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INTRODUCTION GENERALE

Introduction Générale

Depuis des milliers d'années, 'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Les connaissances
empiriques accumulées ont permis aux différentes civilisations de prendre les plantes comme
source essentielle de médicaments. Jusqu'au début du XXeéme siécle, presque tous les
médicaments étaient d'origine végétale.

De nos jours, les plantes restants une source d'inspiration pour des nouveaux composés
médicamenteux, selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) en 2008, plus de 80% de la
population mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs besoins de soins de santé
primaires.

La plante, organisme vivant, marque son identité par des spécificités morphologiques, a
I’origine de la classification botanique, mais aussi biochimiques, liées a des voies de
biosyntheses inédites, représentant [“intérét de 1“usage des plantes médicinales [1].

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une briilante actualité malgré son ancienneté.
Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source importante d’ une
immense variété de molécules bioactives.

Les substances contenues dans la plante sont de nature chimique différente. Certaines sont
solubles dans I’eau, d’autres dans 1’alcool éthylique et d’autres encore dans 1’huile. On utilise
donc les plantes médicinales en fonction de leurs propriétés chimiques et des différentes
préparations possibles [2].

Parmi ces substances on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les
tanins, les lignanes, les terpénes et les flavonoides [3].

Cette maticre végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie.

Dans ce contexte et notamment dans le cadre d’exploitation et la valorisation des ressources
naturelles ( plantes médicinales), Dans le cadre de ce travail, nous allons essayer de mettre en
lumiére une espece proliférant dans notre région et qui elle, n’a jamais fait I’objet d’une étude
il s’agit de I’ Artemisia campestris -Dgouft- (Asteraceae).

. L'objectif de notre travail vise a une étude de la plante de la famille Asteraceae (Artemisia
campestris L) a démontrer la richesse de ces plantes en principes actifs (sesquiteérpenes
lactones).

Ce présent travail comprend les étapes suivantes :

La premicere partie : donne un rappel bibliographique est divisée en deux chapitres :




INTRODUCTION GENERALE

Chapitre I : Rappels Bibliographiques :

- Présentation de la plante Artemisia campestris.

- Présentation de quelques métabolites secondaires des végétaux et travaux antérieurs réalisés
sur le genre Artemisia et I’espéce Artemisia campestris.

Chapitre I1 : Généralités sur les sesquiterpenes lactones.

- La deuxiéme partie : Partie expérimentale

Chapitre III : Méthodes de séparation et techniques d’analyse.

- Extraction des sesquiterpénes lactones d’ Artemisia campestris.

- Analyse chromatographique : les tests de chromatographie sur couche mince.
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(o /'\ARIHMW [Généralités sur la plante « Artemisia campestris L »

[.L1.GENERALITES SUR LA PLANTE « Artemisia campestris L »

I.1.1. Introduction

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un role déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et la survie de l'humanité. Elles sont un
patrimoine sacré et précieux et constituent une réponse de choix pour fournir a
I’organisme, de facon naturelle, les substances nécessaires pour maintenir son
équilibre vital. Artemisia campestris L est une plante de la famille connue pour étre
utilisée depuis longtemps en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies.

1.1.2. Généralités

Le genre Artemisia est considéré 1'un des genres les plus grands et les plus largement
distribués de la famille des Astracées (Compositae). C'est un genre hétérogene,
compos¢ de plus de 500 espéces diverses réparties principalement dans les zones
tempérées d'Europe, d'Asie et d'Amérique du Nord. Ces especes sont pérennes, herbes
bisannuelles et annuelles ou petits arbustes [1].

Dans la flore de 1'Algérie, ce genre est représenté par 11 especes spontanées parmi

lesquelles se trouve A.C.L communément appelées "dgouft" [2].

I.1.3. Présentation de la plante

A- Présentation de la famille : ASTERACEAE (Composées)
1- Introduction:

Les Asteraceaes renferment 408 especes reparties en 109 genres [3].

Ces derniers désignent des plantes herbacées, buissons ou arbres; matiéres de réserve
constituées d'oligosaccharides, entre autre I'inuline, canaux résiniféres souvent
présents, méme que des laticiféres, mais 1'un des deux manquant parfois, présence
générale de polyacétylénes et des huiles essentielles terpéniques, généralement a
lactones sesquiterpénes (mais sans composés iridoides) [4].

2- Caractéristiques générales:
Les caractéristiques essentielles de La famille Asteraceae sont :
- Le mode d'inflorescence: les fleurs sont groupées en capitules ou calathides qui,

pour le profane, simulent & merveille une simple fleur [3].
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-Les Astéracées ont la caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en

capitules, c'est a dire serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules, placées sur
l'extrémité d'un rameau ou d'une tige et entourée d'une structure formée par des
bractées florales. Cette structure en forme de coupe ou de collerette est appelé un
involucre [5].
B- Présentation du genre : Artemisia

1- Introduction :
Le genre Artemisia est I’un des plus importants de la famille des Asteracées ; il
comporte plusieurs centaines d’especes en grande partie utilisées pour leurs diverses
propriétés médicinales par les pharmacopées locales. [6]
I1 a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que
les Flavonoides, les coumarines, les stérols, les quinones, les anthraquinones. [7].
Les especes qui appartiennent au genre Artemisia possedent des propriétés
thérapeutiques, elles sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, [8].
Elle est utilisée comme antiseptique anti-inflammatoire antirhumatismale
antimicrobienne, maladies d’estomac.
. Les industries pharmaceutiques ont aussi exploité de nombreux composés extraits de
différentes armoises. Les trois armoises représentées au Sahara sont des buissons tres
ramifiées, de 3 a 8 dm [9].
Le genre Artemisia (les armoises) groupe des herbacées, des arbrisseaux et des
arbustes généralement aromatiques, densément tomenteux, pubescents ou glabres, de
la famille Asteracea. Leurs feuilles sont pennées (rarement palmées) [5]

2-Culture : Il se fait dans un sol riche, bien draing, en plein soleil. Plusieurs especes
notamment Artemisia lactiflora, demandent un sol assez humide, les armoises alpines
exigent un sol parfaitement draine. La plupart des armoises sont éphémeres et ne
supportent pas un sol lourd, mal drainé.

3-Lieu : Elle vient dans les prairies et les broussailles séches des I’hémisphere Nord
Certaines en Afrique du Sud et dans I’Ouest de I’ Amérique du Sud [10].

C- Présentation de ’espece Artemisia compestris L

Définition et caractérisation

La définition de I’espéce Artemisia campestris L
* Capitules tres petits, étroits (1 a 1,5 mm), ovoides ou coniques, a involucre scarieux,
ne contenant que 3 a 8 fleurs ; feuilles a divisions longues, étroites et espacées.

*feuilles glabres, d'un vert foncé; rameaux rougeatres; capitules coniques ou aborale-
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des hauts plateaux, plus rares dans la région présaharienne, manque au Sahara plante

septentrional, reparait dans les montagnes du Sahara central, en altitude (assez
répondue au Hoggar, plus rare au Tefedest et au Tassili des Ajjer)

Représentées au Sahara pour la sous espéce glutinosa (J. Gay) Batt, a tiges robustes et
a rameaux glutineux dans le haut. Médit [9]

Artemisia campestris L Fleurons du disque stérile (ovaire avorté). Plante de

30-150 cm

a rameau constituant une panicule plus au moins ample, Tige ligneu a base;
striée .Feuilles glabrescentes, vert foncées ; les inférieures 2- pinnatiséquées,
les supérieures pinnatiséquées les basales pétiolées et auriculées, les autres
sessiles ou subsessiles, dressées ou pendantes clairieres paturages « Dgouft »,

« alala » « Tedjok» . Espéce trés appétante en été et en automne [9].

I.1.4.Description botanique

Artemisia campestris L (Figure. 1.1.1) est une sous-arbrisseau vivace, qui peut
atteindre 30-150 cm de hauteur, avec des tiges ramifiées et ascendantes qui d'une
forme panicale, il est généralement brunatre rouge et glabre, et acquiert une forme
lignifiée dans la partie inférieure et un en haut [11].

Feuilles : Les feuilles sont vertes ou vert-brunatre, divisées en fines lanicres ; feuilles
deux fois divisées, les supérieures sessiles, les inférieures pétiolées [9].
Fleurs : Les fleurs jaunatres sont réunies en de nombreux capitules tres petits,
ovoides ; involucre et réceptacle glabres ; fleurs du centre du capitule stériles ou
hermaphrodites, celles de la périphérie généralement unisexuées et femelles ;
étamines a anthéres prolongées en pointe a leur sommet. La floraison a lieu du mois

d’aout au mois d’octobre [12].

Figure. 1.1.1 : Artemisia campestris L
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I.1.5. Répartition géographique et habitat

Le genre Artemisia, dispos¢ autour du monde, pousse spontanément dans
I’hémisphere nord ; onze especes ont ¢été recensées dans la flore de 1’Algérie.
Espéce présente dans toute 1I’Europe, a 1’exception des zones arctiques et de
la plupart désiles : Baléares, Corse, Sicile, Crete, Irlande, Islande, Spitzberg,
aussi en Sibérie, en Asie occidentale et au Maghreb. En Algérie, elle a une

distribution inégale : assez bien représentée dans le sud et 1’ouest, elle est

plus rare dans les montagnes de 1’est, et plus encore dans le nord-est. (

= Vi A -
graphique d’Artemisia campestris L dans I’ Algérie
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Figure. 1.1.3 : Répartition géographique d’Artemisia compestris L dans le monde
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I.1.6. Nomenclature d’Artemisia campestris L

v/ Noms francais : Armoise champétre, Armoise des champs, Armoise rouge.

v Noms anglais : Field Sagenort, Field Sagewort, Field Wormwood.

v Noms vernaculaires : Taguq, tguft, degoufet, Tadjuq, tedjokAlala, hellala.

