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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siécles comme remede a diverses
maladies humaines. Ces plantes sont caractérisées par leur pouvoir thérapeutique. Pour 1'évaluation
de l'activité biologique de ces plantes, il est impératif de recourir a des tests biologiques appropriés
et a des méthodes de screening chimique [1].

Dans la plupart des cas, I’activité biologique des métabolites secondaires est reconnue bien
avant la détermination de leurs structures chimique[2]. Il est néanmoins important de noter que la
nature active de ces composés peut engendrer des effets bénéfiques, aussi bien que des effets
néfastes, sur les organismes vivants.

Saccocalyx Satureioides est une plante médicinale largement utilisée par la population algérienne,
notamment dans la médecine traditionnelle.

La valeur thérapeutique de cette plante est due a ses métabolites secondaires, notamment les
huiles essentielles et les composés phénoliques. La concentration de ces molécules peut varier d’ un
organe a I’autre de la méme plante.

Les composés phénoliques constituent une richesse largement exploitée par les industries agro-
alimentaire, cosmétique et pharmaceutique[3]. L’extraction de principes actifs de ces métabolites
est une tape trés importante dans leur isolement, aussi bien que dans leur identification[4].

La qualité alimentaire ou thérapeutique d’un extrait naturel est liée a D’efficacité et a la
sélectivit¢ du procédé d’extraction utilisé¢[1]. Parmi les divers procédés utilisés, on compte
I’extraction par macération dans le méthanol aqueux et 1’extraction par décoction ou avec de I’eau
chaude. L’extraction par décoction ou avec de l’eau chaude est un procédé tres utilisé
traditionnellement par la population algérienne, soit dans la préparation des boissons les plus
populaires comme le thé ou dans les préparations traditionnelles a base de plantes médicinales.

Notre travail a été effectué et présenté dans cette mémoire qui a €té consacré sur la recherche
et détermination des substances naturelles présentes dans les parties aériennes de 1’espéce
Saccocalyx satureioides.

v’ Le premier chapitre porte sur 1’étude bibliographique, botanique et phytochimique sur le
I’espece Saccocalyx Satureioides.

v Le deuxiéme chapitre consiste a I’étude des métabolites secondaires et les méthodes de
séparation et purification.

v Le troisiéme chapitre est consacré au travail personnel consistant en la séparation et la

purification de composé obtenu.
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Dans le quatrieme chapitre, nous reportons 1’interprétation des résultats et la détermination
structurale de composé isolé.
Une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents résultats

obtenus.
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Chapitre 1 Etude bibliographique de [’espece Saccocalyx Satureioides

Introduction

Les lamiacées, encore parfois appelées labiées ou labiatées, sont une famille de plantes
dicotylédones, tres riche, particulierement utilisée par I’homme. Plantes aromatiques, les Lamiacées
soignent, parfument plats ou cosmétiques, décorent les potées et les massifs ou sont cultivées au
potager. En France, la famille est trés représentée dans la flore naturelle, elle montre d’ailleurs des

caracteres typiques tres faciles a reconnaitre pour le botaniste débutant.

1. Distribution des Lamiacées

Les Lamiacées sont présentes dans quasiment toutes les parties du monde. Mais une profusion
d’especes est regroupée dans les garrigues méditerranéennes, donc principalement en milieu ouvert.
Les plantes appartenant a la famille des Lamiacées 6700 especes de lamiacées sont réparties en 250
genres, dont, derniérement, une cinquantaine ajoutées en provenance des Verbénacées apres analyse

moléculaire ; c’est a dire si ces familles sont proches.

2. Utilisation des Lamiacées

Dans les jardins les lamiacées sont incontournables : utiles, belles, odorantes, culinaires,
melliféres. De nouvelles variétés ou especes de sauges ornementales ne cessent d’apparaitre chez
les producteurs, quand les plantes aromatiques ou médicinales classiques ne démodent jamais.
Quelques especes forestieres asiatiques sortent des sentiers battus : Lamium orvala, Keiskea,
Leucosceptrum, qui sont de belles et sculpturales plantes au feuillage intéressant[1].

Certaines lamiacées sont trés connues du grand public comme les: bugles, brunelles, lamiers,
lavandes, menthes, basilics, origans et marjolaines, romarins, sauges, sarriettes, ¢€piaires,

germandrées, les thyms et le Saccocalyx Satureioides|2].
3. Etude botanique de I’espéce Saccocalyx Satureioides

Saccocalyx satureioides c’est une plante algérienne endémique s’élevant dans le secteur de pré
désert, c’est un arbuste aromatique, localement appelé zaatar et aussi zaatar elkhil ou zaatar
el’ibil[4]. C’est une plante & odeur de Thym, est un arbuste appartenant a la famille des Lamiacées

qui ont toutes un appareil sécréteur d’huile essentielle. Localement, son nom populaire est « Zaater

», une appellation commune pour Oregano et Thym dans toutes les régions du Nord Africain[3].


https://www.aquaportail.com/genre-mentha-1082.html
https://www.aquaportail.com/fiche-plante-3743-origanum-vulgare.html
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4. Usages traditionnels

Saccocalyx satureioides est est une plante utilisée dans la médecine folklorique, la partie
aérienne et utilisée généralement dans la décoction pour le traitement des désordres et des spasmes

gastriques.

Elle est employée comme ingrédient dans des nombreuses médecines traditionnelles locales et
la plupart du temps dans le soin du diabete[4]. Elle est utilisée comme une tisane pour son effet

digestif, et antiarthritique, et dans certain cas de brucellose.

Cependant, cet arbuste est peu connu, il n'a selon aucun usage traditionnel dans la région de

Bou-Saada, Wilaya de M'sila[5].

Saccocalyx satureioides est utilisée comme herbe aromatique culinaire, aussi utilisée comme

infusion et décoction pour guérir les infections du systéme respiratoire[4].

