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e Résumé

Artemisia herba alba est un arbuste qui appartient a la famille des Astéracées. C est
une plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. Ce
iravail est consacré a I’étude phytochimique de cette plante du genre Artemisia, Ce
genre trés réputé pour accumuler de métabolites secondaires de type lactones
sesquiterpéniques et de type flavonique, Ces deux classes de substance naturelles sont
connues pour leurs activité biologiques diverses notamment 1’ activité cytotoxique et
antioxydante.

La partie aérienne de la plante (tige et feuilles) a été soumise a une macération dans
le méthanol, I’investigation phytochimique des extraits obtenus de cette plante
utilisant les différentes méthodes de séparation chromatographique telles que la
chromatographie sur colonne et couche mince de gel de silice ont permis 1’isolement
de quatre produits a 1’état pur de type flavone, flavonol, flavonol substitué en 3 etun
aurone.

La détermination de la structure partielle de ces composés flavoniques on été basées
principalement sur la fluorescence sous lumiere UV, la spectrophotométrie UVv-
Visible et la valeur de Rf dans différents systémes de solvants.






Introduction Geénérale

e Introduction générale

La médecine moderne et surtout thérapie chimique présente un risque contre
I'équilibre de la santé de I'homme par ses effets secondaires dont résultent d'autres
maladies de ce fait, ’homme a souvent eu recours & la médecine traditionnelle qui
présente généralement moins de toxicité, moins contre-indications et peu de risque de
sur dosage. Elle est basée sur I'utilisation des plantes médicinales et leurs substances

actives [1].

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des si¢cles comme remede a diverses
maladies humaines. Elles sont considérées comme une source de matiéres premiéres

essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point

de futurs médicaments [2].

Dans le monde, prés de 80 % de la population ont recours aux plantes médicinales par
manque d’accés aux médicaments prescrits. Mais aussi parce que les plantes ont pu
démontrer une réelle efficacité. Aujourd’hui, la savoir des tradipraticiens est de moins
en moins transmis et tend a disparaitre. C’est pour cela que 1’ethnobotanique et
I’ethnopharmacologie s’emploient a recenser, partout dans le mondc, des plantcs
réputées actives et dont 1l appartient a la recherche moderne de préciser les propriétés

et valider les usages |3].

En Algérie, I’industrie pharmaceutique, mais également des médecins et des
chimistes cherchent a mieux connaitre le patrimoine des espéces spontanées utilisées
en médicine traditionnelle. Leurs modes d’utilisation, leurs indications dans diverses
pathologies ainsi que les principes actifs sont étudiés depuis plusieurs années [4,5].

L ’Artemisia herba alba est une plante médicinale largement utilisée par la population

algérienne, notamment dans la médecine traditionnelle.

La valeur thérapeutique de cette plante est due & ses métabolites secondaires,
notamment les huiles essentielles et les composés phénoliques. La concentration de

ces molécules peut varier d’un organe 4 ["autre de la méme plante.

Les composés phénoliques principalement les flavonoides, acides phénoliques,

constituent une richesse largement exploitée par les industries agro-alimentaire,
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Chapitre I Les composés phéenoliques et terpéniques

1.1. Introduction

Les plantes sont dites médicinales, lorsqu'un de leurs organes posséde des activités
pharmacologiques, pouvant conduire & des emplois thérapeutiques. On n’utilise généralement
qu'une partie de la plante : la racine, la feuille, la fleur, la graine. Elles représentent la forme la
plus ancienne et la plus répondue de médication [1].

Les plantes médicinales contiennent un grand nombre de molécules utilisées dans les
industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques, notamment les coumarines, les
alcaloides, les acides phénoliques, les tanins, les terpénes et les flavonoides [2].

Dans le monde végétal, les molécules naturellement synthétisées peuvent étre classifiées en
deux grandes catégories : les métabolites primaires et les métabolites secondaires.

Les molécules issues du métabolisme primaire ce sont des composés qui sont produits dans
toutes les cellules el qui jouent un rdle majeur dans les interactions de la plante avec son
environnement. contribuant ainsi 4 la survie de l'organisme dans son écosysteme [3]. Ces
molécules comprennent : les acides aminés communs, les acides gras et les sucres.

Les molécules issues du métabolisme secondaire sont des molécules essentielles dans la vie
végétale et interagissent avec l'environnement, ils sont aussi dcs sources importantes pour les
produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires et les arbmes [4].

Leurs produits ont été trouvés dans toutes les parties des plantes. Et répartis selon leurs réles

de deéfense, ef celle raf'-.pﬂril.linn varie d'nne plante a l'antre.
I13 sc classent ¢en troiy prundy groupey :

< les composées phénoliques : tanins, lignines, coumarines, flavonoides.

% Les terpénes: hémiterpénes (CS5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15),
diterpénes (C20), triterpénes (C30), tétraterpénes (C40), et polyterpénes (plus que
C40).

% les composés azotés : alcaloides, bétalaine, hétérosides, cyanogenes et glucosinolates.
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1.2. les composés phénoliques

1.2.1. Définition

Les composés phénoliques sont des molécules spécifiques du régne végétal. Plus de
8000 molécules ont été isolés et identifiés [5]. Ils se trouvent dans les racines, les tiges, les
fleurs, les feuilles de toutes les plantes. Les principales sources de nourriture sont les fruits et
légumes, les boissons, les céréales, les oléagineux et les Iégumineuses [6], IIs forment un tres
vaste ensemble de substances avec des structures diverses qui sont difficiles & définir [7].

Les polyphénols ou composés phénolique sont subdivisés en phénols simples, acides-phénols
(dérivés de l'acide benzoique ou cinnamique) et coumarines, , en flavonoides, et en formes
polymérisées : lignanes, lignines, tanins.. leur rdle d’antioxydants naturels suscite de plus en
plus d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies
inflammatoires[8],cardiovasculaires et neurodégénératives [9]. Ils sont également utilisés
comme additifs pour les industries agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique [10].

1.2.2. Classification

On peut dégager les principales classes de composés phénoliques dans le tableau suivant :

Nombre de C Classe Exemples/origine
| Cé6 Phénols simples | Hydroquinine, catéchol
Cé6-C1 Acides phénols Acide salicylique Acide p(OH) benzoique
. C6-C3 Acide cinnamique | Acides caféique, férulique (café,pomme)
| Coumarines Esculétine,scopolétine(citron),Eugénol

Phénylpropénes (Giroflier)

| (C6—-C3)2 Lignane Pinorésinol (pin)

[ (C6—-C3)n Lignine Bois , noyau des fruits
C6-C3-Cé6 Flavonoides Apigénine_ lutéoline, quercétine (fruits)
; Isoflavonoides Génistéine (soja, pois),Pélargonidine, cyanidine
. Anthocyanes et delphinidine (Fleurs, firuite rouget)
i
' (C6-C3 - C6)2 Bitlavonofides Amentotlavone

(C6-C3 - C6)n | Proanthocynes Procyanidines, Prodelphinidines (Raisin rouge)

Tableau L1 : principales classes des composés phénoliques selon le nombre de carbone [11].
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1.2.2.1. les acides phénoliques

1.2.2.1.1. Définition et classification

Les acides phénoliques sont des composés organiques qui ont au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. En chimie botanique I’emploi de cette
dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique [12].

a. Acides phénols dérivés de ’acide benzoique (Cs-C1)

Sa structure générale de type Ce-Ci est trés présente dans le régne végétal soit sous
forme libre soit en combinaison avec 1'état ester ou d’hétéroside [13].

