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Résumeé

Rétama sphaerocarpa est parmi les plantes aromatiques et médicinales les tres utilisées dans le

domaine de la médecine traditionnelle et le domaine pharmaceutique.

L’objectif des travaux présentés dans ce mémoire est I’étude pratique de I’extraction des flavonoides
et Alcaloides a partir de cette plante, par la comparaison entre trois méthodes de macération en utilisant des
solvants de polarité différents. Afin d'évaluer I'effet du mode de I’extraction des plantes sur le rendement et

sur les composés chimiques ainsi que sur leurs activités biologiques.

En effet, I'étude a prouvé que la meilleur méthode est la macération avec I’éthanol 70% : par rapport

a la macération éthanolique et macération de I’eau.

L’analyse qualitative aprés la separation par CCM, révélation chimique et visualisation sous UV a
254 nm et 366 nm, a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) dans tous les extraits des
trois méthodes, qui confirment la présence des composés phénoliques, des flavonoides et des alcaloides.

L’extrait de di éthyle éther a révélé une activité considérable contre les deux types de bactéries
(Escherichia coli et Staphylococcus aureus).

Les mots clés: Rétama sphaerocarpa, Fabaceae, la chromatographie, la spectroscopie, alcaloides,

flavonoides, activité antibactérien.



Abstract

Retama sphaerocarpa is among the most widely aromatic and medicinal plants very used in the
fields of traditional medicine and pharmaceuticals.
The objective of the work presented in this memory is the practical study of the extraction of flavonoids and
alkaloids from this plant, by comparing three maceration methods using solvents of different polarity. To
assess the effect of the method of extraction of plants yield and on chemical compounds as well as on their
biological activities.

Indeed, the study proved that the best method is maceration with ethanol (70%) compared to
ethanolic maceration and water maceration.

The qualitative analysis after separation by CCM, chemical revelation and visualization under UV at
254 nm and 366 nm, made it possible to highlight numerous spots (spots) in all extracts of the three
methods. Which confirm the presence of phenolic compounds, flavonoids and alkaloids.

The extract of diethyl ether showed considerable activity against both types of bacteria (Escherichia
coli and Staphylococcus aureus).

Keywords: Retama sphaerocarpa, Fabaceae, chromatographic, spectroscopic, alkaloids, flavonoids,
antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

L’histoire des plantes médicinales est aussi longue que I'histoire des humains, depuis des
milliers d'années, I’lhomme a été utilisé les plante pour ses propriétés particulieres bénéfiques
pour la santé humaine, voire animale.

La plupart des plantes sont constituent une source majeur de médicaments a travers leur
richesse en métabolites secondaires, beaucoup de chercheurs cherchent a trouver des composants
naturels tels que les saponosides, les flavonoides, les alcaloides, les tanins, les huiles essentielles
et les composes phénoliques

Selon les estimations de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), plus de 80% de la
population mondiales utilisent encore la médecine traditionnelle afin de répondre aux besoins
des soins et de la santé, en raison du codt éleve des médicaments chimiques et leur toxicité. En
plus, au début du 21e siécle, 11% des 252 médicaments considérés comme de base et essentiel
par I’OMS étaient exclusivement de la floraison origine végétale. Des médicaments comme la
codéine, la quinine et la morphine contiennent tous des ingrédients d'origine végétale ™.

Beaucoup de remedes phytothérapiques sont nés des observations, de l'inspiration et de
I'expérience des guérisseurs. Ces observations et applications ont été enregistrées depuis des
millénaires dans les diverses parties du monde 2.

Les rétames sont des légumineuses arbustives, possédant a la fois des intéréts
pharmacologiques et écologiques, caractérisés par une distribution géographique trés diversifiée
en partant des pourtours de la cote méditerranéenne jusqu’aux régions semi-arides et arides, ils
représentent un moyen naturel de lutte contre la désertification .

L’évaluation des propriétés phytothérapeutiques, telle que I’activité antibactérienne et
antioxydant est considere comme trés importante et trés utile, en particulier pour les plantes, qui
sont largement utilisées en médecine traditionnelle.

Ces travaux de memoire consistent dans un premier temps de renseigner sur la famille
Fabaceae et la description botanique de I’espéce Rétama sphaerocarpa leur intérét écologique,
pharmacologique , économique et leur composition chimique .

Dans un second temps, nous avons utilisé d'une part des techniques d'extractions et de
séparation des flavonoides et d'alcaloides a partir de la espéce et d'autre part I'étude de I'activité
anti bactérienne des extrait poly phénoliques et alcaloidiques.

Ce travail s'articuler de la maniére suivante :

- Dans le premier chapitre, nous avons présenté une synthese bibliographique.
- Dans un second chapitre, nous décrivons les techniques d’analyse.

- Le troisieme chapitre est consacré a la partie expérimentale.

- Le dernier chapitre présente résultat et discussion.
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I1.1.La famille des Fabaceae

La famille Fabaceae ou Légumineusae est un famille économiquement importante de plante
a fleur et la troisieme des plus grandes familles de plantes en nombre d’espéces, derriére la
famille Orchidaceae et la famille Asteraceae, avec 751 genres et plus de 19 500 espeéces. Elle
regroupe de trés nombreuses plantes qui poussent dans le monde entier 1.

Les Fabaceae sont représentées par des plantes a port trés variable, herbacées annuelle ou
vivaces, lianes ou volubiles, arbustes et méme arbres, cette famille cosmopolite s’étend des

zones froides aux zones tropicales !,

> Les feuilles généralement alternes, composées pennées (ou bipennées) a composées
palmées, trifoliolées, ou unifoliées ; entieres a parfois dentées —serrées, a nervation pennée
folioles parfois transformées en vrilles ; renflement moteurs a la base de la feuille et des
folioles bien développés, produisant généralement des mouvements de veille et de sommeil;
stipules présentes, minuscules & foliacées, parfois transformées en épine ..
> De nombreuses fabacées hébergées bactéries symbiotiques (Rhizobium), ont la capacité de
fixer I’azote de I’air dans leurs racines (nodules racinaires) ; parfois canaux ou lacunes
sécrétrices .
> Les Fleurs généralement hermaphrodites, actinomorphes a zygomorphes, a Hypanthuim
court, généralement en forme de coupe, elles sont généralement 5 sépales libre ou plus
souvent soudé et 5 pétales libre ou plus souvent soudé, valvaires ou imbriqués, tous
semblables, ou le pétale postérieur différant par la forme, la taille et la couler, disposé
intérieurement ou extérieurement dans le bouton , les deux pétales inférieurs souvent soudés
ou adhérents et formant une caréne , ou largement étalés , étamine 1 & nombreuses, Il y a
normalement 10 étamines et un ovaire allongé supérieur, avec un style courbé. Les Fabacées
sont généralement des plantes entomophiles (c’est-a-dire qu’elles sont pollinisées par insecte),
et les fleurs sont généralement voyantes pour attirer pollinisation .
> Fruit généralement une gousse ou légume, étre souvent déhiscent, et peut aussi étre une
gousse indéhiscentes, un fruit lomentacé, une samare, et parfois follicules, légumineuses,
akeénes, drupe et baies. L’ovaire se développe principalement dans une légumineuse .
Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’espéces sont récoltées dans
un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja) qu’animale (trefle,
luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme combustible, pour leur

bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais, réglisse) ou en chimie .
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Les fabacées sont distribuées dans tout le globe terrestre, mais ils sont bien mieux notés en
Amérique du centre et du sud. D’autres centres de diversité sont localisés également en Afrique
et en Asie [®1.En Algérie, les fabacées ligneuses occupent une place importante et jouent un role
important dans I'équilibre du milieu naturel et la lutte contre la désertification. Les rétames
(Rétama reatam, Rétama monosperma et Rétama sphaerocarpa) sont un bel exemple de plantes
occupant une place considérable dans les régions arides et semi-aride ).

1.2.L.espece Rétama sphaerocarpa

1.2.1. Position systematique

Regne : Végétal

Embranchement : Phanérogames

Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Fabales

Famille : Fabacées

Genre : Rétama

Espéce : Rétama sphérocarpa (L.) Boisse %!,

Nom vernaculaire : Figel

Figure 1: Plante de rétama sphaerocarpa.
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1.2.2. Description botanique

Rétama sphaerocarpa (L.) Boisse est une légumineuse arbustive vivace, de 1 a 2 m de haut, a
rameaux pubescents plus au moins dressés. Avec une fleur de couleur jaune tres petite de 5 a 6

mm, début de floraison en mi-juin, et une gousse globuleuse (7 a 8 mm de long) de couleur jaune
brun [11][12] [13].

Figure 2 : Les fuilles et les fruits de rétama sphaerocarpa.

| .2.3. Distribution géographique

Le rétama sphaerocarpa se trouve en beaucoup en Espagne, au Portugal et en Afrique du
nord et tres rare au Sahara. En Algérie, il se trouve le rétama sphaerocarpa en kabayile,

Ghardaia, les plaines de Batna, Ain sefra, Bouira, et Maadid de M’silla™* 1%,

1.2.4.Intérét écologique de I’espece

Rétama sphaerocarpa est une espéce endémique du bassin méditerranéen et dans les divers
climats (humides et arides) et les milieux ouverts, secs et ensoleillés des écosystemes
mediterranéens, ces espéces de plantes sont de stabilisation d’une dune d'écologique, de fixation

des sols et de revégitalisation des écosystémes semi-arides et arides ™.

Elle a la capacité de fixer I'azote en raison de sa symbiose au niveau de ses racines avec les

rhizobiums, avec un systéme racinaire profond lui permet d'atteindre des sources d'eau profonde
[16]

1.2.5.Intérét pharmacologique

Rétama sphaerocarpa sont des arbustes des déserts sauvages poussant en Algérie, et ils sont
couramment utilisés comme plante de guérison avec des effets antiseptiques, antipyrétiques et
anti diarrhéiques. La décoction de parties aériennes de rétama sphaerocarpa, sont utilisés en
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médecine traditionnelle pour le traitement du diabéte, I’hypertension et les rhumatismes, ainsi
que anti-inflammatoires. Ce pharmacologique di a la présence de certains alcaloides et des
flavonoides.

En plus rétama sphaerocarpa présente une activité antioxydant, antimicrobienne et

antifongique ™71,
1.2.6. Intérét économique

Les rétames sont considérés comme un excellent fourrage, de plus leur bois est utilisé en

chauffage. ls sont riches en fibre, dont la longueur moyenne atteint 1,93mm 18!,

Dans leur graines se trouvent des substances telles que des lectines et des protéines qui sont
provoquent des réactions allergiques, cette caractéristiques donne a la plante une défense contre

les insectes. Ainsi, les biopesticides peuvent étre fabriqués .
1.2.7.Composition chimique de Rétama sphaerocarpa
1.2.7.1.L.es coumarines

Les coumarines sont des métabolites secondaires polyphénoliques dont la structure comporte
le noyau benzo-apyrone (coumarine) résultant de la lactonisation de I’acide ortho-hydroxy- cis

cinnamique.

