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Résumé

Ce travail porte sur I’étude phytochimique et I’activité antioxydante de 1’espéce Ononis
angustissima, appartenant a la famille Fabaceae (Leguminosae), cette espéce est réputée
pour sa richesse en métabolites secondaires bioactifs.

L’étude de 1' espéce Ononis Angustissima a porté sur un screening phytochimique visant a
identifier les différentes familles de composés chimiques de cette espéce. Quatre extraits

bruts ont été préparés a partir de la partie aérienne de cette plante :
Ether de pétrole (E), Chloroforme (C), Acétate d’éthyle (A), n-Butanol (B).

Les résultats des dosages des polyphénols totaux et des flavonoides ont montrés que
I'extrait n-BuOH est plus riche en polyphénols et en flavonoides que I'extrait CHCI; a
partir des courbes d’étalonnage d’acide gallique et de la quercétine respectivement.

L’évaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait chloroformique par la méthode du
piégeage de radical libre DPPH a montré que l'extrait chloroformique est doté d’une

activité antioxydante importante, mais relativement faible que celle d’acide ascorbique .

L’investigation chimique de I’extrait chloroformique des parties aériennes de Ononis
angustissima, a conduit a l'isolement et la purification de Cing constituants chimiques
dont un produit purs a été identifié grace & la combinaison des données de RMN *H, de la
spectroscopie UV-Visible , il s’agit de : 5,7-dihydroxy-6-methoxyflavone  (6-
methoxybaicalein).

L’isolement et la purification des composés ont été effectués par la combinaison de
méthodes chromatographiques(CCM, CC) . Leur determination structurale a été réalisée
grace a l’utilisation de techniques physicochimiques et spectroscopiques, telles que la

spectroscopie UV-visible, la RMN 1D (1H) .

Mots clés:
Phytochimie., Ononis angustissima., Fabaceae., Polyphénols totaux., Flavonoide.,
Activité antioxydante., RMN 1D.



Abstract

This work relies to the phytochemical study and the antioxidant activity of the species
Ononis angustissima, belonging to the Fabaceae (Leguminosae) family. a species known
for its richness in bioactive secondary metabolites.

The Ononis Angustissima study focused on a phytochemical screening aimed to identify
the different families of chemical compounds in the plant. Four raw extracts were prepared
from the aerial part of this plant:

Petroleum ether (E), chloroform (C), ethyl acetate (A), n-butanol (B).

The results of the total polyphenol and flavonoid assays show that the n-BuOH extract is
rich in polyphenols and flavonoids than the CHCI3 extract from the calibration curves of
gallic acid and quercetin, respectively.

The evaluation of the antioxidant activity of the chloroform extracts by the DPPH free-
radical scavenging method has shown that the chloroform extract has significant
antioxidant activity, but relatively low that of ascorbic acid.

The chemical investigation of the chloroformic extract of the aerial parts of Ononis
angustissima, led to the isolation and purification of Five chemical constituents.

The isolation and purification of the compounds was carried out by the combination of
chromatographic methods. Their structural determination was achieved through the use of

physicochemical and spectroscopic techniques, such as UV spectroscopy, 1D NMR (1H).

Key words:
Phytochemistry., Ononis angustissima., Fabaceae., Total Polyphenols., Flavonoid.,
Antioxidant Activity., 1D NMR.
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Les abréviations

APG :Angiosperm Phylogeny Group

RL : radicale libre

Abs: Absorbance.

mg éq Q/g : mg équivalent quercitine par gramme de matiere seche
mg éq AG/g : mg équivalent acide gallique par gramme de matiere seche
EtOH : Ethanol

HCI : Acide chlorhydrique

NaOH : Hydroxyde de sodium

KOH : Hydroxyde de potassium

ACcOEt : Acétate d’éthyle

AICI3 : Chlorure d’aluminium

CHCI3 : Chloroforme

C6H14 : Hexane

MeOH : Méthanol

NaOAc : Acétate de sodium

Mg : Magnésium

H3BO3 : Acide borique

H2S04 : Acide sulfurique

OMe : Méthoxyle

Me : Methyl(-CH3)

g : Gramme

H : Hydrogéne

DPPH: 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

UV : Ultra violet

Vis : Visible

IC50 : Concentration inhibitrice de 50% de la population cellulaire
IP% : pourcentage d’inhibition

AAR : Activité antioxydante relative

CC : Chromatographie sur Colonne

CCM : Chromatographie sur couche mince
RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire

RMN H* : Résonnance Magnétique Nucléaire du proton



DEPT: Sequence Distorsionless Enhancement by Polarisation Transfert
J : Constante de couplage

6 : Déplacement chimique

s : Singulet

d : Doublet

m : Multiplet

ppm : Partie par million
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Introduction générale

Introduction générale

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 extra ordinaires vertus des plantes pour le traitement de
toutes les maladies de I’homme est trés ancienne et évolue avec 1’histoire de I’humanité.
Bien qu’une grande partie du XXéme siccle ait été consacrée a la mise au point de
molécules de synthese, 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 r6éle majeur dans le traitement
de nombreuses maladies humaines [1].

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
Elles sont considérées comme source de matiére premiere essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments [2].

Une des originalités majeures de plante médicinales réside dans leur capacité a produire
des substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires
classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréqguemment des
métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente
mais représente une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des
domaines aussi différents que la pharmacologie ou I’agroalimentaire [3].

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja
environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partir de plantes [4].

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualit¢ malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végetale contient
un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les
flavonoides [5].

Parmi ces plantes Médicinales recensées a ce jour, ceux de la famille fabacée .
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Le genre Ononis appartient a la tribu des trifolieae qui constitue une des 31 tribus relevant
de la sous-famille Papilionoideae. Ce genre qui compte environ 75 especes, est largement
distribué dans la région méditerranéenne, les Tles Canaries, I'Europe et I'Asie centrale. [6]
La présente étude a été consacrée a examiner minutieusement la composition
phytochimique et a évaluer I’activité antioxydante de parties aériennes de 1’espéce ononis
angustissima qui se trouve au sahara d’algerie.

Notre travail sera donc réparti en trois chapitres :

Dans le premier chapitre, nous présentons une mise au point bibliographique décrivant les
notions essentielles a la compréhension de notre travail (généralité sur I’espece étudié —la
famille , classification ,répartition ,description , les travaux antérieurs sur I’espéce ..... )

Le seconde chapitre décrit I’étude phytochimique de 1’espéce Ononis Angustissima, avec
une présentation de la méthode d’extraction, screening phytochimique, dosage des
polyphénoles et flavonoides, et les technique d’analyse chromatographiques, a savoir la
chromatographie sur couche mince et la chromatographie sur colonne.

Le troisiéme chapitre consiste une ¢étude de [Dactivité antioxydante de 1’extrait
chloroformique. Enfin, le manuscrit se terminera par une conclusion générale qui permettra

de tirer quelques perspectives de prolongements du travail.
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1.1. Généralités sur la famille des Fabacées

1.1.2 Présentation de la famille des Fabacées

La famille des Fabacées (Légumineuses) est I'une des plus importantes du régne Végétal

[7].

Les Fabaceae constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de
730 genres et 19 400 especes, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical [8]. En
Algérie, les Fabacees ligneuses occupent une place importante et jouent un réle important
dans I'équilibre du milieu naturel et la lutte contre la désertification [9] , et on enregistre
53 genres et 339 espéces [10]. La famille Fabaceae réparties entre trois sous-familles :
Papilionoideae (Faboideae), Caesalpinioideae et Mimosoideae [11]. La sous famille
Papilionoideae( Faboideae ) est la plus importante car elle inclut plus des deux tiers des
especes légumineuses [8]. Bien que le terme Fabaceae soit actuellement préféré dans la
nouvelle classification systématique APG (Angiosperm Phylogeny Group), le terme

Leguminosae est encore couramment utilisé par certaines catégories de scientifiques.

La position systématique des Fabaceae est présentée dans le tableau suivant [12].

Tableau 1.01 : Phylogénie de la famille Fabaceae (Leguminosae) (APG II, 2003) [12].

Classification APGII (2003)
Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta

Sous embranchement

Angiospermae

Classe Eudicotyledonae
Sous-classe Rosidae
Ordre Eurosidae |
Sous-ordre Fabales
Famille Fabaceae (Leguminosae)
Faboideae
Sous-famille Mimosoideae

Caesalpinoideae

1.1.3. Caractéres botaniques de la famille Fabaceae

La grande famille des Fabaceae (de faba, la féve) doit son unite a son fruit, appelé gousse

ou légume, d’ou I’autre dénomination de légumineuses sous laquelle cette famille est plus

oy
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connue [8]. La gousse est un follicule déhiscent qui s’ouvre par deux fentes longitudinales
en deux valves portant chacune une rangée de graines albuminées [13].

