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Introduction générale

Introduction générale

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales (PAM) est associée a I’évolution des
civilisations. En effet, la phytothérapie est rapportée dans les littératures antiques arabe, chinoise,
égyptienne, hindoue, grecque et romaine. Le pouvoir thérapeutique des plantes a été transmis de
nos ancétres a nos parents de facon empirique sans avoir eu d’idées sur la composition chimique
d’un tel remede. Ainsi, dans le continent africain, plus de 80% de la population a recours a la
médecine traditionnelle et aux plantes médicinales pour ses soins. En Afrique, cet art de guérir
exploite des savoirs transmis de génération en génération par les tradipraticiens et les
herboristes. En effet, les plantes médicinales ainsi que les connaissances relatives de ces plantes

constituent un riche patrimoine du continent.

En Tunisie, les plantes aromatiques et médicinales cachent encore leurs secrets. Pour
apporter une justification scientifique a la phytothérapie traditionnelle et pour parvenir a des
connaissances approfondies en composition chimique et pouvoir thérapeutique, plusieurs
investigations phytochimiques et criblages chimiques bio guidés devraient étre faits. La flore des
PAM tunisiennes s'¢leve a 2160 especes vasculaires, ce qui fait de la Tunisie « un véritable
réservoir phytogénétique »'. A cet effet, il préconise de mettre en place les technologies qui
assurent le développement du secteur et assurer 1'essor de la filiére. C’est dans ce sens, un plan

d'action s'étalant sur la période 2014-2018 a été présenté, il est axé sur :

o l'amélioration des connaissances spécifiques des PAM ;

o le développement de la production des PAM et 'organisation du secteur ;

o la biodiversité et la durabilité du secteur PAM.

Le monde végétal renferme une source importante de molécules biologiquement actives et
I’industrie pharmaceutique s’inspire de ces modéles dans ses conceptions. Ainsi, les recherches
scientifiques menées dans ce domaine déploient d’énormes efforts pour I’élaboration de
nouvelles molécules a fortes potentialités thérapeutiques et économiques. En effet, le marché
mondial des PMA, en expansion rapide, est estimé actuellement a 64 milliards de dollars par an

environ?2.

1 http://www.webmanagercenter.com/actualite/economie/2013/06/24/136608/tunisie-la-filiere-des-plantes-aromatiques-et-
medicinales-est-porteuse-selon-une-etude

2 http://www. .franceagrimer.fr/fam/content/download/16517/126294/file/4.1%20-%20Marché%20des%20PAM.pdf
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Introduction générale

L’un des objectifs de la phytothérapie est de découvrir de nouvelles substances au travers
des utilisations traditionnelles et proposer des alternatives aux médicaments et traitements
conventionnels par 1’usage des plantes médicinales locales. Sachant que les plantes médicinales
demeurent 1’alternative de soin unique pour une grande partie de la population mondiale qui n’a

toujours pas acces a la médecine moderne.

C’est dans ce contexte que le présent travail se situe. En effet, cette étude constitue une
contribution a I’étude phytochimique de quelques especes végétales de la flore tunisienne
utilisées en médecine traditionnelle, et ce dans le but d’améliorer nos connaissances sur leurs

compositions chimiques ainsi que leurs activités antioxydantes et antimicrobiennes.

Ce sujet de thése a été inclus dans le projet PHC-Utique, géré par le CMCU, intitulé « Voies
de valorisation des extraits bioactifs d’origine naturelle a travers l’identification des candidats
médicament et actifs en cosmétiques ». L’ensemble des travaux a été réalisé dans le laboratoire
de substances naturelles a I'INRAP et au sein du laboratoire d’agroalimentaire et produits
naturels a I’Institut des Sciences Analytiques (Lyon), dans le cadre d’une thése en cotutelle entre

I’Université de Tunis El Manar et I’Université de Claude Bernard Lyon 1.

Dans le premier chapitre, nous présentons les propriétés botaniques, un apercu sur les études
phytochimiques antérieures ainsi que les intéréts biologiques des deux espéces a étudier qui sont

Aristolochia longa L. et Bryonia dioica Jacq.