[14] ,[15], [16].

I.1.7. Classification systématique d’Artemisia campestris L

Selon Caratini (1971), la plante Artemisia campestris L est classée dans le tableau

suivant:

Reégne Plantae

Sous régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous Tribu Artemisiinae
Genre Artemisia
Espéce campestris L

Tableau .1.1.1 : Classification systématique d’Artemisia campestris L

I.1.8. Composition chimique d’Artemisia campestris

L’ utilisation des solvants a polarit¢ différente, suivie par des é&tapes

de

fractionnements et I’emploi de différentes techniques de chromatographie permettent

d’extraire, séparer et identifier les différents composés présents dans les extraits de

plantes.

De nombreuses études chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia

compestris L est riches en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les

flavonoides, les tanins...etc [17] , [18].
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Les résultats de I’analyse phytochimique des parties aériennes d’Artemisia campestris

traduit la présence des composants chimiques flavonoides tanins, alcaloides [19].
Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris sont : flavone (apéginie),
flavonol (kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols
(taxifoline-7-méthyle) [20].

Les composés des huiles essentielles les plus abondants chez la plante Artemisia
campestris sont : y-terpinene, capilléne, 1-phenyl-2,4-pentadiyne, spathulenol,
methyleugenol p-cymeéne et - piéne[21].

Différentes classes de métabolites secondaires ont été mis en évidence dans la partie
aérienne d’Artemisa campestris.

Ces métabolites secondaires sont consignés dans le tableau

Métabolites Molécule identifiée Référence

secondaires

Polyphénols Flavonoides (flavones, , Amelia. P et al 1989
flavanone) Ghlissi et al 2016
Polyphénols
Tanins

Huiles essentielles Monoterpenes, sesquiterpénes  Belhattab et al 2011

Coumarines Hydroxycoumarines, esculetin ~ Masotti. V et al. 2012

Alcaloides ND

Saponines

Tableau.l.1.2: différentes classesde M.S
I.1.9. Utilisation en médecine traditionnelle
Artemisia compestris L est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies.
Artemisa campestris L est largement utilisée en médecine traditionnelle grace a ses
propriétés bactéricides, antifongiques, antiinflammatoires, antihelminthiques,
antivenins et analgésiques [22].
En usage local Artemisia campestris est utilisée pour traiter les troubles digestives, les
ulcéres et les douleurs menstruelles [23].
Elle est ¢galement utilisée dans le traitement de diabéte [4] .
La partie aérienne est utilisée dans le traitement de brilures, de la diarrhée, les

morsures de serpents, les piqlres de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la
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dysenterie, le rhumatisme, elle est utilisée également pour traiter les infections

urinaires, la fiévre et la toux [25].

Artemisia campestris L est utilisé dans le traitement de fébrifuge, vermifuge et comme
agent Anticancer, antitumeur [26].

En plus de son utilisation traditionnelle, Artemisia campestris L possede des
nombreuses propriétés biologiques, parmi lesquelles on peut citer
La partie aérienne d’Artemisia campestris L posséde des activités antioxydantes
significatives. En effet, cette plante est riche en composés dotés d’une activité
antioxydante tels que : les flavonoides, les polyphénols et les tanins. Ces différents
constituants exercent des actions antioxydantes [27].

De plus, Artemisia campestris L contient des propriétés antibactériennes et
antifongiques.

Comme I’ont montré les résultats de 1’¢tude de I’extrait aqueux des racines
d’Artemisia campestris Lpossede des potentiels antifongiques [28].

Cette plante possede aussi d'autres activités comme : effets cytotoxiques, insecticide,
antipoison, anti venimeux, antidiabétique [29].

I.2.GENERALITES SUR LES METABOLITES SECONDAIRES
1.2.1 Définition

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires qui sont des protéines, des glucides et des lipides. Les
métabolites secondaires sont classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les
composés phénoliques, les terpenes et stéroides et les composés azotés dont les
alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui
possédent une tres large gamme d’activité biologique [30].

Les métabolites secondaires (SM) sont présents dans toutes les plantes supérieures, et
ayant une répartition limitée dans l'organisme de la plante. Dont plus de 200.000
structures ont ét¢ définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont
produits en faible quantité [31].

1.2.2. Les composés phénoliques

Plus de 8000 composés phénoliques sont identifiés [32] dont 1“¢élément structural de
base est un noyau benzénique auquel sont directement liés a un ou plusieurs groupes

hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique,
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ester, sucre...). Cette structure varie depuis les molécules simples (acides phénolique
simple) jusqu’aux molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) [33].
Les composés phénoliques jouent un réle essentiel dans I’équilibre et 1’adaptation de
la plante au sein de son milieu naturel. Ils peuvent constituer des signaux de
reconnaissance entre les plantes, ou bien lui permettant de résister au diverses
agression vis-a-vis des organismes pathogenes. Ils participent de maniére trés efficace
a la tolérance des végétaux a des stresses variés [34].

1.2.3. les flavonoides

1.2.3.1.Définition

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols [35]. Ils ont tous la méme structure chimique de base
(Figure. 1.2.1), ils posseédent un squelette carboné de quinze atomes de carbones
constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une

chaine de trois carbones en formant ainsi 1'hétérocycle (C) [36].

Figure. 1.2.1 : Structure chimique générale des flavonoides

1.2.3.2. Classifications des flavonoides

Les flavonoides prédominants sont le plus souvent divisé€s en six sous-classes [37].
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Cyanidine OH H OH OH OH H

H

Tableau 1.2.1 : Les classes principales des flavonoides.

1.2.3.3. Les propriétés biologiques des flavonoides

De nos jours les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine
médicinal ou on leur reconnait des activités antioxydants ,antivirales, anti-tumorales,
anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-cancéreuses [38].

1.2.4. Les Tannins

1.2.4.1. Définition

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire (Figure. 1.2.2) . Ces composés sont naturellement produits par les plantes
et se caractérisent par leur facilit¢ a se combiner aux protéines [39]. En général, ils

sont divisés en deux groupes les tanins hydrolysables et les tanins condensés [40].

oly
OH

HO Ol
- OH

L
iy

OH
OH

Figure. 1.2.2: Structure chimique des tanins.
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1.2.4.2. Classification des Tannins

a. Les Tannins hydrolysables
Ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus souvent) estérifié par
I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou valonique). Ils

sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (Figure. 1.2.3) [41].

H
H CO
I

H
2 H:
c
oco-< ;m
oM
OH
H

Lo

OH

Figure. 1.2.3: Structure générale de tanins hydrolysables.

OH

b. Les Tannins condensés

Ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4-
diols (leuco anthocyanidines). Ils sont aussi désignés sous le nom de «tannins
catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement acides

(Figure. 1.2.4) [42].
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Gallocatéchol : R1= R2= OH
Catéchol : Ri= OH, R=H

Figure. 1.2.4 : Structure générale des tanins condensés.

1.2.4.3. Propriétés pharmacologiques des tannins

Les décoctions et les autres préparations a base de drogues riches en tannins sont
employées le plus souvent extérieurement contre les inflammations de la cavité
buccale, les catarrhes, la bronchite, les hémorragies locales, sur les brilures et les
engelures, les plaies, les inflammations dermiques, les hémorroides et la transpiration
excessive [43].En usage interne, elles sont utiles en cas de catarrhe intestinal, de
diarrhée, d’affections de la vésicule, ainsi que comme I’antidote (contrepoison) lors

d’empoisonnement par les alcaloides végétaux [44].

1.2.5. Les coumarines

1.2.5.1. Définition

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, substances naturelles
aromatiques, la coumarine est utilisée en parfumerie. Son odeur se rapproche de la
vanilline et du foin fraichement coupé [45].

Les coumarines sont des composés phénoliques ayant an squelette de base en C6 —C3,
mais ils possédent un atome d'oxygene hétérocycle dans le cadre de ['unité

C3,généralement hydroxylée en position 7, en 6 et e 6, 7, 8 (Figure 1.2.5) [48].
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5 3

8

Figure 1.2.5 : Structure chimique des coumarines.

1.2.5.2. Classification des Coumarine
a. Coumarines simples

Les coumarines les plus répandues dans le régne végétal possedent des substitutions

(OH ou OCH3) en 6 et 7. (Figure 1.2.6) [49], [50].

Figure 1.2.6 : Structure de ramification des coumarines simples.

b.Coumarines complexes
On distingue :

- les furocoumarines (ou furanocoumarines) :

R1

Figure 1.2.7: Structure de ramification des coumarines complexes
(6,7 furocoumarines lin€aire).
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R2

Figure 1.2.8 : Structure de ramification des coumarines complexe.
(7, 8 furocoumarines angulaire).

1.2.5.3 Propriétés pharmacologiques des coumarines
» Les coumarines se révelent étre des composés immunostimulantes provoquent
I’augmentation des lymphocytes T dans la circulation sanguine [51].
» Dactivité antibactérienne :les coumarines sont efficaces contre les bactéries a
Gram
positif [52].
» En 1957, O’ Neal et son équipe ont montré 1’efficacité des coumarines pour
bloquer
Le cancer induit chimiquement par les radiations ultraviolettes. Ces molécules sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les

radicaux hydroxyles, superoxyde et peroxyles [S3].

1.2.6. Les Anthraquinones

1.2.6.1. Définition

L’anthraquinone est une molécule dérivée de 1’anthracéne, elle appartient aux
hydrocarbures aromatiques polycycliques. Il fait partie des quinones naturelles, c’est
une substance oxygénée engendrée par 1’oxydation des composé€s aromatiques

(Figure. 1.2.9) [54].