Les plantes de la famille des Fabaceae possedent plusieurs caracteres morphologiques en
commun. Néanmoins, on observe aussi dans cette famille de tres nombreux types floraux,
dues & plusieurs tendances évolutives, plus ou moins synchrones, et en particulier, une
réduction du nombre des étamines et la création d’une fleur zygomorphe. Les feuilles
également des plantes de cette famille présentent une évolution morphologique [14].

% Les racines sont généralement pivotantes et laissent apparaitre des nodosités a
rhizobium qui se forment si le sol est pauvre en azote [15].

¢ Les feuilles sont généralement alternes, pennées ou trifoliolées et stipulées.

+« Les inflorescences sont des grappes plus ou moins allongees. Les Fabaceae les plus
primitives (mimosoidées) possédent un périanthe régulier et réduit, avec des
étamines trés nombreuses.

% Toutes les Fabaceae possédent un ovaire formé d’un seul carpelle. Celui-Ci est
supere et surmonté d’un style et d’un stigmate.

« Le fruit, élément le plus constant et qui caractérise cette famille, est appelé gousse
ou légume. 11 s’agit d’un fruit qui s’ouvre en général a maturité grace a une double
ouverture : ventrale et dorsale [14].

1.1.4. Répartition géographique des Fabacées

Le principal centre de la diversité des Fabacées est situe en Amérique du centre et du sud.
D’autres centres de la diversité sont localisés également en Afrique et en Asie. En général,
les Fabacées sont distribuées dans tous les biomes terrestres. Leur répartition est cependant
variable selon la sous-famille. Les Faboidées sont cosmopolites et se retrouvent presque
dans tous les milieux du globe terrestre. Les Cesalpinioideae occupent surtout les régions
tropicales et subtropicales de 1’Amérique, de 1’Afrique et de I’Asie. Les Mimosoideae
dominent les régions tropicales et subtropicales, colonisent aussi les zones arides et
semiarides de I’ Afrique, de I’ Amérique et de 1’ Australie [16].

1.2. Présentation de I’espéce Ononis angustissima

1.2.1. Description botanique
Ononis angustissima est une plante rameuse a nombreuses tiges dressées bien verte. Elle

peut atteindre 30 a 100 cm. Les rameaux sont persistants apres la floraison.

¢ Les Feuilles a trois folioles étroites quatre a cing fois plus longues que large, plus

ou moins dentées.

;
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¢+ Les Feuilles sont munies de deux stipules engainantes a leur base, le pétiole des
feuilles est court.

¢ Les Fleurs jaunes, petites et moyennes (environ 0,3 a 2,5 cm) portées par un long
pétiole qui se prolonge au- dela de I’insertion de la fleur. [17]

¢+ Les gousses peuvent étre régulierement déhiscent, ou manquent de points de suture
et irréguliérement déhiscent.

¢ La corolle et le calice sont généralement persistantes apreés I’anthése, avec un ou
parfois les deux en fonctionnement dispersion des fruits.

¢+ Les quatre pétales inferieurs (aile et de la quille) sont partiellement soudés et leurs
griffes sont adnées au tube staminal ; les pétales supérieurs (banniere) peuvent
également étre soudés aux pétales inferieurs, et parfois a I’étamine libre. .

¢+ La nacelle est souvent de texture du papier et sont entierement situés dans la corolle
persistante et souvent fortement modifiés ou calice.

++ Floraison : Mars — Avril — Mai

+¢+ Fructification : Juin — Juillet — Aodt [8].

Figure 1.01 : Photos de I’espéce Ononis angustissima [18].

1.2.2. Classification systématique

La naturaliste Linné a défini une dénomination scientifique, qui permet de caractériser
chaque espece par deux noms latins, dont le premier correspond au nom de genre, le
second au nom d’espece [19].

La sous-espéce ou la variété peuvent également étre précisés, la famille est généralement
indiquée.

La précision de cette dénomination est fondamentale, et se compléte par une différentiation

chimique pouvant intervenir a des niveaux tres variés :
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% Au niveau de la famille : certaines familles botaniques font preuve d’une grande
homogénéité chimique : ainsi les lamiacées aromatiques renferme presque toutes
une huile essentielle ; les gentianacées ou les astéracées présentent généralement
des lactones terpéniques ameres.

% Au niveau du genre : la totalité des espéces du genre Digitalise renferme des
hétérosides cardiotoniques ; I’ensemble des espéces du genre Cassia contient des
hétérosides anthraquinoniques a propriétés laxatives.

% Au niveau de ’espéce : une composition chimique rigoureusement identique entre
deux espéces différentes est exceptionnelle ; ¢’est néanmoins le cas chez les sénés
[20].

Le tableau suivant résume les informations nécessaires pour la classification de | 'Ononis

angustissima.

Tableau 1.02 : Classification systématique de L’ononis angustissima

Régne Plantae
Taxonomie Ononis angustissima
Embranchement Spermatophytes

Sous — embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Rosidae
Ordre Rasale (Fabales)
Famille Léguminoseae (Fabaceae)

Sous — famille

Papilionaceae

Tribus Trifoleae
Genre Ononis
Espéece Angustissima

1.2.3. Répartition geographique

Parmi les léegumineuses, une place particuliere peut étre accordée a 1’espéce Ononis
angustissima présente dans les dayas et les régions d’Ouargla, Ghardaia, Biskra er Bechar
(Nord du Sahara Algérienne) [21-22].
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SS1: Secteur occidental du Sahara septentrional
SS2 : Secteur oriental du Sahara septentrional

\ SO : Secteur du Sahara occidental /

Figure 1.02 : Régions Septentrionales d’Algérie

1.2.4. Usage traditionnel et propriétés biologiques

En médecine traditionnelle, plusieurs plantes de ce genre ont été utilisées dans le traitement
de la jaunisse, des inflammations des voies urinaires et des calculs rénaux [23]. Par
ailleurs, les espéces d'Ononis L. ont été utilisées pour la cicatrisation de plaies, d'eczéma et
de rhumatismes, ainsi que contre le cancer et les lésions cutanés, et ont été utilisées en tant
gu'agent antiseptique et antimicrobien [24].

Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples d’espéces de trés grande importance
pharmacologique :

% Ononis spinosa : cette plante est connue depuis longtemps pour son action
diurétique. La racine est efficace contre la goutte et diverses affections de I'appareil
urinaire et prévient la formation de calculs rénaux et biliaires [25].

+¢+ Ononis natrix : les racines et les fleurs sous forme d'infusion, sont utilisées pour le
traitement de certains troubles de I'appareil urinaire [26].

¢+ Ononis hirta : les parties aériennes de la plante sont employées pour traiter les

boutons de fievre, I'herpés et le cancer de la peau [6].
1.3. Les flavonoides isolés du I’espéce Ononis angustissima
Les investigations chimiques réalisées sur I’espéce O .angustissima ont mis en

évidence la présence des flavonoides.

-



Chapitre | Etude bibliographique

1.3.1. Définition

Le terme flavonoide (de flavus, <gaune)> en latin) désigne une trés large gamme de
composes naturels appartenant a la famille des polyphénols [27].

Les flavonoides constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et
rouge de différents organes vegétaux [28].

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous forme
de glycosides. On les trouve, d’'une maniére générale dans toutes les plantes vasculaires, ou
ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits.
Et jouent un role important dans la protection des plantes [29].

Ils se trouvent également dans plusieurs plantes medicinales. Des remédes a base de
plantes renfermant ces composés sont utilisés en médecine traditionnelle a travers le
monde entier [30].

1.3.2. Structure chimique des flavonoides

Flavonoide, est un terme générique pour des composés basés sur un squelette a 15 atomes
de carbone qui fait de deux cycles phényles C6, les cycles A et B, connectés par un pont a
trois carbones (structure en C6-C3-C6). Ce dernier est situé entre les cycles A et B est
communément cyclisé pour former le cycle C (cycle centrale). Les atomes de carbone dans
les cycles C et A sont numérotés de 2 a 8, et dans le cycle B de 2'a 6' (figure 1.03) [31].

La Distinction des sous-classes se fait sur la conformation de la structure centrale (cycle
C).

Figure 1.03 :Squelette de base des flavonoides
s Des études antérieures sur la composition chimique de 1’espéce Ononis
Angustissima avaient montré la présence de déférents types de flavonoides sont
isolés de la partie aérienne par diverses technique chromatographique
(CCM,CC).Leurs structures sont élucidées sur la base d’analyse spectroscopiques

RMN ,UV-VISIBLE .

