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RESUME

Notre but dans ce travail consiste a la détermination des composés flavonoides
contenus dans la phase n-butanol de I’extrait hydroéthanolique des parties aériennes de
I’espéce Limonium pruinosum.L (plombagénacea).

Aprés macération de la matiere végétale dans une solution éthanol-eau (9:1 v :v),
filtration et concentration, la solution obtenue est diluée avec de 1’eau distillée et subit des
affrontements successifs par des solvants de polarité croissante : dichlorométhane, acétate
d’éthyle et n-butanol. La phase n-BuOH est soumise a la séparation et a la purification par
diverses méthodes chromatographiques (colonne, couche mince) conduisant a I’isolement

et a la purification d’un composé pur qui est :
v’ 3, 5,4’-trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone

La structure de ce composé a été bien établie par les méthodes spectroscopiques
(Visible-Ultraviolet , Résonance Magnétique Nucléaire-H ).
Ainsi ,On a isoler un autre composé de type flavonol substitué en position 3, dont la

structure n'est pas encore déterminée .

Mots clés :

Plumbaginaceae, Limonium pruinosum , phytochimique polyphénols, flavonoides.



ABSTRACT

The aim of this work consists in the determination of flavonic compounds contained in
the n-butanol phase of the hydroethanolic extract of the aerial parts of the species
Limonium pruinosm.L (plombagénacea).

After maceration of the vegetable matter in an EtOH-H20 solution (9:1 v:v), filtration
and concentration.The solution obtained is diluted with distilled water and undergoes
successive clashes with solvents of increasing polarity:dichloromethane,ethyl acetate and
n-butanol. The n-BuOH phase is subjected to separation and purification by various
chromatographic methods (column, TLC) leading to the isolation and purification of a pure

compound which is:
v’ 3, 5,4'-trihydroxy-7,3'-dimethoxyflavone

The structure of this compound has been well established by spectroscopic methods
(Ultraviolet-visible , Nuclear Magnetic Resonance -*H ).
Thus, another compound of flavonol type substituted in position 3 has isolated, whose

structure is not yet determinated .

Key words:

Plumbaginaceae, Limonium pruinosum, phytochemical ,polyphenols, flavonoids.
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Abréviations et symboles

Les abréviations ont généralement été indiquées sous la forme la plus couramment

utilisée dans la littérature, elles sont donc souvent issues de terminologie anglo-saxonne.

AcOETt : Acétate d’éthyle

BAW: n-butanol / Acide acétique/ Eau
CCM : Chromatographie sur Couche Mince
CHC Iz : Chloroforme

CH2Cl2 : Dichlorométhane

COSY : Correlated Spectroscopy
13
C : Carbone

d : Doublet

dd : Doublet de doublet

DEPT : Distortionless Enhancement by Polarization Transfert
DMSO : Diméthylsulfoxyde

EtOH : Ethanol

Glu : Glucose

'H : Proton

H20 : Eau

J (Hz) : Constante de couplage exprimée en Hertz
m : Multiplet

m/z : Masse / Charge atomique

MeOH : Méthanol



MS : Spectrométrie de masse

ppm :Partie par million

Rt : Rapport frontal

RMN-1H: Résonance magnétique nucléaire du proton
s : Singulet

t: Triplet

u.m.a : Unité de masse atomique

UV : Ultraviolet-visible

6 : Déplacement chimique (en ppm)
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Introduction

Introduction

a phytochimie ou chimie des végétaux est la science qui étudie la structure, le
métabolisme et la fonction ainsi que les méthodes d’analyse, de purification et
d’extraction des substances naturelles issues des plantes [1].

Les substances isolées a partir des végétaux ont montré des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. La pharmacie
utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve

chez les plantes des molécules actives nouvelles [2].

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Leurs propriétés sont
actuellement pour un bon nombre reconnu et répertorié, et donc mises a profit, dans le cadre

des meédecines traditionnelles et également dans la médecine allopathique moderne [3].

Les flavonoides constituent I'un des principales classes des métabolites secondaires qui se
localisent généralement au niveau de différentes parties de la plantes (racines, tiges, feuilles,
fleurs, grains, bois....).Ces composés sont connus pour leurs propriétés biologiques tres
importantes et trés vastes, nous pouvons dire que ce sont notamment de grands antioxydants
et antimicrobiens [4]. L’ Algérie dispose une grande biodiversité floristique a laquelle s’ajoute

une tradition séculaire de pharmacopée traditionnelle.

Cette étude consiste en 1’extraction, 1’isolement et 1’identification des métabolites
secondaires notamment les flavonoides de 1’espéce Limonium pruinosum qui appartient a la
famille des plombaginacées. Les diverses investigations phytochimiques menées sur le genre
Limonium ont montré une richesse remarquable en composés phénoliques notamment les
flavonoides [5,6].

Ce mémoire est subdivisé en quatre chapitres :

¢ Le premier chapitre décrit la présentation botanique de la famille des plombaginacées
, du genre Liomnium, et de I’espéce étudiée, ainsi expose les travaux antérieurs
relatifs aux metabolites secondaires les plus courants .

¢ Le deuxiéme chapitre montre I’é¢tude bibliographique des métabolites secondaires
(flavonoides), les différents squelettes flavoniques, leurs diversités structurales et

leurs intéréts thérapeutiques, reporte également les méthodes nécessaires a la
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séparation, la purification et 1’établissement de structures de cette famille de
substances naturelles.

¢ Le troisieme chapitre englobe le travail personnel qui consiste en 1’extraction,

la séparation, la purification et I’étude chimique de I’espéce.

¢ Le quatrieme chapitre est consacré a I’interprétation des résultats obtenus. Nous

finirons le tout par une conclusion qui porte les résultats de notre travail.



CHAPITRE I
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre I Synthése bibliographique

I.1. La famille des Plombaginacées :

Les Plumbaginacées (ou Plombaginaceae) est une famille de plantes dicotylédones [7]
qui comprend environ 700 espéces regroupées en 27 genres. Elles sont représentées en
Algérie par 4 genres Arméria Willd, Plumbago Tourn, Limoniastrum Moench, Limonium
Tourn [8].

C’est une famille qui est acclimatée a toutes les régions de la planéte, froides jusqu’a
tropicales et on peut méme les voir en zones salines, elle concerne des plantes herbacees,
des arbustes et des lianes qui sont annuels ou vivaces [9].

Les caractéristiques communes a cette famille sont :

¢ Feuilles simples entieres, parfois en rosettes [8] basales ou alternes [9] sur les
tiges aériennes [10], dépourvues de stipules [11].

¢ Fruit sec est recouvert d’un calice indéhiscent que 1’on nomme capsule et ne
contenant qu’une seule graine [9].

¢ Inflorescence est réunie en cyme axillaire ou terminale [9].

¢ Fleur bisexuée [12], réguliére, hermaphrodite, pentamere et tétracyclique, le
périanthe est constitué de 5 sépales soudés entre eux, souvent persistants et de 5
pétales soudés, 1’androcée est isostémone, avec 5 étamines opposées aux pétales
, la pollinisation est entomophile, le gynécée posséde 5 carpelles soudés,

formant un ovaire uniloculaire et uniovulé, les carpelles sont surmontés par

stigmates libres (Plumbago) ou méme 5 styles libres (Armeria), 1’ovule
bitégumenté est anatrope [8].

L’arméria faux-plantain

Armeria marit

Limonium narbonense

Figure 1.1 : Quelques espéces des Plombaginacées



Chapitre I Synthése bibliographique

I1-1-1-Utilisation traditionnelle :

De nombreuses espéces et genres des Plombaginacées ont fait partic de 1’arsenal de la
médecine traditionnelle de plusieurs populations mondiales, il est noté que l’espéce

Limoniastrum feei (plante native de sud-Est Algérien) a genéralement été utilisée afin de

traiter la bronchite et les infections intestinale [13].

Dans le sud de la Tunisie, la tisane des feuilles, des branches et des galles de
Limoniastrum guyonianum a été utilisée dans la medecine populaire comme un remede de

la dysenterie [14].

En Chine I’espéce Limonium sinense est largement employée a des fins curatifs y

compris : I’hémorroide, la fiévre, I’hépatite, la diarrhée et la bronchite [15,16].

L’infusion des racines de Limonium brasilience (espece repartie en Argentine,Uruguay
et dans le sud du Brésil) a été traditionnellement utilisée pour le traitement de I’hémorragie

et de rhumatisme, ainsi que pour ses propriétés cardioprotectives [17].