Dans le second chapitre, nous nous intéressons a 1’élaboration d’une méthodologie générale
en chimie extractive des plantes. Pour cela, nous décrivons tout d’abord la composition chimique
des huiles essentielles et des acides gras ainsi que leurs voies de biosynthéses et leurs intéréts de
recherche. Ensuite, nous présentons les voies analytiques possibles pour mettre en évidence la
composition chimique d’un tel extrait de plantes. Ainsi, on distingue généralement deux voies
analytiques : une premiere voie pour I’analyse des extraits complexes basée sur le couplage
«en ligne » souvent par une technique de séparation (GC-MS, HPLC-MS, ...) une deuxiéme

voie pour I’analyse des composés préalablement purifiés (RMN, IR,...).

Dans le troisieme chapitre, nous exposons la terminologie des plans d’expériences en
focalisant les idées sur le plan du criblage Plackett-Burman ainsi que les différentes approches

pour I’estimation de 1‘activité antioxydante de quelques extraits par la méthode du radical DPPH.

Le choix des techniques et des méthodes d’extraction, d’analyse chimique (GC-MS,

GC-FID, RMN...) et biologique (activité¢ antimicrobienne par la méthode de diffusion de disque
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et de microdilution, activit¢ antioxydante par la méthode du radical DPPH
[(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)] fait I’objet de la mise au point des divers protocoles

expérimentaux du chapitre quatre.

Les résultats et leurs discussions sont répartis en trois chapitres : le cinquiéme chapitre est
consacré a la détermination du profil chimique des huiles essentielles obtenues des racines et des
parties aériennes d’A. longa et des acides gras de B. dioica et d’A. longa ainsi que leurs activités

antimicrobiennes.

Le travail présenté dans le sixieme chapitre résume 1’étude structurale d’un composé isolé
d’une fraction d’acétate d’éthyle issue du décocté apres hydrodistillation des parties aériennes

d’A4. longa.

Le septieme chapitre est consacré a l’estimation de I’activité antioxydante de quelques
extraits par la méthode du radical DPPH dans les conditions optimales de sa stabilité dégagées

du plan de criblage de type Plackett-Burman.

Enfin, nous terminons par une conclusion générale qui dégage les principaux résultats

obtenus dans ce travail de thése.
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Chapitre I : Présentation des espéces a étudier

1. Introduction

La Tunisie dispose d’une flore spontanée, riche et diversifiée. Cette flore constitue une
source importante de molécules diverses qui ont suscité un intérét particulier pour leurs
valorisations dans différents secteurs ¢économiques. Dans cette optique, les études
phytochimiques sont souvent orientées vers les plantes médicinales et aromatiques non toxiques
et a usage condimentaire (romarin, thym, myrte, marjolaine, menthe poivrée, géranium...).
Malgré que les plantes médicinales et aromatiques toxiques soient trés peu documentées en tant
qu’une excellente source thérapeutique, la phytothérapie traditionnelle tunisienne de ce type de
plantes nous cache encore plusieurs secrets qui peuvent apporter d’excellents résultats. Dans ce
travail, nous nous sommes orientés vers 1’é¢tude de deux espéces médicinale et toxique, en

I’occurrence Aristolochia longa L. et Bryonia dioica Jacq..
2. Présentation de la famille des aristolochiacées et d’Aristolochia longa L.
2.1. Présentation de la famille des aristolochiacées

La famille des aristolochiacées est une famille de plantes dicotylédones qui comprend
environ 500 especes, réparties en 7 genres : Aristolochia, Asarum, Apama, Holostylis, Saruma,

Thottea et Euglypha. Elle est distribuée en Asie, Afrique, nord et sud d’ Amérique!-2.

Les espéces du genre Aristolochia sont productrices de composés aromatiques’®, des
flavonoides*>67, des alcaloides®®, des acides aristolochiques et leurs sels de sodium!’. Diverses
especes du genre Aristolochia sont connues par leurs vertus thérapeutiques: anti-inflammatoire,
analgésique, anticancéreuse et les maladies infectieuses!!. En dépit de leurs multiples vertus, les
aristolochiacées contiennent une substance fortement toxique : I’acide aristolochique, qui induit
des nephrotoxicités!!, entrainant I’interdiction de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)

I’utilisation de tout reméde naturel contenant cet acide!?.
2.2. Caracteéres botaniques et position taxonomique d’ Aristolochia longa L.

Aristolochia longa L. (A. longa) releve du genre Aristolochia. En Tunisie, elle est
représentée par la sous-espece Aristolochia longa subsp. Paucinervis, qui est trés peu distribuée

dans le nord-ouest de la Tunisie (Figure 1. 1).
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Feuilles

Figure L. 1 : Différents organes de I’espéce 4. longa.