\, J e N .L
N, COOH LN e T
= OH =0 0

L'acide ortho-hydroxy-cinnamique Coumarine

Figure 3 : Structure de base des coumarines.
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On distingue deux types de coumarine:

e Coumarines simples :

5 4

6 X3

7 5 o
3

Figure 4 : Structure des coumarines simples.

e Coumarines complexes ou un noyau furanne ou pyranne est associé au noyau benzo a pyrone.
On distingue :

[ ]

- Les furocoumarines (ou furanocoumarines) :

v' 6, 7 furocoumarines (linéaire).

R1

Figure 5: Structure des 6, 7 furocoumarines (linéaire).

v' 7, 8 furocoumarines (angulaire).

Figure 6: Structure des 7, 8 furocoumarines (angulaire).
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- Les pyrannocoumarines :

~
@] (@] O
QCOCH,
COR

Figure 7 : Structure des pyrannocoumarines
Ils ont des propriétés pharmacologiques tres important comme antivirales, tranquillisantes, et

anticoagulantes 2

Les coumarines sont des molécules a grandes échelle dans les regnes végétales Elles sont surtout
présentes chez les Dicotylédones et abondantes dans certaines familles : Rutaceae, Fabaceae,

Apiaceae, Oléaceae, Loganiaceae, Solanaceae, Asteraceae et Hippocastanaceae %%,

1.2.7.2. Les tanins

Les tanins sont des substances de la famille polyphénole, posséder un poids moléculaires entre
500 et 3000 Da 2. Ils sont localisés dans I’écorce, les feuilles et les fruits de nombreuses

plantes, sont devisé en deux types, tanins hydrolysables et tanins condensés 2.

Les tanins ont plusieurs propriétés thérapeutiques, ils sont utilisés comme tannage de la peau

animale, réparer les dommages des tissus dus & I’eczéma et anti-constipation %!,

Figure 8 : Structure des tanins (a) hydrolysables (b) condensés %,
1.2.7.3.Les saponpsides

Le terme saponpsides et dérivé de mot savon, Sont des hétérosides, se trouve sou forme

triterpéne et stéroide *®). 1ls ont une propriété tensioactive 1.
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O
18 - ——
H(_ﬁ“%{OH
_O 24
16
15
( H-Ol I/L Aglycone
T 5 \_v
CH-OH
Sugar chain
on
()l[ OH
HO
-
CHs
OH OH

Figure 9 : Structure des saponpsides 2

Y
R= [?:] Oleanan
i R
T R= [ Hopane
o) -
—~ — T~ ~
° ) S o U —
~_ —
Sugars /"/ e .
R= 1
Y Greane
Triterpenic aglycone
«
R (\:>— Spirostane
/\i, T/b R= < ) - Glycoalcaloid
Su, k)r\ R= /-\/L\ Furostane
agly

Figure 10: Les structures possibles de la saponpsides aglycone 2.

1.2.7.4.Les huiles essentielles

Ce sont des produits huileux, volatiles et odorants, sont localisés le plus souvent dans des
organes sécreteur. Les hulies essentielles utilisés comme anti-inflammatoires, il est également

expulse les gaz inestinaux 4.

La composition chimique d’une H.E est assez complexe, ou y trouve généralement de
nombreux constituants, ceux-ci appartiennent principalement a deux grands types chimiques :
Les composés terpéniques comme (monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes, Triterpéne). Et les
composés aromatiques dérivés phénylpropane, ce sont trés souvent des alkyls et
prophenylphenols, par fois des aldéhydes 241,
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1.2.7.4.1.Quelques exemples des composes existant dans I’huile essentielle de
I’espece rétama

Tableau 1 : Quelques exemples des composes existant dans I’huile essentielle de I’espéce

rétama 12139,

O O CHj3
Y H3CO / i

o Ay -
(0 NH, AL

10

Estragole Methylanthranilate | Eugenol Methylcinnamate | D-(+)-
Limonene

1.3.Les alcaloides

1.3.1.Définition

Les alcaloides sont des composés cycliques contiennent un ou plusieurs atome d'azote dans
leur structure chimique. Sont stockés dans les plantes en tant que produits de différentes voies
biosynthétiques. Quelques structures sont relativement simples, tandis que d'autres sont tout a

fait complexes.

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante et la partie dans laquelle
les alcaloides s'accumulent n'est pas forcément celle ot ils sont synthétisés X, nous pouvons les
trouver dans des nombreuses familles des plantes, et la plupart des alcaloides sont solubles dans

I’eau et I’alcool B 1381,

lls sont amers et apéritifs, ils sont & la base de nombreuses molécules thérapeutiques®*!.
1.3.2. Nomenclature

Les alcaloides n’a pas de nom officiel, ils dérivent de la plante é été extrait ou de la personne

qui a découvert la plante. Se terminer souvent par « -ine » s’il est amine, comme on peut aussi
étre ajouté un suffixe « -idine », «-anine », « -aline », ou « -inine » %,

Les alcaloides renferment toujours du carbone, de I’hydrogéne, de I’azote, en plus de I’oxygéne
[36]

Etude phytochimique de la plante Rétama sphaerocarpa (L) Boiss
et évaluation de son activité anti bactérienne Page 11




Chapitre |: Etude Bibliographique

1.3.3. Le réle biologique des alcaloides

Le r6le des alcaloides sont trés important dans les métabolismes de la plantes mais souvent
inconnu, et n’est pas définie. Pourtant, plusieurs alcaloides sont trés toxiques et offrent, par

conséquent :

e Un arsenal chimique de défense des plantes contre I’attaque des herbivores et des micro-

organismes.
e Produits d’excrétion du métabolisme azoté parfois.
e Substances de réserve.

e Protégent les plantes contre les dommages provoqués par la lumiére UV B4,
| .3.4 .Structure et classification

La classification des alcaloides est une tache difficile, en raison du grand nombre de

composés connus et surtout a cause de la diversité structural.

On estime qu’il a plus de 8000 composés naturels ont été identifiées comme alcaloides, donc
la classification des alcaloides est comme suit: leur structures chimiques, leur activités

biologiques et écologiques, et leur voies biosynthése, et biogénétique
1.3.4.1.Classification biogénese

v' Alcaloides vrais : ils existent a I’état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont biosynthétique

formés a partir d’un acide aminé.

v’ Pseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas des acides aminés.

v' Proto- alcaloides : ce sont des amines simple dont I’azote n’est pas inclus dans un systéme

hétérocyclique ; ils ont réaction basique et sont élaborés in vivo & partir d’acides aminés 2!
[37]
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Acide aminé Type d*alealaide
e e _.COH
HN et T .. NP
- I 'H Pyrrolidines. pyrrolizidines, rropannes
N1

T T
T" Y Pipéridines. quinolizidines, indolizidines
_ ™NH:
L vsine
e e L
L
- NH, Alcaloides du type éphédrine, 1soquinoldines

R =3

R =H . Phénylalanine
1 =011, lyrosine

, e COH
= “~| f".\‘:: 1 .... 1
. ) WNH, Tndoles
T e
H
Tiyplophane
T - COOH
L‘:__‘_ ,U‘-\ Quineldines. quinazolines, acridines
- MNH

L'\. |J Pyridines

Acide nicotiniguc

Ne o _-CO:H

</: ,” _!ulu Imidazolecs

Llistidine

Figure 11 : Quelques types d’alcaloides et leurs précurseurs acides aminés 8.

| .3.4.2.Classification structurale

Selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire, les alcaloides peuvent

étre divises en plusieurs groupes.

¢+ Groupe des phényléthylamines : éphedrine, mescaline, méthamphétamine.

¢+ Groupe des quinoléiques: acridine, acide bicinchoninquine, broxyquinoline, chlorquinaldol,
clioquinol.

+» Groupe des tropane : scopolamine, atropine, cocaine, hyoscyamine.

¢+ Groupe des isoquinoléines : diméthisoquine, quinapril, débrisoquine.

+« Groupe des indoles : tryptamine (psilocybine, sérotonine), (ergolavine, ergocornine), f-
carbonile (harmine, réserpine).

% Groupe des pyrrolidines: aniracétam, anisomycine, histapyrrodine, diphénylprolinol,
oxaceprol.
¢ Groupe des azines : pipéridines, conicine, trigonelline, arécaidine, nicotine, spartéine.

< Groupe des purines : xanthine : caféine, thiopromine, théophylline .
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Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type (Figure 3) :Indole (a), quinoline (b),
isoquinoline (c), tropane (d), pyridine (e), quinolizidine (f), morphine (g) et solanidine (h)
(stéroide).

- "ﬁb“tv,--f"waﬂ i ] o |
l %1 H> -

C
d
f’"“‘ﬂﬂ
e f
! )
N W e |
| ] < e
HC ! O 'l:_l‘

Figues 12 : Les principaux cycles azotés des alcaloides .

| .3.5.Localisations des alcaloides

Les alcaloides sont inégalement répartis parmi les plantes, ils s’accumulent dans les écorces,

dans les feuilles ou dans les fruits, ils sont produits dans diverse organes des plantes .
1.3.6. Propriétés physico-chimiques

4 Bases non oxygénées, sou forme liquides a température ambiante Ex : nicotine, spartéine,
coniine.

+ Masse moléculaire entre 100 et 900 g/mol.

+ Bases oxygénées : sous forme solides cristallisables, rarement colorés.

4 Pouvoir rotatoire : capable de dévier la lumiére polarisée.

+ Insolubles ou trés peu solubles dans I’eau, si une base.
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4 Solubles dans I’eau, en cas de sel

[42]

1.3.7.Propriétes pharmaceutiques

Les alcaloides ont des propriétés sont généralement variées et dépendent de leurs

composantes chimiques. Il est utilisé comme :

o Dépresseurs au niveau du systeme nerveux central (morphine, scopolamine).

e Stimulants (caféine, strychnine).

e Anesthésiques locaux (cocaine).

e Ganglioplégiques (spartéine, nicotine).

e Parasympathomimétique (physostigmine ou ésérine, pilocarpine

[43]

1.3.8.Quelques alcaloides existants dans I’espece R. sphaerocarpa

-Alcaloide a squelette quinolizidinique

-Anagyrine : un composé aromatique tétracyclique classé dans les alcaloides quinolizidiniques.

-Ammaodendrine : Un alcaloide pipéridine qui est la pipéridine substituée par un groupe 1-

acétyl-1, 4, 5,6-tétrahydropyridin-3-yle en position 2 (le stéréo-isomere 2R).

Cytisine : est un alcaloide de la famille des pyridines.

Tableau 2 : les alcaloides existants dans I’espéce rétama sphaerocarpa et leurs rendements

[45]

[44]

Alcaloides Spartéine Cytisine | Ammodendrine | Retamine Anagyrine
Rendement
1,23 1.81 7.22 44 3.30
%
Les " S e £
“ = ' E: |
strctures ! l
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1.3.9.Biosyntheses de certain alcaloide existant dans I’espéce de R.

sphaerocarpa.

