

v’ La structure ortho-diphénolique du cycle B, qui est essentielle a I’activité des

flavonoides possédant un hétérocycle saturé.

v La double liaison 2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo-, qui est responsable

de la délocalisation d’¢électrons stabilisant le radical aroxyl.

v’ Les hydroxyles en positions 3 et 5 qui permettent une activité

antiradicalaire maximale.

Les flavonoides et en particulier la quercétine qui présente les trois ¢léments de
structure décrits ci-dessus, sont des piégeurs efficaces des radicaux hydroxyles et
peroxydes particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique [117].

Enfin, les flavonoides possédant une structure catéchol sur le cycle B, et en
particulier la (+)-catéchine, sont des piégeurs de 1’oxygéne singulet, une forme
réactive de I’oxygene.

Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la peroxydation lipidique [118],
ce qui est un élément important pour la protection des membranes cellulaires et qui
complete les systemes enzymatiques de défense cellulaire [119].

Le role protecteur des flavonoides ou de divers acides phénoliques vis-a-vis de la
peroxydation lipidique a fait ’objet d’une étude exhaustive. Un trés grand nombre de
ces molécules semblent plus efficaces que le trolox (une forme soluble de 1’a-
tocophérol) pour prévenir la production de diénes conjugués induite par le cuivre. Les
flavonoides préviennent efficacement la peroxydation lipidique puisqu’ils peuvent
réagir avec la plupart des radicaux libres susceptibles d’arracher un hydrogene sur le

groupement CH2 situé entre les deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés.
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Comme I’a-tocophérol, ils formeraient des espéces radicalaires intermédiaires peu
réactives. De plus, ils pourraient agir en chélatant les métaux de transition tels que le
cuivre et le fer [120]. Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de I’oxydation des
LDL (Low Density Lipoprotein) [121]. Cependant, leur teneur dans les lipoprotéines
est mal connue, a la différence d’autres antioxydants incorporés dans les lipoprotéines
tels que D’a- tocophérol, le [-caroténe, le lycopéne. On considére que la
lipoperoxydation peut démarrer lorsque ces antioxydants sont €puisés. La question se
pose de savoir dans quelle mesure les composés natifs (flavonoides ou acides
phénoliques) ou des métabolites liposolubles provenant des polyphénols peuvent
s’incorporer dans les LDL, agir en synergie ou remplacer les autres antioxydants
normalement présents dans ces particules. Si leur biodisponibilité était suffisante, les
flavonoides auraient la capacité d’interagir avec les radicaux libres empéchant ainsi la
dégradation des antioxydants endogenes [122].

Les LDL oxydés sont cytotoxiques vis-a-vis des cellules endothéliales en culture.
Elles augmentent la peroxydation lipidique cellulaire et provoquent une déplétion en
ATP et en glutathion. La rutine est capable d’inhiber la déplétion intracellulaire en
ATP et en glutathion et donc empéche la cytotoxicité des LDL oxydées vis-a-vis des
cellules endothéliales en culture induite par les LDL oxydés [123].

D’apres une enquéte récente de Hertog et ses collaborateurs. en 1993, la présence
des flavonoides en quantité importante dans 1’alimentation diminue de 68% les
risques cardiovasculaires par rapport a une alimentation qui en est faiblement pourvue
[124]. Parmi les composés les plus antioxydants, on peut citer 1’épigallocatéchine
gallate, la catéchine, la quercétine, la lutéoline, la myricétine et I’apigénine mais aussi
des acides phénoliques tels que les acides caféique et chlorogénique. La théorie du
paradoxe frangais, a savoir qu’une grande partie de la population ingere autant de
graisses que les Américains tout en présentant un moindre risque cardiovasculaire, a
¢été reliée a une consommation plus abondante de produits végétaux et en particulier a
celle de vin, riche en flavonoides [125]. Il a été montrée chez ’homme, que la
consommation de vin rouge, contrairement au vin blanc, augmente la capacité
antioxydante du sérum [126], et réduit la susceptibilité des LDL a ’oxydation [117].
Le thé est également une source importante de flavonoides. La consommation de thé
pourrait contribuer a diminuer les taux de cholestérol plasmatiques [127], et

participerait a la protection des lipoprotéines.
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Cependant, les influences nutritionnelles sont toujours trés complexes et il est
nécessaire de réunir le maximum de facteurs favorables pour bénéficier des effets

protecteurs potentiels de 1’alimentation.

I1-3-4-5-5- Propriétés pro-oxydantes des flavonoides : [128-130]

Nous avons décrit précédemment des propriétés antioxydantes des flavonoides

mais il ne faut pas négliger leurs propriétés pro-oxydantes.
Parfois les flavonoides jouent un réle de pro-oxydants. En effet, plusieurs d’entre eux
ont été décrits comme responsables d'auto-oxydation et de la génération de radicaux
oxygénés actifs, comme le peroxyde d’hydrogene. Ainsi, ils seraient capables de
réduire le fer ferrique (Fe’) en fer ferreux (Fe’") aboutissant a la formation de
radicaux hydroxyles par réaction entre Fe** et 2 H, O.

En définitive, certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de I’atteinte
oxydative de ’ADN, des protéines et des glucides in vitro. Ainsi, le potentiel pro-
oxydant de ces composés ne doit pas étre négligé dans le mécanisme d'action des
flavonoides. L’activité pro-oxydante est le résultat de la capacité a réduire les métaux
comme le Fe’™ pour donner Fe** qui réagira avec O, ou 2 H, O avec génération
d’initiateurs de I’oxydation.

Les attaques oxydatives des tissus in vivo induites par la réaction de Fenton sont
les sources biochimiques principales du radical hydroxyle. Cette réaction est
dépendante de la présence de fer non li¢ aux protéines. C’est pourquoi la clarification
du réle des métaux réduits actifs et des agents réducteurs comme catalyseurs de
I’oxydation de molécules in vivo est intéressante.

Il semblerait que les composés phénoliques réduisent le Fe'* et catalysent la
formation de radical hydroxyle qui est responsable des dommages oxydatifs du
désoxyribose, des bases de I’ADN et d’altérations diverses de I’ADN. Désormais, il
s’agit d’¢éliminer les propriétés pro-oxydantes des composés phénoliques doués d’une
activité¢ antioxydante tout en gardant cette derniere intacte, c’est pourquoi d’autres

études doivent étre menées a ce sujet.
I1-3-4-5-6- Propriétés anti-ulcéreux:
Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été démontré que la quercétine et

la naringénine jouent un role important dans la réduction de l'ulcére et la protection
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des cellules gastriques. Il a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un
mécanisme complexe impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux
libres, et également I’inhibition de la production de leucotriénes [131]. D'autres études
ont permis d'établir une relation étroite entre les propriétés antiulcéreuses de la
quercétine, naringénine, rutine et kaempférol, et la production du PAF (Platelet
Activating Factor) qui est un agent ulcérogene potentiel [132]. En effet, il s'est avéré
que la réduction des dommages gastrointestinaux est due probablement a l'inhibition

du PAF par ces flavonoides.

I1-3-4-5-7- D’autres effets biologiques :

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabeéte ou du moins le réduire en
inhibant 1'enzyme aldose réductase [133]. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine
possede un effet hypoglycémiant chez des animaux diabétiques. [134,135]. Certains
flavonoides peuvent entraver 1'athérosclérose et par conséquent réduisent le risque des

maladies cardiovasculaires [136].