(&

o

Figure. 1.2.9 : Structure chimique des anthraquinones.
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1.2.6.2. Activités biologiques et pharmacologiques

Chez les plantes, il a un effet répulsif a I’égard des oiseaux. Les plantes 1’utilisent
pour transporter les électrons dans les membranes de la mitochondrie interne de
chaque partie de la plante. Ils entrent dans la fabrication de teinte et de pigment. En
thérapeutique, il soigne les troubles de l’intestin gréle. Les dérivés naturels de
I’anthraquinone ont des effets laxatifs. Ils sont reconnus comme un pesticide naturel
[S5].

1.2.7. Saponine

1.2.7.1. Définition

Les saponines ou saponosides sont une classe spécifique de métabolitessecondaires,
produits naturels retrouvés abondamment dans le régne végétal [56].

Ce sont des substances tensio-actives, glycosides. Ils sontprincipalement produits par
les plantes supérieures, mais aussi par des animauxmarins inférieurs et quelques
bactéries [57].Leurs nomsproviennent du latin «soap» signifiant "savon" en raison de
leurspropriétés a former des solutions moussantes stables dans des

solutionsaqueuses(Figure. 1.2.10) [58].

R

=]

Figure. 1.2.10: Structure chimique des saponines.

1.2.7.2. Classification de saponine
Les saponines se classent en deux groupes selon la nature de leur génine qui peut étre
stéroidique ou triterpénique.

» Saponines a géninesstéroidiques
Les saponines stéroidiens sont constituées d'un stéroide aglycone, d’un squelette C27
[59].
Figure 1.2.11: Les principaux squelettes stéroidiques.

> Saponines a géninestriterpénes
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Les saponines triterpenoides consistent en un aglycone triterpenoide, formé d’un

squelette C30, de structure pentacyclique [60].

Spirostane Furostane

Figure 1.2.11: Les principaux squelettes stéroidiques.

1.2.7.3. Activité biologiques des saponines

La présence de deux polaire (sucre) et non-polaires (stéroide ou triterpene) fournir des
groupes saponines ayant de fortes propriétés tensio-actives qui sont responsables de
bon nombre de ses effets indésirables et effets biologiques bénéfiques [61].

Les saponines ont une propriété caractéristique : celle d’hémolyser les globules
rouges, (érythrocytes), c’est-a-dire de libérer leur hémoglobine, ce qui explique 1’effet
toxique de certaines d’entre elles, qui les rend inconsommables.

Les saponines irritent les muqueuses, causant un relaichement intestinal, augmentent
les secrétions muqueuses bronchiales (sont expectorantes). Elles sont employées

comme diurétiques et désinfectantes des voies urinaires [62].

1.2.8. Les alcaloides
1.2.8.1. Définition

Les alcaloides sont des substances organiques le plus souvent d’origine végétale,
Azotées, basiques et douées a faible dose de propriétés physiologiques marquées. Ils
portent tous la terminaison « ine » (Figure 1.2.12) [63].

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acide aminés tels que tryptophane,
L’ornithine, la lysine, ’asparate, I’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces
acides aminés sont décarboxylés en amines et couplées a d’autres squelettes carbonés

[64]. OléananeLupane
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Nicotine Cocaine Caféine
Figure 1.2.12 : Structure chimique de quelques alcaloides.

1.2.8.2. Classification selon la structure chimique
Selon leur structure chimique et surtout leur structure moléculaires, on peut diviser les
alcaloides en plusieurs groupes [65] :
» Des phénylalanines: capasaicine du piment, colchicine du colchique.
» Des alcaloides isoquinoléiques: morphine, ethylmorphine, codéine et
papavérine contenus dans I’opium du pavot.
» Des alcaloides quinoléiques: tige feuillée de la rue commune.
» Des alcaloides pyridiques et pipéridiques : ricine du ricin, trigonelline du
fenugrec.
» Des alcaloides dérivés du tropane: scopolamine et atropine de la belladone.
> Des alcaloides stéroides : racine de vératre, douce-amére ou acontie

(aconitine).

1.2.8.3. Propriétés pharmacologiques des alcaloides
Leurs propriétés sont généralement variées et dépendent de leurs composantes
chimiques par exemple [66] :
» Action sur le systéme nerveux central comme antidépresseur :
e Codéine.
e Morphine.
» Action sur systéme nerveux autonome :
e Hordéine.
e Ephédrine.
» Action sur la circulation sanguine et améliore la circulation cérébrale :
e Vincamine.
» Action antitumorale :
e Vinblastine.

» Action antibiotique, antiparasitaire, anthelminthique a des doses varies.
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1.2.9. Huile essentielle

1.2.9.1. Définition

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont
Sécrétées par les plantes aromatiques que l'on extrait par divers procédés dont
I’entrainement A la vapeur d’eau et I’hydro distillation [67], par pressage ou incision
des végétaux qui les contiennent.

Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous-produits du
métabolisme secondaire [68].

Elles sont tres utilisées dans 1'industrie des produits cosmétiques, pharmaceutiques et
agro-alimentaire [69]. Les huiles essentielles se retrouvent dans des glandes
minuscules situées dans différentes parties de la plante aromatique : les feuilles, les
fleurs, les fruits, les graines, 1'écorce et pour certaines plantes dans les racines. Plus de
2000 especes de plante sont riches en huiles essentielles ; elles sont reparties sur 60
familles dont les principaux sont: Lauraceae, Labiatea, Umbelliferae, rutaceae,
Compositae, Myrtaceae et les Pinaceae ...... [70].Les huiles essentielles des plantes
ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et
dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée aleurs larges spectres
d’activités biologiques reconnues [71].

1.2.10. Les terpénes

1.2.10.1. Définition

Ce sont des produits naturels, formés de l'assemblage d'un nombre entier d'unités
pentacarbonées ramifiées dérivées du 2-méthyl butadiéne, appelées unités

isopréniques (Figure 1.2.13) [72].
HzC XC Hs

Figure 1.2.13 : Structure de I’isopréne (C5SHS).

1.2.10.2. Répartition

La trés grande majorité des terpénes est spécifique du régne végétal, mais cette
spécificité n'est pas absolue. On rencontre des sesquiterpenes et des diterpenes de
structures variées chez les animaux marins (Coelanthérés, Spongiaires) et il n'est pas

certain que les phéromones monoterpéniques connus chez les insectes soient toutes
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¢laborées a partir de monoterpenes végétaux apportés a ces insectes par leur
alimentation [73].

Les terpenes les plus volatils c'est a dire ceux dont le poids moléculaire n'est pas trop
¢élevé, sont presque exclusives de l'embranchement des Spermaphytes [73].

1.2.10.3. Utilisation

Les terpénes sont les constituants majeurs de I'huile essentielle. Cependant si I'on peut
connaitre les effets de monoterpeénes ou de sesquiterpenes isolés, il est difficile de
savoir les effets synergiques des huiles des terpénes qui sont composés par des
essences et de mélanges complexes et variées. Beaucoup de drogues doivent leurs
propriétés aromatiques aux composés terpéniques des essences. Les terpenes non
cycliques sont en grande partie responsable de I'odeur suave des plantes et des fleurs
et dont quelques-unes sont employées en parfumerie.

En voici quelques exemples [72]:

Terpénes Propriétés pharmacodynamiques
Pinénes Rubéfiant

Géraniol

Linalol Antiseptique

Cinéol

Ascaridol

Thuyone Antiseptique

Azuléne Anti-inflammatoire

Tableau 1.2.2 : quelques exemples possédent des propriétés pharmacodynamiques
1.2.10.4. Classification des terpénes
La synthése d'une grande variété de terpenes, cycliques et non cycliques, dans les
plantes, fait intervenir un nombre variable d'éléments isopréniques. Suivant le nombre
entier d'unités
pentacarbonés (C5) x n ramifiées, dérivées du 2-méthylbutadiéne, on peut fair
classification suivante :

e Pour n=2: les monoterpeénes (C10)

e Pour n=3: les sesquiterpenes (C15)

e Pour n=4: les diterpenes (C20)

e Pourn=75:les sesterpenes (C25)

e Pourn=6:les triterpenes (C30)
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e Pour n = 8 et le caoutchouc naturel : les polyterpenes
Dans les terpénoides, la téte d'un ¢lément isopréne est ordinairement liée a la queue de
I'élément suivant ; toutefois, on rencontre des exemples de terpénoides ou se trouvent
des liaisons " téte-téte " et " queue-queue "
1.2.11. Les vitamines

Les vitamines sont des substances organiques indispensables pour 1“organisme, sans
valeur énergétique propre, qui sont nécessaires a 1“organisme et que 1“homme ne peut
synthétiser en quantité suffisante [74].

Selon Bourgeois (2003), les vitamines constituent un groupe de molécules
chimiquement treés hétérogene, ils sont divisées en deux groupes en fonction de leur
solubilité dans les solvants organiques (vitamines liposolubles A, D, E et K) ou dans

I“eau (vitamines hydrosolubles B1, B2, PP, B5, B6,B8 ,B9 et C).
1.2.12. Les glucosides

Ce sont des composants organiques tres répandus dans le monde végétal. Ce sont des
substances organiques complexes qui par hydrolyse se séparent en deux : un
composant sucré (glucose) et un composant non sucré (glucone ou aglycone), ce
dernier étant thérapeutiquement actif et souvent toxique [75].1ls ont en générale des
propriétés anti inflammatoire, antiseptiques et diurétique ce qui entraine une

diminution des liquides dans le tissus et fait ainsi baisser la pression artérielle [76].
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GENERALITES SUR LES SESQUITERPENES LACTONES,
METHODES DE
SEPARATION ET TECHNIQUES D’ANALYSE

II.1.Introduction

Les lactones sesquiterpéniques ont une distribution botanique assez sporadique, présentes

chez les angiospermes, et trés majoritairement chez les composites [1].