Le genre Plumbago est originaire d’Afrique du Sud, comporte plusieurs espéces

utilisées en médecine traditionnelle :

+ Plumbago europaea (dentelaire) : Répandue sur tout le pourtour de la méditerranée.
On I’employait pour soigner le cancer, la rache (teigne), les ulcéres, hémorroides et
aussi le mal de dents [18].

¢ Plumbago zeylanica est trés apprécié dans toute 1’Afrique et 1’Asie en tant que
reméde contre les maladies de peau, les infections et les vers intestinaux,
notamment la lepre, la gale, la teigne, la dermatite, les plaies, les ulcéres de la
jambe et les hémorroides [19].

¢ Plumbago auriculata est une espece tres couramment proposée dans les jardineries,
elle est originaire d’ Afrique du sud, la racine pressée de cette espéce peut colorer la

peau en gris-bleu,elle est utilisée pour le tatouage [8].
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I-2-Le genre Limonium Tourn :

Le genre Limonium Tourn fait partie de la famille des Plombaginacées a été souvent
connu sous le synonyme statice [20].Le nom Limonium est dérivé du mot grec Leimon,
signifiant pré. La plante pousse essentiellement prés de la mer, dans les prés-salés. Pas

étonnant que cette fleur est également connue sous le nom de lavande de mer [21].

Ce genre regroupe environ 400 espéces [22] qui sont réparties généralement dans
différentes zones du monde notamment les zones tropicales ainsi que les zones tempérées
tels que I’Europe, 1’ Afrique, I’ Amérique latine, le Proche-Orient, le Japon et la Chine [20].
Dans la flore algérienne on récence environ 23 espéces [23] dont 8 sont endémiques .Les
plantes du genre Limonium sont des plantes herbacées annuelles ou plus souvent vivaces,

d'arbustes ou de plantes grimpantes, souvent rhizomateux .

Les Limonium se caractérisent par des feuilles persistantes ou caduques, quasiment
sans pétiole, regroupées en rosettes.

Les fleurs ont un périanthe imbrique, dont les écailles sont placées les une sur les autres,
la corolle est en forme d’entonnoir a leur base, mais large et étendu au sommet, la fleur a
cinq étamines en forme d’aléne, plus courtes que la corolle et dont les sommets sont
tombants, avec un germe tres menu, qui soutient cing styles minces, éloignés et couronnés
par des stigmates aigus, le calice de la fleur se resserre ensuite au cou par 1’expansion du
limbe, et renferme les semences [21]. La détermination des especes du genre Limonium est

rendue difficile par la forte variabilité qui s’observe chez de nombreuses espéces [24].

Limonium lobatum Limonium sinuatum

Figure 1.2 : Quelques espéces du genre Limonium
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I-2-1- Etude pharmacologique du genre Limonium :

Tableau 1.1: Les propriétés thérapeutiques de quelques espéces du genre

Limonium
Espéce Medecine traditionnelle | Propriété thérapeutique | Réf
Limonium wrightii Antioxydante
(Hance) kuntze La fievre, l'arthrite Hepatoprotective [25]
Cardioprotecteur [26]
Antibactérienne
Limonium gmelinii Les maladies intestinales, Antifongique
(willd) kuntze les maladies des voies Anti leishmania [25]
respiratoires Antiproliférative [27]
Anti-exsudative
Limonium axillare Le diabete, les blessures, Anti inflammatoire
(Forssk) Kuntze les inflammation, tamer Antitumorale E28}
29
Limonium Antioxydante
densiflorum anti-intiflamatoire [30]
(Guss) Kuntze anticancéreuse
La tuberculose, reméde,
hémorragie,
Limonium vulgare P. | la diarrhée, la dysenterie Cytotoxique [31]
Mill saignements, action Antitumorale [32]
astringente, [33]
la dysenterie

| -3-L’espéce Limonium pruinosum chaz :
I-3-1-Classification botanique : [34]

Regne : Plante
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Caryophyllidae
Ordre : Plumbaginales
Famille : Plumbaginaceae
Genre : Limonium

Espéce : Pruinosum
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I-3-2-Description de I’espéce :

Cette plante pousse sur les sols argileux des oueds a eau et sol salés .Les tiges sont
vertes foncées, ramifiées ne portent pas de feuilles, leurs extrémités portent de tres

nombreux glomérules de petites fleurs roses. Les feuilles forment une éphémere rosette a la

base des tiges [35].

a) La fleur b) Latige

c) La plante entiere

Figure 1.3: Limonium pruinosum

O



Chapitre I Syntheése bibliographique

I-3-3-Répartition géographique :

Cette espéce est largement distribuée en Algérie, en Maroc, en Tunisie en Libye, en

Egypte, en Palestine et en Jordanie [34].

| 3

. Limonium pruinosum

Figure 1.4: Répartition géographique de Limonium pruinosum

I-3-4-Dénomination et synonyme :

Tableau 1.2 : Les synonymes de 1I’espéce Limonium pruinosum

Synonyme de I’espéce Limonium pruinosum (L) Chaz (1790)

Statice pruinosa L. (1767) Limonium alleizettei (Pau) Brullo &
Erben (1989)
Statice pruinosa var. hirtiflora Cavara Statice alleizettei Pau (1929)
Limonium pruinosum var. hirtiflorum Limonium pruinosum var. glabrum
(Cavara) Maire & Weiller (1939)
Maire & Weiller (1939)
Limonium pruinosum (L.) Chaz. Limonium pruinosum subsp. alleizettei
subsp. pruinosum (Pau) Maire (1931)
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1.4. Etudes chimiques antérieures :

La recherche bibliographique que nous avons menée sur Limonium pruinosum
(Plombaginacée) confirme que cette espéce n’a fait I’objet que de deux eétudes
phytochimiques algériennes,et plusieurs études étrangeres qui ont permettent d’isoler et

d’identifier vingt un produits naturels.

1.4.1. Les flavonoides :

Tableau 1.3 : Flavonoides isolés de I’espéce Limonium pruinosum

N° de
structure Nom du composé Réf
la Meéricétine 3-O-(6”0-Galloyle-glucopyranoside
1 [36]
1b Meéricétine-3-O-p-Glucopyranoside
2 Kampférol-3-O-Rhamnopyranoside [35]
3a Quericétine-3-O-Arabinofuranoside [37]
3
3b Méricétine-3-O-Arabinofuranoside. [38]
4a Meéricétine-3-O-$-Galactopyranoside.
4 [36]
4b Quéricétine-3-O-p-Galactopyranoside
5a Apigénine [35]
5 5b 3,5,4’-trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone ou bien 7,3’-diméthyl
= quercétine
5¢c 3,5,7,4’-tétrahydroxy-3’-méthoxyflavone ou bien 3’-méthyl [39]
quercétine.
6 Quéricétine-3-O- Rhamnopyranoside [36]
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(6”0O-Galloyle-
glucopyranoside

[8]

10
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1.4.2.Divers :

Tableau 1.4 : Autres produits isolés de I’espéce Limonium pruinosum

N" de Nom du composé Réf
structure
7 Limoniastramide
. 40
8 N-E-caffeoyl tyramine [40]
9 9a L’acide gallique [41]
9b L’acide caféique [35]
10 1,6-O-Digalloyle-s-D-glucopyranose [42] |
11 6°-O-sulfonyl-salidroside [36] |
12a Méthyle Gallate [41] |
12 . - ;
- 12b 3,4-dihydroxy-5-méthoxybenzoate de méthyle [43]
13 Méthyl-B-D-glucopyranoside
[43]
14 D-Pinitol

I~
100
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Chapitre 11 Les flavonoides

11.1.Généralité :

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dansle régne végétal.et dans tous les organes de plantes supérieures : feuilles, fleurs,
racines, eécorce, pollen, nectar et graines [44]. Ce sont des pigments responsables de la
coloration des végétaux qui sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les

effets nocifs du rayonnement ultra-violet (UV) [45].

Les flavonoides, ensemble tres diversifié de composés naturels appartenant a la famille

des polypheénols, tirent leur origine du mot grec « flavus » qui veut dire jaune [46].

On les retrouve généralement a 1’état libre (aglycone) ou sous forme de glycosides. A
I’heure actuelle, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans les plantes, les fruits et les

légumes [47].
11.2.Structure :

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I’hétérocycle (C) [48]
généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6 en
formant une structure de type diphényle propane dont des groupement hydroxyles,
oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule.
(Figure 11.1) [49].