Et aussi le saccocalyx satureioides ne possede pas un usage traditionnel particulier connu, mais
il est supposé qu’elle posséde les mémes effets thérapeutiques que 1’Oregano puisque ces deux
especes appartiennent a la méme famille « Lamiaceae » qui posseéde en général des vertus
stomachique, tonique, calmante, diurétique, sudorifique et expectorante. Comme chez la plupart des
labiées, la partie aérienne de Saccocalyx satureioides (tiges feuillées et fleurs) est utilisée comme

organes pour I’extraction de leurs huiles[4].
5. Distribution géographique
Cette espece est caractéristique de 1’ Algérie, elle est répandue dans :

Les dunes de la zone pré désertique

Les sous-secteurs du Hodna

Les sous-secteurs de 1’ Atlas saharien Oranais
Les sous-secteurs de 1’ Atlas saharien Algérois

Les sous —secteurs de I’ Atlas saharien constantinois

AN N N NN

Et elle est rare dans le secteur du sahara septentrional[4].
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6. Etude phytochimique et botanique de I’espece Saccocalyx satureioides

6.1. Place dans la systématique
Saccocalyx satureioides appartient a:

R/

« Embranchement: Spermaphyte

7

« Classe : Dicotylédone

¢ Ordre: Lamiales

« Famille: Lamiaceae

« Sous-famille: Stachyoideae
« Genre : Saccocalyx

< Espéce : Saccocalyx satureioides

6.2. Description botanique

L'espéce  Saccocalyx Satureioides est une plante aromatique présente comme Ssous-
arbrisseaux de 20-100cm a tiges érigées. Les feuilles sont ovales lancéolées de 4-6x2-3 mm, ciliées,
hispides. Les fleurs sont en verticillaetres, petites, blanches rosées ou pourpres. Elle présente des
calices a 5 dents, fortement accrescents, vésiculeux a la maturité. La corolle est incluse a 4 lobes
trés courts, subégaux , les supérieurs + emarginés[4]. Cette espéce s'éleve sur les dunes de la zone

prédésertique[5].

Figure 1 : Saccocalyx Satureioides
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6.3. Activités biologiques

L’huile essentielles de Saccocalyx Satureioides posséde des propriétés antibactériennes et
antifongiques et pourrait étre employée comme agent antimicrobien normal pour les maladies

infectieuses humaines et dans la conservation des aliments.

Elle a marquée une bonne activité contre la pneumoniae et Escherichia Coli et I’Enterococcus

Faecalis, comme elle posséde aussi une activité antioxydante[4].
6.4. Intérét écologique

Le Saccocalyx Satureioide est une espéce d’origine endémique qui est commune dans les hauts
plateaux et dans le secteur de sahara septentrional 90 et elle est considérée comme fixatrice de
dunes surtout par son enracinement profond qui contribut a la rétention du sol et lui permet de

résister au déssechement[6].
6.5. Intérét pharmacologique
Saccocalyx Satureioides est utilis€ comme :

e Herbe aromatique culinaire (épice).

e Extrait a forte pouvoir antibactérien et antioxydant[7].

e Infusion et décoction pour guérir les infections du systéme respiratoire[8].
e condiment, stomachique, digestif, antidiarhéique et vermifuge.

e Infusion et décoction contre le rhume[9].
e Ingrédient dans de nombreuses médecines traditionnelles locales, le plus souvent dans le

traitement du diabéte de type I1[10].

e [’extrait méthanolique de Saccocalyx satureioides a ¢été évalué pour ses propriétés
antioxydant par les méthodes au DPPH et FRAP. Les phénols et flavonoides totaux ont
également été évalués. l'extrait a montré une haute activité antioxydant. Les résultats ont
montré également que cette plante est une source de polyphénols et de flavonoides qui
sont probablement responsables de I'activit¢ décelé dans les extraits. Ceci explique
¢galement l'utilisation de cette plante comme agent de conservation naturel dans l'industrie

agroalimentaire ou dans des applications pharmaceutiques[11].
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7. Etude des huiles essentielles de I'espéce Saccocalyx Satureioides

Les huiles essentielles sont des substances odorantes concentrées, obtenues a partir des

plantes par entrainement a la vapeur d’eau, hydrodistillation ou expression (pression a froid).

Le terme “huile essentielle” a été inventé au 16'™ siécle par le médecin suisse Parascelsus
von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un remede naturel. Il existe aujourd’hui
approximativement 3000 huiles, dont environ 300 sont réellement commercialisées, destinées
principalement a ’industrie des aromes et des parfums.

L’huile essentielle appartient a la gamme des métabolites secondaires issus du métabolisme
végétale, elle ne se rencontre cependant que chez certains plantes, qui prennent ainsi le nom de

plantes aromatiques[12,13].
7.1. Composition chimique des huiles essentielles de Saccocalyx satureioides

Les composants volatils des parties aériennes de Saccocalyx satureioides, obtenus par

hydrodistillation, ont été analysés par GC et GC-MS[14].

Le tableau 01 représente les composants majoritaires (% > 0,05) des huiles essentielles de
Saccocalyx Satureioides. 41 composants ont été entierement identifiés et regroupés en trois classes,
a savoir hydrocarbures monoterpéniques, les monoterpénes oxygénés,et les sesquiterpenes.

> Les monoterpénes oxygénés (17 composants) caractéristiques les composants les plus
importations fourmi a la fois pour (76,9% d'huile totale) quantitative et qualitatives.
Dans cette classe les principaux composants sont : a-terpinéol (32,7%), le thymol (22,8%), le
bornéol (11,6%) et le carvacrol (6,9%)

» Les monoterpéne hydrocarbures plus de 13 composants (16,8% d'huile totale) , parmi
lesquels on site les plus intéressants : p-cymene 5,0% , de camphéne2,9% et y-terpineéne
2,8%, a-pinéne et le limonéne 1,8 et 1,5%, respectivement, les autres composants de cette
classe sont en dessous de 1%.

> Les sesquiterpénes (11 composants), le total de concentration est inférieur a 3%.

Du point de vue qualitatif, le bornéol, thymol, a-terpinéol et le p-cymene ont été identifiés comme

les principaux composants, avec une prédominance de bornéol (environ 58%)[14].
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Tableau 1: Composition chimique des huiles essentielles de Saccocalyx Satureioides