Les terpenes de type sesquiterpenes lactones sont trés connus pour leurs activités biologiques,
ces dernicres étaient appelées principes amers. Elles ne sont pas volatiles et leur structure se
rompre a des températures élevées. On dénombre plus de 3000 structures différentes, et on les
trouve principalement chez les Asteraceae au niveau des poils sécréteurs pluricellulaires des

feuilles, bractées et inflorescences [2].
I1.2. Les sesquiterpénes lactones

Les lactones sesquiterpéniques sont en général issues des parties aériennes et localisés dans
les poils sécréteurs situés au niveau des feuilles, des tiges et des bractées de I'inflorescence.
Elles sont par contre rares dans les parties souterraines d’ou quelques rares structures ont été

1solées, notamment la lactucine des racines dechicorée et I'hélénaline.

La particularité structurale des sesquiterpenes lactones leur confére des possibilités de
réactivité biologique incontestables compte tenu de 1'enchainement a-méthyléne B-lactone et
des fonctions époxydes fréquentes dans les majeures parties de ces molécules. Ces fonctions
constituent des sites réactifs vis-a-vis des nucléophiles biologiques principalement le groupe
thiol des amines de diverses enzymes (glycogéne synthase, ADN polymerase, thymidylate
synthase, ...) donnant ainsi des alkylations irréversibles d’ou une gamme trés importante

d'activité biologique [1].
I1.3.Nomenclature des sesquiterpénes lactones

Elle consiste a ajouter le suffixe « olide » au nom du squelette sesquiterpénique indiquant
le caractére lactonique, ou un nom trivial le plus souvent inspiré par I’origine botanique de la

structure. On peut citer a titre d’exemple le guaianolide chlorojanerin (I) extrait de Centaure
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a janeri et I’eudesmanolide malacitanolide(II) extrait de Centaurea malacitana.(Figure

1.1.) [3].

HO

HO

Figure I1.1 : Guaianolide chlorojanerin (I) et I’eudesmanolide malacitanolide (ID)[3].

I1.4. Description

Les lactones sesquiterpéniques constituent un groupe important de substances : dans les
anciens traités de maticre médicale, elles étaient appelées « principes amers ».
Présentes dans les Champignons et les Bryophytes, on les rencontre chez les Angiospermes
(Apiaceae, Lauraceae, Menispermaceae), et trés majoritairement, chez les Asteraceae. Chez
ces dernieres, les lactones sont fréquemment localisées dans les poils sécréteurs situés au

niveau des feuilles, des tiges et des bractées de I’inflorescence.

Ce sont des sesquiterpenes (= classe de terpéne formée de 3 unités isoprénes et a comme
formule C;sH,4) a fonction lactone. On retrouve ces molécules dans I’artémisia Absinthium,

I'échinacée, le pissenlit, la chicorée...
IL.5. Structure chimique

Les sesquiterpénes lactones sont connus depuis 1830 sous forme de cristaux blancs, dans

laquelle la premiére d’entre elles, la a-santonine a été isolée sous forme cristalline

(Figure 11.2) [4].

Figure I1.2 :Structure de a-santonine [5].



http://www.espritsante.com/2-fiche-75-Lactone+sesquiterpenique+%28la+nobiline%29.html
http://www.espritsante.com/2-fiche-75-Lactone+sesquiterpenique+%28la+nobiline%29.html
http://www.espritsante.com/2-fiche-339-Intybine.html
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Les Lactones sesquiterpéniques ont une structure de base constituée de 15 atomes de
carbones qui contient généralement au moins le groupe y-lactonique, leur construction
s’effectue naturellement a I’intérieur des plantes. La condensation « téte — queue » de trois
unités d’isoprene donne le composé « 2,6,10-triméthyldodécane » (Schéma IL.1)[6], qui

constituera 1’ossature moléculaire principale de la plupart des familles de lactones

sesquiterpeniques.
/I\/ Combinison linéaire
B "tete - Queue" =
Unité d'isopréne
(x3) 2.6.10 triméthyle

dodécane

Schéma IL.1: Squelette de base des lactones [6].

Les structures des lactones sesquiterpéniques sont variées mais, dérivent toutes du produit
de cyclisation cyclodécadiénylique du 2E, 6E, farnesylpyrophosphate. Bien que les preuves
expérimentales soient rares, il est admis que les principaux squelettes sesquiterpéniques se
forment via les germacranolides eux-mémes issus de la cyclisation du cation cyclo
decadiénylique. Logiquement la structure du produit de cyclisation dépend de la conformation
initiale adoptée par le macrocycle et la position des doubles liaisons qui permettent des
cyclisations intramoléculaire variées. En fait, 1'enzyme impliqué dans cette réaction doit en

principe conditionner la stéréospécificité du processus (Schéma I1.2).
Les variations structurales secondaires sont nombreuses et portent :

- sur le cycle lactonique, en général de type a-méthylene B-lactone et dans tous les cas (sauf
chez les lactones issues des briophytes).

- sur les groupes méthyles (Cj4 et C;s5) souvent fonctionnalisés (alcool, acide carboxylique,
époxyde, ester...).

- sur les insaturations qui peuvent étre réduites ou oxydées (époxydes, hydroxyles et

fréquemment esters)[ 7].
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Schéma I1.2: Principaux squelettes de lactones sesquiterpéniques via un germacranolide [1].
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I1.6. Origine biogénétique des sesquiterpenes lactones

En 1887, O. Wallach envisageait la construction des terpénes a partir de la condensation

téte a queue d'un nombre variable d'unités isopréniques (schémall.3).

VR
A\/\OPP

) )\\/\)\A
( OPP

oPP

[N

Schéma I1.3 : Condensations téte a queue des unités en C5[8].

Cette hypothése sur la biogenése des composés terpéniques a €té transformée en régle
générale par Ruzika puis, plus tard par Hendrickson qui avait envisagé toutes les étapes

possibles de la biosynthése notamment a partir des unités acétates.

» Initialement, le marquage isotopique permet de montrer que le squelette carboné des
terpénes provenait de l'acétate.
» Ultérieurement il fut démontré que l'acide mévalonique était un précurseur universel

de ces composés terpéniques (Schéma 11.4).

Le farnesyl pyrophosphate (FPP), précurseur universel des sesquiterpénes lactones peut
exister sous quatre isomeres géométriques. Ces isomeres formés a la base de germacra,
1(10),4(5)-diene6,12-olide ont une structure qui peut étre déduite de I'isomere géométrique de
FPP correspondant, aprés cyclisation, oxydation d'un groupe méthyle de I'isopropyle,

oxydation du carbone 6 et fermeture sur 'oxygene de la fonction hydroxyle.

Un grand nombre de sesquiterpénes lactones caractérisées par le groupe a-lactonique en 6
et 8 proviennent de la cyclisation du FPP. Il existe d'autres groupes de lactones
sesquiterpéniques dont les drimanolides et les tutimanolides ou la fonction oxo du groupe a-

lactonique est formée a partir des autres groupes méthyliques du squelette sesquiterpénique.

Les autres structures sesquiterpéniques sont formées par des réactions intra moléculaire de

cyclisation, ruptures de liaisons, de réarrangements, etc...




Généralités sur les sesquiterpenes lactones, Méthodes de
séparation et techniques d*“analyse

CHAPITRE

SCoh,

isopentenyl PP{IPF)
)\/\ condensation de 3
UMItEs 1SOprenigues

oprénig N

dimethylally|PP{DMAPP)

=

(DPP

R @r —=  germacranolide

Schéma I1.4: Biosynthése des germacranolides a partir des unités acétate via

l'acide mévalonique|[3].
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La biogenese du cycle Y-lactonique renferme plusieurs possibilités :

L'une d'elles montre 1'oxydation sur C;; par l'intermédiaire de la fonction époxyde, une autre
par I'hydroxyperoxyde, les dernieéres font apparaitre un groupe aldéhyde ou carboxyle qui se
lactonisent dans les positions 6 ou 8 ou était déja présent le groupe hydroxyle par oxydation

enzymatique (Schéma ILS5).

g *@E\F

—-
f._,.rf
CHeOOH +

€ HyOH

TRy
—--f———
o =
/ COOH
CHO

T

]
i 0
b s
o

Schéma IL.5: Différentes voies de biogenése du cycle Y-lactonique|[8].
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Une autre hypothése concerne le groupe furanique qui par oxydation donne le groupe

lactonique insaturé [9](Schéma I1.6).

Cette hypothese est confirmée par le fait que les furanoerémofilanes sont facilement oxydés

par l'oxygene de 1'air pour former les érémofilanolides[10].

. o .
—_—— [m}

Schéma I1.6: Formation des érémofilanolides a partir de furanoerémofilanes|8].

Les composés intermédiaires trés importants dans la biosynthése sont surtout des composés
avec des groupes époxydes. Ils donnent des réactions de cyclisation et des hydropéroxydes
[8]. De méme, ils ouvrent des possibilités de formation d'autres types de squelettes

sequiterpéniques [11].

I1.7. La biosynthése des sesquiterpénes-lactones
Cette hypothése a été confirmée par Ruzika expérimentalement en 1953[12]. Plus tard
Hendrikson [13], montra toutes les étapes de cette biosynthése a partir d’unités acétates.

Pour cette hypothese, la biosynthése des lactones sesquiterpénique se fait en plusieurs étapes :
I1.7.1. La formation de I’acide mévalonique (MVA)

Connu depuis 1956, ’acide mévalonique se forme a partir de la condensation de trois
unités acétates apres réduction par le NADPH. Au cours de cette biosynthese, deux molécules
se combinent par une condensation de Claisen, pour donner I’acétoacetylCoA et une troisiéme
molécule d’acétyle coenzyme A est additionnée stéréospécifiquement pour donner la chaine
B-hydroxy-B-methylglutaryl -CoA (HMGSCoA). La transformation en acide mévalonique, se
fait en deux étapes réductrices du groupe thioester en alcool primaire comme reporté dans

(Schéma I1.7).
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Schéma I1.7 : Formation de I’acide mévalonique a partir des trois unités acétates [74].