Figure 11.1: Squelette de base des flavonoides
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11.3. Classification des flavonoides

Ils se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont
[50] :
Il 3.1.Flavones et flavonols :

Le cycle A de ces deux types de molécules est substitue par deux hydroxyles
phénoliques en C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. D’autre part,
le cycle B est substitué en C4’ ou di-substitué en C3' et C4' par des groupements OH ou

méthoxyles (OCH3). Les flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 [51].

o) o)
OH
o o}

Figure 11.2 : Flavone Figure 11.3 : Flavonol

11.3.2.Flavanones et dihydroflavonols :

Se caractérisent par 1’absence de la double liaison entre le C2 et le C3 et par la
présence des centres d’asymétrie. Les variations structurales sont ici de méme nature que
celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des

flavanones par I’hydroxylation de la position C3 [52].

OH

O

Figure 11.4 : Flavanone Figure 11.5 : Dihydroflavonol
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11.3.3.Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols :

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du
groupe carboxyle en C4. Cette position peut étre 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 souvent a I’origine des polymeres flavoniques appelés proanthocyanidols ou

tannins condensés.

Les anthocyanosides sont caractérisées par I’engagement de I’OH en C3 dans une
liaison héterosidique. On trouve parmi ces composés, le palargonidol-3,4-O-glucoside et le

cyamidol-3-O-rutinose ou keracyanine [53].

o o
OH
OH
OH
Figure 11.6 : Flavan-3-ol Figure 11.7 : Flavan-3,4-diols
o,
X
=
OH

Figure 11.8 : Anthocyanidol

11.3.4.Chalcones et aurones :

Les chalcones ont leur noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux
unités aromatiques reliées par une chaine tricabonée, cétonique et insaturée. Le noyau B
est assez fréquemment non substitue, alors que les substitutions sur le cycle A sont plus
souvent identiques a celles des autres flavonoides. Les aurones sont caractérisées par une

structure de 2-benzylidene coumarone [52,53].
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Figure 11.9 :Chalcone Figure 11.10 : Aurone

11.3.5.1soflavone :

Les isoflavones sont moins répandus taxonomigquement. Ces composeés tres actifs se
trouvent essentiellement chez les Iégumineuses [54].La structure des isoflavones ne différe

des autres flavonoides que par la présence du cycle B en position 3.

Figure 11.11 :1soflavone

11.4.Substitution du squelette flavonique :

I1.4.1. L’hydroxylation :

En général, pour les flavones et les flavonols, et selon les réactions de biogenese, les
hydroxyles en positions 5 et 7 du noyau A et I’hydroxyle en position 4’ du noyau B sont
considérés comme originaux et existent avant la constitution du noyau chalcone [55].

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

hydroxylases [56]. Les positions 2’ et 6’ du cycle B sont rarement hydroxylés [57].
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11.4.2. La méthoxylation ou méthylation :

La fixation du groupement méthyle se fait aprés celle du groupement hydroxyle et
nécessite la présence d’une enzyme (O-methyltransférase) qui joue le réle de transporteur a
partir de la S-adenosyl-methionine (SAM) qui représente le donneur du radical

méthyle.Cette transformation se fera avant la formation du noyau chalcone [56,58].

Cette réaction de méthylation peut également se faire sur le noyau A (carbones 5, 6, 7,
8), noyau B (carbones 2°, 3°, 4°, 5°) et I’hétérocycle C (carbone 3) aprés la formation du

noyau chalcone dans le cas de flavones et flavonols [56].

11.4.3. La O-glycosylation :

Elle s’effectue entre un hydroxyle du squelette flavonique et un hydroxyle alcoolique
du sucre (glucose, rhamnose, xylose, galactose et arabinose). La O-glycosylation se fait en
présence de 1’enzyme Glycosyltransferase et un donneur de sucre comme UDP-Glu

(Uridine diphosphate glucose).

D’une maniere générale, I’hydroxyle de la position 7 constitue le site préférentiel de la
glycosylation dans le cas des flavones alors que dans le cas des flavonols c’est I’hydroxyle

de la position 3 [59].

11.4.4. La C-glycosylation :
Ces composés ne sont pas rares. La liaison s'établit entre le carbone anomérique de I'ose et
le carbone 8 ou 6 de I'aglycone lequel est le plus souvent une flavone. On connait des di-C-

glycosylflavonoides ainsi que des O-acyl-C-glycosyl-flavonoides [60].

Il .5.Activités biologiques des flavonoides :
11.5.1.Activité anti-oxydante :

L'oxygene est essentiel a la vie, mais en méme temps représente une source d'agression
constante pour les organismes vivants par les radicaux libres. Si la production de ces
derniers n'est pas contr6lée d'une maniére adéquate, ces formes réactives de I'oxygene
causent des dommages oxydatifs aux macromolécules biologiques, modifiant leurs
propriétes et par 1a, la structure et la fonction des cellules. Les radicaux libres participent a

la pathogenése d'un nombre croissant de maladies, dont le cancer et l'artériosclérose. Ils
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sont aussi impliqués dans I'asthme,l'inflammation, la neurodégénerescence, la maladie de
Parkinson et le mongolisme.

Les inhibiteurs de radicaux libres tels que les polyphénols constituent de ce fait une
arme relativement efficace pour la prévention et le traitement de ces diverses affections.
En effet au sein de l'organisme, les flavonoides protégent les acides gras insaturés, les
protéines et le matériel génétique. lls contribuent également a prévenir les cancers et les
maladies cardio-vasculaires, a renforcer l'activité du systeme immunitaire, a faire face aux
polluants exogenes de toutes origines et enfin a ralentir le processus de vieillissement [61]

Les résultats obtenus pour I’étude de I’activité antioxydante des flavonoides, ont

montré que leur activité antioxydante est essentiellement liée & leur structure.

11.5.2.Autres activités biologiques des flavonoides :

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine
médical ou on leur reconnait des activité antiallergiques [62], anti-inflammatoires
[63],antihypertenseurs  [64],anti-influenzas [65], antifongiques[66], antivirales[67],

antiulcéreux[62],et une activité anti-malaria [68].

11.6.Etude chimique des flavonoides :

Une étude phytochimique d’une plante passe impérativement par les étapes suivantes :
» Extraction
» Séparation et purification

» ldentification structurale des produits isolés

11.6.1.Extraction :

Dans la littérature, il existe différentes méthodes d’extraction des composés
phénoliques, notamment les flavonoides .L’une de ces méthodes est adoptée par les étapes
essentielles suivantes :

v 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.

v’ Extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de polarité croissante.
Les solvants les plus utilisés sont : le chloroforme ou le dichlorométhane qui permet

b

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

v Les extraits obtenus sont ensuite évaporés a sec et pesés pour un éventuel traitement

de séparation chromatographique [69,70].

11.6.2.Méthodes de séparation et de purification :

La séparation des composés phénoliques est fondée essentiellement sur les différentes

techniques chromatographiques parmi lesquelles on peut citer :

11.6.2.a. La chromatographie sur couche mince :

Cette méthode est tres simple et tres rapide, elle est utilisée aussi bien pour la séparation
que pour la purification. Elle se sert de diverses phases stationnaires et de systémes
d’élution solvants appropriés [71].

Une fois le développement du chromatogramme effectué, 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

appropriés [72].

11.6.2.b. 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 systemes de solvants
appropriés, on examine les bandes des constituants sous lumiere UV ou on révele une

frange de la plaque par pulvérisation avec le réactif adéquat [73].

11.6.2.c. La 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
éluant. Elle est la plus utilisée pour la séparation des quantités importantes de mélanges

complexes [68].
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L élution 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, I’élution peut-étre accélérée grace a I’addition progressive de solvant

de plus en plus polaire par rapport a la phase initiale [74].

11.7.Analyse structurale des flavonoides :
11.7.1. Géneralités :

L’identification des structures flavoniques est basée essentiellement sur les différentes
techniques spectroscopiques telles que la résonance magnétique nucléaire (RMN) avec ses
différents expeériences ( H, , DEPT, COSY, etc...), la spectrométrie de masse (SM) avec
différents types d’ionisation : impact électronique (IE), ionisation chimique (IC) et
bombardement avec des atomes accélérés (FAB) ainsi que la spectrophotométrie UV-
Visible qui reste la méthode de choix pour ce type de composés [71,75].