-
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Le tableau suivant résume quelque flavonoides isolés de cette espéce .
Tableau 1.03 : Quelques flavonoides isolés de 1’espéce Ononis Angustissima

Structure Référence
HO (@) [32,33]
OCH;4
(@)
OR
OH
5", 7-dihydroxy-2'-méthoxy-isoflavone 4'-O-B-d-glucopyranoside . R=Glu
RO o [34]
\‘i!)g\‘\
OCHj3
formononétine 7-O-p-d-glucopyranoside. R=Glu
[35]
o
‘ic’)g\‘\
CHs3
formononétine
[36]
HO OR
o}
=
H
OH
o)
spinonine . R=Glu
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H3CO OR [36]
o)
'
H
OH
¢}
9-O-méthylspinonine. R=Glu
HO OH [37]
o)
\\\\\\\\n
H
OH
e}
(+) - puérol A
RO 0 [38]
\‘;j‘\‘io
o) >
o
trifolirhizine. R=Glu
[39]

RO o
\‘;j:‘io
@) O >
O

trifolirhizine-6'-O-malonate. = R = 6'-O-malonate-Glu
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HO o) [40]
\‘;j‘\‘io
@) >
o]
maackiain
HO\‘;OJQ‘\ [40]
¢}
o/
medicarpin
[41]
H3CO OCH3
OH O
dihydroflavokawine B
OH [42]
OH
OCHj3
HsCO O
HsCO
OH O

5,3,4'-trihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone
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[43,44]
\Qi”j iy, Q\
OCHg
HOH,C
HO
HO
OH
(3S) -7-hydroxy-4-méthoxy-isoflavanone 3'-f-d-glucopyranoside.
OH [45,46,47]
CH,0H
% :
0
OH 0
HOH,C
0
HO
HO
OH
kaempférol 3-O-B-d-glucopyranoside-7-O- (2 '"-acétyl) -p-d-
galactopyranoside.
H3CO = [48]
HOH,C
0 0
HO
HO
OH
citrusin C
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= [49]
HOH,C
0 o
HO
HO
OH
chavicol 1-O-B-d-glucopyranoside
[50]
H3CO I OH
OH o]
2, 6'-dihydroxy-4'-méthoxydihydrochalcone
[21,51,52,53]
HO I OH
o]
2", 4'-dihydroxychalcone
[45]

OH
H3CO\,i;j/‘/
OH @)

7-méthylapigénine
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5-hydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone (Alnetin)

[54]

OCH,
‘ |
HO
OH o)

5,7-dihydroxy-6,8-diméthoxyflavone

[55]

OH
OH
RO ®)
OH 0}

lutéoline 7-O-B-d-glucopyranoside. R=Glu

[45]

Hsco\,;c‘j/‘
OH o)

5-hydroxy, 7-métoxyflavone (7-O-méthylchrysine)

[56,57]
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OH [58,59]
HO OH
0
2°,3’, 4’-trihydroxychalcone
[60,61]
HO o) CH
o)
6-hydroxyaurone
I :OH I [21,22]
o]
2'-hydroxychalcone
[21,22]

HzCO

HsCO

!

OH 0
5-hydroxy-6,7-diméethoxyflavone (6, 7-dim’thoxybaicalein)
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[21,22]
H3CO ¢
HO
OH 0
5, 6-dihydroxy-7-méthoxyflavone (7-méthoxybaicalein)
[21,22]
HO 0]
OH o)
5, 7-dihydroxyflavone
[21,22]
HO o) CH OCHj,
o)
6-Hydroxy-4’-méthoxy aurone
[21,22]

OH
HO. : :o: /,CHGOH
o)

6,3’,4’-Trihydroxyaurone
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1.4. Techniques spectroscopiques

1.4.1. Spectroscopie UV-Visible

C’est une méthode trés importante pour la détermination des composés flavoniques. Son
importance réside dans : 1’utilisation des faibles quantités de produit, la facilité d’analyse et
I’obtention d’informations trés importantes sur la position des hydroxyles sur les squelettes
flavonique.
A. Le spectre UV- Visible dans le méthanol
Le principe de cette méthode est basé sur le fait que chaque produit & un spectre
d’absorption dans le méthanol et I'addition des réactifs provoque un changement dans ce
spectre donne des Indications précises sur le squelette flavonique.
On distingue deux types de bandes [62- 63 ] :
» La bande | correspond a l'absorption, dans la gamme de 300-500 nm, du systeme
cinnamoyle en faisant intervenir la conjugaison du groupement carbonyle C4 avec
le noyau B.
» La bande II correspond a I’absorption du systéme benzoyle en faisant intervenir la
conjugaison du groupement carbonyle avec le noyau A. Cette bande est due
essentiellement a 1’absorption du systéme chromophore du cycle A dans la gamme

de 240-284nm.

© .

Forme benzoyle forme cinnamoyle

Figure 1.04 : Les formes limites et les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique
[62,63]
Le déplacement exact et I’intensité des deux bandes I et II du spectre effectué¢ dans le
méthanol illustrent la nature de la structure du flavonoide ainsi que sa substitution,

conformément au tableau 1.04.

<
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Tableau .l .04 : Gammes des longueurs d’onde d’absorption UV pour les différentes
classes de flavonoides [62,63].

Bande Il (nm) Bande | (hm) Types de flavonoides
250 - 280 310 - 350 Flavone
250 - 280 330 - 360 Flavonol(3-OH substitue)
250 - 280 350 - 385 Flavonol (3-OH libre)
245 - 275 310 — 330 (épaulement) Isoflavone (5-deoxy-6,7-dioxygéné)
275 - 295 300 - 330 (épaulement) Flavone et dihydroflavonol
230 - 270 340 - 490 Chalcone
intensité faible 380 - 430 Aurone
270 - 280 465 - 560 Anthocyane et anthocyanidine

Parmi les exemples cités, il est clair que, le groupe hydroxyle a la position 7 et le groupe
méthoxy a la position 4’ n’ont aucune influence sur la bande (II). Seulement un groupe en
position 5 peut changer la valeur d’absorption, Quand le groupe methoxy introduit aux
positions 3’et 4’ du cycle B et le flavone a un groupe hydroxyle a la position 7, la bande
() est changée vers la gamme 237nm.
Quand le groupe méthoxy est introduit en trois positions du cycle B, la bande (Il) peut
disparaitre ou étre affectée par un effet bathochrome.
Pour les flavonols, une augmentation dans le nombre de groupes hydroxyles sur le cycle B
induit un déplacement de la Bande | de 3 nm a 10 nm [64].
B. Addition de réactifs
Outre la caractérisation du spectre d'absorption du produit, généralement dans du MeOH,
des informations additionnelles importantes peuvent étre obtenues par l'utilisation de
réactifs de déplacement. Ceux-ci complexent de maniere variable les composés
phénoliques en solution et provoquent des déplacements caractéristiques des maxima.
Le spectre méthanolique d’un composé flavonique sera modifi¢ par addition d’un certain
nombre de réactifs tels que NaOH, AICI;, AICI;+HCI, NaOAc et NaOAc+H3BO;. Ces
réactifs réagissent avec les groupements hydroxyles par formation de sels et de complexes
qui se traduiront sur le spectre UV par des déplacements bathochromiques ou
hypsochromiques des bandes d’absorption, permettant la localisation des hydroxyles libres
sur le squelette flavonique.
» L’addition de NaOH : L’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 hydroxylés sur le noyau A, le spectre montre apres addition de

NaOH un effet bathochrome des deux bandes I et II. Si l’isoflavone est

F



orthodihydroxylée en 3’ et 4’ le spectre UV montre une réduction d’intensité avec
le temps [65].

L’addition de NaOAc : Ce réactif sert a déetecter les groupements hydroxyles
essentiellement celui de la position 7 par un léger effet bathochrome de la bande I,
il ionise les OH les plus acides comme les hydroxyles des positions 3, 7 et 4’
[66].Dans le cas des isoflavones, le NaOAc ionise spécialement le groupement
hydroxyle en position 7, 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 [65].

L’addition de H3BO; : Le H3BO;3 est additionné a I’échantillon en présence de
NaOAc et les informations apportées indiquent I’existence ou 1’absence de
systémes ortho dihydroxyle sur le cycle B ou sur le cycle A (6,7 ou 7,8) a cause des
complexes formés. L’effet observé est un déplacement bathochrome de la bande |
par rapport au spectre enregistré dans le méthanol [67].

L’addition de AICIl; : L’addition de AIClz 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 I’hydroxyle en position 5 et la fonction carbonyle
[64] Ce qui entraine un effet bathochrome de la bande I.

L’addition de HCI : L’addition de HCI dans ce méme échantillon provoque la
disparition des complexes instables (complexe formé entre deux hydroxyles) et le
maintien des complexes stables (hydroxyle et carbonyle). Ceci se manifeste par un
déplacement hypsochrome de la bande | par rapport a celui en présence d’AlCl; et
bien évidement un effet bathochrome moins important par rapport au spectre dans

le méthanol pris comme référence [66].

