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Résumé:

Ce travail fait partie d’un programme de recherche qui porte sur I’étude phytochimique des
plantes médicinales du Sahara algérien réputées pour leur richesse en métabolites secondaires
et leurs vertus thérapeutiques.

Les recherches menées autour de cette thése rentrent dans ce cadre et s’intéressent
particulierement a 1’é¢tude phytochimique des deux espéces Brocchia cinerea (Vis.) et
Matricaria pubescens (Desf.) qui sont tres utilisées en médecine traditionnelle dans les
régions sahariennes.

L’objectif de ce travail concerne la caractérisation structurale des molécules isolées a partir
de ces deux plantes. Pour cela, diverses méthodes d’extraction telles que I’hydrodistillation et
la macération ont été utilisées. Une variété de techniques chromatographiques: colonne
chromatographique, CCM, CCM préparatifs et HPLC, ont permis la purification de certaines
substances constitutives.

L’investigation phytochimique de I’extrait chloroformique de Brocchia cinerea (Vis.) a
abouti a I’identification de six lactones sesquiterpéniques, trois germacranolides, deux
guaianolides et un eudesmanolide. L’élucidation de ces derniéres structures a été établie au
moyen de méthodes spectrales de pointe (MS, IR, RMN'H, RMN "°C, DEPT, COSY, HSQC,
HMBC, NOESY, DRX et VCD).

Les huiles essentielles des deux plantes, analysées par GC-FID et GC-MS sur colonne
apolaire (HP1) et polaire (Innowax), quand a elles se sont montrées trés riches en composés
terpéniques dont les constituants majoritaires sont: la thujone (47.72 - 55.4 %), le camphre
(10.54 - 11.28 %) et le santolinatriéne (5.8-8.00 %) pour Cotula cinerea (Vis.) et I’herniarine
(16.92 %) dans le cas de Matricaria pubescens (Desf.).

L’estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides d’une variété d’extraits obtenus
des deux plantes a montré une richesse en métabolites secondaires.

Par ailleurs, 1’évaluation de D’activité antioxydante par la méthode DPPH, a travers les
extraits précédents, a dévoilé des pouvoirs de piégeage du radical DPPH' variables, dont les
plus puissants sont enregistrés pour Matricaria pubescens (Desf.) : pour I’extrait d’AcOEt et

95.81% et pour 1’extrait de BuOH (supérieurs a 90%).



Abstract:

This work is part of a research program that focuses on the phytochemical study of medicinal
plants in the Algerian Sahara, which are known for their richness in secondary metabolites
and their therapeutic properties.

The research through this thesis concerns this framework and is particularly interested in the
phytochemical study of two species Brocchia cinerea (Vis.) and Matricaria pubescens (Desf.)
which are widely used in traditional medicine in the Saharian regions.

The aim of this study is the structural characterization of isolated constituents from these two
plants. For that various extraction methods such as hydrodistillation, maceration were used
and a variety of chromatographic techniques: CC, CCM and HPLC have been very useful for
the purification of constituents.

The phytochemical investigation of Brocchia cinerea chloroformic extract resulted in the
isolation of six sesquiterpene lactones, the structures of three germacranolids, two guaianolids
and one eudesmanolide were established by spectral methods (MS, IR, NMR'H, NMR" C,
DEPT, COSY, HSQC, HMBC, NOESY, XRD and VCD).

While, it’s essential oil analyzed by GC-MS was very rich in terpenic compounds, the main
constituents were: thujone (47.72 - 55.4%), camphor (10.54 - 11.28%) and santolinatriene
(5.8-8.00%).

The study of Matricaria pubescens volatile composition analyzed by GC-FID and GC-MS on
apolar column (HP1) and polar one (Innowax) identified a varied composition in which the
herniarin (16.92%) was the main compound.

Moreover, the evaluation of the antioxidant activity by DPPH method for the two studied
plants through a variety of their extracts, showed the strongest PI% (more than 90%) for

Matricaria pubescens AcOEt and butanolic extracts.
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Abréviations

IPP Isopentényl pyrophosphate

DMPP Diméthylallyl pyrophosphate

GC-FID Gaz chrommatography/Flamme Ionistion Detector
GC/MS Gaz chrommatography/ Mass Spectroscopy
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Introduction

Depuis les temps les plus reculés, I’homme a trouvé dans la nature et particuliérement, chez
les plantes des solutions a ses problémes quotidiens : de santé, lutte contre les prédateurs, conservation
de la nourriture, etc.

Au fil des années, il a pu rassembler des connaissances importantes sur certaines plantes,
basées sur des observations et des pratiques traditionnelles.

La découverte des produits synthétiques tels que les antibiotiques, les antioxydants,
insecticides ....etc, a provoqué le déclin de la thérapie a base de plantes et 1’a reléguée a un rang
secondaire, cependant, la résistance des micro-organismes pathogénes a de tels médicaments ou
encore les effets nocifs de tels conservateurs ont obligé les scientifiques de différentes disciplines a
faire recours aux plantes médicinales et aromatiques pour découvrir des alternatifs naturels bioactifs.

L’immensité du territoire Algérien, sa situation géographique particuliére et par conséquent,
des conditions climatiques trés variées, ont permis 1’apparition de plusieurs types de flore, entre autres
la flore saharienne qui est caractérisée par des plantes spontanées trés appréciées et trés répandues en
médecine traditionnelle dans ces régions. Néanmoins, leur connaissance et leurs utilisations restent au
niveau de certaines tribus sahariennes.

Notre contribution dans la valorisation de ces plantes, porte sur 1’étude phytochimique de deux
especes entre elles, Brocchia cinerea (Vis.) et Matricaria pubescens (Desf.) connues, pour leurs
applications, dans tout le Sahara algérien. Cependant, leurs compositions chimiques, notamment en
métabolites secondaires, restent encore méconnues.

La complexité et la diversité des produits de ce métabolisme rend la tache de leur
caractérisation tres difficile, mais possible grace aux progres scientifiques réalisés dans le domaine des
techniques d’analyse.

Dans cette optique, deux groupes de ces produits sont visés par notre investigation. Les
terpenoides représentent le principal groupe, en effet, nous avons opté pour déterminer la composition
des huiles essentielles des deux espéces, leurs fractions les plus riches en ces substances, ainsi que leur
constitution en lactones sesquiterpéniques. Alors que, I’étude quantitative menée sur les polyphénols,

désignant le second groupe, a servi pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante des deux plantes.

e Dans le premier chapitre de ce manuscrit, sera cité des particularités de 1’écosystéme
saharien, des descriptions des deux plantes ¢étudiées, leurs classifications
systématiques, des connaissances locales relatives a ces plantes et leur utilisation en
médecine traditionnelle et enfin sera reporté les travaux scientifiques antérieurs sur ces
deux especes.

e Le second chapitre est consacré a la caractérisation des huiles essentielles des plantes
étudiées, il comportera trois parties. Dans la premicre sera reporté des généralités sur

les huiles essentielles, la deuxiéme représentera les méthodes expérimentales suivies
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pour I’obtention et 1’analyse des huiles essentielles des deux plantes et dans la
troisieme partie sera présenté les résultats obtenus ainsi que leur discussion.

Le troisieme chapitre concerne 1’identification de lactones sesquiterpéniques dans la
plante Brocchia cinerea, comme précédemment, il est partagé en trois parties. La
premiére rassemblera des informations bibliographiques sur les lactones
sesquiterpéniques, dans la deuxiéme sera détaillé le protocole d’extraction, ainsi que le
processus de fractionnement et de purification et dans la derniére partie sera décrite la
méthodologie de la caractérisation des composés.

Le dernier chapitre s’intéresse aux teneurs en polyphénols et a 1’évaluation de
I’activité antioxydante des plantes étudiées. Une syntheése bibliographique concernant
les polyphénols et I’activité antioxydante sera représentée dans une partie, dans une
autre les étapes expérimentales suivies par les résultats et leur discussion seront cités

dans la troisiéme.



CHAPITRE 1

Description des plantes etudiées




Chapitre I Description des plantes étudiées

I-1-Introduction:

Durant ces deux derni¢res décennies, I’homme a pris conscience des dangers qui
guettent la planéte en matiere de préservation des milieux naturels et de sauvegarde de

I’environnement.

L’Algérie qui occupe une place stratégique de par sa position géographique en Afrique
et dans le bassin méditerranéen, offre une variété d’écosystémes : écosystémes forestiers,
écosysteémes steppiques et écosystéme saharien, qui lui conférent une exceptionnelle richesse

phytogénétique [1, 2].
I-2-Particularité de 1’écosystéme saharien:
I-2-1-Position géographique et conditions climatiques:

La majorité du territoire national représentée par le Sahara algérien, est cit¢ parmi les
zones arides du monde ou les conditions climatiques sont trés contraignantes a la survie

spontanée des especes vivantes.

SS1 : Secteur occidental du Sahara septentrional.
SS2 : Secteur oriental du Sahara septentrional.
SO : Secteur du Sahara occidental.

Figure I-1 : régions septentrionales de I’Algérie [3].
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Néanmoins, cet écosysteme reste un milieu vivant pourvu d’un couvert végétal
particulier, dont des plantes sauvages, d’un grand intérét a plusieurs niveaux, ont pu survivre.
Ces dernicres ont pu s’adapter aux chaleurs fortes, pluviométries faibles voire rares, pauvreté
du sol en ¢léments nutritifs,....[4]

D’ailleurs, cette adaptation est traduite par son pouvoir a synthétiser des métabolites
secondaires qui, en plus de leurs rdles diversifiés dans I’organisme de ces plantes, rendent ces

dernicres, trés intéressantes du point de vue composition chimique.

I-2-2-La flore saharienne :

La flore saharienne apparait comme trés pauvre si I’on compare le petit nombre d’espéces
qui habitent ce désert a I’énormité de la surface qu’il couvre [5]. Par contre, on a signalé que
le nombre de genre est relativement €levé, car il est fréquent qu’'un genre soit représenté par

une seule espece [4].

Sur la base de la flore de Quezel et Santa (1962-1963) dans « la nouvelle flore de I'Algérie
et des régions désertiques méridionales » [6], le dénombrement de Zeraia [7], confirmé par le
rapport national sur I’état des ressources phytogénétiques, préparé par I’'INRA en 2006 en
collaboration avec la FAO [1, 8], a aboutit a 289 espéces assez rares, 647 rares, 640 trés rares,
35 rarissimes et 168 endémiques. Alors que I’analyse de (S. Benhouhou & al.) [2], leur a
permis la réalisation d’une matrice des taxons de I’écosystéme saharien avec 668 taxons dont

147 endémiques.

D’apres le méme rapport national préparé par ’INRA, la flore saharienne se caractérise
par la prédominance des 3 grandes familles : Gramineae, Fabaceae, Asteraceae. Elles

représentent a elles seules 35 a 40% de la flore du Sahara.

I-3-Sur la base de quoi nous avons choisi nos deux plantes ?

La particularité de I’écosystéme saharien a permis a la flore de ces régions d’étre tres
spécifique que cela soit au niveau de rareté voir méme endémisme avec un champ d’études
taxonomique tres intéressant, ou bien au niveau de leurs utilisations en médicine traditionnelle
ceci traduit surement leur richesse en produits naturels d’intéréts pharmacologiques avec un
potentiel biologique appréciable, ce qui oriente les scientifiques et les chercheurs vers des

horizons pluridisciplinaires : phytochimiques, biologiques, agro-alimentaires, etc.
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Brocchia cinerea (Vis.) et Maricaria pubescens (Desf.), deux Asteraceae appartenant a
cette flore ont été choisies pour notre étude, cette sélection s’est basé sur I’ensemble cité
précédemment ainsi que :

» La prospection auprés les habitants locaux des régions de Ghardaia, Ouargla,
Touggourt et ’Oued aussi les herboristes, sur I’utilisation de ces plantes en médicine
traditionnelle et dans leur vie quotidienne.

= [’abondance relative des deux plantes dans ces régions apres la saison des pluies.

* Le peu de travaux de recherche trouvé sur les deux plantes.

» La richesse des deux plantes en métabolites secondaires dont certains sont mis en
évidence a travers des travaux expérimentaux préliminaires réalisés au niveau de notre

laboratoire [9, 10].

I-4-La famille des Asteraceae:

Les Asteraceae avec environ 25 000 especes est considérée 1'une des plus grandes
familles dans le régne végétal. Plus de 5 000 espéces ont fait 1’objet d’études phytochimiques
dont environ 7 000 constituants ont été isolés et identifiés, cette famille est certainement la
plus étudiée [11].

Ces composés appartiennent a différentes classes chimiques, mais parmi ceux qui sont
considérés caractéristiques pour les Asteraceae, nous citons : les polyacetylénes [12, 13] les
flavonoides [14-15] et les lactones sesquiterpéniques, d’aprés (F. C. Seaman) [16] les
Asteraceae ont une tendance particuliere pour I’accumulation de ce dernier type de substances
[16-18].

Ces principaux constituants chimiques des Asteraceae expliquent la diversité de leurs

activités pharmacologiques [19].
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I-5-L’espéce Brocchia cinerea (Vis.)

I-5-1-Description botanique de la plante

Figure I-2 : photo de la plante Brocchia cinerea (Vis.)

Brocchia cinerea (Vis.) (Fig. 1-2) est a feuilles laineuses blanchatres, épaisses,
divisées dans leurs parties supérieures en trois a cinq dents obtus. Tiges de 10 a 40 cm,
couchées puis redressées, capitules de 6 a 10 mm de diametre, a involucre laineux a fleurs ;
toutes tubuleuses, brunes en boutons puis jaunes d’or lorsqu’elles s’ouvrent. Treés connue dans
tout le Sahara, notamment dans les sols un peu sablonneux [5].

Cette espece apparait juste apres les pluies; elle fait donc partie du couvert végétal dit

« dcheb ».

I-5-2-Classification systématique [S]:

Tableau I-1 : classification systématique de Brocchia cinerea (Vis.).

Embranchement Spermaphyta
S/embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Tribu Anthemideae
Genre Brocchia (syn: Cotula)
Espéce Brocchia cinerea Vis.
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I-5-3-Répartition géographique de I’espéce :

L’espéce Brocchia cinerea (Vis.) est trés rencontrée dans tout le Sahara, elle pousse
dans les ergs et les sols peu ensablés, c’est une espéce saharo-arabique plus fréquente au
Sahara septentrional qu’au Sahara central. On la voit au niveau des points d’eau [20, 21]

Dans la région de Ouargla, elle est retrouvée a Oued Zouzfana, Oued M’zab, Bamendil, ou
elle est connue sous le nom de chouihia (ou parfois chihia) [22].

Brocchia cinerea (Vis.) est aussi connue dans les régions sahariennes du Maroc [23,24]
et d’Egypte [25, 26]. La carte sur la figure I-3 montre la répartition de cette espéce dans les
pays du nord d’Afrique [27].

Figure I-3 : répartition géographique de la plante dans le nord Africain [27].

I-5-4- Médecine traditionnelle et connaissances locales:

Les populations des régions sahariennes entre autres la région de Ouargla et ses environs
utilisent Brocchia cinerea (Vis.) pour plusieurs fins thérapeutiques a savoir:

» La décoction des feuilles et des capitules servent comme une tisane contre les coliques
et maux de ventre.

» Une préparation constituée de la plante fraiche, légérement concassée, seule ou avec
d’autres plantes avec un faible volume d’eau est conseillée en cas d’insolation, maux
de téte et de ficvre.
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» Le décocté est employé dans les cas de toux, de refroidissement et d’infections
broncho-pulmonaires aussi pour les céphalées.
» Des informations signalent son utilisation en cas de dysménorrhée.

Brocchia cinerea (Vis.) posséde une grande popularité dans le Sahara septentrional et
central. En faite, en plus de son utilisation pour des fins thérapeutiques ou alimentaires
(condiment), les habitants de ces régions 1’utilisent pour préparer une infusion aromatique trés
agréable qui remplace le thé et son emploi pour aromatiser le café est connu. C’est aussi un

bon paturage qui communique, au lait une saveur agréable [20, 29].

I-5-5-Travaux antérieurs sur I’espéce Brocchia cinerea (Vis.):
I-V-5-1-Du point de vue composition chimique :

Le rattachement de Brocchia cinerea a la famille des Asteraceae et plus particulicrement a
la tribu des Anthemideae, une des tribus les plus étudiées [12], lui confére une composition
chimique appréciable dont les plus caractéristiques sont les flavonoides, les lactones

sesquiterpéniques et les polyacétylenes [29].

Cette espéce en tant que plante aromatique renferme une huile essentielle trés odorante.
Deux ¢études ont ciblé sa composition volatile; une réalisée sur 1’espece Egyptienne [30] et
I’autre sur I’espece Marocaine [31].

Le tableau I-2 résume les travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur Brocchia cinerea

ainsi que les composés chimiques isolés de cette espece.
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Tableau I-2 : métabolites secondaires isolées de Brocchia cinerea (Vis.)

Origine/ Réf.
Parties Composés isolés
utilisées.

Egypte/parties | kaempféritine, quercétrine, et kaempférol. Luteoline, 7-glucosyl luteoline, | [32]

aériennes 7-diglucosyl luteoline, 7-glucosyl quercétine, 3,6,7-triméthyl [33]
quercétagétine, 7-O-B-D-di-glucoside luteoline, 6-hydroxy-7-O-3-D-
glucosid luteoline, apigénine 7-O-a-L-rhamnoside. 3-O-B-D-glucoside
quercétine, 3- O-B-D-galactoside, 7-O-p-D-glucoside, quercétine, 5,3',4'-
trihydroxy 3,6,7-trimethoxyflavone.

Algérie/ Apigénine, 7-glucosyl apigénine, 6-hydroxy luteoline, pedalitine (6- [34]
Parties hydroxy-7-methoxy luteoline), isokaempferide (3-methyl kaempférol), 3- | [35]
aériennes méthyl quercétine, 7-glucosyl-3-méthyl quercétine, 3,6-diméthyl

quercétagétine, 3-glucosyl isorhamnétine, 7-di-glucosyl-3,6-diméthyl
quercétagetine, 7-glucosyl luteoline / tatridin A

Egypte farnochrol, acétyldrimartol A, acétyldrimartol B, scopofarnol, [36]
/racines drimartol A, pectachol.
Egypte/ 13 lactones sesquiterpéniques [37]
parties (les structures sont présentées dans le chapitre III)
aériennes
Egypte 5 lactones sesquiterpéniques [38]

(les structures sont présentées dans le chapitre I1I)

I-V-5-2-Du point de vue potentiel biologique:

La richesse de ’espéce en métabolites secondaires et sa large utilisation en médecine
traditionnelle, laissent penser a un potentiel biologique trés intéressant pour cette plante.
En effet, différents extraits (n-butanol, éther diethylique, I’acétate d’éthyle et du chloroforme)
issus de Brocchia cinerea (Vis.) Marocaine ont été investigués, 1’extrait alcoolique et celui de
I’acétate ont montré une activité antibactérienne importante vis-a-vis des différents micro-
organismes testés [39], ce qui est en concordance avec une étude réalisée sur cette espéce
originaire d’El-oued (Algérie) [40]. D’autres investigations marocaines ont attribu¢ a la plante
des activités biologiques trés intéressantes, citons entre autres: 1’activité analgésique,
fébrifuge, molluscicide et ’activité larvicide [41-45]
L’activité antifongique de Brocchia cinerea (Vis.) a été évaluée dans 1’étude [31] dont I’huile
essentielle a présent¢ des MIC (concentration inhibitrice minimale) variant entre 3.2

et 4.7 mg/ml.
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I-6-L’espéce Matricaria pubescens (Desf.) :

I-6-1-Description botanique de la plante :

Figure I-4: photo de la plante Matricaria pubescens (Desf.)

Matricaria pubescens (Desf.) est une petite plante annuelle, de 10 a 20 cm de haut,
atteignant rarement 40 cm. Avec de nombreuses tiges couchées, qui se redressent. Les fines
tiges vertes foncées sont que trés peu ramifiées. Les feuilles profondément découpées, chaque
lobe se terminant par une pointe blanche, sont légérement charnues et ont entre 10 et 20 mm
de long. Les fleurs tubulaires jaunes sont groupées en té€tes hémisphériques discoides. Les
hampes florales sont environ de 5 a 8 mm de diametre et sont fixées aux extrémités des tiges.
Les fruits sont des akénes avec une aigrette.

La plante entiére a un parfum trés agréable. La floraison a lieu au printemps dans le nord du

Sahara algérien, et a tout moment aprées la pluie dans le Sahara central algérien [46, 47]
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I-6-2-Classification systématique :

Tableau I-3: classification systématique de Matricaria pubescens (Desf.) [46].

Embranchement Spermaphyta
S/embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Asterale
Famille Asteraceae
Tribu Anthemideae
Genre Matricaria
Espeéce Matricaria pubescens (Desf.)

I-6-3-Répartition géographique de I’espéce:

Matricaria pubescens (Desf.) Appelée aussi camomille du Sahara, son nom
vernaculaire est « Garetoufa » ou encore « Ouazouaza ». C’est une espece endémique nord-
africaine, elle est largement distribuée dans tout le Sahara algérien. Au Sahara Occident,
Maroc, Tunisie et la Libye. Elle est rencontrée dans les dépressions argilo sableuses et les lits

d'oued [22,48]

I-6-4-Médecine traditionnelle et connaissances locales:

Matricaria pubescens (Desf.) appartient a la flore spontanée saharienne, elle est tres
appréciée par les habitants des régions sahariennes, ’espéce est trés connue pour ses
nombreuses vertus thérapeutiques, ces derniers sont mis a profit par les habitants des régions
sahariennes ou elle pousse en abondance. [49]. Ils I'utilisent dans la plupart du temps sous
forme de décoction, par voie orale ou locale, aussi mélangée au beurre local « d’han » pour
traiter les maladies suivantes [20, 28]:

» Maladies du systéme ostéo-articulaire et des muscles:

rhumatisme, courbatures, refroidissements, douleurs articulaires.
» Maladies de I’appareil génital féminin:
dysménorrhée.

» Maladies broncho-pulmonaires:

11
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toux (Comme expectorant et béchique). Asthme.
» Maladies du nourrisson et du jeune enfant:

syndrome d’éruption dentaire. Rougeole. Antiseptique oculaire.
» Maladies de la peau et des tissus sous cutanées:

dermatoses, urticaire.

Les utilisations de Matricaria pubescens (Desf.) ne semblent pas étre limitées, cette
espece occupe une place de prestige dans la cuisine saharienne, en fait, la poudre végétale
issue de ses parties aériennes, soigneusement sélectionnées et séchées est ajoutée a la soupe
locale « I’hsa », elle lui donne une odeur agréable. Les habitants de ces régions se servent
¢galement de ces parties comme filtre, a travers lequel ils font passer le beurre de chevres
fondu ce qui lui transmet un ardme agréable et aide a le mieux conservé [20, 28].
Economiquement, La plante enti¢re est recueillie fraiche au printemps, et commercialisée a

grande échelle dans les marchés de plusieurs oasis (Ouargla, Béchar, El Goléa et Djanet..).

I-6-5-Travaux antérieurs sur I’espéce Matricaria pubescens (Desf.):
I-6-5-1-Du point de vue composition chimique:

Des travaux de recherche réalisés sur l'espece Matricaria pubesens (Desf.) ont permis
d'isoler des flavonoides, amides, coumarine et terpénes, ainsi que certaines activités
biologiques.

L’investigation des parties aériennes de Matricaria pubescens originaire de « Ghardaia »
a permis d’obtenir une huile essentielle caractérisée par la présence de 1’isochrysanthemoate
d’éthyle (26.5%), spathulenol (19.4%), a-cadinol (12.9%) et geranylisovalerate (8.2%), cette
huile a révélé un effet analgésique [50]. Une autre étude effectuée sur 1’huile essentielle des
parties aériennes fraiches de ’espece collectée de la méme région a mené aux composés
majoritaires suivants: Spathulenol (0.1%-19.4%), a-bisabolol oxide B (0.1%-7.0%), a-
bisabolol (5.2%-56.9%) and a-bisabolol oxide A (10.2%-53.6%) [51].

Deux autres travaux de recherche ont mis en évidence la présence de thienylhexadien-
isobutylamide, décadienisobutylamide, Herniarine [52], Apigénine, Lutéoline, Quercetine,
7-O-glucoside Apigenine, 7-O-glucoside Luteolin, 3-O-glucoside Quercetine, Herniarine, 3,4-

dehydroherniarine et (2E, 4E)-6-(2-thienyl)-2,4-hexadien-isobutylamide [53].

12



Chapitre I Description des plantes étudiées

[-6-5-2-Du point de vue potentiel biologique :

Dans une étude intéressée a la conservation et de valorisation de la flore tunisienne [54],
Matricaria pubescens a été citée parmi les especes aromatiques et médicinales de cette flore.

Des extraits aqueux et alcoolique, bruts, issus des parties aériennes de la plante de la
région de Bechar ont montré une activité antibactérienne variable [55].

Apres avoir confirmé la richesse de M. pubescens en différents groupes de métabolites
secondaires a travers des tests phytochimiques préliminaires, 1’activité ainti-listérienne de son
huile essentielle et d’autres extraits a été vérifiée et des résultats encourageants ont été
obtenus, en effet, la MIC de I’huile essentielle a ét¢ évaluée a 2.0 mg/ml, celles des extraits
méthnolique et éthanolique ont été respectivement, de 1.0 et 0.5 mg/ml [56].

Récemment apparue, une investigation biologique a signalé une activité cytotoxique trés
intéressante pour les trois extrais obtenus de M. pubescens par (CH,Cl,, meOH et I’eau) dont
les pourcentages d’inhibition des cellules cancéreuses testées ont été respectivement, de 94%,

29% et 17% [57].
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Partie I : généralités sur les huiles essentielles

II-I-1-Définition des huiles essentielles :

Une huile essentielle (HE) est un mélange trés complexe de substances chimiques,

liquide a température ambiante, la volatilité¢ de ses composants lui confére souvent un parfum
trés odorant. Les composés constituants se forment dans un grand nombre de plantes comme
produits du métabolisme secondaire.
Officiellement: «une huile essentielle est définie comme le produit obtenu par
hydrodistillation, distillation a la vapeur ou par distillation a sec d'une plante ou de certaines
parties de celle-ci ou par procédés mécaniques appropriés sans chauffage a partir de 1’épicarpe
des citrus. L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques.»
[58,59].

Les huiles essentielles ont, a toute époque, occupé une place importante dans la vie
quotidienne de I’homme qui les utilisait autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou

méme se soigner.

I1-1I-2-Localisation et lieu de synthése des huiles essentielles dans les plantes :

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il

y aurait, selon Lawrence [60], 17 500 especes aromatiques. Les genres capables d’¢laborer les
constituants qui composent les huiles essentielles sont réparties dans un nombre limité de
familles, par exempl : Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Myrtaceae, Lauraceae,
Zingiberaceae, Piperaceae, etc [61].
Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux :

e Les Fleurs (Rose, lavande)

e Les feuilles (Eucalyptus, menthe poivrée)

e Les racines (Angélique, valériane)

e Les rhizomes (curcuma, gingembre)

e L'écorce (Cannelle)

e Les semences (Anis vert, fenouil).

Méme dans les résines (Encens, benjoin).