N° de composé | Indice de rétention | Composés Pourcentage %
Monoterpene hydrocarbons 16.8
1 924 Tricyclene 0.1
2 929 a-Thujene 0.6
3 936 a-Pinene 1.8
4 950 Camphene 2.9
5 975 Sabinene t
6 977 B-Pinene 0.3
7 992 Myrcene 0.8
8 1003 a-Phellandrene t
9 1017 a-Terpinene 0.6
10 1025 p-Cymene 5.0
11 1030 Limonene 1.5
12 1060 v-Terpinene 2.8
14 1087 Terpinolene 0.4
monoterpenes Oxygenés 76.9
13 1070 cis-Sabynene hydrate t
15 1097 trans-Sabinene hydrate t
16 1099 Linalool 0.4
17 1121 Sabinaketonedehydro t
18 1125 a-Campholenal
19 1139 trans-Pinocarveol t
20 1143 Camphor 0.1
21 1165 Borneol 11.6
22 1191 Terpinen-4-ol 1.2
23 1193 a-Terpineol 32.7
24 1193 cis-Dihydrocarvone 0.2
25 1222 Isobornyl formate 0.2
26 1289 Bornyl acetate t
27 1291 Thymol 22.8
28 1297 Carvacrol 6.9
29 1352 Thymol acetate 0.7
30 1364 Carvacrol acetate 0.1
Sesquiterpenes 2.7
31 1394 a-Gurjunene t
32 1402 B-Caryophyllene 0.8
33 1437 a-Humulene 0.3
34 1444 Alloaromadendrene 0.2
35 1478 B-Acoradiene 0.2
36 1494 v-Cadinene 0.1
37 1503 d-Cadinene 0.3
38 1556 Spathulenol 0.3
39 1562 Caryophyllene oxide 0.3
40 1569 Viridiflorol 0.1
41 1663 epi-a-Muurolol 0.1
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Tableau 1 : Composition chimique des huiles essentielles de Saccocalyx Satureioides (suite)

N° de composé | Indice de rétention | Composé Pourcentage %
24 1193 cis-Dihydrocarvone 0.2
25 1222 Isobornyl formate 0.2
26 1289 Bornyl acetate t
27 1291 Thymol 22.8
28 1297 Carvacrol 6.9
29 1352 Thymol acetate 0.7
30 1364 Carvacrol acetate 0.1

Sesquiterpenes 2.7
31 1394 a-Gurjunene t
32 1402 B-Caryophyllene 0.8
33 1437 a-Humulene 0.3
34 1444 Alloaromadendrene 0.2
35 1478 B-Acoradiene 0.2
36 1494 v-Cadinene 0.1
37 1503 6-Cadinene 0.3
38 1556 Spathulenol 0.3
39 1562 Caryophyllene oxide 0.3
40 1569 Viridiflorol 0.1
41 1663 epi-a-Muurolol 0.1

Conclusion

L’étude bibliographique de ’espéce Saccocalyx satureioides a montré que seules les huiles
essentielles de cette espéce ont été étudiées. Ceci nous a encouragé a entamer 1'étude phytochimique

et biologique de cette espece endémique relativement peu connue.
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Chapitre VI Les métabolites secondaires

Introduction

Les plantes produisent un grand nombre de composés, dont, jusqu'a il n'y a pas trés longtemps,
on ne connaissait pas le role pour la plante. Ces composés ne sont pas produits directement lors de
la photosynthése mais résultent de réactions chimiques ultérieures, d’ ou le nom de métabolites
secondaires. Des découvertes récentes ont montré que bon nombre d'entre eux ont un réle défensif
pour les plantes. IIs ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’ industrie : en alimentation, en
cosmétologie et en dermopharmacie. Ils se sont surtout illustrés en thérapeutique et dépassent

actuellement 100 000 substances identifiées[1].

1. Les métabolites secondaires

Le métabolisme secondaire implique les voies métaboliques primaires spécifiques a
certain organisme végétal. Donc les métabolites secondaires sont les molécules que ne
participent pas directement au développement des plantes mais plutdt intervenaient dans les

relations avec les stress biotiques et abiotiques ou améliorent 1’efficacité¢ de la reproduction.

Les composés de métabolisme secondaire ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais résultant de réactions chimiques ultérieures. On les appelle donc des
métabolites secondaires. Ces composés ne se trouvent pas dans toutes les plantes. Ils sont

surtout illustrés en thérapeutique.
Les métabolites secondaires comportant trois types de composés[2]:

1.2. Les terpénes

Les terpeénes forment un groupe de produits naturels largement représenté et d’un intérét
chimique considérable, treés diversifiés. Ils constituent le principe odoriférant des végétaux. Cette
odeur est due a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbones.
Extraites ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme parfum (rose,
lavande). Ils ont un caractére commun, formés d’unités isopréniques (CsHsg). Ils sont formés de
I'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifi¢es dérivées du 2-méthyl butadiene,
appelées unités isopréniques (CsHg)n. Ces squelettes peuvent étre arrangés de fagon linéaire ou bien
former des anneaux. De ce fait une classification rationnelle, basée sur ce nombre qu’ils renferment,

est possible (tableau 2)
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Tableau 2 : Classification des triterpénes

Monoterpénes Cio
Sesquiterpenes Cis
Diterpenes C20
Sesterpenes Cas
Triterpenes et Stéroides Cao
Tetraterpenes Cao
Polyterpenes (Cio)navec n>8

1.3. Les alcaloides

En général, ces composés possedent au moins un atome d’azote hétérocyclique. Actuellement,

la structure chimique d’environ 16 000 alcaloides est connue. Environ 20 % des especes de plantes

produisent des alcaloides. Ils ont une nature basique, présentant généralement de puissants effets

physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux trés actifs, dotés d'une action

spécifique. La médecine les emploie le plus souvent a 1'état pur et leur véritable valeur ne s'affirme

qu'entre les mains du médecin car ils entrent dans la composition de nombreux médicaments

comme principe actif. Les plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux dans leur systéme de

défense contre les herbivores et les pathogénes car ces composés sont toxiques. Selon leur

composition chimique et surtout leur structure moléculaire, les alcaloides peuvent étre divisé en

plusieurs groupes :

>
>

Des phénylalanines: capsaicine du piment, colchicine du colchique.

Des alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine
contenues dans l'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine, ergotamine,
ergotoxine de l'ergot des céréales.

Des alcaloides quinoléiques : tige feuillée de la rue commune.

Des alcaloides pyridiques et pipéridiques : ricinine du ricin, trigonelline du fenugrec,
conine.

(poison violent) de la cigué.

Des alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine de la belladone.