I1-3-4-6-Extraction, isolement, purification et analyse
structurale des flavonoides :

Une ¢étude phytochimique d’une plante passe impérativement par les étapes
suivantes :

¢ Récolte du matériel végétale

% Extraction

¢ Séparation et purification

+¢ Identification structurale des produits isolés

I1-3-4-6-1-Récolte du matériel végétal :

Le choix du matériel végétal n’est en aucun cas fait d’une maniére aléatoire.
Méme si I’objectif est préablement fixé, il faut toujours vérifier tout au début que le
végétal choisi contient bien les produits qu’on se propose de rechercher. Ce dernier
point consiste a faire des screening permettant d’évaluer et d’apprécier a sa juste
valeur ou a la limite d’une maniere plus ou moins qualitative que quantitative la

composition du matériel végétal a étudier.
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La période et le lieu des récoltes doivent étre bien choisis. Les récoltes sont
effectuées au moment de la floraison, et se situent en ce qui nous concerne
généralement entre les mois d’avril et juillet selon le lieu de la station de récolte.

Les produits que I’on se propose d’étudier ne sont pas répartis de la méme fagon
dans les différentes parties du végétal. Ainsi les différents organes de la plante sont
souvent séparés aprés la récolte puis séchée a 1’abri des rayons solaires et de

I’humidité et pesés [137].

I1-3-4-6-2-Extraction des flavonoides :

Dans la littérature, il existe différentes méthodes d’extraction des composés
phénoliques, notamment les flavonoides [138, 139]. L’une de ces méthodes est
adoptée par notre laboratoire. Les étapes essentielles sont :

% La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel

végétal en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes

actifs. C’est une extraction qui se fait a température ambiante.
¢ Extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de polarité
croissante. Les solvants les plus utilisés sont : le chloroforme qui permet

I’extraction des aglycones méthoxylés et peu hydroxylés, I’acétate d’éthyle qui

permet I’extraction des aglycones polyhydroxylés et monoglycosylés, et en

dernier le n-butanol qui accéde aux hétérosides polyglycosylés et aussi les
hétérosides de type C-glycosyle.
s Les extraits obtenus sont ensuite évaporés a sec et pesés pour un éventuel

traitement de séparation chromatographique.

11-3-4-6-3-Méthode de séparation et de purification :

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les
différences d’affinité des substances a analyser a 1’égard de deux phases, ['une
stationnaire, I’autre mobile. Selon la technique chromatographique mise en jeu, la
séparation des composants entrainés par la phase mobile résulte, soit de leur
absorption et de leur désorption successive sur la phase stationnaire, soit de leur
solubilité différente dans chaque phase dans le cas ou les deux phases sont des

liquides.
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Il existe plusieurs méthodes de séparation chromatographique en fonction de
I’objectif fixé au préalable et de la faisabilit¢ de la méthode. On peut envisager une
chromatographie sur colonne (C.C), sur couche mince (C.C.M) ou sur papier (C.
papier).

Enfin, on peut considérer également la chromatographie liquide a haute pression
(C. L. H. P) et la (C. P. G), qui se présentent comme ¢&tant des techniques
instrumentales basées sur les mémes principes que ceux de la chromatographie
classique.
a-Chromatographie d’adsorption sur colonne :

Elle est basée sur I’utilisation d’une phase stationnaire comme gel de silice, la
cellulose ou le polyamide et une phase mobile constituée par divers systémes de
solvants comme ¢luant. Elle est la plus utilisée pour la séparation des quantités
importantes de mélanges complexes [139]. L’¢lution peut se faire sous forme
isocratique ou sous forme d’un gradient. En principe, la phase mobile est composée
des mémes solvants que ceux utilisés pour la CCM analytique. Toutefois, 1’élution
peut-€tre accélérée grace a 1’addition progressive de solvant de plus en plus polaire
par rapport a la phase initiale.

b- Chromatographie sur papier : CP

On peut utiliser du papier ordinaire, mais il est préférable de se procurer du papier
congu pour cet usage, ayant un faible taux d’impuretés et dont les caractéristiques sont
uniformes. Les marques principales sont Wattman, Schleider et Shull, Durieux et
Arches. Il existe huit Catégories de papier Wattman, classées selon leur épaisseur, la
texture de leur surface et la vitesse avec laquelle I’eau y diffuse. Par exemple le papier
Wattman n°1 est le plus utilis¢, mais si ’on désire une grande vitesse d’écoulement
modérée on utilisera le n°3 ou le n°4 ; le papier n°20 est tres lent, mais il permet une
meilleure séparation, donnant des taches trés denses et uniformes.

La description de 1’analyse par chromatographie sur papier est identique a celle sur
couche mince. [140]
c- La chromatographie sur couche mince : CCM

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique
rapide, simple et peu coliteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification
des différents métabolites. Elle repose principalement sur le phénomeéne d’adsorption
avec comme phase stationnaire une couche d’absorbant (gel de silice ou autre) étalé

uniformément sur un support en aluminium ou en verre de dimensions variables
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(généralement 20 x 20 cm, 10 x 10cm ou 5 x 10cm) avec une épaisseur comprise
entre 0.5 et 2 mm et une phase mobile comme éluant. Elle est composée d’un solvant
unique ou d’un mélange de solvants qui migrent lentement le long de la plaque en
entrainant les composants de 1’échantillon déposé [141].

Une fois le développement du chromatogramme effectu¢, la plaque est séchée a
température ambiante puis examinée sous UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et 365
nm).

Si nécessaire, les taches du chromatogramme sont révélées par pulvérisation de
réactifs approprié¢s. On détermine alors, pour chaque constituant, le Rapport frontal

(Ry).

d- La chromatographie sur couche mince préparative :

La CCM préparative est une technique chromatographique utilisée dans la
séparation et I’isolement de divers métabolites présents dans un mélange peu ou pas
complexe. Elle dérive de la chromatographie sur couche mince mais dans ce cas, les
zones de silice correspondante aux taches sont récupérées de la plaque contrairement
a la CCM analytique. En utilisant diverses phases stationnaires et les systémes de
solvants appropri€s, on examine les bandes des constituants sous lumiére UV ou on
révele une frange de la plaque par pulvérisation avec le réactif adéquat [141].

La purification ultime des composés phénoliques isolés se fait généralement sur une

colonne de Sephadex LH20 en utilisant le méthanol comme ¢éluant.

e- La recristallisation:

C’est une méthode de purification utilisée dans la plupart des cas pour les
composé€s pouvant se présenter sous forme de cristaux. Elle s’utilise méme sur de
petites quantités mais n’est pas utilisable avec les huiles et d’autres composés
liquides.

Le principe de cette technique est basé sur la solubilité des mélanges a séparer.
En effet, lorsqu’on veut isoler ou purifier un composé présent dans un mélange par
cette technique, la premicre étape consiste a trouver le meilleur solvant de
recristallisation. On appelle meilleur solvant de recristallisation, le solvant dans lequel
le produit a cristalliser est peu soluble a froid et treés soluble a chaud alors que les

impuretés sont solubles a chaud et a froid.
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Par chauffage suivi immédiatement de filtration, on ¢élimine une partie des
impuretés insolubles a chaud. Le refroidissement permet au produit de cristalliser. La
filtration suivante permet d’éliminer le solvant et la partie des impuretés solubles a
froid. [142]
11-3-4-6-4-Méthodes d’analyse et d’identification structurale des flavonoides :

a- Effet du rapport frontal (Ry) :

Le rapport frontal (Ry) est défini comme étant le rapport de la distance entre la

tache du produit et ’origine d’une part et la distance entre I’origine et le front de

solvant d’autre part. [143]

Distance parcourue par le composé

" Distance parcourue par le front de solvant

% Le Ryest caractéristique d’une substance donnée pour un éluant déterminé sur
un support (phase stationnaire) donné.
% Le Rrest a peu prés le méme, que le constituant soit pur ou dans un mélange.

% Le Ryne dépend pas de la concentration du constituant dans le mélange.

Figure II-39 : Plaque chromatographique ¢éluée permettant le calcul du

Rf
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Tableau II-5 : L’effet de la substitution du squelette flavonique sur la valeur du

Rt

Structure flavonique R¢

. % Ry diminue dans les systémes de solvants
Augmentation des groupes .
organiques et augmente dans les systemes de
hydroxyles
solvant aqueux.