Dans la plante la biosynthese des alcaloides est variable, elle dépend de I’espece considérée,
des conditions environnementales aux quelles I’espéce est soumise, de la période et de

conditions de récolte de la plante.

e Biosynthéses de spartéine 4.

Hahl Zi0H
\_/\/mz

Ldwsine

Hz /—QJH H
[ H — el =V o
@ MH= C@H NI‘F‘

cadaverine

H._0 H.__ Ho o H__.0O

HE HE HE HE
—y————— - -
r Mo H H
<] [w]
hH=

- .

ol
i R H x&) —_— - [-]-spat e
—_— —_—
SHrS .

[+]-5 parteine

Figure 13 : Biosynthéses de spartéine.

e Biosynthéses de cytisine %%,

o o (e]
OAc  OH OAc HNJ\/ OH . HN
H H = H H |
5 g X H
— — —
N e N N
| |
CBz CBz CBz (I:BZ
Cis-piperidine-3,5-dimethanol J Tricylic motif
monoacetate (potential for
Ring-closing metathesis derivatisation)
79 % yield l
0 A
N
H
N
H
(-)-Cytisine
12 steps

9 % overall yield

Figure 14 : Biosyntheses de cytisine.
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1.4. Les flavonoides

1.4.1.Définition

Sont des composés naturels polyphénoliques. Ils sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux. Structuralement, il est généralement sous forme libre ou sou forme d’un
glycoside. Ils sont localisés dans divers organes des plantes telle que, racines, tiges, bois,

feuilles, fleurs et fruits 1.

1.4.2. Structure et classification

Tous les flavonoides dérivent de I’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre classés selon

La nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de

Saturation du squelette benzo-y-pyrone ¥,

Figure 15 : Structure de base des flavonoides 2.

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes de molécule, Les principales classes de

flavonoides sont :
1.4.2.1.Flavones

Le noyau flavone dérivé du noyau flavane de base (dont la structure est constituée de deux
noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C) par la fixation a la

position 4 d’un atome d’oxygene relié au carbone par une double liaison.

Les principaux flavones sont I’apigénine et la lutéoline. Elles ont dans la majorité des cas la

forme de glycosides !
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)i

ol

Figure 16: Structure de base des flavones®™.

1.4.2.2.Flavonols
Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d’un groupement OH en position C-

3. En plus de ce radical OH, les diverses molécules de flavonols en comprennent deux, trois,
quatre ou cing autres. Les flavonols sont beaucoup plus abondants dans le régne végétal que

Les flavones et leurs concentrations sont plus élevées. Les principaux sont la quercétine,
kaempférol et myricétine 1%,

-.I.-!

: - _— . OH
- .[J

Figure 17 : Structure de base des flavonols®™.

1.4.2.3. Flavanones

Ces molécules sont caractérisées par I’absence de double liaison en 2, 3 et par la présence
d’un centre d’asymétrie. Elles existent sous forme libre ou sous formes glycosylées.

Sous forme libre, les carbones en position 5 et 7 sur le cycle A peuvent étre hydroxylées ou

Méthoxylées. Le cycle B peut aussi étre substitué en position 3’, 4’, 5’ et 6°. La principale
flavanone est : La naringénine.

Figure 18 : Structure de base des Flavanones 2.
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1.4.2.4. Anthocyanidines

Les anthocyanidines ne possédent pas de groupe OH a la position 4 et ont une double liaison

entre les positions 3 et 4. Les plus importants sont : pélargonidine, cyanidine et péonidine.

~
+ O

“OH

L

Figure 19 : Structure de base des Anthocyanidines %,
1.4.2.5.Flavanols

Ils se distinguent des flavanones par I’absence a la position 4 d’un atome d’oxygene

Relié au carbone par une double liaison la plus rencontré est la catéchine 2.

N B
e

OH

Figure 20 : Structure de base des Flavanols 2.
1.4.3 .Répartition

Les flavonoides sont localisés dans toutes les parties des végétaux comme les racines,

Tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois, certains flavonoides sont plus spécifiquesde
certains tissus P41,
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1.4.4.Propriétés des Flavonoides
Les Flavonoides possede une activité trés importent, ils sont utilisés comme :

v Antivirales.
Antispasmodiques.
Antitumorales.

Anti agrégation plaquettaires.
Antiallergiques.
Hypocholesterolémiantes.

Anti-inflammatoires.

A N N N N

Anti-hypertensives.

v Anti-oxydante et antimicrobiennes >} [5¢}- [571- [381(5],

1.4.5. Les flavonoides existant dans I’espece retama sphaerocarpa
Quelques flavonoides qui se trouvent dans I’espéce R. sphaerocarpa % (¢4

e 7 hydroxy- 6’méthoxy-3’,4” méthylenédioxy isoflavone-glucoside.

0

HO
DO
0 ‘ o>

MeO

Figure 21 : Structure de 7 hydroxy- 6’méthoxy-3’,4” méthylenédioxy isoflavone-glucoside

e Daidzéine

OoH

Figure22 : structure de Daidzéine.
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e Ephedroidine

Figure 23 : structure d’Ephedroidine.

1.4.6.Biosyntheses de quelque flavonoide de la plante retama sphaerocarpa

La Daidzéine est un extrait d’isoflavone qui biosynthétisée via une branche de la voie générale
des phénylpropanoides, voie qui produit notamment les flavonoides chez les plantes supérieures.
Cette voie débute a partir d'unacide aminé, la phénylalanine qui est transformée en acide
cinnamique ou l'un de ses dérivés, lui-méme transformé en dérivé de l'acide_paracoumarique qui
donne une chalcone, précurseur de la plupart des flavonoides.

e Biosynthéses de Daidzéine !,

WAMTAT/]—L\'CH FAL FIR\J//:\ - J\“::-- C4H r% P “"‘/J]\-“‘m
Iy - R /J\‘-\_‘—;’}I p-conmearic acid
L-phenylalanine Cumaic acacl Ho
l +CL
o, B
- r_J ”
o o
-~ | g | o

B - T A
malonyl Cod

I

x1
lcua-:l/ T Son

malonyl Col -
- _/: e

e YT
lf-r"___‘-"""-a_‘\ /L/’Khj/ — Taa ";-J‘-\ N
[erT ey - T A ,/:%_:.:,‘_/ T \I ﬁ-k J
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B (:. & NADIII
e
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Figure 24 : Biosynthéses de Daidzéine.
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1.5. Technique d’extraction

Il existe différentes méthodes d’extraction parmi eux :

1.5.1.Infusion

C’est une décoction durant laquelle le solide est plongé dans un solvant chauffé sans

Qu’il soit bouilli suivie d’un refroidissement du mélange. La préparation de thé repose sur le
Principe de I’infusion .

1.5.2.Décoction

Apres avoir laissé tremper 24h a température ambiante, on porte a ébullition et on laisse frémir

I’eau pendant environ 30 min. Laisser reposer 12h la préparation et filtrer ensuite %!,

| .5.3.Macération

Dans cette méthode la matiére végétale broyée est mise dans un récipient fermé en Présence d’un
solvant d’extraction pendant au moins 3 jours sous agitation et a température ambiante %,
L’opération est bien généralement lente et a rendement souvent moyen mais c’est la seule
méthode utilisable pour I’extraction de molécules fragiles (Thermosensibles). Une macération

efficace peut durer environ 3 a 10 jours ce qui implique.

Quelques inconvénients: fermentation ou contamination bactérienne (dans le cas ou le solvant
utilisé est I’eau) ce qui entraine une dégradation rapide des molécules activent 62 [} (661 Cette

méthode est nous avons utilisée dans notre travail.
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I1. Techniques d’analyses

La séparation, purification et I’identification d'une espece chimique ou biochimique ainsi que
I'évaluation de sa quantité, de sa concentration et sa structure on utilise diverses techniques
analytiques sélectives et sensibles comme la chromatographie et les méthodes spectrales

d'analyses.
I1.1.Méthodes de séparation

La chromatographie est une méthode physico-chimique de séparation de variées substances
chimiques dans un mélange complexe (extrait d’une plante) [¥”). Cette méthode est appliquée, a
la production pour l'isolement ou la purification de substances, et dans I'analyse chimique, afin
de l'identification ou la détermination quantitative . Elle est utilisée dans diverses sciences de
la chimie. Le classement de méthodes chromatographiques varie selon la nature des phases

utilisées ou celle des phénoménes mis en ceuvre dans la séparation.

11.1.1. La chromatographie sur couche mince (CCM) Thin-layer

chromatography (TLC) (en anglais)

11.1.1.1.Définition

C’est un procédé simple, facile, rapide et peu codteuse ; qui permet la séparation d'un
mélange non volatil® de substance par distribution différente de ses composants individuels
entre une phase stationnaire(un substrat inerte tel qu'une feuille d'aluminium, qui est revétu d'une
fine couche de matériau adsorbant, généralement du gel de silice, de l'oxyde d'aluminium
(alumine) ou de la cellulose) et une phase mobile(un solvant ou un mélange de solvants) ['°'.
Cette technique a été utilisée pour visualiser la séparation des molécules de I’extrait au cours de

son fractionnement sur colonne et pour évaluer la complexité des fractions ['*.
11.1.1.2. Présentation du matériel

Nous avons ici besoin de ces différents éléments :

v' Cuve : c’est un récipient en verre de forme variable et fermé par un couvercle étanche dans

lequel en place un éluant.

v’ papier absorbant.
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v' plague de CCM (silice) : c’est la phase stationnaire ou fixe. La plaque chromatographique.
Plaque (support) en plastique (PETE). métallique (Al) ou encore en verre. Recouverte d'une

fine couche de gel de silice (poudre blanche).

v' Capillaire : sont de simples dispositifs de transfert de liquide étalonnés pour distribuer des

microquantités d’échantillon pour des applications de laboratoire.

v' éluant : aussi appelé la phase mobile. C’est souvent un solvant ou un mélange de solvants
dans des proportions bien établies. L'¢luant ne doit pas réagir avec les constituants a un

analyseur.

v' L'échantillon : d'un analyseur est déposé sur la ligne de dépét.
11.1.1.3. Le principe de la CCM

Il s’agit d’une technique d’analyse qui s’appuie sur les phénoménes d’adsorption,
d’interactions et de polarité. La séparation des substances chimiques est migrée sur la phase
stationnaire polaire, dans une phase mobile "2 avec une hauteur variant et spécifique en fonction
de leur affinité pour les deux phases, c’est ce qui permet de I’identifier par comparaison avec

I’élévation d’une espéce témoin selon leur Ry (Rapport frontal : rapport de la distance de

migration du composé par rapport a celle du solvant) ™,

11.1.1.4. Technique et le protocole
L'utilisation de la CCM comporte quatre étapes :
a- Le choix de la phase stationnaire et de la phase mobile :

- Repose sur :

v’ La solubilité: on doit étre en mesure de dissoudre le soluté dans I’éluant pour que la

migration se fasse.

v' La polarité de I’éluant va déterminer a quelle vitesse le composé migre.
b- L'application du produit :

v" L’échantillon doit étre soluble dans I’éluant.

v’ Effectuer les dépots souhaités a I’aide de capillaires on dépose sur la ligne de dép6t une

petite goute de I’échantillon & une distance de 1 & 1,5 centimétre du bord de la plaque !,
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c- le développement de la couche mince :

Préparation de la cuve: On verse dans la cuve a chromatographie I'éluant afin d'obtenir une
hauteur de liquide d'environ 1 cm On bouche la cuve afin de rechercher I'évaporation des
solvants. Placer verticalement la plaque dans la cuve, et la refermer rapidement. Au départ,
I’éluant ne doit pas toucher les dép6ts pour migrer de facon égale sur la phase stationnaire. Cette
condition nous permettra de comparer ou de mesurer avec plus de précision les distances de

migration des produits sur des plaques différentes ['4.
d- la visualisation ou la révélation des produits :

v’ Le solvant contenu dans la cuve monte le long de la plaque c'est I'étape d'élution.
Attendre que I'éluant arrive a environ 1 cm du haut de la plaque, puis on retire la plaque, on

repére par un trait la hauteur maximale atteinte par I'éluant puis séché le chromatogramme.
v' Le chromatogramme obtenu est directement exploitable puisque les taches sont colorées.
v" Si les taches sont incolores, il est nécessaire de faire apparaitre: c'est I'étape de révélation.

v" Pour cela on utilise une lampe a Le chromatogramme ultraviolet, des vapeurs de di-iode

ou une solution de permanganate de potassium !,
11.1.1.5. Rapport frontal de la CCM

Le Ry est caractéristique d’une espéce chimique pour un éluant et un support donnés. Cette

valeur servira d’authentique lors de CCM d’identifications.