Des alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amere ou aconite (aconitine).
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1.4. Les Composés phénoliques
Les Composés phénoliques correspondent a une grande variété de substances possédant un
cycle aromatique portant au moins un groupement hydroxyle. Dans cette catégorie, on trouve de
nombreuses substances: les noyaux simples en C6-Cl1, les phénylpropanoides (C6-C3) , les noyaux
dérivant de I’extension du phényle propane, en C6-C3-C6, comme les chalcones, les flavones, les
flavonols ou les dérivés du flavane ou du flavane-3-ol (catéchines et proanthocyanidines)[1].
Les principales classes des composés phénoliques :
1.4.1. Les acides phénoliques simples :
#* Acides hydroxybenzoiques :

» Sont des dérivés de 1’acide benzoique

» Ont une structure générale de base de type (C6-C1)

» Existent souvent sous forme d’esters ou de glycosides

Tableau 3 : Principaux acides hydroxybenzoiques[26] :

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p hydroxy
R2 R1 benzoique
"4 e H OH OH H Acide
— protocatechique
R4 H OCH3 | OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 | OH | OCHS3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

* Acides hydroxycinnamiques :
Dérivent de l'acide cinnamique
Ont une structure générale de base de type (C6-C3)

Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques

YV V V V

Les degrés d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a une
réactivité chimique importante de ces molécules, le tableau (4) représente les principaux

acides hydroxycinamiques
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Tableau 4 : Principaux acides hydroxycinnamiques[3] :

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
R1 OOH H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
= OCH3 OH H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

# Les coumarines :

» Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine
latérale

» Les coumarines ont fréquemment un réle écologique ou biologique

Tableau 5 : Principaux types de coumarines[4] :

Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
R6 OH OH H Aescultol
- O ‘ €= OCH3 OH H Scopolétol
R8 OCH3 OH OH Frax¢tol
H OH OH Daphneétol

+ Les flavonoides :

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, 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 en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C)[5]. Généralement, la
structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6[6] en formant une structure de
type diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres

peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule[7,8].
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Tableau 6 : Principales classes des flavonoides [5,8] :

Classes Structures chimiques R3' R4’ RS Exemples
Flavones H OH H Apigénine
i OH | OH H Lutéoline
R4’
o © 2 @ OH | OCH3 H Diosmeétine
R5'
OH
Flavonols i H OH H Kaempférol
R4’
. ) @ OH | OH | H | Quercétine
@‘l " OH OH OH | Myrecétine
4 oH
OH
Flavanols RS OH OH H Catéchine

R4

OH
OH
Flavanones H OH H Naringénine
OH OH H Eriodictyol
Anthocyanidines i H OH H | Pelargonidine
OH OH H Cyanidine
OH OH OH | Delphénidine
Isoflavones RS R7 R4’

OH OH OH Genisteine
H O-Glu OH Daidezine
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1.5. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique. Elles sont obtenues a partir de
feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou
de fruits, mais également a partir de gommes qui s’écoulent du tronc des arbres. Les huiles
essentielles sont obtenues par hydrodistillation, expression a froid, comme les agrumes de nouvelles
techniques permettant d’augmenter le rendement de production, ont été développées, comme
I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse température et sous haute pression ou

I’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes[15].

2. Les techniques chromatographiques de séparation

Les plantes ayant révélé des activités biologiques font 1’objet d’une étude chimique incluant la
purification, I’isolement, et I’identification structurale de principes actifs ayant I’activité biologique

initialement détectée.

L’isolement des principes actifs est généralement réalisé a 1’aide de différentes méthodes de
chromatographie sur colonne , sur couche mince préparative, et sur papier , chromothographie en

phase gazeuse(CPG) et chromatographie liquide a haute performance (CLHP)[9].
2.1. Chromatographie sur colonne

C’est une technique basée sur des phénomenes d’adsorption. La phase solide, le plus souvent

I’alumine ou la silice, remplit une colonne de longueur et de section variable :

I’échantillon, en solution concentrée, est déposé en haut de la colonne et la séparation des
composants résulte de 1’écoulement continu d’un éluant, traversant la colonne par gravité ou sous
I’effet d’une faible pression. On peut utiliser comme ¢luant un solvant unique ou bien accroitre

progressivement la polarité de 1’¢luant de fagon a accélérer le déplacement des composés.

Les molécules sont entrainées vers le bas a des vitesses variables selon leur affinité pour
I’adsorbant et leur solubilit¢ dans I’éluant. Le chromatogramme se développe en formant une
succession de zones cylindriques qui se séparent en migrant vers le bas. A mesure que chaque zone

s’écoule de la colonne, on la recueille[10].
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2.2. Chromatographie sur couche mince
Les principaux ¢léments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont:

* la cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable, fermé par

un couvercle étanche.

* la phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un autre adsorbant est
fixée sur une plaque de verre a l'aide d'un liant comme le sulfate de calcium hydraté (platre

de Paris) I'amidon ou un polymere organique.

* I'échantillon: environ un microlitre (uL) de solution diluée (2 a 5 %) du mélange a analyser,

déposé en un point repere situé au-dessus de la surface de 1'éluant

* I'éluant : un solvant pur ou un mélange : il migre lentement le long de la plaque en entrainant les

composants de 1'échantillon

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I'échantillon est placée dans la cuve, I'éluant monte
a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque composant de
I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriere le front du solvant. Cette vitesse dépend d'une
part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque stationnaire et, d'autre part, de
sa solubilit¢ dans la phase mobile. Les composés se déplacent doncalternativement de la phase
stationnaire a la phase mobile, 1'action de rétention de la phase stationnaire étant principalement
controlée par des phénomenes d'adsorption. Généralement, en chromatographie sur couche mince,

les substances de faible polarité migrent plus rapidement que les composants polaires[11].
2.3. Chromatographie sur papier

La technique ressemble a celle de la CCM mais le principe repose sur des phénomenes de
partage. La phase mobile est le plus souvent un solvant organique et l'eau; la phase stationnaire est
constituée par l'eau elle-méme adsorbée sur la cellulose du papier ou liée chimiquement a elle.
Comme en chromatographie sur couche mince, I'échantillon, mis en solution, est dépos¢ en un point
repere du papier et le solvant, qui se déplace par capillarité, fait migrer les composants de
I'échantillon a des vitesses variables selon leur solubilité. Généralement, les composés les plus
solubles dans l'eau ou ceux qui forment facilement des associations par liaisons hydrogéne sont
fortement retenus par la phase stationnaire et migrent donc lentement. Lorsque 1'eau est un des
solvants de la phase mobile, le ou les solvants organiques doivent y étre assez solubles. Des

produits comme l'acide éthanoique, le propanol, le phénol ou la pyridine sont les solvants les plus
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fréquemment utilisés en mélange avec de l'eau pour développer un chromatogramme. La
chromatographie sur papier est employée principalement pour 'analyse de composés trés polaires,
tels les acides aminés, les sucres et les composés polyfonctionnels. Ses plus grands inconvénients

par rapport a la CCM sont:

* une durée de développement beaucoup plus longue.
* une séparation généralement moins bonne[11].

2.4. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Actuellement, la méthode de dosage et d’identification, la plus couramment employée dans

I’¢tude des huiles essentielles, fait appel a la chromatographie en phase gazeuse.