Cette derniére donne des indications importantes sur la nature du flavonoide et son
mode de substitution. Toutefois, la fluorescence sous lumiere UV et les valeurs de leur Rf

dans différents systemes de solvants donnent des informations utiles.

11.7.2. Facteur de retardement et comportement chromatographique :

Ce facteur symbolisé par Rf est défini comme étant le rapport de la distance entre la
tache du produit et I’origine d’une part et la distance entre 1’origine et le front de solvant
d’autre part.

La valeur du Rf varie avec la nature du couple d’éluant utilisé (organique ou aqueux), le
type de support chromatographique (gel de silice, polyamide, cellulose, papier) et la forme
du produit lui-méme (aglycone ou glycosyle) ainsi que la disposition des différents
substituants [72] . Le tableau suivant montre 1’influence de la substitution du squelette

flavonique sur la valeur du Rf.
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Tableau 11.1 : La relation entre le Rf et la structure flavonique

Structure flavonique

Augmentation des groupes
hydroxyles

Rf

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

Méthylation des hydroxyles

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

Glycosylation

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

11.7.3. La fluorescence sous lumiére de Wood :

L’absorption des substances flavoniques sous lumiere de Wood a la longueur d’onde

de 365 nm donne des renseignements préliminaires sur la structure chimique. Le tableau

I1.1 montre la relation entre la fluorescence et la structure chimique [71].

Tableau 11.2 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood

et les structures flavoniques

La fluorescence

Les structures possibles

Noire-violette

Flavones avec 5, 6,7 ou 5,7, 8 trihydroxy flavone
Flavonol avec 3-OR.
Chalcones.

Flavone ou flavonol sans OH en 5.

Jaune —verte

Bleue Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.
Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.
Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH
Orange fluorescente Isoflavones
Aurones

Bleue-verte

Flavanone sans 5-OH
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11.7.4. La spectrophotométrie UV-Visible :

Les flavonoides peuvent étre considérés comme des pigments qui absorbent trés
fortement les radiations UV, par consequent la spectroscopie UV-Vis reste I'outil principal
pour I'analyse structurale des flavonoides [72].

Cette méthode physique simple et rapide tres utilisée dans la détermination du squelette
flavonique, ainsi que la position des substituants. L’identification des flavonoides grace
aux spectres UV dans le méthanol et en présence de réactifs s’appuie sur les données de la
littérature.

En effet, le spectre d’absorption d’une structure flavonique présente deux bandes

d’absorptions essentielles ( Figure 11.12) [71,72,76].

% Bande I : présentant un maximum d’absorption entre 300 et 400 nm, elle est
attribuée a I’absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du
groupement carbonyle avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, elle donne donc, des

renseignements sur les variations structurales du cycle B et I’hétérocycle C.

% Bande Il : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, elle est
attribuée a 1’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement
carbonyle avec le noyau A et donne des informations sur les variations structurales du
cycle A[72] .

Benzoyle Cynamoyle
Absorption donnant Absorption donnant
la bande Il la bande |

Figure 11.12 : Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique
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Tableau 11.3 : ’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes

en milieu méthanolique pour quelques types de flavonoides

Type de flavonoides Bande | (nm) Bande Il (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 dihydroflavanols 300-330 275-295

Le maximum d’absorption d’une telle ou telle bande dépend du nombre et de la position
des groupements hydroxyles, méthoxyles ou glycosylés sur le squelette flavonique.

L’augmentation du nombre de groupements hydroxyles fait déplacer le maximum
d’absorption vers des longueurs d’onde plus élevées, par contre la substitution des
groupements hydroxyles par des groupements méthoxyles ou glycosylés fait déplacer ce
maximum vers des longueurs d’onde plus faibles [77].

L’emploi de réactifs tels que la soude, I’acétate de sodium, 1’acide borique, le chlorure
d’aluminium et 1’acide chlorhydrique ; permet de localiser les groupements hydroxyles

libres ou substitués sur une molécule flavonique (Tableau 11.4).

a)- Spectre en présence de NaOH:

NaOH ou (NaOMe), une base forte, ionise tous les hydroxyles phénoliques du
squelette flavonique. 1l en résulte un effet bathochrome sur les deux bandes I et I1. Cet effet
est plus important sur la bande 1. Les flavonoides tres hydroxylés sont instables en
présence de ce réactif, particulierement pour les flavonols ayant un hydroxyle libre en 4°.

Ce déplacement bathochrome suivi d’une variation de I’intensité lumineuse de la bande
I renseigne sur le nombre et la position des hydroxyles libres [78]. L’apparition d’une
nouvelle bande entre 320 et 335 nm par rapport au spectre MeOH, indique I’existence d’un
OH libre en 7. Cependant, I’effet de NaOH sur les flavones et les flavonols est de détecter
les groupements hydroxyles dans les positions 3 et/ ou 4’ et 7.

Dans le cas des isoflavones hydroxylées sur le noyau A, le spectre montre aprés
addition de NaOH un effet bathochrome des deux bandes I et Il. Si I’isoflavone est ortho-

dihydroxylée en 3’et 4’ le spectre UV montre une réduction d’intensité avec le temps [71].
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b)- Spectre en présence de NaOAC -

L’acétate de sodium, NaOAc, base faible ionise les hydroxyles phénoliques les plus
acides de la molécule, soit les groupes 7-OH, 4’-OH et 3-OH.

Un faible déplacement bathochrome de la bande 1l des flavones, et des flavonols traduit
la présence d’un hydroxyle libre en 7. Cet effet peut étre perturbé par la présence d’autres
substituants en 6 ou en 8 [71].

Dans le cas des isoflavones, le NaOAc ionise spécialement le groupement hydroxyle en
position 7 [72], ceci se traduit par un déplacement bathochrome de la bande 11 (6-20 nm).

Si ce déplacement n’est pas significatif cela veut dire que le carbone 6 est oxygéné [71].

c)- Spectre en présence de NaOAc + HsBOs :

Pour réaliser ce spectre, I’acide borique (H3BOs) est additionné a I’échantillon en
présence de NaOAc. Ce spectre renseigne sur la présence ou I’absence de systeme ortho-
dihydroxyle sur le cycle B (3, 4°) ou sur le cycle A (6, 7 ou 7, 8) suite a la formation des
chélates dont I’effet se manifeste par un déplacement bathochrome de la bande | [71].

d)- Spectre en présence de AlClIs et AICI3+HCI :

La présence du chlorure d’aluminium (AICIs) dans la solution méthanolique méne a la
formation de complexes entre les hydroxyles ortho du flavonoide d’une part et les
hydroxyles des positions 3 et 5 et la fonction carbonyle d’autre part. La formation de ces
complexes se traduit par un effet bathochrome de la bande | par rapport au spectre pris
dans le MeOH.

Les complexes formés entre AICIs et les groupes ortho-dihydroxyles des noyaux
aromatiques A et B sont instables et se décomposent en présence de HCI [70], par contre,
ceux formés entre AICIs et les hydroxyles 5-OH ou 3-OH et la fonction carbonyle sont
stables [79,80] . Ces effets se manifestent sur le spectre UV par un déplacement
hypsochrome de la bande | par rapport au spectre aprés addition de AICI3 , et un

déplacement bathochrome moins important par rapport au spectre dans le MeOH.
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Tableau 1.4 : Les principaux déplacements des bandes | et Il apres

addition des réactifs

Spectres UV en
présence de Bande 11 Bande | Substitutions Références
réactifs
+40a60 nm | OHen4’ OH [72]
+50a60nm | en3et4’ OR
NaOH/MeOH Bande Il1 OHen7
entre les
bandes | et 11 [80]
NaOAc/MeOH | +5a20nm OHen7 [72]
NaOAc +12a36 nm | Ortho di-OH
HsBOs/MeOH +5a10 nm 3°,4’-6,70u [72]
7,8 di OH
AICL/MeOH +60 nm OHen 3, OH [71]
+35a 55 nm enb
-30a-40 Ortho di OH
-20 a-25 sur le noyau B
AlCIs+HCI/ Ortho di OH
AICI: sur le noyau A [79]
(en plus ortho
di OH sur le
noyau B
+35a 55 +17 5-OH
AICIs+HCI/ a20+50a60 5-OH
MeOH 3-OH ou 3-OH [71]
et 5- OH

/ - Par rapport
+ : déplacement bathochrome
- . déplacement hypsochrome
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I1.7.5.La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN-1H) :

Le spectre RMN-'H des composes flavoniques donne des informations sur
I’environnement des différents protons flavoniques qui résonnent généralement entre 6 et 8

ppm et il permet de connaitre [81] :

» La position et le nombre des protons portés par le squelette flavonique.
» Le nombre de substituant méthoxyles portes par le squelette flavonique
» D’identifier les substituants acylés et leurs sites d’acylation.