La position finale de la tache (ou spot) est caractéristique de la molécule. On lui attribue une
valeur, le R¢ de rétention factor en anglais qui a été fort habilement traduit comme
rapport frontal. Ce Rs est le rapport de la distance parcourue par le composé divisé par la distance

parcourue par I’éluant.

Hauteurdemigration _ [0 1]

Rf_

- Hauteurdufrontdesolvant

11.1.1.6. Utilité des CCM

v" CCM analytiques :
« Vérifier la pureté d’un produit, quelques microgrammes suffisent
* Suivre I’avancement d’une réaction

« Vérifier I’efficacité d’une extraction liquide-liquide
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* Déterminer I’éluant pour la chromatographie éclair sur gel de silice
v' CCM préparatives :

« Purification de petites quantités de produit. La bande qui contient le produit purifié est grattée,

puis la silice est extraite avec un solvant.
11.1.2.La chromatographie sur colonne(C. C)

11.1.2.1. Définition

C’est une chromatographie d’adsorption permet la séparation des composes et purifier un
produit de réaction. C’est la méthode standard de purification dans un laboratoire de chimie

organique. Il existe deux types de CC :
*Chromatographie par gravite.
*Chromatographie éclair (“flash”).

11.1.2.2. Le principe de CC

Est basée sur le méme principe que la CCM, sauf que le gel de silice est situé dans une colonne
et non sur une plaque. Selon la nature de I'éluant et le contenu de la colonne, les constituants du
melange migrent a des vitesses différentes et sont ainsi séparés. Certaines molécules sont plus

facilement éluées que d'autres ™/,
11.1.2.3. Facteurs dont dépend la séparation
Quiatre facteurs interviennent:
» L'adsorbant.
> L’éluant.
» Ladimension de la colonne.
» La vitesse d'élution.
11.1.2.4. Remplissage de la colonne
» Remplissage par voie humide

» Remplissage par voie seche.
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11.1.2.5. Inconvénients
-Des grandes quantités d’éluant sont nécessaires.
-La durée de I’élution peut étre longue.

- La détection des composés demande une attention constante.

11.1.3. La Chromatographie sur papier

11.1.3.1. Définition

La technique ressemble a celle de la CCM mais le principe repose sur des phénoménes de
partage et la plus ancienne que les autres techniques. La phase stationnaire est constituée par
I'eau elle-méme adsorbée sur la cellulose du papier ; quant a la phase mobile est un solvant
organique et I'eau ®LElle est employée principalement pour I'analyse de composés trés polaires,
tels que les acides aminés, les sucres et les composés polyfonctionnels 7.

11.1.3.2.Principe

Cette chromatographie liquide-liquide est fondée sur le (ré) partition différentielle de chacun
des solutés entre deux liquides non miscibles, I'un constituant la phase stationnaire, l'autre la

phase mobile. C'est une technique essentiellement qualitative.

La chromatographie sur papier exploite la polarité des molécules (critére de polarité). Tout
dépend du coefficient de partage des molécules selon leurs affinités, dans 2 solvants, dont l'un
constitue la phase stationnaire et l'autre la phase mobile. La phase stationnaire est fixée sur un
support solide (papier, contenant un solvant polaire = eau) ou gel). Les composés plus solubles
dans la phase aqueuse se déplacent lentement. Ceux qui sont solubles dans la phase organique

migrent plus vite ['®,

11.1.3.3. Les inconvénients de la CP par rapport a le CCM

v Une durée de développement beaucoup plus longue.

v Une séparation généralement moins bonne.
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11.1.4.Chromatographie liquide haute performance

11.1.4.1. Définition

C’est une méthode utilisée pour I’analyse phytochimique 7. La chromatographie permet la
séparation ou la purification d'un ou de plusieurs composés (chiraux ou non) d'un mélange en

vue de leur identification et de leur quantification %,
11.1.4.2. Le principe

Les composeés a séparer sont dissous dans un ou plusieurs solvants. Ce mélange est introduit
dans la phase mobile liquide. Elles interagissent avec la phase stationnaire selon la nature des
molécules dans la colonne chromatographique. Une pompe est utilisée pour fournir un
écoulement continu et rapide de la transmission de phase mobile. Le mélange a analyser est
injecté puis transporté au travers du systéme chromatographique. Les analytes dans le mélange
d'échantillons dissous sont ensuite séparés en fonction de leur affinité pour les particules
enrobées dans la colonne. Les différents solutés sont caractérisés par un pic grace a un

assortiment de détecteurs. L'ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme. 81 821 1831
[84]

11.1.5. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

11.1.5.1. Définition

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) (gas chromatography, GC, en anglais) est une
technique de séparation d’un mélange de molécules volatiles, appelées ici «analytes » #%.La
plus couramment employée dans I'étude des huiles essentielles. Cette méthode permet également
de séparer de faibles quantités des différents composants de I'huile essentielle et I'identification

des constituants et I’obtention d’une valeur approximative des concentrations respectives.

L'appareil de CPG comporte trois parties essentielles : injecteur, colonne dans un four et

détecteur 11871,
11.1.5.2. Le principe

C’est une technique de séparation des composés d'un mélange qui repose sue une
chromatographie de partage des analytes entre une phase fixe greffée (polaire ou apolaire):
liquide ; et une phase mobile gazeuse ¥ 8 Deux forces donc interviennent dans la séparation

des composés volatils pour obtenir un composé au propre, il migre a une vitesse propre :
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-Force de rétention: solubilité du composé dans la phase fixe.
-Force d'entrainement: solubilité du composé dans la phase mobile.

L'agitation brownienne apportée par la montée en température du four libérant les composés
de cette interaction. Le balayage de la colonne par le gaz vecteur entraine les composés vers le

détecteur

11.1.5.3. L’analyse GC-MS

11.1.5.3.1. Définition

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, abrégé CPG-SM,
ou GC-MS de l'anglais Gas chromatography-mass spectrometry, est une technique d'analyse qui
combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse, pour la séparation des
composés d'un échantillon, et de la spectrométrie de masse, pour la détection et I’identification
des composés en fonction de leur rapport masse sur charge. Cette technique permet d'identifier
et/ou de quantifier précisément de nombreuses substances présentes en trés petites quantités,

voire en traces [,
11.1.5.3.2. Principe

Technique d’analyse qualitative et quantitative pour tout échantillon volatile. Dans un premier
temps, cette technique démarre comme une chromatographie en phase gazeuse normale. Un
échantillon (sous forme de liquide volatil), est introduit en téte de la colonne dans I’injecteur par
une micro seringue. La colonne, balayée en continu par un gaz porteur, va entrainer les
différentes composantes de I’échantillon et ainsi les amener a se détacher les unes des autres en
fonction de leur affinité avec la phase stationnaire. Une fois séparées, ces différentes
composantes sont détectées en sortie de colonne par un détecteur, le spectrométre de masse. Les

composantes sont alors introduites directement dans ce dernier qui est relié au chromatographe
[90]

11.1.5.3.3.Analyse GC-MS des alcaloides dans I'espece Rétama

Au total, 31 alcaloides ont été enregistrés dans l'extrait des parcelles de différentes parties
végétales des trois especes Rétama (tableau 3) : Au moins 21 alcaloides ont été détecté dans R.
reatam, 20 alcaloides dans R. sphaerocarpa et 27 alcaloides chez R. monosperma. Les
différentes parties de la plante ont été examinées en détail par GLC-MS (Tableau 4) .
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Tableau 3: Profil et teneur en alcaloides (alcaloides totaux = 100 %) de Rétama reatam, R.

sphaerocarpa et R. monosperma

Alkaloid R. raetam R. sphaerocarpa K. monosperma
Stems  Roots  Pods Seeds  Flowers Stems  Flowers Stems  Fruits

1: Epilupinine - - - - - tr = = —

2: a-Isosparteine tr - - - - ir - ir B

3: Sparteine* P 3565 9.09 0.77 tr tr 2006 434 479

4: Dchydrosparteine ir - E - - ir - ir -

5 Dehydrosparteine tr - - - - ir - tr -

6: [-Isosparteine 0.80 0.98 0.63 i ir - - ir -

T II.IZ-I)ch_\'dmsE;trlcinu 0.81 - - - ir ir - tr -

8 Ammodendrine 0.99 0.87 0.75 tr tr 1379 2518 1159 275
9: Dehydroammodenderine - - - - - - - tr -
10: N-Methyleytisine* 9.91 20.13 4.46 5.63 10.81 ir 6.87 4.90 12.72
11: Dehydrocytisine |1 - - - - - - - tr -
12: Retamine*® 2486 4544 2000 r tr 3720 1235 150 -
13: Dehydrocytisine [l - . - - - - - tr -
14: Cytisine™ " 0.91 6.00 3644 9437 5425 54 2406 795 58.69
15: Dehydroretamine ir - - B tr tr - Ir B
16: 17-Oxosparteine* tr - - - tr ir - 2.57 -
17: «-Isolupanine - - - - - tr - tr -
18: 5.6-Dehydrolupanine® 391 0.50 4.50 tr 362 5.32 178 9.9 tr
19: Rhombifoline - 0.60 tr - - - - ir Ir
20: Lupanine®® 873 215 1432 1r 2.26 1540 1532 44 tr
21: Aphylline - - - - B - - tr -
22: N-Formylammodendrine - - - - - - ir -
23 N-Carbomethoxycytisine tr - - - - - - -
24: 11-Allyleytisine 0.58 1.87 495 tr 6.61 tr 0.50 tr
25: 17-Oxoretamine 0.50 - - - - 0.50 tr - -
26: N-Formyleytisine tr - - - - ir B ir -
27: N-Acetyleytisine - - - - - - tr -
28: 12a-Hydroxylupanine  1tr - - - ir - -
29: Anagyrine*® 1235 1192 1308 1r 2255 259 ir 3206 2584
30: I)L’h_\'druth1ifulinu - - - - - - - ir -
31: Baptifoline” tr - - - tr ir - tr -
Alkaloid content* 2.56 1.36 0.55 2.00 0.57 0.82 0.13 0.70 0.21
tr = Trace amounts; - = not detected: * = known alkaloid of R. raetam: ® = known alkaloid of R. sphaerocarpa

¢ = known alkaloid of R. monosperma: * = mg/100 mg by weight of drv matenial for R. raetan; * = mg/100 mg by
weight of fresh material for R. sphaerocarpa and R. monosperma,

Etude phytochimique de la plante Rétama sphaerocarpa (L) Boiss
et évaluation de son activité anti bactérienne

Page 31



Chapitre 11: Méthodes d'analyse

Tableau 4: Les différentes parties de la plante ont été examinées en détail par GLC-MS.