Elle permet 1’identification des constituants et 1’obtention d’une valeur approximative des
concentrations respectives. Cette méthode permet également de séparer de faibles quantités de
différents composants de I’huile essentielles. Le principe de cette méthode est basé sur le partage de
I’analyse entre une phase gazeuse mobile et une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface

d’un support inerte .

Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement retenus par
la phase stationnaire lors de transit dans la colonne. De ce phénoméne appelé « rétention » les
solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre eux et inférieure a celle de la phase
mobile, ce qui les conduit a sortir de la colonne les uns apres les autres. On enregistre d’abord un
signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur seul. Puis un pic au passage de chaque soluté

sépar¢[10].
2.5. Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

La chromatographie en phase liquide a haute performance (I’abréviation anglaise HPLC :
High Performance Liquid Chromatographie est plus fréquemment utilisée) est une technique de
séparation analytique basée sur l'hydrophobicité des molécules ou d’un mélange de composés.
L’échantillon a analyser est poussé par un €éluant liquide sous pression environ 70 bar (appelé aussi
phase mobile) dans une colonne remplie d'une phase stationnaire composée de grains solides tres
fins Le débit d'¢luant est assuré par une pompe a haute pression. Dans la colonne, les divers
composés de 1’échantillon sont séparés 1’'un de I’autre en raison de leurs diverses affinités a 1’égard
des deux phases — stationnaire et mobile. A la sortie de la colonne les composés sont détectés a

I’aide d’un détecteur (pouvant étre UV, IR etc.)
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3. Les techniques d’analyse et d’identification structurale

L’identification des structures moléculaires organiques se fait généralement par 1’utilisation
combinée de plusieurs techniques spectroscopiques, la spectroscopie de la masse, la spectroscopie
infrarouge, la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone. Ces

techniques permettent dans un temps réduit d’avoir des données importantes

3.1. La spectrophotométrie UV

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une structure chimique donnée en solution, plus cette espéce
est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalité énoncées par la loi de
Beer— Lambert[12].

Le principe repose sur l’absorption de la lumicre par les especes chimiques, 1’appareil
comporte une source de lumiére blanche, un systeme dispersif permettant de sélectionner la
longueur d’onde de la radiation et un systéme détecteur permettant la mesure de D’intensité
lumineuse de la radiation monochromatique traversant la solution. Le spectrophotométre effectue
une comparaison entre les intensités lumineuses incidentes et transmises et permet par
I’intermédiaire d‘un circuit électronique d’afficher I’absorbance

A=¢e.l.c

Pour valider la loi de Beer-Lambert il faut travailler en lumiére monochromatique, les solutions
utilisées doivent étre diluées, homogenes, et le soluté ne doit pas donner de réactions sous ’effet de
la lumiére incidente. conduisant a la I’¢lucidation structurale.

3.2. La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire ou RMN est une technique utilisée pour 1’analyse des
structures de nombreuses molécules chimiques. Elle sert principalement a la détermination
structurale des composés organiques. Les principaux noyaux étudiés sont le proton ou 1H, le

carbone treize 13C, le phosphore 31P, le fluor 19F, I’azote 15N...[10].

Les particules atomiques doivent avoir un spin nucléaire non nul pour pouvoir étre observées
en RMN. Lorsqu’elles sont placées dans un champ magnétique, elles peuvent prendre plusieurs
orientations. Des spectres RMN monodimensionnels (1H et 13C) et bidimensionnels (COSY,
HMBC, HSQC) peuvent étre réalisés. Ces spectres apportent des informations différentes et
complémentaires qui permettent de déterminer la structure des molécules. En ce qui concerne le

spectre du proton (RMN 1H), divers paramétres sont a observer et analyser :
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- Le déplacement chimique (0) : la position des signaux dans le spectre exprimée en Hz ou en
ppm qui donne une idée du type de groupement auquel appartient le proton correspondant a ce

signal.

- L’intégration : I’air sous la courbe d’un pic proportionnelle au nombre de protons qui résonnent

a cet endroit.

- La multiplicité du signal : le nombre de protons voisins du proton considéreé.
3.3. La spectrométrie de masse (SM)

La spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible qui permet de
déterminer le poids moléculaire d’un produit pur ou de recueillir des informations structurales a

partir de la nature des fragments obtenus[13].

Le principe de la spectrométrie de masse est basé sur I’ionisation des molécules introduites
dans I’appareillage. L’ion ainsi obtenu, appelé ion moléculaire, permet la détermination de la masse
molaire du composé. Il peut y avoir rupture de liaisons chimique au sein de 1’ion moléculaire, avec
formation d’ions fragments caractéristiques puisque cette dissociation éventuelle ne se fait pas au
hasard mais selon des molécules bien déterminés I’ensemble de ces ions constituent le spectre de
masse dont la lecture permet 1’identification de la structure moléculaire. Il existe plusieurs modes
d’ionisation en spectrométrie de masse dont 1’ionisation par Impacte Electronique (IE) pour les
molécules thermostable notamment les flavonoides aglycones. Pour les molécules thermo instables
comme les glycosides des techniques d’ionisation douces sont utilisées dont 1’électrospray ou
ionisation par ¢électronébulisation (ESI) et la Faste Atom Bombardement (FAB). Dans ces
techniques en mode positif, I’ion moléculaire n’est pas toujours observable. On observe
généralement, un ion pseudo moléculaire [M+H]+. D’autre ions adduits peuvent se former comme
[M+Na]+ par addition de chlorure de sodium (NaCl). Ces informations permettent de déduire le

poids moléculaire du composée étudié[10].
3.4. Spectroscopie Infrarouge (IR)

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed Infra
Redspectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par le matériau analysé.
Elle permet, via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, d'effectuer
l'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau. Lorsque la longueur d'onde (I'énergie)

apportée par le faisceau lumineux est voisine de 1'énergie de vibration de la molécule, cette dernicre
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va absorber le rayonnement et une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise est enregistrée.
Le domaine infrarouge entre 4000 cm™ et 400 cm™ (2,5-25 pum) correspond au domaine d'énergie
de vibration des molécules. Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a une absorption, cela va
dépendre aussi de la géométrie de la molécule et en particulier de sa symétrie. Pour une géométrie
donnée, les modes de vibration actifs en infrarouge peuvent étre déterminés grace a la théorie des
groupes. La position de ces bandes d'absorption va dépendre en particulier de la différence
d'¢lectronégativité des atomes et de leur masse. Par conséquent, a un matériau de composition
chimique et de structure donnée va correspondre un ensemble de bandes d'absorption

caractéristiques permettant d'identifier le matériau[14].
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Travaux personnels

1. Récolte du matériel végétal

La plante a été récoltée dans la région de Mogheul prés de Bechar (sud algérien), au mois
de mai 2010. Apres séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires, les parties
aériennes ont €té broyées et pesées (2295.1 g).