COOH COOH LOOH COOH

sHsHeonle

= P ~ g
I 1

Acide
Benzoigue OH A?id?r .
iy ) salycilique
Aude‘p hydroxy yetliq Rt
benzoique ( Baume

protocatéchique
de Tolu) (Tilleul)

b. Acides phénols dérivés de I’acide cinnamique (Cs-Cs3)
Les acides phénoliques en Cs-C3 comme (acides p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution trés large dans le régne végétal, le plus souvent estérifiés

[7].

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cimnanuque
H OH H Actde p cotmanagne
[ ” OH OH H Acide caféique
| OCH? OH H Avnde Feraluue
OCH:3 OH OCH:3 Acide smapique

Tableau I.2: Principaux acides hydroxy cinnamiques [14].



Chapitre 1 Les composés phénoliques et terpéniques

1.2.2.2. les Coumarines

L.2.2.2.1. Définition

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de Ce-Cs, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-o-pyrone [15] et toutes sont substituées en 7 par hydroxyle.
Elles sont responsables de 1’odeur caractéristique du foin [16].

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et
possedent des propriétés trés diverses [17].

Elles présentent un grand intérét en raison de leurs propriétés pharmacologiques. En
particulier, leur activité physiologique, bactériostatique et antitumorale [18]. Ils ont la
capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes [19].

5 4

Figure I.1 : Composé Bcenzo-
a-pyrone

1.2.2.2.2. Structure chimique et classification

Les coumarines possédent une ou plusieurs fonctions phénoliques.
Les hydroxyles de ces coumarines peuvent étre libres, éthérifiés ou engagés dans une liaison

hétérosidique.
On les divise en deux:

® Coumarines simples.

e Coumarines complexes.
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a) Coumarines simples:

Ces composés sont trés répandus dans le régne végétal, plus de 700 structures
sont déja décrites et possedent des substituions(OH ou OCHs) en 6 ou 7 [20].

Figure 1.2 : Structure générale des coumarines.

Composé R6 R7 RS
Ombéliferone H OH H

Daphnetine H H ot

Esculitétine OH H OH
Esculétol OH OH H

Tableau 1.3: Structure chimique des coumarines simples hydroxylés en C6, C7 ou C8 [21].

b) Coumarines complexes

b.1) Les furanocoumarines ou furocoumarines

La furocoumarine, est un ensemble de substances toxiques, elles sont obtenues a partir de la
fusion du noyau d'un composé chimique (furane) et d'une substance organique aromatique
(coumarine) [22].

o En 6,7, ce sont les furocoumarines lin€aires.

o En 7.8, ce sont des furocoumarines angulaires.
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genine R R
psoralene H H

o hergaptene 03 H
xanthotoxine H 0CH3

6,7-furocoumarines

C’est la forme linéaire.

—

R' e
XX -
) ’ genine R R
o 8/ 5 1 angelicine H H
- pimpinelline  OCH3 OCH3

7.8-furocoumarines

C’est la forme angulaire.

b.2) pyranocoumarine

Ils sont formés par la fusion d’un hétérocycle pyrane avec la coumarine:
o Série linéaire : xanthylétine.
o Série angulaire: samidine, visnadine.

La forme angulaire est la plus répondue.
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Xanthylétine
Figure 1.3: Structure chimique de Xanthylétine : pyrancoumarine linéaire.

. génine R i
OCOCH, samidine -CH=C(CH3)-CH3 ‘
visnadine CH(CH3)-CH2-CH3 |

OCOR
Figure L.4: Structure chimique de quelques pyrancoumarine angulaire.

1.2.2.3, les tanins

1.2.2.3.1. Définition

Les tannins végétaux contiennent tous les composés glucidiques et phénoliques ; hien que
leurs structures soient assez éloignées les unes des autres, ils ont des propriétés communes.
Les tannins sont trés répandus dans le régne végétal, ils sont localisés dans les écorces, les
bois, les racines, les feuilles et les fruits [23].

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé [17].
1l existe deux grandes classes de tannins :

e les tannins hydrolysables.
® les tannins condensés.

10
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1.2.2.3.2. les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters d’un sucre, qui est trés généralement le glucose,
et I’acide gallique ou de I’acide ellagique, associés a des molécules d’acide-phénol [24,25].

OH

HO OH

COOH
Acide gallique Acide ellagique

Figure L5 : Structure chimique des acides gallique et ellagique.

1.2.2.3.3. les tanins condensés ou tanins catechiques ou proanthocyanidols

Les tanins condensés ou proanthocyanidols, sont des polyphénols appartenant a la famille
iles Mavinuiles ['Hi]. i Il)lllll!ly‘-‘Hlllr‘\ veslland ile 1a lmfyun;'-rn,;ﬂ“l_nn d undteys Ndavan-3-ols
[27]. Lls différent des tanins hydrolysabies par :

® Une structure voisine 4 celle des flavonoides.
® Absence de partie osidique.

® Non hydrolysables, en milieu acide fort et & chaud ils se polymérisent en donnant des
précipités insolubles rouges bruns appelés phlobaphénes.

1.2.2.4. les ligunines
1.2.2.4.1. Définition

La lignine est présente principalement dans les plantes vasculaires et dans quelques
algues. Sa composition varie avec I’espéce végétale [28].

11
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La lignine résulte de la polymérisation d’un composé phénolique en Cs-C3 de nature para-
hydroxycinnamylique qui serait essentiellement de I’alcool para-coumarylique et de ces
dérivés méthoxylés : I’alcool coniférylique et I’alcool sinapylique [29].

1.2.2.4.2. Classification :

Les lignines sont des polymeéres tridimensionnels. Il existe au moins trois types de monomeéres
différents :

e l'alcool coumarylique, appelé unité H (hydroxyphényle)
® ['alcool coniférylique, appelé unité G (guaiacyle)
e ['alcool sinapylique, appelé unité S (syringyle), & deux groupes méthoxy [30].

OH HiCOL AL AL

HO

Alcool paracoumarylique Alcool coniférylique

Alcool sinapylique

H,CO

HO

OCHj

12
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I.2.2.5. Les flavonoides

1.2.2.5.1. Définition

Les flavonoides, présents dans la plupart des plahtes, sont des pigments poiyphénoliques
qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc [17]. IIs sont
des dérivés du noyau flavone ou 2-phényle chromone portant des fonctions phénols libres. Le
noyau flavone est lui-méme un dérivé du noyau flavane de base [31].

Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composés, dont les plus importantes
sont les suivantes : flavones, flavonols, flavonones, isoflvones, flavanonols, isoflavanones,

chalcones, aurones et anthocyanes [32].

(L

PN TS,
(g

~_ -

~

Figure 1.6 : T'lavone ou 2-phénylechromone

I.2.5.2. Classification des flavonoides

e Les flavones, flavonols

Cette famille est la moins couramment trouvée dans le régne végétal. Ces composés sont
présents principalement dans les céréales et certains légumes. La structure de base est la 2-
phénylchromene-4-one. Elles présentent nine donhle liaison entre C? et C3 Tes principales

flavones sont I’apigénine et la lutéoléine [7].
e Les flavan-3-ols ou flavanols
Composés phagodéterrants ayant la propriété de faire précipiter les protéines et impliqués

dans la défense contre les pathogénes et phytophages. Ces propriétés font qu’on assimile
parfois aux tanins ces molécules de faible poids moléculaire [7].