Méthylation des hydroxyles % Ry augmente dans les systémes de solvants

organiques et diminue dans les systemes de

solvant aqueux.

¢ Ry diminue dans les systémes de solvants
Glycosylation organiques et augmente dans les systémes de

solvants aqueux.

b-La fluorescence sous lumiére de Wood :

La fluorescence sous lumicre de Wood (la longueur d’onde de 365 nm) des
flavonoides donne des renseignements trés utiles sur leurs structures chimiques
préliminaires.

Le tableau II-6 montre la relation entre la fluorescence et la structure chimique [144,

139].

Tableau I1-6 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood et les
structures flavoniques.

LA FLUORESCENCE LES STRUCTURES POSSIBLES

Violette noire ¢ Flavones avec 5, 6,7 ou 5,7, 8 trihydroxy
+ Flavonol avec 3-OR.

+* Chalcones.

Bleue + Flavone ou flavonol sans OH en 5.

% Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.

Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

X4
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Jaune ou jaune terne % Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH

L)

>

Orange fluorescente ¢ Isoflavones

L)

X/
L X4

Jaune-verte Aurones

X3

%

Bleu-verte Flavanone sans 5-OH

c- La spectrométrie UV-visible :

Les techniques de spectroscopie UV-Vis sont des méthodes simples et rapides qui
fournissent des informations sur la nature chimique, les propriétés structurales et les
caractéristiques optiques des composés.

C’est une méthode quantitative et qualitative de grande utilité pour les analyses
chimiques. Dans les composés, chaque chromophore absorbe a une longueur d’onde
bien déterminée. Ceci permet de caractériser les molécules.

La mesure de I’absorption UV permet également de connaitre ou déterminer la
composition chimique d’un mélange, par comparaison avec des témoins.

Dans notre étude, cette technique a été utilisée dans 1’¢lucidation structurale des
composé€s isolés par comparaison des spectres d’absorption avec des témoins
disponibles au laboratoire.

C’est la méthode la plus importante pour I’identification des structures flavoniques,
Elle est basée sur I’enregistrement d’un spectre dans un milieu alcoolique (méthanol

ou ¢thanol) qui sera caractérisé par deux bandes d’absorption principales [145].

c-1-le spectre UV visible dans le méthanol :
Le spectre d’absorption UV-Vis des composés phénoliques (flavones et

flavonols), dans le méthanol est caractérisé par deux bandes :
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-
|
;

Benzoyle/cinnamoyle

Figure I1-40: les formes absorbantes des flavonoides
% Labandel:
Présente un maximum d’absorption entre 300-400nm, elle est attribuée a
I’absorption du systeme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du
groupement carbonyle avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, elle donne,
alors des renseignements sur les variations structurales du cycle B et

I’hétérocycle C.

Flavone
H Flavonol

Forme cinnamoyle 74

Figure I1-41 : La forme cinnamoyle
% Labandell:
Présentant un maximum d’absorption entre 240-280nm, elle est attribuée
I’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement
carbonyle avec le noyau A est nous informe sur les variations structurales du

cycle A.
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Flavone

R=H
R = OH Flavonol

Forme benzoyle 74

Figure 11-42 : La forme benzoyle

La nature des flavonoides peut étre déterminée selon les valeurs de la bande I et la

bande II le tableau 9 montre la relation entre le squelette flavonique et la position des

bandes I et I1. [146]

Type de flavonoides Bande 1 Bande IT (nm)
(nm)
% Flavones 310-350 250-280
¢ Flavonols (3-OH libre) 350-385 250-280
¢ Flavonols (3-OH substitué) 330-360 250-280
% Isoflavones 310-330 245-275
% Flavanones et 300-330 275-295
dihydroflavanols
¢ Chalcones 340-390 | 230-270 faibles intensités
% Aurones 380-430 | 230-270 faibles intensités
¢ Anthocyanidines et 465-560 270-280
anthocyanines

Tableau II-7 : Relation entre les squelettes des flavonoides et la position des

bande I et 11 [147]

L’addition de divers réactifs au flavonoide permet de localiser les substituants sur
le squelette flavonique ou en général la présence d’un hydroxyle libre provoque un
effet bathochrome (déplacement vers les grandes longueurs d’ondes). Pour une
méthylation ou glycosylation des positions 3, 5 et 4 hydroxylées, un déplacement

hypsochrome est noté par la bande I.
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c-2- le spectre UV en présence de réactifs :
Les réactifs souvent utilises sont : NaOH, NaOAc, NaOAc + H;BO;, AICl; et
AICI;+HCIL Certaine d’entre eux forment des complexe tels que AICI; et H3BO;.

c-2-1-P’addition de AICL; et AICL; + HCI :

L’addition de AICl; a la solution du flavonoide dans le méthanol méne a la
formation de complexes entre les hydroxyles ortho, I’hydroxyle en 3 et la fonction
carbonyle et ’hydroxyle en position 5 et la fonction carbonyle [148]. Ce qui entraine
un effet bathochrome de la bande I mais 1’addition de HCI provoque la disparition des
complexes instables et le maintien des complexes stables (hydroxyle et carbonyle).
Ceci se manifeste par un déplacement hypsochrome de la bande I par rapport a celui
en présence d’AlCI3 et bien évidement un effet bathochrome moins important par

rapport au spectre dans le méthanol pris comme référence.
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complexe stable

Figure 11-43: Formation des différents types de complexes aprés addition

d’AICI3 et en présence de HCI

c-2-2- I’addition de NaOAc + H;BO; :
Le H3;BOs est additionné a I’échantillon en présence de NaOAc et les informations
apportées indiquent 1’existence ou I’absence d’hydroxyle ortho sur le cycle B ou sur
le cycle A (6,7 ou7, 8) a cause des complexes formés, 1’effet qui se manifeste est un

effet bathochrome de la bande I par rapport au spectre dans le méthanol [149].
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c-2-3-I’addition de NaOH et de NaOAc :

% NaOH :

L’addition du NaOH indique le nombre et la position des hydroxyles libres sur
le squelette flavonique essentiellement les OH des positions 7, 4, 3 par effet
bathochromique de la bande 1.

% NaOAc:

Ce réactif sert a détecter les groupements hydroxyles essentiellement celui la
position 7 par un léger effet bathochrome de la bande 11, il ionise les OH les
plus acides comme les hydroxyles des positions 3,7 et 4 [149]. Le tableau 9
donne les informations obtenues des spectres en présence de réactifs. [147,

150, 151]
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Déplacement en nm
Réactifs Interprétation
Bande 1 Bande 11
304-350 250-280 Flavones
MeOH 352-385 250-280 Flavonols (3-OH)
350-380 250-280 Flavonols (3-OR)
+44 3 65 ,
1)- avec stabilité d’intensité 4 -OH
NaOH 2)-avec diminution d’intensité 3-OH et 4-OR
une nouvelle bande entre 320-335 7-OH
+20a45 5- OH
-20 a-40 Ortho di OH (noyau
-20a-25 B)
AlCI+HCVAICI Ortho di OH (noyau
A) +ortho di OH
(noyau B)
+172a20 5- OH (avec 6-
+35a55 oxygénation)
AlC; 5-OH flavone et 3-
+HCI/MeOH +50a60 OMe flavone
3- OH avec ou sans
5- OH
+5a20 7- OH
Déplacement tres 7- OR o
faible 6,7;7,80u3,4 di
Diminution OH
NaOAc /MeOH || 4’ intensité
Avec le temps 5, 6,’7 ;5,7,80u 3,
Le spectre se 3 ,4—-triOH
décompose
Avec le temps
NaOAc + H;BO; +12436 3,4 diOH
+5a10 6,7,0u7, 8 di OH

Tableau II-8 : Les informations obtenues en présence de réactifs.
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d-L’hydrolyse acide des hétérosides :

Cette manipulation concerne dans un premier temps les flavonoides O-glycosylés,
elle renseigne sur la nature du sucre qui peut étre étudi€¢ une fois détaché ainsi que
celle de I’aglycone. L’identification du sucre se fait par Co-chromatographie avec des
solutions authentiques.