2. Extraction

La poudre du matériel végétal (feuilles et fleures, 445.65g) est mise a macérer a température
ambiante dans un mélange hydro alcoolique (Ethanol/Eau ; 70/30 ; v/v).

Cette macération est répétée 4 fois avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas
de 24 a 48 heures. Aprés concentration a une température n’excédant pas 35 °C, I’extrait
¢thanolique dilué avec de I’eau distillée (400 ml pour 1kg de matiere seche). Apres filtration, la
solution est devenue rouge-brune. Cette derniére a subi des extractions successives de type
liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commengant par le chloroforme,
puis I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. La figure 1 résume les différentes étapes de
I’extraction jusqu’a obtention des extraits bruts. Les trois phases organique ainsi obtenus
(chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) sont filtrées, concentrés a sec sous pression réduite,

puis pesées.
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Matiere végétales
m = 445 RGpo

e Macération a froid dans un mélange
EtOH/H,0 (70 :30 ; v/v), répétée 3 fois
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e Concentration non a sec (t = 35°C)
e Dilution avec H,O0 distillée.
e Filtration

A
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e Décantation
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Figure 2 : Extraction des parties aériennes (fleurs et feuilles)de Saccocalyx Satureioides
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3. Fractionnement de I’extrait chloroforme

Un premier fractionnement de 1’extrait chloroforme (1g) a été réalisé par chromatographie
d’adsorption sur une colonne de gel de silice.

L’extrait chloroforme dissout dans le chloroforme est mélangé a 30g de gel de silice, I’ensemble
est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a obtention d’une poudre homogene. Cette poudre est
déposée sur une colonne de gel de silice, préparée dans le chloroforme. L’¢lution a été réalisée
par du chloroforme enrichi progressivement en Acétate d’éthyle. Les fractions recueillies sont
regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur couches minces de gel de
silice déposées sur feuilles d’aluminium qui apres développement dans des cuves en verre avec des
systemes adéquats, ont été visualisées sous lampe UV a 254 et 365 nm, (Figure 3)

13 lots de 100 millilitres ont été collectés, Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 7

Figure 3: Fractionnement de 1’extrait CHClzsur colonne.

Les fractions collectées sont soumises au controle chromatographique sur couche mince,
puis révélées par la lampe UV a 254 et a 365 nm, ce qui nous a permis de rassembler les

fractions présentant des similitudes.
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Avant évaporation Apreés évaporation

Figure 4 : les fractions obtenues

Tableau 7 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait CHCl3

FRACTION Eluent Observation
F1 CHCl; (100) mélange complexe
F2 CHCI3/AcOEt(95/5) mélange complexe
F3 CHCI3/AcOEt (90/10) mélange complexe
F4 CHCLs/AcOEt (85/15) mélange complexe
F5 CHCLs/AcOEt (80/20) mélange complexe
F6 CHCLs/AcOEt (70/30) mélange complexe
F7 CHCLs/AcOEt (60/40) mélange complexe
F8 CHCLs/AcOEt (50/50) mélange complexe
F9 CHCLs/AcOEt (40/60) mélange complexe
F10 CHCLs/AcOEt(30/70) mélange complexe
F11 CHCLs/AcOEt(20/80) mélange complexe
F12 CHCLs/AcOEt (10/90) mélange complexe
F13 AcOEt (100) mélange complexe
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4. Séparation sur couche mince

Nous avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice par
de multiple systéme de solvant apolaire, moyennement polaire et polaire qui nous ont mené au

bon systéme de séparation.

La meilleure séparation a été obtenue avec le test chromatographique sur couche mince de

gel de silice avec un systéme : CHCI3/MeOH : 9/1.

Les plaques sont visualisées sous lumiere UV visible (254 et 365 nm) (figure 5), les

fractions de méme composition sont rassemblés, donnant ainsi 13 Fractions.

F6, F7, F8 UV 254nm UV 365nm

Figure 5: Séparation des fractions sur CCM

5. Purification de la fraction de F6, F7 et F8

Les fractions F6, F7, F8 (figure 06) sont déposées sur la plaque CCM, et sont placées par
la suite dans une cuve muni d’un support, contenant la phase mobile (Chloroforme/méthanol)

9/1).

Figure 6 : les trois fractions F6, F7, F8
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Apres révélation de la plaque CCM sous la lumiere UV a 254 et 365 nm, on a constaté que

les trois fractions sont identiques

Les 3 fractions ont subi une séparation sur plaque de gel de silice, en utilisant comme
systéme d’¢lution : CHCl3/MeOH (9:1), pour donner le produit B1 de fluorescence noire violette
sous 365 nm. (figure07).

UV 254 nm UV 365 nm

Figure 7:Les fractions sur plaque CCM sous UV 254et 365nm

L ‘extrait Chloroformique ﬂ,g_i-'r/)

Chromatogrophie sur colonne

Systéme (CHCI/ACOEL)

Fractions identiques

Purification sur €CM
Systéme (CHCl/MeOH | 5 01

Figure 8: Schéma récapitulatif de la séparation de I’extrait CHCl;

30



Chapitre II1 Partie expérimentale

5. Activité antioxydant de I’extrait chloroformique

Les antioxydants naturels sont présents dans 1’alimentation ; pour la plupart se sont des
composés phénoliques qui possédent au moins un noyau aromatique, contenant un ou plusieurs
substituants, en effet cette propriété antioxydant est en relation directe avec la structure de ces
molécules. L’activit¢ antioxydant des flavonoides peut €tre mesurée par l’utilisation d’une
méthode simple, rapide et facile a mettre en ceuvre ; ¢’est la méthode de DPPH, qui posséde une
bande d’absorbance a 517 nm.

Le DPPH est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune quand il est
capté par les produits flavoniques testés. L’intensité de la couleur jaune refléte la capacité anti
radicalaire de la molécule, et dépend de la nature, la concentration et la puissance de cette

molécule[2] qui posséde une bande d’absorbance a 517 nm[1].

L’activité anti radicalaire de ces extraits est mesurée selon la méthode décrite par[3] :
» 50ul de I’extrait a tester (avec dilutions appropriées).
» 1250ul d’une solution méthanoique de DPPH (0.004%).
» Agiter vigoureusement.