14



Chapitre II Caractérisation des huiles essentielles des plantes étudiées

Chez une méme espece, il est possible d’obtenir des huiles essentielles de
compositions chimiques trés différentes. Ainsi, dans le cas de Citrus aurantium L. ssp :
Rutaceae, I’expression a froid du péricarpe frais du fruit, fournit une essence riche en
limonéne. L’hydrodistillation de la fleur produit "I’essence de Néroli" riche en linalol,
farnésol et nérolidol et I’hydrodistillation de la feuille, des ramilles et des petits fruits conduit
a "I’essence de petit grain bigaradier" caractérisée par 1’acétate de linalyle et le linalol. La
composition de ces trois huiles essentielles est différente.

Aussi, les HE dans le cas de la cannelle (Cinnamomum zeylanicum Blume.) différent
en fonction de I’organe producteur. En fait, les feuilles donnent une huile riche en eugénol, les
écorces fournissent un extrait ou 1’aldéhyde cinnamique est majoritaire, tandis que le camphre
prédomine dans 1’essence des racines. [61,62]

Les huiles essentielles sont produites dans des cellules glandulaires spécialisées,
souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante. Elles sont alors stockées dans
des cellules a huiles essentielles des Lauraceae ou des Zingiberaceae (Peumus boldus), poils
sécréteurs des Lamiaceae (Origanum vulgaire) [63], poches sécrétrices des Myrtaceae ou des
Rutaceae (Citrus reticulata), canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae (7Tragopogon
pratensis).

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de
membranes spéciales. En raison de leur caractére lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement 1’évaporation des

huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air. [61,64-66]

15



Chapitre II Caractérisation des huiles essentielles des plantes étudiées

Figure II-I-1 : différentes cellules végétales sécrétrices d’huiles essentielles. [67]

(A) cellules sécrétrices-(B, C) poils sécréteurs-(D, E, F) canaux sécréteurs-(G, H) poches sécrétrices.

II-I-3-Composition chimique des huiles essentielles:

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables pouvant contenir plus
d’une centaine de composés différents [68]. Ces constituants chimiques appartiennent,
majoritairement, a deux catégories [68,69]:

7/

¢ Les terpeénes ou plus généralement terpenoides, (pour la grande majorité d’entre elles).

¢ Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane, (beaucoup moins fréquents).
Les terpénes forment un groupe de produits naturels trés répandus dans le régne

végétal et d’un intérét chimique considérable. Bien que de structures trés diverses, les

terpenes ont une particularité structurale trés importante qui est la présence, dans leur
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squelette, d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (C5HS8), reconnue par Wallach dés
1887 cité dans la référence bibliographique [70].

Ils sont formés a partir d'isopentényl pyrophosphate désigné sous le nom d’isopréne
actif [71] qui réagit avec une molécule starter: diméthylallyl pyrophosphate, géranyl
pyrophosphate ou encore géranyl géranyl pyrophosphate, etc. De ce fait, une classification
rationnelle, basée sur le nombre (n) qu'ils renferment, est possible.

Sur ces squelettes de base est souvent présent un ou plusieurs sites fonctionnels
semblables ou différents. La majorité des sites fonctionnels sont des sites oxygénés, pour
quelques groupes fonctionnels azotés ou soufrés, d’ou le nom « isoprénoides ». [72,73]

Ainsi, on distingue une variété de structures, selon:
% le nombre d’atomes de carbone qui les constitue :

> n

1 : les hémiterpenes (Cs).

les monoterpenes (C10).

n=2:
n =3 : les sesquiterpenes (C15).
n=4:

les diterpénes (C20).

>

>

>

» n=>5:les sesterpenes (C25).
» n=6: les triterpénes (C30).

» n= 8 : les tetraterpeénes (C40).

» les Polyterpénes.

¢ L’arrangement, linéaire ou cyclique.

¢+ La nature des groupes fonctionnels:

» Hydrocarbures terpéniques : Ri-HC=CH-R2.

» Alcools terpéniques : R-OH.

Y

Cétones terpéniques : Ri-CO-R2.
Aldéhydes terpéniques: R-CHO.
Esters : R1-COO-Ra2.

Phénols : CeHs-OH ;

Ethers: R1-O-Ra2.

vV V VY

Y

La diversité des structures terpéniques naturelles, environ 55 000 structures connues
jusqu’a 2007 [74], rend difficile toute tentative de généralisation. La figure II-I-2 regroupe
quelques exemples:
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Acétate d’isobornyle

Phénols
OH
OH O\
OH
F
Thymol Carvacrol Eugénol

Figure I1-1-2 : exemples de quelques structures terpéniques et aromatiques présentent

dans les huiles essentielles.
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I1-1-4-Biosynthese de I’unité isoprene :
I1-1-4-1-par voie mévalonique [75-82]:

Les terpeénes sont les produits d’un enchainement de leur unité de base 1’isopréne. La
voie métabolique proposée pour leur biosynthése est celle du mévalonate, ¢lucidée par Nes et
Mckean en 1977 (cité dans la référence [76]).

Elle débute de I’acétyl-CoA jusqu’a D’isopréne actif (activé par ATP), par
I’intermédiaire de I’acide mévalonique (MVA). En effet, deux molécules d’acétyl-CoA
réagissent ensemble en donnant naissance a 1’acétoacétyl-CoA, par la condensation d’une
troisieme unité d’acétyl-CoA. Il se forme un composé en C6 (hydroxy-méthylglutaryl-CoA),
qui, par réduction en alcool de sa fonction carboxyle combinée au CoA, donne I’acide

mévalonique (MVA) fig. II-1-3-1.

o oH o oH
0 0
M Ml OH
, $—CoA ———>
oo $—CoA T CoASH
OH Ot
0

0 . ( .
hydroxyméthylglutaryl-CoA Acide mévalonique (MVA)

Figure II-I-3-1 : schéma de formation de I’acide mévalonique.

La formation de 1’unité isopréne se fait d’abord par phosphorylation des 2 groupes
alcool de 1’acide mévalonique (grace a I’ATP) puis il y a élimination d’eau avec formation
d’'une  double liaison C=C, aprés la décarboxylation, 1’ensemble méne
au 3-méthylbut-3-énylpyrophosphate (IPP).

L’isomérisation de ce dernier composé par l’intermédiaire d’une enzyme ayant un

groupement S-H, conduit a I’isomere DMAPP (Fig. I1-1-3-2).

(o] (0]
I I + (E-SH) I

|
0—P—0—P—O0H O—P—O—|P—OH
Y\/ (LH (LH 7{\/ lH (|)H

S-E

3-méthylbut-3-énylpyrophosphate (IPP)

(o] (o]
l I - (E-SH) I

I
O—P—O0—P—OH —— > O—P——0—P——OCH
~ l |
7(\/ CIJH (|)H OH OH

S-E

dimethylallylpyrophosphate (DMPP)
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Figure II-I-3-2 : schéma d’isomérisation de I’'IPP.

Comme précédemment cité, ['unité de base dans la biosynthése des différentes
structures terpéniques est en réalité I’IPP et son isomére le DMAPP. Ces deux composés sont
associés par des isoprényltransférases en géranyl pyrophosphate (précurseur des
monoterpenes), en farnésyl pyrophosphate (précurseur des sesquiterpenes et des triterpenes) et
en geranyl-geranyl pyrophosphate (précurseur des diterpenes et des tétraterpénes). Le schéma

dans la figure II-1-3-3 suivant regroupe ces différentes condensations.

(o N
OPP
GPP ;,
monoterpenes (C10)
/&
~ OPP X
—_—
|\ g
( OPP
OPP
IP FPP
/
N

.

sesquiterpénes (C15)

OPP

diterpénes (C20)

OPP

C20 + C5
Cl5 +C15 ——

C20 + C20

—

sesterpenes (C25)
triterpénes et stéroides (C30)

tetraterpénes et caroténoides (C40)

Figure II-1-3-3 : schéma de condensation de motifs isopréniques [79].
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Des modifications secondaires auront lieu au niveau des squelettes de base produits de
la condensation des motifs isopréniques, conduisant a des noyaux de différents types, eux-
mémes a I’origine des différentes classes de terpénoides.

Dans ce qui suit, nous allons détailler avec des exemples les étapes de formation de quelques

monoterpenes et sesquiterpénes, acycliques et cycliques.

I1-1-4-1-1-Monoterpénes acycliques et cycliques :

L'élimination du groupe pyrophosphate du géranyl pyrophosphate (GPP) meéne, a
travers le carbocation actif, a la formation de monoterpénes acycliques.
Des réarrangements et oxydations supplémentaires conduisent a des composés

monoterpéniques hydrocarbures et/ou fonctionnalisés, la figure II-1-4-1 reproduit quelques

@
\ CH, ® \
’ CH
. ‘ _—— | ® 2

cation géranyl cation linalyl cation néryl

AN

ULV

géraniol linalol myrcéne (Z) et (E)-beta-ociméne nérol

exemples.

Figure II-1-4-1 : formation de quelques monoterpénes acycliques [80, 81].
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En plus de ces formes linéaires, des réarrangements peuvent avoir lieu de manicre a

former des cycles. La cyclisation implique le passage par un carbocation terpényle cyclique

qui devient le précurseur de la plupart des composés terpéniques cycliques.

Les plus communs ont un cycle a six carbones. La figure II-1-4-2 représente I’exemple du

limonéne formé a partir du génaryl pyrophosphate (GPP).

)
w

OPP

Y

, )

-H

limonéne

Figure II-1-4-2: formation de monoterpénes cycliques (exemple : limonéne) [82].

donner des monoterpenes bicycliques, comme le montre la figure I1-1-4-3.

Le GPP peut également engendrer une séquence de deux réactions de cyclisation pour

GPP

o £
OPP ‘\’
%

linaloyl PP (LPP)

alpha pinéne beta pinéne

Figure II-1-4-3: formation de monoterpénes bicycliques (exemples : a et p pinéne) [82].
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I1-1-4-1-2-Les sesquiterpénes acycliques et cycliques :

Le farnésyle pyrophosphate (FPP) est a 1’origine de formation des sesquiterpenes.
En effet, un nombre trés important de structures sesquiterpéniques (cycliques et acycliques,
hydrocarbures et fonctionnalisés) est rencontré suite aux nombreuses possibilités de
modifications secondaires qui peuvent se produire au niveau de leur précurseur (FPP), parmi
lesquelles nous citons:

e [’hydratation du groupement (OPP), dans ses différents arrangements, meéne aux
sesquiterpenes alcools et par la suite aux esters correspondants (farnésol, nérolidol et
leurs esters,..).

e La perte de ce méme groupement conduit a des carbocations tres actifs qui produisent
aprés élimination de (H") des sesquiterpénes acycliques sous plusieurs formes
isomériques relatives a celles du premier précurseur (FPP). La figure II-I-5-1

représente quelques structures sesquiterpéniques.
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\ \
D ————————————
/ B — /
’ OPP
opp\ / H20
H20 FPP 2E, 6E FPP 2Z, 6E
\
\J
‘f'arnésol farnésol
2E, 6E ‘ X opp 27, 6E
-OPP Hm _opp
nerolidol
acétate
de farnésyle - OPP
acétate
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\ L
—
~——

\J
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Y
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(Z,E)- alpha- farnéséne (E,E)-alpha- farnéséne (E)- beta- farnéséne

Figure II-I-5-1: schéma de biosynthése des sesquiterpénes acycliques. [80],
Mann J., (1987), secondary metabolism, 2nd Ed., Oxford, Clarendon Press. Cité dans [81]

26



Chapitre II Caractérisation des huiles essentielles des plantes étudiées

Des sesquiterpeénes cycliques (a 6, 10 chainons,..) peuvent avoir lieu aussi, a travers le
carbocation terpénique formé apres 1’élimination du (OPP) a partir (FPP). Des exemples

d’une classe de ces composés (hydrocarbures) sont montrés sur la figure II-1-5-2.

\ \
D —————————
= F
‘ oPP
oPP
FPP 2E, 6E FPP 2Z, 6E
%y
g
N
‘i;\
® @
/
Exemples: Carotane Bisabolane Cadinane Caryophyllane
\J N
——»  Humulane
\ 2
» P
|~
@ 14, Germacrane
3 —>  Elemane
® X Eudesmane

Figure II-I-5-2 : schéma de biosynthése des sesquiterpénes cycliques. [80],
Mann J., (1987), secondary metabolism, 2nd Ed., Oxford, Clarendon Press. Cité dans [81]
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I1-1-4-2-Autre voie de biosynthése:

La formation de l'isopent-3-ényl pyrophosphate (IPP) en tant que précurseur des
terpénoides par la voie biosynthétique impliquant I’acide mévalonique (MAV) a été souvent
entravée par la négligeable incorporation de mévalonate marqué au °C dans les terpénes en
particulier dans les végétaux. [81, 83]

Les travaux de recherche ne cessent de proposer d’autres voies de biosynthése pour
I’IPP, des explications satisfaisantes ont ét¢ avancées pour rendre compte de cela. Elles nous
conduisent & considérer que la voie du mévalonate est utilisée moins fréquemment dans la
biosynthése des terpénoides que la voie du non-mévalonate par l'intermédiaire de (1-
déoxyxylulose 5-phosphate) [83].

M. Rohmer et al. [84, 85], et autres [86-88] ont expliqué les étapes de ce processus. Ils
ont montré, en utilisant des incubations de bactéries en présence d'acétate et de glucose
(marqués au °C), que I'IPP provient du métabolisme du glucose. En effet, il est proposé que
le précurseur de cette unité, le 2-methyl-D-erythritol 4-P (MEP) est formé a partir du 1-
deoxy-D-xylulose 5-P (DXP) via un réarrangement intramoléculaire suivi par un processus de
réduction ou des enzymes spécialisées interviennent pour aboutir a la fin aux [PP et DMAPP.

La figure II-I-6 résume ces différentes étapes.
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Figure II-1-6 : schéma de biosynthese de I’IPP et le DMAPP précurseurs des isoprénoides
via le glycéraldéhyde 3-phosphate (D-GAP) [89,90].

D’autres substances chimiques différentes des terpeénes sont ¢galement présentes dans
les huiles essentielles mais en quantité faible. En raison de leur grande diversité, nous nous
abstiendrons de développer les voies de biosynthése. Dans ce qui suit, nous allons nous

limiter a citer quelques exemples.
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II-I-5-Autres composants des huiles essentielles :

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane forment une autre classe de produits
volatiles rencontrés dans la composition des huiles essentielles.

Généralement, il s'agit de composés aromatiques Ar-C1, Ar-C2 et Ar-C3, fonctionnalisés,
tels que: la vanilline, l'eugénol, 1'anéthole, I'estragole, et bien d'autres.
Parfois caractéristiques de certaines huiles essentielles, telles que le clou de girofle (eugénol),
la vanille (vanilline), la cannelle (cinnamaldéhyde), le basilic (eugénol, méthylchavicol,..),

anis, fenouil, etc [61,80].

OMe
OH
OMe
CHO O
Vanilline Acétophénone Anéthol
Ar-Cl1 Ar-C2 Ar-C3

Figure I1-1-7 : Exemples de structures de composés dérivés du phénylpropane.

Les huiles essentielles peuvent renfermer divers composés aliphatiques, généralement
de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydrodistillation. Ils peuvent étre des
carbures, acides, alcools, aldéhydes (octanal, décanal ...), acides gras, esters, lactones,
produits azotés ou soufrés.

Enfin, il existe un nombre non négligeable de composés volatiles issus de la
dégradation, de terpenes non volatiles. C'est le cas par exemple des ionones qui proviennent
de I'auto-oxydation des caroténes et d'acides gras, les petites molécules odorantes, comme par
exemple le (3Z)-hexén-1-ol ou le décanal, qui sont obtenues a partir des acides linoléique

[61].
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II-1-6-Variabilité de la composition chimique des huiles essentielles :

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles présentent
une tres grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des
plantes d’origine [91-93]. Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs que nous
pouvons regrouper en deux catégories :

% Facteurs intrinséques, liés a I’espéce, au type de clone, a l’organe concerné, a

I’interaction avec 1’environnement (type de sol ou climat, ...) et au degré de maturit¢ du

végétal concerné, voire au moment de la récolte au cours de la journée.
7/ . \ . , . o, .
%* facteurs extrinséques, en lien avec la méthode d’extraction, les conditions de stockage

du matériel végétal avant son exploitation et de 1’huile essentielle apreés son obtention.

I1-1-7-Propriétés physico-chimiques :

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un

groupe trés homogeéne [61]. Dont les principales caractéristiques sont [94-97] :

» liquides a température ambiante.

* n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

= volatiles et rarement colorées.

» une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpenes.

* un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice élevé,
cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira I’effet inverse.

» solubles dans les alcools, a titre alcoolométrique €levé et dans la plupart des solvants
organiques mais peu solubles dans I’eau.

» douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de composés
asymétriques.

= trés altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a

la formation de produits résineux.
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II-I-8-Procédés d’extraction des huiles essentielles :

La particularité des huiles essentielles (HE), que ce soit au niveau de leurs quantités
trés faibles dans les plantes ou bien de la fragilité des substances qui les constituent [98], rend
leur obtention une opération treés délicate. De ce fait, les techniques d’extraction doivent
répondre aux exigences demandées et apporter des performances qualitatives et quantitatives
satisfaisantes [99,101]. Le domaine d’utilisation de ces huiles oriente a faire un choix entre
cette variété de procédés, mais aussi la disponibilit¢ du matériel expérimental nécessaire qui
nous oblige parfois a faire le choix.

Dans ce contexte, les travaux de recherche ne cessent de développer de nouvelles
méthodes [102-107], mais celles qui reposent sur le phénomeéne d'entrainement des substances
volatiles grace a la vapeur d'eau sont les plus utilisées, a savoir : ’entrainement a la vapeur
d’eau, I’hydrodistillation et I’hydrodiffusion. Afin d’illustrer certaines confusions, ces
différentes méthodes seront présentées dans les paragraphes suivants.

Leur principe se base sur la distillation des mélanges binaires non miscibles. En effet, la
formation d’un mélange azéotropique permet aux deux constituants de ce mélange d’étre
entrainés simultanément a une température inférieure a 100°C a pression atmosphérique.

En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par la vapeur d'eau sans subir

d'altérations majeures.

I1-1-8-1-Hydrodistillation:

Il s'agit de la méthode la plus simple et la plus anciennement employée pour extraire
les huile essentielles. Le procédé consiste a immerger le matériel végétal dans un récipient
rempli d'une quantité adéquate d’eau. Le tout est ensuite porté a 1’ébullition.

La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes
qui y sont contenues. L’HE forme avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Puis, les
vapeurs sont condensées au moyen d’un réfrigérant. Dans un autre récipient de collecte,
I’huile essentielle se sépare de 1’eau par différence de densité. Lorsque les densités des deux
phases sont proches, on peut observer une émulsion.

Au laboratoire, le Clevenger est le systeme utilis€é pour ce type d’extraction, ou bien un

montage modifi¢ peut lui remplacer dans le cas échéant.
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Cette méthode est simple dans son principe et ne nécessite pas un appareillage
colteux. Cependant, a cause de l'eau, de l'acidité, de la température du milieu, il peut se

produire des réactions d'hydrolyse.

I1-1-8-2-Entrainement a la vapeur d’eau:

L’entrainement a la vapeur d’eau est I’un des procédés officiels pour 1’obtention des
huiles essentielles. Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a 1’action
d’un courant de vapeur sans le mettre en contact direct avec de 1’eau. Les vapeurs saturées en
composés volatiles, ainsi obtenues, sont ensuite véhiculées vers le condenseur avant d’étre
séparé en une phase aqueuse et une phase organique qui constitue 1’huile essentielle. La
distillation par entrainement a la vapeur d’eau apporte une amélioration certaine de la qualité

des produits obtenus en minimisant les altérations hydrolytiques.

I1-1-8-3-Hydrodiffusion:

Cette méthode d’extraction est une variante de l’entrainement a la vapeur d’eau,
relativement récente. C’est un procédé qui consiste a injecter de la vapeur d’eau du haut vers
le bas, a pression réduite, soit I’inverse de la distillation classique. Cette technique utilise
I’action osmotique de la vapeur d’eau et met a profit la pesanteur pour évacuer et condenser le
mélange eau / HE dispersé dans la charge végétale.

L'avantage de cette technique est traduit par 1'amélioration quantitative de l'huile récoltée,
I'économie du temps, de vapeur et d'énergie. Cependant, I'huile essentielle obtenue avec ce

procédé contient des composés non volatiles [108, 109].

II-1-9-Intéréts des huiles essentielles :

Une synthése bibliographique a rapporté que la FAO, en 1995, a estimé le nombre des
huiles essentielles connues a presque 3 000, mais seulement 10% parmi elles sont exploitées a
I’échelle commerciale dans les domaines de cosmétologie, alimentaire et les industries
pharmaceutiques [110].

Ainsi, les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques,
antivirales, antifongiques et antimicrobiennes. Plusieurs travaux de recherche ont prouvé leurs
propriétés antitoxiques, antivenimeuses, anti-oxydantes et antiparasitaires. Plus récemment,

on leur reconnait également des propriétés anticancéreuses [68,111-115].
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L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa
composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses constituants. Sa valeur tient
a son intégralité de ses constituants et non seulement a ses composés majoritaires [112].

Le pouvoir antioxydant de quelques huiles essentielles est développé comme substitut
dans la conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont
responsables de ce pouvoir [97,113, 114]. Dans cette optique, les études du Laboratoire de
Recherche en Sciences Appliquées a 1’Alimentation ont montré que 1’incorporation des
huiles essentielles directement dans les aliments (viandes hachées, légumes hachés, purées de
fruit, yaourts...) ou I’application par vaporisation en surface de I’aliment (morceaux de
viande, poulet, fruits et légumes entiers...) contribuent a préserver 1’aliment des phénomenes
d’oxydation [115]. Et dans le méme domaine les HE ont été généralement reconnus comme

strs par la « US. Food and Drug Administration » [110].

Actuellement, 1'utilisation de produits synthétiques pour lutter contre les insectes et les
arthropodes souléve plusieurs préoccupations liées a I'environnement et a la santé humaine.
Les huiles essentielles présentent une alternative, de produits naturels [116] qui possédent une
bonne efficacité et sont respectueux de l'environnement. Elles ont été largement testées et

leurs activités répulsives ont été démontrées [117-121].
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Partie Il : méthodes et matériel

II-II-1-Introduction :

Malgré les progres considérables développés ces dernicres années dans le domaine de
la chimie analytique, 1’analyse des huiles essentielles demeure un challenge.

Une étude caractéristique d’une huile essentielle libérée par une plante commence par
I’extraction des constituants aromatiques volatiles suivie par I’analyse de 1’extrait et a la fin le
traitement des résultats pour identifier et/ou quantifier ces composés. Dans d’autres cas, selon

la nature d’étude, des fractionnements de cette huile peuvent étre mis en ceuvre.

I1-II-2- Collecte du matériel végétal :

Le matériel végétal de Brocchia cinerea (Vis.) a été récolté au printemps, en stade de
floraison, dans les environs de la ville de Ouargla (Algérie), a 10-20 Km au Nord-Est de la
ville. Alors que celui de Matricaria pubescens (Desf.) a été apporté de Still a 40Km de la ville
de Megheir (Biskra) au printemps.

La reconnaissance botanique du matériel végétal des deux plantes a été faite par Mr Oulad
belkheir botaniste de la facult¢ de biologie a I'université de Ouargla et Dr K. Maiza de
I’hopital Pierre et Marie Curie d’Alger. Un échantillon de référence a été déposé au niveau de
I’herbarium de notre laboratoire BioGéoChimie a 1’université de Ouargla.
Une fois que le matériel végétal des deux plantes est collecté au début de matinée, d’autres
herbes et de la terre ont été nettoyés voici comment on a procédé pour le préparer : apres son
séchage, a ’ombre dans un endroit aéré, les parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) de :

O Brocchia cinerea (Vis.) ont été broyées a 1’aide d’un broyeur mécanique (diameétre du

tamis: 4mm), la poudre végétale ainsi obtenue a servi pour I’extraction.
O Matricaria pubescens (Desf.) ont été concassées manuellement sous forme de petits

fragments, la poudre végétale ainsi obtenue a servi pour 1’extraction.
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II-11-3-Extraction des huiles essentielles (HE) des deux plantes :

Dans notre cas, un montage d’hydrodistillation de type Clevenger a été utilisé pour
extraire I’huile essentielle de Matricaria pubescens (Desf), et un autre modifi¢ pour extraire
I’huile essentielle de Brocchia cinerea (Vis.)

Ce mode d’extraction est parmi les méthodes les plus simples et les plus utilisées pour
extraire les huiles essentielles (HE). Il permet de les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir

de meilleurs rendements.

II-11-3-1-Protocole d’ hydrodistillation :

L’hydrodistillation a été accomplie dans le cas de Brocchia cinerea (Vis.) a ’aide d’un
dispositif de type Clevenger modifié : figure II-II-1 (A). En effet, une quantité de la poudre
végétale (100g) a été introduit avec de 1’eau distillée dans un ballon qui a été reli¢ au reste
du dispositif. Portée au chauffage, la matrice végétale a été hydrodistillée pendant 3 heures.
[122]

Afin de rassembler une quantité suffisante de I’huile essentielle, I’opération a été
répétée plusieurs fois, sous les mémes conditions opératoires.

A la fin de chaque hydrodistillation, une huile essentielle (HE1) est récupérée a 1’état pur,
apres la décantation de 1’hydrolat et la séparation de la phase aqueuse inférieure. Le volume
de HEI a été lu directement sur 1’éprouvette de récupération.

Apres son séchage sur MgSO,, (HE1) a été conservée dans un pilulier brun hermétiquement
fermé a 4°C jusqu’a son analyse.

D’autres extractions sont faites de la méme fagon, sous les mémes conditions
expérimentales, seule I’huile essentielle dans ces cas a été récupérée de I’hydrolat, a la fin de
chaque hydrodistillation, par une extraction liquide-liquide au moyen du n-hexane. Les
extraits hexaniques réunis ont été par la suite évaporés au rot-a-vapeur, sous pression réduite a
la température ambiante, 1’huile essentielle (HE2) ainsi obtenue a été conservée de la méme
manicre que la précédente.

Dans le cas de Matricaria pubescens (Dest.), de la méme fagon que la précédente, a
chaque fois, 100 g du matériel végétal concassé ont ét¢ introduits dans le ballon avec une
quantité suffisante d’eau distillée pour étre relié¢ au dispositif Clevenger figure II-1I-1 (B). La
distillation a été effectuée avec un recyclage communément appelé cohobage tel que décrit

dans la Pharmacopée Européenne. [122]

35



Chapitre II Caractérisation des huiles essentielles des plantes étudiées

La lecture du volume de I’huile essentielle, nageant au dessus de I’hydrolat, se fait
directement sur le tube gradué récapitulatif de la vapeur condensée.

A cause de la faible quantité¢ de cette huile, nous étions obligés de la récupérer avec
du dichlorométhane qui a été éliminé par la suite au rot-a-vapeur a pression réduite a la
température ambiante pour obtenir a la fin (HEM), qui a été conservée dans un pilulier brun

hermétiquement fermé a 4°C jusqu’a son utilisation.

Réfrigérant

— Ballon

manocol r‘.prouvette

graduée

Eau
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I -
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Figure II-II-1 : montages d’hydrodistillation utilisés.
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II-1I-4-Analyses chromatographiques des huiles essentielles :
I1-11-4-1-Analyse de HE1 et HE2 (Brocchia cinerea Vis.) :

Dans un premier temps, HElet HE2 ont été analysées par GC-FID sur deux colonnes
capillaires de polarités différentes: HP1 apolaire et Innowax polaire. HEI est aussi

chromatographiée par GC-MS sur une colonne capillaire apolaire type DBS.