13
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e Les flavanones

Sont des composés présentant de fortes similitudes de structures avec les flavonols mais ne
comportant aucun groupement OH en position 3, ni de double liaison entre C2 et C3.
On y classe la naringénine et I’hespéridine, responsables du golit amer des agrumes [7].

e Les isoflavones
Ont des structures similaires aux cestrogénes. Le cycle aromatique B est lié en C3 au lieu de
C2 comme chez les autres flavonoides. Des groupements OH sont présents en position C7 et
C3. La principale source alimentaire est le soja [7].

e Les chalcones, aurones

Les chalcones, dépourvus de [’hétérocycle central, sont caractérisés par la présence d’un
chainon tri-carboné cétonique dont la liaison o-f est insaturée [7].

e Les anthocyanes

Les anthocyanes ou anthocyanines sont des pigments naturels solubles dans 'eau, de couleur
rouge a bleu. Ces molécules sont présentes dans un certain nombre de végétaux,
principalement dans les pétales et dans les fruits rouges en leur conférant des couleurs allant

du rouge au bleu [7]

14
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\
\

OH

o]
Flavone |"[‘.l\'0nUP

0 0

Flavanone

o

IS N

P e =
P Anthoevane
Isollavone
O O “\\\\
e
o) Flavane
Aurone
OH

(6 Flavan-3-ol
Chalcone

Figure 1.7 : Différent classe des flavonoides [33].
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1.2.5.3. Méthodes d’analyse des flavonoides

La fluorescence sous lumiére UV , la valeur de Rf dans différents systémes de solvants,
les résultats de la spectrométrie de masse (SM) avec différents modes d’ionisation, la
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) avec ses différentes expériences
monodimensionnelles ( 1H, 13C , DEPT) et la spectrophotométrie UV-Visible qui donne des
indications importantes sur la nature du flavonoide et son mode de substitution, sont les
techniques utilisées pour I’identification et la détermination des structure flavoniques.

1.2.5.3.a. la fluorescence sous lumiére de Wood :

L’absorption des substances flavoniques sous lumiére de Wood a la longueur d’onde de
365 nm donne des renseignements préliminaires sur la structure chimique.

Le tableau suivant montre la relation entre la fluorescence et la structure chimique [34].

La fluorescence Les structures possibles
Flavones avec 5-OH
Violette noire Flavonol avec 3-OR, 5-OH, 4’-OH
Chlacones.
Flavone ou flavonol sans OH libre en 5.
Bleue Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.
I'lavonol avec 3-OI1 et sans 5-OH.
Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH
Orange fluorescente Isoflavones
Jaune-vert Aurones
Bleu-vert Flavanone sans 5-OH

Tableau 1.4 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood et les structures

Flavoniques.

1.2.5.3.b. Facteur de retardement et comportement chromatographique

En général, La valeur du Rf dans les produits flavoniques donne des informations sur la
nature du produit (aglycone ou glycosyle), il est relié aussi avec la composition d’éluant
utilisé (organique ou aqueux), le type de support chromatographique (gel de silice,
polyamide, cellulose, papier) ainsi que la disposition des différents substituants.

Le tableau suivant montre I’influence de la substitution du squelette flavonique sur la valeur
du Rf.
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La valeur du Rf est définie comme suit :

Distance entre I’origine et la tiche du produit aprés élution

Distance entre I’origine et le front du solvant aprés élution

Le tableau montre I’influence de la substitution du squelette flavoniques sur la valeur du Rf,

Structure flavonique Rf

Rf diminue dans les systémes de
solvants organiques et augmente dans
les systémes de solvants agueux.

Augmentation des groupes
Hydroxyles

Rf augmente dans les systémes de
solvants organiques el diminue dans
les systémes de solvants aqueux.

Méthylation des hydroxyles

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

Tableau L5 : La relation entre le Rf et la structure flavonique.

I.2.5.3.c. La spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométrie UV-visible est une technique importante trés utilisée pour
I’identification des structures flavoniques. Elle permet la localisation des hydroxyles libres et
leur position sur le squelette flavonique et cela par la formation de complexes avec les
différents réactifs, et ¢a se traduit sur le spectre UV-Visible par des déplacements
bathochromiques ou hypsochromiques des bandes d’absorptions par rapport au spectre de
référence pris dans le méthanol. Ce dernier est caractérisé par deux bandes d’absorption

principales : la bande I et la bande II (figure 1.8) [35].
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Ber?iayle Cyngm oyle

Absorption donnant‘= A Absorption donnant
la Bande II la Bande I

Figure 1.8: Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique.

Le spectre enregistré dans le méthanol sera ensuite modifié¢ par 1’addition d’un certain
nombre de réactifs tels que : NaOH, NaOAc, AICIz , H3BO3 et HCI. Ces derniers donnent des
informations sur la structure du composé a travers leur réaction avec les groupements
hydroxyles, cela se traduit sur le spectre UV par des déplacements bathocromiques ou
hypsochromiques des bandes d’absorption [36].

Le tableau donne I’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en milieu
méthanolique pour quelques types de flavonoides.

Le (Tableau 1.6) donne I'intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en milieu

méthanolique pour quelques types de flavonoides.

Type de flavonoides Bande I (nm) Bande II (nm)
Flavones 310-350 250-280
Flavonols (3-OH libre) 350-385 250-280
Flavonols (3-OH substitué) 330-360 250-280
Isoflavones 310-330 245-275
Flavanones et dihydroflavanols 300-330 275-295
Chalcones 340-390 230-270 faible intensité
Aurones 380-430 230-270 faible intensité
Anthocyanidines et anthocyanines 465-560 270-280

Tableau 1.6: Relation entre le maximum d’absorption en UV et le type de flavonoides.
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1.3. Les composés terpéniques

1.3. 1. Introduction

Les composés terpénique volatils (CTV) représentent les métabolites secondaires connus,
a savoir les, les terpénes phénylpropanoides / benzénoides, les acides aminés et les dérivés
d'acides gras. Ces CTV sont généralement lipophiles et ont une pression de vapeur élevée. IIs
peuvent facilement traverser les membranes cellulaires et les libérer dans I'atmosphere ou le
sol [37].
Les terpénes sont des classes d’hydrocarbures produits par de nombreuses plantes. Ce sont
des substances organiques naturelles, représentant une grande famille de métabolites
€lémentaires et secondaires.
IIs constituent la famille de produits naturels la plus divers structurellement,
stériochimiquement avec plus divers de 55 000 molécules identifiées a ce jour dans toutes les
formes de vie [38].
Et dans les plantes ou se trouvent les terpénes, ils se répartissent dans tous les oranges : fleurs,
fruits, feuilles, écorces et fruits.