» L’absorbance est mesurée par le spectrophotométre a 517 nm.

Aprées 30 minutes d’incubation a une température ambiante et a I’obscurité.
» Le méthanol est utilisé a la place de I’antioxydant pour préparer le blanc de la
courbe d’étalonnage.

» Toutes les mesures sont répétées 2 fois

La décroissance de I’absorbance est convertie en pourcentage d’activité Scavenger selon

L’équation suivante :

Activité Scavenger (%) = (A contréle —A échant) x 100 / A controle

A controle : Absorbance du controdle.

A échant : Absorbance des extraits testés.
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6. Dosage des composés phénoliques
Le dosage des polyphénols totaux a été effectu¢ avec le réactif colorimétrique de folin-ciocalteu.
Principe

La teneur polyphonique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec
Spectrophotomeétre UV-Vis en utilisant d’essai de folin-ciocalteu[4].
Briévement des extraits ont été ajoutées a de réactif de folin-ciocalteu dilué, les solutions ont été
mélangées et incubées pendant quelques minutes. Apres une incubation,
Une solution de Bicarbonate de Sodium NaOH a été ajoutée. Le mélange final a été secoué et
puis incubé pendant 2 heures dans 1’obscurité a température ambiante .L.’absorbance de tous les
extraits a €t¢ mesurée par un spectrophotométre UV-Vis.
Protocol

Le contenu des composés phénoliques de nos extraits est estimé par la méthode de Folin -
ciocalteu [5].

10l d'extrait de I'échantillon.

% 500ul du réactif de Folin-ciocalteu (dilué dix fois).
% 400ul d'une solution de bicarbonate de sodium (0.7M).
< Agiter vigoureusement.

¢ Incuber pendant 2h a une température ambiante.

+* Lire l'absorbance a 765 nm.

Conclusion

Nous avons résumé dans ce chapitre les techniques et les informations nécessaires a la
compréhension des expériences réalisées la chromatographie (CC, CCM) sont des techniques
utilisée pour la séparation et purification des produits isolés de 1’extrait chloroformique de
Saccocalyx Satureioides.

Les résultats des analyses RMN de ces extraits seront présentés dans le chapitre suivant.
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1. Diagnostic de produit Blisolé de I’extrait Chloroforme par CCM

Nous avons utilisé¢ une plaque de CCM pour controler la pureté du composé B1 dans le systéme de

solvant suivant : chloroforme/Méthanol (9/1).

La visualisation de cette plaque sous UV 254 et 365 nm permet de mesurer le Ry :

Ri=2 [  Re=0.66

Figure 09: produit purifi¢ Bl a 254nm

2. Identification de produit Bl

Ce produit se présente sous forme d’un précipité cristal de fluorescence noire violet sous lampe
UV a 365nm.
2.1.Spectrophotométrie UV

Le spectre d’absorption UV du composé B1 (Figure 10) présente deux maxima d’absorption a

207 nm, 338 nm correspondant a I’absorption d’un cycle aromatique et la présence d’un systéme

cinnamoyle.
o073 PN
100, ™ )
o) ] LS
2 o
0.50
\ )
L
20000 22000 24000 26000 28000 30000 32000 34000 360.00 38000 400.00
nm

Figure 10 : Spectre UV_visible du composé
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2.2.Spectroscopie RMN

Le spectre RMN 'H (spectre 02) du composé B1 montre la présence d’un noyau aromatique tri
substitué dont les trois protons aromatiques se présentent sous la forme d’un doublet a éu 6 ,74 ppm
(J=8Hz), un doublet de doublet a on 7,06 ppm (J =8, 1,6 Hz) et un doublet a éu 7,15 ppm (J =2

Hz). Ce systéme peut €tre représenté comme suit :

Le spectre montre également la présence d’un systéeme AX a dH 7,5 et ou 6,54 ppm : (J = 15,6
Hz)et(J=16, 8 Hz), avec un couplage vicinal éthylénique trans ( CH=CH )dont I’un des protons
couple avec un autre proton a oy 9,46 ppm (J = 8 Hz ) caractéristique d’un aldéhyde (Spectre n°

03 et 04), Nous pouvons donc proposé a se stade la structure partielle suivante :

H (0]

F

Le spectre montre également un signal sous forme d’un singulet d’intégration 3H a ou=
3,8ppm (Spectre n° 01). Toutes ces données comparées aux données de la littérature orientent vers

la structure de 1’aldéhyde férulique
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Spectre n° 1 : spectre RMN 1-H ( 400 MHz, MeOH-d,, § ppm ) du composé B1
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Spectre n° 2 : spectre RMN 1-H étalé ( 400 MHz, MeOH-d,, § ppm ) du composé Bl
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B1 (1D 1H) MeOD 400MHz

|

Spectre n® 3 : spectre RMN "H étalé ( 400 MHz, MeOH-d,,5ppm ) du composé B1
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Spectre n° 4 : spectre RMN "H étalé ( 400 MHz, MeOH-d,,5ppm ) du composé Bl
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Cette analyse est confortée par le spectre NOESY ( spectre n°05) qui montre une tache de

corrélation entre le groupement méthoxyl et le proton Ho.

B1-complet-1109201 2-400M Hz- 30-em@guest1 3 (NOESY 1HM1H) MeOD 400MHz
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Spectre n° 5 : spectre RMN NOESY/( 400 MHz, MeOH-d,, § ppm ) du composé Bl

Le spectre COSY permet de confirmer cette structure en montrant de maniére non équivoque toutes

les corrélations entre les différents groupements couplés (spectre n° 06) :

v' Le CH de I’aldehyde (H-9) sous forme d’un doublet donne une tache de corrélation avec le
proton H-8 a 6u 6.54 ppm sous forme de doublet de doublet. Ce dernier correle avec le H-7
a dn 7.5 ppm sous forme de doublet .

v' Le proton H-5 montre une tache de corrélation avec le H-6 a 6y 7.06 ppm sous forme d’un

doublet de doublet
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©IB1 (1D 1H)

B1 (COSY 1H/1H) MeOD 400MHz

HS H7 H5
| Jl H6 H8
< ] N 1
o—]
T H_9/H_8 H_7/H_8

i f\

0 H_6/H_5 H8

Spectre n° 6 : spectre COSY étalé ( 400 MHz, MeOH-d,, § ppm ) du composé Bl

Le spectre RMN '3C (spectre n°7 ) montre la présence de :

» Cing groupement CH sp, a 6c( 156,4 ; 126,4 ; 125,35 ; 116,84 et 112,13 ppm).