C’est une plante vivace, non grimpante a tubercule cylindrique vertical portant des racines

fines, tiges non volubiles, feuilles alternées a pétiole atteignant 5 a 10 mm de long,
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cordé a la base, nervation palmée et a marges lisses. Les fleurs sont longues de 3 a 6 cm,
solitaires axillaires, hermaphrodites, zygomorphes, périanthe simple, gamosépale, renflées a la
base en utricule, de couleur jaune verdatre, plus ou moins lavé ou stri¢ de brun, parfois brun
pourpre ou brun rouge au niveau de la gorge, prolongé par un tube poilu intérieurement et
terminé en languette unilatérale, a marge non bilabiée, tube droit ou peu courbé. Elle contient 6
¢tamines soudées avec le style en gynostéme terminé par 3 a 6 lobes stigmatiferes. Les graines
sont planes albuminées et triangulaires!3. La classification botanique d’A. longa est résumée dans

le Tableau I. 1.

Tableau I. 1 : Classification botanique d’A4. longa.

Régne Végétal
Famille Aristolochiacées
Embranchement Phanérogames
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédone
Sous classe Archichlamydées
Genre Aristolochia
Espeéce Aristolochia longa
Sous-espéces Aristolochia Paucinervis

2.3. Etudes phytochimiques antérieures d’Aristolochia longa L.

A. longa est trés peu décrite dans la littérature. Les études phytochimiques précédentes de
De Pascual Teresa et al.,!*!5:1%se sont focalisées sur I’extraction d’huile essentielle des parties
aériennes et souterraines, la composition en acides gras et 1’é¢tude structurale de I’acide
aristolochique et ses dérivées (Figure 1. 2). Le criblage phytochimique préliminaire de I’extrait
aqueux des racines d’A. Longa'’a montré la présence des poly phénols et de flavonoides

essentiellement.
2.4. Intéréts de ’espéce Aristolochia longa L.

A. Longa a souvent ¢été utilisée en médecine traditionnelle dans la région du Maghreb. Au

Maroc, les racines séchées d’A. Longa ont été utilisées pour le traitement des maladies cutanées,
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des affections intestinales, de la constipation, des blessures et comme antidote contre certaines
morsures de serpents'8, En Tunisie, les habitants de la région du nord-ouest de la Tunisie

I’utilisent avec précaution pour le traitement de la jaunisse.

Récemment, une étude ethnobotanique réalisée par des chercheurs algériens'® °a montré
que cette plante est un bon candidat médicamenteux pour le traitement du cancer. Elle a montré
aussi que ’extrait aqueux est un excellent antifongique contre Saccharomyces cerevisiae. Un
groupe de chercheurs marocains?®% 2! a prouvé que la fraction chloroformique obtenue des racines
inhibe la croissance de Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Enterococcus faecalis,
Micrococcus luteus et Bacillus subtilis. 1ls ont montré, également, que 1’extrait au méthanol et

celui a ’hexane exercent une activité « anti-Helicobacter pylori ».

[ )

R COOH
R; R,
R
Ry R: R; R,

(1) Acide aristolochique C H H OH NO;
(2) 7-Hydroxy-acide aristolochique C OCH; OH H NO;
(3) Acide aristolochique D OCH; H OH NO;
(4) Acide aristolochique B H H H NO;
(5) Acide aristolochique A OCH; H H NO;
(6) Acide aristolochique OCH; H H H

Figure 1. 2 : Structures communes de 1’acide aristolochique et ses dérivés dans le genre
Aristolochia®.

3. Présentation de la famille des cucurbitacées et de Bryonia dioica Jacq.
3.1. Présentation de la famille des cucurbitacées

La famille des cucurbitacées est une famille de plantes dicotylédones qui comprend environ

800 espeéces réparties en 120 genres??.
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Elle est largement répartie dans les régions tropicales et subtropicales. Plusieurs espéces de
la famille cucurbitacée constituent une source importante pour 1’alimentation humaine. Mais un
nombre non négligeable d’espéces de cucurbitacées est a 1’origine d’intoxication, tel que
Bryonia dioica Jacq. (B. dioica). La toxicité de ces plantes est liée a des terpénes tétra cycliques

et les cucurbitacines??.
3.2. Caracteres botaniques et position taxonomique de Bryonia dioica Jacq.