L.3. 2.Classification des terpénes

Dans les plantes une grande variété des terpénes cycliques et non-cycliques implique un
nombre variable d'éléments isopréniques, dérivés de la 2-méthyl butadiéne, on peut faire la
classification suivante:

v' pour n =2 : les monoterpenes (Cio)

v pour n=3 : les sesquiterpénes (Cs)
v' pour n =4 : les diterpénes (Cao)
v ponrn =95 - les sesterpenes (Cas)
v/ pour n =6 : les triterpeénes (C3o)
v' pour n = 8 : le caoutchouc naturel : les polyterpenes.
Classe Forme chimique Exemple
Isopréne CsHs -
Monoterpéne CioHis Myrcéne
Sesgulicrponey CysHay Fuint sl
Diterpénes CxoHmn Terpinol
Triterpénes C3oHag Squaléne, stérols
Tetraterpénes CaoHas Caroténe
Polyterpénes (CsHgn Caoutchouc

Tableau L.7: les différentes classes de terpénoides
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L'isopréne n'interfére pas avec la biosynthése: cependant, une bonne caractéristique
montre ['unité vitale de ce groupe en fonction du nombre d'unités de monterpénes, de
sesquiterpénes, de diterpénes, de triterpénes et polyisoprénes [39].

I.3. 2. 1. Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes sont des molécules a 15 atomes de carbone de formule CisHoa4
constituées de trois unités isopréniques .ils forment un série d'environ 5000 composé
terpéniques répartis de la méme facon que les monoterpénes [40].

Les sesquiterpénes lactones, sont un groupe important dans un grand nombre de substances
naturelles. Plus de 3000 structures ont été isolés [41]. Il convient de remarquer que
l'allongement de la chaine accroit le nombre de cyclisations possibles [42].

IIs peuvent étre acycliques, monocyclique, bicycliques, tricyclique ou polycyclique.

a) les sesquiterpénes acycliques

Constituent un groupe relativement le moins abondant dans la nature. Ils dérivent tous du
farnésol, nérolidol et leurs esters pyrophosphates. La plupart des sesquiterpénes acycliques
ont un noyau furane ou tétrahydrofuranyl.

b) les sesquiterpénes monocycliques

Il existe une grande variété de sesquiterpénes cycliques. En plus des systémes 2 six
chainons courants tels que le zingiberéne, un constituant de l'huile de gingembre, la
cyclisation d'une extrémité de la chaine a l'autre peut conduire a des anneaux macrocycliques
tels que I'humuléne.

¢) les sesquiterpénes polycycliques

Le caryophylléne est la plus importante; On le trouve principalement dans le poivre et
quelques épices [43].
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sesquiterpéne lactonce)

Figure 1.9: Exemples de quelques sesquiterpénes.

L3. 2. 2. Les Triterpénes

Les triterpénes sont des composés en Csp issus de la cyclisation de I'époxysqualéne ou du
squaléne, qui est ensuite transformé en cholestérol, c'est de plus un des constituants de la
graisse de la laine de mouton [44].

Les friterpénes libres sont des constituants principaux des résines végétales ou du latex,
principalement de 1'alcool ou du glycoside ou de I’ester, la vitamine D2 est un produit dérivé
de triterpene [45].

Ils peuvent étre (figure 1.9): Composés aliphatiques, composés tétracycliques et composés
pentacycliques.
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%

Triterpéne Pentacyclique

Figure 1.10: Squelettes de base des triterpénes.
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Chapitre 11 Propriétés biologiques et travaux antérieurs sur
[’espéce Artemisia herba-alba.

II.1.Introduction

Artemisia herba alba (Armoise blanche) est une espéce de la famille des
Asteraceae de I'Afrique du Nord. Elle est trés répandue sur les hauts plateaux. C’est
une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiée [1]. Ses feuilles sont oblongues,
coupées en bandes vert foncé sur le visage et en coton blanc sur le fond (figure I1.1.),
elle présente également de petites fleurs jaunes tubulaires.

Elle dégager une trés forte odeur, parfois désagréable [2,3]. C'est une plante
médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie, notamment par
les habitants du Sahara central et du nord [4].

Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que
les flavonoides, les acides cafféoylquiniques, les coumarines, les huiles essentielles

5]

Artemisia herba alba a une partie essentielle qui a des activités antioxydants
importantes. Cette partie de la plante est riche en composés antioxydants, qui exercent
leur action antioxydants en inhibant la production d'anions, de peroxydes et
d'hydroxyles et inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes [6].

En Algérie, ce genre couvrir environ 4 millions d’hectares et se développe dans les
steppes argileuses et les sols tassés |7], le tableau qui se suit représente la distribution
de quelques espéces du genre Artemisia dans le monde.
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Localisation Espéces
médio-européennes Artemisia absinthium L
méditerranéenne Artemisia campestris

Péninsule du Sinai Artemisia judaica
Toute I"Europe Artemisia arborescens

Chine Artemisia anomala
Algérie Artemisia herba-alba

Tableau IL.1 : la distribution dc quelques cspéces du genre Artemisia dans le monde.

Figure I1.1 : L’ Armoise ; Artemisia herba-alba
(A) a la fin de la saison de fleuraison; (B) aprés séchage.

I1.2. Les propriétés biologiques du genre Artemisia

Artemisia herba alba posséde de nombreuses propriétés biologiques, parmi
lesquelles on cite les plus importantes :
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I1.2.1. Etudes pharmacologiques

a. Effets spasmolytiques:

L’extrait dans le Me2CO de I’ Artemisia capillaris a inhibé la réponse de contraction a
I’epinephrine des bandes hélicoidales de 1’aorte thoracique du lapin [8].

Le 7-méthyleriodityol isolé a partir d'artemisia monosperma réduit la couleur locale
de I'illéum, de I'utérus et de la vessie. Ces effets antispasmodiques sont partiellement
confirmés par ['utilisation d'Artemisia monosperma dans la médecine traditionnelle

[9].

Il y a un effet spasmolytique dans l'extrait aqueux d'Artemisia monosperma sur
I'iléum et 1'utérus, et la vessie du rat [10].

Les flavonoides séparés de 1’Artemisia abrotanum I, montrent & partir d’'une dose
donnée des effets de relaxation sur le carbacholine induit de la trachée de cobaye [11].

b. Effet Hypotensif

L'administration intraveineuse (3-30 mg / kg) d'extrait d'artenisia scoparia dans le
mélange d'eau et de méthanol produit les effets de I'hypotension et reste les effets du
ceeur et ces effets sont inchangés chez les animaux traités avec 'atropine [12].

¢. Effet hypoglycémique

Dans une étude sur l'alimentation des souris et des lapins, il y a leffet
hypoglycémique de I'Artemisia herba alba, 0.39 g/kg de poids corporel

de l'extrait aqueux des parties aériennes de la plante pendant 2-4 semaines a montré
une réduction significative de niveau de glucose dans le sang, empéche 1'élévation du
niveau glycolyse d'hémoglobine et posséde un effet de hypoliposis, en plus de la
protection contre la perte de poids corporel d'animaux diabétiques [13].

d. Effet antivenimeux

Des extraits aqueux de 12 plantes meédicinales traditionnellement utilisées en
Jordanie pour l'inhibition de venins de serpent et de scorpion chez I'homme ont
été évalués pour leur éventuelle activité anti-venin. Parmi les plantes testées,
I'extrait de plante le plus actif était celui de I’ Armoise blanche, qui a donné 100%
d'inhibition [14].
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e. Activité Cytotoxique

I1 a été rapporté que l'activité anticancéreuse de la lécithine A, B, et C, séparée des
feuilles Artemisia argyle, ces lactones peuvent étre utilisées dans le traitement de la
leucémie [14]. L’extrait de 'Artemisia a montré une activité cytotoxique contre les
lignées cultivées des cellules cancéreuses humaines [15].

f. Activité antioxydante

L’activité antioxydante de l'extrait aqueux d'artemisia a été testée par la méthode de
DPPH (2,2-diphenyl-1-1-picrylhydrazyl), les résultats obtenus ont montré que 1'extrait
aqueux posseéde une activité antioxydante [16].