I1-11-4-1-1-Analyse GC-FID

Les analyses GC-FID des deux échantillons HE1 et HE2 ont été faites au moyen d’un
chromatograph Agilent HP5975 Série C, équipé dans un premier temps d’une colonne
capillaire type HP1 avec une phase stationnaire apolaire (50 m* DI 200 um, épaisseur de la
phase stationnaire 0.33pm), puis remplacée par une autre polaire Innowax (L 50 m* DI 200
um, épaisseur de la phase stationnaire 0.5 pm). Les constituants des deux échantillons ont été
¢lués par I’hélium a un débit de 1.3 cm®/min sous un gradient de température qui a débuté par
une température de 80 °C maintenue pendant 8 min. Le chauffage a atteint 200 °C par une
rampe de 2°C/min et finalement un autre palier pour arriver jusqu’a 285 °C par 10°C/min.
Les températures de 1’injecteur et du détecteur ont été programmeées respectivement a 250 °C
et 300 °C.

I1-11-4-1-2-Analyse GC-MS

L’huile essentielle (HE1) a été analysée au moyen d’un systéme GC-MS Agilent
HP6890 équipé d’un détecteur de masse sélectif en mode d’ionisation impact électronique.
Les constituants de I’huile essentielle brute ont été séparés sur une colonne capillaire type
DBS5 avec une phase stationnaire apolaire (30 m*250 pum, épaisseur de la phase stationnaire
0.25 um), la sortie de la colonne est introduite directement dans la source du systéme
spectrometre de masse (MS) a travers une interface. La température du four a été programmée
comme suivant: la température initiale 45 °C a ét¢ maintenue pendant 8§ min puis, elle a été
¢levée jusqu’a 250 °C par une montée de 2 °C/min, cette température a été gardée fixe durant
14 min. Le gaz éluant a été 1’hélium a un débit de 0.5cm’.min” avec un rapport split de
(1 :80). Quand a I’injecteur et le détecteur, ils ont été programmés a la méme température, a
250 °C.

L’ionisation par impact électronique, des différents solutés ¢lués du chromatograph, a
¢été faite a une énergie de 70 eV. Les résultats de fragmentations, ainsi obtenus, ont été

enregistrés sur cet intervalle [29-550] de (m/z).
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I1-11-4-2-Analyse de HEM (Matricaria pubescens Desf.)

L’échantillon HEM a été analysé d’aprés la norme NF-T-75-401 relative a 1’analyse
des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse.
L’analyse par chromatographie gazeuse avec détection FID a été effectuée sur 2 colonnes, une
apolaire (HP1) et une polaire (Innowax).
L’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse/El a été effectuée
sur 2 colonnes, une apolaire (HP1) et une polaire (Innowax).
Conditions opératoires :
0 Cas de HP1 : sous un gradient de température qui a débuté par une température de
80 °C maintenue pendant 8 min. Le chauffage a atteint 220 °C par une rampe de
2 °C/min et finalement un autre palier pour arriver jusqu’a 295 °C par 10 °C/min ;
cette dernicre a ét¢ maintenue pendant 25 min. Les températures de ’injecteur et du
détecteur ont été programmeées respectivement a 250 °C et 300 °C.
0 Cas de Innowax : la programmation de température du four a commencé par 60 °C
pour arriver a 245 °C par une progression de 2 °C/min, laquelle a ét¢ maintenue durant
35 °C. Les températures de I’injecteur et du détecteur ont été programmées

respectivement a 250 °C et 300 °C.

Les temps de rétention de la série des n-alcanes (C5-C31) injectés dans le chromatograph,
juste apreés I’analyse des échantillons, sous les mémes conditions chromatographiques, nous
ont permis de calculer les indices de rétention (Ir) pour les composés détectés selon la
méthode universelle de Van Den Dool [123].

Initialement, les composés détectés ont été identifiés par comparaison de leurs indices
de rétention calculés avec ceux reportés dans la littérature [124-130], par la suite ces
identifications ont été confirmées par dépouillement de leurs spectres de masse enregistrés et
leur confrontation avec les données spectrales de substances standards citées dans les banques
de données: Wiley07, NISTOS fournies avec le logiciel de traitement et la bibliothéque des

aromes au niveau de CNRS en France.
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Partie I1I : résultats et discussion
II-I11-1-Détermination du rendement et de quelques caractéristiques physiques :

Les rendements relatifs aux échantillons HE1, HE2 obtenus de Brocchia cinerea (Vis.)
et HEM obtenu de Matricaria pubescens (Desf.) ont été calculés selon la formule (1)
ci-dessous. Les propriétés physico-chimique telles que : le pouvoir rotatoire, I’indice de
réfraction, la densité, I’indice d’acide et I’indice d’ester, constituent un moyen de vérification
et de controle de la qualit¢ de I’huile essentielle. Faute de quantité, seulement les trois
premicres caractéristiques des huiles essentielles analysées ont été déterminées selon les
normes de 1’association frangaise de normalisation (Afnor, 1989).

Les résultats obtenus avec d’autres propriétés organoleptiques de ces échantillons sont

reportés sur le tableau I1-I11-1.
"(g)*x100
R% = 82— .. 1
T m@ M

m’: masse de I’huile essentielle (g).

m: masse du matériel végétal sec (g).

Tableau II-I1I-1 : Quelques caractéristiques des huiles essentielles analysées.

HE1 HE2 HEM
Aspect Liquide mobile | Liquide mobile | Liquide mobile
Couleur Jaune Jaune Jaune
Odeur Camphré, intense | Camphré, intense | Forte, agréable
Rendement %(m/m) | 0.65 m/m 0.74m/m 0.17 m/m
Densité 0.864 -- 0.565
Indice de réfraction 1.4610 -- 1.5850
Pouvoir rotatoire (a°) | +115 -- +106

Il est & noter que le rendement de HE2 a été supérieur a celui de HE1, cela peut étre

expliqué par ’efficacité¢ du n-hexane a extraire 1’huile essentielle de son hydrolat apres une
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hydrodistillation. En méme temps, cela confirme qu’il y a une perte en quantité plus ou moins
importante (le cas de HE1) lors d’une simple décantation de 1’hydrolat. Ceci peut étre
expliqué par la dissolution partielle de I’huile dans la phase aqueuse et son adhésion sur les
parois du récipient de collecte.

Ce résultat nous amene a réaliser une hydrodistillation puis une extraction lig-liq aux
solvants organiques adéquats pour avoir les meilleurs rendements en huiles essentielles.
L’utilisation des huiles essentielles dans des domaines spécifiques tels que les préparations
pharmaceutiques, agro-alimentaires et biologiques, ou elles doivent répondre a des exigences

de normalisation, empéche parfois cette opération.
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Figure II-III-1 : représentation graphique des taux des rendements en huiles essentielles.

Le rendement en HE1 obtenu dans ce travail est comparable a celui obtenu pour
B.cinerea dans 1’étude [31] mais plus élevé que celui reporté pour B. cinerea collectée en
Egypte [30]. Ce rendement peut étre considéré comme assez bon, lorsque I’on compare, soit a
des especes de la famille des Asteraceae, soit a des plantes aromatiques comme le montre les
exemples suivants :

- les rendements des Asteraceae citées dans 1’étude [131] qui variaient de traces jusqu’a

0.2%.

- les cinq Artemisias suivantes : Art. absinthium, Art. biennis, Art. dracunculus, Art.
longifolia et Art. ludoviciana, ont fait I’objet de 1’étude [132] leurs rendements en HE
sont compris entre (0,3 % et 0,5 %).
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Et parmi les especes exploitées a 1’échelle industrielle pour produire les huiles essentielles :
- le géranium Rosat (Pelargonium graveolens L.) qui produit des HE de 1’ordre de

0.08% a 0.25% [122].

- la menthe poivrée (Mentha piperita) dont les rendements varient de 0,5-1% [132].

Tandis que M. pubescens de la région de Still a révélé ne contenir beaucoup moins
d’HE que B. cinerea, avec un rendement égal a 0.17%. Celui-ci est encore plus faible que le taux
calculé pour la méme espéece récoltée de la région de Bechar, estimé par Makhloufi et al a 0.8%.

En tout cas, le pourcentage de HEM est compris dans I’intervalle de la production des plantes
en huiles essentielles, comme mentionné ci-dessus, il est méme trés proche du rendement calculé pour
I’espece Matricaria perforate évalué a (0.2%) [131].

Généralement, plusieurs facteurs influencent le rendement en huiles essentielles (HE)
d’un matériel végétal. Une étude faite sur des huiles essentielles (50 échantillons) isolées des
parties aériennes d’Artemisia herba-alba [133] a signalé la variabilité des rendements en HE
en fonction de I'emplacement géographique, la saison et le stade de récolte, les conditions de

séchage, la méthode d'extraction.

II-11I-2-Résultats des analyses chromatographiques :
II-111-2-1-Résultats des analyses chromatographiques de HE1 et HE2 :

Les résultats obtenus des analyses chromatographiques par GC-FID réalisées sur les

deux échantillons HElet HE2 sont reportés dans le tableau II-I11-2.
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Tableau II-II1-2: résultats d’analyse de HE1 et HE2 par CG-FID.

Composés identifiés Ir( exp.) Ir (réf.) Ir( exp.) Ir (réf)) %HE 9%HE2
Wax Wax HP1 HP1 /HP1 /HP1
[124-130] [124-130]
Hexanal -- -- -- -- 0.02 0.02
Cis hex-3-en-1-ol - -- 831 859 0.08 0.08
Cis salveéne 892 892 842 856 0.06 0.03
Santolinatriéne 1030 1011 903 908 8.00 5.8
Tricycléne 1016 1003 909 927 0.07 0.04
a-Thujene 1030 1021 924 930 0.63 0.18
Benzaldehyde 1743 1495 929 936 0.04 0.02
a-pinéne 1030 1024 932 932 1.21  0.66
Camphéne 1075 1066 945 947 1.67 1
Isopropylméthylbenzéne 1134 -- 946 1026 0.16 0.15
Sabinéne 1127 1120 966 973 0.38 2.36
B-pinéne 1116 1110 972 976 0.54 0.39
Myrceéne 1162 1159 981 986 0.12 0.26
a-Phellandréne 1185 1164 997 1005 0.09 0.06
Isoamyl isobutyrate -- -- 1002 1000 0.02 0.01
a-terpinéne 1190 1179 1011 1015 0.14 tr
p-cymene 1274 1269 1013 1026 1.20  0.54
Limonéne 1206 1201 1023 1025 0.27 0.25
1,8-cineole 1220 1209 1023 1030 6.37 5.9
y-terpinéne 1250 1243 1049 1053 0.71 0.12
Trans thujanol 4 1464 1459 1054 1068 0.77 0.23
Terpinoléne 1280 1281 1080 1088 0.15 0.04
Cis thujanol 4 -- - 1086 1078 0.62 0.22
a-thujone 1431 1422 1088 1102 0.63 0.54
p-thujone 1457 1442 1104 1114 47.72 554
Cis p-menth-2-en-1-o0l -- -- 1110 1122 0.10  0.07
Camphre 1528 1514 1125 1126 10.54 11.28
Inconnu sur HP1 1767 -- 1140 -- 1.86 1.53
Borneol 1695 1698 1150 1166 048 0.25
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Lavandulol 1667 1677 1150 1181 0.18 0.18
Terpinen-4-ol 1602 1596 1164 1177 277 218
a-terpineol 1692 1694 1173 1189 0.74 0.7
Cuminaldehyde -- - 1212 1224 0.07 0.02
Cis3-hexénylisovalérate  -- -- 1216 1243 0.30 0.34
Acétate de lyratyl 1642 -- 1254 -- 4.17 2.96
Acétate de Bornyl 1585 1575 1270 1289 0.78 0.46
Acétate de Lavandulyle 1620 1617 1270 1272 0.09 0.09
Carvacrol -- -- 1276 1299 0.08 0.02
Acétate de néryl -- -- 1342 1362 0.04 0.04
Acétate de geranyl -- -- 1357 1382 0.07 0.05
Cis jasmine - -- 1366 1393 0.19 043
Trans-B-farnesene -- -- 1447 1457 0.12 tr
Spathulénol -- -- 1565 1574 0.05 0.06
Oxide de caryophylléne - -- 1576 1577 0.03 0.03
Cis-méthyl jasmonate -- -- 1608 1626 0.03 0.04
Inconnu sur Innowax 1505 -- -- -- 1.94 1.66
Total 96.37 96.77

Ir( exp) Wax : indice de rétention calculé sur la colonne Innowax. lr( exp) HPL : indice de rétention calculé

sur la colonne HP1. Ir réf (Wax): indice de rétention de référence sur colonne polaire. Ir réf (HP1): indice de

rétention de référence sur colonne apolaire. YoOHE/HPL: pourcentages des constituants de HE1. %HE2/HP1:

pourcentages des constituants de HE2.

D’apres les résultats d’identification reproduits sur le tableau (GC-FID), les

échantillons ont présenté une grande ressemblance dans leurs compositions chimiques a

I’exception de ’a-terpinéne et le trans-B-farneséne qui sont présents seulement dans HEI.

B-thujone (47.72%), camphre (10.54%), santolinatriecne (8.00%) eucalyptol (6.37%),

acétate de lyratyl (4.17%) et terpinén-4-ol (2.77%), ont été détectés en tant que composés

majoritaires.
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Aussi, d’apres le méme tableau, il est a noter que les pourcentages relatifs a la majorité
des constituants sont plus ¢levés dans 1’échantillon HE1 que dans HE2, pendant que les deux
substances majoritaires sont plus concentrées dans HE2, leur contribution dans HE2 et HEI
sont respectivement: 55.4% - 47.72% pour la B-thujone et 11.28% - 10.54% pour le camphre.

Cette distinction quantitative peut étre révélatrice de I’influence de la méthode
d’extraction et/ou les étapes suivies dans une méme technique sur la composition chimique
d’huile essentielle.

Il y a une certaine ressemblance dans la composition chimique de notre HE avec celles
des HE originaires d’Egypte [30] et du Maroc [31].

Dans cette étude, il a été constaté que la thujone constitue le composé majoritaire, comme
celle réalisée au Maroc [31] avec des différences de pourcentages relatifs, suivie dans notre
cas par le camphre qui ne présente dans 1’huile de Brocchia cinerea marocaine qu’un modeste
pourcentage. Alors que I’analyse faite sur I’huile obtenue en Egypte [30] a dévoilé totalement
I’inverse ou le camphre est la substance prédominante suivie par la thujone.

L’apparition de 1’acétate de cis-verbenyl avec une quantité importante dans le travail de
L. Bouzidi et al [31] a différencié Brocchia cinerea du Maroc de celles poussant en Algérie
ou en Egypte.

Les dissemblances notées sur la composition chimique de I’huile essentielle de
Brocchia cinerea dans notre travail avec celles dans la littérature, que cela soit au niveau
qualitatif ou bien quantitatif, peuvent €tre attribuées a plusieurs facteurs, parmi les quels nous
citons: 1’origine géographique du matériel végétal [134], son état physique (sec ou frais) a
I’instant de son utilisation et/ou la diversité génétique de 1’espece.

La composition majoritaire de notre HE caractérisée par la thujone, le camphre, le
santolinatriéne, I’eucalyptol, I’acétate de le lyratyl et le terpinen-4-ol a confié a B.cinerea de
I’ Algérie un chemotype au -thujone, semblable a celle du Maroc [31].

Le pourcentage de présence de 1’isomere a-thujone dans les trois études [30,31, 135],
ne dépasse pas 0.6%, ce qui exclut la toxicité de I’huile essentielle de cette plante quelque soit
son origine, car cet isomere est trés connu par sa toxicité [136] et ses effets convulsifs, quoi
que son utilisation a des doses bien limitées est autorisée car il est aussi connu par ses
activités biologiques, en 1’occurrence, il est antibactérien, emménagogue [136, 137]. 1l faut
donc intégrer la notion de la dualité « efficacité-toxicité » car toute substance active est
potentiellement toxique, tout dépend de la dose unitaire, la dose journaliere, la voie

d’administration et I’état du patient [38].
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Des especes appartenant a la méme tribu Anthemideae, citées a titre indicatif dans le
tableau II-III-3 ci-dessous, montrent leur ressemblance avec I’espéce étudiée (B. cinerea) en
ce qui concerne la teneur en constituants majoritaires cités.

L’huile essentielle d’Artemisia herba alba a chemotype marqué par une co-dominance des
quatre composants majoritaires: le 1,8-cinéole, le camphre et les thujones (a et ) déterminé
dans 1’¢étude [138], semble étre treés proche que la notre, avec des différences de % présence.
Cette ressemblance dans la composition chimique explique peut étre ’appellation de cette

espece par « Chihia » dans la région saharienne.

Tableau II-I11-3 : pourcentages des constituants majoritaires de quelques especes de la

tribu Anthemideae.

% % % % Réf.
a-thujone | B-thujone | camphre | eucalyptol

Artemisia mesatlantica 1.38 56.33 4.17 2.63 [131]
Art. herba-alba Asso tr-29,5 | tr-44,5 | tr-36,6 | 1,5-17,6 | [138]
Art .herba alba 1-27 1-27 0.1-25 5-50 [139]
Tanacetum argyrophyllum 52-63 5-4 3-2 11-4 [139]
Art. umbelliformis 68 18 -- 2 [139]
Achellia sintenish -- -- 14.8 12.9 [140]

De ce fait, on peut préciser que I’huile essentielle de Brocchia cinerea (Vis.) d’ Algérie
est marquée par la présence des principales substances suivantes a pourcentage décroissant: la
thujone, le camphre, le santolinatrienne et 1’eucalyptol.

La famille des Asteraceae est caractérisée par son polymorphisme chimique. Cette
chemio-variété peut se présenter d'un peuplement a 'autre ou méme d'un individu a l'autre et
peut étre due a plusieurs facteurs: extrinseques comme l'ensoleillement, la nature et les
composants du sol, la température, etc. Elle est également due aux facteurs intrinseéques tels

que le patrimoine génétique des individus. (Cas des Artemisias) [132, 141-144].
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La figure II-III-2 nous informe que plus de 90% de I’huile essentielle de Brocchia
cinerea est approximativement constituée de 30% d’hydrocarbures monoterpéniques, 42%
monoterpeénes oxygeénés, 4% de sesquiterpenes oxygénés et enfin le reste des autres composés

qui ont été évalués a 24%.

EMonoter
O Monoter-Ox
H Sesquiter

Oautres

Monoter : hydrocarbures monoterpéniques, Monoter- 0X : monoterpénes oxygénés, SesqUiter : sesquiterpénes,
autres : autres composeés.

Figure II-II1-2: présence de familles chimiques dans I’huile essentielle (HE1).

Généralement, les composés majoritaires déterminent les propriétés biologiques d’une
huile essentielle [133,145]. Ainsi, la grande teneur de HE1 en composés terpéniques oxygénés
peut justifier 1’utilisation de B. cinerea en médecine traditionnelle. En 1’occurrence, la
présence distinguée du camphre et d’eucalyptol, trés connus pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, antiseptiques et méme anticancéreuses [146-148], en plus
de leur utilisation réputée dans certaines préparations pharmaceutiques [149], peut étre
explique le traitement des maladies broncho-pulmonaires par cette plante dans les régions

sahariennes, et aussi ses bio-activités citées dans des travaux antérieurs [39-45].
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Vu le manque de données dans la littérature sur eux, deux constituants ont été¢ détectés
par FID mais, ils n’ont pas pu étre identifiés ; ils avaient les indices de rétention (Ir) suivants:

1505 et 1767 sur Innowax, le dernier a été élué aussi sur HP1 ou il avait un Ir égal a 1140.

En raison de sa grande sensibilit¢, GC-MS a été tres utile dans 1'analyse qualitative de
notre huile essentielle. Plus de cinquante pics ont été détectés sur le chromatogramme (figure

II-I11-3), parmi lesquels nous avons pu identifier trente deux composés.
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Figure II-I11-3: Chromatogramme obtenu par GC-MS pour HEI1.

Le tableau II-I1I-4 reporte leurs spectres de masse expérimentaux comparés avec ceux des

standards correspondants.
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Tableau II-111-4: résultats d’analyse de HE1 par GC-MS.

Composés identifiés

tr (min) SM (exp.)

SM (réf)

Hexanal 424 44(100), 56(79), 41(60), 44(100), 56(82), 41(66),
43(55), 29(35),27(33),72(15)  43(53),29(38),27(33),72(19)

Cis-Salvéne 5.5 41(100), 67(98), 81(96), 41(100), 67(72), 81(64),
68(80), 69(60), 55(50), 55(38), 109(22), 95(10),
39(45), 109(40) 124(1)

Acétate d’isoamyl 633 43(100), 70(45), 55(42), 43(100), 55(43), 73(38),
41(20), 42(18), 41(37), 42(33), 61(27)
32(12),61(10)

Santolinatriénne 788 93(100), 121(80), 79(70),  93(100), 41(72), 79(70),
91(50), 77(47), 67(40), 121(55), 77(51), 67(49),
105(32), 41(25) 53(34)

Tricycléne 836  93(100), 79(32), 91(30), 93(100), 91(31), 92(27),
79(32), 92(30), 79(25), 41(24), 39(22),
77(30),41(29) 121(25), 77(22), 121(20).
136(20), 39(20)

a-thujéne 8.68  93(100), 91(60), 77(47), 93(100), 77(23),
92(43), 79(15), 136(15), 91(21), 92(20), 41(15)
41(10) 39(14) , 79(10), 121(5)

a- Pinéne 9.08  93(100), 91(35), 92(32), 93(100), 92(35), 91(32),
77(29), 79(25), 121(19), 77(29), 79(23) , 41(20),
41(15), 39(10) 39(19), 121(14)

Camphéne 991  93(100), 121(75), 79(40),  93(100), 121(58), 79(40),
91(37), 67(35), 107(32), 91(37), 39(34), 41(32),
77(30), 41(20)39(18), 67(29), 77(28)

136(15)

4-methyléne-1-(1- 1126 93(100), 77(50), 91(50), 93(100), 41(61), 69(35),

méthylétheyl)bicyclo[3,1,0] 41(40), 57(39), 79(40), 39(32), 91(31), 77(28),

Hexane. 39(30), 136(15) 79(27), 27(21)

B-Pinéne 1145  93(100), 69(40), 41(39), 93(100), 41(61), 69(35),

79(37),77(36),91(36),
121(18), 136(15)

39(32),91(31),77(28),79(27),
27(21)
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a- Phéllandréne 13.19  93(100), 91(60), 77(55), 93(100), 91(33), 77(31),
92(40),136(30), 41(25), 91(25), 136(16), 41(14),
32(22), 39(20), 57(18), 39(11), 27(10)
79(18), 85(15)
Eucalyptol 1530  43(100), 81(98), 108(90),  43(100), 93(55), 81(55),
154(85), 111(80), 139(75),  71(47), 69(40), 84(38),
71(70), 84(68), 93(65), 63(38), 108(36)
55(50)
y-terpinéne 17.06  93(100), 91(50), 77(35), 93(100), 91(33), 77(32),
136(35), 121(30), 43(20),  136(29), 121(27), 39(23),
39(10) 43(23), 27(23)
a- Thujone 2148 110(100), 81(95), 95(80), 110 (100), 81(88), 95(70),
67(60), 69(57), 68(55), 67(68), 68(58), 41(58),
109(55), 41(48) 69(53), 109(43)
8-méthyléne-3- 22.88  79(100), 91(95), 96(75), 79(100), 92(83), 39(69),
oxatricyclo[5,2,0,0(2,4)] 77(73), 39(55), 109(55), 91(62), 77(57), 41(50),
Nonane 81(50),41(50),69(53),93(45)  27(47), 93(41)
Camphre 23.92  95(100), 81(82), 108(45),  95(100), 41(73), 81(74),
69(40), 152(42), 55(35), 108(39), 69(39), 55(38),
41(38) 27(35), 39(34)
2499 95(100), 41(20), 110(22),  95(100), 41(18), 110(16),
Bornéol 55(12), 67(11), 139(10), 93(12), 55(11), 67(10),
121(8), 93(9) 139(10), 121(9)
a-Thujénal 2629  79(100), 77(40), 107(35),  79(100), 107(51), 77(33),
105(30), 108(18), 106(17),  105(29), 108(29), 106(28),
91(17), 41(15), 43(14) 41(17), 43(16)
p-Cymén-8-ol 2653 43(100), 135(85), 91(27),  43(100), 135(52), 91(21),
67(20),39(15),41(17),79(18), 39(9),
55(12), 82(9), 105(7)
p-menth-1-én-8-ol 26.89  59(100), 93(60), 121(49),  59(10), 93(60), 121(49),
136(45), 81(33), 43(31), 136(45), 81(33), 43(31),
67(20) 67(16) , 92(17)
Trans-Pipéritol 27.82  84(100), 83(40), 41(35), 84(100), 41(27), 83(27),
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139(32), 55(25), 91(20),
79(20), 67(15)

136(26), 93(25), 43(22),
55(20), 77(18), 69(17), 67(8)

Cis-3-hexenylisovalérate  29.5  82(100), 67(99), 57(98), 82(100), 67(77), 57(73),

41(35), 85(32), 55(20), 54(9) 85(55), 41(48), 55(27),
43(22), 29(22)

Acétate de lyratyl 3291 119(100), 43(67), 91(50),  119(100), 43(67), 134(47),
93(47), 79(45), 77(38), 93(42), 91(41), 79(34),
105(35), 134(22) 105(26), 77(22)

Acétate de bornyl 33.02  95(100), 43(58), 93(48), 95(100), 43(76), 93(45),
121(45), 136(40), 41(20),  136(39), 121(34), 41(27),
80(18), 55(18) 80(17), 55(15)

Acétate de lavandulyl 33.53  69(100), 43(85), 93(75), 69(100), 43(74), 93(73),
41(65), 68(45), 91(25), 41(50), 68(46), 121(24),
121(23), 67(20), 136(10) 67(20), 136(12)

Carvacrol 3404 135(100), 150(35), 91(38),  135(100), 150(31), 91(13),
43(48), 32(45), 79(28), 136(10), 77(7), 107(7),
77(25), 107(19), 115(18),  117(6), 115(5)
136(10)

Acétate de neryl 38.19  69(100), 43(67), 41(65), 69(100), 41(67), 43(45),
3(45), 68(40), 67(27), 68(37), 93(35), 67(18),
121(25), 80(19) 80(13), 121(11)

Acétate de geranyl 3943 69(100), 43(65), 41(62), 69(100), 43(65), 41(63),
68(45), 93(24), 121(18), 68(49), 93(24), 136(22),
138(14), 67(20) 121(14), 67(13)

Cis jasmone 4033 79(100), 91(75), 110(75),  79(100), 91(98), 39(97),
164(68), 55(65), 149(62),  77(64), 164(60), 91(58),
41(61), 93(60), 77(60), 93(54), 53(50), 55(49),
122(58), 135(58) 110(45), 149(42), 135(40),

122(40)

Spathulénol 50.82  43(100), 41(63), 91(62), 43(100), 41(63), 205(61),
119(57), 205(50), 119(57), 91(50), 93(48),
93(48), 105(48), 159(38) 159(43), 105(40)

Oxide de caryophylléne 51.04  43(100), 41(97), 79(82), 43(100), 41(97), 79(82),
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93(70), 91(54), 69(45), 93(70), 91(54), 69(45),
55(42), 109(35), 121(25),  55(42), 109(35), 121(25),
135(10) 135(10)

Méthyljasmonate 5505  83(100), 41(58), 151(40),  83(100), 41(53), 151(46),
67(40), 95(40), 55(43), 67(33), 95(32), 55(29),
93(35), 109(38) 93(28), 109(28)

MS(exp): spectre de masse expérimental. MS(réfé): spectre de masse de référence.