Les hétérosides C-glycosylés résistent a 1I’hydrolyse acide, cette propriété permet de

différencier ce type de liaison dans les flavonoides glycosylés [152].

e- La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La résonance magnétique nucléaire ou RMN est une technique utilisée pour
I’analyse des structures de nombreuses molécules chimiques. Elle sert principalement
a la détermination structurale des composés organiques. Les principaux noyaux
¢tudiés sont le proton 1H, le carbone 13C, le phosphore 31P, et ’azote 15N.

Cette méthode repose essentiellement sur le phénomeéne de magnétisme.

En effet, les noyaux de certains atomes (1H, 13C, etc....) possédent un moment

magnétique nucléaire, c'est-a-dire qu’ils se comportent comme des aimants
microscopiques caractérisés par une grandeur quantique appelée «le spiny.
La technique de RMN ¢étudie le comportement des noyaux atomiques en présence
d'un champ magnétique externe. Le champ magnétique appliqué aux produits entraine
un dédoublement des niveaux d'énergie du spin nucléaire, de sorte qu'on puisse
induire des transitions entre eux, suite a I'absorption d'une radiation électromagnétique
adéquate. Les échantillons sont dissous dans un solvant déterré qui peut €tre du
méthanol, du chloroforme, de la pyridine etc....

Ces solvants possédent des déplacements chimiques spécifiques. Le tube
contenant I’échantillon est soumis au champ magnétique permettant ’obtention des
spectres utiles a la I’¢lucidation structurale. [153]

Différentes techniques peuvent étre utilisées :

+* RMN monodimensionnelle (RMN - 1D) :
v" RMN proton (1H) :
Le spectre RMN du proton est une méthode puissante utilisée dans la
détermination structurale des composés organiques inconnus. I1 fournit de
nombreuses informations telles que, les différents types d’hydrogénes

présents dans la molécule analysée, les différents types d’hydrogenes

100



Chapitre II Métabolites secondaires

présents dans I'environnement électronique, le nombre d'hydrogenes
"voisins" d’un hydrogéne donné et le déplacement chimique
caractéristique de chaque proton.

v" RMN carbone (13C): DEPT 135° et Jmod

Dans cette expérience, chaque atome de carbone qui est dans un
environnement unique provoque une créte distincte sur un spectre.
Généralement, cette technique permet de mettre en évidence tous les
carbones de la molécule.

L'analyse se base sur les déplacements chimiques observés en fonction de
I'environnement de chacun des atomes de carbone. Cette expérience
permet la mise en évidence des carbones primaires (CH3), secondaires
(CH2), tertiaire (CH) et dans une moindre mesure les carbones
quaternaires.

La différence majeure entre le DEPT 135° et le Jmod, réside dans le fait
que les carbones quaternaires sont détectés avec le Jmod alors qu’ils ne le

sont avec le DEPT 135°.

+* RMN bidimensionnelles (RMN — 2D) :

/7

Les expériences de RMN-2D reposent sur une succession de trois intervalles
de temps, le temps de préparation, le temps d'évolution et le temps de
détection.

Dans certaines autres expériences, il peut s’ajouter une autre période avant la

détection, c’est le temps de mixage. [154]

«* Corrélations homonucléaires :

v COSY (1H - 1H). cette expérience fournit des informations sur les
couplages homonucléaires 2J et 3J (protons séparés par deux ou trois
liaisons) entre les protons voisins et ceux qui sont adjacents.

v" NOESY (1H — 1H) : cette technique permet d’observer, dans I’espace,
les corrélations entre protons (effets Overhausser) d’une méme

molécule.
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% Correlations hétéronucléaires :

v' HSQC (1JH-C) : cette technique permet d'observer les couplages
chimiques entre les carbones et les protons directement liés entre eux.
Toutefois, elle ne permet pas d'observer les déplacements chimiques
des atomes de carbones quaternaires.

v' HMBC (2JH-C, 3JH-C) : cette technique permet de répondre aux
problémes précédemment posés, puisqu'elle permet la détection des
couplages longue distance 2JHC, 3JH-C, et permet de déduire les

carbones quaternaires couplés aux protons.

f- La spectrométrie de masse :

La spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible

qui permet de déterminer le poids moléculaire d’un produit pur ou de recueillir des
informations structurales a partir de la nature des fragments obtenus.
Le principe de la spectrométrie de masse est basé sur I’ionisation des molécules
introduite dans P’appareillage. L’ion ainsi obtenu, appelé ion moléculaire, permet la
détermination de la masse molaire du composé. Il peut y avoir ruptures de liaisons
chimiques au sein de I’ion moléculaire, avec formation d’ions fragments
caractéristiques puisque cette dissociation éventuelle ne se fait pas au hasard mais
selon des mécanismes bien déterminés. L’ensemble de ces ions constituent le spectre
de masse dont la lecture permet I’identification de la structure moléculaire. Il existe
plusieurs analyses en spectrométric de masse. Celles généralement utilisées sont
énumérées ci-dessous:

¢ L’électrospray ou l'ionisation par électronébulisation (ESI)

¢ L’ionisation par impact électronique (IE)

¢ L’ionisation chimique a pression athmosphérique (APCI)

¢ Le Fast Atom Bombardment (FAB)

Dans cette derniére technique 1’ion moléculaire n’est pas toujours observable.

On observe généralement, I’ion correspondant au poids moléculaire plus un
proton [M+H] . D’autres ions adduits peuvent se former lorsqu’il existe des
impuretés de sel ou par addition de chlorure de sodium NaCl (on obtient I’ion
[M+Na] ), ou de chlorure de potassium (on obtient I’ion [M+K] ). Ces informations

permettent de déduire le poids moléculaire du composé étudi¢. [155]
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Chapitre III Etude phytochimique de Matricaria Chamomilla

II1-1-Place dans la systématique :
Ce classement se réfere a la classification botanique présenté dans le tableau

suivant :

[ Branchement => [ Spermatophytae

[ Sous branchement => [ Angiospermae

[ Classe ] => [ Dicotyledoneae

[ Ordre ] => [ Companulatae

[ Famille ] => [ Compositae

. Sous-famille — . Tubuliflorae

L Tribu : L Inuleae

[ Genre ] => [ Matricaria ]

[ Espéce ] —> [ Chamonmilla ]
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ITI-2-Description de I’espéce Camomille :

La camomille est une plante vivace de 50 a 70 cm de haut. Les tiges sont

ramifiées et raides. Les feuilles sont pennées ou bipennées et divisées en plusieurs
segments a limbe crénelé. Les capitules ressemblent a ceux d’une marguerite avec
leur centre jaune et leur couronne de ligules blanches.
Ces capitules sont regroupés en corymbes. Le fruit est un akéne surmonté d’une
couronne courte et crénelée. Son nom provient du grec khamaimélon (pomme
rampante) a cause de l'odeur agréable de pomme verte de ses feuilles et matrix
(matrice) ou matricaria (femme) car utilisée lors des troubles de la menstruation et
lors de 1'accouchement

La camomille, originaire des Balkans, est retrouvée aujourd’hui en Europe, en
Afrique et en Amérique du Nord. Elle s’accommode de tous les sols, mémes calcaires,
et croit essentiellement dans les jardins ou le long des murs, et dans les décombres
humides.

On utilise les parties aériennes fleuries de la plante dont la concentration en

parthénolide est maximale au moment de la floraison.

Figure III-1 : Matricaria chamomilla
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Figure I11-2 : Photo de matricaria chamomilla

III-3- Extraction de Matricaria chamomilla :

La poudre du matériel végétal (feuilles et fleures, 2 kg) est mise a macérer a
température ambiante (le materiel végétal pulvérisé présentera une plus grande surface
de contact avec les solvants extracteurs, ce qui permettra d’améliorer le rendement
d’extraction) dans un mélange hydroalcoolique (Ethanol/Eau ; 70/30 ; v/v).