13: Dchydrocytisine 11 1985 C,;H;5N,O 188(73) 160(18). 159(5). 147(40). 146(100). 117(12).78(9) 1.4
14: Cytisine 1990 C; HuN>O 190(56)  160(23). 148(30). 147(80), 146(100), 134(36). 1.4
117(11), 109(21). 104(9)., 93(9). 82(20). 77(9).
68(10), 44(73)
15: Dehydroretamine 2017 CysHayN>O 248(22) 229(12). 205(5). 150(40). 135(30). 134(30).
122(16). 114(13). 98(58). 97(100), 96(60). 80(14).
68(13). 54(9)
16: 17-Oxosparteine 2070 C;<HayN,O 248(38)  220(20). 219(11). 191(11). 150(20). 137(25). 4,11
136(50). 123(22). 110(75). 98(85). 97(100), 96(28),
84(27). 69(15). 55(28)
17: a-Isolupanine 2105 C sHayN-O 248(24)  247(8). 150(29). 149(40), 148(25). 136(100), 2.4
134(25). 124(55). 110(18). 98(48). 97(30), 84(25).
83(23). 67(20). 55(45)
18: 5.6-Dchydrolupanine 2128 CsH.N-O 246(20)  217(3). 203(3). 189(3). 148(6). 134(10). 110(5). 3.4,12
98(100). 97(35). 84(8). 68(7). 55(8)
19: Rhombifoline 2155 CsHpN-O  244(0.1)  204(10). 203(98). 160(18). 146(12). 117(6). 98(16). 4. 13
58(100). 55(15)
20: Lupanine 2165 C,sHsN-O 248(28)  247(25). 219(5). 205(3). 191(2). 150(35). 149(51). 4. 11
148(18). 136(100). 122(12). 110(23). 98(29).
97(24). 84(17). 67(10). 55(30)
Alkaloid RI1 Formula M* Characteristic lons (relative abundance in 96) Ref.
1: Epilupinine 1416 C,,H,;u,NO 169(70) 168(60). 152(100). 138(75). 93(25). 97(90). 1. 4
96(16). 83(98). 82(35). 55(57)
2: w-lsosparteine 1712 C,;sH3.N> 234(23)  193(18). 152(6). 150(5). 137(50). 136(35). 1. 4
122(10). 110(18). 98(100), 97(18). 96(8). 84(15).
83(8). 67(9). 55(12)
3: Sparteine 1785 C,<H>eN> 234(15) 205(5). 193(27). 176(5). 150(16). 137(90). 2.4
136(45). 122(19). 110(30), 98(100). 97(50).
84(30). 70(12). 67(11). 55(24)
4: Dchvdrosparteine 1810 C<H>yN> 232(50) 203(6). 191(12). 189(13). 175(23). 148(30). 3
136(24). 135(42). 134(100). 122(18). 110(8).
98(89). 97(53). 96(20). 84(14), 67(10), 55(14)
5: Dehvdrosparteine 1825 C,sH>sN> 232(50) 203(11). 191(18). 189(30). 175(18). 148(32). 3
136(23). 135(45). 134(100), 122(19). 110(10),
9R(90), 97(30), 96(15). B4(6). 67(9). 55(14)
6: [i-lsosparteine 1830 C,sH>N-> 234(15)  205(3). 193(15). 150(10). 137(100). 136(30). 4.5
122(12). 110(18). 98(70). 97(30). 84(12). 67(5).
55(10)
7: 11.12-Dehvdrosparteine 1838 C,<H, ;N> 232(33) 203(2). 191(4). 175(18). 148(20). 136(19). 135(37). 4. 5
134(100), 122(11). 1 10{9). 98(35). 97(80). 96(45).
84(10). 68(10), 67(10). 55(12)
8: Ammodendrine 1865 C;-H.,N-O 208(48) 207(27). 191(45). 179(45). 165(100). 152(23). 4.6
137(45). 136(72). 123(80). 122(51). 110(80).
109(78). 108(52). 94(52). 84(31). 80(40), 55(21).
43(60)
9: Dehvdroammodendrine 1935 C.H ;xN,O 206(47) 205(12). 163(100). 149(6). 135(12). 122(8). 7.8
108(20). 84(15). 80(5). 55(10)., 43(20)
10: N-Methylevtisine 1952 C;oH 1 N2O 204(15)  160(5). 146(6). 117(2). 109(3). 96(3). 58(100) 1. 4
11: Dehydrocytisine 1 1970 C,,H;-N-O 1I88(68) 160(53), 159(25). 148(62). 146(50). 136(10), 4.9
135(26). 134(100). 77(18). 57(14)
12: Retamine 1973 C,sH2sN>O 250(3) 233(6). 232(11). 207(15). 150(11). 134(30). 4. 10

114(10). 98(100). 97(31). 96(15). 84(15). 70{(10).
55(10)
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11.2.Méthodes d’indentification

Une fois que I'espece chimique intéressante a été extraite, les chercheurs doivent s'assurer de
I'identification correcte des espéces. Pour déterminer la composition d’un échantillon, les
chercheurs sont utilisés des différentes méthodes spectrométriques permettant d’accéder a la
composition et a la structure de la matiére (la spectrométrie des rayonnements et la spectrométrie
de masse) °2.

La spectroscopie est la science qui traite des interactions de différents types de rayonnement
avec la matiére. La spectrométrie, quant a elle, concerne l'instrumentation et les mesures pour
des études spectroscopiques. Les techniques spectroscopiques peuvent étre classées selon le

processus de mesure : absorption, émission et diffusion du rayonnement électromagnétique .
11.2.1. La spectroscopie UV-Visible

11.2.1.1. Définition

La spectrométrie UV-Visible repos sur l'interaction de la matiere et du rayonnement
électromagnétique dans le domaine 180-800 nm 4 I®! Elle puissante permettant de déterminer
les propriétés optiques (transmittance, réflectance et absorbance) des liquides et des solides et

déterminer la concentration d’une substance!®®!.
11.2.1.2. Principe

Une transition électronique correspond au passage d'un électron d'une orbitale moléculaire
fondamentale occupée vers une orbitale moléculaire excitée vacante, par absorption d'un photon

dont I'énergie correspond a la différence d'énergie entre 1’état fondamental et I'état excité % 7]

[98]

11.2.1.3.Le spectre d’absorption dans I’U.V-visible des alcaloides

Le spectre d’absorption dans I’'U.V. ou le visible (spectre électronique) fournit des indications
sur certains éléments structuraux ou « chromophores » comportant des électrons engagés dans
des liaisons multiples et des cycles « aromatiques ». Le tracé obtenu — coefficient d’absorption,
ou absorbance, en fonction de la longueur d’onde du rayonnement — est parfois suffisamment
caractéristique pour identifier letype structural, comme dans le cas des alcaloides indoliques ou

isoquinoléiques .
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11.2.1.4.Le spectre d’absorption dans I’U.V-visible des flavonoides

La plupart des spectres UV-visible sont obtenus dans le méthanol (ou I'éthanol), solvant
standard, auquel on ajoute ensuite différents réactifs du type NaOCHs, NaOC,Hs, H3B03, AlC13
et HCI qui permettent de mettre en évidence les divers substituants du squelette de base. Les
spectres de la plupart des flavones et flavonols présentent deux bandes d'absorption complexes

dans la région UV-visible: une bande qui apparait entre 290 et 385 nm et une bande vers 240-285
[100]
nm 5,

11.2.2. La spectroscopie Infrarouge (IR)

11.2.2.1. Définition

Parmi les méthodes a la disposition du chimiste pour l'analyse structurelle, la résonance
magnétique nucléaire (RMN) et l'infrarouge (IR) jouent des réles complémentaires : la RMN
permet de connaitre I'enchainement des atomes, I'infrarouge les groupes fonctionnels présents
dans les molécules. La spectroscopie IR est un outil important et populaire pour élucidation
structurelle et identification des composés organiques et inorganiques a partir de leurs propriétés

vibrationnelles par la mesure d'absorption de différentes fréquences IR [0 (102112031,

Un spectrometre IR se compose de trois composants de base: la source de rayonnement, le

monochromateur et le détecteur 2,

11.2.2.2. Principe

La spectroscopie infrarouge (IR) est basée sur I'absorption du rayonnement électromagnétique
a des longueurs d'onde comprises entre 780 et 2500 nm. Différents groupes fonctionnels
absorbent les fréquences caractéristiques puis le rayonnement infrarouge excité des modes de
vibration (déformation, élongation) spécifiques de liaisons chimiques. Le spectre est constitué de

bandes que I’on appelle bandes d’absorption 1041 (%],

11.2.2.3.Le spectre d’absorption dans I’infrarouge (I.R.) des alcaloides

Le spectre d’absorption dans I’infrarouge (I.R.) est lié aux différentes liaisons interatomiques

de I’édifice moléculaire en décelant surtout les « vibrations de valence » (OH, NH, CO, CN,

C=C, liaisons des cycles aromatiques) .
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11.2.2.4.Le spectre d’absorption dans I’infrarouge (I.R.) des flavonoides

L’étude des propriétés spectrales infrarouges des flavonoides abordent principalement Je
comportement de la fréquence d'élongation carbonyle v(C=0) et la position des fréquences
d'élongation des groupements hydroxyles v(OH) pour diverses flavones et hydroxy flavones.