I1.7.2. La formation du géranyl pyrophosphate (GPP)

Comme reporté dans (Schéma IL.8), le géranyl pyrophosphate (GPP) résulte de la
combinaison d’une molécule de DMAPP et d’une molécule d’Isopentyl pyrophosphate

en présence de I’enzyme prenyl transférase [14].

/R @r\
)\/\OPF’ - e )\\y "

~ OPP
(DMAPP) Hs

m

IPP

addition électrophylique qui
donne un cation tertiaire

@
A Ao

géranyl pyrophosphate H Hs

GPP partie stéréospécifique
du proton

Schéma I1.8 : Formation du géranyl pyrophosphate [14].

I1.7.3. La formation du précurseur des lactones sesquiterpéniques (FPP)

L’addition d’une autre molécule d’IPP au GPP donne le squelette sesquiterpénique

fondamental le farnesyl pyrophosphate (FPP). Ce dernier est considéré comme le
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précurseur universel pour les lactones sesquiterpéniques[15]. (Schéma I1.9) renferme les

¢tapes de sa formation.

i W
)\/\/I\/\opp —_— = = )%\OPP

géranyl pyrophosphate cation allylique PP
GPP

addition ¢lectrophyle qui
donne un cation tertiaire

= = NS

oPP
Hr' Hs
perte stéréospécifique
du proton
= = = opPp ———
~
farnesylpyrophosphate —
PP = ~—
orPP

FPP
e

Schéma I1.9 : La formation du FPP [14].
I1.7.4. La formation de I’isopentyl pyrophosphate (IPP)

Le MVA est considéré comme la clé de la biosynthése de tous les terpeénes ou il est
phosphoryle par ’ATP qui lui céde en deux temps 2 groupements phosphates formant un
pyrophosphate. En présence d’une nouvelle molécule d’ATP le mévalonyle 5 pyrophosphate
est converti en pyrophosphate d’isopenthenyle (IPP) avec perte de CO, et libération de
phosphate comme reporté dans (Schéma I1.10).
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Schéma I1.10: Transformation du MVA en Isopentyl pyrophosphate (IPP) [14].

I1.7.5. La formation du dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP)

Le diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP) résulte de I’isomérisation de 1’Isopentyl-
pyrophosphate (IPP). Comme indiqué sur (Schéma II.11), le sens de 1’équilibre vers la
formation du DMAPP est en effet, largement favorisé, vu que la double liaison résultante est

plus substituée.

S>)
H
| isomeérisation — OPP

h_ 3 OoOPP _—
Hr Hs
dimethylallylphosphate
isopentylpyrophosphate (DMAPP)
(IPP)

Schéma I1.11: Isomérisation de 1’Isopentyl pyrophosphate (IPP) en DMAPP [14].

Selon la stéréochimie des deux premiéres des trois doubles liaisons : EE, ZE, EZ et ZZ du
Farnesyl pyrophosphate, on obtient quatre isomeres géométriques de sesquiterpenes
monocycliques formés a la base de germacra, 1(10), 4(5)-diene-6,12-olide connus sous

les noms de germacranolide, héliangolide, mélampolide et germacranolide ZZ

respectivement comme indiqué dans (Schéma 11.12) [14].
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Schéma I1.12 : Les quatre isomeres formés a partir du FPP [14].

I1.8. Classification des sesquiterpénes lactones

Les lactones sesquiterpéniques sont classé€es sur la base de leur squelette carbocyclique. Les
lactones sesquiterpéniques qui ont pour précurseurs le farnesyl pyrophosphate se classent

selon le nombre de cycles [16].

Il s’agit de la classe la plus diversifiée, Les sesquiterpénes se divisent en plusieurs

catégories structurelles, acyclique, monocyclique, bicyclique, polycyclique.

I1.8.1. Les sesquiterpénes acycliques

Le squelette carboné de ce type de lactone se forme probablement par décomposition de
liaison C(2)-C(3) du squelette germacrane monocyclique a savoir le secogermecranolide-2,3.

On peut citer en exemple la freelingnite (Figure I1.3) [17].

Généralement tous les monoterpenes acycliques ont un analogue sesquiterpene direct.
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Figure I1.3 : Freelingnite[17].

I1.8.2. Les sesquiterpénes monocyclique

Les sesquiterpenes monocycliques sont divisés principalement en 4 familles:
I1.8.2.1.Les germacranolides

Les germacranolides ont comme squelette de base un cycle a dix atomes de carbone.

La plupart d’entre eux contient deux doubles liaisons entre C (1) et C (10) [18], et se
distinguent les uns des autres par la stéréochimie de ces doubles liaisons.

Un exemple de germacranolide isol¢ de Centaurea lippi et de plusieurs autres centaurées
dans notre laboratoire: la cnicine (Figure 11.4)[18].

Exemple :

OH

Figure I1.4 : La cnicine [18].
I1.8.2.1.1. Les héliangolides

Ce sont les germacranolides avec une double liaison trans (E) (C (1) et C (10)) et autre (Z)

(C(4) et C(5)).
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11.8.2.1.2. Les mélampolides

Ce sont les germacranolides avec une géométrie des doubles liaisons opposées a celles des
héliangolides. A co6té de ces types de germacranolides sont décrit d’autres groupes avec

d’autres positions des doubles liaisons [17].
11.8.2.2.Les séco-eudesmanolides -1, 10

Ils sont obtenus par la décomposition de sesquiterpenes a squelette carboné bicycliques et

en sont considérés comme dérivés secondaires [16].
I1.8.2.3.Les élémanolides

Ce sont des seco-eudesmanolides-2,3, ils se forment par un réarrangement de COPE des

germacrane-1(10), 4-diénolides. Plus de 30 lactones natives de ce type sont décrites.

Ce squelette est caractérisé par la stéréochimie o de la liaison C1-C10 et la stéréochimie 3

de la liaison C4-C5. (Figure I1.5)

Exemple :

Figure IL.5 : Squelette de base des ¢lemanolides[6].

11.8.2.4. Les xanthanolides

Ils sont considérés comme des seco-guaianolides-4,5, plus de 20 produits natifs de ce type
sont décrits dans la littérature. On peut encore citer les secoguaianolides-4,5 et les
secopseudoguaianolides -4,5 dont plus de 10 produits natifs ont été isolés. L’ivambrine et

I’inulicine illustrent cette famille de composés (Figure 11.6) .

Exemple :
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Ivambrine Inulicine
Figure I1.6 : L’ivambrine et I’inulicine [16].
I1.8.3. Les sesquiterpénes lactones bicycliques

Presque toutes les lactones sesquiterpéniques sont réparties dans les groupes des

eudesmanolides, guaianolides, pseudo-guaianolides, éremofilanolides et bakkenolides[16].

11.8.3.1. Les eudesmanolides

Appelés aussi selinanolides, ce groupe contient plus de 150 lactones natives et est formé a
la base du squelette diméthyle-1,7-isopropyl-4 bicyclo [0, 4, 4] décane qui se produit du
squelette germacrane par cyclisation trans-annulaire entre C(5) et C(10) en formant deux

cycles hexagonaux(Figure I1.7) .

Exemple :

Figure I1.7 : Squelette de base des eudesmanolides[19].
11.8.3.2.Les Guaianolides

Leur squelette de base est formé du dimethyl 2-8 isoproropyl-5 bicyclo[0,3,5] décane qui
se déduit du squelette germacrane par cyclisation trans-annulaire entre C(5) et C(1) en
formant un cycle pentagonal et un autre heptagonal. La plupart des produits de ce type
donnent par déshydrogénation des dérivés de I’azuléne. Cent cinquante lactones natives de ce
type ont été isolées. Ce type de lactones sesquiterpéniques se distingue par la stéréochimie o

des protons des positions 1 et 5[6] (Figure IL.8).
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Exemple :

Figure I1.8 :Deacylcynaropicine [6].
11.8.3.3. Les pseudo-guaianolides

Ils se forment a partir du squelette guaiane aprés migration du groupe méthyle de la

position C (4) a la position C (5) [16] (Figure I1.9).

Exemple :

(@)

Figure I1.9 : Ambrosine [16].
11.8.3.4. Les éremofilanolides

Le squelette d’eremofilane se forme a partir du squelette eudesmane par migration du
groupe méthyle de C (10), C (5). Plus de 25 lactones de ce type sont décrites. Tous les

¢remofilanolides décrits jusqu'a présent ont leur groupe lactonique fermé en C(8).

Exemple :

Figure I1.10 :Istaneuline [16].
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11.8.3.5. Les bakkenolides

Appelés aussi fukinanolides(Figure II.11), ce groupe se début par le réarrangement de la
liaison C (9), C(8) du squelette d’éremofilanolides. Plus de 10 produits natifs de ce type ont

été 1solés. Le fukinolide en est |’un deux.

HzCOC
C,H,0OCO

O

Figure I1.11 :Fukinolide [16].

I1.8.4. Les Sesquiterpéne lactones polycycliques

Les sesquiterpeéne lactones tricycliques sont connues, il existe de méme celles avec un plus

grand nombre de cycles carbonés [16].

I1.9. Intérét médicinal et biologique

Une grande attention est donnée a 1'activité anti tumorale des lactones sesquiterpéniques.
Cette activité est liée au groupe a-méthyléne y-lactone .La recherche de l'activité biologique
des lactones sesquiterpéniques a toujours été d'actualité, ainsi les propriétés inhibitrices des

germacranolides sur la croissance des tissus animaux ont fait dés 1948 1'objet de revues.

Dans ce domaine, la recherche a été axée principalement sur la chimiothérapie du cancer.
Certains de ces produits y jouent un réle important, on peut citer a titre d'exemple les résultats
sur le méthacrylate d'acétate d'érioflorine et ceux sur I’eupacunine.