Cette macération est répétée 4 fois avec renouvellement du solvant et dure dans
chaque cas de 24 a 48 heures.

Apres concentration a une température n’excédant pas 35 °C, I’extrait éthanolique
dilu¢ avec de I’eau distillée a raison de 400 ml pour 1kg de matiére seéche. Apres
filtration, la solution a subi des extractions successives de type liquide-liquide en
utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par le chloroforme, puis
I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. La figure III-3 résume les différentes
étapes de I’extraction jusqu’a I’obtention des extraits bruts.

Les trois phases organique ainsi obtenus (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol)
sont séchées par du sulfate de sodium anhydre, puis filtrées, concentrés a sec sous

pression réduite, pesées et les rendements sont donnés dans le tableau III-1.
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Tableau I11I-1 : Rendements des extraits.

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement
Chloroforme 7 0,35%
2000g Acétate d’éthyle 12 0,6%
n-butanol 32 1,6%
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Matiére végétale

m= 2Kg

» Macération a froid dans un mélange
EtOH/Eau : 70/30 répété 4 fois (48heures).
> Filtration.

[ Extrait éthanolique

» Concentration non a sec (t=35°C).

> Dilution avec 800 ml de I’eau distillé.
> Filtration.

Filtrat

> Extraction par CHClI; (3fois) (2 heures).

> Décantation.

!

!

Phase aqueuse

> Extraction par AcOET

[ Phase organique [

» Concentration a sec

(3 fois) (2 heures).
> Décantation

!

Phase aqueuse

» Concentration a sec
35°C.

Extrait CHCL=5 g ‘[ Phase organique

> Extraction par n-Butanol
(3 fois) (2 heures).
» Décantation

Extrait AcOET=12 g

v

v

Phase organique

Phase aqueuse

U —

> Concentration a sec

60°C.

Extrait n-butanol=32 g

Figure III-3: Différentes étapes de ’extraction des parties aérienne de
MATRICARIA CHAMOMILLA
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I1I-4-Séparation et purification des composants de I’extrait acétate d’éthyle de la
camomille :
L’extrait acétate d’éthyle est soumis a des fractionnements successifs par différentes

méthodes chromatographiques conduisant a I’isolement des molécules pures.

I11-4-1- Fractionnement de I’extrait Acétate d’éthyle :

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de cet extrait,
nous avons procédé¢ a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice,
la meilleure séparation obtenue était avec I’¢luant Chloroforme/Méthanol (9.5 :0.5).

Un premier fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle de la camomille (12 g) a été
réalis€ par chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice de
granulométrie moyenne : 40-63 pm (230-400 mesh), Merk H60, réf. 9385.

L’extrait acétate d’éthyle dissout dans le méthanol est mélangé a une petite
quantité de gel de silice, ’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a
obtention d’une poudre homogene. Cette poudre est déposée sur une colonne de gel
de silice, préparée dans le chloroforme. La masse de silice utilisée correspond
approximativement a 30 fois le poids de I’extrait a séparer (360 g). L’¢lution a été
réalisée par du chloroforme enrichi progressivement par le méthanol. Les fractions
recueillies sont regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur
couches minces de gel de silice déposées sur feuilles d’aluminium (Merck) qui apres
développement dans des cuves en verre avec des systémes adéquats, ont été visualisées
a la lumiére du jour et sous lampe UV a 254 et 365 nm, puis révélées avec
I’anysaldéhyde et chauffées pendant 3 mn a 100°C. Les résultats obtenus sont
regroupés dans le tableau I11-2 :

Tableau III-2 : Résultats du fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle par la

chromatographie sur colonne.

SYSTEME D’ELLUTION )
Poids de la
[ Lots 50ml Fractions .
‘ CHCL% MeOH% fraction (mg)
‘ 1-3 F1 100 0 18,85
‘I 4 F2 100 0 8,98
“ 5-6 F3 100 0 30,28
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7-21 F4 100 0 96.98
22-31 F5 100 0 72,56
32 F6 100 0 20,60
33-42 F7 100 0 70,59
43-47 F8 82,83
99 1
48-49 F9 80,89
50-147 F10 862,67
148-156 F11 . ? 135,35
157-162 F12 116,50
163-169 F13 98,63
97 3
170-206 F14 1250,48
207-211 F15 96 4 40,81
212-225 F15 165,9
226-241 F16 95 5 298,9
242-250 F17 135,33
251-269 F18 115,84
270-311 F19 93 7 1025,35
312-354 F20 91 9 1165,96
355-371 F21 89 11 469,36
372-403 F22 87 13 1500
404-428 F23 85 15 709,3
429-469 F24 80 20 563,36
470-511 F25 75 25 160,36
512-554 F26 70 30 123,98
555-572 F27 60 40 112,59
573-595 F28 50 50 128,36
596-610 F29 40 60 190.30
35 65 147,35
611-734 F30 30 70 115,98
25 75 120,06
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20 80 127,39

735-789 F31 0 100 106,69

a-Etude de la fraction F10 :

La chromatographie de cette fraction sur plaques préparatives de gel de silice éluées
par le systéeme chloroforme/méthanol (90/10), a permis d’isolé un produit pur (F10-1),
les autres produits issus de cette séparation, sont sous forme de mélange en trés faible
quantité.

Le produit F10-1, un produit pur d’une couleur rose violette (m=12mg), il apparaitra
apres révélation.

b-Etude des fractions F15, F25 et F27 :

La recristallisation est une méthode de purification utilisée dans la plupart des cas
pour les composés pouvant se présenter sous forme de cristaux. Elle est utilisée méme
pour des petites quantités mais n’est pas utilisable avec les huiles et d’autres
composés liquides. Le principe de cette technique est basé sur la solubilité des
mélanges a séparer. En effet, lorsque I’on veut isoler ou purifier un composé présent
dans un mélange par cette technique, la premicre étape consiste a trouver le meilleur
solvant de recristallisation. On appelle meilleur solvant de recristallisation, le solvant
dans lequel le produit a cristalliser est peu soluble a froid et trés soluble a chaud alors
que les impuretés sont solubles a chaud et a froid. Par chauffage suivi immédiatement
de filtration, on ¢élimine une partie des impuretés insolubles a chaud. Le
refroidissement permet ensuite au produit de cristalliser. La filtration suivante permet
d’¢éliminer le solvant et la partie des impuretés solubles a froid.

» La fraction F 15 a été recristallisée dans le systeme CHCIl;/MeOH (avec un
peu de chloroforme), apres chauffage, filtration, séchage lent (a I’aire libre),
des cristaux sous forme d’aiguilles blanches sont formés. Ce produit
(m=43mg) donne une coloration noire violette sous la lumiere de Wood et
jaune apres révélation a base d’anisaldéhyde.

» La fraction F25 a subi une recristallisation dans un mélange
chloroforme/méthanol menant a la formation de cristaux jaunes qui apres
plusieurs lavages successifs a 1’acétone, ont donné un produit pur F25-1 de

masse 45 mg.
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» La fraction F27 a été recristallisée dans le systtme CHCls/MeOH, aprés
chauffage, filtration et séchage des cristaux sous forme d’aiguille jaune sont
formés. Apres plusieurs lavages successifs a 1’acétone, on obtient un produit

pur F27-1 d’une masse m=27mg.

c-La fraction F22 :
La chromatographie sur colonne de la fraction F22(1,5mg), avec comme systéme
isocratique I’éther de pétrol/AcOEt/MeOH: 1/1/0,2, nous a permis de séparer deux
produit pur F 22-1 (2 mg) qui donne une tache noire-violette sous la lampe de Wood
et F 22-2 qui donne une tache noire sous la lumiére de Wood.
La sous fraction F22-3 a ¢té chromatographié sur plaque CCM dans le systéme
CHCI3/MeOH afin de séparer le produit F22-3-1.
d-La fraction F24 :
Une fraction de 723mg, a été chromatographi¢ sur plaques préparatives avec systeme
d’¢lution AcOEt/MeOH/H20 : 12/1/1, ce systeme nous a donne4 taches :

» F24-1 une tache bleu fluorescent sous ’'UV (365 nm), avec Img de masse.