Certaines fréquences de déformation des C-H aromatiques hors du plan sont également

répertoriées pour un certain nombre de flavanones et flavones *°°!.
11.2.3. La spectroscopie de la résonance magnetique nucléaire (RMN)

11.2.3.1.Définition

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une propriété de certains noyaux atomiques
possédant un spin nucléaire (par exemple *H, °C, 1’0, *°F, 3P, ?°Xe...), placé dans un champ
magnétique M%7 B8l E|le est utilisée par plusieurs disciplines par exemple une méthode non

invasive et non ionisante d'étude du corps humain; physique et chimie ou en biochimie *%!.
Différentes techniques peuvent étre utilisées :
a) RMN monodimensionnelle :

e RMN proton (*H) : Le spectre RMN du proton est une méthode puissante utilisée dans la
détermination structurale des composés organiques inconnus. Il fournit de nombreuses
informations telles que les différents types d’hydrogénes présents dans la molécule analysée,
ainsi que les différents types d’hydrogénes présents dans l'environnement électronique, le
nombre d'hydrogenes "voisins™ d’un hydrogéne donné et le déplacement chimique

caractéristique de chaque proton %%,

RMN carbone (**C) : Généralement, cette technique permet de mettre en évidence tous les
carbones de la molécule. L'analyse se base sur les déplacements chimiques observés en
fonction de I'environnement de chacun des atomes de carbone. Cette expérience permet la mise
en évidence des carbones primaires (CHs), secondaires (CH,), tertiaire (CH) et dans une

moindre mesure les carbones quaternaires 2.
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b) RMN bidimensionnelles:
La RMN-2D est une technique plus efficace et précise que la RMN-1D, elle peut :
e Simplifier Analyse des cas plus complexes ou ambiguités telles que les protéines.
e Obtenir des informations structurales n’est pas accessible par les méthodes RMN-1D

e Expériences de corrélation permettant de faire le lien entre certains noyaux de la

molécule Couramment utilisé pour la détermination de structure de grosses molécules.
11.2.3.2. Principe

Cette méthode repose essentiellement sur le phénoméne de magnétisme. Les noyaux de
certains atomes (*H, *C) possédent un moment magnétique nucléaire. En présence d'un champ
magnétique externe la spectroscopie RMN consistée a étudier les transitions entre 2 niveaux
d'énergie tres proches d'un noyau. Résultats de I’absorption de radiations électromagnétiques de
longueurs d’onde caractéristiques dans la région des radios fréquences un dédoublement des

niveaux d'énergie du spin nucléaire, de sorte qu'on puisse induire des transitions entre eux
[111][112]

11.2.3.3. Le spectre de résonance magnétique nucléaire (RMN) des alcaloides

Par le spectre de résonance magnétique nucléaire (RMN), on détermine ainsi, avec une
relative précision, les groupements fonctionnels hydrogénés (méthyles CH; liésa C, Nou O ;
—CH=;>NH ; CH des noyaux aromatiques) et leur proximité, grace au phénomene du couplage
entre protons voisins, analysable par des techniques avec appui informatique ©.

11.2.3.4. Analyse spectrale **C RMN et'"H RMN des deux majeur alcaloides
d'espece Rétama

La structure de rétamine était déterminé par MS et *C RMN (tableaux 4 et 5) comme (+)
rétamine 131014,

L'alcaloide cytisine était identifiés par MS, *H- et ®C RMN (tableaux 4 & 6) sous forme de (-)

cytisine 113111131,
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Figure 25: Structure de Cytisine Figure 26: Structure de rétamine

Tableau 5:données spectrales *C RMN des composés 12 (+rétamine)* et 14 (-cytisine)*
(75 MHz, CDCly).

C retamine cytisine
2 63,15 163.609
3 25.78 11669
4 24.57 138.78
5 29.27 104,95
) 643 151.11
i) 33.21 35.64
b 28.77 26.23
0 32.60 27.80
10y 62.32 49,75
11 67.07 52.99
12 71.04
13 31.33 53.98
14 20,03
15 54.94
17 52.87

Optical rotation was determined experimentally.

Tableau 6:données spectrales *H Rendu composé 14 (- cytisine) (300 MHz. CDCI3).
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H cytisine

3 6.42. 1 H. dd (1.3. 7.7)
4 7.26, 1 H. dd (6.3.9)
5 597. 1H. dd (1.2. 5.7)
7 2.87. 1H. brs

8 1.92, 2H. br s

9 228. 1H. m

10« 3.86, 1 H. dd (5.7. 9.8)
10 4.08. 1H. d (15.6)

11 2.93-3.08. 2H. m

13 2.93-3.08. 2H. m
N-H 1.88. 1 H, brs

Figures in parentheses are coupling constants in Hz.

11.2.4.La spectromeétrie de masse (SM) :

11.2.4.1. Définition

La spectrométrie de masse est une technique physique d'analyse trés puissante et trés sensible
mais destructive permettant d'analyser des composés organiques solides, liquides ou gazeux (elle
renseigne sur la facilité avec laquelle les liaisons peuvent se rompre dans la molécule analysée).
Par mesure de leur masse, et de caractériser leur structure chimique avec une trés grande
précision elle permet de déterminer la masse moléculaire. Aussi on peut réaliser des analyses

qualitatives et quantitatives M 171,

Le couplage de la spectrométrie de masse et les techniques séparatives telles que la
chromatographie en phase gazeuse, en phase liquide augmenté les performances de SM pour

déterminer des structures de molécules complexes telles que les protéines 8!,
11.2.4.2. Principe

La spectrométrie de masse est fondée sur la séparation et la détection d’ions(en fonction de
leur rapport masse/charge (m/z)) formés dans une source d’ionisation ou dans une chambre de
collision. Ces ions proviennent de la molécule a analyser. L'ion ainsi obtenu, appelé ion
moléculaire, permet la détermination de la masse molaire du composé. En raison des ruptures
des liaisons chimiques au sein de I'ion moléculaire, formé des ions fragments caractéristiques.
Puis collectés par un détecteur. L'ensemble de ces ions fragments constitue le spectre de masse

dont la lecture permet I'identification de la structure moléculaire 11201,
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11.2.4.3.La spectrométrie de masse (SM) des certains alcaloides d'espece

Rétama.

1-Spartéine
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Figure 27 : Le spectre de masse (SM) de spartéine
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Figure 28 : Le spectre de masse (SM) de cytisine
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Chapitre 111: Mateériel et méthodes

I11.1. Matériels vegétaux
Dans ce travail, nous avons étudié la partie aérienne de la plante rétama sphaerocarpa.

Rétama sphaerocarpa été récoltée de la région de Maadid, a 20 Km de la wilaya de M’silla

durant le mois de mars.

111.1.1.Matériels de laboratoire

Verreries: Entonnoir, Erlenmeyers, Béchers, Eprouvettes graduées, Tubes a essalis,

Pompe sous vide.

Biichner.

e Bain marie.
e Evaporateur rotatif.

e Pipettes pasteur.
e Balance.
e Spatules.
111.1.2.Solvants et réactifs
e Ethanol (C;HsOH) (97%).
e Trichloride d’aluminium (AICl3).
e Chlorure de fer (FeCls) (1%).
e Diéthyle éther (C,Hs0C;,Hs).
e Acétate d’éthyle (C4Hs0,).
e N-butanol (C4H100).
e Chloroforme (CHCIs).
e Acide chloridrique (HCI) (5%).
e L'ammoniaque (NHsOH) (25%).
e Sulfate de sodium (Na;SO4).

e Réactif de Dragendorff.
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111.2.Méthodes

111.2.1. Préparation du matériel végétal

Apres la récolte, nous séchons la plante a I’ombre dans un endroit sec et aéré pendant

plusieurs jours, On broyer la partie aérienne jusqu’a obtenir a une poudre grossiere.

Figure 29: la partie aérienne de rétama sphaerocarpa apres broyage.

111.2.2.Extraction
On utilise deux méthodes d’extraction :

e Extraction solide-liquide.

e Extraction liquide-liquide.
111.2.2.1.Extraction solide-liquide
Il'y a trois expériences d’extraction solide-liquide.
111.2.2.1.1.Extrait aqueuse

10 g de plante sont immergées dans 70,5 ml de solvant d’extraction (H,O), puis on mettre
dans un bain marie avec une agitation de 15 min a la température inferieur de 70°C et laisser

pendant 24 heure, puis Le surnageant est récupéré et filtré a I’aide de Buchner.

111.2.2.1.2.Extrait hydroalcolique

Dans un bucher on mettre 10 g de la plante avec 52,5 ml éthanol et 22,5 ml d’eau distillée
(EtOH 70% /H,0 30%), dans un bain marie a température inferieur de 70°C pendant 15 min et

attendue 24 heure, puis filtration.

Etude phytochimique de la plante Rétama sphaerocarpa (L) Boiss
et évaluation de son activité anti bactérienne Page 43



Chapitre I11: Matériel et méthodes

111.2.2.1.3.Extrait éthanolique

Les extraits éthanoiques ont été obtenus par macération (24 heures) de 20 g de matériel
végétal pulvérisé dans 100 ml d’éthanol. Cette opération est répétée trois fois avec
renouvellement du solvant. Les filtrats obtenus par Blichner sont alors évaporés a l'aide d'un

rotavapeur.

Figure 30 : extraction éthanolique. Figure 31 : filtration sous vide.

E Matiere végétale R.sphaerocarpa B

) &

Extraction par Extraction par Extraction par

Ethanol 100% éthanol 70% H,0
Extrait Extrait E Extrait aqueuse B
éthanolique hydroalcolique

Figure 32 : Protocol d’extraction d’espéce R. sphaerocarpa.
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111.2.2.2. Extraction liquide-liquide

L’extrait éthanolique qui nous avons évaporé est récupéré avec 100 ml d’éthanol, et divisé
en deux 50 ml réserver pour la recherche des alcaloides et 50 ml pour la recherche des
flavonoides dans cette plante.

a. Extraction des alcaloides

50 ml d’extrait éthanolique, on I’acidifie par HCI 5%, et on laisse pendant 24 heure, qui permet
le dépdt des composés alcaloides. L extrait acidifié subit une filtration a I’aide d’un papier filtre,

Puis on fait I’extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter par les solvants suivants :
= Extraction par Di éthyle éther

Dans une ampoule a décanter, on ajoute 50 ml di éthyle éther a I’extrait, pour séparer les
composés a faible polarité. Ensuite, nous faisons le processus de secouage plusieurs fois. Apres
I’agitation et décantation qu’obtient deux phases, phase di éthyle éther et phase aqueuse qui subit
une extraction liquide-liquide 3 fois par le méme solvant, et la phase aqueuse récupéré dans un

Erlenmeyers.

On ajoute quelque goutte de solution NH,OH 25% jusqu'a le pH= 9-10, pour obtenir la
solution qui doit étre traité par le chloroforme (solution alcaline).

= Extraction par chloroforme

Le chloroforme est un solvant organique plus polaire que le précédent. Il permet d’entrainer
les composés naturels de faible polarité tels que les alcaloides.

50 ml de chloroforme sont ajoutés a la phase aqueuse préalablement traitée par di éthyle éther.
Le tout est contenu dans une ampoule a décanter.
Apres agitation et décantation on observe deux phases (aqueuse et organique), on répete

I’opération 3 fois, chaque opération, la phase organique récupéré puis on ajoute une quantité de
Na,SO;,. Puis filtration et évaporation.