Dans des travaux de recherche systématique d'activit¢é biologique de lactones
sesquiterpéniques, Mitchell et coll, ont constaté que 52 produits natifs provenant de la famille
des astéracées sont des allergeénes forts, cette activité est liée aux mémes facteurs structuraux
conditionnant l'activité cytotoxique. D’autres études d'activité biologique ont montré que
certaines lactones sesquiterpéniques sont antibactériennes a l'encontre des germes Gram
positif, c'est le cas de I'hénélanine de l'aunée (lnulahelenium L.) et de la cnicine du chardon

ben (Cnicusbeniductus L).
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De méme, il a été prouvé que certaines lactones sesquiterpéniques sont antifongiques
d’autres, antiparasitaires. L'artémisinine est un anti malarique qui a donné d'excellents
résultats sur 'homme, tandis que I'ambrosine, un pseudo guaianolide d'dmbrosia maritima L.

est anthelminthique et molluscide[3].

I1.10.Méthodes de séparation et techniques d’analyses des sesquiterpénes

lactones

I1.10.1. Méthodes de séparation et de purification

Généralement, on utilise la chromatographie pour la séparation des produits

sesquiterpeniques en utilisant comme phase stationnaire :

Gel de silice : la silice peut former des liaisons hydrogénes rattachés au squelette, on utilise le
gel de silice comme un adsorbant pour la séparation des sesquiterpénes lactones.

Cellulose : présente des séparations souvent plus nettes et des taches mieux dessinées, de la
rapidité d’extraction plus grande.

Polyamide : Il est utilis€¢ pour la séparation des produits phénoliques, il forme des ponts

hydrogéne entre les hydroxyles phénoliques et les groupements amides des polymeres.
11.10.1.1. Méthodes Chromatographiques

La chromatographie est aujourd’hui, une méthode analytique largement utilisée pour la
séparation, I’identification et éventuellement le dosage des constituants chimiques dans des
mélanges complexes. Les facteurs qui interviennent dans le partage des molécules a séparer
entre la phase stationnaire et la phase mobile sont : la solubilité dans un solvant liquide [20].

11 existe différentes sortes de chromatographies parmi lesquelles on peut citer :

» La chromatographie de partage : C'est une chromatographie liquide-liquide. Cette
chromatographie est ainsi dénommeée car elle est basée sur le partage du soluté dans
les deux phases liquides.

» La chromatographie d'exclusion : elle est encore appelée chromatographie
d'exclusion-diffusion, tamisage moléculaire, gel filtration, perméation de gel. La
phase stationnaire est un solide poreux : les grosses particules sont exclues de la phase
fixe, en revanche les petites particules incluses diffusent plus lentement dans les pores

du gel.
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» La chromatographie d'adsorption : c'est une chromatographie liquide-solide. La phase
stationnaire est un adsorbant solide polaire.
» La chromatographie d'adsorption en phase inverse: c'est une chromatographie liquide

solide dans laquelle la phase stationnaire est apolaire.

11.10.1.1.1. La chromatographie sur couche mince

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple
et peu colteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification des différents
métabolites, elle repose principalement sur le phénoméne d’adsorption avec comme phase
stationnaire une couche d’absorbant (gel de silice ou autre) étalé uniformément sur un support
en aluminium ou en verre de dimensions variables (généralement 20 x 20 cm, 10 x 10cm ou 5
x 10cm) avec une épaisseur comprise entre 0.5 et 2 mm et une phase mobile comme ¢luant.
Elle est composée d’un solvant unique ou d’un mélange de solvants qui migrent lentement le

long de la plaque en entrainant les composants de 1’échantillon déposé [21].

Une fois le développement du chromatogramme effectu¢, la plaque est séchée a
température ambiante puis examinée sous UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et 365 nm). Si
nécessaire, les taches du chromatogramme sont révélées par pulvérisation de réactifs

appropriés. On détermine alors, pour chaque constituant, le Rapport frontal (Rf).
La valeur du Rr est définie comme suit :

Rf = d substance / d solvant

Dans la quelle :

gubstance: Distance entre l'origine et la tache du produit aprés élution

dyovane:  Distance entre l'origine et le front du solvant aprés élution

L’¢luant doit étre choisi de telle sorte que les produits et réactifs aient des Rf différents, afin

de pouvoir les distinguer sur plaque.
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Figure I1.12: Plaque de CCM (chromatographie sur couche mince)[22].

11.10.1.1.2. Chromatographie d’adsorption sur colonne

Elle est basée sur I'utilisation d’une phase stationnaire comme gel de silice, la cellulose ou
le polyamide et une phase mobile constituée par divers systémes de solvants comme ¢luant.
Elle est la plus utilisée pour la séparation des quantités importantes de mélanges complexes

[21].

L’¢lution peut se faire sous forme isocratique ou sous forme d’un gradient. En principe, la
phase mobile est composée des mémes solvants que ceux utilisés pour la CCM analytique.
Toutefois, 1’¢lution peut-étre accélérée grace a I’addition progressive de solvant de plus en

plus polaire par rapport a la phase initiale.
11.10.1.1.3. Chromatographie sur papier

On peut utiliser la chromatographie sur papier pour séparer un mélange de colorants.
Comme différents colorants ont des solubilités différentes dans un certain solvant, ils se
déplaceront a des vitesses différentes dans le solvant qui monte par capillarité. Le

chromatogramme obtenu peut servir a identifier les composants d'un mélange [23].

I1.10.2. Les méthodes d’analyse
Le développement des méthodes d’analyse de nos jours a facilité I’investigation structurale des

molécules complexes, notamment celles des lactones sesquiterpéniques.
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I1.10.2.1. La Spectrométrie de masse( SM )
Il existe plusieurs analyses en spectrométrie de masse qui sont:

» D’ionisation par impact ¢électronique (IE)

» 1’ionisation par impact électronique a haute résolution (IEHR)

» The Fast Atom Bombardment (FAB)
Dans cette derni¢re technique 1’ion moléculaire n’est pas toujours observable. On observe
généralement, ’ion correspondant au poids moléculaire plus un proton [M+H]". D’autres ions
peuvent se former lorsqu’il existe des impuretés de sel ou par addition de chlorure de
sodiumNaCl (on obtient I’ion [M+Na]"), ou de chlorure de potassium (on obtient 1’ion
[M+K]"). Ces informations permettent de déduire le poids moléculaire du composé étudié.
11.10.2.2. La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Le développement de la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire a partir de 1955

a fortement contribué aux progres rapides de la synthése organique, c’est en effet un moyen
d’identification sur et rapide de la structure d’une molécule. Elle concerne a la fois 1’état
liquide et I’état solide, elle est basée sur les propriétés magnétiques de certains noyaux

atomiques.

C’est la premiere méthode utilisée par les chimistes organiciens pour déterminer la
structure des molécules. Le principe de la RMN est le suivant : Les noyaux atomiques dotés
d’un nombre impair de protons, de neutrons ou des deux, auront un spin nucléaire intrinséque.
Lorsqu’un noyau atomique avec un spin non nul est placé dans un champ magnétique, le spin

nucléaire peut s’aligner soit dans la méme direction soit dans la direction opposée au champ.

Ces deux types d’alignement de spin nucléaire sont caractérisés par des énergies
différentes, et I’application d’un champ magnétique facilite la levée de dégénérescence des
spins nucléaires. Un noyau atomique dont le spin est aligné avec le champ aura une moindre
énergie que lorsque son spin est aligné dans la direction opposée du champ. L’énergie d’une
transition de RMN dépend de la force de champ magnétique ainsi que d’un facteur de

proportionnalité s’appliquant a chaque noyau appelé rapport gyromagnétique.

L’environnement local autour d’un noyau donné dans une molécule a tendance a perturber
légerement le champ magnétique local exercé sur ce noyau et a affecter son énergie de
transition exacte. Cette dépendance de 1’énergie de transition vis-a-vis de la position d’un

atome particulier dans une molécule rend la RMN extrémement utile pour la détermination de
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la structure des molécules. Cette technique s’est ¢également montrée utile dans la

détermination quantitative des especes absorbantes.
11.10.2.3. La spectroscopie Infrarouge ( IR )

La spectroscopie IR est utilisée en général pour identifier les groupements fonctionnels
d’une molécule, cette méthode est tres employée dans les laboratoires de chimie, de manicre
plus simple et routinier sachant que le domaine de fréquence le plus couramment utilisé
s’entend de 4000cm™ a 600cm™.

» En solution dans un solvant apolaire, on observe une bande fine a 3610cm. Il s’agit de
la vibration d’¢élongation de la liaison O-H libre.
» Pour le composé pur, on observe une bande large 3200cm<3480cm<3500cm.
11 s’agit des liaisons O-H associées par liaison hydrogeéne intermoléculaire.
Certains composés polyfonctionnels possedent une liaison hydrogéne intramoléculaire
(3480cm).Ce type de liaison se distingue facilement d’une liaison intramoléculaire.
En effet, une telle bande n’est pas affectée lors de dilution du composé dans un solvant interne

comme CCly.
11.10.2.4. La spectroscopie UV-visible

C'est la plus ancienne des spectroscopies d'absorption utilisées par le chimiste. Le domaine
des UV s'étend en principe de A= 10 nm a A= 400 nm et le domaine de la lumiére visible de A
= 400 nm a A = 800 nm. Cependant, on se limite en général a A > 200 nm en raison de
I'opacité de l'air pour les longueurs d'onde inférieures a 190 nm. Pour enregistrer le spectre
UV visible d'une substance, on prépare une solution diluée de concentration définie que 1'on
introduit dans une cuve en verre (ou en quartz pour les longueurs d'ondes inférieures a 350
nm). Le solvant doit étre transparent dans la zone de longueurs d'onde choisie. Sa nature doit
étre relevée, car elle peut avoir une influence sur les caractéristiques du spectre. Dans le
spectrophotomeétre, 1'échantillon est traversé par un faisceau lumineux et un détecteur mesure,
pour chaque longueur d'onde, l'intensité avant et aprés absorption (Iy et I). Le spectre UV
visible est constitu¢ par le courbe log( I/ Iy) = f(*), A étant exprimé en nm. Il se présente sous
la forme de larges bandes que l'on caractérise par leurs longueurs d'onde au maximum
d'absorption (Amax) et leurs coefficients d'absorbance (g). C'est une spectroscopie quantitative,

qui est régie par la loi de Beer-Lambert si la solution est suffisamment diluée:

A: absorbance
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¢ : coefficient d'absorbance (mol™ .L.cm™)

Log I/Iy= A = ¢ 1 ¢ (ou coefficient d'extinction molaire)

I: longueurs de la cuve en cm

C: concentration de la solution en mol. L™

On considére en général que cette loi est vérifiée lorsque 1’absorbance est inférieure a 2.