» F24-2 une tache noir-violette sous ’'UV (365 nm), avec 4 mg de masse.

» F24-4 un produit majoritaire avec une couleur orangé sous I’'UV (365 nm),

avec I11mg de masse.

» F24-4 une tache jaune pale sous I’UV (365 nm), avec 3 mg de masse.
La sous fraction F24-4 a été purifi¢ a ’aide de la chromatographie sur plaques
préparative dans le méme systéme et on obtient un produit pur avec une masse de
7,5 mg.
e-Conclusion :

Les travaux de séparation chromatographique ont permis I’obtention de 8 produits

purs et natifs.
Nous n’avons pu obtenir que la structure de NB1, NB2 (F15-1 et F22-3)
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L’extrait AcOEt de
Matricaria chamomilla

!
N T R

F10 F15 F 22 F 24 F 25 F 27

ﬂ CCM 1 ﬂ Recristallisation1 ﬂ CC T ﬂ cem 1 Recristallisation
. . Préparative
Préparative

Y N
v Y \ 4 W W
F10 F15 F22 | | F22 | | F22 F24 | | F24 | | F24 || F24 F25 F27
=ll= == == 2= 3- 2= =3= 4- -1- -1-

Préparative

NB1 NB2

Figure I11-4 : Résumé des travaux chromatographiques
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II1-5- Méthodes de détermination de I’activité antioxydante :
Il existe plusieurs méthodes spectrophotométriques de détermination de
I’activité antioxydante. Les tests courants utilisés a cet effet sont [1]:
v le test de [lacide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique
(ABTS)
V" le test du diphénylpicrylhydrazyl (DPPH)
v le test utilisant le pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) =
ferricreducingantioxydant power
L’effet antioxydant de I’extrait envers le radical libre stablel, 1-diphényl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH®) a été évalué par la méthode d’Ohinishi [2].
De notre part, nous avons choisi le test au DPPH pour sa facilité de mise en ceuvre en

vue d’évaluer ’activité antioxydante de notre extrait Acétate.

ITI-5-1-Principe du test au DPPH :

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable de
coloration violette foncée et absorbe a 5717 nm, lorsqu’il est réduit, en présence des
composé€s anti radicalaires, il change de couleur en virant au jaune. Les absorbances
mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH,

qui est proportionnel au pouvoir antioxydant de I’échantillon.

Figure III-5: La structure de DPPH

ITI-5-2-Protocole expérimental :
Le protocole utilisé est celui décrit par Chen et al. (2004) [3].
Le DPPH (Mm = 394,33g/mol) est solubilis¢ dans du méthanol absolu pour en

avolr une solution de concentration connue.
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» Les extraits ont été préparés par dissolution dans le méthanol absolu. Pour
chaque extrait, on prépare une solution a raison de I mg/ml, a partir de
laquelle on fait ensuite des dilutions pour en avoir une gamme de
concentrations allant de 5a 750pg/ml.

» Le blanc de chaque extrait (pour chaque concentration) est préparé par le
mélange de deux volumes égaux de solution et de méthanol.

» Le contrdle négatif est préparé par le mélange de deux volumes égaux de
DPPH et de méthanol.

» Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard (1’acide ascorbique), préparé par le mélange de deux volumes
¢gaux de DPPH et d’acide ascorbique.

La lecture a ¢té effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm au

spectrophotometre.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est

estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution. Celui-ci est calculé

en utilisant la formule suivante :

S Abs (CN) — Abs (ech)
% d'inhibition = Abs (CN) x100

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures.
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IV-1- Identification structurale des produits isolés d’éspéce M. Chamomilla :
IV-1-1- Elucidation structurale du composé NB1 :

»La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood (365 nm) est caractéristique
d’une flavone (pas d’OH libre en 3).

» Les données de la série spectrale UV figure VI montrent :

v" Le maximum d’absorption de la bande I a 349nm dans le spectre enregistré
dans le méthanol et la fluorescence noire violette confirme qu’il s’agit d’un
flavonoide de type flavone (pas de OH libre en 3).

v' L’adition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (A
A=+ 53 nm) indique la présence d’un OH libre en 4°.

v' L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II
(A A=+ 4 nm) par rapport au spectre MeOH confirme la présence du OH libre
en’7.

v L’effet hypsochrome de la bande I (A A= - 15 nm) du spectre enregistré dans
le milieu (AICI3+HCI) comparativement a celui enregistré apres addition de
AICI3, indique la présence d’un systeme ortho-di OH sur le cycle B. ce qui est
confirmé par I’effet bathochrome (A A=+24 nm) de la bande I on comparant le
spectre enregistré dans NaOAc/H3BO3 avec celui dans le MeOH.

v L’effet bathochrome de la bande I en comparant le spectre
AICI3+HCI/MeOH (A A =+ 34 nm), indique la présence d’un OH libre en 5.

Ces données menent a la structure partielle suivante :

Avec R1, R2, R3, R4, R5 différents d’OH.

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le tableau :
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Réactif Bande I | Bande Il | Autre Commentaire
bande
MeOH 349 268 / Flavone (pas d’OH en 3)
+NaOH 402 268 / OH libre en 4’
+AICI 3 398 268 / /
+AICI ;+HCI1 383 274 / OH libre en 5
Ortho di-OH en B
+NaOAc 381 272 / OH libre en 7
+NaOAc+H;3;BO; 373 262 / Ortho di-OH en B

Tableau IV-1 : Données de la série spectrale UV du produit NB1.
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Figure I'V-1 : Les spectres UV du composé NB1

» [’analyse du spectre RMN 1H montre:

v

v

Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a 6 = 6,26ppm avec une
constante de couplage J = 2.1Hz (un couplage méta) attribuable a H-6.

Un autre signal sous forme de doublet et également d’intégration

IH a 6 = 6,54 ppm avec la méme constante de couplage (J=2.1Hz ; un
couplage méta) attribuable a H-8.

Un signal sous forme de singulet qui apparait a 6=6,60ppm, avec une
intégration 1H attribuable a H3. Ce ci confirme I’absence du OH donc a
structure d’un flavone.

Par ailleurs, le signal sous forme de doublet (J/ =8,14 Hz ; un couplage ortho)
qui apparait a 6 = 7,02 ppm, avec une intégration de 1 H est attribuable a H-5".
Ce ci confirme I’hydroxylation des positions 3’ et 4’ du cycle B.

Le signal & & = 7,51 ppm, d’intégration 1H sous forme d’un doublet de
doublet, (J = 8,18 Hz ; un couplage ortho et J= 2.2Hz ; un couplage méta)
attribuable a H-6’.

Le signal a 6 = 7,47 ppm, d’intégration 1H sous forme d’un doublet
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(/=2.1 Hz ; un couplage méta) correspondant au proton H-2".

Les données relatives a la RMN 1H sont reportées sur le tableau 06 :

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chpmique 6
(ppm)
6.26 1H d 2.13 H-6
6.54 1H d 2.14 H-8
6.60 1H S / H-3
7.02 1H dd 8.14 H-5’
7.47 1H d 2.28 H-2’
7.51 1H m 8.18 H-6’
2,2

Tableau IV-2 : Données de la spectroscopie RMN 1H (DMSO; 250 MH?z)

» L 6tude du spectre RMN-">C confirme cette structure et permet Iattribution de tous

les atomes de carbone aux noyaux respectif.

On arrive a déterminer la structure finale du produit NB1 qui correspond a la

lutéoline.