B. dioica est une plante vivace par sa racine charnue et volumineuse (Figure I. 3). Les tiges
portent des feuilles palmatilobées. Elles sont grimpantes grace a des vrilles opposées aux
feuilles. Les fleurs verdatres, dioiques, veinées, sont réunies en fascicules axillaires, les males
plus longuement pédonculés sont plus grands. Le fruit est une petite baie globuleuse, lisse, rouge
a la maturité, contenant 4 a 6 graines elliptiques. L’ensemble de la plante est hérissé de petits

poils renflés a la base?*. Le Tableau I. 2 résume la classification botanique de 1’espéce a étudier.

Feuilles

Figure L. 3 : Différents organes de I’espéce B. dioica.
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Tableau 1. 2 : Classification botanique de B. dioica.

Régne Végeétal
Famille Cucurbitacée
Sous embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous classe Dilenidae
Genre Bryonia
Espéce Bryonia dioica

3.3. Etudes phytochimiques antérieures de I’espéce Bryonia dioica Jacq.

Les racines de B. dioica renferment des composés tri et tétra-terpénes cycliques oxygénés?’

appelés cucurbitacines (Figure 1.4). On y trouve aussi les triterpénes glycosidiques??728 tels que
les bryonosides A-G, cabenoside D, bryoamaride, dans I’extrait au méthanol des racines de
B. dioica. Les racines contiennent, également, des lipides, une glycoprotéine appelée bryodine?,
d’acide bryonolique®®, de phytostérols’!3? de bryonine et de la bryonicine qui sont
respectivement une saponine et un alcaloide amorphe et amer®}. Les parties aériennes de
B. dioica contiennent également des flavones C-glycosides3*3* tels que la vitexine, ’isovetexine,
’isoorientin, le saponarine, I’utonarin (Figure I. 5). De plus, la bryodifine3® est une protéine
toxique qui a été découverte dans les fruits du B. dioica. En effet une injection intra péritonéale

de 0,4 mg chez une souris BALB/c la tue en 18 min.
3.4. Intérét de I’espéce Bryonia dioica Jacq.

Toutes les parties de la plante sont toxiques, mais leurs compositions ne sont pas bien
décrites mises a part celle des racines. En dépit de cette toxicité, des études pharmacologiques
montrent que les triterpénes glycosidiques de la racine possédent une propriété
anti-inflammatoire?®, la bryodine présente une activité anti-VIH3". Plusieurs activités biologiques
ont été rapportées pour d’acide bryonolique (Figure I. 6), y compris les propriétés

antiallergiques et anti-tumorales dans diverses lignées cellulaires de cancer?®.

En médecine traditionnelle tunisienne, 1’utilisation de la formulation habituelle de B. dioica

demande a étre maniée avec prudence. Le décocté des racines est utilis¢é comme purgative et
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diurétique. Nos ancétres précisent qu’a faible dose, la racine agit comme un purgatif drastique et

dangereux mais a dose homéopathique, elle est utilisée contre les infections pulmonaires aigués

et les thumatismes. Le suc frais est utilisé pour déterger les plaies contre la gale et la 1épre3®.

@) (@)
u 6{OH2C
0 "1y "y
i
Cucurbitacine A 9] Cucurbitacine E

HO

O

d ,I///

Cucurbitacine L
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Figure 1. 4 : Exemples de structures des cucurbitacines3”

OH

CH,OHOH O O
OH‘},Q O |
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OH O  Vetexine

Figure L. 5 : Exemples de structures des flavones C-glycosides3433.

M.DHOUIOUI




1

Chap. I : Présentations des espéces a étudier

Figure L. 6 : Structure de ’acide bryonolique3®.

4. Conclusion

La phytothérapie traditionnelle tunisienne utilise 4. longa et B. dioica, parmi d’autres, en
dose homéopathique pour diverses vertus thérapeutiques. L’essor dans cette filiére n’est possible

que grace aux travaux phytochimiques, toxicologiques, pharmacologiques et cliniques.
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Chapitre II : Méthodologies adoptées pour I’extraction des

plantes

1. Introduction

La nature et sa biodiversité offrent aux chercheurs une multitude de sujets de recherche dans
divers secteurs. Cette biodiversité génere une diversité chimique et structurale complexe. Elle
inspire le chimiste a isoler, identifier les molécules aux propriétés biologiques et a développer de
nouvelles méthodes et techniques analytiques performantes. Avant d’aller a la structure de la
molécule et aux tests biologiques, 1’assurance qualité des produits finis débute des le moment de

la récolte jusqu'a I’extraction.
2. Diversité chimique et biosynthése de quelques métabolites