Pour les composés organiques, 1’absorption des radiations UV visible correspond a une
transition électronique entre une orbitale de basse énergie et une de plus haute énergie pour
des ¢€lectrons (7 -m*) ou les paires non liantes des hétéro atomes (transitions n-o* ou n-m*).
Les bandes d’absorption observées sont en général trés larges en raison de la présence de
nombreux niveaux vibrationnels et rotationnels tant aux niveaux fondamental qu’a 1’état

excité [24].
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L’ETUDE EXPERIMENTALE
II1.1. Introduction

Ce chapitre s’articule auteur d’une seule partie : dans cette partie I’étude phytochimique porte sur
I’espeéce Artemisia Campestris et concerne |’extraction des sesquiterpeénes lactones par les

différents solvants organiques, controle et analyse par la chromatographie sur couche mince.

I11.2. Partie phytochimique
II1.2.1. Matériel et méthodes

1- Le matériel végétal

Notre étude a porté Artemisia Campestris de la famille Astéraceae. (Figure I11.1) .

Figure II1.1: Plante Artemisia Compestris.

2- Récolte de la matiére végétale
Artemisia campestris a été cueillie dans la région El Kantara dans la wilaya de

Biskra, au mois de mars 2021.

3. Conservation (séchage)
la plante especes ont été nettoyée et conservée, a une température ambiante dans

une piece a I’abri de soleil. Puis elles ont été séchée et broyée.
4. La poudre végétale (broyage)

Dans un mortier , on broie les parties aérienne de la plante jusqu’a obtenir une poudre

presque fine (Figure I11.2) .
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Figure I11.2: Broyage de matiere végétale

II1.2.2. Mode opératoire

I11.2.2.1. Extraction solide-liquide

I11.2.2.1.1. Macération de la matiére végétale
La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant, pour extraire les principaux actifs.
On a utilisé 300 g de la poudre de la maticre végétale de la plante Artemisia campestris L est
soumise a une extraction par macération dans le mélange hydro-alcoolique EtOH /H20:

(70/30: v/v) pendant 24 heures a température ambiante (Figure II1.3).

Apré 24h
|- I ———

Figure II1.3 : Macération de la mati¢re végétale
I11.2.2.1.2. Filtration

La filtration est une méthode mécanique utilisée pour séparer un solide d’un liquide ou d’un

gaz en faisant passer le mélange par une membrane ou un chiffon fin, par ’aide d’un
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entonnoir (Figure I11.4).
Le volume total de macération hydro-alcoolique est filtré par Biichner la vitesse de filtration

est augmentée par la création d’une dépression en aval du matériau filtrant

Figure II1.4 : La Filtration sous vide

C’est le mode de filtration utilisé d’une maniére courante pour les verres frittés et les
membranes filtrantes. Des entonnoirs spéciaux adaptés sur une fiole a succion, dans laquelle

on crée une dépression, sont utilisés.

I11.2.2.1.3. L'évaporateur rotatif
L’extrait évaporé sous vide a 1'aide un évaporateur rotatif a température (40°C).
Cet appareil (Figure II1.5) permet d'éliminer rapidement le solvant (EtOH) volatil

par évaporation. Le principe est basé sur I'abaissement du point d'ébullition avec la pression.

i

‘I\ |:‘:- ] I !

Figure IIL.5 : Evaporation sous vide
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Le résidu obtenu est de nouveau mis a une deuxiéme macération pendant 24 heures avec la

quantité d’éthanol récupéré.

L’extrait obtenu apres filtration est concentré a sec sous pression réduite pour éliminer
|'éthanol

I11.2.2.2. Extraction liquide-liquide

L’extraction liquide-liquide est I’une des techniques de préparation d’échantillons les plus
anciennes. C’est une opération fondamentale de transfert de maticre entre deux phases
liquides non miscibles, sans transfert de chaleur. Cette technique permet d’extraire une
substance dissoute dans un solvant, a I’aide d’un autre solvant, appelé solvant d’extraction,
dans lequel elle est plus soluble. Le solvant initial et le solvant d’extraction ne doivent pas
étre miscibles.

En pratique, les solutés sont souvent dans une phase aqueuse.
Apres I’évaporation, 1’extrait brut est affronté par trois solvants de différentes polarités, afin
de séparer les sesquiterpenes lactones. L’extrait est affronté successivement par trois

solvants :

»  Ether de pétrole
»  Chloroforme
» 1’Acétate d’éthyle.

La quantité de solvant doit étre appropriée a la quantité de maticre végétale a extraire.

I11.2.2.2. 1. Extraction par I’éther de pétrole

> La décantation

Extraction liquide-liquide discontinue elle est réalisée grace a des ampoules a décanter dans laquelle
se sépare les deux phases non miscibles. Il existe plusieurs mod¢les d’ampoules a décanter.

On ajoute dans une ampoule a décanter (100 ml) de «I’éther de pétrole» a été utilisé a fin de faciliter
la séparation. En d’autres termes, une phase aqueuse, en générale plus dense, se situe dans la partie
inférieure et une phase organique de densité plus faible qui contient les chlorophylles, les lipides, les
cires et les hydrocarbures se situe audessus dans I’ampoule a décanter. Agiter fortement 1’ampoule en
prenant bien soin d’ouvrir réguliérement la valve afin de rétablir la pression a I’intérieur de celle-ci,
laisser reposer et

décanter.

- Cette étape est répétée un seul fois (Figure I11.6).
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Figure I11.6 : Extraction liquide-liquide de la phase aqueuse par I'éther de pétrole.

I11.2.2.2. 2. Extraction par le chloroforme

Le chloroforme ou trichlorométhane ( CHCI3 )est un excellent solvant pour entrainer les
composés semi polaires, notamment les terpénoides.

On ajoute (100ml) de « chloroforme » a la phase aqueuse traitée par I'éther de pétrole et

contenue dans 'ampoule a décanter, aprés agitation et décantation des deux phases.

On obtient une phase aqueuse de densité plus faible se situe au-dessus dans 1"ampoule a
décanter et une phase de chloroforme plus dense se situe dans la partie inférieure dans
I'ampoule a décanter (phase organique) ou la phase chloroformique.

- Cette étape est répétée quatre fois pour avoir les lactones sesquiterpéniques moyennement

polaires. (Figure I11.7)
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Phase
chloroformique

Figure I1I1.7 : Extraction liquide-liquide de la phase aqueuse par le chloroforme.

La phase chloroformique est évaporée a sec sous vide a 'aide d’un évaporateur rotatif a
température (40°C), pour éliminer le solvant et donnée I'extrait chloroformique (Figure
I11.8)

» L’évaporateur rotatif est un appareil utilisé pour concentrer rapidement un milieu. I
s’agit en fait d’éliminer une partie ou la totalité d’un solvant dans lequel est dissous un
solide ou un liquide peu volatil. Ce dispositif permet de réaliser, sous pression
modérée, une distillation simple du solvant. Le pouvoir séparateur de cet appareil est
suffisant pour séparer correctement des composés dont 1’écart entre les points
d’ébullition est important.

» Le principe de cet appareil est basé sur la distillation sous vide (partiel). La solution
est mise en rotation pour éviter des bulles d'ébullition trop grosses ou mousseuses,
puis la pression est diminuée grace, généralement a une trompe a eau et la solution est

chauffée en fonction du solvant a éliminer pour accélérer 1'évaporation.
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b

La phase chloroformique ‘ Evaporation ‘

Figure II1.8: L’évaporation de I'extrait chloroformique par I'’évaporateur rotatif.

"

Figure I11.9: L’extrait chloroformique.

I11.2.2.2. 3. Extraction par I’acétate d’éthyle

On ajoute (100ml) d’acétate d’éthyle a la phase aqueuse traitée par le chloroforme et
contenue dans 'ampoule a décanter, apreés agitation et décantation des deux phases, on
rejette la phase d’acétate d’éthyle dans un ballon la partie supérieure (phase organique).

- Cette étape est répétée trois fois pour une bonne séparation (Figure I1I. 10).
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Phase d’acétate
d’éthyle

Phase aqueuse

Figure II1.10 : Extraction liquide-liquide de la phase aqueuse par I'acétate d’éthyle.

La phase est évaporée a sec sous vide a I'aide d’un évaporateur rotatif a température (40°C),

pour éliminer le solvant et donnée 1'extrait d’acétate d’éthyle (Figure II1.11).

N
L o7

La phase d’acétate Evaporation

U.CUIYIE . y, . s , y
Figure III. 11: L'évaporation de la phase d’acétate d’éthyle

par I'’évaporateur rotatif.