I1.2.2. Etudes microbiologiques

Sur les 100 extraits méthanoliques de plantes, sculs des cxtraits de parties
aériennes d'Artemisia ludoviciana et d'Atremisia tridentata ont démontré une
inhibition fongiyue elficace conire neul types fonglques examinés [17].

Les flavonoides séparés d'Artemisia giraldii montrent une activité antimicrobienne
contre le staphylococcus, sarcinalutea, Escherichia coli, Pseudoimonasaeruginosa,
Proteus, Aspergillus flavus et Trichodrimaviride [18].

Tous les composés isolés d'Artemisia giraldii et d'Artemisia vestita ont montré un

inhibiteur du pathogeéne humain [19].

I1.3. Utilisation dans la médecine traditionnelle

L’Artemisia herba alba est une plante utilisée depuis longtemps dans la
médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies :

Gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée
en tant que reméde de I'inflammation du tractus gastro-intestinal [20].

La consommation journaliére d'une décoction préparée a partir des tiges et feuilles
d'artemisia permet de réduire les symptomes digestifs [21].

L’Artemisia herba alba est plus connu en Algérie, est utilisée dans alimentation
comme l'ardme de certaines boissons telles que le thé ou le café. Cependant, son
utilisation dans l'industrie alimentaire est encore trés limitée en raison de la toxicité du
béta thuyone [22].
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I1.4. Toxicité

L’Artemisia herba alba est abortive, neurotoxique et hémorragique a fort
doser.Thuyone est une substance toxique et biologiquement active dans I’armoise et la
forme la plus toxique est I’alpha-thuyone. Elle a des effets convulsivantes [23].

ILS. Etude bibliographique sur P’espéce Artemisia herba-alba

I1.5.1. Famille des asteraceae

La famille des astéracées constituent un ensemble homogene, la plus vaste
de toutes les plantes a fleurs, environ 1000 genres et 19000 espéces [24], défini
par I’inflorescence: le capitule. Cet axe aplati, conique ou en déme, entouré d’un
involuero, porte deg flours sessiles, ccpendant de nombreuscs variations affectent:
taille, forme, structure.

Ce sont des plantes médicinales, constituées d'oligosaccharides, souvent présentes
dans les canaux résiniféres, ainsi que des laticiféres, mais I'un des deux est parfois
absent, une présence générale de polyacétylénes et d'huiles essenticlles de terpénes,
généralement des lactones sesquiterpénes |25].

11.5.2. Genre Artemisia

Le genre Artemisia est I'un des plus importants de la famille des Asteraceae; Il
comprend 200 & plus de 400 espéces, riches en huiles essentielles et en
métabolites secondaires, et sont utilisées pour leurs diverses propriétés médicinales
par les pharmacopées locales [26, 27,28].

Des thés de fines herbes de ces espéces ont été employés comme agents analgésiques,
antibactériens, anti-plasmodique, et hémostatiques, anthelminthique, anti-diarrhéique
et diurétique [29].

I1.5.3. Espéce Artemisia herba Alba

Artemisia herba alba est une espéce vivace [30], ses caractéristiques
morphologiques et physiologiques font d’elle une espéce bien adaptée aux conditions
climatiques arides [31], elle présente une odeur caractéristique d’huiles de thymol et
un gout amer d’ou son caractére astringent [32]. Elle représente une importante
ressource fourragére [33].

L’artemisia herba alba est bien connue depuis l'antiquité, plusieurs noms sont
attribuées a l'artemisia herba alba ; thym des steppes, absinthe du désert.
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11.5.3.1. Travaux antérieurs sur Pespéce Artemisia herba-alba

L’Artemisia est I'un des genres les plus grands et les plus répondus dans la
tribu Anthemideae de la famille des astéracées. Il a une valeur thérapeutique trés
importante a cause du métabolisme secondaire, y compris les huiles essentielles, les
terpénes et les flavonoides [34].

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant
une répartition limitée dans l'organisme de la plante [35].

Il existe plusieurs facteurs environnementaux qui affectent la concentration de ces
molécules dans différentes parties des plantes: la température, 'humidité, 'intensité
lumineuse, ['eau, les sels minéraux et le dioxyde de carbone [36].

Les classes majeures des métabolites secondaires isolés sont les les flavonoides et les
sesquiterpénes lactones notamment les eudesmanolides et les germacranolides [37]. .

a) Les sesquiterpénes lactones

Les sesyuilerpenes laclones, représentent un ensemble important en nombre de
substances naturelles. Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes. Plus de
3000 structures ont été isolés, comme par exemple : B-caryophylléne, B-
bisaboléne, farnesol [38].

Un nouveau chémotype d'Artemisia herba alba a été analysé et contient deux lactones
sesquiterpéniques connues, les herbolides E et F, et trois nouveaux herbolides G, H et
I [39].

La constitution en lactone sesquiterpéne de cing populations différentes d'Artemisia
herba alba croissant au Moyen-Orient a été récemment rapportée. En raison de
l'utilisation intensive de cette herbe dans la médecine populaire [40].

Le tableau représente quelques lactones sesquiterpéniques isolés du genre Artemisia.
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Nom du composé Structure Nom de la plante | Référence
Germacranolides
R; R: R3 Ry
Herbolide F H OH H OH | A. herba alba [41]
Herbolide H H OH H H A. herba alba [41]
11B,13-dihydroridentin-3-acetate H H OH OAc | A. desertii [42]
R\\
R
Costunolide H A.hispanica [43]
Tamaulipin OH A.hispanica [43]
Eudesmanolides
T R
A P\
LT
-:;.‘\*T‘// 7 N —Ry
bt
0
R; R Rs Ry
Santamarin CH; H H OH A. hispanica [44]
Herbolide G CH; H OH H A. herba alba [41]
Bl soiiis s CH: | H | OH | OAc | A. herbaalba [40]
ouglamin acetate
OH
Herbolide E P l/\j Yo .].\ A. horha alha [41]
HL) ]’ X ‘?_‘—"'
/
4\
\0

Tableau I1.2: Quelques Composés sesquiterpéniques isolés du genre Artemisia.
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b) Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques qui contribuent a Ia
pigmentation de la plante. Ubiquitaires chez les plantes , formés a partir des acides
aminés aromatiques phénylalanine, tyrosine et du malonate [45].

Les flavonoides jouent un réle trés important, dans la protection des plantes. Elle
sont rencontrés a 1’état libre (solubles) ou liés & un sucre (glycosides) dans le
liquide vacuolaire [46].

Les principaux flavonoides isolés a partir d'Artemisia herba-alba sont I’hispiduline,
la cirsimaritine [46]. Des flavones glycosides comme la 3-rutinoside-quercétine et
I’isovitexine ont €t€ mis en évidence chez des chémotype du Sinai [47].