» Le nombre et la nature des sucres liés a I’aglycone.
Les tableaux (4) et (5) contiennent quelques déplacements chimiques et constantes de

couplage des protons du noyau A et du noyau B [82].

Tableau 11.5: Les déplacements chimiques et constantes de couplage

des protons du noyau A

Protons du noyau] (HS)é, | (H6)d, ppm J, | (H8) 4§, ppm J,
Nature de A | ppmJ, Hz Hz Hz
flavonoide

5 7-0H 6,0-6,2d 2,5 6,3-6,5d 2,5
5-OH,7-0OR (R=Gluc.) 6,2-6,4 d 2,5 56,5-69d 2,5
7-OR (R=H, sucre) 8,0d9 6,7-7,1dd (9,0; 6,7-7,0d 2,5

2,5)
5,6,7-OR R=H, sucre 6,35s 6,35
5,7,8-0R

Tableau 11.6: Les déplacements chimiques et constants de couplage

des protons du noyau B

Proton du noyau | (H2’-H6’) §, ppm J, | (H3’-HS’) §, ppm J,
Nature de B

flavonoide Hz Hz
Flavone (4°-OR) 7,7-79d8,5 6,5-7,1d8,5
I Flavonol (4’-OR) 7,9-8,1d8,5 6,5-7,1d8,5
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e Les protons du cycle (C) :
Le proton H3 des flavones donne un singulier entre 6.2 et 6.4 ppm.
e Les protons des substituant méthoxyles :
Un ou plusieurs méthoxyles donnent des singuliers entre 3.8 et 4.5 ppm.
e Les protons des sucres :
Le déplacement chimique du proton anomérique H-1"’des sucres est lié & la position et
la nature de la liaison entre le sucre et 1’aglycone qui peut exister en deux genres : O-

glycosyl ou C-glycosyl .

Le tableau suivant donne les valeurs du déplacement des protons anomériques de

quelques glycosides [83] :

Tableau 1.7 : Les valeurs du déplacement des protons

anomeériques de quelques glycosides

H-1° (ppm) Nature de sucre |

5.25-5.56 3-0O-B-D-Glucoside
5.60 3-O-p-D-Galactoside
5.48 3-O-B-D-Glucuronide
5.37 3-O-B-D-Xyloside
531 3-O-a-L-Rhamnoside
5.00 4'-0-B-D-Galactoside

4.64-4.88 8-C-B-D-Glucoside
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Chapitre 111 Travail personnel

I11.1. Récolte et séchage de la matiére végétale :
La plante Limonuim pruinosum a été récoltée en 2015 dans la région de Batna. L’espece
a ét¢ séchée dans un endroit sec et aéré, a 1’abri des rayons solaires. Les parties aériennes

ont été coupées en petits morceaux et pesées (250 g).

I11.2.Le screening phytochimique :

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent
d'identifier la présence des substances chimiques [84].Un poids bien déterminé de la

matiere végétale seche (parties aériennes) a été broyé grossierement dans un mortier.

111.2.1.Lextrait végétal hydro-alcoolique :

4+ On met dans un erlenmeyer :
% 79 du matériel végétal.
% Extrait méthanolique, 100 ml de MeOH/eau (70/30).
¢ Filtration de I’extrait hydro-méthanolique apres 24 h.

111.2.1.1. Le screening phytochimique des flavonoides :

111.2.1.1.1. Test de bate-smith (test de flavan3, 4diols):

+ On met dans les deux tubes 2 ml de I’extrait hydro-alcoolique (hydrométhanolique)
dont :

¢Dans le premier tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique du matériel
végétal (Témoin -).

s»Dans le deuxiéme tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique du matériel
végétal

«+Additionner dans le tube 2 1’HCI concentré (0,5ml).

«»Porter au bain marie pendant 30 minutes.

s+ L’apparition d’une coloration rouge dénote la présence de Leucoanthocyanes qui

sont des dérives des flavan-3,4-diols [70].

111.2.1.1.2. Test de Wilstater (test de flavonols et flavanones) :

+ On met dans les deux tubes 2.5 ml de I’extrait hydro-méthanolique dont :
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% Dans le premier tube on met 2.5 ml de I'extrait hydro-alcoolique du matériel
végetal (Témoin -).
«+Dans le deuxiéme tube on met 2.5 ml de I'extrait hydro-alcoolique du matériel vegétal
«»Dans le tube 2 on met 0.5 ml de I’HCI concentré.
++On ajoute tout doucement quelques fragments de magnésium, on laisse agir sous la
hotte.
s+ L’apparition d’une couleur qui vire vers le rouge pourpre (Flavonols) ou le rouge

violacées (Flavonones et Flavonols) confirme I’existence des flavonoides [70].

111.2.1.2.Le screening phytochimique des tannins :

4 On met dans les quatre tubes 2 ml de I’extrait hydro-méthanoique dont :
Série « 01 » :
¢+ Dans le premier tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique du matériel
végétal (Témoin -).
¢+ Dans le deuxiéme tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique du matériel
vegétal
Série « 02 » :
¢+ Dans le premier tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique du matériel
végétal (Témoin-).
++ Dans le deuxiéme tube on met 2 ml de I'extrait hydro-méthanolique du matériel
végétale.
¢+ Additionner 4 a 5 gouttes de gélatine a 1% dans le tube 2 de la Serie « 01 ».
¢+ Additionner 4 a 5 gouttes de (FeClI3 en solution méthanolique) dans le tube 2 de
la série Serie « 02 ».
+¢+ La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques [85], avec précipitation dans les tests de gélatine.

111.2.2. L’ extrait végétal étherique :

4+ On met dans un erlenmeyer:
s 79 du materiel végetal (Broyée).
<+ 30 ml éther de pétrole.

¢ Filtration de I’extrait étherique apres 24 h.

L)
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111.2.2.1. Le screening phytochimique des quinones :

+ On met dans les 2 tubes 2 ml de I’extrait étherique dont :

«+ Dans le premier tube on met 2 ml de I'extrait étherique du mateériel végeétal (Témoin -).
< Dans le deuxiéme tube on met 2 ml de I'extrait étherique du matériel végetal.

% Onaajouté NaOH 10% dans le tube 2.

% Aprés agitation, I’apparition d’une coloration qui vire au jaune, rouge ou violet de la

phase aqueuse confirme la présence des quinones [86].
111.2.2.2. Le screening phytochimique des coumarines :

+ 5ml d’extrait éthérique obtenu aprés une macération pendant 24 heures, aprés
évaporation a I’air libre

s Le résidu a été repris avec 2 ml d’eau chaude.

% Lasolution est partagée entre 2 tubes a essai.

¢ Laprésence de coumarines est révélée apres ajout dans I’un des tubes de 0.5m

% NH4OH a 25% et observation de la fluorescence sous une lampe UV a 365 nm.

Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté I’ammoniaque indique la présence

de coumarines [87].

111.2.3. L’extrait végétal chloroformique :

4+ On met dans un erlenmeyer :
% 49 du matériel végétal (Broyee).
¢+ 50 ml chloroforme et éther de pétrole (40/10).

% Filtration de I’extrait chloroformique apres 24 h.

111.2.3.1.Le screening phytochimique des anthraquinones :

4+ On met dans les 2 tubes 2 ml de I’extrait chloroformique dont :

+«+ Dans le premier tube on met 2 ml de I'extrait chloroformique du matériel végétal
(Temoin).

< Dans le deuxiéme tube on met 2 ml de I'extrait chloroformique du matériel vegétal.
+« On ajoute KOH 10% dans le tube 2.

s+ Apreés agitation, la présence des Anthragquinones est confirmée par un virage de la

phase aqueuse en rouge [88].
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111.2.4. L’extrait végétal de I’acide sulfurique :

4+ On met dans un erlenmeyer:

s 0,2 g du matériel végétal (Broyée).

X/
L X4

10 ml de I’acide sulfurique.

X/
L X4

Agitation pendant 2 minutes, et filtration.