Bande IT Bande 1
/
/
-

'S 3 4
T T T

300 300
MeOH, NaOAc
----- MeOH, NaOAc, H3BOS3

Figure.1.05 : spectres UV-Vis de flavones [62] .
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Figure.1.06 : spectres UV-Vis de flavonol [68].
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Complexe instable
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Figure.l.07 : Formation des différents types de complexes aprés addition d’AlCI; et en
présence de HCI [62-63].
Le tableau 1.05 résume les informations structurales qui peuvent étre obtenues en utilisant

les différents réactifs de déplacement.

.
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Tableau 1.05. Les informations structurales provenant des déplacements induits par les

réactifs [62,63].

réactifs déplacement en (nm) interprétation
bande | bande 11
MeOH 310 -350 250 — 280 Flavones
352 — 385 250 — 280 Flavonols (3-OH substitué)
350 — 380 250 — 280 Flavonols (3-OH libre)
MeOH + +40 a 60 (BI) avec stabilité d'intensité optique 4'- OH
NaOH +50 a 60 (BI) avec diminution d'intensité 30Het4'OR
Faible déplacement avec diminution d'intensité 4'-OR
Apparition d'une 3éme bande entre Bl et Bl 7-0OH
Absence de bande entre 320 — 335 7-0R
Transformation de bande I en une inflexion 5 - OH (Un seul hydroxyle
Décomposition lente libre)
3,4’di-OH ou ortho di-OH sur le
noyau A (6,7 ou 7,8)
AICI3+ +20 a 45 (BI) 5-0OH
MeOH +60 (BI) 3-0OH
AICI3+HCI | -20 & -40 (BI) Ortho di-OH sur le noyau B
+ -20a-25 (BI) Ortho di- OH sur le noyau A
MeOH (en plus ortho di-OH sur le
noyau B)
+17 a 20(BI) 5 — OH (avec 6-oxygénation)
+35 a 55(BI) 5 — OH flavone et 3-OMe
+50 a 60(BI) flavone
3 - OH avec ou sans 5- OH
NaOAc + | +5a20 (Bl 7 - OH
MeOH Déplacement trés faible(BI1) 7-0R
Diminution d'intensité avec le temps(BII) 6,7 ; 7,8 ou 3',4' di OH
le spectre se décompose avec le temps(BII) 5,6,7;5,7,8 ou 3,3',4" -tri-OH
NaOAc+ | +12a36 (BI) 34" di OH
MeOH + +5 a10 (BI) 6,7 ou 7, 8 di-OH
H3BO3
1.4.2. Résonance magnetique nucléaire (R.M.N)

_La résonance magnétique nucléaire constitue une des techniques d’analyse moderne et les

plus efficaces pour la détermination de la structure et de la stéréochimie des molécules

organiques complexes [69,70]

Nous allons rappeler ici les caractéristiques essentielles des techniques utilisées.

RMN du H*: La réalisation d’un spectre de RMN du proton est une étape fondamentale

dans la détermination structurale d’une molécule. De plus, elle ne nécessite que quelques

minutes.

En RMN du proton, trois informations sont importantes [69,70] :
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Le déplacement chimique (3), L’intégration, Le couplage

A. Analyse des signaux provenant des protons de la génine
Les positions relatives des protons sur les noyaux A et B sont facilement déductibles grace
aux valeurs des constantes de couplage.
Protons du noyau A : Lorsque le noyau A est disubstitué par des OH en 5 et 7, les protons
H-6 et H-8 présentent deux doublet, respectivement, entre 6.16 et 6.25 ppm avec une
constante de couplage J = 2,5 Hz et entre 6.39 et 6.56 ppm avec la méme constante de
couplage. La substitution des OH en positions 5 et/ou 7 conduit au déblindage des deux
protons voisins [71].
Protons du noyau B : Le déplacement chimique des protons du noyau B se trouve entre
6,7-7,9 ppm. Ce déplacement chimique est basé sur les substituants dans le noyau B et le
degré d’oxydation du noyau C. Quand le noyau B est monosubstitu¢ en 4', les quatre
protons H-2', H- 3', H-5' et H-6" présentent deux doublets dont les constantes de couplages
sont identiques (8.5 Hz). Les protons H-2' et H-6' résonnent toujours a des champs
inférieurs a ceux des protons H-3' et H-5". 117
Protons du cycle C : Le proton H-3 d’une structure flavone résonne entre 6.20 et -6.40
ppm sous forme d’un singulet [71], pouvant étre confondu avec les protons H-6 et H-8.

B. Analyse des signaux provenant des protons aliphatiques
Protons méthoxyle : Ils se présentent sous la forme d’un signal singulet dans I’intervalle
entre 3.5 et 4.5 ppm.
Protons du sucre : protons de la partie osidique : Les déplacements chimiques des protons
anomériques dépendent d’une part du flavonoide et d’autre part de la position et du type de
liaison sucre- aglycone.
Les protons correspondants a la partie osidique résonnent a des champs forts par rapport a
ceux de la génine (3,5 — 4 ppm). Le proton anomérique (H-1"") résonne a champ faible par
rapport aux autres protons a la partie osidique (4,2 a 6 ppm). L’intégration du signal qui est
proportionnelle au nombre de protons qu’elle représente permet de déterminer le nombre
de sucres, alors que la constante de couplage du proton anomérique permet de déterminer
I’anomére a ou B connaissant la nature du sucre [72].
La constante de couplage entre le proton anomérique du sucre et celui du proton existant
en 2’ a une grande importance car elle permet de savoir le type de la liaison entre le sucre
et I’aglycone s’il s’agit d’une position a ou B. Le proton anomeérique lié a un autre ose,

devient relativement loin de I’influence du noyau

-



Chapitre | Etude bibliographique

flavonique, et résonne a champ plus fort que le proton anomérique lié a la génine. 1l donne
en genéral un doublet déblindé par rapport aux autres protons osidiques et sa constante de

couplage est de J=7Hz car il est toujours en position § d'aprés la biogénése [73].
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Chapitre 11 L’étude phytochimique de /’Ononis Angustissima

11.1. Matériel végétal

Pour la réalisation des objectifs de notre travail, la plante ononis angustissima a été récoltée

en Mars 2019 dans la région de (Biskra). Nous avons choisi cette plante car d’aprés la

littérature, elle est tres reconnue par sa richesse en composés phénoliques et flavonoides.

Le matériel végétal (partie aerienne) est nettoyé (débarrassé des débris) puis étalé sur du

carton étendu par terre ensuite laissé sécher a ’ombre, a I’abri de la poussiére et de la lumiére

dans un endroit bien aéré (on obtient m=250g).

11.2. Extraction

L’extrait hydroalcoolique a été obtenu par trois macerations successives et agitation du

mateériel végétal dans une solution hydro —alcoolique (éthanol/eau) dans la proposition (80/20

: v/v) pendant 24h & une température ambiante, avec renouvellement du solvant et pendant

48h, 72h successivement afin d’extraire le maximum. Cette opération effectuée a froid,

permet d’éviter la dégradation des produits thermolabiles.

Apres filtration, Le filtrat obtenus est additionné et évaporé a sec a 1’aide d’un évaporateur

rotatif a une température de 35-40°C.

on ajoute 400 ml d’cau distillée a cet extrait, apres en filtrant sur un Buchner, le filtrat subit

une extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en

commengant par 1’éther de pétrole , puis le chloroforme, puis I’acétate d’éthyle et en dernier
le n-butanol.

% (1) Phase Ether de pétrole : une seule fois (200ml), et aprés concentration on obtient
une masse de (0,50g). I’intérét de 1’utilisation de 1’éther de pétrole est d’éliminer les
pigments chlorophylliens, caroténoides et les lipides ; et tous les composés non
Phénoliques ainsi que toutes les impuretés.

% (2) Phase chloroformique: (3x100ml) et aprés concentration on obtient une masse de
(7,169) : permet de retenir les composes phénoliques simples tels que les acides phénols
et les flavones lipophyles.

% (3) Phase Acétate d’éthyle:_(3x100ml) et aprés concentration on obtient une masse de
(4,08g) : entraine les aglycones, les mono-O-glycosides et partiellement les di-O-
glycosides.

% (4) Phase n-butanolique: (3x100ml) et apres concentration on obtient une masse de
(2,38g):entraine les composés phéenoliques polaires, les tri-O-glycosides et partiellement

les n-O-glycosides.