Composé Quantité relative
Quercetin 3-glucoside +
Quarcetin 3-rutinoside +
Patuletin 3-glucoside +
Patuletin 3-rutinoside +4++
Isovitexin -5

- Schaftoside &
Isoschaftoside +
apigenin s

. hispidulin g

| cirsimaritin -+

- luteolin s

| jaceosidin &

- ersilineol 4

Tableau IL3 : Cowpusés [avouiyues isulés a pailin des feuilles de I 'Ariemisiu herbu-

alba [47).
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Résultats et discussion Etude phytochimique

ITI.1. Récolte du matériel végétal

Artemisia herba alba est une plante appartenant a la famille des Asteraceaes.
C’est une plante fourragére, médicinale et aromatique. Elle est utilisée comme reméde
de beaucoup de maladies tel que le traitement de diabéte et la diarrhée.

Dans cette étude le matériel végétal utilisé a été récolté dans la région de Dhaya
située sur la route nationale N°13, a 65 km au sud de Sidi Bel Abbes en Algérie au

moins d’avril de l'année 2018.

. @ Azl

Figure I11.1 : Localisation de la commune de Dhaya dans L’ Algérie

Figure ITL2 : Localisation de la commune de Dhaya dans la wilaya de Sidi Bel
Abbes.
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II1.2. Dénominations

Nom en arabe : Chih [1,2].

Nom tamazight : Ifsi [3].
Nom en frang¢ais : Armoise blanche [3].

Nom en anglais: Desert wormwood ou white wormwood [2,4].

I11.3. Description Botanique du genre Artemisia

Le genre Artemisia est répandu depuis les iles Canaries et le sud-est de I'Espagne
jusqu'aux steppes de 1'Asie centrale et de I'Afrique du Nord et du Proche-Orient, avec
un nombre variable d'espéces allant de 200 a plus de 400[5].

Glénéralement, il s'agit d’un groupe d'herbes ot d'arbustos aromatiques, densement
tomenteux, pubescents ou glabres [6].

I11.4. Description Botanique de ’espéceArtemisia herba-alba :

T."Ariemisia herba alba Asso est une plaute licibacée vivace a liges ligncusces ct
ramifiées de 30 cm a 50 cm [7], caractérisée par une odeur de thymol [8], avec de
jeunes branches tomentceuses, les feuilles sont petites, sessiles, puhescentes ef 4 aspecl
argenté. Les fleurs groupées en grappes a capitules trés petites et ovoides de 1.5 a3
mm de diamétre de couleur jaune & rougeétre |7|. Ses caractéristiques morphologiques
et physiologiqucs font d’clle une espece bien adaptée aux conditions climatique arides

[9].
II1.5. Place dans la Systématique

Embranchement...... Angiospermae
Régne................ plante
Classe....ccceverenennene Dicotyledones
Ordre...cccceviecieinnnen Asterale
Famille.....cccooeenennns Asteraceae
Genre...oeeeiiriniinnn Artemisia

Espéce.cccererercanaanans Artemisia herba Alba Asso
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I11.6. Préparation du matériel végétal

Le matériel végétal se compose de feuilles de la plante Artemisia herba alba, les
feuilles sont laissées a 'ombre pour sécher & température ambiante dans un endroit

ventilé pendant une semaine.

Figure ITL3 : Arteisia lieiba alba (chily) avant el apiés la récolte.

Les feuilles séches sont coupées a l'aide de ciseaux et les materiaux broyés obtenus
dans des sacs sont stockés a température ambiante, dans un endroit sec et protégés
contre I'humidité et méme la lumiére pour 'utilisation.

Figure II1.4 : séchage des feuilles d'artemisia herba alba
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I11.7. Extraction par macération dans le méthanol aqueux

I11.7. 1. Extraction solide/liquide

La macération consiste a mettre une plante ou une partie de la plante, dans le
méthanol aqueux pour extraire les principes actifs (macération aqueuse) pendant
plusieurs heures [10.11].

220 g de la matiére végétale (parties aériennes) d'artemisia herba alba est mise a
macérer dans un mélange hydroalcoolique (méthanol/Eau) dans la proportion (70/30 ;
v/v) pendant 48 h a température ambiante puis filtrer sur un papier filtre, cette
opération a été répétée deux fois avec renouvellement du solvant. Aprés évaporation
du solvant & température n’excédant pas 55 °C par un évaporateur rtotatif ou
Rotavapor (figure IIL.5). L’extrait méthanolique a été pesé, la masse finale trouvée

égalea9.2g.

Réfrigérant

Ballon
d'évaporation

Ballon de
récupération

Balti-inaile

Figure IIL5 : Evaporateur rotatif

I11.7.2. Détermination du rendement :

Le rendement est le rapport entre le poids de l'extrait et le poids du matériel
végétal utilisé. Le rendement exprimé en pourcentage (%), est calculé par la formule
suivante [12].

R%= (m1/mo) x 100
R : le rendement
m; : masse d’extrait sec
myo : masse de la matiére végétale

R% = (9.2/220) x 100 = 4.18 %.
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I11.7. 3. Extraction liquide/liquide

L’extrait méthanolique obtenu a été dilué avec de I’eau distillée a raison de 400
ml pour 1kg de matiére séche, puis a subi a des extractions de type liquide-liquide en
utilisant des solvants de polarité croissant en commencant par le chloroforme puis
I’acétate d’éthyle. Nous avons ajouté 1/3 volume de chloroforme au volume de la
phase aqueuse obtenue (v/v) ; les deux solvants ont été bien mélangé et laisser reposer
aux moins 20 minute jusqu'a I’obtention de deux phases, une phase organique
chloroformique (coté inferieur) et autre aqueuse (coté supérieur), la phase organique
a ét€ récupérée dans un récipient en verre, cette procédure a été répétée deux fois. Les
mémes étapes ont ét¢ effectuées pour la phase acétate d’éthyle seulement la
différence des phases, la phase organique ou acétate d’éthyle (coté supérieur) et la
phase aqueuse (coté inferieur).

Les deux phases organique ainsi obtenues (chloroforme et acétate d’éthyle) sont
séchées par dn sulfate de sodinem anhyddee (NaaSOy), alin d'Climiner les traces d'eau
susceptible d'avoir été retenue dans cette procédure puis filtrées et pesées, les masses
de deux extraits sont :

e Masse de I'extrait chloroformique = 1.20 g.

e Masse de I’extrait acétate d’éthyle = 1.49 g.

La figure suivante résume les différentes étapes de I’extraction jusqu’a ’obtention
dcs cxtraits bruts oblenus.
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Matiere végétale
m = 220g.

e Macération a froid dans un mélange
MeOH/H,0 (70 :30 ; v/v), répétée 2 fois
(pendant 48h)

, ® Filtration

N

e Concentration non a sec (t = 55°C)
e Dilution avec H,O distillée.
e Filtration

—

_/_ —\_

Filtft,)
e Extraction par du CHCI; (x2)
e Décantation

4
[ Phase aqueuse ] [ Phase organique ]
e Extraction par de I’AcOEt (x2) e Sf:chas.ge par Na;SO. anhydre
e Décantation e Filtration
. e Concentration a t = 55°C

v

Y A
Phase Phase
aqueuse organique

e Séchage par Na,S0O; anhydre
e Filtration
e Concentration a t = 55°C

Extrait CHCL
m=120g

Extrait AcOEt
m=1.49¢g

Figure II1.6 : Protocole de préparation de différents extraits de la partie Aérienne
d'artemisia herba alba.
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I11.8. Séparation et purification

IT1.8.1. Tests chromatographiques sur CCM

La Chromatographie sur couche mince est la premiére technique employée
pour rechercher le meilleur solvant, avant d’entamer la séparation par
chromatographie sur colonne.