Figure II1.12: L’extrait d’acétate d’éthyle
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Le protocole général de cette opération est schématis¢ ci-dessous (schéma I11.1)

300 g matiere séche

Evaporation e Macération (Ethanol/eau: 70/30)
sous vide (40C°) A température ambiante ‘
e Filtration (extrait hydroalcoolique)
A
Phase aqueuse concentrée
. Extraction
Liquide-Liquide avec
— , r 14 L]
Extrait \ I’éther de pétrole 100 ml (3 fois)
étheropétroliqu Le résidu aqueux
Evaporation

sous vide (40C°) o Extraction Liquide-
Liquide avec chloroform

(Y
100ml (4 fois) j

e Extraction Liquide-

Liquide avec ’acétate
d’éthyle 100 ml (3 fois)
e Evaporation sous vide (40

Extrait

Extrait d’acétate d’éthyle

Schéma III.1 :Méthode d’extraction des sesquitérpenes lactones.
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Filtration Evaporation Décantation |

e /Epuisement du \

3(’)0g de matériel matériel végétal
veg’etal 3 fois par éther
(Méthanol/eau) de pétrole/ 4 fois
(70v/30v) hlorof /
P pat: chloro (),rme
\_ Y, 3fois par acétate
— d’éthyle.

- La phase
chloroformique

L’extrait
chloroformique

Séparation par CCM ]

Schéma II1.2: Protocole d'extraction des sesquitérpenes lactones.




CHAPITRE .
L’etude experimentale

I11.2.3. Controle et analyse chromatographique sur couche mince

La Chromatographie sur Couche mince ou CCM est une méthode analytique couramment
utilisée dans les laboratoires de phytochimie pour 1’identification rapides des constituants
d’un extrait donné. Elle repose principalement sur des phénomenes d’adsorption ; la phase
mobile est un solvant ou un mélange des solvants ; qui progresse le long d’une phase
stationnaire qui peut étre soit une couche mince de gel de silice ; ’alumine ; ou cellulose.
Celle-ci doit étre uniformément étalée sur un support en aluminium, sur une feuille semi-

rigide de matiére plastique ou sur une plaque de verre. [1]
I11.2.3.1. Principe

Le principe de la chromatographie repose sur I’entrainement d’un échantillon dissous par une
phase mobile a travers une phase stationnaire [2].
I11.2.3.1.1. Préparation de La phase mobile : La phase mobile est constituée par un
mélange des solvants organiques. Pour cela, différents systémes des solvants ont ét¢
essayés pour définir ceux qui donnent les meilleures séparations.
I11.2.3.1.2. La phase stationnaire : La chromatographie sur couche mince a été réalisée
sur des plaques d’aluminium constituées de gel de silice.
L'échantillon est déposé sur les plaques de gel de silice a ’aide d’une pipette pasteur ; on
laisse sécher puis de placer les plaques dans des cuves contenant I’'un des systémes des
solvants.
Le but de cette étape est de réaliser la séparation d'une grande quantité des Molécules
sesquiterpenes lactones.
Les systémes solvants choisis sont utilisés comme des ¢luants des phases stationnaires leurs

vapeurs doivent saturer 1’atmosphére de la cuve ceci impose d’utiliser une cuve bien fermée.
I11.2.3.2. Le dépot

le dépdt se fait avec des pipettes de pasteur en verre a usage unique d’une fagon
perpendiculaire et linéairement. Chaque phase doit étre déposée en solution diluée dans le
méthanol, on peut effectuer plusieurs dépots successifs du

méme analyse en méme endroit, cette pratique permet de concentrer 1’analyte[3].
I11.2.3.3. Développement des plaques

chaque plaque est déposée en position verticale ou Iégérement inclinée dans la cuve

préalablement saturée par les vapeurs du systeme solvant approprié, I’échantillon a étudier
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sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité¢ de la phase mobile vers le haut
de la plaque [3].

I11.2.3.4. Révélation

si les constituants sont colorés, ils seront directement visible sur la plaque, sinon la

révélation peut se faire soit aux UV ou bien par des

» Révélation par des méthodes chimiques : ces méthodes consistent a mettre en

contacte de la plaque un réactif plus ou moins spécifique qui donne un produit coloré
par réaction chimique avec les substances a révéler [4].

I11.2.3.5. Préparation de la cuve
on dépose la plaque CCM dans la cuve qui doit étre saturée par la vapeur de 1’éluant.
Sur une plaque chromatographique, tracer, au crayon de papier, un trait a 1 cm environ du
bord inférieur et parallé¢lement a ce dernier. Déposer sur le trait, a 1’aide de tubes capillaires, a
0,5 cm d’intervalle, une microgoutte de 1’extrait chloroformique de la plante.
Laisser sécher les taches avant d’¢luer. Couvrir le bac d’¢lution par une plaque de verre, afin
que I’atmosphére, dans le bac, reste saturée en vapeurs d’¢luant. Lorsque le solvant qui monte
a atteint les % environ de la hauteur de la plaque (front du solvant), sortir la plaque et marquer
immédiatement la hauteur du front a ’aide d’un crayon de papier, puis laisser évaporer le
solvant.
Dans cette étude il ya quelques taches ne sont pas visibles dans 1’état naturelle ou par UV,
donc on utilisant un révélateur chimique (mélange de 4.6ml de benzaldéhyde, 232ml
d’éthanol, 2.6ml d’acide méthanoique et 8.5 ml de 1’acide sulfurique) pour 1’apparition des
taches invisibles, Aprés pulvérisation, chauffer la plaque de CCM. (Figure II1.11)
Cette dernicre technique de révélation peut donner des informations sur la nature et la position
de certains substituants sur le squelette sesquiterpénique de la lactone en fonction de la
couleur que prennent les spots aprés chauffage. Par exemple, une couleur verte indique la
présence d’un groupement chlorométhyléne en C-4 et un groupement hydroxyle en C-3[5].
Plusieurs colorations apparaissent en fonction du type de composés. Pour chaque constituant

il y a un rapport frontal Rf qui est compris entre 0 et 1.
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La plaque CCM révélateur chimique

le chauffage

Figure II1.13: Les différentes étapes de CCM.
I11.2.4. Analyse de I'extrait chloroformique

I11.2.4.1. Mode opératoire
Plusieurs systémes de solvants sont exploités durant cette manipulation, le choix de systéme
est basé sur ceux qui donnent les meilleures séparations (migrations).
Tableau III.1: les systémes utilisés dans la séparation des sesquiterpeénes lactones sur CCM

pour I’extrait chloroformique.
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Chloroforme/éthanol (9.9/0.1)
Hexane/chloroforme/Acétate d’éthyle (3/3/3)
Et,0O / ethanol (4/6)
Toluene/éthanol/méthyle éthylcétone (2/3/5)
H,O/méthanol/Acétyle acétone (1/3/6)
H,O/Butanol/éthanol/Acide Acétique (1/2/2/5)

Les résultats sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau II1.2: les résultats obtenus pour I’extrait chloroformique.

Eluant Chromatogramme

=——

Sys 1: Chloroforme/éthanol

Jaune claire

Mauve claire

jaune foncé

LMauve claire j
w—
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Sys.2:Hexane/chloroforme/Acét
ate d’éthyle

orange

Vert claire
jaune \

Mauve claire J

Sys 3 :Et,0 / éthanol
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Sys.4:Toluéne/éthanol/méthyle
éthyle cétone

Sys.5 :H,O/méthanol/Acétyle
Acétone

A

'
e T i B i .

Jaune fonce J
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Sys.6 :
H,0O/Butanol/éthanol/Acide
Acétique

= Jaune claire J

=

-Apres la révélation par des méthodes chimiques, on observe la bonne séparation dans la
plaque CCM du systéme Sys 1.
-D’prés ces valeurs on peut déduire que notre espece extraite par le chloroforme est riche en
sesquiterpenes lactones.

I11.2.4.2. Résultats
D’apres les chromatogrammes obtenus, on constate que le meilleur systéme de I’extrait

chloroformique est :

Chloroforme/éthanol (9.9 / 0.1) (v /v).







CONCLUSION GENERALE

Conclusion Générale

Dans ce travail accompli, réalis¢ a l'aide de 1'étude phytochimique de la plante Artemisia
compestris L, qui a plusieurs usages contre plusieurs maladies, il se compose de plusieurs
substances actives, et la principale parmi ces substances sont les sesquiterpenes lactones.

En commencant a cette idée nous avons essayé de réaliser une extraction des sesquiterpenes
lactones a partir de la partie aérienne de la plante étudiée, suivi par un controle avec la
chromatographie sur couche mince (CCM) qui indique que cette espéce contient plusieurs types
en sesquiterpenes lactones.

Les testes phytochimiques réalisés sur I’extrait éthanolique des feuilles de la plante Artemisia

campestris L, a permis d’identifier plusieurs métabolites secondaires (sesquiterpénes lactones,..).




Matériels et produits utilisés :

ANNEXE

Récipients Accessoires Produits Appareillage
et Verreries
* Ampoule a * Support * Eau Distillé * Etuve
décanter métalliques * Ethanol * Bec benzeéne
* Ballon un col * Pince * Chloroforme » Evaporateur
(500 ml) métalliques * Ether De rotatif
* Biichner * Pince au bois Pétrole * Autoclave
* Entonnoir simple |  Spatule en * Acétate * Plaque
* Eprouvettes acier D*“éthyle chauffante
graduées * Spatule en * Toluéne * Chauffe Ballon
 Béchers graduées | verre » Méthyle Ethyle
* Fioles * Tuyaux Cétone
erlenmeyer * Papiers * Acide Acétique
* Fioles a jaugée paraffine * Hexane
* Creuser * Papiers filtre * Ether
* Tubes a essais * Verre de D’éthylique
* Boites de pétrie | montre * Butanol
* Cuve * Thermometre

* Plaques de gel

de silice

* séchoir
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Résumé
Dans ce travail, nous avons pu étudier la phytochimie des lactones
sesquiterpéniques de la plante médicinale 1'absinthe, en se basant sur la
chromatographie sur couche mince (CCM), lorsque plusieurs taches de plusieurs
couleurs ont été découvertes dans les différents systémes utilisés.
Il a confirmé que cette plante est riche en sesquiterpéniques lactones .
Mots clés :
e Artemisia campestris L .

e Sesquiterpénes lactones .

e Chromatographique sur couche mince .