» Un groupement méthoxyle a d¢ 56,47 ppm.

» Un groupement carbonyle d’une fonction aldéhyde a d¢ 196,14 ppm
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Spectre n° 7 : spectre RMN 3C( 400 MHz, MeOH-d,, § ppm ) du composé B1
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Le tableau n°8 rassemble les données spectroscopiques RMN ! H et *C relatives a cette

molécule.

Tableau n°8 : données de la spectroscopie de RMN 'H, '3C (MeOH-d., 400 MHz ) du composé

Bl

Position 3C 'H

9 196,1 (CH) 9.46 (d, 8Hz)

8 126,4 (CH) 6,54 (dd, 16 ; 8Hz)

7 156,4 (CH) 7.5 (d, 15,6Hz)

6 125,3 (CH) 7,06 (dd, 10 ; 1,6Hz)

5 116,8 (CH) 6,74 (d, 8Hz)

2 112,13 (CH) 7,15 (d, 2Hz)
OMe-3 56,47 (CH3) 3,8 (S)

La molécule B1 est donc : Aldéhyde férulique, toutes ces données sont confirmées par ailleurs

par les résultats de la littérature.

3. Dosage des polyphénols totaux

L’estimation des teneurs en polyphénole totaux a été effectuée par la méthode
spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu, en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage tracée par une solution étalon (I’acide gallique) a différentes concentration

(Figure 11).
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La quantité de polyphénol correspondante d’extrait a été rapportée en équivalent gramme de

I’acide gallique et déterminé par I’équation de type : y= 0,007x-0,091

Le contenu du composé phénolique a été déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu.
L’extrait chlorofomique présente 11.48+1.35 pg EAG/g , cette extrait est apolaire alors il est

pauvre en polyphénols .

v=0,007x+0,091
1,4 R*=0,985
1.2 -
& 1 ~ i
> ~
£ ' g
£ o8 s
.'2 n ,l/
S 04 -
= 0 ~
o
0,2 o
0
0 50 100 150
concentrationug/ml

Figure 11 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
4. Evaluation de D’activité antioxydant par le radicale DPPH

L’évaluation du pouvoir antioxydant d’extrait de plante a été déterminée par méthode de

piégeage du radical libre DPPH.

Les résultats figurant dans la courbe (figure 12), sont exprimés en pourcentage d’inhibition
radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations en extrait de Saccocalyx satureioides
Ces résultats montrent que 1’activité antioxydante varie de compos¢ a 1’autre tout dépond la

structure chimique, le nombre et la position des groupes hydroxyle.
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Figure 12: Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations de
I’extrait de Saccocalyx Satureioides.

4.2. Calcul des ICso
Le pouvoir antioxydant a été déterminé a partir de la concentration inhibitrice ClIso. C’est la

concentration nécessaire pour inhiber 50% du radical libre.

L’évaluation de I’activité antioxydante par le parametre IC50 est inversement proportionnelle a
I’action anti radicalaire (anti DPPH) , un IC50faible correspond a une activité antioxydante élevé et

I’inverse

Les résultats montrent que I’extrait chloroformique présente une concentration inhibitrice
1C50=164,9 ng/ml, la comparaison de cette valeur avec la valeur de IC50 de référence quercétine

(IC50=3.22 pg / ml) montre que notre extrait a une faible activité antioxydante .
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Conclusion Générale

CONCLUSION GENERALE

L’objet de notre étude a porté sur I’étude phytochimique de I’extrait Chloroformique de la
plante Saccocalyx Satereioide , ainsi que sur 1’évaluation de 1’activité antioxydant et dosage des
polyphénols.

L’utilisation des méthodes chromatographiques, telle que la Chromatographie sur couche
mince, chromatographie sur colonne a mené a la séparation d’un compos¢ phénolique (Aldehyde
ferulique ).

La détermination structurale de ce composé a été réalisée grace a 1’utilisation des techniques
physicochimiques et spectroscopiques incluant la spectroscopie ultraviolette (UV), et la
spectroscopie de résonance magnétique (RMN) monodimensionnelles (‘H, C ) et
bidimensionnelles (COSY, NOESY).

L’activité antioxydante de 1’extrait Chloroformique a été évaluée par le test antiradicalaire qui
consiste a estimer la capacité de piégage du radical libre DPPH, Les résultats montrent une faible
activité antioxydante. Les résultats du dosage des polyphénols ont montré clairement que cet extrait

est pauvre en ces composes.
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Résumeé

Ce travail concerne la détermination structurale et 1’évaluation biologique de substances naturelles
isolées d’une plante de la famille des Lamiacées (Saccocalyx satureioides ). Cet espéce est connue
de sa richesses en composés antioxydants notamment les polyphénols et les flavonoides.

L’¢étude phytochimique de I’extrait Chloroformique de cet espéce a permis, apreés extraction,
séparation et purification, d’isoler et d’identifier un composé pur (ferulique aldehyde) .Ce composé
a été identifié par la combinaison des données spectroscopiques notamment : la spectroscopie
d’absorption UV-Visible, la RMN 'H et RMN !3C et ses séquences bidimensionnelles (COSY,
NOESY).

Ce travail a fait ’objet d’une évaluation de D’activité antioxydant de I’extrait Chloroformique par
le test de DPPH, cet extrait enregistre une faible activité antioxydante avec une forte valeur de
IC50 (IC50=164,9 pg/ml) et la teneur de cet extrait en phénols totaux montre une teneur faibleen
compos¢ phénolique (11.48+1.35 ng EAG/g) .

Mots clés : Saccocalyx satereioide , Polyphénols, Activité antioxydante, EAG, DPPH.



Summary

This work deals with the structural determination and biological evaluation of natural substances
isolated from a plant of the Lamiaceae family (Saccocalyx satureioides). This species is known for
its rich antioxidant compounds including polyphenols and flavonoids.

The phytochemical study of the chloroformic extract of this species allowed after extraction,
separation and purification, to isolate and identify one compound (ferulic aldehyde). This
compound was identified by the combination of spectroscopic data including: spectroscopy of UV-
Visible absorption, '"H NMR and '*C NMR and its two-dimensional sequences(COSY,NOESY).
This work was the subject of an evaluation of the antioxidant activity of chloroformic extract by the
DPPH test. This extract shows a low antioxidant activity with a high IC50 value (IC50 = 164.9 ng/
ml). and the total phenol content of this extract shows a low phenolic content (11.48 £ 1.35 ug
EAG/g).

Key words: Saccocalyx Satereioide, Polyphenols, Antioxidant activity, EAG, DPPH.
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