Vingt-quatre parmi eux étant déja détectés par ’analyse GC-FID et les autres sont
identifiés, a notre connaissance, pour la premicre fois dans la composition chimique de cette
plante.

En observant I’allure du chromatogramme (TIC) figure II-III-3, on remarque qu’il y a
un pic tres large dans I’intervalle du temps de rétention (tr) des deux isoméres de la thujone.
Cependant, I’identification de 1’a-thujone seule nous a laissé supposer que 1’autre isomere est
masqué par celui-1a, par conséquence, le calcul de (Ir) s’est basé sur le (tr) du début de ce pic.
Un résultat pareil est rencontré dans I’étude [150] ou la séparation, des pics chevauchés, a
nécessité des analyses trés ciblées.

Il est aussi important de noter que vingt-et-un autres constituants de HE1 ont été
¢galement détectés par cette analyse, certains entre eux ont marqué une présence appréciable
(figure II-111-3) mais comme leur identification a été trés difficile, nous avons préféré les

laisser inconnus.
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I1-111-2-2-Résultats des analyses chromatographiques de HEM :

En ce qui concerne HEM, son analyse par GC- FID a permis de caractériser 82
composés représentant 81.34% de I’ensemble de sa composition chimique. La majorité
d’entre eux ont été détectés sur les deux types de colonnes. A titre indicatif nous citons les

résultats d’identification regroupés dans le tableau II-III-5.

Tableau II-I11-5 : résultats des analyses de I’huile essentielle de M. pubescens

par GC-FID.
Composés identifiés Ir(exp.) Ir(réf.) Ir(exp.) Ir(réf)) %HEM
HPI HP1 wax Wax
[124-130] [124-130]
Hexanal 786 801 1095 1084 1.32
Furfural 803 828 1477 1455 0.29
Trans hex-2-enal 823 846 1237 1192 0.57
Cis hex-3-¢énol 832 850 1389 1351 0.20
a-thujene 924 930 1035 1021 tr
Camphene 945 947 1079 1066 tr
Oct-1-en-3-one 950 972 1315 1323 0.33
Acide héxanoique 957 967 1843 1863 0.19
Thiophene-2- 960 995 1711 -- 1.22
carboxaldé¢hyde
a-phellandréne 1000 1005 1177 1164 tr
Décane 1000 1000 -- -- tr
Benzyl alcool 1007 1041 1882 1870 tr
d-3-caréne 1007 1009 1156 1148 tr
Acétophénone 1034 1041 1673 1645 tr
Trans B-ocimene 1037 1038 1252 1243 tr
3E, 5E-Octadien-2-one 1041 1057 1536 1521 tr
Y- terpinéne 1049 1053 1252 1243 tr
Total 81.34%

Ir( exp) Wax : indice de rétention calculé sur la colonne Innowax. Ir( exp) HPL: indice de rétention calculé
sur la colonne HP1. Ir réf (Wax): indice de rétention de référence sur colonne polaire. Ir réf (HP1): indice de
rétention sur colonne apolaire. % HEM : pourcentage des constituants.
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Les pourcentages relatifs aux produits identifiés dans HEM varient entre traces
(£0.2%) et 16.92%, dont certains ont marqué une présence plus ou moins importantes, parmi
lesquels on cite : spathulenol (4.83%), elemicine (3.51%),

Cette méme analyse a révélé aussi que HEM est distinguée par les principaux
composés majoritaires suivants : I’herniarine (16.92%), une coumarine déja caractérisée dans
un extrait de dichloromathane de Matricaria pubescens (Desf.) [52,53].

Tandis que I’étude réalisée sur la méme espece récoltée de Ghardaia [50] a démontré
que son huile essentielle est formée majoritairement de [D’ester éthylique de
l'isochrysanthémique (26.5%), spathulénol (19.4%), a-cadinol (12.9%) et géranylisovalérate
(8.2%).

Egalement, la composition chimique de HEM semble étre différente de celle obtenue
pour I’huile essentielle d’une autre espece du méme genre « Matricaria perforata » d’Estonia
[131] caractérisée par la présence de son produit majoritaire (Z,Z)-Matricaria ester avec
77.9%.

Bien que 81.34% de la totalité de I’huile essentielle de M. pubescens (HEM) aient été
identifiés, 1I’histogramme sur la figure II-111-4 montre que seulement la moitié presque qui a
¢té¢ attribuée aux groupes suivants: 14.63% hydrocarbures monoterpéniques, 32.93%
monoterpenes oxygénés et 3.78% acides aliphatiques ; le pourcentage des autres produits

restant évalué¢ a 46.34% représente différentes classes chimiques, citons entre autres : les

sesquiterpenes oxygénés, composés aromatiques, coumarine etc.

EMono terp
OMono terp Oxg
HAcid gras

32.93%

Oautres

Mono terp : Aydrocarbures monoterpéniques, Mono terp- OXg : monoterpénes oxygenés,
autres : autres composés.

Figure II-111-4: présence des familles chimiques dans I’huile essentielle (HEM).
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La dominance des composés terpéniques oxygeénés avec 32.93% est aussi remarquée
sur la composition de cette huile (HEM). Malgré que les composés majoritaires ne soient pas
parmi eux, cela n’empéche pas que tous les constituants actifs d’un extrait naturel,
quelque soit leur classe chimique, agissent en synergie et offrent la potentialité bioactive et
les effets thérapeutiques a la plante qui les produit comme c’est le cas des deux plantes M.

pubescens et B. cinerea.

En ce qui concerne I’analyse de HEM par GC-MS, elle a été effectuée sur deux
colonnes de polarité différente : Innowax polaire et HP1 apolaire. Deux chromatogrammes

(TIC) ont été produits figurant respectivement sur la figure II-111-5 et la figure II-111-6.

Fila W \DANYZOL 1N LOCIE2ZTOT11\SCAL0205.D

Operacor r DM

Acquired t 27 Jul 2011 15154 using AcqMethod WANSRSOLV.H
Instrument O masse

Sample Hams: ECRIOIOS

Misc Info @

Vial Number: %

TeC BSCAID0S Drasts ma

E

_r Spathulenol
A-DON2OGUE 3 2oy ole
— Elemicine
~ Herniarine —

= :
&

— Trans-p-menth-2-=nol

f—— — Ciz-p-menth-2-enol
T-cadinel

__ Dihydroactinidiclide

Phenvl ethnol
— A heptanoique

A

™ Cis- pépiritel

-4 hexanoique
¢ — A pctanoique

§ — Thiophéne carboxaldshyde
—=— — Omide de caryophylléne

Figure II-III-5 : chromatogramme obtenu pour HEM par GC-MS/EI sur Innowax.
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Figure II-II1-6 : chromatogramme obtenu pour HEM par GC-MS/EI sur HP1.

La GC-MS a été aussi tres essentielle pour l'analyse qualitative de 1’huile essentielle
de Matricaria pubescens (HEM). En effet, deux cents produits ont été repérés en utilisant la
colonne Innowax et cent vingt sept dans le cas de la colonne HP1.

Par analogie, les mémes méthodes d’identification (Ir, MS), comme dans le cas de
I’huile de B. cinerea, ont été utilisées pour le traitement des données du nombre important de
composés détectés dans HEM, quoique dans ce cas, la caractérisation ait été confortée par
I’analyse de cet échantillon sur une deuxiéme colonne polaire (Innowax). Par conséquent,
quarante huit composés ont été¢ identifiés sur les deux colonnes, confirmant ainsi leur présence
dans HEM. Certains, Parmi eux, ont été attribués a leurs pics sur les deux chromatogrammes :

figure II-11I-5, figure II-111-6.
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Chapitre IIT Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Partie I : synthése bibliographique
ITI-I-1-Généralités sur les lactones sesquiterpenes:

Les lactones sesquiterpéniques (SQL) constituent un groupe large et tres diversifié de
composés phytochimiques biologiquement actifs. Dans les anciens traités de matiere
médicale, elles étaient appelées « principes amers ». Elles ont une distribution botanique
éparpillée; elles ont ét¢ identifiées dans: les Apiaceae, Euphorbiaceae, Lauraceae, Rutaceae
etc, et trés majoritairement dans les Asteraceae. Elles sont considérées caractéristiques de
cette derniere [18, 151,152].

Les différences dans les quantités et les structures chimiques des lactones
sesquiterpéniques dans plusieurs genres et especes de cette famille ont fait I’objet de plusieurs
travaux scientifiques, notamment les études pharmacologiques et chimiotaxonomiques [153-
155].

Comme on l'a précédemment souligné, la tribu Anthemideae est 1'une des meilleures
tribus d’Asteraceae chimiquement étudiée [12,156]. D’apreés Greger (1977), cité dans la
méme référence bibliographique, les lactones sesquiterpénique, les polyactylénes et les
flavonoides sont les trois principales catégories d'intérét pour les systématiciens dans cette
famille botanique.

Dans cette partie, nous représenterons quelques généralités sur les lactones
sesquiterpéniques, particulicrement les mécanismes de biogenese et les propriétés

biologiques.

ITI-I-2-Caractéristiques des lactones sesquiterpénes:

Les lactones sesquiterpéniques représentent une classe tres intéressante de terpénoides,
elles sont formées a partir de la condensation de trois unités isoprénes, téte-queue-téte, pour
produire leur squelette de base a 15 atomes de carbone; ce dernier subissant des
transformations ultérieures: cyclisation et oxydation donnant lieu a une cis ou trans-fusion
lactonique, d’ou I’ajout du suffixe « olide » au nom du squelette sesquiterpénique indiquant
ainsi le caractére lactonique.

Les squelettes sesquiterpéniques CisH4 sont trés variés, particulierement lorsqu’ils
sont fonctionnalisés. Des structures acycliques, cycliques, mono, bi et tricycliques ont été

caractérisées, les monocycliques sont les plus fréquents. Mais ceux dérivant du squelette de
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germacrane sont les plus connus lorsque le sesquiterpéne porte une fonction lactone, environ

5 000 structures sont caractérisées [155, 157].

I11-I-3-Biogenése des lactones sesquiterpénes:

Les lactones sesquiterpéniques sont issues de la cyclisation d’un précurseur terpene, le
farnésylpyrophosphate (FPP) qui donne le (+)-gemacréne A; la chaine latérale de celui 1a
passe par plusieurs étapes d’oxydation, a savoir : hydroxylation au germacra-1(10), 4, 11(13)-
trien-12-ol qui sera oxydé en germacra-1(10), 4, 11(13)-trien-12-al et une oxydation
supplémentaire conduit a I’acide germacra-1(10), 4, 11(13)-trién-12-oique. La probabilité
d’hydroxylation de l'acide germacréne en position C-6 ou C-8 et la perte ultérieure d'eau
conduisent respectivement, a la cyclisation lactone entre C6-C12 ou CS8-C12. Sur le
schéma III-I-1, nous observons que le germacranolide représente le groupe biogénétiquement

a ’origine de toutes les lactones sesquiterpéniques [155, 158-161].
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Q=)

(+)-Germacrene A
FPP

hydroxylation C-6

anlllOH

-H20 -H20

..\\\\\\O

Germacranolide Germacranolide
Lactonisation C-6 Lactonisation C-8
yd v I N

vy
Eudesmanolides

Figure III-I-1 : schéma proposé pour la biosynthese de C-6 et C-8 lactones
sesquiterpénes [16,162].
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Sur le schéma, nous observons, comme cité ci-dessus, que le germacranolide

représente le groupe biogénétiquement a 1’origine de toutes les structures des lactones
sesquiterpéniques. En effet, [’élemanolide et ses dérivés seront les produits des
réarrangements de Cope induits par la chaleur. Et la protonation induit des cyclisations qui
conduisent aux guaianolides et aux eudesmanolides, etc.
Des enzymes spécialisées (synthase, cyclase, oxydase,..) sont impliquées dans les différentes
étapes de la biosynthése de ces classes [163]. Les voies biosynthétiques proposées
n’expliquent pas a quelle étape s’effectue 1’oxydation et la formation du noyau y-lactone
[164].

Préliminairement, le classement en fonction de leur structure de base serait de placer la
plupart de ces métabolites secondaires (SQL) dans 1’un des 4 sous-groupes : germacranolides
(structures monocycliques a 10 chainons), guaianolides et pseudoguaianolides (des composés
bicycliques 5/7) et eudesmanolides (structures bicycliques 6/6).

Les modifications structurales secondaires sont nombreuses et portent :

» Sur le cycle lactonique, en général de type a-méthyléne-y-lactone et dans tous les cas
(sauf chez les lactones issues des briophytes) le proton en C7 est en position o
autrement dit la liaison C7-C11 est placée en B. Elle peut étre cis 6, 12; cis 8§, 12;
trans 6, 12 ou trans 8, 12- olide.

» Sur le squelette carbonique, en effet, I'incorporation de groupes hydroxyles ou groupes
hydroxyles estérifiés et des noyaux ¢€poxy sont communs. Quelques lactones
sesquiterpéniques se présentent sous forme glycosidique et certains contiennent des
halogeénes ou du soufre [154].

» Sur les instaurations qui peuvent étre réduites ou oxydées [155].

Des arrangements du squelette de base des différentes classes de SQL sont présentés dans les

pages 64, 65, 66 :
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Y
0 —
(0] / e
/ ¥ ° .

Germacranolides

Figure III-1-2-1: squelettes de base des SQL de la tribu Anthemideae.

e Les guaianolides sont les produits d’une cyclisation entre C1-C5 pour présenter une
structure de base bicyclique [5,3,0].

e La migration du méthyle C15 donne lieu a I’apparition d’une autre sous-classe connue
sous le nom de pseudo-guaianolides. Ces derniers peuvent subir, par la suite, des

modifications supplémentaires qui meéneront a des pseudo-guaianolides modifiés.

A

Guaianolides Pseudo-guaianolides

Figure III-1-2-2: squelettes de base des SQL de la tribu Anthemideae.

e Les eudesmanolides se forment lorsque la trans cyclisation entre C5 et C10 méne au
squelette bicyclique [4,4,0].
e La migration de methyle C14 produit des eremphilanolides qui se ramifient apres

d’autres modifications a d’autres sous-classes.
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Eudesmanolides

Figure III-1-2-3: squelettes de base des SQL de la tribu Anthemideae.

Cependant, les lactones sesquiterpéniques présentent d’autres arrangements tels que:

R %

Heliangolides Hypocretenolides Elemanolides

Figure III-1-2-4-1: autres arrangements des SQL de la tribu Anthemideae.

Notons que les structures déja isolées de la tribu Anthemideae, de la famille des
Asteraceae, peuvent se présenter sous d’autres types de squelettes en plus aux 4 premiers

sous-groupes, tels que :

R

Cadinanolides Chrynocranolides
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0]

Farnésyl-lactones Seco-ambrosanolides

Figure III-1-2-4-2: autres arrangements des SQL de la tribu Anthemideae.

Le schéma sur la figure III-I-3 regroupe les relations biogénétiques possibles entres ces

différentes classes et sous-classes.
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Elmanolide o Seco-eudesmanolide

o Eremphilanolide

Eudesmanolide

Germacranolide

Xanthanolide

\ Guaianolide O
.0
Seco-germacranolide . 4. 0
Pseudo-guaianolide Seco-ambrosanolide O

. . Chrymoranolide o
Cardinalolide

Figure III-1-3: relations biogénétiques entre les dérivés du germacranolide [165-167].
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I11-1-4-Place des lactones sesquiterpenes dans la famille des Asteraceae:

L'isolation et 1'établissement de leurs structures remontent a plus d'un siécle. En effet,
I' a-santonine a été isolé pour la premicre fois en 1930 [168].

Depuis les années 70, avec le développement des techniques d’analyse, le nombre de
structures €élucidées n’a cessé d’augmenter [157, 169,170].

Une grande majorité des lactones sesquiterpéniques se produit dans les membres de la famille
des Asteraceae, ces lactones constituent un groupe trés important de substances naturelles dans
cette famille [155]; en fait, des études montrent que plus de 90% des lactones sesquiterpéniques
ont été isolées de cette famille.

Ces terpénoides se produisent également dans d'autres familles d'angiospermes et non

angiospermes. Peu de composés de ce type ont été isolés a partir de champignons. La plupart
des lactones sesquiterpéniques des Asteraceae a été isolée principalement a partir des feuilles
et des sommités fleuries des plantes (parties aériennes).
Généralement, les racines ne les contiennent pas, mais dans certaines especes, de trés petites
quantités peuvent &tre présentes dans les racines ou les écorces de racines, comme celles
isolées de Michelia compressa [171], Helenin d’Inula helenium [172] et laurenobiolide de
Laurus nobilis [173].

Le schéma présenté dans 1’étude de C. Zdero et al [11] illustre la distribution des
différents types de ces substances dans les diverses tribus de cette grande famille, voir les

figures III-1-4-1, I11-1-4-2, I1I-1-4-3 suivantes :
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Figure I1I-I-4-1 : distribution des lactones sesquiterpéniques présentes dans les tribus des Asteraceae.
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Figure II1-1-4-2: distribution des guaianolides présents

dans les tribus des Asteraceae. présents dans les tribus des Asteraceae.

Abréviations: Lact: Lactuceae, Liab: Liabeae, Vern: Vernonieae, Mut: Mutisieae, Tarch: Tarehonanthinae,
Card: Cardueae, Ech: Echinopsidinae, Arc: Arctoteae, Urs: Ursinieae, Anth: Anthemideae, Ast: Astereae, Inu: Inuleae,

Cal: Calenduleae, Heli: Heliantheae, Eupa: Eupatorieae, Sen: Senecioneae.

ITI-I-5- Les lactones sesquiterpénes dans la tribu Anthemideae :

Les travaux sur les SQL en tant que métabolites secondaires, largement répandus, sont
loin d’étre dénombrés, notamment dans la famille des Asteraceae. La synthése
bibliographique réalisée par C. Zdero et F. Bohlmann [11] a rapporté que I’ Anthemideae qui
fait partie de ses tribus, est I’'une des plus exploitée dans ce domaine. En effet, ils ont recensé
un nombre trés intéressant de travaux réalisés sur les différentes classes de SQL tout en
précisant les pourcentages de ces études lorsque la substitution varie a travers ces structures
de base. Ils ont cité 270 rapports sur les germacranolides, 386 études sur les guaianolides et
les pseudo-guaianolides et 343 rapports sur les Elemanolides et les Eudesmanolides.

Quelques structures de ces produits sont illustrées dans le tableau I1I-1-1.
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Tableau III-I-1: Structures de quelques lactones sesquiterpéniques de la tribu Anthemideae.
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II1-1-6-Les lactones sesquiterpénes identifiés dans le méme genre :

A notre connaissance, les travaux publiés sont trés rares, ce que nous avons pu trouver
sur ce sujet concerne seulement les investigations phytochimiques de F. Bohlmann et C.
Zdero [202,16] sur 10 especes du genre Cotula qui ont dévoilé seulement Cotula hispida qui
contient dans ses feuilles des SQL. En effet, ils ont caractérisé 03 lactones sesquiterpéniques:
une appartient a la classe des guaianolides : dehydroleucodin et deux autres ont ét¢ des
germacranolides 3B-isovaleryloxycostunolide et costinolide. Les structures correspondantes

sont indiquées sur la figure III-I-5:

0]

p-Isovaleryloxycostunolide Dehydroleucodin Costunolide

Figure III-I-5 : lactones sesquiterpénes de Cotula hispida.

Par ailleurs, deux SQL de type guaianolide de ’espeéce Cotula coronopifolia ont été
mentionnées, il s’agit de [’estafiatin et de le dehydroleucodin [16, 203], dont les structures

sont représentées sur la figure I11-1-6:

N
S

o

(e} o

Dehydroleucodin Estafiatin

Figure ITI-1-6 : lactones sesquiterpénes de Cotula Coronopifolia.
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IT1-I-7-Les lactones sesquiterpénes dans la méme espéce :

Comme il est mentionné précédemment, dans le chapitre I, seulement deux
investigations phytochimiques [37, 38] ont ciblé les SQL Brocchia cinerea (Vis.) d’origine

Egyptienne.

Dans cette partie, quelques structures chimiques des produits identifiés de 1’espece sont

représentées sur le tableau I1I-1-2 ci-dessous.

Tableau III-1-2 : quelques structures de SQL de Brocchia cinerea.

Structure Nom

Reynosin acetate

1: 13-acetoxy-8-hydroxy-7,11-dehydro-11,13-
dihydroanhydroverlotorin.
2: 8a,13-diacetoxy-7,11-dehydro-11,13-dihydroanhydroverlotorin.

(E)ﬁ%lﬁ §§ | 1 : 8a,13-diacetoxy-1a-hydroxygermacra-4,7(11),10(14)-trien-6a, 12 -
olide
2 : 8a,13-diacetoxy-1p-hydroxygermacra-4,7(11),10(14)-trien-6a, 12 -
olide
3 : 8a,13-dihydroxy-1-oxo-germacra-4,7(11),10(14)- trien-6a, 12 -
olide
LR 1 : 6a-acetoxy-1B-hydroxyguaia-4(15),10(14) ,11(13)-trien-8a,12-
§ E:ggﬂ olide.
S 2 : 6a-acetoxy-1p-hydroxyperoxy-guaia-4(15),10(14),11(13)-trien-
8a,12-olide.
3 :6a-acetoxy-1la-hydroxyguaia-4(15),10(14),11(13)- trien-8a, 12-
olide.
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IT1-I-8-Intéréts thérapeutiques et biologiques des lactones sesquiterpénes:

Les lactones sesquiterpeniques (SQL) sont décrites comme des composés actifs de
plusieurs plantes médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle et sont connues pour
posséder une grande variété d'activités biologiques et pharmacologiques, en tant que des
antimicrobiens, antifongiques, cytotoxiques, anti-tumorales, anti- inflammatoire,... et ainsi
que des allergenes potentiels [204-207].

Les SQL possedent des structures chimiques trés particulieres, compte tenu de 1’enchainement
a-méthyléne-y-lactones (fig. I1I-I-7), cyclopenténones a-f-insaturés, esters conjugués et/ou la
présence fréquente des époxydes dans leurs squelettes. Ces caractéristiques structurales
distinguées leurs conférent des possibilités de bioréactivité trés intéressantes [204,208]. D’ou

un potentiel biologique et pharmacologique tres utile. [209-211]

Figure III-I-7: structure du groupement a-méthyléne y-lactone.
Ces groupes structurels réagissent avec des nucléophiles biologiques, en particulier la
L-cystéine ou bien des groupes thiol contenant des enzymes (Enz-SH) par une addition de

type Michael (alkylation irréversible) comme le montre le schéma montré sur la figure I11-1-8

ci-dessous:

S-Enz

o + EnzSH ——> o

Figure I1I-I-8: réaction d’addition type Michael.
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Par conséquent, les groupes thiol, tels que les résidus de la cystéine en protéines,
semblent étre les cibles principales des SQL, inhibant de ce fait un grand nombre de fonctions

cellulaires qui dirigent les cellules dans I’apoptose.

Non seulement le nombre d’alkylation de ces éléments structurels détermine et/ou
¢évalue les différences d’activité au sein des SQL individuelles, mais aussi d'autres facteurs
tels que le caractere lipophile, la stéréochimie et I'environnement chimique ou le sulthydryle

cible qui peuvent influencer I’activité de ces composés [207-211].

La nature reste toujours généreuse et les travaux phytochimiques ne cessent de
découvrir de nouvelles structures des SQL isolées de plantes a travers le monde. En parall¢le,
d’autres recherches se sont plus focalisées sur 1’étude des propriétés pharmacologiques et
biologiques de ces composés, en essayant de trouver des alternatives médicamenteuses
(anti-biotiques, antifongiques,..) pour faire face a la résistance de nombreux microorganismes
pathogenes et/ou des remedes a des maladies rebelles telles que le cancer, les maladies

inflammatoires, etc.

Des ¢tudes faites dans ce domaine ont donné de bons résultats et ont montré que les
SQL renferment un potentiel thérapeutique prometteur pour 1’application in vivo. Dans cette
partie, nous citerons quelques exemples sur des SQL bioactives :

Argimiro Rivero et al [212] ont étudié I’effet cytotoxique de 4 SQL naturelles
connues, & savoir : tatridin A, tamirin, reynosin, ineupatrolide A et une 5™ synthétisée (fig.
III-1-9): tatridin A diacétate sur les cellules cancereuses de la leucémie myéloide HL-60 et
U937, la tatridin A diacétate et ineupatrolide A, ont été les plus cytotoxiques avec inhibition

de la croissance provoquée par l'induction de I'apoptose.

Tatridin A Tamirin Reynosin
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Ineupatrolide A Tatridin A diacetate

Figure III-I1-9 : les SQL étudiées dans la référence [212].
Afin de découvrir des agents qui inhibent sélectivement les cellules souches du cancer
(SCC) (cas de la leucémie my¢loide aigué (LMA)), une équipe chinoise a travaillé sur une
série de lactones sesquiterpéniques guaianolide (GSQL) et leurs dérivés (fig.II-I-10). Les
résultats obtenus ont indiqué que les GSQL représentent une vaste source d'agents chimiques
qui inhibe sélectivement la leucémie myéloide aigu€ (AML) des cellules souches et

progénitrices et que les GSQL sont potentiellement tres utiles pour explorer des approches

anti-SCC [213].

Ri, R, = double liaison ou

R1:H, R2: —CHzNMez

R3, R4 = double liaison
ou bien

R3 = OH, ou OCH3, R4 = CH3

R¢ = H, Ry, Rg = double liaison ou
Rs=H, R7; = OH ou OCHj3 ou

R¢, Rg = double liaison, R; = CHj3
Rs = H, ou Rz, Rs = double liaison

Figure III-I-10 : série des guaianolides et leurs dérivés, testés dans I’étude [213].

L’investigation phytochimique et microbiologique [214] a démontré que les trois SQL
isolées de la plante Centaurea solstitilis (L. ssp) : chlorohyssopifolin A, chlorojanerin et 13-
acetyl solstitialin A (fig.III-I-11) ont été testées pour leurs activités antimicrobiennes,

antifongique et antiviral. Les trois composés étaient bioactifs mais le 13-acetyl solstitialin A a
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¢été le plus puissant en montrant une activité antibactérienne remarquable vis-a-vis E. faecalis
a une concentration de 1pg/ml, et une activité antivirale vis-a-vis DNA virus HSV-1, étant
aussi puissant que le composé de référence acyclovir a des concentrations maximales et

minimales de 16 - <0.00006 pg/ml.

Dans cette méme étude, ces trois guaianolides ont été inactifs vis-a-vis RNA virus PIV.

WO OH
HO

Chlorohyssopifolin A Chlorojanerin 13-acétyl solstitialin A

Figure I1I-I-11 : les lactones sesquiterpéniques testées dans I’étude [214].

Les auteurs du travail publié¢ [69] ont fait leur étude sur 103 lactones sesquiterpéniques
différentes représentant 6 groupes structuraux, a savoir: (44 germacranolides), (16,
heliangolides), (22 guaianolides), (9 pseudoguaianolides), (2 hypocretenolides), (10
eudesmanolides), pour leurs propriétés inhibitrices du facteur de transcription NF-AB et les
valeurs ICiqg résultantes.