Figure 33 : Elimination de solvant par évaporation rotatif.
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Eea

Acidification par HCI 5%

Filtration

-

l Extraction par Diethyle ether (3x50ml) l

?J [t

| Phase aqueuse lealine |

Evaporation

P ]

CHCls (3x50ml)

Na, SO4 Pour élimine I'eau

Filtration

Evaporation v

Extrait alcaloide E

Figure 34 : Protocole d’extraction des alcaloides.
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Extraction des flavonoides
+ On traitée I’extrait éthanolique (50 ml) trois fois avec 50 ml di éthyle éther pour
extraire les composés non polaire.
+ la phase aqueuse est a nouveau extraite avec un second solvant qui est acétate d’éthyle.
Ou on ajoute 50 ml d’acétate d’éthyle a trois fois.
+ La phase aqueuse est également traitée avec du n- butanol, et ce processus est répété

trois fois avec 50 ml de butanol, Pour obtenir la phase butanol apres évaporation.

50 ml Extrait ‘
éthanolique ‘

Extraction par di éthyle éther (3x50ml)

| |

[ Phase aqueuse } Phase diéthyle éther

l Acetate d’(éthyle (3x50ml)

* l
[ Phase aqueuse }

Phase acétate d’éthyle

|
| n- butanol (3x50ml) %

l Evaporation
\ 4

[ Phase aqueuse } Phase butanol J

Evaporation

Evaporation

v v

Extrait n-butanol ERSISCEE, || Extrait diethyle
d’éthyle - ether

Figure 35 : Protocol d’extraction des flavonoides.
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111.2.3.Screening phytochimique

111.2.3.1. Test de tanins

On Prendre 5 ml d’extrait éthanolique avec quelque goutte de FeCl; (1%) dans un tube a
essai. Apres I’agitation de I’extrait, on observe formation de couleur verdatre qui indique

I’existence de tanins.
111.2.3.2. test des stérols et triterpéene

Dans un tube a essai on prendre 10 ml d’extrait chloroformique avec des goutte d’anhydride
d’acétate et acide sulfurique, Apres I’agitation de I’extrait, on observe formation couche de

couleur rouge, ce qui indique la présence des stérols et triterpene.

111.3. Activité antibactérienne

111.3.1.Les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes vivants, au méme titre que les virus et les
champignons. Elles sont tres nombreuses et ont souvent été considérées comme des agents

pathogénes et agressifs, responsables de maladies plus ou moins graves.

Les bacteries sont classifiées selon la coloration de Gram, la capacité de coloration variant
selon la composition de leur paroi. Ainsi, les bactéries colorées en bleu-violet seront dites a
Gram positif et celles en rose & Gram négatif 121 [122]

Pour Evaluée de l'activité antibactérienne des composés alcaloides et flavonoides, On a
choisi de travailler sur deux espéces pathogénes qui sont; le Staphylococcus aureus et
Escherichia coli.

A. Staphylococcus aureus
Staphylococcus est une bactérie a gram positif du genre coques, on la trouve isolée ou regroupée
sou forme de grappe de raisin, ce sont aussi des coccidé non mobiles, de 0,8 a 1 de diametre,

Résistance aux antibiotiques 2.

On le trouve les Staphylococcus également dans la muqueuse nasale, et commensale de la

peau 241,
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B.

Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie est également des bacilles enrobés & gram négatif *2%, qui se

trouve dans le tube digestif de I’lhomme et des animaux, La majorité des souches sont

inoffensives, quelques-unes seulement sont pathogénes pour I’lhomme 2°!,

111.3.2. Matériels et produits utilisées

111.3.2.1.Matériels

v

D U N N N N RN

Disques stériles.
Micropipette.
Pipette pasteur.
Ecouvillon.
Pince métallique.
Etuve.

Boites pétri.

Bec benzen

111.3.2.2.Produits

v

D N N N

Gélose nutritif.

Milieux Mueller-Hinton.
L’eau physiologique.
DMSO.

Les extraits : di éthyle éther, acétate d’éthyle, n-butanol, chloroforme,

111.3.3. Repiquage des espéces bactériennes

Dans des conditions stériles, dans un tube a essai prélever une quantité de la souche

bactérienne, en milieu culture contient de la Gélose nutritif liquide & I’aide d’une pipette pasteur

stérile. On le laisse dans I'étuve a 37°C pendant 24h.

Apres 24 heures, prenez un échantillon de bactéries cultivées et placé dans une boite de gélose

nutritif a I’état solide, et laisser autre fois dans I'étuve pendant 24 heure en 37°C pour faire la

culture des nouvelles souches, pour la préparation de I'inoculum.
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Figure 36 : la culture des bactéries.
111.3.4. Préparation des milieux de culture

Couler le milieu de culture gélosé (Muller Hinton) en sur fusion dans les boites de Pétri de

facon a obtenir une épaisseur de 3mm pour les boites d’un diamétre de 90mm.

Laisser refroidir et solidifier le milieu gélosé en placant les boites avec les couvercles en place

sur une surface fraiche.

R &3

e -,

Figure 37 : Préparation des milieux de culture.
111.3.5. Préparation de I'inoculum

Un échantillon des nouvelles bactéries est prélevé et placé dans un volume d’eau
physiologique. Puis mesurée la concentration nécessaire pour évaluer I’activité anti bactérienne

entre de 0,08 - 0,1 évaluée a une longueur d’onde A 625 nm.
L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, il consiste a tremper un écouvillon

Stérile dans la suspension bactérienne, et Ensemencer la boite afin d'obtenir une culture de

colonies confluentes.
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111.3.6. Préparation des disques

Des disques de papier filtre d’un diamétre de 6 mm ont été préparés par de papier

wathman, stérilisés puis déposeés a la surface des boites ensemencées.

Figure 38 : la disposition des disques.
111.3.7. Dilution des extraits
Cette méthode est basée sur la diminution de la concentration de différents extraits testés par
DMSO (1 ml)

Apres la dilution chaque extrait sont déposés a la surface des disques par des micropipettes,
et Les boites de Pétris sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant

quelques temps, et mises a I’étuve (incubée pendent 24h a 37°C).

Figure 39 : dépose les extraits sur les disques.

111.3.8. La lecture

L activité antibactérienne de chaque extrait de la plante testé est évaluée par I’apparition des
zones d’inhibition autour les disques.
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Chapitre 1V: Résultats et discussions

IV.1. Etude comparative

L’extraction a était faite sur une espece de R. sphaerocarpa avec des quantités
respectivement de 20 g et 10 g (partie aérienne). Apres macération de trois manieres différentes
(la partie aérienne dans H,O (24h) ; EtOH 70% (24h) ; EtOH 100%(3Xx), extraction, évaporation.

Cités dans le chapitre précédent selon le protocole schématisé dans la figure 29.
- Le rendement

Le rendement en extrait est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait et la masse

(1271 11 est calculé & I’aide de la formule ci-dessous :

de la matiére végétale séche
R(%) : Rendement de I’extrait en %.

Mext: Masse de I’extrait en g.

Mmy: Masse de la matiere végétale en g.
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Tableau 7: Présentation des résultats de I’extraction par trois maniéres de macération.

Les macéras

La chromatographie sur couche mince

H,0 (24h)

Aspect: liquide
fluide, mobile et
visqueux
légérement

Couleur: Marron
clair

Odeur : de la plante
forte et semi-
désagréable

EtOH 70% /H,0

UV (KW254nm) UV (LW366nm)

UV (Onde K 254nm) :

Une grande tache apparait clairement dans le deuxieme macéra
(ETOH 70%), indiquant la présence de composés qui ne sont pas
trouvés dans les deux autres maceéras.

UV (Onde L 366nm) :

30% (24h)

Aspect : liquide
fluide et mobile

Couleur : vert
foncé

Odeur : de la plante
se dilue avec
I'odeur de I'éthanol

EtOH 100%(x3)

Aspect : liquide
fluide et mobile

Couleur : vert clair

Odeur : L'odeur de
I'EtOH domine
l'odeur de plante

On remarque la fluorescence de plusieurs taches sur la plaque
CCM avec des Ry différents dans le domaine visible, ce qui
indiqgue que ces produits comportent des liaisons doubles
conjugués ou des cycles aromatiques, cette absorption est
caractéristique aux composés polyphénoliques. une variété
compositionnelle d’ou les variétés des colorations des différents
spots sur la plaque (violet, bleu, marron). C'est ce qui semble clair,
surtout dans le deuxiéme macéra (EtOH70%).

Le premier macéra (H,O), on observe moins de taches qui
correspondent beaucoup plus a des produits polaires.

Dans I’extrait ethanolique (EtOH), on remarque des taches qui
correspondent aux produits apolaires.

Le rendement

R(%) = (0,7 /
10) x 100

R(%) =7

R(%) = (0,5/
20) x 100

R(%) = 2,5
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m ETOH/H20 70%30%
T m ETOH 100%

Rendement%o
o N SN ()] (o]

1
Les méthodes de macération

Figure 40: Rendement des extraits de R. sphaerocarpa par différent méthodes d’extractions

e Les trois extraits de R. sphaerocarpa ont été obtenus a partir de la partie aérienne de cette
plante selon trois méthodes d'extraction différentes.

e Sur la base des résultats obtenue, le rendement est de 2.5% pour I’extrait éthanolique
(EtOH100%) et de 7% pour I’extrait (EtOH70%) qui peut contenir des flavonoides, des
polyphénols et d’autres composés. En remarque a partir des chromatogrammes CCM que

I’extrait (EtOH70%) contient plus de composes par apport aux autre extraits selon le nombre des
taches colorés tableau 8.

Tableau 8: Les nombres et couleurs des taches de chaque extrait

Extrait H,O EtOH/H,0 EtOH
Nbr des taches 4 7 3
Jaune fluorescent
Jaune fluorescent Bleu Jaune fluorescent

Bleu Bleu fluorescent clair

Couleur Bleu Bleu Bleu
Bleu Violette rouge

Bleu
Rouge

Nous concluons, que la méthode d’extraction par la macération éthanolique aqueuse (70%), en
termes quantitatif et qualitatif est la meilleure.
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IV.2. Criblage phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de préparation et

d'analyse des substances organiques naturelles de la plante. Afin d'isoler un ou plusieurs

constituants responsables de l'activité particuliere de la plante

[128]

Le screening phytochimique effectue sur rétama sphaerocarpa a permis d’obtenir les Résultats

reportes dans le tableau suivant :

Tableau 9: Le screening phytochimique de la plante

Substances chimiques Les réactifs Résultats Discussion
Une réaction moyennement
positive. A peut prés; une
Tanins Fecl3 ++ + coloration brun verdatre et un
Composees prec_lplte, donc on a, la presen[clczag?e
phénoliques tanins de type catéchiques :
. L'étude sur la couche mince a
aluminium L s . .
chloride ++ + prouvé tres clairement la présence
des Flavonoide
Triterpenes
_ - Une coloration rouge-violet
Acide indique la présence de triterpénes
Sulfurique et
anhydride
Triterpenes/Stéroides Stérol acetique .\ une coloration rouge indique la
présence de stérols insaturés
Agitation 15 s .
_ g Aucune apparition de mousse,
Saponosides Repose 15 --- .
. absence de saponosides
minutes
N L'étude sur la couche mince a
. le réactif de s . .
Alcaloides +++ prouve trés clairement la présence
Dragendorff .
des Alcaloides
La sensation d’une odeur
Huiles essentielles évaporée a sec +++ parfumée indique la présence

d’huiles essentielles 129,

(+): présence, (-): absence, (z): faible, ND: Non Déterminé.
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Les tests phytochimiques bien que sa la précision soient limitée, ils permettent de détecter la

présence ou I’absence de telle ou telle famille chimique.