Lutéoline
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Figure IV-2: Spectres RMN H' du produit NB1.
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Figure IV-3 : Spectre RMN C"* du produit NB1.
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IV-1-2-Elucidation structurale du composé NB2 :

» La fluorescence noire violette sous lumiére de Wood (365 nm) est caractéristique
d’une flavone (pas d’OH libre en 3).
P Les données de la série spectrale UV figure VI montrent :

v" Le maximum d’absorption de la bande I a 349nm dans le spectre enregistré
dans le méthanol et la fluorescence noire violette confirme qu’il s’agit d’un
flavonoide de type flavone (pas de OH libre en 3).

v' L’adition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (A
A=+ 45 nm) indique la présence d’un OH libre en 4°.

v' L’addition de NaOAc ne donne pas un déplacement bathochrome de la bande
II par rapport au spectre MeOH, ce qui confirme la présence du OR en 7.

v L’effet hypsochrome de la bande I (A A= - 38 nm) du spectre enregistré dans le
milieu (AICI3+HCI) comparativement a celui enregistré apres addition de
AICI3, indique la présence d’un systeme ortho-di OH sur le cycle B. ce qui est
confirmé par I’effet bathochrome (A A=+24 nm) de la bande I on comparant le
spectre enregistré dans NaOAc/H3BO3 avec celui dans le MeOH.

v L’effet bathochrome de la bande I en comparant le spectre AICI3+HCl/MeOH
(A A=+ 11 nm), indique la présence d’un OH libre en 5.

Ces données menent a la structure partielle suivante :

Avec R1, R2, R3, R4, R5 différents d’OH.
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Résultats et discussion

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le tableau :

Réactif Bande I | Bande Il | Autre Commentaire
bande
MeOH 349 269 / Flavone (pas d’OH en 3)
+NaOH 394 266 / OH libre en 4’
+AICI 3 398 269 / /
+AICI ;+HCl 360 269 / OH libre en 5
Présence du systeme Ortho
di-OH en B
+NaOAc 381 269 / ORen7
+NaOAc+H;BO; 373 263 / Présence du systeéme Ortho
di-OH en B

Tableau IV-3- Données de la série spectrale UV du produit NB2.
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Figure IV-4 : la série UV-VIS du produit NB2.

» [’analyse du spectre RMN 1H montre:

v

Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a 6=5,10 ppm avec une
constante de couplage de 8 Hz attribuable au H anomérique.

Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a 6 = 6,46ppm avec une
constante de couplage J = 2,4 Hz (un couplage méta) attribuable a H-6.

Un signal sous forme de singulet qui apparait a 6=6,77ppm, avec une
intégration 1H attribuable a H3. Ce ci confirme la structure d’un flavone.

Un autre signal sous forme de doublet et également d’intégration 1H a 6 =
6,80 ppm avec la méme constante de couplage (/= 2,4 Hz ; un couplage
méta) attribuable a H-8.

Par ailleurs, le signal sous forme de doublet (/= 8 Hz ; un couplage ortho)
qui apparait a 6 = 6,92 ppm, avec une intégration de 1 H est attribuable a H-5".
Ceci confirme I’hydroxylation des positions 3’ et 4’ du cycle B.

Le signal & & = 7,47 ppm, d’intégration 1H sous forme d’un doublet de
doublet, (J = 8 Hz ; un couplage ortho et /= 2,4 Hz ; un couplage méta)
attribuable a H-6’.

Le signal a 6 = 7,43 ppm, d’intégration 1H sous forme d’un doublet

(/= 2,4 Hz;un couplage méta) correspondant au proton H-2’.

139



Chapitre IV Résultats et discussion

Les données relatives a la RMN 1H sont reportées sur le tableau IV-4:

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chpmique 6
(ppm)
6.46 1H d 2,4 H-6
6.77 1H S / H-3
6.80 1H d 2,4 H-8
6.92 1H d 8 H-5°
7.43 1 H d 2,4 H-2
7.47 1H dd 2,4(méta) H-6
8(ortho)

Tableau IV-4: Données de la spectroscopie RMN 1H (DMSO; 400 MHz).
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Figure IV-5: Spectres RMN H' du produit NB2.
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Le spectre de RMN "C du composé NB2 présente vingt et un signaux
distincts dont quinze correspondent aux signaux d’un flavonoide, et les six signaux
restant sur le spectre appartiennent au sucre.

Les déplacements chimiques en RMN '°C et les attributions des signaux sont

présentés dans le tableau (Tableau IV-6)

Tableau IV-5: Données de la spectrométrie RMN 13C du composé NB2.

N° de carbone Déplacement chimique
C8 99,7
Cc1» 99,51
Cé 99,89
C3 103,07
C10 105,31
Cc2” 113,48
Ccs 115,96
Cce’ 119,51
cr 121,19
Cc3 145,82
c4 150,12
Cc9 156,91
C7 162,91
C2 164,84
C4 181,84
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Figure IV-6: Spectres RMN C"* du produit NB2.
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L’étude du spectre relatif a I’expérience COSY (figure IV-7 ) met en évidence

les corrélations proton-proton a longue distance, permettant de tirer les indications des

protons attribués.

H2’ ngH3 H6

HE’ H5

Figure IV-7: Spectre COSY (500 MHz, DMSO, 6 ppm) du composé NB2

P L analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (figure IV-8) permet I’attribution
des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

e Le proton H1’’ du glucose permet I’attribution du signal a 6 = 99,89 ppm a

I’atome de carbone C1°’ du glucose.

e Le proton H6 permet lattribution du signal a & = 99,51 ppm a ’atome de

carbone C6.

e Le proton H3 permet I’attribution du signal a & = 103,07 ppm a 1’atome de

carbone C3.
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e Le proton H8 permet I’attribution du signal a 6 = 94,7 ppm a I’atome de
carbone CS8.

e Le proton H5’ permet I’attribution du signal a & = 115,96ppm a I’atome de
carbone C5’.

e Le proton H2’ permet I’attribution du signal a & = 113,48 ppm a I’atome de
carbone C2’.

e Le proton H6’ permet I’attribution du signal a 6 = 119,51 ppm a I’atome de

carbone C6’.
H2’ H3 H6
H3, H1”
He’ H5’

§ %00
c8 . o) [ o0

c6 i L
c1”’ O O 1000

c3 ) ¥
3 1050
1 _—11{).(1

c2’ - .
—1150

cs’ 1 @ C
CG' _—12{1(1
prazery

750 7400 550 600 550 500

ppm {2}

Figure IV-8: Spectre HSQC (500 MHz, DMSO, 6 ppm) du composé NB2
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P L’¢étude du spectre relatif a ’expérience HMBC (figureIV-9) met en évidence les
corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications
suivantes :
Le proton H1”* donne une tache de corrélation avec 1’atome de carbone a 99,89 ppm
attribuable a C7, cela nous confirme que le sucre est en cette position.
Le proton H6 donne les taches de corrélation suivantes :

e La premicre avec I’atome de carbone a 94,7 ppm attribuable a CS.

e La deuxieme avec I’atome de carbone a 105,31 ppm attribuable a C10.

e La troisicme avec I’atome de carbone a 162,91 ppm attribuable a C7.
Le proton H3 donne les taches de corrélation suivantes :

e La premicre avec I’atome de carbone a 105,31 ppm attribuable a C10.

e La deuxieme avec I’atome de carbone a 99,89 ppm attribuable a C1°.

e La troisieme avec I’atome de carbone a 164,84 ppm attribuable a C2.

e La quatriéme avec I’atome de carbone a 181,84 ppm attribuable a C4.
Le proton H8 donne les taches de corrélation suivantes :

e La premicre avec I’atome de carbone a 99,51 ppm attribuable a C6.

e La deuxieme avec I’atome de carbone a 105,31 ppm attribuable a C10.

e La troisiéme avec I’atome de carbone a 156,91 ppm attribuable a C9.