Des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice CCM (Type 60F2s4,
support aluminium, Merck) ont été réalisés sur les deux extraits (extraits
chloroformique et acétate d’éthyle) afin de choisir le meilleur systéme d’élution
utilisé pour la séparation sur colonne.

L’éluant est formé d’un mélange de solvant, le tableau suivant montre quelques
systémes de solvant utilisés.

Eluant Pourcentage
e CHCl3/ MeOH (9:1)
e Hexane/ AcOEt (1:D
e AcOEt/ Acétone {2i1)
e CHCI;/ AcOEL (5:1)
e CHCl3/ Acétone :1)

Tableau 1111 : systémes de solvants utilisés pour la CCM.

111.8.2. Développement du chromatogramme

Introduire le systéme solvant choisi dans la cuve a chromatographie et fermer la
cuve, tracer la ligne de dép6t a environ 1.5 cm du bord de la plaque; a I'aide d'une
micropipette, déposer environ 0.5 ml de chaque échantillon. Placer la plaque dans la
cuve a chromatographie contenant le systéme solvant ; recouvrir la cuve et suivre le
développement du chromatogramme; arréter la chromatographie, lorsque le front du
solvant se trouve & environ de 0.5 cm de l'extrémité supérieur et sécher le

chromatogramme a 1'air libre.
IT1.8.3. Révélation et calcul du rapport frontal (Rf)
Aprés séchage a I’air libre, les plaques ont été révélées par deux méthodes :

o Révélation physique : révélation des taches sous une lampe UV (254 nm et

312 nm).
e Révélation chimique : révélation des taches a I’aide d’un révélateur chimique,
(acide acétique : ’eau : HxSO4) (20 : 4 :1 /V/V/V).

Le calcul du rapport frontal (RF) s’effectué toujours par la relation :

Rf = Distance parcourue par le composé / Distance parcourue par le front de solvant.
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II1.8.4. Les essais chromatographiques préliminaires sur CCM pour I'extrait

chloroformique :

Systémes A =254 nm 2=312 nm

SI : CHClz/ MeOH (9 :1)

SII : Hexane / AcOEt (1 :1)

SIIT : AcOFEt/ Acétone (2 :1)

SV : CHCI; / AcOEt (5 :1)

Tableau III.2 : Essais chromatographiques sur CCM pour l'extrait chloroformique.
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Parmi les systémes qui nous donnent une meilleure séparation on trouve :

Systémes A=254 nm 4=312 nm

SII : Hexane / AcOEt
(1:1)

SV : CHCls / AcOEt (5 :1)

Tableau I1L.3 : les systémes préférés pour I'extrait chloroformique.

IT1.8.5. Les essals chromarographiques préliminaires sur CUM Pour 'extrait
Acétate d’éthyle :

Systémes S A=254 nm 2=312 nm

SI: CHCl3/ MeOH (9 :1)

SII : Hexane / AcOEt (1 :1)
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SIII : AcOEt/ Acétone (2 :1)

SV : CHCIs / AcOEt (5 :1)

Tableau 1I1.4 : Essais chromatographiques sur CCM pour l'extrait acétate d’éthyle.

Parmi ces systémes on a choisi :

Systéme A =254 nm A=312 nm

SI : CHCl3/ MeOH
(9:1)

SII : Hexane / AcOEt
{1 1%

—c
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SV : CHCI3 / AcOEt
51

Tableau IILS : les systémes préférés pour l'extrait acétate d’éthyle.

IT1.8.6. Séparation chromatographique sur colonne

1.49 g de Iextrait acétate d’éthyle est dissout dans le minimum du méthanol, la
solution obtenue est déposée sur une colonne de gel de silice (Type 60, 70-230 mesh,
63-200 pm, Fluka) préparée dans le chloroforme. L’élution a été débuté par le
chloroforme pur puis la polarité sera augmentée par 1'addition d’acétone puis le
méthanol pur selon le tableau suivant.

Chlorolorme (%) 100 95 85 75 653 58 40 0
Acéone (%) 0 5 15 25 38 45 60 100
Volume totale (ml) 100 100 100 100 100 100 100 100

Méthanol (%) 100
Chloroforme(%o) 0
Acétone (%) 0

Volume totale (ml) 100

Tableau IIL.6: Résultats des fractions récoltées de la colonne de |’extrait Acétate
d’éthyle d'artemisia herba alba.
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Des fractions de 50 ml sont recueillies et évaporées par le rota vapeur puis pesées.

Les résultats obtenus sont montrés dans le

tableau suivant :

: Le poids des
Les fractions Ragdain
Fraction 1 (95%) 120 mg
Fraction 2 (95%) 30 mg
Fraction 3 (85%) 100 mg
Fraction 4 (85%) 0 mg
Fraction 5 (75%) 60 mg
Fraction 6 (75%) 100 mg
Fraction 7 (65%) 80 mg
Fraction 8 (65%) 100 mg
Fraction 9 (55%) 100 mg
Fraction 10 (55%) 70mg
Fractlon 11 (40%) 10 mg
Fraction 12 (40%) 50 mg
Fraction 13 (100%¢) 70 mg
Fraction 14 (100%) 130 mg
Fraction 15 (100%) MeOH 460 mg
Fraction 16 (100%) MeOH 130 mg

Tableau 111.7: les masses des ditférentes fractions obtenues.

Al de regrouper les lraclions sinlaires, les dillérentes lractions sonl soummises 4 la
chromatographie sur couche mince (C.C.M) en utilicant le eystéme SI: CHCly/
254 ¢t N2 nm) of révélées aveo acide
sulfurique (CH3COOH/H20/H2SO04: 20 /4/1) chauffées a 120°C, pendant quelques

McOIT (9 :1) puis cxaminées sous UV

minutes.

Le tableau ci-dessous montre I’ensemble des chromatogrammes de ces fractions.

Les

fractions Lampe 254 0t

Lampe 312 nm

Apres révélation

F
(1+2+3+4
+5)
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F
(5+6+7+8
+9) .
# B
= : i__!b votn
F
(9110111
+H2EL3)
F
(13+14+1
5+16)
. e BB e T
e R g Y SRl

Tableau II1.8 : Chromatogrammes des fractions de la colonne
Les pots de méme composition sont rassemblés, donnant ainsi 8 fractions.

Les résultats de cette colonne sont rassemblés dans le tableau suivant :

Fraction A B C D E F G H
Pots de
méme 5-7 9-12 1 2-4 15 16 13 14
composition
Masse de
chaque 150 50 120 40 460 130 70 130

fraction (mg)
Tableau II1.9 : Regroupement des fractions issues de la colonne.
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Les fractions Lampe 254 nm l Lampe 312 nm

Fractions A et B

Dichlorométhane/Acétone (4 :1)

Fractions A et B

Dichlorométhane/Acétone (3 :2)

Fractions (C, D, E . F)

Dichlorométhane/Acétone (4 :1)

Tableau I11.10 : Chromatogrammes des fractions de (A-H).
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I11.8.7.Séparation chromatographique sur couche mince

I11.8.7.1. Etude de la fraction E

D’aprés ’apparition des taches des fractions de A jusqu’a H sous les deux lampes
UV (254 et 312 nm), nous nous sommes intéressés par la fraction E a cause d’une part
de sa richesse en produits phénoliques et d’autre part sa masse considérable et le
profil des taches séparées.