En générale, les résultats indiquent la présence de divers métabolites secondaires comme des

tanins, flavonoides, alcaloides et stéroides dans les divers extraits de plantes.

1- Tanins 2-Triterpenes/Stéroides 4-Extrait brut

Figure 41: Le screening phytochimique effectue sur rétama sphaerocarpa

IV.3.Les tests chromatographiques
IV.3.1. L’extrait éthanol (70%o)

IV.3.1.1. Polyphénols et Flavonoides

L’extraction liquide —liquide des polyphénols a partir de I’extrait brute ethanolique 70%
(350mg) ont étaient faites par I’acétate d’éthyle (71,3mg) puis par le n-Butanol (152mg).

L’étude chromatographique CCM des deux extraits en utilisons le systéme di éthyle éther/ éther
de pétrole (1 :1), nous a informé que I’extrait de I’acétate d’éthyle contient plusieurs taches
caractéristique aux polyphénols et flavonoides moyennement polaires, par contre dans I’extrait
de n-Butanol on observe une tache condensé sur la ligne de départ, qui peut étre des flavonoides

polaires. Fuguer 39
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Fugure 42: presentation des extraits de flavanoides de I’extrait ethanol 70% sous UV(Onde L
366nm).

Tableau 10 : les résultats de test chromatographique CCM des Polyphénols et Flavonoides dans
L’extrait éthanol (70%)

Extrait d’acétate d’éthyle Extraie de n-Butanol
Nbr des taches | Couleur R¢ Nbr des taches | Couleur R¢
6 Bleu fluorescent | 0.1 |1 Blue clair 0
Violette 0.34
Vert 0.5
Rouge 0.62
Bleu fluorescent | 0.66
Vert clair 0.7

1VV.3.1.2. Alcaloides

L’extraction liquide —liquide des alcaloides & partir de I’extrait brute ethanolique (70%)
(350mg) ont étaient faites par di éthyle éther (76 mg) puis par le chloroforme (164.6 mg).

L’étude chromatographique CCM des deux extraits en utilisons le systéeme di éthyle éther/ éther
de pétrole (1 :1), nous a informé que I’extrait de di éthyle éther contient plusieurs taches
caractéristique aux alcaloides moyennement polaires, par contre dans I’extrait de chloroforme
on observe trois taches trés clair, ne peut pas déterminer s'il s'agit d'alcaloides ou d'autres

composés polaires. Comme indiqué dans la fuguer 40.
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Fugure 43 : Presentation des extraits d’alcalaoide de I’extrait ethanol 70% sous UV(Onde L
366nm).

Tableau 11 : les résultats de test chromatographique CCM des alcaloides dans L’extrait éthanol
(70%)

Extrait de di éthyle éther Extrait de chloroforme
Nbr des | Couleur R | Nbr des | Couleur R¢
taches taches
10 Jaune fluorescent 01 |3 Blanc fluorescent 0.05
Rose claire 0.27 Vert clair 0.31
Bleu 0.33 Bleu clair 0.59
Rouge 0.38
Vert fluorescent 0.43
Bleu clair 0.51
Violette 0.54
Blanc fluorescent 0.67
Jaune pale 0.72
Jaune pale 0.85

1V.3.2. L’extrait éthanolique (100%)

Apres I’extraction liquide- liquide par I’ampoule a décanter avec I’utilisation des solvants
organiques a I’aide de le rotavapeur pour éliminer le solvant utilisé. On obtient les extraits

suivantes pour :
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1V.3.2.1. Criblage chromatographique des composes flavonoides

Figure 44 : les extraits obtenus pour I’étude des polyphénols.
1- EX DE : extrait di éthyle éther
2- EX AC : extrait d’acétate d’éthyle
3- EX n-B : extrait de n-butanol
4- EX EtOH : extrait brut

- Les deux systemes ont les méme de développement des produit a travers la plague CCM
a- Systeme 1 : Di éthyle éther/ éther de pétrole (1/1 V /V)

Figure 45 : presentation des extraits des flavonoides de I’extrait ethanol 100% avec le systeme
1 sous UV
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b-Systeme 2 : éther de pétrole / Chloroforme /MeOH /Aciton (4/4/1/1 V/IV)

Figure 46 : presentation des extraits des flavonoides de I’extrait ethanol (100%) avec le
systeme 2 sous UV
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Tableau 12 : les résultats des tests chromatographique CCM des flavonoides d’extrait éthanol
(100%0)

Extrait Di éthyle éther Diéthyle n-Butanol extrait brut
acétate
Systéeme | Di éthyle éther/ éther | éther de pétrole / Chloroforme /MeOH /Acétone (4/4/1/1 viv)
de pétrole (1/1 v /v)
Révélate AICI3+ UV
ur
Nbr des | 10 3 1 0
taches
Couleur | Vert foncé 0.1 |Blue |0.1 |Blue |0.15
+Rf
Rouge 0.16 | Blue | 0.6
Violette 0.3 | Blue | 0.66
Rouge 0.36
Vert 0.46
Vert 0.6
Blue 0.66
Marron 0.7
Violate 0.8
Blue 0.9

Les résultats de la CCM a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots)
colorées surtout en bleu et orange. Ces colorations confirment la présence des composés
phénoliques et des flavonoides.

Les colorations rose, orange et rouge violacé indiquent la présence des flavonols, flavones et

flavanones [1311132]
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1VV.3.2.2. Criblage chromatographique des composés alcaloides :

Figure 47 : les extraits obtenus pour I’étude des alcaloides
1- EX DE : extrait di éthyle éther
2- CHClI; : extrait de chloroforme
3- Phase aqueuse alcaloide : extrait brut

- Selon la littérature nous trouvons que le systeme de développement efficace est : Di éthyle
éther/ ether de pétrole (1/1 V V)

Figure 48 : Systeme 2 : Di éthyle éther/ éther de pétrole (1/1 V /V)
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Tableau 13 : les résultats des tests chromatographique CCM pour les alcaloides

Extrait Extrait di éthyle éther Extrait de
chloroforme
Révélateur Dragendorff+ UV
Couleur+ R¢ Blue fluorescent | 0.06 Rouge 0.32
Blue 0.1 Vert 0.4
Rouge 0.2 Violette | 0.5
Blue 0.28 Blue 0.7
Rouge 0.32 Vert clair | 0.76
Blue 0.36
Vert 0.4
Violate 0.5
Blue 0.56
Blue 0.66
Blue 0.7
Vert Clair 0.76

Les chromatogrammes font apparaitre de tres nombreuses taches, diversement colorées (voir la
figure 45), dans tous les extraits. Qui indique la Présences des déférentes composes. Les spots
dans la plague CCM de [I’extrait chloroforme avec une polarité varié confirmé la présence des

types d’alcaloides déférents 3 21]
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1V.4. Résultats des tests d'activités antibactériennes

Tableau 14 : Les diamétres des zones d’inhibitions I’activité antibactériennes.

L’extrait Acétate di éthyle n-butanol |Di éthyle|chloroforme
éther

Les disques DMSO(1 |2 (3 |1 |2 |3 |1 |2 |3 |1 |2 |3

Diametres  d’inhibitions | O 11 13|12 (0 |0 |0 |16 |16 |15|0 |0 |O

d’Escherichia coli

Diamétres  d’inhibitions [0 o0 |0 (OO O |9 (128 (O (O |O
de Staphylococcus aureus

Figure 50 : Activité antibactérienne de I’extrait Acétate d’éthyle.
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Nous avons testé I’activité antibactérienne des deux extraits de flavonoides et deux d’alcaloides
vis-a-vis deux souches bactériennes Escherichia coli, Staphylococcus.

Apres les mesures d’inhibitions de I’activité antibactériennes avec une seule concentration de
tableaul4.

On remarque I’absence de I’activité antibactérienne pour I’extrait n-butanol et I’extrait
chloroforme. Par contre on trouvée une petite variante d’activité de I’extrait de di éthyle éther
qui inhibé surtout la souche Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 16 mm et
Staphylococcus aureus avec une autre zone de 11mm. Ainsi que I’extrait d’acétate d’éthyle
montré une activité modérée avec zone d’inhibition 13mm avec Escherichia coli, et n’a pas

enregistré aucune résistance avec Staphylococcus aureus.

Nous concluons, qui les deux extraits n-butanol et le chloroforme possedent une activité

antibactérienne négative.
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IV.5. Conclusion générale :

Notre étude est basée sur l'espéce Rétama sphaerocarpa, une Iégumineuse endémique du bassin
méditerranéen utilisée pour traiter de nombreuses pathologies, mais il doit étre utilisé a des doses
limitées, car une consommation irrationnelle peut entrainer des effets secondaires pouvant aller

jusqu'a la mort.

Les résultats expérimentaux de déférentes méthodes d’extraction montrent que la meilleure
méthode pour l'extraction des alcaloides, les polyphénols et les flavonoides est I'extraction par
macération d’éthanol (70/%).

L’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols par
modulation de la polarité du solvant organique. Ceci confirme l'avantage de cette technique du
c6té rendement, durée courte et économique et aussi de cbté environnemental et la santé, c’est

une technique idéale pour extraire des substances naturelles.

En phytothérapie, il faut choisir le solvant en fonction de l'activité biologique recherchée et non
celle qui donne une quantité élevée de composeés bioactifs.

Les résultats Le screening phytochimique de Rétama sphaerocarpa révelent la présence de
divers métabolites secondaires. Cette diversité explique les grandes utilisations en médecine

traditionnelle.

Alors que I’étude chromatographique sur la couche de mince a permis de vérifier divers
systemes de développés et de trouver que la meilleure dans cette étude est I’extrait de di éthyle
éther /éther de pétrole (1/1 ;2/1). Et les tests par CCM ont montré que les principaux

constituants chimiques trouvés dans cette plante étaient des flavonoides et des alcaloides.

L'étude biologique montre que le pouvoir antibactérien différe d’un extrait a l'autre, en rapport
direct avec les différences de leurs compositions chimiques respectives. Ainsi, la phase
d’extraction au di éthyle éther présente une activité inhibitrice plus importante par rapport aux
autres phases pour les deux types de bactéries (Escherichia coli, Staphylococcus aureus), en

accord avec un rendement d’extraction importante.

Enfin, le résultat total obtenu au cours de cette étude est ouvert des perspectives autour la plante
de retama sphaerocarpa et pour mener des études pratiques qui serviront de tests
complémentaires pour confirmer des activités spéciales pour cette plante pour devenir utilisé

dans la fabrication de médecine locale dans I’ Algérie.
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