e La quatriéme avec I’atome de carbone a 162,91 ppm attribuable a C7.
Le proton H5’donne les taches de corrélation suivantes :

e La premicre avec I’atome de carbone a 121,19 ppm attribuable a C1°.

e La deuxieme avec I’atome de carbone a 145,32 ppm attribuable a C3’.

e Latroisieme avec I’atome de carbone a 150,12 ppm attribuable a C4’.
Le proton H2’donne les taches de corrélation suivantes :

e Lapremicre avec ’atome de carbone a 119,51 ppm attribuable a C6’.

e La deuxieme avec I’atome de carbone a 145,32 ppm attribuable a C3’.

e La troisiéme avec ’atome de carbone a 150,12 ppm attribuable a C4’.

e La quatrieme avec I’atome de carbone a 164,84 ppm attribuable a C2.
Le proton H6’donne les taches de corrélation suivantes :

e La premicre avec I’atome de carbone a 113,48 ppm attribuable a C2’.

e La deuxieme avec I’atome de carbone a 150,12 ppm attribuable a C4’.

e La troisieme avec I’atome de carbone a 164,48 ppm attribuable a C2.
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Spectre IV-9: Spectre HMBC (500 MHz, DMSO, 6 ppm) du composé NB2

» Il nous reste de confirmer la nature du sucre en réalisant I’hydrolyse acide
Les aglycones ont été obtenus par hydrolyse acide comme suit :

Img de composé ont été solubilisés dans 5ml de HCl 2N, puis maintenus a reflux
pendant 2h. Les aglycones ont été ensuite extraits avec 3 x 20 ml d’AcOEt. Les
phases organiques regroupées sont ensuite rincées avec 3 x 20ml d’eau, évaporées a
sec et solubilisées dans une petite quantit¢ de MeOH. Une CCM a été réalisée avec
chacune des phases et les échantillons de référence a disposition afin d’identifier
I’aglycone. La solution aqueuse est évaporée a sec et le résidu repris dans Iml de
MeOH afin de déterminer par comparaison avec des témoins, I’identité des sucres par

CCM. Le réactif (réactif a la diphénylamine) utilis€ pour détecter ces sucres est le
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suivant : 0,5 g de diphénylamine sont dissous dans 25 ml de méthanol, 0,5 ml

d’aniline et 2,5 ml d’acide o-phosphorique a 85 % sont ajoutés.
La plaque CCM obtenu apres pulvérisation est montrée dans la figure IV-7.
La CCM nous montre clairement qu’on a un flavone glycosylé¢ dont le sucre est le

glucose.

Nous arrivons alors de mettre une structure finale du produit NB2, c’est la lutéoline 7-

H' cH,0H
HO 7©
HO
0

glucose.

OH 0]

3’,4’,5-trihydroxy-7-O-glusosylflavone

Lutéoline 7-O-B-glucose
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Figure IV-10 : Hydrolyse acide du produit NB2.

151



Chapitre IV Résultats et discussion

IV-2- Discussion de ’activité antioxydante testée par la méthode du DPPH :
Cette ¢étude porte sur l’activité antioxydante de I’extrait acétate d’éthyle des
parties aériennes de I’espéce Matricaria chamomilla par rapport a I’acide ascorbique
et I’extrait butanolique .Les résultats obtenus montrent que I’extrait étudi¢ a manifesté
un effet scavenger.
La figure IV-8 montre que I’acide ascorbique est un excellent piégeur de radicaux
libres (IC50=5pg ml/l). Ainsi, les différents extraits de Matricaria chamomilla ont
aussi un bon effet scavenger avec les valeurs de la concentration inhibitrice (IC50)
suivantes : 21,23pug ml/l pour P’extrait butanolique et 11,90ug ml/l pour I'extrait

acétate.

L’effet scavenger des différents extraits de MC diminue selon 1’ordre suivant :
Vitamine C utilisée comme standard > extrait acétate d’éthyle de MC > extrait
butanolique de MC.

A la concentration de 20ug/ml I’inhibition résultante est de 95%, 81,63% et 42,86%

respectivement.

En conclusion, nos observation sur 1’activité¢ de piéger les radicaux libres par les
différents extraits de MC viennent confirmer les données bibliographiques et orientent
vers la présence d’un type de molécules bien déterminées dans ces extraits,

probablement les flavonoides.

Enfin, cette étude montre le potentiel scavenger de radicaux libres de la plante

médicinale et pourrait étre considérée comme une source d’antioxydants naturels.
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Figure I'V-8 :L’activité antioxydante de I’extrait acétate et butanolique de MC
et ’acide ascorbique vis-a-vis de radical libre DPPH®, chaque valeur représente
la moyenne + Ecart type (n = 3)
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Conclusion

CONCLUSION

Ce travail a caractére phytochimique et structural portant sur I’investigation de la
phase acétate d’éthyl de I’extrait hydroéthanolique des parties aériennes de
Matricaria Chamomilla (Compositae).

Apres extraction hydroalcoolique des parties aériennes de I’espece, concentration
et affrontement au chloroforme, acétate d’éthyle et 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 MHz).

Ce travail est effectué en complément d’une étude réalisée dans notre laboratoire a
permis I’isolement et I’établissement des structures de deux composés.

Il s’agit de deux flavonoides de type flavone :
> Lutéoline

» Lutéoline-7-O-p-glucoside

Les structures ont été établies par la combinaison des données de RMN-'H, RMN
-13C, des expériences de la RMN bidimensionnelles et de spectrométrie de masse en
mode FAB et Impact ¢électronique. Dans le cas des flavonoides I'utilisation de la

spectroscopie d’absorption ultraviolette a été nécessaire.
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Résumé
Le but principal de notre travail concerne principalement 1'étude
phytochimique de M.Chamomilla appartenant a la flore algérienne. Ils consistent

a identifier le maximum de composés afin d'¢élargir et d'approfondir la

connaissance phytochimique de cette plante.

Notre choix repose sur le fait que le genre Matricaria a montré d’une part qu’il
est doué d’activités biologiques et d’autre part que c’est un excellent

accumulateur de molécules de type lactones sesquiterpéniques et flavoniques.

L’objectif phytochimique correspond, en effet, a l'isolement et a la
détermination structurale des molécules naturelles de M.Chamomilla. Pour ce
faire, nous avons procédé a la séparation et a la purification des différents
phytoconstituants de I’extrait AcOEt¢ obtenu apres extraction, par différentes
méthodes chromatographiques notamment la chromatographie sur colonne de
gel de silice et sur plaques préparatives de gel de silice ce qui a permit
I’isolement de 8 produits purs. On a put déterminer la structure de deux d’entre
eux par la combinaison de méthodes spectrales a savoir la spectrophotométrie
UV-Visible, la RMN 'H.

Il s’agit de:

» Lutéoline

» Lutéoline 7-O-B-glucoside

Mots clés :

Flavonoides, Matricaria Chamomilla, Compositae
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Summary

The main purpose of our work concerns mainly the phytochimical study of
M.Chamomilla belonging to the Algerian flora in which consist to identify the
maximum of compounds to widen and to deepen the phytochimical knowledge

of this plant.

Our choices of the genus Matricaria was base on the fact that, those plants
exhibit a wide range of biological activities and were known to contain
sesquiterpene lactones and flavonoids.

The phytochimical objective corresponds, indeed, to the isolation and the

elucidation of structural molecules of M.Chamomilla.

We proceeded to the separation and to the purification of the wvarious
phytoconstituants of ethyl acetate extract using various chromatographic
methods in particular the column chromatography of silica gel and préparative
thin layer chromatography of silica gel in which allowed us the insulation of
four compounds their structures were determined by the combination of spectral

methods (UV-VISIBLE spectrophotométrie, RMN 'H).

The study phytochimic led on M.Chamomilla allowed the obtaining of 8 pure
products among them 2 flavones:

» Lutéoline

» Lutéoline 7-O-p- glucoside

Key words:

flavonoids, Matricaria Chamomilla, Compositae,
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