-



Chapitre 11 L’étude phytochimique de /’Ononis Angustissima

Figure 11.01 : L’extraction liquide-liquide des quatre phases

Ces affrontements se font dans des ampoules a décanter, la phase aqueuse et le solvant (v/v)
sont mélangés énergiquement en laissant sortir a chaque fois les gaz des produits, aprés un
repos d’une demi-heure on récupere séparément la phase aqueuse et le solvant utilisé chargé
de ses composés spécifiques. La phase chargée des molécules spécifiques sont récupérées
séparément et les différentes phases récupérées (Ether de pétrole, chloroforme, Acétate
d’¢éthyle, phase n-butanolique) sont évaporées a sec, les extrait obtenus sont ensuite stockés
a une température ambiante jusqu’a leur utilisation pour le diagnostic chromatographique,
pour la réalisation des dosages et la détermination des activités biologiques notamment

I’activité antioxydante [74].
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Le protocole d’extraction est résumé dans le schéma suivant.

Matiere végétal m = 250 g

*Maceration a froid dans un mélange
EtOH /H20 (80 : 20 ; v/v) 3fois 24h.
*Filtration

Extrait brute

* Ajout de 200 ml de H,O distillée
* Repos d’une nuit
« Filtration

v v

Filtrat Résidu

* Extraction par I’Ether de pétrole (1 fois) ¢
Décantation

v v

Phase aqueuse Phase éther de pétrole m=0,50¢g

{

* Extraction par CHClI; (3 fois)
Décantation

Aprés 1’évaporation

Phase aqueuse Phase organique — Extrait CHCI3 m=7,16 ¢

\L * Extraction par I’AcOET
» Décantation

‘L ‘l’ Aprés 1’évaporation

Phase aqueuse Phase organique —————————— Extrait AcOET m=4,08 g

* Extraction par n-butanol (3 fois) .
Décantation

i l’ Apres I’évaporation

Phase aqueuse Phase organique —————— Extrait n-butanol m=2,38 g

Figure 11.02 : protocole d ‘extraction de 1’0ononis angustissima
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11.3. Screening phytochimique
Ce sont des techniques qui permettent de determiner les différents groupement chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent
d'identifier la présence des substances chimiques [75].
11.3.1.Préparation des extraits
I1.3.1.1. L’extrait végétal hydro-alcoolique
07 g de matériel végétal (partie aérienne) sont mis en contact avec 100 mL de mélange
(EtOH / Eau). Aprés agitation et un repos de 24 h le mélange est filtré et I’extrait est soumis
aux differents tests.
I1.3.1.2. L’extrait végétal étherique
On met dans un erlenmeyer 7g du matériel végétal (Broyée) avec 30 ml d’éther de pétrole.
aprés 24 h on filtre et on obtient 1’extrait éthérique.
I1.3.1.3. L’extrait végétal chloroformique
On met dans un erlenmeyer 4g du matériel végétal (Broyée) avec 50 ml chloroforme et éther
de pétrole (40/10). apres 24 h on filtre et on obtient de I’extrait chloroformique.
I1.3.1.4. L’extrait végétal de I’acide sulfurique
0,2 g de matériel végeétal (partie aérienne) sont mis en contact avec 10 mL de I’acide
sulfurique dans un erlenmeyer avec une agitation pendant 2 minutes. Le mélange est filtré et
I’extrait est soumis au test d’alcaloides.
11.3.2. Tests de caractérisations
11.3.2.1. Test de bate-smith (test de flavan3, 4diols)
On met dans deux tubes 2 ml de I’extrait hydro-alcoolique (hydro-éthanolique) .on additionne
dans 1’un des tubes I’HCI concentré (0,5ml) et I’autre reste comme témoin .On Porte au bain
marie pendant 30 minutes.

% L’apparition d’une coloration rouge dénote la présence de Leucoanthocyanes qui sont

des dérivés des flavan-3,4-diols [76].
11.3.2.2.Test de Wilstater (test de flavonols et flavanones)
On met dans deux tubes 2 ml de I’extrait hydro-alcoolique (hydro-éthanolique). on additionne
dans I’un des tubes I’HCI concentré (0,5ml) et ’autre reste comme un témoin .On ajoute tout
doucement quelques fragments de magnesium, on laisse agir sous la hotte.
% L’apparition d’une couleur qui vire vers le rouge pourpre (Flavonols) ou le rouge

violacées (Flavonones et Flavonols) confirme I’existence des flavonoides [76].

-
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11.3.2.3.Test des Tannins
On met dans trois tubes 2 ml de I’extrait hydro-alcoolique (hydro-éthanolique). On additionne
4 a 5 gouttes de gélatine a 1% dans le premier tube et on additionne aussi 4 a 5 gouttes de
(FeCls en solution méthanolique) dans le deuxiéme tube et le troisieme tube reste comme un
témoin .
% La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en
présence de tanins catéchiques, avec précipitation dans les tests de gélatine [77].
11.3.2.4.Test des Quinones
On met dans les 2 tubes 2 ml de I’extrait éthérique et on ajoute NaOH 10% dans 1’un des
tube .
% Aprés agitation, I’apparition d’une coloration qui vire au jaune, rouge ou violette de la
phase aqueuse confirme la présence des quinones [78].
11.3.2.5.Test des Anthraquinones
On met dans 2 tubes 2 ml de I’extrait chloroformique .On ajoute KOH 10% dans 1’un des
tubes et 1’autre reste comme un témoin
%+ Apres agitation, la présence des Anthraquinones est confirmée par un virage de la
phase aqueuse en rouge [79].
11.3.2.6.Test des Alcaloides
Réactif de Mayer composition
lodure de potassium (KI) 25 g, chlorure mercurique(HgCl2) 6,8 g, L’eau distillée (100 ml).
Réactif de dragendroff composition
Nitrate de bismuth (1,7 g), Acide tartrique concentré(20 g) ,Eau distillée( 100 ml) ,lodure de
potassium(10 g) ,Eau distillée ( 100 ml).
On met dans 3 tubes 2 ml de I’extrait végétal de 1’acide sulfurique .on met dans le premier
tube 5 gouttes de réactif de Mayer et dans le 2°™ tube on met 5 gouttes de réactif de
Dragendorff et le troisieme tube reste comme témoin.
% La présence des alcaloides est constatée par des réactions de précipitation avec les

révélateurs genéraux :
v’ Blanc jaunatre dans le premier tube.

v Orange dans le deuxiéme tube [80].

.
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11.4. Dosage des polyphénols

La teneur totale en polyphénols a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu. Les
polyphénols mis en présence du Carbonate de Sodium, conduisent a une forme ionisée, 1’ion
phénolate. Par I’ajout du réactif de Folin-Ciocalteu, 1’ion phénolate est oxydé puis
simultanément réduit en donnant une solution colorée bleue dont on détermine 1’absorbance.
0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) ont été mélangés avec 0,25 ml de chaque extrait
préparé¢ dans I’eau distillée avec une concentration de (1 mg/ml), aprés 4 minutes a
température ambiante et a 1’obscurité, 2,5 ml de Carbonate de Sodium (20%) ont été ajoutés.
Aprés 2 heures d'incubation a température ambiante, I'absorbance des échantillons et de la
solution étalon ont été mesures a 760 nm avec un spectrophotomeétre. Des concentrations
croissantes d'acide gallique (3.90-1000ug/ml) ont été utilisées pour obtenir une courbe
standard. Les résultats sont exprimés en milligrammes d'équivalents d'acide gallique par
milligramme d’extrait (mgEAG/g PS) [81].

0,25 ml d’extrait +0.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N)

1

Incubation 4 min

1

2.5 ml de solution de carbonate de sodium

1

Incubation a pendant 2h

1

Mesure d’absorbance a 760nm

Figure 11.03 : Protocole de dosage des polyphénols totaux [82].

.
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11.5. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre Al*®
et les flavonoides [83].

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode du trichlorure d'aluminium en
utilisant la quercétine comme composés de référence [84], cette méthode est basée sur la
formation d'un complexe flavonoide-aluminium qui a un maximum d’absorption a 420 nm.
L’extrait chloroformique et n-butanolique de cette espéce ont été préparés dans des solutions
de méthanol avec une concentration de 1 mg/ml. Ensuite, 1 ml de chaque solution a été
mélangé avec 1 ml d’une solution aqueuse de trichlorure d'aluminium (2%) avec une agitation
de 2 minutes. L'absorbance a été mesurée apres 10 min de temps a 450 nm. Toutes les
solutions sont réalisées en triplicata. L'absorbance de la solution méthanol des standards
(quercétine) (3.90-1000 ug/ml) a été mesurée dans les mémes conditions et les résultats ont

été exprimés en milligrammes d’équivalents de quercétine d’extrait (EQ mg/g PS) [83,84].

Figure 11.04 : Réaction du chlorure d’ Aluminium avec les flavonoides [78].

Les concentrations en flavonoides ont été estimées en référant a une courbe d’étalonnage
préparée avec la quercétine. Les résultats ont été exprimés en mg équivalent de quercétine
(mg Eq Q/g MS) [87].