111.2.4.1.Le screening phytochimique des alcaloides :
+ On met dans les 2 tubes 2 ml de I’extrait végétal de 1’acide sulfurique dont :

Série « 01 » :

% Dans le premier tube on met 2 ml de I'extrait de I’acide sulfurique du matériel végétal
(Témoin -).

s+ Dans le deuxieme tube on met 2 ml de I'extrait de ’acide sulfurique du matériel
végétal.

Série « 02 » :

< Dans le premier tube on met 2 ml de 1'extrait de I’acide sulfurique du matériel végétal
(Témoin -).

s+ Dans le deuxiéme tube on met 2 ml de I'extrait de 1’acide sulfurique du matériel
végétal.

% Dans le deuxieme tube on met 5 gouttes de réactif de Mayer. (série 1)

% Dans le deuxieme tube on met 5 gouttes de réactif de Dragendorff. (série 2)

% La présence des alcaloides est constatée par des réactions de précipitation avec les
révélateurs généraux :

v" Blanc jaunatre dans le premier tube.

v Orange dans le deuxiéme tube [89].

111.2.5.Les saponosides :

+ Onprend 0.5 g d la plante dans 80 ml d’eau distillée pendant quelques minutes.

L’apparition d’une mousse dans le milieu prouve la présence des saponosides.

111.3. Extraction du matériel végétal :

Le matériel végétal est mis a macérer dans un melange hydroalcoolique (Ethanol/Eau ;
90: 10 v :v) .Cette maceération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant et dure

dans chaque cas de 24 a 48 heures a température ambiante.
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Apreés filtration et concentration sous pression réduite a une température modérée
(environ 35 °C) de la solution, I’extrait dilué avec 200 ml d’eau distillée qui aide a la
récupération des composés restés accolés a la paroi du ballon d’évaporation .1l est ensuite
laissé au repos a froid pendant 24h afin de subir une décantation pour éliminer les graisses
et résines risquant de géner la suite des opérations, ainsi pour récupérer la phase aqueuse

limpide, puis il est filtre.

On procede a des extractions successives de type liquide-liquide en utilisant des
solvants de polarité croissante en commengcant par le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et

enfin par le n-butanol, chaque extraction est répétée trois fois.

Les trois phases organiques ainsi obtenues sont concentrées a sec sous pression réduite

, pesées et les rendements sont donnés dans le tableau 111.1.

Tableau I111.1: Rendements des extraits de 1’espéce Limonuim pruinosum

Matériel ] Masse | Rendement
Extrait
vegetal (9) (%)
Dichlorométhane] 0.65 0.26
250 ¢ Acétate d’éthyle 0.4 0.16
n-butanol 2.5 1

Calcule de rendement :

R (%) = (M exp/M mv) X 100

R =rendementen %
Me = Masse de I’extrait en gramme
M mv =Masse de la matiére vegétale en gramme

Les rendements obtenus varient entre 0.16 et 1 % dont le meilleur est celui de I’extrait
butanolique avec 1 % ,puis de I’extrait dichlorométhane avec 0.26 % dont le plus faible
est celui obtenu par I’extrait acétate d’éthyle avec 0.16%.Le protocole d’extraction est
résumé dans 1’organigramme montrant les différentes étapes du processus d’extraction
(Figure 111.2).
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Matiére vegétale m= 250 g

e Macération a froid dans un mélange (EtOH
/ H20) (90/10) et répétée 3 fois (24-48h)

Extrait hydroalcoolique

e Concentration non a sec a (T=35 °C)
e Dilution avec 200 ml de H20
bouillante

e Extraction par CH2Cl2 (x3) avec 1/3 de
volume de filtrat
e Décantation

1 1

Phase aqueuse Phase organique
Extract ACOEt (3 e Concentration a
. >frac |o.n par Ac (x3) A sec & (T=35°C)
e Décantation

- - o

7 Extrait dichloro- IR
méthane m=0.65¢ A

\
S o -
I | S~ o -

Phase aqueuse Phase organique

e Extraction par le n-butanol (x3)

, . e Concentration a sec a
e Décantation

(T=35°C)

1 v ,»”" Extrait ACOEt m=0.4 g \\\
Phase aqueuse Phase organique o -

S~a I

e Concentration a sec a (T=35°C)

________ y__‘—_
e Extrait n-butanol m= oS
\
25 g

-~ -

Figure 111.1 : Protocole d’extraction de 1I’espéce Limonium pruinosum
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111.4.Dosage des phénols totaux :
I11.4.1.Principe de la méthode

Les polyphénols ont été determinés par spectrophotométrie selon la méthode de
Folin-Cioclateu , ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont
oxydés, réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue
constitué d’oxyde de tungsttne et de molybdene. L’intensit¢ de la couleur est
proportionnelle aux taux des composés phenoliques oxydés [90].

Dosage des polyphénols

La teneur totale en polyphénols a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu. 0,5
ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) ont été mélangés avec 0,25 ml de chaque extrait
préparé dans I’eau distillé avec une concentration de (1 mg/mL), aprés 4 min a température
ambiante et a ’obscurité, 2,5 ml de carbonate de sodium (20%) ont €té ajoutés.

Apres 2 heures d'incubation & température ambiante, I'absorbance des échantillons et de
la solution étalon ont été mesurés a 760 nm avec un spectrophotometre. Des concentrations
croissantes d'acide gallique (7,81-250 pg/ml) ont été utilisées pour obtenir une courbe
standard. Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalents d'acide gallique par
milligramme d’extrait (ugAGE/mg) [91-92].

I11.5.Séparation chromatographique de ’extrait n-butanol :

Nous avons débuté le traitement de I’extrait n-butanol par une chromatographie
analytique sur couche mince, pour mettre au point I’¢luant ou le systéeme d’élution qui
donnerait la meilleure séparation, qui est le (CHCIs/MeOH) dans les proportions (3/1).

Visible UV 365nm
Systéme d’élution (CHCI3/MeOH) (3/1)
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Visible UV 254 nm

Systéme d’élution BAW (6/1/2)

Figure 111.2 : Profil chromatographique de I’extrait n-butanol dans deux

systémes d’élution

I11.5.1. Séparation chromatographique sur colonne :

Une masse de 2 g de I’extrait n-butanol dissout dans le méthanol est mélangé avec une
petite quantité de gel de silice normal, I’ensemble est séché sous vide, puis broyée jusqu’a
obtention d’une poudre homogéne. Cette derniére est déposée sur une colonne de gel de
silice, préparée dans le chloroforme. L’élution est effectuée avec un gradient de polarité
croissante chloroforme / méthanol (100/ 0 a 0/ 100).

Les fractions de colonne obtenues ont subit des tests sur chromatographique sur couche
mince de gel de silice sur un support aluminium, ce qui nous a permis de réunir les
fractions ayant des comportements chromatographiques semblables donnant ainsi 14
fractions en tout.

Les plaques sont visualisées sous lumiére UV a (254 et 365 nm) puis révélées avec
I’anisaldéhyde et chauffées pendant 3 minutes a 100 C°. La progression de cette colonne

est donnée dans le tableau 111.2.
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Tableau I11.2 : Regroupement des fractions issues de la colonne

chromatographique de I’extrait butanolique de Limonium pruinosum

Systeme d’élution
Lotde | N°dela :
fractions | fraction | % CHCIz | % MeOH L:rggtli%snd((;)la Observations
Graisse
8-11 F2 98 2 0.05 Produit pur
12-15 F3 98 2 0.11 Produit pur
16-19 F4 96 4 0.16 Mélange
séparable
20-22 F5 90 10 0.14 Mélange
séparable
23-29 F6 80 20 0.17 Mélange
séparable
30 F7 70 30 0.1 Mélange
complexe
31-33 F8 70 30 0.16 Mélange
complexe
34 F9 60 40 0.12 Mélange
séparable
35-36 F10 60 40 0.11 Mélange
complexe
37 F11 60 40 0.12 Mélange
complexe
38-41 F12 50 50 0.13 Mélange
complexe
42-44 F13 40 60 0.19 Mélange
complexe
45 Fl14 0 100 0.15 Mélange
complexe

111.5.2. Analyse chromatographique sur couche mince des fractions :

Les 14 fractions obtenues sont testées dans troix systémes différents qui sont:

CHCI3/MeOH , AcOEt /MeOH /H20 , BAW .On constate que les plaques de CCM des

fractions 2 et 3 dans le systtme CHCI3/MeOH montrent une monotache .