A la lumicre de ces résultats, certains des SQL étudiées ont été proposés pour servir a
la conception de nouveaux médicaments anti-inflammatoires.

Les chercheurs ont recommandé ceci : lorsque I’on décide de faire la synthése d'un inhibiteur
du facteur de transcription NF-kB dérivé d'une structure d’un sesquiterpenoide, il est plus
facile de proposer la synthése d’un guaianolide similaire a I ou II (voir structures sur
figure I1I-1-12) que la synthése d’un germacranolide ou d’un furanoheliangolide.

Le composé doit posséder deux groupes carbonyle : a, B-insaturé et un substituant acyle a

proximité du groupe méthyléne exocyclique.
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o)

I 5 II
2-Oxo0-8f-methacryloyloxy-guaia- 2-Oxo0-8f-epoxyangelicoyloxy-guaia-
1(10),3,11(13)-trien-12,6a-olide 1(10),3,11(13)-trien-12,6a-olide
IC100= 10 HM IC100=20 HM
Origine végétale : Origine végétale :
Viguiera gardneri (Asteraceae) Viguiera grandiflorab (Asteraceae)

Figure III-I-12: structures des composés I et II cités dans I’étude [215].

Toutefois, il est trés peu probable de séparer les effets thérapeutiques recherchés a
partir des effets secondaires indésirables tels que la cytotoxicité. Ceci est ¢galement valable
pour l'allergénicité.

Pour éviter ce probléme, ce type de composé pourrait €tre soit appliqué seulement a
l'extérieur ou bien il pourrait étre congu comme un pro-médicament qui serait libéré a l'endroit

de l'inflammation pour le traitement de maladies inflammatoires chroniques.

Une étude a vérifié I’activité antiparasitaire et cytotoxique de 40 SQL de différentes
classes (pseudo-gaianolides, xanthanolides, xanthanolides modifiés, eudesmanolides et
germacranolides) isolées presque tous d’especes d’Asteraceae. En effet, ces lactones ont été
testées vis-a-vis Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Leishmaniadonovani
et Plasmodium falciparu [216].

Les résultats obtenus ont révélé des activités appréciables, a titre d’exemple
I’Helenalin (1) et ses esters (fig. III-I-13). Ils ont ét¢ trés efficaces dans tous les tests,
notamment ceux contre Trypanosoma.brucei (qui est a la cause de la maladie « East African

sleeping sickness » a une ICsg variant entre 0.05-0.1 uM.
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R
1:H
2:Ac
3:ibu
4 :1-val
ICsouM ICsouM ICsouM  1CsouM
(1) ) A3) (4)
T. brucei rhodes. (Tbr) 0.052 0.063 0.105 0.116
T. cruzi(Tcr) 0.695 0.538 1.568 2.478
L. donovani(Ldon) n.t. 0.446 0.837 0.871
P. falciparum(Pfc) n.t. 0.329 0.700 0.822
Cytotoxicity(L6) 0.992 0.809 1.030 1.298

Figure III-1-13 : les guaianolides les plus actifs cités dans I’étude [216].

La reinvestigation phytochimique des parties aériennes de Milleria quinqueflora
originaire de Costa Rica a produit 13 germacranolides dont 3 étaient nouveaux [217] (voir les
structures sur figure II1-1-14):

Les 13 composés sont étudiés pour leur capacité anti-inflammatoire. En outre, avec
I’effet de substitution et la corrélation de l'inhibition du facteur NF-xB avec le caractére
lipophile de ces composés (Log P coefficient de partage), les auteurs ont concluent que tous
les SQL isolées posseédent une activité anti-inflammatoire trés ¢levée a des concentrations tres
faibles (5-10uM), mais il est peu probable que la lipophilie des substances testées ait une

influence significative sur l'activité inhibitrice du NF-«xB.

R R, R, Meacr : methacryloyl A" Meacr : methacryloyl
H Meacr H 1 E
OAc  Meacr H 2 zZ

OAc H Meacr

Figure I1I-1-14 : structures des SQL étudiées et présentant ICsy = SuM
dans I’étude [217].
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L’¢tude phytochimique [218] réalisée sur six especes Centaurea (Asteraceae)
originaires d’Espagne et du Maroc, une Résine Costus commerciale obtenue des racines
de Saussura lappa Clarke. (Asteraceae) et les parties aériennes de Lychnophora
trichocrapha Sprng. (Asteraceae) a abouti a I’isolement des dix SQL, reproduit sur la
figure III-I-15, dont (3) et (4) ont montré une activité antifongique notable
(ECsp = 6ug/ml), alors que (1), (2), (5), (6), les plus fonctionnalisés, étaient assez
efficaces. A.F. Barrero et al ont concluent que plus la lactone sesquiterpénique est moins
polaire plus son activité antifongique est appréciable. La lipophilité de la molécule facilite

sa pénétration dans les parois cellulaires des microorganismes fongiques.

W R

ow

1:R=0H, R’=A, X=CH,

2 : R=OH, R’= OH, X= CH,
3:R=H, R’=H, X= CH,

7 : R=OH, R’=B, X=CH,

8: R=OH, R’=C, X=CH,

9 : R=OH, R’=D, X=CH,

10 : R=OH, R’=OH, X=0-CHj, p-H

OAc

Figure ITI-I-15 : structures lactoniques citées dans I’étude [218].
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Une autre Asteraceae (Wallastonia biflora) a été le sujet de I’étude phytochimique
chinoise [219]. L’extrait chloroformique de cette plante a offert, en plus d’autres composés, 3
nouvelles lactones sesquiterpéniques 1, 2, 3 représentées sur la figure II1-1-16.

La cytotoxicité de ces molécules vis-a-vis des cellules humaines hepatoma BEL-7402
a ¢té évaluée par le test Sulforhodamine B (SRB), décrit dans la publication, les trois
composés ont présenté une activité inhibitrice significative contre la croissance du carcinome

hépatocellulaire in vitro.

RI  R2  ICsy(uM)
1: CH,OH CH; 3.00+-0.84
2: CHO H 1.50+-0.14
3: CH,OH H 1.72+-0.24

Figure III-I-16 : structures chimiques des composés testés dans I’étude [219].

Le fractionnement bioguid¢é de [D’extrait (dichlorométhane/méthanol 1:1) de

I’ Asteraceae Ambrosia tenuifolia (Sprengel.) a permis a Valeria P. Siilsen et al [220]
I’isolement de deux lactones sesquiterpéniques: «Psilostachyin» et « Peruvin» dont les
structure sont représentées sur la figure I1I-1-17.
Les deux composés testés in vitro contre les épimastigotes de Trypanosoma cruzi ont révélé
une activité trypanocide remarquable avec des valeurs de (Clsp) de moins de 2 pg / ml.
« Psilostachyin » a exercé une activité in vitro significative contre les formes trypomastigotes
de Trypanosoma cruzi (ICsy : 0,76 pg / ml) et a été choisie pour les tests in vivo.

Les souris traitées par «Psilostachyin» avaient une survie de 100% et les valeurs de
parasitémie étaient plus faibles que chez les souris témoins. Les deux composés ont également
été testés vis-a-vis des promastigotes de Leishmania (sp.): « psilostachyin » et « peruvin »
avaient des activités leishmanicides importantes, leurs (ICsy) étaient respectivement : 0,12
png /mlet 0,39 pg/ ml.

Les résultats de ce travail de recherche suggerent que les deux SQL pourraient étre
considérées comme des candidats potentiels pour le développement de nouveaux agents anti-

protozoaires contre la maladie de Chagas et la leishmaniose.
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1T

Figure I1I-1-17 : structures chimiques de Psilostachyin (I) et Peruvin (IT) [220].

Vu les résultats qu’ils ont obtenus, H. Li et al ont suggéré que les trois sesquiterpénes lactones
qu’ils ont étudiés (fig.III-I-18) peuvent agir en synergie avec d'autres compos€s antiviraux

pour le traitement de l'infection par le virus hépatite B (VHB) [221].

- o
Saluenolide A [3] Saluenolide A [2] Saluenolide A [1]

Figure I1I-1-18: les lactones sesquiterpénes étudiées dans la référence [221].

Par rapport a ce qui est cité sur la bioactivité des SQL, ces substances sont aussi
accusées d’étre des allergenes responsables de dermatites de contact. De nombreux travaux
cliniques dans le domaine de dermatologie, se focalisent sur leurs études. Parmi les
recherches effectuées, celle réalisée sur 7 420 malades pendant quatre ans [222], dont les
auteurs ont souligné que le mélange, constitué¢ de trois SQL testées, a présenté des effets
variables sur les patients selon leur age, sexe, organe malade. Une autre ¢étude [223] a

confirmé les actions allergisantes des SQL sur des sujets plus jeunes.
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IT1-I-9-Réle des lactones sesquiterpénes dans la plante:

L’interférence qui s’établit entre plantes voisines est attribuée principalement a des
effets de compétition pour les ressources environnementales : eau, lumiére et substances
nutritives. Ainsi de nombreuses especes végétales synthétisent des molécules capables
d’inhiber la germination et la croissance des plantes poussant dans leur voisinage. Aussi, faute
de mobilité, les plantes ont du s’adapter aux attaques prédatrices d’autres organismes tels que
les insectes, les champignons et les bactéries, cela par des mécanismes chimiques de défense
pouvant avoir plusieurs fonctions. Ils peuvent étre insecticides, anti-microbiens ou bien
herbicides [224-226].

Les lactones sesquiterpénes comme tous les autres métabolites secondaires ne sont pas
produits par les plantes pour les bienfaits des humains, mais plutdt pour leur fonction dans la
plante.

Ces composés sont essentiels a la croissance saine de la plante et représentent une

grande partie de leur défense a des dommages plus ou moins graves [227,229].
Elles sont principalement rencontrées dans les feuilles et les sommités fleuries de plantes,
parfois disponibles, Comme mentionné au début du chapitre, dans une gamme de types de
cellules, aussi elles peuvent étre détenues dans les organes de stockage tels que les trichomes
[229, 231].

De tels composés agissent comme des phytoalexines, molécules protectrices contre
l'attaque microbienne, anti-appétants, a cause de leur golit amer, pour dissuader les herbivores
et inversement comme appats des prédateurs de ravageurs. Les SQL sont des substances
allélochimiques: libérées dans la rhizosphére, elles agissent dans la communication plante-
plante, par exemple, les graines dormantes de 1’orobanche (plante parasite) qui déclenchent la
germination lorsqu’elles détectent des SQL délivrées par des hotes compatibles, le tournesol
afin d'augmenter ses chances de succes et de reproduction. Il réduit la concurrence dans son
environnement local. En effet, plusieurs de ses SQL empéchent la croissance des concurrents
en bloquant la germination de plantes des autres familles telles que Hordeum vulgare et

Triticum aestivum.| 229,232, 233].
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Partie II: méthodes et matériels

III-1I-1-Extraction des lactones sesquiterpéniques de Brocchia cinerea (Vis.):

La poudre végétale issue de la plante entiere, préparée de la méme maniere décrite
dans le chapitre II, a été soumise a une extraction a froid avec le chloroforme (CHCls) en
suivant plusieurs étapes. En effet, 1Kg de cette poudre a subi dans un premier lieu une

macération, a froid, au chloroforme 41 pendant 24h, cette opération a été répétée trois fois.

Les évaporations a sec, des différents extraits, ont été déroulées sous des conditions de
température trés douces; par la suite, I’extrait brut ainsi obtenu a ¢été¢ solubilis¢ dans de

I’éthanol, les particules non solubles ont été séparées par filtration.

Afin de précipiter la chlorophylle, les cires et la mati¢re grasse, une solution aqueuse a
4% d’acétate de plomb a été ajoutée a I’extrait éthanolique. Laissé au repos pendant une nuit a

4°C, une masse molle importante s’est formée.

Apres la filtration et par la suite I’évaporation de I’éthanol de la solution précédente, la
phase aqueuse ainsi obtenue a subi une derniére extraction liquide-liquide avec le chloroforme

pour obtenir une solution d’une couleur marron claire.

L’évaporation du solvant, toujours a une température inférieure a 40°C, a permis

d’avoir une masse de 7.5 g/Kg d’extrait marron sombre trés visqueux.

La figure III-II résume les étapes suivies pour obtenir 1’extrait brut des lactones

sesquiterpéniques de Brocchia cinerea (Vis.)
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1Eg plante+ 4I E!HE!L
——
l/' ion asec. 4 T.<40°
Extrait brut m=63.68g

|

Dissolution dans 11 d’EtOH

B
_filtration
A
Ajout de 400ml d’une solution

0

U]

Filtration Sagrés une nuit a 4°C=

Extrait

- ion de IE{OH

La phase aqueuse

Extraction lig-liq par CHCl; 200ml

e
‘
Extrait final
m=7.5g
=

Figure III-11-1 : protocole suivi pour I’extraction des lactones sesquiterpéniques.

83



Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

ITI-I1-2-Séparation et purification des lactones sesquiterpeniques:

ITI-I1-2-1-Fractionnement de I’extrait chloroformique:

14g de Dl’extrait chloroformique ont été adsorbés sur une quantit¢ de phase stationnaire
correspondant presque a 2 fois sa masse puis introduit a la téte d’une colonne ouverte
(¢=5cm, L=75cm) contenant le gel de silice (60-200 um) en tant que phase stationnaire avec
comme gradient d’¢lution : heptane/AcOEt a différentes proportions. Au début, des fractions
de 100-150ml ont été recueillies jusqu’a 60% en heptane, par la suite, des fractions de volume

plus important de 400-600ml ont été collectées, pour obtenir a la fin 358 fractions.

Tableau III-II-1 : résultats de fractionnement de I’extrait chloroformique.

Gradient d’¢lution Fractions recueillies Regroupement Observation
Hept/AcOEt

100/0 1-156 A0-A27 M¢élange non traité
90/10 158-185 A28 M¢lange non traité
85/15 186-218 A29-A30 M¢élange non traité
80/20 219-262 A32-A38 M¢lange non traité
75/25 263-277 A39-A40 M¢lange non traité
70/30 278-308 A41-A45 Mélange traité
60/40 309-318 A46-A48 M¢élange non traité
50/50 319-320 A49-A50 Mélange traité
40/60 321-324 AS51-A54 Mélange traité
30/70 325-329 AS5-A59 Mélange traité
20/80 330-339 A60-A69 M¢lange non traité
10/90 340-349 A70-A79 M¢élange non traité
0/100 350-353 A80-A83 M¢élange non traité

AcOEt/MeOH 354-358 A84-A87 M¢lange non traité
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IT1-I1-2-2-Purification de quelques fractions:

Le diagnostic des 358 fractions obtenues, par CCM avec plusieurs systémes d’élution,
nous a permis de faire un premier regroupement.

En se basant sur la simplicité de la composition chimique de ces groupements et/ou
I’importance de leurs masses, seulement celles qui sont marquées sur le tableau III-II-1 sont

concernées par la présente étude.

ITI-I1-2-2-1-Purification des fractions obtenues par Hept/AcOEt (70/30):

Le fractionnement de I’extrait brut par le systéme d’¢élution (heptane/AcOEt : 70/ 30) a fournit
31 fractions. En se basant sur leur profil CCM, elles ont été rassemblées en ces sous-
fractions : A41, A42, A43, A44, A45 en plus a une masse cristallisée « A ». L’analyse de ces
sous-fractions par CCM doublement ¢€luée, en utilisant le systetme de solvant : Etp/AcOEt
(5/5) nous a guidés a leur regroupement et a leur refractionnement a nouveau sur une colonne
de silice avec le systeme Etp/AcOEt pour obtenir 6 sous-fractions M1-M6, a I’exception de la
fraction A qui a été un produit pur cristallisé. L’organigramme III-1I-1 résume ces étapes:

Ml
m=13.3mg

M2
m=75.9

M3
m=538.2mg

A41-A45
745.7mg M4

m=32.4mg

M5

A41+A42+A43+ O

Ad4+A45+ A

Meé
m=32.1mg

A = Produit II
m=19.2mg

L’organigramme III-II-1 : purification de la fraction Hept/AcOEt: 70/30.
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III-I1-2-2-2-Purification de la sous-fraction M3

M3 (538.2mg) a été fractionnée sur une colonne de silice par le systéme de solvant composé
de CH,Cl,/MeOH; selon I’organigramme III-1I-2. Des sous-fractions ont été négligées a cause

de leur complexité et/ou leurs faibles poids.

M3
m=538.2mg
MMO MM2
faible m=13.5mg
| | 1 1 |
MM2' MM6 MM7
m=37.6mg D LB m=7.5mg m=3.6mg
m=80.5mg m=372mg

L’organigramme III-11-2 : purification de la sous-fraction M3.

III-1I-2-2-3-Purification de la sous-fraction MMS5 :

La sous-fraction MM5 dont la masse égale a 372 mg a été purifiée sur une colonne de silice
en utilisant le méme gradient d’¢lution constitu¢ de DCM/MeOH. Parmi les sous-fractions
collectées, comme le montre le diagramme III-1I-3, celle qui a semblé la plus pure a été
MMM4, mais son spectre RMN ('H) a montré qu’elle doit étre soumise & une méthode de

purification plus performante.
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MMS
m=372mg

MMMO MMM1/2

faible m=62.3mg
MMM3 MMM4
m=130.3mg m=95mg

1 1
MMMS5 MMM6 MMM?7
faible faible faible

L’organigramme III-11-3 : purification de la sous-fraction MMS.

IT1-I1-2-2-4-Purification de la sous-fraction MMM4 par HPLC :

La sous- fraction concernée qui pesait 95mg a été soumise a une séparation par HPLC sous
les conditions suivantes : colonnes: Chiralpak IA, Chiralpak IC, Chiralpak ID, éluent:
heptane / EtOH (50/50), détecteurs: DAD et polarimétre, par le systeme d’élution composé de
(Heptane/EtOH: 50/50) a un débit 1ml/min. Le produit I est ainsi obtenu (organigramme III-
11-4).

MMM4
m = 95mg
HPLC
I
1

MM14
Produit I g
négligé

m=35mg

L’organigramme III-11-4 : purification par HPLC de la sous-fraction MMM4.
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III-I1-2-2-5-Purification de la sous-fraction MM2°’ :

La sous-fraction MM2”’ (80.5mg) purifiée sur colonne de silice avec comme phase mobile
DCM/MeOH de 0% jusqu’a 2%, a mené a une nouvelle sous fraction F3, mais une
purification plus ultime s’est avérée nécessaire. En effet, elle a été soumise a une purification
supplémentaire par HPLC sous les conditions chromatographiques suivantes : colonnes:
Chiralpak IA, Chiralpak IC, Chiralpak ID, éluent: heptane / EtOH (50/50), détecteurs: DAD
et polarimetre, par le systéme d’¢lution compos¢ de (Heptane/EtOH: 50/50) a un débit

Iml/min, qui a donné le produit III. L’organigramme III-II-5 récapitule les étapes suivies.

MM2"
m=80.5mg
1
1 | | 1
FO Fl1 F4
m=3mg m=14.8mg F3 m=18.8mg
m=35.7mg
purification par \
HPLC
F3C' F3C"
négligé négligé

Produit I1T
m=11.7mg

L’organigramme III-1I-5 : purification de la sous-fraction MM2”’.

88



Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

III-11-2-2-6-Purification de la sous-fraction M6 :

Revenons au début, la sous-fraction M6 a été obtenue aprés la séparation des fractions
regroupées du systéme 70/30 heptane-AcOEt de la 1 séparation. Elle a été soumise a une
autre purification sur colonne de gel de silice en utilisant toujours le mélange DCM/MeOH a
polarité croissante. Le produit IV a été obtenu avec une masse de 5.5mg. Ces étapes de

purification sont schématisées sur I’organigramme II-11-6.

Mo
m=32.1mg

Produit IV M6/2 M6/3
m = 5.5 mg m=2mg m=19mg
negligé négligé

L’organigramme III-11-6 : purification de la sous-fraction M6.
I1-I1-2-2-7-Purification de la fraction Hept/AcOEt : 50/50 (1) :

Le premier systéme de solvant Hept/AcOEt a 50/50 a permis d’obtenir deux fractions, aprés
regroupement des sous-fractions. La premicre 50/50 (1) a pesé 820 mg, cette masse a subi une
nouvelle séparation sur colonne de gel de silice avec le systeme Etp/AcOEt de 0% a 50% en
AcOEt. Apres le diagnostic par CCM, les fractions obtenues sont réunies en 14 sous-fractions.
Testées par CCM pour la 2°™ fois par un autre systéme de solvant DCM/MeOH (9/1), les
fractions précédentes ont été regroupées selon leur profil chromatographique comme 1’indique

I’organigramme III-II-7. Le groupement (B2) a été purifié par la suite.
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B1
m=145mg
Fraction 50/50(1) B2
m=820mg m=529.9mg
B3
m=77.9mg

L’organigramme III-11-7 : purification de la sous-fraction 50/50(1).

III-11-2-2-8-Purification de la sous-fraction (B2) :

La masse des deux fractions réunies B2 (529.9 mg) a été soumise a un nouveau
fractionnement sur colonne de silice par 1’¢luant DCM/MeOH de polarité croissante. Les
sous-fractions sont indiquées sur I’organigramme III-II-8. BB1 a été purifié¢e sous les mémes

conditions chromatographiques pour donner le produit V.

90



Chapitre 11T Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

B2
m=529.9mg
BBI
m=262.4mg
BB2 \
m=79.1mg
Produit V BB3

rocut m=24mg
m = 52.4 mg o
négligé

BB' BB" BBVH

m=53.9mg m=76.7mg m=65.2mg

L’organigramme III-11-8 : purification de la sous-fraction (B2).

III-11-2-2-9-Purification de la fraction Hept/AcOETt : 40/60 :

Vu la complexité de la composition des fractions obtenues du systéme d’¢élution Hept/AcOEt :
40/60, et la difficult¢ d’obtenir des masses importantes, en cas de refractionnement et de
purification de chacune séparément, nous avons choisi de rassembler celles qui +/- se
ressemblent. En effet, trois parmi elles: A51, A52, A53 ont été rassemblées pour avoir une
masse de 1151 mg qui a été refractionnée sur une colonne de gel de silice en utilisant le
gradient d’¢élution composé de DCM/MeOH. Les résultats de cette opération sont schématisés

sur I’organigramme III-11-9.

91



Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Fraction 40/60
A51+ A52+ A53
m=1.151g

L’organigramme III-11-9 : purification des fractions: (AS1+ AS2+ AS3).

III-1I-2-2-10-Purification de la sous-fraction Gr4 :

Grl
m=245.2mg

Gr2
m=407.8mg

Gr3
m=180mg

Gr4

m=312.2mg

La simplicité relative de sa composition et sa masse assez importante, nous ont orientés a la

purification de cette fraction (Gr4). Sa masse (312.2 mg) a été déposée sur la téte d’une

colonne de silice et ses constituants ont été ¢lués par le gradient DCM/MeOH en polarité

croissante de 0%-3.5%, les fractions isolées sont reportées sur 1’organigramme III-1I-10. La

CCM a montr¢ la pureté relative des sous-fractions A, B, C mais leurs spectres RMN (‘H) ont

montré qu’elles nécessitaient des purifications supplémentaires.

Gr4
m=312.1mg
Gr4/3C
m=54.5mg
| |
GrdA Gr4B Gr4C
m=108mg m=107.2mg m=42.5mg

L’organigramme III-11-10 : purification de la fraction Gr4.
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IT1-I1-2-2-11-purification des sous-fractions (Gr4A+Gr4B+Gr4C) :

Les trois sous-fractions (Gr4A+Gr4B+Gr4C) réunies ont ¢t€ soumises a une autre purification
sur une colonne ouverte de silice, avec le méme ¢€luant utilisé précédemment (DCM/MeOH),
les tests CCM de gel de silice avec double élution par la phase mobile DCM/MeOH dans les
proportions (95/5), ont permis de regrouper les fractions collectées en trois nouvelles sous-
fractions Gr4A’, Gr4B’, Gr4C’ qui, a leur tour, n’étaient pas pures. Voir le diagramme I1I-

II-11.

Gr4A+Gr4B+Gr4C
m=250mg
| I
Gr4A' Gr4B' Gr4C'
m=78.4mg m=46.9mg m=39.3mg

L’organigramme III-1I-11: purification des sous-fractions (Gr4A+Gr4B+Gr4C).

III-11-2-2-12-purification des trois sous-fractions réunies (Gr4A’+Gr4B’+Gr4C’) :

La séparation des fractions réunies (Gr4A’+GrdB’+Gr4C’) a été tres difficile par I’emploi
des techniques chromatographiques ordinaires. C’est pour cela que nous les avons purifié par
HPLC en utilisant les conditions suivantes: colonne: chiralpak ID, éluent: heptane / EtOH:
50/50, débit: Iml/min, détecteurs: DAD+ CD a 254nm. Cette méthode a fourni un produit
majoritaire (91 mg) avec deux autres fractions complexes. La vérification par RMN ('H) de la
pureté du produit majoritaire a révélé qu’il n’était pas pur. Une purification encore une fois de
ce produit (mélange) par HPLC sous les mémes conditions chromatographiques a mené au

produit VI, le diagramme III-1I-12 mentionne le résumé de ces étapes.
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Gr4A’+Gr4B’+Gr4C’
m=164.6mg
HPLC
| |
HP40/60maj . .
HP40/60minl HP40/60min2
m=91mg i ol
HPLC négligé négligé

Produit VI
m = 38.9 mg

L’organigramme III-11-12 : purification des sous-fractions: Gr4A’+Gr4B’+Gr4C’.

III-11-2-2-13-Purification de la fraction Hept/AcOEt: 30/70 :

Quatre fractions assez complexes sont obtenues par I’¢luant Hept/AcOEt (30/70), afin de
purifier au moins le produit majoritaire, elles ont été mélangées (m=736 mg). Pour les séparer
a nouveau sur colonne de silice mais cette fois par un autre gradient d’élution: DCM/MeOH,

choisi apres des tests CCM avec différentes phases mobiles.

Cette nouvelle séparation a conduit a plusieurs fractions, les plus importantes sont regroupées
selon I’organigramme III-1I-13. Deux d’entre elles sont réunies (D1+ D2) dont m=223.6 mg,

ont subi des purifications supplémentaires.
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DD1
m=85.2mg

D1+D2 DD2
m=223.6mg m=95mg

30/70 D3 DD3
m=736mg HPLC

D4
m=104.5mg

L’organigramme III-11-13 : purification des fractions (A55+A56+A57+AS8)
obtenues par la phase Hept/AcOEt : 30/70.

Les deux fractions rassemblées (D1+D2) dont m=223.6 mg, ont été soumises a leur tour a une
purification supplémentaire en suivant les méme étapes. La sous-fraction DD3 de masse
globale m=136.9 mg, a été 1’objet d’une purification par HPLC sous les conditions
chromatographiques suivantes: colonne: chiralpak ID, éluent: heptane/EtOH: 50/50, débit:
Iml/min, détecteurs: DAD+ CD a 254nm. Cette dernicre purification a mené a trois nouvelles
sous-fractions, représentées sur le diagramme I1I-1I-14, deux d’entre elles ont été minoritaires,

trés complexes, le produit VII a été récupéré majoritairement dans la troisieme.
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DD3
m=136.9mg
HPLC
Produit VII DHP2 DHP3
m =79 mg négligé négligé

L’organigramme III-11-14 : suite de purification des fractions (AS5+A56+AS57+AS58)
obtenues par Hept/AcOEt : 30/70
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Partie III : résultats et discussion

II-ITI-I-Elucidation structurale des composés purifiés:
III-II1-I-1-Elucidation structurale du composé I :

L'examen du spectre infrarouge du produit I a révélé la présence d’une fonction
hydroxyle a 3459.9 cm™, des bandes a 1775.9, 1135.5, 1028.4 cm™ caractéristiques du groupe
(0-méthylén-y-lactone) et 4 1745.9 cm™ un carbonyle d’ester, et les bandes a 1664.6 et 896.9
cm’! pour les insaturations [234-237].