Les tests préliminaires effectués sur cette fraction ont montré que le systéme :

S : CHCls/Acétone (4 :1) est le bon systéme de séparation et montrant ainsi plusieurs
taches.

I11.8.7.1. a. Mode opératoire

Ou dépuse le produit de celle fiaction le loug de deus playues de vewe (20420) &
’aide d’un capillaire, on laisse ces deux plaques pour bien sécher avant de les plonger
dans des cuves contenant un syst¢me de solvants (CHCl3 /Acétone : 40 :10).

Aprée développement deg chromatogrammcs, les produits sont visunlizgés sous lumicre
UV 4 254 et 312 nm et nous a permis de choisir quatre bandes en se basant sur leurs
apparitions sous les deux lampes, la densité et la nature de coulcur de chaque bande.

aullL11 : Plaque sous lampe UV, A= 254 nm

Table
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Ensuite les bandes sont tracées et grattés puis dissolvent dans le solvant d’¢lution et le
méthanol puis filtrer sous verre fritté.

Les produits (bandes) isolés FB1, FB2, FB3 et FB4 sont analysés par
chromatographie sur couche mince (L.L.M) et visualises sous les deux lampes (254 et

312 nm).

Tableaulll.12 : Plaque sous lampe UV, A=312 nm

Etude phytochimique

—>

FB1

—~>

FB2

s

FB4

Les chromatogrammes des produits isolés sont présentés dans le tableau suivant :

lampe UV, A= 254 nm

lampe UV, A= 312 nm

Tableau II1.13: Chromatogrammes des produits isolés.
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I1.8.7.1. b. Calcul du Rf

Il est nécessaire de tester a nouveau ces produits isolés par chromatographie sur
couche mince dans les deux systémes suivants :

SI : Toluéne/Mec/ MeOH (4 :3 :3) ; (Systéme purement organique).
SII : Eau/MeOH/Mec/Acétylcétone (13 :3 :3 :1) ; (Systéme aqueux).
Afin de calculer le Rf et savoir la nature des produits isolés aglycones ou glycosides.

Vu la non disponibilité du solvant : méthyléthylcétone (Mec), nous avons le remplacé
par I’ Acétone.

Suite a la concentration de ces produits, nous n’avons pas pu tester que les deux
produits FB2 et FB4.

Le tableau suivant montre les résultats obtenus.

Rf FB2 FB4
SI 0.87 0.87
ST 0.37 0.25

Tableau IT1.14: Les valeurs de Rf pour les composés isolés.

D’aprés les valeurs de Rf, il est apparu que ces deux composés son des glycosides.
IV. Détermination de la structure partielle des produits isolés

IV .1. Le composé FB1

La fluorescence bleue sous la lumiére de Wood est caractéristique d’un
flavone, flavanone ou flavonol.

L’examen du spectre UV-visible de ce composé (Spectre III.1) enregistré dans le
MeOH montre la présence de deux bandes d’absorptions caractéristiques des
flavonoides, la premiére bande d’absorption se située a 325 nm, la seconde bande
d’absorption a 278 nm indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone.
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Spectre IIL.1 : Spectre UV-visible du composé FBI

La structure partielle de ce produit est élucidée dans la figure suivante :

H'y

Figure IIL. 7: Structure partielle du composé FB1.

Avec R’2, R’3, R’4, R’s5, R, Rs, Re, R7 et Rg sont des substituants peut porter les

radicaux suivants : H, R, O-CH3, O-R’.

IV .2 . Le composé FB2

La fluorescence noire violette de ce composé sous lumiére de Wood est

caractéristique d’une flavone ou d’un flavonol substitué en

3.

L’analyse du spectre UV-visible du produit FB2 (Spectre III.2) enregistré dans le
MeOH montre la présence de deux bandes d’absorptions, la premiére 4 337 nm et la
deuxiéme a 270 mm indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone ou un

flavonol substitué en 3.
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Spectre IIL.2 : Spectre UV-visible du composé FB2.

La structure partielle de ce produit est €lucidée dans la figure suivante :

R's

Figure IIL. 8: Structure partielle du composé FB2.

IV .3 . Le composé FB3

La fluorescence jaune sous la lumiére de Wood est caractéristique d’un
flavonol 3-OH.

L’examen du spectre de I'UV-visible de ce produit (Spectre IIL.3) montre qu’il
n’absorbe pas vers les longueurs d’ondes élevées entre 300 et 400 nm.

Cette donnée confirme que la concentration de ce composé est trop faible.



Chapitre 111

Résultats et discussion Etude phytochimique

Absorbance

0.25 4

0.20

0.15 4

0.10

0.05 -

0.00

L |
320

—
340

—
360

—
380

400

420

Longeur d'onde

Spectre 11L3 ; Spectre UV-visible du composé FB3.

La structure partielle de ce produit est €lucidée dans la structure suivante :

R

Rs 0

Figure II1. 9: Structure partielle du composé FB3.

IV .4 . Le composé FB4 :

La fluorescence bleue sous lumiére de Wood est caractéristique d’un flavone,

flavanone ou flavonol.

Le maximum d’absorption de la bande I a 389 nm dans le spectre enregistré dans
le méthanol (Spectre IIL.4) et la faible intensité de cette bande orientent vers un
flavonoide de type Aurone, ce qui n’est pas d’accord avec la fluorescence bleue sous

la lumiére de Wood.
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Spectre I11.4 : Spectre UV-visible du compos¢ FB4,

La structure partielle de ce produit est élucidée dans la structure suivante :

R’ Ry

) T

Figure III. 10: Structure partielle du composé FB3.

Il est important de signaler que la détermination structurale finale de ces produits
restent toujours a confirmer par ['utilisation de  différentes techniques
physicochimiques et spectroscopiques incluant la spectroscopie ultraviolette (UV), la
spectrométrie de masse (SM) et la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire
mono et bidimensionnelle (RMN'H, RMN'3C, COSY, HSQC....).
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¢ Conclusion Générale

L’objectif principal de notre travail est basé sur la macération, séparation, purification
et détermination structurale des métabolites secondaires issues du genre Artemisia.

L’étude chimique des plantes médicinales algériennes et notamment 1’espéce
Artemisia herba alba est due essentiellement la richesse ce genre des plantes en
substances naturelles notamment les flavonoides et les lactones sesquiterpéniques
reconnues par leurs activités biologiques diverses telles que I’activité antioxydante et

cytotoxique.

Apreés extraction hydro alcoolique des partie aérienne de I’espéce Artemisia herba
alba suivi par affrontements successifs au chloroforme, acétate d’éthyle, les extraits
obtenus sont soumis 4 la batterie chromatographique notamment la chromatographie
sur colonne et couche mince de gel de silice. L’étude phytochimique de 1’extrait
acélale d'éthyle a permis d’isoler et identifier quatre produits & 1’état pur et cela grace
a la fluorescence sous lumiére UV et la technique physicochimique spectroscopie
ultraviolet (UV) mais la détermination structurale de ces produits n’ont pas encore
élucidés vue le manque des méthodes physicochimiques concernant I’ établissement
structurale de ces composés chimiques.

Ce travail conlirme bien, une autrefois la richesse de ce genre des plantes en
composés phénoliques telles que les flavonoides.