Les autres fractions sont des mélanges separables et complexes comme montre le
tableau I11.2.
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L e
<A i /SR

Visible UV 365 nm Visible UV 365 nm

Figure 111.3: Profil chromatographique de F2 et F3 dans le systéme d’élution
(CHCI3/MeOH) (4.9/0.1)

TRTeK(eS

==

=

=
=

Visible UV 254 nm

Figure 111.4: Profil chromatographique des fractions 4, 5 et 6 dans le
systeme d’élution (AcOEt /MeOH/ H20) (7.5/0.5/0.5)

38



Chapitre III Travail personnel
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Visible UV 254 nm

Figure 111.5 : Profil chromatographique des fractions 7, 8, 9, 10, 11,12
et 13 dans le systeme d’élution BAW (12/2/4)

111.5.3.Séparation et purification des fractions :

Parmi les 14 fractions obtenues, on a procédé au traitement de la fraction 2 a cause
de sa pureté et de sa couleur jaune sous lumiere UV 365 nm ce qui permet a proposer
I’existence d’une structure flavonoide, ainsi I’étude de la fraction 9 a cause de la
présence d’une tache jaune sur la plaque CCM dans le visible , sa fluorescence est

noire-violette sous lumiere UV 365 nm, ce qui indique la présence d’un flavonoide .

111.5.3.1. Traitement de F2 :

La fraction 2 (50 mg) renferme un produit majoritaire soluble partiellement dans le
MeOH et soluble totalement dans le DMSO. Ce produit est purifié par lavages
successifs a 1’aide d’un mélange de CHClz /MeOH, la masse du produit pur obtenu est

de 12 mg.
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Visible UV 254 nm

Figure 111.6 : Profil chromatographique de la fraction 2 dans le systeme
d’¢lution (CHCI3s/MeOH) (4.9/ 0.1)

Réveélée par
I’anisaldéhyde

Visible UV 254 nm

Figure I111.7 : Profil chromatographique de la fraction 2 par rapport au I’extrait
butanolique dans le systeme d’élution BAW (6/1/2)

La fraction 2 a été élué sur plaque chromatographique gel de silice dans 2 systemes

d’élution , les résultats sont montrés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 111.3 : Comportement chromatographique de F2 sur plaque de Silice dans
deux systémes d’élution (CHCI3/MeOH) (4.9/0.1)et (n-butanol/Acide acétique/eau)

(6/1/2)
Systeme La couleur en La couleur sous Rf
visible lumiére UV 365 nm
CHCI3/MeOH Jaune Jaune 0.85
(4.9/0.1)
n-butanol/Acide 0.87
Jaune Jaune

acetique/eau (6/1/2)

111.5.3.2. Traitement de F9 :

Aprés I’analyse de la fraction 9 (120 mg) par chromatographie sur couche mince, la
meilleure séparation a été obtenue avec le systeme de solvant (n-butanol/Acide

acetique/eau) dans les proportions (6/1/2) comme montre la figure suivante :

|
S e |
| , |
l;\k ) k__ e S
R ) |
)
!
: : e - et -

1
L

UV 254 nm

e g e

Révélée par I’anisaldéhyde

Figure 111.8: Profil chromatographique de la fraction 9 par rapport au 1’extrait butanolique dans
le systéme d’élution BAW (6/1/2)
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La fraction 9 a été éluée sur plaque chromatographique gel de silice dans un systeme

d’élution , les résultats sont montrés dans le tableau ci-dessous :

Tableau I11.4 : Comportement chromatographique de F9 sur plaque de Silice

dans un systéme d’élution (n-butanol/Acide acétique/eau) (6/1/2)

4 La couleur La couleur
Systeme Numéro de . - Rf
spot en visible sous lumiere
UV 365nm
Spot 1 Incolore Incolore 0.81
(n- . .
butanol/Acide Spot 2 Jaune Violette noire 0.68
acétique/eau)
(6/1/2) Spot 3 Incolore Incolore 0.56

Pour réaliser 1’étape de la séparation , on a procédé a 1’¢lution de cette fraction dans le
systeme précedent, la bande choisie est celle de la couleur noire-violette sous lampe UV a
365 nm et de couleur jaune dans le visible a été récupérée de la plague par grattage de la

zone de silice correspondante a cette bande, puis 1’extraire avec du méthanol, ensuite filtrer.
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Visible UV 254 nm

UV 365 nm

Figure 111.9 : Profil chromatographique de purification de la fraction 9
dans le systeme d’élution BAW (6/1/2)

Dans le but de confirmer la pureté de produit obtenu, une élution a été réalisée par
CCM avec le méme systéeme d’élution BAW, ce qui a donné une monotache (Figure
111.10).
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Visible UV 254 nm UV 365 nm

Figure 111.10 : Profil chromatographique de la fraction 9 apres
purification

La valeur du Rf enregistrée pour ce produit aprés la séparation est donnée dans le
tableau suivant :

Tableau I11.5 : Comportement chromatographique de F9 dans le systeme
d’¢élution (n-butanol/Acide acétique/eau) (6/1/ 2) apres la séparation

Systéme Rt

n-butanol/Acide

- 0.71
acetique/eau

6/1/2
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Chapitre IV Interprétation des résultats

IV.1.Les résultats du screening phytochimique :

Les tests de caractérisation phytochimique, réalisés sur les différents extraits
contenant des substances naturelles, ont donneé les résultats que nous présentons dans le

tableau et les figures ci-dessous.

Tableau V.1 : Reésultats des réactions de caractéerisation des principaux métabolites

secondaires contenus dans I’espéce Limonium pruinosum

L’espéce Limonium pruinosum

Composés recherchés ; .
P Présence /absence Coloration

Flavan 3,4 diols (Test de Bath -Smith)
++ Rouge
Flavonols (Test de Wilstater) Rouge
++ Pourpre
Flavonols et flavonones (Test de _ /
Wilstater)
Tannins (Test de gélatine) _ /
Tannins (Test de FeCls) Brune
T verdatre
Quinones _ /
Coumarines _ /
Anthraquinones _ /
Alcaloides (Test de Dragendorff ) _ /
Alcaloides (Test de Mayer) _ /
Saponosides _ /

(-) Résultat négatif, (+) Résultat faiblement positif, (++) Résultat positif, (+++)
Résultat fortement positif.

Voir annexe
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Chapitre IV Interprétation des résultats

D’apreés les résultats du screening phytochimique nous constatons que : nos extraits
contiennent des flavonoides de types flavan3,4 diols , flavonols, et des tannins en quantités
trés importantes par rapports aux autres classes de métabolites secondaires.

Ces résultats confirment que cette plante n’est pas trés riche en métabolites secondaires.

IV.2. Résultats de dosage des polyphénols :

Détermination du contenu total en polyphénols

La teneur phénolique total des deux extraits de AcOEt et n-BuOH estimé par la
méthode de Folin-ciocalteu. Les résultats ont été calculés a partir de la courbe d’étalonnage

(Figure 1V.11), en utilisant ’acide gallique comme standard, qui suit une équation de

type :

y = 0,0145 x +0,1477
R2 =0,9953

v" Les valeurs obtenues pour la concentration en phénols totaux sont exprimées en EAG

mg/g.

Absorbance= f(Concentration)

45
4 e !
35 RZ={,0053 %
E !
£3 //
a
g 29 =
m . '
2 2 /‘ ¢ Acide gallique
0
o 1,5 . . .
2 // —Linear (Acide gallique)
<1
05 +
0 , . !

0 100 200 300
Concentration (jg/mL)

Figure IV.1 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique
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La quantification des polyphénols des trois extraits a eté représentée dans le tableau
suivant :

Tableau 1V.2 : Résultats du dosage des polyphénols

Les extraits | Absorbance 1 | Absorbance 2 | Moyenne | EAGmg/ gES

AcOEt 0.445 0.442 0.4435 20.40

I n-BuOH 0.903 0.910 0.9065 52.33

AG : acide gallique, EAG : équivalent d’acide gallique, ES : poids sec de
I’extrait.

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus montrent que les teneurs en polyphénol
totaux varient considérablement entre les différents extraits. L’extrait n-BuOH enregistre
un maximum de polyphénol (52.33 EAGmMg/PSg) ce qui indique la richesse de cet extrait
en polyphénol par rapport a I’extrait ACOEt qui renferme une teneur plus faible (20.40
EAGmg/ PSg) .