Les plantes médicinales et aromatiques constituent des sources végétales renouvelables des
métabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires regroupent les molécules
nécessaires a la survie des plantes (lipides, protéines, les glucides...). Alors que ceux du
métabolisme secondaire renferment un ensemble de molécules de taille et de masse faibles
comparées aux molécules du métabolisme primaire (flavonoides, alcaloides, huile essentielle...).
Dans la présente étude, les idées seront focalisées essentiellement sur la composition chimique

des huiles essentielles et des acides gras.
2.1. Composition chimique et biosynthése des huiles essentielles

Une huile essentielle est la fraction odorante volatile extraite de plantes aromatiques et
médicinales. L’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR) définie 1’huile essentielle
comme un produit obtenu a partir d’une maticre premicre végétale par entrainement a la vapeur

d’eau’.

En outre, les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la
cellule et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a
huiles essentielles (Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des poils sécréteurs (Lamiaceae), dans
des pochessécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Apiacieae ou
Asteraceae). Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : les fleurs, les sommités

fleuries les feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois ou les graines??.
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2.1.1. Les monoterpénes

Les monoterpénes sont des molécules de 10 atomes de carbones dérivant du géranyl
diphosphate et qui sont réparties en monoterpenes hydrocarbonés et monoterpeénes oxygénés

(Figure II. 1).
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L‘!DH IPD
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(=)-Limonéne (-Hrans-lsopiperitenel {-)-frans-1sopiperitenone  (-}-civ-Isopulegone  (+)-Pulegone
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Figure II. 1 : Biosynthése de monoterpénes a partir du géranyl diphosphate*.

Les étapes enzymatiques sont catalysées par: (1): GPPS: géranyl diphosphatase ;
2): LS: (-)-limonene  synthase; (3a): L3OH:  (-)-limonéne-3-hydroxylase;
(3b): L60OH: (-)-limonéne-6-hydroxylase; (4a): (-)-trans-CD; (4b): IPD: (-)-trans-
isopiperitenol dehydrogenase; (5): (-)-isopiperitenone reductase; (6): (+)-cis-isopulegone
isomerase; (7) : (+)-menthofurane synthase; (8): (+)-pulegone reductase; IPP : isopentenyl
diphosphate; DMAPP : dimethylallyl diphosphate.
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2.1.2. Les sesquiterpénes

Les sesquiterpenes hydrocarbonés ou oxygénés sont des molécules a 15 atomes de carbones
constituées de trois unités isopréniques et dérivant du farnésyl diphosphate (Figure II. 2).
Certaines molécules comme le farnésol ou le nérolidol ont également des propriétés aromatiques
qui rentrent dans la composition des huiles essentielles mais il s’agit essentiellement de phyto-
alexines, molécules de défense synthétisées par les plantes en réponse a une agression comme

une infection par des microorganismes*>®,

A 9

Germacréne C Selinéne Epi aristolochéne

N\ ! /

Farnésyl diphosphate
Cadinéne ’ Humuléne

AN

Bisaboléne

Figure II. 2 : Biosynthése des sesquiterpénes a partir du farnésyl diphosphate™5-7,

2.1.3. Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

La teneur et le profil chimique des huiles essentielles varient en fonction des facteurs

intrinséques et extrinseques. Les premiers facteurs sont fortement liés a la biosynthése de la
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plante, de son profil génétique et de I’organe. Alors que les seconds sont liés aux conditions
climatiques et environnementales : la température, la quantit¢ de la lumicre, la pluviométrie, le

taux d’humidité et la nature du sol®%10:11,12,13,14

En outre, le procédé d’extraction influe également sur la composition des huiles
essentielles’s. En effet, au cours de I’hydrodistillation d’une plante a huile essentielle, 1’eau,
I’acidité et la température peuvent induire des réactions chimiques d’altération (hydrolyse,
¢limination, cyclisation, réarrangement ...) sur les composés terpéniques thermosensibles de

I’huile essentielle.