Les spectres de masse obtenus aprés ionisation électrospray en mode positif et en
mode négatif de 1’échantillon I présentent plusieurs signaux indiquant de la présence en

solution d’un composé de masse molaire 304 Da :

Les spectres deptQ 135 (spectre n° 1) et HSQC (spectre n° 2) ont montré la présence de:

e Deux carbones primaires relativement déblindés.

e Quatre carbones secondaires dont deux sont éthyléniques, les deux autres sont
de type sp”.

e Cing carbones tertiaires dont un éthylénique, les quatre restants sont de type sp°, deux
parmi eux sont relativement déblindés a cause de leurs rattachements a des oxygenes.

e Six carbones quaternaires dont deux de type carbonyle, trois de type éthylénique a et
le dernier étant de type sp® oxygéné.

17 carbones sont dénombrés pour ce produit.
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Spectre n°2 : RMN HSQC du composé 1.

98



Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Les spectres RMN 'H (spectre n° 3) et HSQC (spectre n° 2) mettent en évidence la présence
de :

e Deux signaux correspondants a deux méthyles soit six protons.

e Quatre groupements méthylénes, les deux premiers de type sp’, les deux autres
apparaissent dans la région des éthyléniques sous forme de deux paires de doublets,
soit dans I’ensemble 8§ protons.

e Les signaux des cinq méthines dont un est éthylénique, deux autres liées a des atomes

d’oxygenes et deux autres derniers, correspondants en tout a cinq protons.

On compte en plus un proton pour celui du I’hydroxyle ce qui nous fait la somme de vingt

protons (tableau n° I1I-11I-1).
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Spectre n° 3: RMN 'H du composé 1.
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Lorsque I’on soustrait de cette valeur la masse de 17 carbones et celle des 20 protons,
il en résulte la masse de 5 oxygénes, ce qui nous raméne a la formule brute C17H290Os.
D’aprés les informations spectroscopiques et spectrales recueillies sur ce produit, on peut lui
proposer la structure d’une lactone sesquiterpénique montrant un degré d’insaturation égale a
huit, dont deux correspondent aux fonctions carbonyles (C=O: lactone, C=0: ester), trois pour
les trois doubles liaisons et un pour le cycle lactonique. Les deux degrés qui restent suggerent
un squelette carbonique a deux cycles. Trois possibilités se présentent a savoir: guaianolide,
pseudo-guaianolide et eudesmanolide.
La présence du signal d’un méthyle quaternaire a (1.57 ppm) €loigne la probabilité¢ des deux
derniers squelettes dont les signaux de leurs méthyles angulaires apparaissent, respectivement
a (= 1lppm) et a (< 1ppm). Donc, il reste celle d’un guaianolide [34, 234-236].
Pour confirmer I’identification de ce composé, les corrélations COSY (H-H) et HMBC (C-H)

longue distances ont été analysées.
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Spectre n° 4 : RMN COSY du produit I.
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Spectre n° 5 : RMN HMBC du produit I.

Les corrélations apparues sur le spectre COSY (spectre n° 4), reportées sur le tableau
n® MI-III-1, ont permis I’emplacement des différents protons sur le squelette de base du
composé.

Les corrélations observées entre le proton a 2.89 ppm avec, d’une part, le carbone éthylénique
a 137.9 ppm et, d’autre part, avec celui a 122.2 ppm et complété avec celui a 169.6 ppm
(C=0) confirment I’attachement du bout a-méthylén-y-lactone sur le carbone C-7 confirmé
par les corrélations H-H COSY.

D’aprés le spectre RMN 'H (n° 3), les deux signaux déblindés 4 2.89 ppm (m) et & 4.56 ppm
(ddd) qui ont été attribués respectivement a H-7 et H-8 sont considérés caractéristiques pour
la structure du type 8,12-guaianolide. La valeur de Ju.7, us = 11.7 Hz indique que la fusion
lactonique est de type trans [34].

D’apres le spectre COSY (spectre n° 4), les deux protons éthylénique corrélent d’un
coté avec les deux protons portés sur le méme carbone et d’un autre avec le proton a (3.76
ppm). D’apres le spectre HMBC (spectre n° 5), les deux premiers protons montrent des
corrélations avec le carbone éthylénique et avec les deux autres carbones; ces constatations

prouvent que la double liaison est exocyclique.
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A part le carbone li¢ a I’hydroxyle, quatre autres carbones oxygénés sont dénombrés
sur le tableau n° III-III-1, il s’agit de ceux des carbonyles. Les deux autres carbones sont
attachés aux oxygenes saturés de ces esters.

Le déplacement vers les champs faibles, du méthyle a 21.4 ppm et la corrélation
observée pour ses protons a 2.03 ppm avec le carbone a 170.2 ppm indiquent son attachement
a ce dernier carbone pour former le radical acétyle (la deuxieéme fonction ester).

Les informations collectées sur ce produit ont permet d’établir la structure suivante :

La structure de ce composé renferme cing carbones asymétriques a savoir C-5, C-6, C-

7, C-8, C-10, I’examen du spectre NOESY (n° 6) a permis de compléter les caractéristiques

de cette structure.
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Spectre n°® 6 : RMN NOESY du produit I.

Si on admet que le H-7 est en position a, I’absence de corrélations NOESY entre lui et
le H-8 confirme la fusion lactonique trans et met ce dernier proton en position . Les
corrélations de H-8 avec les protons H-6, H-5, H-9a et le les placent du méme c6té du plan de
la molécule que lui, en position B. Alors que les corrélations du Me-14 avec H-7 I’orientent
vers la position a du plan, par conséquence, I’hydroxyle sur C-10 et 1’acétyle ont une

orientation o avec le H-9b.

Les informations collectées sur ce produit ont permet d’établir la structure ci-dessous. qui

représente : 6a-acetoxy-10p-hydroxyguaia-1, 4(15), 11(13)-trien-8a,12-olide. [37]
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Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Tableau n° III-I1I-1 : valeurs des déplacements chimiques RMN "H et séquences:
HSQC, COSY, HMBC et NOESY (600 MHz) RMN "*C (150 MHz) du composé I dans

CDCl; a 300°K.

8 "H (ppm), multiplicite,
J (Hz)

COSY (H-H)

HMBC (H-C)

NOESY

6.01 brs

C-5,C-10,C-1,C+4

3.12 brdd (20.5, 1.8)

C10,C15, C2,C4,C1

2.85 brdd (20.5, 2.3)

C2,C5,C15,C1,C4

3.76 d (6.4)

C3,C7,C6,C15,
C2,C1,C4

5.61 dd (8.2, 6.4)

C7,C8,C11,C1,C12

2.89m

C9,C8,C13,C11,C12

456 ddd (11.6, 9.5,2.3)

C-9, C-10, C-6

2.58 dd (13.5,2.3)

C14,C7,C10,C8,,C1

1.76 dd (12.8, 11.7)

C-14, C-7, C-10, C8

6.21d(3.5) C-7,C-8,C-11,C12
5.65d(2.9)

1.57s : €9,C10,C8,C2,C1

5.01 brs C-3,C-5,C-6,C-4 -
4.92 brs C-3,C-5,C-6,C-4 -
2.03s i C-1°,C-6
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Chapitre 11T Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

II-ITI-I-2-Elucidation structurale du composé II:

Pendant 1’évaporation de sa fraction, le produit II s’est cristallisé. Son analyse par
CCM lui a montré une seule tdche de coloration verte olive, aprés la révélation par
I’anisaldehyde. Par la suite, son analyse par HPLC-DAD (figure III-III-1) a confirmé sa

pureté.
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Figure III-I1I-1 : chromatogramme obtenu par HPLC-DAD pour le produit II.

L’analyse du produit II par spectroscopie infrarouge a montré les bandes caractéristiques
d’une fonction hydroxyle non associée a 3463.9 cm™, d’une (C=0 d’ester) a 1716.5 cm™, du
groupement (a-méthylén-y-lactone) : 1778.2, 1145.6 et 1116.7 cm™ et celles de double liaison
exocyclique 4 3095.5, 1652.9 et 893.0 cm™ [234-237].

Par ailleurs, son analyse par spectrométrie de masse en mode d’ionisation €lectrospray, en

mode positif, a présenté plusieurs signaux diagnostiques de la présence en solution d’un

composé de masse molaire 304 Da :
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Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Les spectres RMN °C (n° 7), deptQ 135 (n° 8) et HSQC (n° 9) mettent en évidence la
présence de :
e Un seule carbone primaire légerement déblindé.
e Six carbones secondaires, trois parmi eux sont éthyléniques.
les trois autres sont hybridés sp”.
e Quatre carbones tertiaires de type sp> dont deux sont déplacés vers des champs faibles
a cause de leur attachement a des oxygenes, et les deux autres.
e Six carbones quaternaires dont deux de type carbonyle.

Les carbones dénombrés font la somme de 17 atomes.
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Spectre n® 7: RMN BC du composé II.
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Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea
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Spectre n° 8: dept 135 du composé II.

Les spectres RMN 'H (spectre n° 10) et HSQC (spectre n° 9) ont montré la présence de :

e Un groupement méthyle relativement déblind¢, soit trois protons.

e Six groupements méthylénes, trois d’entre eux hybridés sp’, trois autres sont

éthyléniques, soit pour la somme de 12 protons.

e Quatre groupements méthines dont deux sont liés a des oxygenes, faisant en tout

quatre protons.

On dénombre en plus un proton de I’hydroxyle ce qui fait la somme de vingt protons (tableau

n° MI-11I-2).
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Spectre n° 9: RMN HSQC du produit II.
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Spectre n° 10: RMN "H du composé I1.
En se basant sur les données collectées sur ce composé, jusqu’a ce stade, la formule

brute d’une lactone sesquiterpénique (C;7H20Os) peut lui étre attribuée. L’examen de son
degré d’insaturation qui vaut a huit avec les déplacements des différents types de carbones,
permet de proposer une structure bicyclique pour cette lactone sesquiterpéne.

La présence du groupement (a-méthyléne-y-lactone) est confirmée par 1’apparition
d’une paire de doublets dans les champs faibles, sur le spectre RMN 'H n° 10 (5.94ppm, d,
3.3 Hz) et (6.26ppm, d, 3.5 Hz), et aussi par 1’observation, dans la partie déblindée sur le
méme spectre, du signal attribué¢ au proton lactonique a 4.61ppm (dt) et celui a 2.76 ppm (br
d), indiquant ainsi qu’il s’agit d’une structure 8, 12-guaianolide, en outre, la valeur
de Ju.7, u-s=11.0 Hz oriente vers une trans fusion lactonique.

Pour confirmer 1’identification de ce composé, les corrélations COSY (H-H) et HMBC

(C-H) longue distances ont été analysées.
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Spectre n° 11: RMN COSY du produit II.
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Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea
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Spectre n° 12: RMN HMBC du produit II.
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Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Tableau n° ITI-ITI-2 : valeurs des déplacements chimiques RMN 'H, "*C et séquences

HMBC, COSY (300 MHz) du composé II dans CDCl; a 300°K,

8 "H (ppm), multiplicite, HMBC COSY
J (Hz) H-C H-H
1.87 ddd (1.7, 8.5, 12.5) C-1, C-10

2.32 dt (12.0, 8.5) C-3

2.41dd (16.3, 8.8) C-1,C-2,C-4

2.66 m -

3.07 ddt (9.3, 6.3, 3.3) C-5

5.47dd (5.9, 4.1) C-2,C-9

2.76 brd

4.61 dt(11.0, 8.0) C-7,C-9

2.51dd (14.3,7.7) C-8, C-13

3.57 ddt(14.3, 8.5, 1.7) C-5,C-8, C-13

5.94d (3.3) C-5, 12

6.26 d (3.5) C-5,C-12

5.12brs C-1,C-9

5355 C-1,C-2

4.97 q(1.2) C-3,C-7

5.10t (2.0) C-3,C-2, C-1,C7

2.01s C-1’
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Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Une analyse par diffraction des rayons x (DRX) du produit IT a permis de compléter ses
caractéristiques. Une analyse complémentaire plus pointée « VCD : Vibrational Circular

Dichroism » a permis de déterminer sa configuration absolue.

Figure III-I11-2 : structure du composé II.
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Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

II-IT1-I-3-Elucidation structurale du composé 111 :

Le spectre IR enregistré pour ce composé a présenté les bandes d’absorption suivantes:
3467.2 cm™ relative a la fonction (OH) et celles caractérisant le groupe lactonique : 1756.9,
1138.5, 1066.7 cm™, 1656.1 avec 893.9 cm™ représentant la double liaison exocyclique [234-
237].

Par ailleurs, le spectre de masse obtenu apres ionisation électrospray en mode positif
de I’¢échantillon III présente plusieurs signaux diagnostiques de la présence en solution d’un
composé de masse molaire 264 Da.

Les résultats des analyses RMN représentés respectivement sur les spectres RMN °C
(spectre n°13), deptQ 135 (spectre n°14) et HSQC (spectre n°15), mettent en évidence la
présence de:

e Deux carbones primaires dans la région des champs forts.

e Quatre carbones secondaires dont un est oléfinique, les trois autres sont de type sp°.

e Cinq carbones tertiaires, un est éthylénique, quatre de type sp’ trois parmi eux sont

oxygénés. Plus un dernier.

e Quatre carbones quaternaires, deux éthyléniques, un attaché a un oxygene et celui du

carbonyle.

On dénombre 15 carbones pour ce produit.

113



Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea
ZFCAVLI00 T3C DEPTO T esp
0.2%
0.20

0.0%

1 )
Chemical Shifl (pom)

ISI:I ..'::l I'l-:l- I‘::I

NomaRwd WLy

(=]
-
'l

Spectre n° 13: RMN "*C du composé III.
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Spectre n° 14: deptQ 135 du composé III.
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Spectre n° 15: RMN HSQC du composé II1.

Les spectres RMN 'H (spectre n°16) et HSQC (spectre n°15) ont dévoilé la présence de
e Deux méthyles (CH3) soit six protons.
e Quatre méthylénes (CH,), un seul d’entre eux est de type sp’,
les trois autres sont saturés relativement blindés. Soit la somme de 8 protons.
e Cing méthines (CH), un est éthylénique, trois sont oxygénés

et un autre dernier. Ce qui fait la somme de cinq protons.

Un proton en plus pour celui de I’hydroxyle ce qui fait un total de vingt protons leurs

caractéristiques sont cités dans le tableau n° III-11I-3.
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Spectre n° 16: RMN 'H du composé III.
Les données rassemblées a ce stade laissent proposer la formule brute CysH2004 pour
ce composé.

Conformément a la littérature [238], des données spectrales supplémentaires tirées de
I’analyse RMN 'H, les déplacements du proton a (2.67 ppm; 1H br d) et de ceux a (1.51
ppm ; 3H s) vers des champs plus forts, reportées sur le tableau n° III-III-3, informent sur la

présence d’un époxyde.

En conséquence, et apres attribution des différentes insaturations, comme vu ci-dessus, on
peut conclure que la formule brute proposée correspond a 4,5-époxygermacranolides [238].
En outre, la résolution médiocre de son spectre RMN 'H refléte la flexibilité du grand cycle
a 10 chainons [235].

D’aprés le spectre RMN 'H, 1’observation de la paire des signaux a 6.43 ppm (dd, 1H, 2.8, 1.1
Hz) et 6.14 ppm (dd, 1H, 2.2, 1.1) indique la présence du groupement caractéristique o-

méthyléne-y-lactone.
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Spectre 17 : RMN COSY du produit III.
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Spectre 18 : RMN HMBC du produit III.
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Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Les séquences COSY (spectre n° 17) et HMBC (spectre n°® 18) ont permis de tirer les
conclusions suivantes:

Les deux protons de ce méthyléne (C-13) correlent avec le carbone quaternaire a 135.0
ppm et corrélent d’un co6té avec le carbone carbonyle lactonique (confirmant sa position o par
apport a la C=0 lactone) et d’un autre co6té ils correlent avec le carbone (C-7), précisant ainsi
son attachement a ce carbone, témoignée par les corrélations H-H COSY entre H-7 et H-13.
La fusion lactonique se fera soit avec le carbone oxygéné (C-6) ou bien avec le carbone aussi
oxygéné (C-8). Vu les déplacements chimiques et les couplages constatés, nous affirmons que
la lactone se ferme en C-8, les corrélations détectées sur le spectre COSY (n° 17) et les
données spectrales reportées sur le tableau n° III-111-3 affirment que cette fermeture est faite
d’une fagon trans (Jy7.us = 11.7 Hz).

Les deux protons blindés a (2.84, 2.00 ppm) montrent des corrélations avec le H-8 et celui-ci
présente a son tour une corrélation avec le proton blindé a 2.00 ppm, indiquant ainsi leur
voisinage direct.

De ce constat, on peut déduire aussi que le groupement (OH) est porté sur le carbone a
69.4 ppm qui ne peut étre que le C-6.

Les corrélations longues distances H-C (HMBC n°18) qui associent le signal des 3H a 1.51
ppm aux signaux des carbones a 37.3et 65.1 ppm, permettent de placer ce méthyle en position

C-15.
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Spectre n°® 19: RMN NOESY du produit III.
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Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

La structure chimique du produit III renferme cinq carbones asymétriques, il s'agit de
C4, C5, Co6, C7 et C8, en admettant que le H-7 est en position a, les corrélations qu’ils
montrent sur le spectre NOESY (n° 19) avec les H-15 orientent le méthyle vers o aussi. La

position de H-7 en position o implique que H-8 est en position f.

L’ensemble des informations réunies des différentes séquences mene a la structure :
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Chapitre II1

Tableau n° ITI-ITI-3 : valeurs des déplacements chimiques RMN 'H et séquences :

Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

HSQC, COSY, HMBC et NOESY (300 MHz), RMN "*C (75 MHz) du composé ITI dans

CDCl; a 330°K.
8 "H (ppm), multiplicite, COSY HMBC NOESY
J (Hz)
5.36 brt (7.9) C-2,C-5,C10 H-1
234 m - H-1
228 m
2.08 ddd (13.0;5.1;2.6) -- - -
1.26 ddd (14.1;8.4;5.5)
2.67 brd (3.3) C-4,C-6 H-1,
4.10 dd (10.8;3.3) C-5,C-7
2.88 m -- C-6, C8 H-1,
4.42 dt(11.7 ;4.0) C7,C9,C10,C11
2.84 brdd (13.4;4.0) - H-15,
2.00 brdd (13.4; 11.7). H-3b,
6.43 dd (2.8;1.1) C-7,C-11
6.14 dd (2.2;1.1)
1.76 d (0.7) -
1.51 s -- C-3,C4
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Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

HI-III-I-4-Elucidation structurale du produit IV :

Les spectres de masse obtenus aprés ionisation électrospray en mode positif et en
mode négatif de 1’échantillon IV présentent plusieurs signaux diagnostiques de la présence en

solution d’un composé de masse molaire 184 Da.

Le spectre deptQ 135 (spectre n° 20) et HSQC (spectre n° 21) montrent la présence des types

de carbones suivants:
e Trois carbones primaires.
e Deux carbones secondaires de type sp’, un d’entre eux résonne dans la région des
champs forts ’autre est déplacé un peu vers la région des champs plus faibles.

e Deux carbones tertiaires.

e Trois carbones quaternaires, deux parmi eux sont de type carbonyle, le dernier étant

hybridé sp” résonne a 35.8 ppm.
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Spectre n° 20: deptQ 135 du composé IV.
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Spectre n° 21: RMN HSQC du composé 1V.
Les spectres RMN 'H (spectre n° 22) et HSQC (spectre n° 21) mettent en évidence la
présence de :
e Trois groupements méthyles, soit pour neuf protons.
e Deux groupements méthylénes hybridés sp’, soit pour la somme de 4 protons.
e Deux groupements méthines de type sp® faisant en tout deux protons.

On compte un proton supplémentaire, celui de 1’acide ce qui fait un total de 16 protons.
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Spectre n°® 22: RMN "H du composé IV.

De ce fait, la masse obtenue pour ce composé est la somme des masses de (15C, 20H
et 30). La formule brute proposée est donc : Cy9H;603 possédant 3 degrés d’insaturation dont
deux sont attribuées aux deux fonctions (C=0). L’absence de signaux éthyléniques sur les
spectres RMN 'H (n° 22) et dept 135 (n° 20) éloigne la possibilité d’une double liaison, donc

le degré d’insaturation est celui d’un petit cycle soit a 4 chainons ou a 3 chainons.
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Spectre 23 : RMN COSY du produit IV.
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Spectre 24 : RMN HMBC du produit IV.
Le spectre COSY (n° 23) montre des corrélations entre le proton a (2.02, dd, 7.7, 5.5
Hz) et ceux portés par le méme carbone a (1.26) et (0.91), indiquant ainsi leur voisinage direct
(-CH-CH;). Alors que les corrélations observées sur le méme spectre entre le proton a (1.33)
avec d’un coté les protons du méthyle a (0.95ppm) et d’un autre avec ceux du méthyle a
(0.96ppm) et inversement, représentent la présence d’un groupement isopropyle (-CH-(CHs),)
bloqué de rotation au niveau son méthine, confirmé par ses signaux caractéristiques sur le

méme spectre RMN 'H.
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Le spectre HMBC (n° 24) présente les corrélations des protons du dernier méthyle a (2.32, s)
relativement déblindé avec les carbones a 207.5 ppm (C=0) et avec celui a 32.7 ppm, du
premier fragment, ce qui conduit a la portion (-CH-CO-CH3).

La corrélation de ces deux protons entre eux (spectre COSY n° 23) renseigne sur
I’empéchement de rotation aussi autour de la liaison entre le carbone qui les porte avec son

voisin a 35.8 ppm.

L’ensemble de ces constatations oriente vers la seule possibilité de formation d’un
cycle a 3 chainons entre le carbone quaternaire a 35.8 ppm porteur, d’une part, de I’isopropyle
et d’autre part, le portion acide (-CH,-CO,H), avec les deux carbones du premier fragment
(-CH-CH,. L’examen du spectre NOESY spectre (n° 25) a permis d’établir la stéréochimie

des sites chiraux.
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Spectre n° 25: RMN NOESY du produit I'V.
Les données spectrales rassemblées pour ce composé orientent vers la structure ci- dessous,

correspondant au Seco-thujéne, déja isolé de cette plante, [37,38].
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Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Tableau n° III-III-4 : valeurs des déplacements chimiques RMN 'H et séquences :
HSQC, COSY, HMBC et NOESY (600 MHz), RMN *C (150 MHz) du composé IV dans
CDCl; a 300°K.

8 "H (ppm), multiplicite, COSY HMBC NOESY
J (Hz)
2.50d (16.5) H-2a C-4,C-3,C-8,C-1 H-4b
2.66d (16.5) H-2b C-9,C-5,C-3,C-1 H-4a
0.91dd (7.7,4.4) H-8, H-5 C-2,C-5,C-8,C-6 H-5,H-2
1.26 dd (6.6, 4.8) H-5 C-10,C-9,C-6 H-2
2.02dd (7.7, 5.5) H-4b, H-4a C-9,C-2,C-8,C-6 H-4a,H-4b,H-
8,H-7
232s C-5,C-6 H-5
1.33 spt (7.0) H-4a, C-9,C-10,C-2,C-3 H-5
0.96 d (6.6)
0.95d (7.0)
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HI-III-I-5-Elucidation structurale du produit V:

L'examen du spectre infrarouge du produit V a révélé la présence d’une fonction
hydroxyle & 3427.1 cm™, des bandes a 1757.3, 1140.8, 1060.3 cm caractéristiques du
groupement a-méthylén-y-lactone, et les bandes a 3030.5, 1662.8 et 867.6 cm™ relatives a
une double liaison disubstituée [234-237].

Par ailleurs, les spectres de masse obtenus aprés ionisation électrospray en mode
positif et négatif de I’échantillon V présentent plusieurs signaux diagnostiques de la présence

en solution d’un composé de masse molaire 248 Da,

Les spectres deptQ (spectre n° 26), et HSQC (spectre n°® 27) révelent clairement la présence

de 15 carbones dont les types sont comme suit:
e Deux carbones primaires (Cp).
e (inq carbones secondaires (Cs) dont deux sont éthyléniques, 2 autres oxygénés
et un 5™
e (Quatre méthylénes dont I’un est éthylénique.

e Quatre carbones quaternaires (Cq) dont I’un est de type carbonyle et les 3 autres de

2
type (sp°).
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Spectre n° 26: deptQ 135 du composé V.
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Spectre n° 27: RMN HSQC du composé V.
Les spectres RMN du proton (spectre n° 28) et HSQC (spectre n°® 27) nous oriente vers la
présence de :
e 2 signaux intégrant chacun pour 3H, attribuables a deux méthyles.
e Les signaux des protons relatifs aux trois (CH») saturés.
e Les signaux des protons du seul (CH;) éthyléniques, soit en tout 8 (H).
Concernant les méthines (CH), nous relevons :
e Trois parmi eux sont saturés (sp’) dont deux sont oxygénés plus le proton du
troisiéme.
e Les protons des deux méthines oléfiniques.
On dénombre en plus un proton du groupe (OH), ce qui nous fait un total de 20 protons
enregistrés sur le tableau n° III-111-5.
Ceci nous laisse suggérer un nombre d’atomes d’oxygene égal a 3 (apres soustraction

de la masse de 15C et 20H). La formule brute proposée est donc : Ci15H2903,
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Spectre n° 28: RMN 'H du composé V.

A ce stade, nous pouvons déduire que le compos¢ en question est de type lactone
sesquiterpénique. Nous notons que ces composé€s sont caractéristiques pour les Asteraceae.
D’aprés les informations spectrales que nous avons pu déduire, pour une formule brute
Ci5H2903 le nombre d’insaturation est égale a 6, lorsque 1’on enléve 3 pour les 3 doubles
liaisons et une pour la fonction (C=0), il reste 2 degrés d’insaturation : un pour le cycle

lactonique et celui qui reste ne peut présenter que la structure monocyclique.
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Spectre 29 : RMN COSY du produit V.
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Spectre 30 : RMN HMBC du produit V.

L’examen du spectre de corrélation COSY (spectre n° 29) prouve en plus des
corrélations attendues vu le spectre HMBC (n° 30) que tous les noyaux de carbones sont
attachés entre eux et il n’y a que ceux des deux méthyles et un éthylénique (=CH;
exocyclique), ce qui exclue les probabilités de structure de xanthanolide et celle
d’¢lemanolide.

Il reste le cycle d’un germacranolide qui est trés fréquent dans les Asteraceae, notamment
dans la tribu des Anthemideae.

Les corrélations H-H COSEY reportées sur le tableau n° III-1II-5 ci-dessous, nous ont

permis de positionner les divers protons sur le cycle a 10 chainons et sur le cycle lactonique.

Pour confirmer I’identification, les données RMN 'H, les données dept 135 et les

corrélations longues distances HMBC ont été examinées et reportées sur le méme tableau.