Iml d’extrait + Iml de Chlorure d’ Aluminium (Alcls, 6H,0) a 2%

1

Homogéneisation

|

Incubation a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant10 min

I

Mesure d’absorbance a 450nm

Figure 11.05 : Protocole de dosage des flavonoides

.
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11.6.Séparation et purification des composés de I’extrait chloroforme

La chromatographie sur couche mince est une méthode analytique utilisée pour la séparation,
identification des constituants d’un mélange complexe par entrainement a 1’aide d’une phase
mobile le long d’une phase stationnaire, en se basant sur les phénomenes d’adsorption et de
partage [88].

L’extrait chloroforme de la plante est soumis a une chromatographie sur couche mince
(CCM) sur plaque de gel de silice du meilleur systéeme d’élution. Les tests effectués ont
montré que les meilleurs séparations sont obtenus avec le systeme (Hexane/ Acétate

d>éthyle : 8/2) .
.

UV 365 UV 254

Figure 11.06 : Les plaques CCM de I’extrait chloroforme dans le systéme (Hexane/AcOEt:
81/2)
Apres avoir trouve le bon systéeme, la séparation de la phase de chloroforme été effectuée sur
une colonne de gel de silice préparée dans ’hexane ou environ de 3,5g de I’extrait
chloroforme y ont été déposés. L’élution a été réalisée avec de 1’hexane et un gradient

d’acétate d’éthyle.

Figure 11.07 : La séparation chromatographique sur colonne de 1’extrait chloroforme
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Tableau 11.01 : résultats de la colonne chromatographique

Tubes Eluant (%) Volume Observation
Hexane ACOEt | d’éluant
1-3 100 / 3V /
4-16 90 10 3V Mélange séparable
17-35 80 20 3V Mélange séparable (tache noir,

tache rouge ,tache jaune claire
sous UV 365 )+ précipitation

36-48 70 30 3V Mélange séparable (tache mauve
claire, tache verte ,tache rouge,
tache jaune sous UV 365) +

précipitation

49-60 60 40 3V Mélange séparable

61-62 50 50 3V Mélange séparable (tache noir,
tache jaune sous UV 365) +

précipitation

73-74 / 100 1V Couleur marron

Le suivi de la colonne a été effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice,
les fractions sont regroupées selon la similitude de leur profil chromatographique en couche
mince. Le suivi de la composition des fractions a été effectué par chromatographie sur couche
mince de gel de silice sur support aluminium avec plusieurs systémes.

Les plaques sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365nm). Les lots de méme composition

sont rassemblés, on obtient ainsi 13 fractions.
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UV 254

UV 365

Figure 11.08 : les plagues CCM des sous fractions 26 jusqu a 74

Le tableau 11.02 rassemble les résultats de regroupement des fractions.

Tableau 11.02 : Le fractionnement de la colonne

Tubes Eluant % Fraction La masse (9) Observation
Hexane | AC O Et
1-3 100 / F1 0,006 /
4-16 90 10 F2 0,078 Mélange séparable
17-21 80 20
22-25 80 20 F3 0,223 tache noir violet sous
UV 365 + cristeaux
jaune
26-29 80 20 F4 0,607 Mélange separable
(tache jaune , tache
noir violet sous UV
365) + précipitation
30-35 80 20 F5 0,522 Mélange séparable
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36-39 70 30
40-43 70 30 F6 0,343 Mélange séparable
44-48 70 30 F7 0,274 Mélange separable
(tache jaune , tache
noir violet sous UV
365) + précipitation
49-53 60 40 F8 0,202 Mélange séparable
54-56 60 40 F9 0,155 Meélange séparable
57-60 60 40 F10 0,087 Mélange separable
61-65 50 50 F11 0,282 Meélange separable
(tache jaune , tache
noir violet sous UV
365) + précipitation
66-70 50 50 F12 0,479 Meélange séparable
71-72 50 50 F13 0,122 Couleur marron
73-74 / 100
La masse totale des fractions 3,389

11.7. Séparation et purification des fractions
Parmi les fractions obtenues, on a procédé 1’étude des fractions Fs, Fy4, F7, Fi1:
» La fraction F3

L’analyse par plaque CCM de la fraction F3 montre une tache de couleur noire violette sous
lumiere UV (365nm), on a procédé a un lavage de cette fraction afin d’obtenir un produit pur
selon les étapes suivantes :

» La fraction + I’acétone, et on récupeére le surnagent.

» La fraction + chloroforme et aussi on récupére le surnagent.
Apres ces étapes le produit obtenu est sous forme des cristaux jaunes clairs visible a I’ceil nue
et garde toujours sa couleur noire-violette sous la lumiére UV (365nm), nous a orienté vers
une structure flavonique, donc un premier composé a pu étre isolé a partir de cette fraction,

qui est désigné par P1(m=0,004g).
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» La fraction F4
Le test chromatographique de la fraction E4 sur couche mince de gel de silice éluée par le
systeme :(Hexane/AcOEt : 7/3) a montré 2 spots dont un trés intense (produit majoritaire ;
couleur jaune sous UV365nm) et l'autre en faible quantité (couleur noir violet sous

UV365nm) ,nous a orienté vers un structure flavonique.

La séparation sur chromatographie sur couche mince a donné le produit P,(m=0,003g). P,
(cristaux jaunes, apparait sous forme d’un spot unique (de couleur jaune), sur plaque
analytique de gel de silice sous lampe UV a 365 nm.
» La fraction F;
Le teste chromatographique de la fraction F; sur couche mince de gel de silice éluée par les
systemes :(Hexane/AcOEt : 9/1, 8/2, 7/3, 5/5) a montré 3 spots dont un tres intense (produit
majoritaire ; noire-violette sous UV365nm) et I’autre en faible quantité, nous a orienté vers un
structure flavonique. Les tests effectués ont montré que les meilleurs séparations sont obtenus
avec le systeme (Hexane / Acétate d’éthyle : 5/5)
Apreés avoir trouvé le bon systéeme, une masse de 0.2 g de cette fraction a été effectué sur une
colonne de gel de silice comme phase stationnaire éluée par le systeme Hexane/AcOEt en
gradient de polarité, comme une phase mobile.
Le tableau 11.03 montre les résultats de cette colonne aprés regroupement des tubes selon
les tests chromatographiques sur couche mince .

Tableau 11.03 : fractionnement de la colonne de la fraction F-

Tubes Eluant Fraction | Masse(Q) Observation
Hexane | AC O Et

1-3 90 10 Fra / /

3-6 90 10 F7.2 0,003 Mélange séparable

7-9 90 10 Fis 0,005 Mélange séparable
10-20 90 10 F7.4 0,001 Mélange séparable(tache jaune sous

UV 365 en faible quantité)

21-26 80 20 Fis 0,0027 Mélange séparable
27-30 80 20 Fr6 0,170 Précipitation jaune (cristaux jaune),
31-32 50 50 tache noir violet sous UV 365.
33-39 50 50 Fr7 0,0020 Mélange séparable
40-42 0 100 F7.s 0.0012 Couleur marron
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» Traitement de sous fraction F;¢ de la colonne
L’analyse par CCM de la sous fraction F7.¢ montre une tache noir violette sous la lumiere UV
(365 nm). On a procédé a un lavage de cette sous fraction afin d’obtenir un produit pur selon
les étapes suivantes :
v" Lasous fraction F7.¢ + chloroforme, et on récupére le surnagent
v' Lasous fraction + I’Hexane et aussi on récupeére le surnagent.
Le reste est un précipité jaune sous forme des cristaux visible a 1’ceil nue et garde toujours sa
couleur noir-violette sous la lampe UV (365nm), donc la fraction F; a ainsi mené au composé
P3 a I’état pur (m=0,140g).
» La fraction Fy;
Le test chromatographique de la fraction Fy; sur couche mince de gel de silice éluée par le
systeme :(Hexane/AcOEt : 5/5) a montré 2 spots dont un trés intense (produit majoritaire ;
couleur jaune sous UWV365nm) et l'autre en faible quantité (couleur noir violet sous
UV365nm), nous a orienté vers un structure flavonique.
La séparation sur chromatographie sur couche mince a donné les produits Py, Ps.
Ainsi cette fraction a permis I’isolement de 2 produits a I’état pur.
> P4 (cristaux jaunes,m=0,002g), apparait sous forme d’un spot unique (de couleur jaune),
sur plaque analytique de gel de silice sous lampe UV a 365 nm.
» Ps (cristaux blancs,m=0,012), apparait sous forme d’un spot unique (de couleur noir
violet), sur plague analytique de gel de silice sous lampe UV a 365 nm.
La figure suivante résume les travaux chromatographiques effectués sur la colonnes

chromatographique et chromatographie sur couche mince.

-
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L’extrait chloroformique

D’0Ononis angustissima

¢ Chromatographie sur colonne (Hexane/AC O Et (8 :2))
systéme gradient

F3 F4 F7 F11
Lavage CCcM Une colonne de gel de silice ccM
P1 P2 P3 R =

Figure 11.09 : Résumé des travaux chromatographiques effectués.