Les résultats sont résumes dans la figure suivante :

52.33
60

50 AcOEt

40

= n-BuOH
30 - 20.40

20 A

AcOEt n-BuOH

Figure V.2 : Contenu total en polyphénol totaux des deux
extraits AcOEt et n-BuOH

47



Chapitre IV Interprétation des résultats

IV.3.1dentification de structure du composé F2 :

Le composeé F2 est caractérisé par une couleur jaune sous lumiere UV 365 nm laissant
envisager une structure de type flavonoide .
IV.3.1.La spectrophotométrie UV :

L’étude de la série spectrale UV (spectre 1V.1) montre que :

¢ Le maximum d’absorption de la bande I a 370 nm dans le spectre enregistré dans
le MeOH indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavonol.

¢ L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AA =
+51 nm) avec une augmentation de I’intensité indiquent la présence d’un OH libre
en4'.

% L’addition de NaOAC provoquant un déplacement trés faible de la bande Il (AL
=+1 nm) par rapport au spectre MeOH suppose la présence d’un OR en position 7.
Cette supposition est confirmée par I'absence d'une nouvelle bande sur le spectre
enregistré dans le NaOH comparativement a celui enregistré dans le MeOH .

¢+ L’addition de HsBO3 ne provoque aucun déplacement de la bande | dans le spectre
ce qui exclue la présence d’un systéme ortho dihydroxylé sur le noyau B.

¢ Le déplacement bathochrome de la bande | enregistré dans le milieu (AICI3 + HCI)

comparativement a celui enregistré dans le MeOH (AL = +58nm) indique la présence

d’un OH libre en 5.

Les données relatives a la série spectrale UV de ce composé sont rassemblées dans

le tableau 1V.3.

Tableau I1V.3 : Données de la série spectrale UV du composeé F2

Réactifs Bande Il (nm) Bande | (nm) Observations
MeOH 254 370 Flavonol
NaOH 264 421 OH libre en 4°

Pas de OH libreen 7
NaOH apres 5 264 421 Spectre stable
mn

NaOAc 255 385 ORen7

NaOAc+H3BO3 255 370 Pas de ortho di-OH sur le
cycle B
AICls 264 429 /
AICIz+HCI 264 428 OH libreen 5
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Chapitre IV

Interprétation des résultats

+ MeOH
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Spectre 1V.1 : Série spectrale UV du compose F2
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Chapitre IV Interprétation des résultats

Ces resultats permettent de proposer la structure partielle suivante :

Figure 1V.3 : La structure partielle du composé F2

IVV.3.2.La spectrométrie RMN-tH:

L’examen du spectre RMN-1H (spectre 1V.2) du composé F2 permet de tirer les

indications suivantes :
e Un doublet d’intégration 1H (J = 2,06 Hz), indicateur d’un couplage méta a
0 = 7,95 ppm attribuable a H-2".

e Un doublet de doublet d’intégration 1H a 6 = 7,85 ppm (J = 8,48 Hz, J = 2,06 Hz)
attribuable a H-6".
e Un doublet d’intégration 1H a 6 = 7.05 ppm (J = 8,48 Hz), indicateur d’un couplage
ortho attribuable a H-5".

e Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 3= 6.75 ppm, le second a
& = 6.35 ppm avec une constante de couplage J = 2.20 Hz (couplage méta)

attribuables a H-8 et H-6 respectivement .

e Deux singulets d’intégration 3H chacun, le premier a 6= 3,94 ppm et le second a

6=3,95 ppm attribuables a deux groupements methoxyles .

Les données relatives a la RMN-1H de ce composé sont reportées dans le tableau 1V.4
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Chapitre IV Interprétation des résultats

Tableau 1V.4: Données de la spectrométrie RMN-'H du composé F2

Déplacement
chimique 6 (PPM) Multiplicité Intégration | Interprétation
(JHZ2)

7.95 d(2.06Hz) 1H H-2

7.85 dd( 8.47 ; 2.05Hz) 1H H-6’

7.05 d(8.48) 1H H-5° |
6.75 d(2.20) 1H H-8

6.35 d(2.20) 1H H-6

3.95 S 3H OCHs
3.94 S 3H OCHs

= —~—

2(0-CH3) '

Spectre 1V.2 : Spectre RMN-tH (250 MHz,DMSQ) du composé F2

51



Chapitre IV Interprétation des résultats

I' 2(0-CH3) ] )

Spectre 1V.3 : Spectre RMN-tH (250 MHz,DMSO) étalé (1-4 ppm)
du composé F2

H_2ﬂ H'S, H-8 H' 6

Spectre 1V.4: Spectre RMN-tH (250 MHz,DMSO) étalé (6.2-8 ppm)
du composé F2
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Chapitre IV Interprétation des résultats

Les données de la RMN-1H rassemblées avec celles de la série spectrale UV ménent a la

structure suivante :

3,5,4’-trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone ou bien 7,3’-diméthyl quercétine

Figure IV.4 : La structure du 3,5,4’-trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone

IV.4.1dentification de structure du composé F9 :

La fluorescence noire-violette de ce composé sous lumiére de Wood est caractéristique
d’une flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

Le spectre d’absorption ultraviolette enregistré dans le méthanol (spectre 1V.5)
montre deux bandes caractéristiques d’un flavonoide, la bande I 8 Amax = 352 nm, est en

faveur d’un flavonol substitué en position 3.

N 254nm
7] 352nm

Absorbance

[=]

Spectre 1V.5 : Absorption UV du compose F9
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Conclusion

Conclusion

Le but de ce travail est I’isolement et l’identification structurale des métabolistes
secondaires de type flavonique de I’espéce Limonium pruinosum.L (plombagénacea),
récoltée du Batna en 2015. L’étude bibliographique préalable réalisée sur cette espéce a

montré qu’il n’existe pas beaucoup d’informations de nature chimique et/ou biologique.

L’étude, que nous avons présentée dans ce mémoire , portée sur ’investigation
phytochimique de la phase n-butanol de I’extrait hydroéthanolique des parties aériennes de

I’espece Limonium pruinosum L.

Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser les
flavonoides et les tanins.Ces métabolites secondaires ont des grandes valeurs
thérapeutiques,l’analyse qualitative de 1’extrait butanolique par CCM suppose la présence
probable des flavonoides de type flavonol, ces molécules sont considéréees comme les
composés antioxydants les plus actifs de la famille des flavonoides. L’estimation
quantitative des polyphénols totaux dans les extraits analysés montre que [’extrait

butanolique enregistre une richesse en polyphénol.

Ces resultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre les
investigations sur cette espece d’intérét en se focalisant sur la phase n-butanol, et de faire
le fractionnement, 1’isolement et l'identification des flavonoide, par I’'utilisation des
différentes méthodes chromatographiques, (chromatographie sur colonne et
chromatographie sur couche mince), qui ont permis I’isolement et la purification de deux
produits purs. Nous avons pu par des méthodes de spectroscopie de résonance magnétique
(RMN-1H) et de la spectrophotométrie (UV) d’établir la structure d’un seul produit pur qui

est :

o/

OH

OH

OH O

3,5,4’-trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone
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1) )

Résultats de screening phytochimique des flavonoides (test de Bath-Smith) type flavan3,4
diols chez Limonium pruinosum (1) : témoin négatif,(2) : extraits hydroalcoolique de la
plante

(1) 2
Résultats de screening phytochimique des flavonoides (test de Wi?szater) type
flavonols et flavanones chez Limonium pruinosum (1) : témoin négatif, (2) : extraits
hydroalcoolique de la plante

() )
Résultats de screening phytochimique des tannins (test de Gélatine 1%) chez
I’espéce Limonium prinosum (1) : témoin négatif, (2) : extraits hydroalcoolique de la
plante



M) )

Résultats de screening phytochimique des tannins (test de FeCls) chez
Limonium pruinosum (1) : témoin négatif, (2) : extraits hydroalcoolique de la
plante

(1) ()

Résultats de screening phytochimique des quinones chez Limonium pruinosum. (1) :
témoin négatif, (2) : extraits étherique de la plante

Résultats de screening phytochimique des coumarines



1) )

Résultats de screening phytochimique des anthraquinones chez Limonium
pruinosum (1) : témoin négatif, (2) : extraits Chloroformique de la plante

@) )

Résultats de screening phytochimique des alcaloides (test de Dragendorff)
chez Limonium pruinosum.(1) : témoin négatif, (2) : extrait sulfurique de la
plante

) )

Résultats de screening phytochimique des alcaloides (test de Mayer) chez
Limonium pruinosum.(1) : témoin négatif, (2) : extrait sulfurique de la plante



Résultats de screening phytochimique des saponosides chez 1’espece
Limonium pruinosum
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