Les corrélations observées entre les signaux des protons oléfiniques a (6.22, d, 3.3Hz),
eta (5.55, d, 3.3 Hz) avec le carbone éthylénique d’une part, d’autre part ces protons corrélent
¢galement avec le carbone du carbonyle, ce qui indique la position exocyclique de ce
méthyléne en position a sur le cycle lactonique, c’est I’exo a-méthyléne-y-lactone le fragment

caractéristique de ce type de composés attaché a C-7.
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D’apres le spectre COSY (n° 29) et spectre HMBC (n° 30) le H a 2.63 ppm correle
avec, d’une part, le proton a (4.58 ppm) et d’autre part, avec celui a (1.87 ppm). Le
déblindage du premier (4.58 ppm), a cause de son voisinage avec un oxygene, indique que la
fusion lactonique est faite sur son carbone a 81.5 ppm. Les constantes de couplage

caractérisent la fermeture transannulaire, donc le composé est de type 6, 12-germacranolide.

Les corrélations observées sur le spectre COSY (n° 29) entre H-8 a et b avec le proton
déblindé a 4.15 ppm, porté par le dernier carbone oxygéné, orientent vers le positionnement

de I’hydroxyle sur le C-9.

Les trois protons du méthyle a 1.41 ppm corrélent, d’un coté, avec le C-9 et, de ’autre,
avec les carbones (Cq) et (129.0ppm). Le proton a 5.04ppm correle avec le carbone du
méthyle; ceci nous oriente vers la déduction qu’une des deux doubles liaisons est entre C-1 et
C-10. Les corrélations H-H COSY supplémentaires de ce proton oléfinique avec deux protons
(2.26, 2.19 ppm) portés par le méme carbone et encore celles H-C longues distances (HMBC)
le Me-14 sur le C-10.

Concernant la deuxiéme double liaison, elle est localisée entre C-4 et C-5 grace aux
corrélations HMBC observées sur le spectre n® 30, d’une part, celles entre les protons du
méthyle a 1.66 ppm et les carbones éthyléniques et, d’autre part, celles entre le proton a 4.58
ppm avec le carbone du méthyle C-15. Les corrélations supplémentaires du proton
éthylénique avec C-6, C-7 et aussi celles des protons méthyliques avec C-3 et C-2,

positionnent ce méthyle (Me-15) sur le C-4.
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Spectre n°® 31: RMN NOESY du produit V.

Les corrélations spatiales déduites du spectre NOESY n° 31 reportées sur le tableau

n® III-1II-5 montrent que les protons : H-9, H-8b, H-7, H-3b et H-2a ont une orientation o.

Les données spectroscopiques rassemblées sur ce produit a la structure suivante :
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Tableau n° ITI-ITI-5 : valeurs des déplacements chimiques RMN 'H et séquences :
HSQC, COSY, HMBC et NOESY (600 MHz) RMN "*C (150 MHz) dans CDCls. du

composé V a 300° K.
8 "H (ppm),multiplicite, COSY HMBC NOESY
J (Hz)
5.04dd (11.7,3.7) C-9, C-3, C-10,C-14, C-2 H-9
2.251d (12.5, 4.8) C-1,C-4, C-10,C-3 H-14
2.19m
2.31ddd (11.7,4.7, 2.6) C-5,C-4,C-1,C2,CI15 H-15
1.98td (11.7,5.5) C-5,C-1,C+4, C2,CI15
4.58 d (10.3) C-3,C-7,C-6,C-4
4.52 dd (9.5, 8.8) C-8,C-7,C-5,C+4
2.63 ddtd C-9, C-6,C-12, C-11 -
(10.5, 8.8, 3.3, 1.5)
2.15ddd (14.7, 2.6, 1.5) C-7,C-9, C-1, C-10
1.87 dt (14.7, 10.5) Cl11, C-10,C12,C9,C7
4.15 dd (10.6, 2.6) C14,C8,C1,C10,C7
5.55d(3.3) C-7,C-12,C-11, C-6 HI13
6.22d (3.3) C-7,C-6,C-12, C-11
141s C-3,C-9, C-1, C-10
1.66d (1.4) C-3,C-5, C-4, C6,C2 H3, H6

133




Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

HI-III-I-6-Elucidation structurale du composé VI :

L’analyse par spectrométrie de masse de I’échantillon VI a produit un spectre de masse
obtenu apres ionisation ¢électrospray en mode positif qui présente plusieurs signaux

diagnostiques de la présence en solution d’un composé de masse molaire 264 Da:

Le spectre RMN °C (spectre n° 32), dept 135 (spectre n° 33) et HSQC (spectre n° 34) met en
¢évidence la présence de:
e Un carbone primaire dans la région des champs forts.
e Cing carbones secondaires, deux éthyléniques et trois de type sp’.
e Cing carbones tertiaires dont un est éthylénique, trois de type sp° liés & des oxygénes
apparaissant dans la région des champs faibles, le carbone restant aussi de type sp”.

e (Quatre carbones quaternaires, trois parmi eux sont, le dernier étant de type carbonyle.

(= ]
11

15

Spectre n° 32: RMN BC du composé VI a 330°K.
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Spectre n° 33: deptQ 135 du composé VI a 330°K.
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Spectre n°® 34: RMN HSQC du composé VI a 330°k.
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Les spectres RMN 'H (spectre n°35) et HSQC (spectre n® 34) mettent en évidence la

présence de :

Un groupement méthyle, soit trois protons.

Cinq groupements méthylénes, trois d’entre eux hybridés sp’, deux autres sont
¢thyléniques, soit pour la somme de 10 protons.

Cing groupements méthines dont un éthylénique, trois autres liées a des carbones

oxygénés, le dernier. faisant en tout cinq protons.

On dénombre en plus deux protons des deux hydroxyles ce qui fait la somme de vingt protons

(tableau n° I1I-111-6).

B e

Ty -

Spectre n° 35: RMN "H du composé VI a 330°k.

En se basant sur les informations collectées, ce composé représente probablement la

structure d’une lactone sesquiterpénique avec un degré d’insaturation égale a six, ce chiffre

traduit les trois double liaisons déduites a partir des six carbones éthyléniques (spectres RMN

¢, deptQ 135, RMN 'H), la liaison C=0 lactonique, le cycle lactonique et enfin un cycle de

la structure de base. Vu les déplacements et les constantes de couplages enregistrées sur le

tableau n° III-11I-6, le squelette le plus probable dans ce cas est celui du germacranolide.
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Spectre n°® 37: RMN HMBC du produit VI a 330°k.
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Chapitre III Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

La présence du fragment caractéristique exo-o-méthyléne-y-lactone est argumentée par
la détection sur le spectre RMN 'H (spectre n° 35) des signaux a 6.10 et & 6.09 ppm confirmé
par les corrélations longues distances H-C (spectre HMBC n° 37) de ces deux protons avec
les carbones.

Le proton porté par ce dernier carbone montre a son tour (spectre HMBC n° 37) des
corrélations avec les carbones a 137.8 et 169.3 ppm; ceci confirme la position de la fonction
lactonique sur le carbone (C-7), la fermeture du cycle lactone qui est faite sur le carbone (C-8)
et non pas sur le carbone (C-6), est justifié par le déplacement du (C-8) vers des champs plus
faibles, indiquant le voisinage de ce carbone a un atome d’oxygene.

Le spectre COSY n°36 montre que les deux protons éthyléniques correlent avec les
protons a 2.68 et a 2.38 ppm portés par le méme carbone et celui de HMBC (n° 37) qui
présente leurs corrélations, ce qui méne a déduire que la double liaison est exocyclique entre

C10-C14.
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Le proton a 4.13 ppm, qui correle, comme précédemment cité, avec H-7, présente des

corrélations supplémentaires a son tour avec le proton du méthine et aussi avec les carbones

de la double liaison, ce qui conduit a placer cette liaison entre C4-C5, et le méthyle en

position 15 .
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Spectre n°® 38: RMN NOESY du produit VI a 330°k.

Les quatre carbones asymétriques contenus dans la structure de ce composé sont: C-1,

C-6, C-7 et C-8. Si on admet la position a pour le H-7, le H-8 va étre en position

B, les

corrélations NOESY (spectre n® 38) observées pour H-8 avec H-1 et H-6 orientent ces

derniers vers la méme position que lui et par conséquent, les hydroxyles vont étre du coté a

du plan de la molécule.

L’ensemble des informations réunies pour ce produit oriente vers la structure :
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Tableau n° ITI-ITI-6: valeurs des déplacements chimiques RMN 'H et séquences :
HSQC, COSY, HMBC et NOESY (300MHz), RMN "*C (75MHz) du composé VI dans le

DMSO-dé6 a 330K.

8 "H (ppm), multiplicité, COSY HMBC NOESY
J (Hz)

3.75 ; brdd (8.6 ; 5.7) C9,C14,C10 H-5,
2.15;m C15,C4 -
1.90 ; m C15,C1,C10

2.14;m C15,C2,C6,C1,C4 -
1.93;m C15,C2,C6,C1,C4

4.99 ; brd (9.9)

4.13 ; brt (9.7) C7,C4,C5,C11 H-13,
2.74;ddt (9.5;6.8;2.9) C6,C11

3.97;ddd (9.3;6.8;2.9) C6 H-6,
2.68 ;ddd (13.9;2.6; 1.8) C8,C7,C14,C10 -
2.38;dd (13.9;9.2) C7,C1,C8,C14a,C10

6.10 ; m C7,C11,C12 H-6
6.09 ;m

5.03; brqt (1.6) C9,C1,C10 -

4.98 ; brqt (1.6)

1.62;d(1.1)

C2,C3,C6,C5,C4
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ITI-ITI-I-7-Elucidation structurale du composé VII :

Le spectre IR enregistré pour ce produit a présenté les bandes suivantes: une a
3346.0 cm” correspondant & un hydroxyle, d’autres a 1762.3, 1177.3 et 1051.7 cm’,
caractérisant le groupement (a-méthylén-y-lactone). Tandis que, celles 4 1652.2, 816.5 cm™

indiquent la présence d’insaturations (double bande exocyclique) [234-237].

Les spectres de masse obtenus aprés ionisation électrospray en mode positif et en mode
négatif de I’échantillon VII ont présenté plusieurs signaux diagnostiques de la présence en

solution d’un composé de masse molaire 264 Da:

Les spectres deptQ 135 (n° 39) et HSQC (n° 40) révelent la présence des types de carbones
suivants:
e Un carbone primaire (sp’) dans la région des champs trés forts.
e C(Cing carbones secondaires dont deux sont éthyléniques, les trois autres sont de type
sp’.
e Cing carbones tertiaires de type sp’, trois parmi eux sont oxygénés, et les deux autres.
e Quatre carbones quaternaires dont deux de type éthylénique, un seul de type carbonyle

et un dernier étant de type sp”.

On compte 15 carbones pour ce produit.
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Spectre n°® 39: deptQ 135 du composé VII a 300°K.
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Spectre n° 40: RMN HSQC du composé VII.
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Les spectres RMN 'H (spectre n° 41) et HSQC (spectre n® 40) mettent en évidence la

présence de :

e Un méthyle (CHj3) soit trois protons.

e Cing méthylénes (CH,), deux d’entre eux sont de type sp® portés deux par deux par

deux carbones, les trois autres sont saturés relativement blindés, soit dans 1’ensemble

10 protons.

e Cing méthines (CH), trois oxygénés et deux autres. faisant en tout cinq protons.

On compte en plus deux protons pour ceux des deux hydroxyles ce qui fait un totale de vingt

protons. Leurs caractéristiques sont citées dans le tableau n° III-I11-7.
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Spectre n° 41: RMN "H du composé VII a 300°K.

En soustrayant de cette masse les 15 carbones et les 20 hydrogénes (dénombrés sur le

tableau n°® III-11I-7), il reste la masse de quatre atomes d’oxygene ce qui conduit a la formule

brute C;5H,004 d’un sesquiterpeéne fonctionnalisé.
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A ce stade on peut proposer la structure d’une lactone sesquiterpénique pour ce
compos¢é montrant un nombre d’insaturation équivalent a six, en enlevant de ce chiffre les
insaturations déduites du spectre deptQ 135 et celui du RMN proton, c.a.d deux doubles
liaisons, une fonction (C=0) en plus le cycle lactonique. Ceci converge vers une structure de
base bicyclique, qui ne peut étre que celle d’'un eudesmanolide confirmé par le déplacement

de son méthyle angulaire caractéristique égale a 0.88 ppm.
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Spectre 43 : RMN HMBC du produit VII.
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Les données des expériences de corrélation 'H-"H COSY (spectre n° 42), corrélation directe

'H-"*C HSQC (spectre n° 40) et de corrélation indirecte 'H-"*C HMBC (spectre n° 42)

permettent d’identifier les caractéristiques de ce squelette :

Par analogie aux composés précédents, on a déduit que le C-7 est le porteur du
fragment a-méthylen-y-lactone.

Comme la fusion lactonique se fait, généralement, sur I’un des deux voisins du C-7,
dans le cas de ce compos¢, la possibilité de fermeture est faite sur le carbone a 78.9
ppm et non pas sur celui a 29.5 ppm, son déplacement 1’indique, (détectés a partir des
corrélations observées sur les spectres (‘H-'H COSY, 'H-*C HMBOQ).
Afin d’attribuer la position C-6 ou bien C-8 au carbone a 78.9 ppm, nous avons pu
enregistrer les constatations suivantes:

Le proton a 2.14 ppm présente lui aussi des corrélations avec celui a 3.98 ppm
indiquant ainsi le voisinage directe de leurs carbones, mais ses corrélations avec les
mémes carbones quaternaires ménent a ce que ces deux carbones soient les voisins du
carbone C-5.

Un autre résultat est dévoilé a partir de ces constatations ; il montre que le C-5 avec
celui porteur du Méthyle angulaire constituent les tétes du pont entre les deux cycles
de la structure de base, c.a.d (C-5 et C-10), cette déduction est confortée par les
corrélations supplémentaires du H-5 avec le carbone du méthyle.

Ce qui permet de conclure que ce compos¢ est de type 6,12- eudesmanolide. La valeur

de Ju6 n7 = 11.0 Hz indique la transfusion lactonique.
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Par analogie, on peut confirmer la position exocyclique de la derniere double liaison
entre le carbone quaternaire oléfinique porteur des deux protons a (5.02, 4.87 ppm) qui
correlent avec leurs deux voisins les plus proches (C-5) et a 33.3 ppm. Les couplages
observés sur le spectre COSY (spectre n°® 42) consolident ces conclusions, d’un coté
entre le proton a 5.02 ppm et celui a 2.05 ppm et, d’un autre, entre le proton a 2.14
ppm et celui a 4.87 ppm.

e Deux carbones tertiaires portant les protons déblindés a 3.93 ppm et a 3.84 ppm
indiquant la présence de deux fonctions alcooliques. Les corrélations H-H COSEY du

proton a 3.93 ppm avec les deux H-8, positionnent le premier hydroxyle sur le C-9.

Les corrélations du proton a 2.05 ppm de la deuxiéme paire avec 1’éthylénique a 5.02
ppm témoignent ce résultat et les corrélations H-C longues distances (reportées sur le

tableau n° III-111-7) le confirment.

L’ensemble de ces informations conduit a la structure représentée ci-dessous, pour
laquelle 1’analyse NOESY spectre (n° 44) a déterminé les emplacements des

substituants de ses centres chiraux.
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Spectre n° 44: RMN NOESY du produit VII.
La structure du composé VII comporte six carbones asymétriques. Il s'agit de C1, C5, C6, C7
et C9, C10; admettant que le H-7 est position a, sur le spectre NOESY n° 44 ce proton

présente des corrélations avec les protons: H-9.

L’ensemble de ces constatations nous mene au produit représenté par la structure :
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Identification de Lactones sesquiterpéniques dans B. cinerea

Tableau n° ITI-ITI-7 : valeurs des déplacements chimiques RMN 'H et corrélations :
HSQC, COSY, HMBC et NOESY (600 MHz) RMN “*C (150MHz) du composé VII dans

CDCl; a 300°K.

8 "H (ppm), multiplicité, COSY HMBC NOESY
J (Hz)

3.84dd (11.4,4.8) C2,C10,C14,C5 H-9
1.78 dt (12.5, 5.0, 2.0) C3,C10,C4, C1

1.57tdd (13.2,11.7,5.1) C-3,C-6, C-1

2.31ddd (13.9,4.8,2.2) C-5,C-2,C-1 H-15b
2.08 brtd (13.8, 5.1) C-1,C-2,C-5

2.14 brd (11.0) C6,C1,C14,C10

3.98t(11.0) C10,C7,C14,C8 H-14
2.56 tddd (11.0,3.7,3.3,2.9) C-6,C-9, C-11

2.23ddd (12.8,4.7,3.7) C10,C7,C5, C6

1.65td (12.5, 11.0) C10,C7,C6,C9,C11

3.93dd (10.8, 4.6) C-6, C-1

5.42d(3.3) C-12,C-7,C-11

6.07d (2.9) C12, C11,C6,C7 H-13a
0.88s --- C10, C5,C-6, C-1

5.02 brs C-3,C-5 H-3a,
4.87 brs C-3,C-5 H-14,
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Chapitre IV Teneurs en polyphénols et activité antioxvydante

Partie I : généralités
IV-I-1-Introduction :

Depuis plusieurs années, de nombreux travaux ont été consacrés a la recherche
d'antioxydants naturels [246-248], non toxiques et puissantes, capables d’agir contre le
processus d’oxydation in vitro et/ou in vivo et de remplacer les composés synthétiques, dont

la sécurité est discutable [249-251].

Désormais, de nouvelles sources végétales sont recherchées et 1’étude de 1’activité
antioxydante des plantes est devenue une sorte de mode ces derniéres décennies [247, 248,
252].

En raison des changements socio-économiques et culturels des consommateurs et des
industriels au cours du temps, le milieu scientifique a été bouleversé, celui-ci a donc souhaité
approfondir cet axe de recherche.

Diverses spécialités scientifiques sont impliquées et les travaux de recherche ont été
développés pour D’extraction, I’identification, la quantification et la valorisation de la
potentialit¢ ~ bioactive  des  substances naturelles et/ou les  extraits  qui
les contiennent [247, 248, 253-255].

Les composés phénoliques, en possédant une structure chimique idéale pour des activités
anti-radicalaires, se sont avérés étre plus antioxydants in vitro que les vitamines E et C [256].

La variation du nombre de groupes hydroxyles phénoliques et leur position,
conduisent, d’un c6té, a des catégories de polyphénols trés diversifiées telles que : les acides
phénoliques, les flavonoides, etc, et d’un autre, a une variation de leur capacité antioxydante.
Etant des constituants de nos aliments (Iégumes, fruits, herbes et épices) [257-260], les
polyphénols pourraient contribuer de maniére significative a l'effet protecteur in vivo [261].
Dans ce contexte, des informations bibliographiques par rapport a ce type de composés ainsi

qu’aux antioxydants seront présentées dans ce qui suit:
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IV-1-2-Catégories et structures des composés phénoliques :

Structuralement, les composés phénoliques comprennent un noyau aromatique, qui
possede au moins un substituant hydroxylé. Ce dernier conduit les composés phénoliques
simples a se polymériser pour obtenir des phénols complexes ou polymérisés ; malgré la
grande diversité structurale ce groupe est connu sous le nom : Polyphénols.

Les polyphénols constituent une famille de métabolites secondaires, largement
répandue dans le régne végétal caractéristique de la famille des Asteraceae.

Les polyphénols sont classés principalement selon leur structure de base, en conséquence,
deux catégories sont distinguées : les composés phénoliques simples et les phénoliques
complexes [61]. Ces composés peuvent étre groupés dans plusieurs classes comme le montre
le tableau IV-I-1.

Tableau IV-I-1 : quelques classes des polyphénols.

Catégorie Classe Structure
Phénols simples Cs
Acide hydroxybenzoique Ce-C,
Acide hydroxycinnamique Ce-Cs
SITE Flavonoides, isoflavonoides Ce-C5-Cq
Lignanes, néolignanes (C6-C3),
Biflavonoides (C6-C3-Co)
Complexe Tannins condensés (C6-C3-Co)n

Les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins sont considérés parmi les principaux
groupes des polyphénols [61, 256, 262, 263]. Quelques structures de ces groupes sont

présentées a titre d’exemples :

IV-1-2-1-Les acides phénoliques :

Ils sont représentés par les hydroxybenzoiques et les hydroxycinnamiques.

IV-1-2-1-1-Les acides hydroxybenzoiques :

Ce sont les plus simples des composés polyphénoliques, leur structure de base est C¢-C;. Ils
sont présents dans les végétaux aussi bien sous forme libre que sous forme glycosylée.

La figure IV-I-1 représente quelques exemples :
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COOH COOH
COOH
HO OH OCH,4
OH OH
OH
Acide p-hydroxvbenzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure IV-I-1: exemples de structure d’acides hydroxybenzoiques.

IV-1-2-1-2-Les acides hydroxycinnamiques :

Ces molécules possedent un cycle aromatique avec 3 carbones en plus Ce-Cs. A titre
d’exemple, nous citons : 1’acide p-coumarique, l'acide caféique, l'acide férulique, et 'acide

sinapique. Les structures des deux premiers sont représentées sur la figure [V-1-2.

HO HO X _-COOH
COOH
HO HO
Acide p-coumarique Acide caféique

Figure I'V-1-2: exemples de structure d’acides hydroxycinnamiques.

IV-I--2-2-Les flavonoides :

Une catégorie trés importante des composés polyphénoliques, dont la structure est a 15
atomes de carbones arrangés comme suit : C6-C3-C6 (fig. IV-1-3).
Les substitutions varient au sein de la molécule et donnent les différentes sous classes des

flavonoides, a savoir: Les flavonols, flavones, flavanones, isovlavones et autres [61, 256].

1
O
C

Figure IV-1-3 : structure de base des flavonoides.
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IV-1-2-3-Polyphénols complexes :
Les tanins :

Ils représentent une classe trés importante de polyphénols de plantes, ils ont certaines
propriétés spécifiques telle que la précipitation des protéines, d’ou leur capacité de tannage
des peaux, structuralement, ils sont divisés en tanins hydrolysables et tanins condensés

[18-21]. Un exemple de chaque groupe est représenté sur la figure IV-1-4.

OH OH

1.2.3.4.6-penta O-galloyl-p-D-glucose Procyanidol B3
(tannin hydrosoluble) (tanin condensé)

Figure IV-1-4 : exemples de structure des tanins.

IV-I-3-Intéréts et propriétés biologiques des composés phénoliques :

Les polyphénols ont suscité l'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord,
ils ont un role essentiel dans le métabolisme des végétaux. Leur role consiste a contrdler la
croissance et le développement des plantes, en interagissant avec les hormones végétales
spécialisées. Certains d’entre eux jouent le role de phytoalexines comme les isoflavonols qui
permettent de lutter contre les infections causées par les champignons, ou par les bactéries.

Ensuite, ils sont impliqués dans plusieurs domaines de notre vie quotidienne, tels que :
les industries agro-alimentaires, pharmaceutiques, cosmétologie etc.

Les polyphénols sont doués d’un large éventail d’activités biologiques. Ils constituent une
importante famille d’antioxydants naturels [263-269].
Le tableau IV-I-2 ci-dessous regroupe quelques bioactivités attribuées aux polyphénols [270-

273].
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Tableau IV-I-2: activités biologiques de quelques composés phénoliques.

Composés phénoliques Activité biologique
phénols Eugénol Antiseptique, analgésiques
Gingérol antioxydante
Acide Phénols Acide cafeique Antibactérienne

Acide Salicylique Antifongique, antioxydante.

Flavonoides Lutéoléine Antitumorale, anti-inflammatoire,
Catéchine antioxydante,  antiallergique,  antiulcéreuse,
Hespéridine antivirale, antimicrobienne, diurétique...
Quercétine
Naringénine
Tanins Tanin gallique Effet stabilisant sur le collagéne, antioxydante,

Proanthocyanidine | antidiarrheique, effet antiseptique,..

IV-1-4-L’activité antioxydante :
IV-1-4-1-Phénomene d’oxydation dans les aliments :

L’auto-oxydation (oxydation non enzymatique par O,) est I’'un des principaux
phénoménes de dégradation des lipides poly-insaturés présents dans divers produits
alimentaires tels que les huiles végétales et leurs dérivés (margarines). La réaction se réalise
par I’intermédiaire d’un mécanisme radicalaire, catalysé par la lumiére, la chaleur et/ou des
substances produisant des radicaux libres ; elle conduit a la formation de produits lipidiques
oxydés (hydroperoxydes, aldéhydes, époxydes,..) toxiques. De plus, les interactions de ces
derniers produits avec d'autres ingrédients alimentaires tels que les vitamines, protéines et
autres lipides, détériorent les propriétés organoleptiques des aliments [274, 275].

L’addition d’antioxydants capables de réagir avec les radicaux hydroperoxydes
lipidiques, aux préparations alimentaires, est I’une des méthodes suivies dans les industries

agro-alimentaires pour empécher les évolutions oxydatives des lipides [274-278].
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IV-1-4-2-Les espéces réactives oxygénées et le stress oxydant :

Dans le cadre de nombreux phénomeénes biologiques, des espéces radicalaires tres
instables et trés réactives sont produites d’une manicre continue au sein de notre organisme,
par exemple, lors de la respiration cellulaire, ’oxygeéne moléculaire se transforme en
diverses substances oxygénées, communément appelées especes réactives oxygénées
(Reactive Oxygen Species : ROS) ; méme d’autres facteurs environnementaux ( radiations :
X, UV, pollution, tabagisme,..) participent a leur production. Ces entités chimiques sont
susceptibles de participer a ’endommagement des molécules biologiques telles les lipides,
I’ADN, ..

Dans certaines situations, la surproduction dépasse nos défenses antioxydantes (les
enzymes spécialisées) et entraine un déséquilibre entre la production et la destruction
(neutralisation) de ces especes. C’est le stress oxydant [279-281].

Pour établir I’équilibre a nouveau, I’approvisionnement en urgence d’antioxydants
supplémentaires est trés nécessaire. Cela peut se faire facilement par une alimentation trés

riche en ces substances (polyphénols, vitamines,..).

I'V-1-4-3-Classification des antioxydants [274,282] :

Une des classifications adoptées pour les antioxydants est celle basée sur leur mode

d’action. En effet, les antioxydants peuvent agir a deux stades:

e Stade de formation des radicaux libres, cette action est préventive car ces substances
vont diminuer la vitesse d’initiation d'oxydation, ils ne transforment pas les radicaux
libres en structures plus stables. On trouvera différentes classes de molécules comme
les agents chélateurs de métaux pro-oxydant, des piégeurs de la molécule d’oxygéene,
inhibiteurs des enzymes pro-oxydative ainsi que des enzymes antioxydantes et
destructives des hydroperoxydes. Les antioxydants de cette classe sont nommés
secondaires ou bien type II.

e Stade de propagation des radicaux libres : ce sont des antioxydants du type I, ayant la
capacité de neutraliser les radicaux libres déja formés. Ils sont désignés aussi
antioxydants primaires. Généralement, ce sont des composés phénoliques (AH)
capables de donner un atome d’hydrogéne au radical libre et de le convertir en un

composé stable non radicalaire.

154



Chapitre IV Teneurs en polyphénols et activité antioxvydante

IV-1-4-4-Mécanismes de I’activité antioxydante des polyphénols :

Les polyphénols contribuent a I’inhibition des entités réactives oxygénées ROS, a travers
plusieurs modes d’action. Dans notre étude nous allons nous limiter a présenter deux parmi

eux :
1V-1-4-4-1-Piégeage des radicaux libres :

Les antioxydants de type phénolique réagissent selon un mécanisme radicalaire [par
Sherwin]. A cause de leur faible potentiel redox E= 0.56-0.7 V, les polyphénols Ar-OH
cedent formellement un radical hydrogene au profit des radicaux libres tels que les peroxyles,

hydroperoxyl et les pi¢gent ainsi [282, 283].