11.8. Résultats et discussions

11.8.1. L’extraction

Aprés une maceération de la plante Ononis angustissima, extraction et évaporation, les
macérats sont soumis a une décantation a froid pour les partitions entre solvants. Les fractions
aqueuses sont soumises a des affrontements par 1’éther de pétrole, chloroforme, acétate
d’¢éthyle, et le n-butanol. Aprés évaporation & sec on a obtenu les phases suivantes :

Tableau 11.04 : Résultats de I’extraction liquide liquide

Matiére végetale Phase Masse (g) | Rendement (%0)
Ether de pétrole (E) 0,50 0,2
Chloroforme  (C) 7,16 2,86
Ononis Acétate d’éthyle (A) 4,08 1,63
angustissima n-Butanol (B) 2,38 0,95
(2509)
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11.8.2. Les résultats du screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existantes
dans la plante ononis angustissima par des réactions qualitatives. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des réactions de précipitation, un changement de couleur
spécifigue ou un examen sous la lumiére ultraviolette. Les tests de caractérisation
phytochimique, réalisés sur les différents extraits contenant des substances naturelles, ont
donné les résultats que nous présentons dans le tableau ci-dessous.

Tableau 11.05 : Résultats du screening phytochimique

Composés recherchés Présence/absence | Coloration Résultats
Test de bate-smith (test +++ Rouge
de flavan3, 4diols) pourpre Jomasis

Test de Wilstater (test +++ orange
de flavonols et

flavanones)

Tannins (test de + précipitation
Gélatine)
Tannins (test de +++ Brune
FeCl3) verdatre

.
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Test des Quinones ++ jaune

Test des ++ orange

Anthraquinones

Alcaloides (test de +++ Orange +
Mayer) précipitation

Alcaloides (test de +++ Orange +
Dragendroff) précipitation

Les résultats sont interprétés comme suit : (+) présence, (++) présence moyenne, (+++)
présence forte , (-) absence.
11.8.3. Dosage des polyphénoles totaux
L’estimation quantitative des polyphénols totaux en équivalent d’acide gallique, des extraits
CHCI; et n-BuOH de la plante Ononis angustissima a été réalisée par la méthode de Folin
Ciocalteu [89]. L’acide gallique a été utilisé comme standard pour tracer une courbe

d’étalonnage a des concentrations allant de 0 a 0.1 mg/ml.

=
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Les quantités des polyphenoles correspondantes ont été rapportées en miligramme équivalent
de I’étalon utilisé par gramme de 1’extrait (mg Equivalent Acide Gallique / g de ’extrait)
déterminés par 1’équation de type y= ax+b.

1
0,9 y =1,346x + 0,021

2 — -
08 R?=0,945 —
0,7 E=

0,6 /

0,5 =
0,4 /
0,3 -

0,2 =

01 ——=

absorbance nm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0.5 0.6 0,7
Icopncentration ug/mll

Figure 11.10 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique
La quantification des polyphénols des extraits a été représentée dans le tableau suivant :

Tableau 11.06 : Résultats du dosage des polyphénols

L’extrait CHCI; n-BuOH

La teneur polyphénols
30.95+0,006435 88.08+0,00997

(mg Eq /g)

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus montrent que les teneurs en polyphénol
totaux varient considérablement entre les différents extraits.

Les teneurs en polyphénols totaux montrent que I’extrait n-BuOH représente la teneur la plus
élevée de I’ordre de 88,08 mgEAG /g , tandis que la teneur la plus basse a été obtenue avec
I’extrait CHCI3 de I’ordre de 30,95 mgE/g.

Nous avons remarqué que I’extrait N-BuOH renferme plus de composés polyphénol que
I’extrait CHCl;,

Les résultats sont résumes dans la figure suivante (Figure 11.11)

F
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Figure 11.11 : Teneur polyphénols des extraits CHCI; et n-BuOH
11.8.4. Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
[90].Les quantités des flavonoides correspondantes ont été rapportées en miligramme

équivalent de Quercétine par gramme de ’extrait (mg Eq Q/g) déterminées par 1’équation de

type y=ax+b.
0,6
y=0,529x + 0,019
0,5 R2=0,976 —
»
E| 04 ——
Q -
3 L
] K -
£ -
2 B —
2] o2 <
-
0,1 —
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Figure 11.12 : La courbe d’étalonnage de la quercétine

La quantification des flavonoides des extraits a été représentée dans le tableau suivant :

Tableau 11.07 : Résultats du dosage des flavonoides

L’extrait CHCI; n-BuOH

La teneur en flavonoides

275,58+0,006435 113,64+0,00997

(mg Eq /9)

=
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Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides (Tableau 11.07) révelent que 1’extrait n-
BuOH contient une bonne quantité de flavonoides 113,64 mgEQ /g, mais relativement faible
par rapport a 1’extrait CHCI3 qui est le plus riche en flavonoides 275,58 mg EQ/g.

Nous avons remarqué que ’extrait CHCI3 renferme plus de composés phénoliques que
I’extrait n-BuUOH.

L’examen de ces résultats permet de mettre en eévidence une corrélation entre la teneur des
extraits en flavonoides et en composés phénoliques. Ceci est logique étant donné que les
flavonoides représentent les composes majoritaires des polyphénols.

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car 1’utilisation de
différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une comparaison entre les études.
Plusieurs facteurs peuvent influencer sur la teneur en composés phénoliques. Des études
récentes ont montré que les facteurs extrinseques (tels que des facteurs géographiques et
climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la

durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols [91].

Flavonoides
400
H CHCI3
200 13,64 n-buOH
0 T !
CHCI3 n-buOH

Figure 11.13 : Teneur en flavonoides des extraits CHCI; et n-BuOH
11.8.5. Identification structurale du composé P1
La détermination de la structure du composé isolé P1 est basée sur I’analyse des spectres
RMN-H' et UV-visible.
Fluorescence
Ce composé P1 de fluorescence noire violette sous la lumiére de Wood (365 nm) laissant
envisager une structure de type Flavone ou un Flavonol substitué en C3.
11.8.5.1. spectrophotométrie UV-Visible
L’étude de la série spectrale UV donne les indications suivantes : Le spectre enregistré dans le
méthanol montre deux bondes d’absorption, une bonde (II) a 266 nm et une bonde (I) a 335

nm nous orientant vers une structure de Flavone.

.
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v L’addition de NaOH provoque un effet bathocromique de la bande (I) (AL = +36 nm)
par rapport au spectre enregistré dans le méthanol indique I’absence d’un groupement
OH libre en position 4°.

v L’addition du réactif AICls, conduit a un déplacement hypsochrome de (AA= - 17 nm)
de la bande (1) , par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, ce qui indique
I’absence d’un systéme ortho di OH en position 3°,4" du cycle B

v Le spectre enregistré en présence de AICI3 +HCI signal en effet hypsochrome de la
bande (I) (AL = - 17 nm) indiquant 1’absence d’un systéme ortho di OH en position
34" ducycle B

v' Le spectre enregistré dans 1’acétate de sodium, NaOAc montre un faible déplacement
bathochrome de la bande (II) de la flavone, qui 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 qui explique la présence d’un OR (O-CHg) en 6.

v L’addition de H3BO3 donne un déplacement hypsochrome de la bande (I) (AA= - 13
nm) par rapport au spectre enregistré dans MeOH, qui prouve 1’absence d’un ortho di
OH sur les carbones 3°,4° du cycle B.

Les séries spectrales UV (Tableau 11.08) réalisées permettent la localisation des groupes
hydroxyles (OH) et alkoxyles (OR) sur les noyaux A et B des flavonoides.
Tableau 11.08 : Donnée de la série spectrale UV du composé P1

REACTIFS BANDE (I) | BAND (1) COMMENTAIRES
MeOH 335 266 Flavone
356 273 Absence de 4°’0OH
+ NaOH 3-OH
7-OH
+ AICl; 318 264 Absence ortho di-OH sur le cycle B
+ALCl; + HCI 318 264 Absence ortho di-OH sur le cycle B
+NaOAc 351 274 OHen7
NaOAc + H3BOs 322 267 Absence ortho di-OH sur le cycle B

@
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Figure 11.14 : La série spectrale UV du composé P1

Selon les résultats de la série spectrale UV (Figure 11.14), la structure partielle proposée pour

le composé P1 est la suivante :

Figure 11.15 : structure des Flavones

11.8.5.2.Spectrométrie RMN

L>étude du spectre RMN-"H du composé P1 (Tableau 11.09, Figure 11.16) a permis de mettre
en évidence la présence de :

-L’intégration d’un proton comme singulet au déplacement a 64=6,50 ppm,attribuable au H-8.
-I’intégration d’un proton comme singulet a 6y= 6,72 ppm. Attribuable au H-3

-I’intégration de trois protons visibles comme singlets a éy = 4,09 ppm indique la présence
d’un O-CHj

=
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-I’intégration de trois protons qui apparaissent comme multiplet a 4= 7,65 ppm attribuable au
H-3°, H-4°, H-5".