OH o o) 0
RO + © — » ROH + ©<—> @Hé

Figure IV-I-5 : mécanisme d’action des antioxydants phénoliques [282].

Le radical phénoxyl produit est stabilisé par résonance. Comme il peut, dans certains cas

réagir avec un autre radical pour former une ortho-quinone plus stable.

Figure IV-1-6 : piégeage des radicaux libres par le noyau B [283].

155



Chapitre IV Teneurs en polyphénols et activité antioxvydante

IV-1-4-4-2-Chélation des ions métalliques :

La présence de certains ions métalliques tels que ceux du fer et du cuivre, est
indispensable pour de nombreuses fonctions physiologiques dans nos organisme. Cependant,
leur auto-oxydation favorise la formation des espéces réactives oxygénées, comme ils peuvent
donner naissance a des radicaux hydroxyles tres réactifs par réduction de H,O, (réaction de

Fenton) [284].

Les polyphénols et, plus particuliérement, les flavonoides sont considérés comme de
bons chélateurs de ces ions. Leur structure est favorable pour la formation de complexes
métalliques stables, au niveau de leurs sites appropriés [285, 286]. A titre exemple le cas de la

quercétine est représenté ci-dessous (figure 1V-1-7).

._,ME n+
oH N
© OH
OH
OH o 7
T Men® Me = Fe™', Cu™
Me"*

Figure IV-1-7 : sites de chélation des flavonoides.

Globalement, plusieurs facteurs peuvent intervenir pour déterminer 1’efficacité d’un
antioxydant tels que : le potentiel redox, les éléments structuraux (nature, nombre et positions

des substituants), le pH du milieu, la vitesse de réduction, ...[287, 288].
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Partie II : méthodes et matériels
IV-11-1-Matériel végétal utilisé

Le matériel végétal des deux plantes a été préparé comme préalablement cité dans le
chapitre II, plus une quantité supplémentaire de Matricaria pubescens (Desf.) qui a été broyée
a l’aide d’un broyeur mécanique ; les poudres végétales ainsi obtenues ont servi pour la

préparation des différents extraits.

IV-II-2-Préparation des extraits :

Cette étape consiste a préparer différents extraits, en utilisant une variété de solvants
organiques, seuls ou mélangés avec de 1’eau. Les extraits utilisés dans cette partie de notre

travail sont préparés selon les méthodes citées ci-dessous.
A partir de la plante Matricaria pubescens (Dest.) :

a- Extrait I: macération de la poudre végétale dans une solution hydroalcoolique
(méthanol/eau) a chaud. Cette opération a été répétée trois fois.

b- Extrait II : préparation d’un extrait méthanolique pareil a celui décrit dans (a), suivie
d’une extraction liquide-liquide au moyen de I’acétate d’éthyle.

c- Extrait III : extraction liquide-liquide par le n-Butanol de la phase aqueuse restante
de (b).

d- Extrait IV : macération du matériel végétal broyé dans le mélange acétone/eau [289].

e- Extrait V : macération de la poudre végétale dans de I’eau chaude durant 1h.

f- Extrait VI : préparé selon la méthode suivie dans (chapitre III : partie II).

g- Extrait VII : (HEM) déja préparé dans (chapitre II : partie II).

A partir de la plante Brocchia cinerea (Vis.) :

h- Extrait VIII : extrait méthanolique préparé selon la méthode suivie dans (a).
i- Extrait IX : extrait préparé dans (chapitre III partie II).
j- Extrait X : (HE1) déja préparé dans (chapitre II : partie II).

Comme certaines de ces méthodes sont exposées dans les chapitres précédents, nous
allons nous limiter a détailler seulement les autres protocoles dont les étapes suivies sont

résumées sur les figures [V-II-1 et [V-I1-2:
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" Macération & chaud 25g matériel

végétal+100 ml meOH/H,0 : 80%

e
l_/’ Evaporation a sec

Extraction lig-liq

e ey

—

————— —
Phase aqueuse Phase organique
——————————— R

l l/' Evaporation a sec

Extraction lig-liq

Extralt 11
% e ——

e
Evaporation a sec

:

Extrait 111

Figure IV-1I-1 : protocole d’extraction des extraits (I, II, III et VIII).
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25g materiel végetal

S

+100 ml acétone/H,0 : 80%

l‘" 45min a 4°C

Extrait

l
—

| Culot Surnageant

v

E———— ]
ad Evaporation a sec
v

Extrait IV

Figure IV-1I-2 : protocole d’extraction de I’extrait I'V.

IV-II-3-Evaluation de D’efficacité des antioxydants :

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle ’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise. Le plus souvent, il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante d’un échantillon.

Dans 1’étude présente, deux méthodes ont été utilisées pour estimer [’activité
antioxydante des extraits préparés. La premiére consiste a quantifier le contenu phénolique et
flavonique des extraits, antérieurement décrits, en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu. Alors
que la deuxiéme mesure le pouvoir des extraits testés, a inhiber les radicaux libres en utilisant
le radical stable (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) couramment appelé le radical DPPH'. Le
test est largement utilis¢ au niveau des extraits hydrophiles trés riches en composés

phénoliques [290,291].
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IV-11-3-1-Dosage des polyphénols totaux :

Les teneurs des végétaux en polyphénols sont extrémement variables d’une espéce a
une autre. Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des
polyphénols totaux. L’estimation de ces métabolites secondaires par le réactif Folin—Ciocalteu

est la plus répandue [292, 293].

IV-11-3-1-1-Principe :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué¢ par une méthode adaptée par Singleton
et Ross (en 1965) avec le réactif de Folin—Ciocalteu [289-295]. Le réactif est formé d’acide
phosphotungestique H;PW,04 et d’acide phosphomolybdique H3;PMo,,04, qui sont réduits
lors de I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne
(Mosg0O3), ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de 1’ordre

de 760 nm [292, 293].

IV-II-3-1-2-Procédure expérimentale :

Une gamme d’étalonnage d’acide gallique de 10 solutions a été préparée a partir d’une
solution mere a (100pg/ml). A chacune d’elle il a été ajouté le réactif Folin-Ciocalteu, apres
10 min, une solution de Na,COs a ét¢ ajoutée, les mélanges ainsi obtenus, ont ét¢ maintenus a

I’obscurité pendant 60 min a température ambiante.

Les lectures de la densité optique a 760 nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer
la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. L analyse quantitative des phénols totaux dans nos
extraits a été réalisée par la méme procédure. Toutes les mesures sont répétées 3 fois

[294,295].
IV-11-3-2-Dosage des flavonoides :

IV-11-3-2-1-Principe :

La capacité des flavonoides de former des complexes colorés avec certains métaux a été
exploitée pour développer un test afin de les quantifier; le trichlorure d'aluminium est utilisé
pour ce test. Les complexes produits sont de couleur jaune, ils absorbent dans le visible a 415

nm [292,295].
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IV-11-3-2-2-Procédure expérimentale

Des volumes égaux de 1’extrait et une solution AICl; (2%) sont mélangés. L’absorbance
est mesurée a 415 nm, apres incubation a température ambiante pendant 40 min.
Dans les mémes conditions et de la méme facon sont mesurées les absorbances de la série des
solutions standards de quercétine préparées a partir d’une solution mere de concentration

égale a 0,1 mg/ml. Toutes les manipulations sont répétées 3 fois.

IV-11I-3-3-Evaluation de ’activité antiradicalaire
IV-11-3-2-1- Principe

L’utilisation du radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle est trés répandue dans 1’étude
de Dactivité antioxydante des composés phénoliques [47-51]. 1l est accessible, relativement
stable a température ambiante comme il peut absorber a 517nm, L’évaluation de I’efficacité
d’un antioxydant se fait facilement en mesurant par un spectrophotometre UV-Vis la
diminution de la coloration violette, due a I’inhibition des radicaux DPPH".

N02 NOZ

O,N NO, O2N NO, )
N +  ROH — NH + RO
| |
N

SR® o
Figure I'V-II-3 : La réaction entre le radical libre DPPH’ et I’antioxydant.

Le test de capacité de piégeage des radicaux « 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl :
(DPPH’) » est I’'une des approches appliquées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante d’un
échantillon. Elle est basée sur la détermination de cette capacité envers ce radical commercial
stable [293, 294], exprimée en pourcentage du pouvoir d’inhibition (%PI) donné par la
relation :

%PI= [(Acon-Accht) *100] / Aconte ... )

Ou : Acont: Absorbance de control (solution de DPPH' seul).
Acche: Absorbance de 1’échantillon avec DPPH'.

161



Chapitre IV Teneurs en polyphénols et activité antioxvydante

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé,

les résultats sont souvent portés par rapport a un standard, tel que I’acide ascorbique. [295-297]

IV-II-3-2-2-Procédure expérimentale:

Une prise de 3.9 ml d’une solution DPPH" (6.10-> M) préparée dans le méthanol
absolu est ajoutée a 0.1 ml d’extrait a concentration fixée (aprés plusieurs essais
préliminaires). Les absorbances des mélanges sont mesurées a 517 nm apres incubation des
différentes solutions pendant 30 minutes a 1’obscurité [293,297]. L’acide ascorbique en tant
que référence a été utilisé pour la préparation de la gamme d’étalonnage.

Le pourcentage de piégeage du radical DPPH’, est calculé selon 1’équation (2) précédente.
Chaque test est répété trois fois et les résultats ont été présentés par la moyenne des trois

essais.
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Partie III : résultats et discussion

Les parties aériennes des deux plantes, Brocchia cinerea (Vis.) et Matricaria

pubescens (Desf.) ont été soumises a différents types d’extraction, les composés

phénoliques ont été les plus ciblés par ces méthodes dans les extraits I, 11, II, IV, V et VIIIL.

Elles sont basées sur la macération de la poudre végétale a chaud ou a froid avec des mélange

de solvants de différentes polarités: méthanol/eau, acétone/eau, AcOEt, BuOH et afin de se

rapprocher plus aux préparations traditionnelles, nous avons utilisé seulement de 1’eau chaude

pour I’obtention de I’extrait (V).

IV-III-1-Calcul des rendements des extraits préparés :

Généralement, plusieurs facteurs influencent les rendements des extractions aux

solvants organiques, a titre d’exemples nous citons: la température, le solvant

d’extraction, la taille des particules et le coefficient de diffusion de solvant.

Le tableau IV-III-1 regroupe les rendements calculés pour les extraits préparés.

Tableau IV-1II-1: solvants d’extraction et rendements des extraits.

Extrait Solvant
I meOH/eau
II AcOEt

I BuOH
v Acétone/eau
Vv Eau
VI --
VII CHCl;
VIII meOH/ eau
IX CHCl;
X -
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Figure I'V-III-1 : représentation graphique des taux de rendements des extractions.

Des rendements variables sont obtenus pour les différents extraits préparés (figure I'V-III-
1), chez Matricaria pubesens le rendement le plus ¢élevé est obtenu par le mélange
hydroalcoolique (23,22%) suivi du rendement réalisé par de I’eau (21,98%), et la valeur la plus
faible est celle présentée pour le mélange hydrocétonique (19,07 %). Pareillement, [’extrait
hydroalcoolique de Brocchia cinerea a été le plus rentable, parmi ses autres extraits, avec un
taux de rendement égal a (18.51%)

Il est a constater que le mélange hydroalcoolique (80% MeOH) a été trés efficace et a
entrainé une masse importante de la composition chimique polaire, entre autres les
polyphénols, dans le cas des deux plantes. Néanmoins, la teneur de B. cinerea (Vis.) en ces
produits est inférieure a celle calculée pour M. pubescens (Dest.).

Bien que I’eau soit trés polaire, la valeur de rendement de son extrait (V) a été
légérement moins faible par apport a celle de I’extrait (I). Ce résultat traduit la nécessité
d’addition d’un solvant organique a I’eau pour extraire le maximum de produits phénoliques,
du moins au plus polaire.

Les autres extraits ont été, relativement, moins rentables par apport aux précédents,
cela est peut étre du a la sélectivité des solvants utilisés, particulierement aprés 1’utilisation du
mélange meOH/eau comme dans le cas de (I’extrait II) ou I’AcOEt entraine majoritairement
les phénols moins polaires (ex : flavonoides mono-glycosylés), ou dans le cas de (1’extrait III)
ou le BuOH extrait la grande portion des polyphénols plus polaires (ex : des flavonoides

glycosylés) [61].
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Globalement, la récupération des polyphénols a partir de matieres végétales est
influencée par leur solubilité dans le solvant d'extraction, le nature de solvant, le degré de
polymérisation de phénols, l'interaction des phénols avec d'autres constituants du matériel
végétal et la formation de complexes insolubles. Les différences dans la polarité (et donc
l'extractibilité) peuvent expliquer les différences notées sur les résultats des rendements. En
outre, la polarité du solvant joue un role clé dans I'augmentation de la solubilité polyphénols.
Par conséquent, il est difficile de mettre au point un procédé standard d'extraction adapté a
l'extraction de tous les phénols d’origine végétale.

Généralement, les solvants les moins polaires sont considérés comme appropriés pour

les phénols lipophiles [298, 300].

IV-III-2-Estimation des teneurs en composés phénoliques

IV-III-2-1-Dosage des phénols totaux et des flavonoides :

La spectrophotométrie UV-Vis nous a permis de quantifier le taux des polyphénols
présents dans les extraits préparés.

La courbe d’étalonnage établit a I’aide de différentes concentrations de 1’acide
gallique a partir d’une solution mére 100 ug/ml a permis d’estimer les teneurs en composés
phénoliques, elles ont été alors calculées a partir de la courbe d'étalonnage et exprimées en mg
Equivalent Acide Gallique par 100g de matériel végétal sec (mg EAG/100g plante).

En ce qui concerne les contenus en flavonoides, ils ont été¢ évalués par la méthode
d’AlCls. Pareillement, la spectrophotométrie UV-Vis a permis le dosage des flavonoides qui
peuvent étre présents dans ces deux plantes. Pour cet effet, une courbe d’étalonnage est tracée
en utilisant différentes concentrations de la quercétine en tant que standard et la teneur est
exprimée en mg Equivalent de quercétine par 100g de matériel végétal sec (mg EQ/100g

plante). Ces résultats sont illustrés sur la figure IV-III-1.
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Figure IV-III-2 : représentation graphique des teneurs en polyphénols et en flavonoides.

La figure IV-II1-2 montre la variabilité des teneurs en polyphénols totaux (PhT) et en
flavonoides (FT), dans les extraits testés, elles difféerent d’un extrait a un autre. La plus grande
teneur de M. pubescens en (PhT) est reflétée par la valeur de I’extrait aqueux estimée a
1009.5 (mgEAG/100g plante) suivi de I’extrait hydrométhanolique avec 657.1 mgEAG/100g
plante.

D’apres les quantités des (PhT) calculées pour (II) et (III), on remarque que I’AcOEt a
entrainé une bonne quantité de son extrait méthanolique, elle a ét¢ estimée a 523.2 mg EAG/100g
plante, la quantité restante a ét¢ extraite par le BuOH : 438 mgEAG/100g plante. La somme des
deux derni¢res teneurs est clairement supérieure a la quantit¢ des (PhT) de leur extrait
méthanolique ; d’autres substances constitutives supplémentaires telles que les protéines, sucres,
pigments,..., ont été probablement extraites par les deux solvants utilisés. Elles ont la capacité de
réduire les composants du réactif Folin-Ciocalteu [292, 293].

Le contenu des extraits testés dans cette étude témoigne bien sur la richesse de M. pubescens
en composés phénoliques et en flavonoides, d’ailleurs cela a été attendu car des études

phytochimiques réalisées sur ce genre et plus spécialement sur cette espece ont dévoilé sa
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richesse en composés phénoliques parmi les quels des coumarines et des flavonoides ont été
caractérisés [52, 53].

La teneur en flavonoides (FT) est en corrélation avec celle en polyphénols (PhT) pour
chaque extrait, sauf pour I’extrait IV (hydroacétonique), dont ’inversion des taux (PhT :
4272 et FT: 526.3 mgEAG/100g plante, peut étre expliquée par la non-sélectivité¢ de la
réaction du chlorure d’aluminium. En effet, beaucoup de produits chimiques peuvent réagir de
la méme fagon que les flavonoides.

Dans le cas des extraits chloroformiques, le solvant n’a pu extraire que de faibles taux
de polyphénols ; des résultats semblables ont été obtenus dans I’étude [301]. Sauf pour la
valeur 165.2 mg EAG/100g plante en (PhT) qui a été repérée comme la plus importante teneur
dans I’extrait (VII).

L’étude quantitative de 1’extrait méthanolique de B. cinerea a été en faveur des études
qualitatives déja réalisées [32-35]. La teneur de cet extrait en (PhT) a été estimé a 485
mgEAG/100g plante et en (FT) a 281.4 mgEAG/100g plante.

Globalement, les résultats obtenus dans notre travail, notamment ceux des extraits méthanoliques,
se rapprochent significativement avec ceux publiés dans d’autres études [290, 294, 299-302].

Finalement, Il est & noter qu’aucune teneur en ces composés n’a été enregistrée pour
les deux huiles essentielles testées (VI et X).

La confrontation des résultats des teneurs en flavonoides a celles en composés
phénoliques des deux plantes, notamment dans les extraits V, II et III, indique la prédominance
des acides phénoliques tels que les acides hydrobenzoiques et hydrocinnamiques ainsi que

leurs dérivés tels que les tanins hydrolysables [263-265, 303].

IV-1II-3-Evaluation de I’activité antioxydant par le test DPPH:

En cherchant de nouvelles bio-ressources pour lutter contre la surproduction néfaste des
radicaux libres, les extraits préparés dans la présente étude ont été testés pour évaluer leur
capacité a réduire le radical synthétique DPPH".

Le suivi spectroscopique du changement de sa couleur violette vers le jaune indique son
inhibition et permet ’estimation de 1’activité anti-radicalaire de nos extraits exprimée en

(%IP).
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En essayant d’appliquer les critéres d’utilisation des antioxydants cités dans la
littérature [248, 249, 274, 276, 277], les premiers tests ont été effectués a des concentrations
fixées.

Certaines ont répondu positivement, comme dans le cas des extraits II et III, qui ont révélé des
puissances d’inhibition remarquables : supérieur a 90 % pour les deux extraits d’AcOEt et
celui au BuOH. Mais pour les autres, il a été¢ nécessaire de chercher les concentrations aux
quelles ces échantillons auront un %PI significatif, en respectant les limites de concentrations
permises.

Apres plusieurs essais, les concentrations ont été déterminées et les principaux résultats du

pouvoir d’inhibition de nos deux plantes sont résumés sur la figure (IV-III-2).

= %al'l

v VI YII

I II III IV YVIII IX X

Figure IV-1II-3 : Représentation graphique du pouvoir d’inhibition.

L’extrait hydroacétonique (IV) a été trés efficace vis-a-vis des radicaux DPPH’, on lui a
enregistré un %PI > a 85%.

Pareillement, I’extrait hydrométhanolique (I) a présenté un pouvoir antiradicalaire trés
appréciable vis-a-vis du radical DPPH’, évalué a (+) de 90%, mais a une concentration plus
importante. Bien que, la méthode d’extraction n’est pas la méme, une étude réalisée a Béchar

[304] a reporté presque le méme %PI pour I’extrait méthanolique estimé a 92.11%.
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En les comparants avec les précédents, les deux extraits V et VII n’ont pas été aussi
efficace, leurs P1% ont été respectivement, 27.01% et 31.04% mais cela n’empéche pas de les
considérer comme de bons antioxydants en réduisant de tels pourcentages de radicaux libres a

de telles concentrations.

Le dernier extrait (V) de M. pubescens a montré une faible activité antioxydante reflétée
par le %PI évalué a 13.7% avec la concentration de 10 mg/ml. Inversement a notre résultat,
[304] a signalé que I’huile essentielle de M. pubescens de Béchar a fait preuve d’un %IP égal

a 74.06% plus important que le notre.

En ce qui concerne les extraits représentatifs de la plante B. cinerea, la solution préparée
de ’extrait VIII a inhibé 70.8% de radicaux DPPH et celle préparée de I’extrait IX, avec la
méme concentration, a révélé une capacité antioxydante estimée a 52.16%, alors que le %IP
de son huile essentielle a été évalué¢ a 45.55%. Ces valeurs sont assez appréciables,
notamment celle de D’extrait méthanolique. Globalement, elles prévoient un potentiel

antioxydant trés important pour la plante.

D’ordre général, les %PI calculés pour les extraits étudiés ont reflété les teneurs estimées
dans ces derniers en composé polyphénoliques et plus particulierement en substances
flavoniques. Mais certains extraits ont fait des exceptions, comme dans le cas de 1’extrait
aqueux (V) qui a montré la plus grande teneur en polyphénols 1009.5 mgAGE/100g plante
et une teneur trés importante en flavonoides 642.1 mgAGE/100g plante. Mais son %PI dans le
test DPPH a été le plus faible parmi tous les extraits de M. pubescens. Ce constat confirme la
présence de produits non phénoliques dans les extraits et qui réagissent positivement avec le

réactif Folin-Ciocalteu et AICI;.

Alors que les résultats des deux huiles essentielles (VI, X) et les deux extraits
chloroformiques (VII, IX), nous ont permis de conclure que des produits qui ne font pas partie

des polyphénols peuvent étre potentiellement antioxydants.
Globalement les résultats du test DPPH ont démontré que les extraits préparés des deux

plantes étudiées, sont doués d’un pouvoir antiradicalaire important qui est en relation directe

avec leurs contenus appréciables en polyphénolset de flavonoides. Ainsi,
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Matricaria pubescens (Desf.) et Brocchia cinerea (Vis.) peuvent étre exploitées comme une

source naturelle d’antioxydants facilement accessible.

IV-III-4-Détermination de la concentration effective CEs :

La concentration de 1’antioxydant influence directement I’estimation de son efficacité.

Pour s’affranchir de I’effet de la concentration, la réactivité est souvent estimée par la

concentration effective (CEsp) de I’antioxydant, qui correspond a la réduction de 50% de

radicaux DPPH". La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que sa CEs

est petite [296].

En se basant sur leurs %Pl enregistrés a des faibles concentrations, les extraits I, II, ITI

ont été sélectionnés pour accomplir la recherche de leurs concentrations effectives CEsy.

En effet, des dilutions de ces extraits ont été effectuées a partir des concentrations

signalées précédemment.

Les différentes solutions des trois séries ont été soumises au test DPPH, selon la méme

procédure expérimentale utilisée initialement, avec trois répétitions pour chacune d’entre

elles.
Les CEsg ont été déduites graphiquement a partir des courbes correspondantes :
f(Concentration) = %PI.

La figure IV-III-4 représente les résultats obtenus.

OECS0

Figure I'V-111-4 : Représentation graphique des CEs.
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D’apres cette figure, les valeurs de CEsy enregistrées pour les trois extraits (I, II, I11),
reflétent directement les estimations calculées pour eux en polyphénols totaux, notamment

celles en flavonoides.

Des travaux de recherche sur différentes plantes médicinales et différents végétaux
[291, 301, 305-310], ont signalé des CEs, relativement proches de nos valeurs. A titre
d’exemple, 1’étude de M. A. Ebrahimzadeh et al [301], réalisée sur des extraits méthanoliques

de I’espece Ornithogalum sintenisii L, a conduit a des CEs équivalentes a 368 et 669 pg/ml.

Par comparaison, nous avons constaté¢ que la CEsy de I’extrait III est au voisinage de
celles citées dans la littérature pour différentes classes de flavonoides. A titre d’exemples, la
valeur de CEs calculée pour 1’apigénine est de 427.7 pg/ml, celle du myricétine est de 438.6
ug/ml [290] et parmi les glycosylés nous citons 1’apigénin-7-glucoside qui a présenté une
valeur de 387.26 pg/ml [305, 306]. Quant a I’extrait (I), il s’est montré plus efficace vis-a-vis
des radicaux DPPH’, en présentant une CEsy beaucoup plus faible que les exemples cités ci-

dessus.

Cependant, la confrontation de nos trois CEsy avec les CEsy d’antioxydants de
référence, tels que I’acide ascorbique (3.43-8.4 pg/ml), la quercétine (2.1-5.25 pg/ml), la
rutine (34.67 pg/ml), trolox (3.38 pg/ml) ou le BHA (53.96 ug/ml) et le BHT (14.87 ug/ml)
[301, 305, 307], les montre treés efficaces en tant que mélanges, contenant sirement des
molécules antioxydantes autant puissantes que ces standards. Elles méritent d’étre isolées,

caractérisées et utilisées comme une source naturelle d’antioxydants.
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A lissue de la présente étude phytochimique de certaines plantes a caractére
médicinale de la flore Algérienne, Brocchia cinerea (Vis.) et Matricaria pubescens (Desf.),
nous avons partiellement établi la composition chimique des huiles essentielles des deux
plantes en mettant en évidence leurs chemotypes, ainsi que l’¢lucidation structurale des

substances de types lactones sesquiterpéniques.

Comme tout travail dans le domaine de la phytochimie, notre principal objectif est la

recherche de nouveaux produits naturels potentiellement bioactifs.

L’utilisation des techniques de séparation chromatographiques et d’analyse
spectroscopiques, de pointe, telles que GC-MS, HPLC-DAD, RMN mono et bidimensionnelle
'H, C, deptQ 135, HSQC, COSY, HMBC, NOESY, DRX, et VCD, nous ont permis

d’identifier :

» 44 composés représentant 96.77% de la composition chimique de 1’huile essentielle
de Brocchia cinerea (Vis.) et par conséquent, son chemotype caractérisé par la thujone

(55.4 %), le camphre (11.28 %) et le santolinatricne (8.00 %).

» 85 produits représentant 81.34% de la constitution de 1’huile essentielle de Matricaria

pubescens (Desf.) dont I’herniarine avec 16.92% représente le constituant majoritaire.
» les structures chimiques de six lactones sesquiterpéniques dans 1’extrait

chloroformique de Brocchia cinerea (Vis.) deux de type guaianolide, trois

germacranolides et un eudesmanolide, en plus a un septiéme produit (Seco-thujéne).
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Par ailleurs, la recherche de I’activité antioxydante chez les deux plantes a été réalisée par le
test DPPH qui a permis d’évaluer I’activité antiradicalaire d’une variété d’extraits issus des
deux especes étudiées. Tous les extraits ont été actifs mais les résultats les plus notables

sont enregistrés pour:

» Les extraits de M. pubescens obtenus par le méthanol/eau, 1’acétate d’éthyle, le

butanol, qui ont montré des P1% supérieur a 90%.

» Les extraits de B. cinerea obtenus par le méthanol/eau et le chloroforme qui ont

montré des PI% moins puissants, supérieur a 52.16%.

Notons que les pourcentages d’inhibition (P1%) du radical DPPH’ ont été, pour la majorité des
extraits, en concordance avec les taux de teneurs en polyphénols et en flavonoides estimés

dans cette étude.

Bien que notre travail ait contribué a €lucider la composition chimique des deux Asteraceae
étudiées, il reste beaucoup a découvrir car leur richesse en métabolites secondaires a potentiel
bioactif est toujours prometteuse. D’autres travaux complémentaires phytochimiques et
biologiques vont strement enrichir notre connaissance sur ces plantes pour mieux les

exploiter.
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