-I’intégration de deux protons qui apparaissent comme multiplet a 6y= 7,95 ppm attribuable
au H-2’et H-6".

- I’intégration d’un proton comme singulet & dy= 12,50 ppm attribuable au H-5 (-OH).
L’examen de spectre RMN *H (Figure 11.16) ainsi que ces spectres étalés (Figure 11.17)
montrent la présence des signaux caractéristiques d’un flavonoide de type flavone qu’on peut

identifier :
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Figure 11.17 : Spectre de RMN *H (250 MHz ) du composé P1 étalé ( 6,3 & 8,1 ppm)
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Tableau 11.09 : Donnée de spectrométrie RMN *H du composé P1

Position RMN 'H 6 ppm | Multiplicité
H-2
H-3 H 672 s
H-4
H-5
H-6 S
H-7
H-8 H 650
H-1°
H-2’ H 7,95 m
H-3’ H 761
H-4° H 759 m
H-5’ H 763 m
H-6’ H 793 m
O-Me 3xH 4,09 S
H-5-OH H 1255 s

La structure du composé P1 a donc pu étre établis comme étant le 5,7-dihydroxy-6-

methoxyflavone (6-methoxybaicalein). Et la structure est la suivante :

OH O

Figure 11.18 : 5,7-dihydroxy-6-methoxyflavone (6-methoxybaicalein)
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I11.1. Activité antioxydante

Les antioxydants naturels sont présents dans I’alimentation ; pour la plupart se sont des
composés phénoliques qui possédent au moins un noyau aromatique, contenant un ou
plusieurs substituants, en effet cette propriété antioxydante est en relation directe avec la
structure de ces molécules [92]. La surproduction des radicaux libres dans 1’organisme et le
déficit du systeme de défense endogene peuvent engendrer de diverses pathologies ; cancer,
vieillissement....etc.

Actuellement, La recherche vise a renforcer ces defenses endogenes par des substances
naturelles issues des plantes, qui sont douées des propriétés antiradicalaires. Le radical libre
DPPH a permis I’estimation de I’activité antioxydante des composés isolés et identifiés, dont
le DPPH est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune quand il est capté
par les produits flavoniques testés. L’intensité de la couleur jaune refléte la capacité
antiradicalaire de la molécule, et dépend de la nature, la concentration et la puissance de cette
molécule[93].

I11.2. Test au DPPH

C’est une activité du balayage des radicaux libre qui a été mesurée en employant le radical
libre stable DPPH (C1sH12N50g), c’est ’un des principaux essais employés pour explorer
I’utilisation des extraits d’herbe comme antioxydants [94].

111.2.1. Principe

En présence des piégeurs de radicaux libre, le DPPH 2.2 diphenyl 1 picryle hydrazyl de

couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune.[95]

VIOLET JAUNE

Figure 111.01 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [96,97].

<



Chapitre 111 Résultats et discussion

111.2.2. Mode opératoire

L’activité antiradicalaire de 1’extrait chloroforme de 1’espéce ononis angustissima (Fabaceae),
a éte évaluee en utilisant la méthode du DPPH® (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl). L’extrait a
été prépare dans le méthanol avec une concentration de 8 mg/mL. Ensuite, 30 pl de chacun de
ces solutions ont été ajoutés a 3 mL de la solution de DPPH® (0,04mg/mL).

Aprés 30 min d'incubation dans une chambre noire a température ambiante, les absorbances
des echantillons ont été mesurées avec un spectrophotometre a 517 nm. Le pourcentage de

piégeage du radical DPPH® a été calculé en utilisant I’équation suivante :
Pl (%) = [(Abs contrdle — Abs échantillon) / Abs controle] x 100

L’expérience a été répétée trois fois et les résultats ont été exprimés en valeurs des ICs
(concentration inhibitrice de 50% des radicaux DPPH°®). Elle a été calculée a partir du graphe
de pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de I'échantillon en utilisant
Microsoft Excel [88, 98].

111.3. Resultats et discussions

L’activité antioxydante de /’Ononis Angustissima Vis-a-vis du radical libre DPPH a eté
évaluée spectrophotométriquement a 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Cette capacité de
réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances anti
radicalaires.

L’activité anti radicalaire de tous les extraits étudiés a été exprimée en valeurs 1Csy (une
valeur faible de ICsy indique une forte capacité de 1’extrait, tandis qu’une valeur élevée
indique une faible activité de I’extrait).

Les résultats obtenus par ce test permettent de tracer les graphes de la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration pour 1’extrait chloroforme (Figure
111.02). Cette courbe montre que 1’extrait chloroforme ainsi que le standard (acide ascorbique)
réduisent de maniére dose dépendante le radical DPPH, C'est-a-dire, le pourcentage de
réduction augmente avec 1’augmentation de la concentration I’extrait jusqu’a un seuil ou le

pourcentage d’inhibition se stabilise avec 1’¢élévation de la concentration.

.
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Figure 111.02 : Courbe représentant le % d'inhibition du DPPH de I’extrait chloroforme et
I’acide ascorbique (standard) en fonction de la concentration.

¢ Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + SD
Tableau 111.01 : Pourcentage d’inhibition de 1’extrait CHCI3 et acide ascorbique.

L’extrait CHCI3 Acide ascorbique

IC50 mg/ml 23,20 +0,52 mg/mL 0,49+0,01 mg/mL

L’activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides.

L’activité antioxydante de I’extrait chloroformique de 1’Ononis Angustissima a été évaluée
par leur activité inhibitrice sur une solution méthanolique du DPPH, les résultats seront
comparés avec le standard qui est I’acide ascorbique.

Selon les résultats enregistrés dans le tableau au-dessus, I’extrait chloroformique de 1’Ononis
Angustissima est doté d’une activité antioxydante importante, leur 1Csy est 23,20 +0,52
mg/mL, mais relativement faible que celle d’acide ascorbique dont la valeur est de I’ordre de

0,49+0,01 mg/mL.
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Conclusion générale

Conclusion générale

Le présent travail a porté sur I’étude qualitative, quantitative et biologique de la plante
Ononis Angustissima, qui s’est faite par les différents tests de screening, dosages des
polyphénols totaux, flavonoides totaux , évaluation de I’activité antiradicalaire.

Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser les
flavonoides, les tanins , les coumarines, les alcaloides et les anthraquinones , ces
métabolites secondaires ont de grandes valeurs thérapeutiques.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans les extraits
analysés montre que sont les plus riches en ces métabolites.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. Les teneurs en polyphénols totaux montrent que 1’extrait n-BuOH  représente
la teneur la plus élevé de 1’ordre de 88, 08mgEAG /g, tandis que la teneur la plus basse a
été obtenue avec 1’extrait CHCI3; de I’ordre de 30,95mgEAG /g.

Le dosage quantitatif des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique en
équivalent a la quercétine. Les résultats révelent que 1’extrait N-BuOH est plus riche en
flavonoides 113,64mg EQ/g, alors que 1’extrait CHCI3 contient une bonne quantité, mais
qui est relativement faible par apport a DI’extrait n-BuOH , a teneur de I’ordre de
275,58mgEQ /g.

Le test d’étude de I’activité biologique antiradicalaire permis la valorisation de la capacité
antioxydante de 1’extrait CHCI3 qui a été effectuée par le test du DPPH, a révélé que ces
extraits possedent un grand pouvoir de piéger ce radical avec des IC50 de I’ordre de
23,20mg/ml, mais cette activité reste relativement faible par rapport a I’antioxydant
standard.

L’analyse qualitative par CCM et I’analyse quantitative par chromatographie sur colonne
(CC) suppose la présence probable des flavonoides .

Cette étude qui a porté sur I’extrait chloroformique des parties aériennes de Ononis
angustissima, a permis d’isoler 5 composés naturels dont un produit purs a été identifié
grace & la combinaison des données de RMN H, de la spectroscopie UV-Visible , il s’agit
de : 5,7-dihydroxy-6-methoxyflavone (6-methoxybaicalein).

L’isolement et la purification de ces métabolites secondaires ont été effectués par

I’utilisation de différentes méthodes chromatographiques (CCM, CC...) .




Conclusion générale

Leur détermination structurale a été réalisée grace a la combinaison des différentes

méthodes spectroscopiques incluant la RMN 1D (1H), la spectroscopie UV ...

Notre étude a montré que la plante médicinale Ononis Angustissima . est tres riche
en différents composes métaboliques et présente une bonne activité antioxydante qui
pourrait étre utilisé dans le domaine pharmaceutique.

-
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