Cette variation chimique génére la notion de chémotype ou race chimique. La race chimique
d’une I’huile essentielle est une forme de classification chimique au sein de la méme espéce
végétale, du méme site géographique et indépendamment des changements climatiques,

désignant le ou les composés dominants!®,
2.2. Composition chimique et biosynthése des acides gras

Les lipides végétaux se caractérisent par une grande diversité dans leur nature chimique : les
acides gras simples ou homolipides, les lipides complexes ou hétérolipides (sphingolipides,
phosphoglycérolipides) et les lipoides. Les acides gras font partie des métabolites primaires et
qui existent souvent sous forme de triglycérides. Ils se composent d’une chaine hydrocarbonée,
qui confére a la molécule son caractére hydrophobe, comportant a une extrémité un groupement
CHj3 et a I’autre extrémité un groupement carboxyle COOH. Ils se définissent par leur nombre de
carbone, leur degré d’instauration et la position de la double liaison!”. Ils sont classés en acides

gras saturés et insaturés.

2.2.1. Les acides gras saturés

Les acides gras saturés sont de formule chimique générale CH3-(CH2),-COOH tels que
I’acide I’aurique (C12 :0), I’acide myristique (C14 :0), ’acide palmitique (C16 :0) et 1’acide
stéarique (C18 :0). Les acides gras saturés se trouvent dans les graisses animales mais aussi dans

quelques graisses végétales comme 1’huile de palme.

2.2.2. Les acides gras insaturés

Un acide gras insaturé (Figure II. 3) est un acide gras contenant une ou plusieurs
insaturations. Il est mono insaturé s'il contient une seule double liaison et poly insaturé s'il
contient deux ou plusieurs doubles liaisons et qui peuvent avoir une configuration cis ou trans'®.

Les acides gras mono insaturés sont de formule chimique  générale :
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CH3-(CH2)x-CH=CH-(CH2)y,-COOH tels que 1’acide palmitoléique (C16 :1 (9) ou ®-7) et I’acide
oléique (CI8:1 (9) ou ®-9). L’acide linoléique (C18: 2 (9,12) ou séries ®-6) et I’acide

linolénique (C18 : 3 (9, 12, 15) ou séries m-3) sont des acides gras polyinsaturés.

Acide oléigue

Acide linoléique H,C

Acide linolénique H3C. _——_~ s NN COOH

Figure II. 3 : Structure chimique de quelques acides gras insaturés.

2.2.3. Biosynthése des acides gras

Les acides gras, composants indispensables de tous les lipides, sont synthétisés dans les
chloroplastes grace au complexe protéique appelé « Fatty Acid Synthetase » (FAS)
(Figure II. 4).

Complexe FAS

A
4 N
Acétyl-CoA \K’A.H I
ACCase i C4:0-ACP
KASI
Malonyl-CoA KASIT

Acide palmitique  C16:0-ACP

Clo:0-CoA  Farli-lacs? FARI
C18:0-CoA \J
Acide stéarigue  C18:0-ACP FAD?
Complexe FAD3
elongase FADG6, FAD7,FAD&
Y Y
Acides oras i trés Cl6:3 Acides gzras
longues chaines C18:3 polyinsaturés

Figure II. 4 : Représentation simplifiée des voies de biosynthése des acides gras chez les
plantes.
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Le cycle d’¢longation par le complexe FAS se fait par des réactions enzymatiques
successives. A partir de la formation de 1’acide palmitique (C16 : 0), la chaine carbonée est
allongée par adjonction du coenzyme (malonyl-coA) pour donner de I’acide stéarique (C18 :0).
Ces deux acides gras saturés peuvent subir des désaturations qui conduisent a la biosynthése des
acides gras polyinsaturés a tres longues chaines. Les différentes transformations enzymatiques se
font par : FAS : "Fatty Acid Synthetase" ; KAS : "keto acyl-ACP synthetase" ; FAD: "Fatty acid
desaturase" ; FABI: "Fatty acid biosynthesis 1"; ACP: "Acyl Carrier Protein";
Co-A : Coenzyme A ; FATB : "Fatty Acid Thioesterase B".

3. Intérét de recherche de ces métabolites

Les plantes représentent une source immense de molécules chimiques complexes exploitées

par I’Homme dans I’industrie des parfums, agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.
3.1. Les huiles essentielles

L’association des connaissances traditionnelles des plantes aromatiques avec les études
scientifiques actuelles prouve que les huiles essentielles ont de nombreuses activités
biologiques : antifongique, antibactérienne, anti-inflammatoire, oestrogéniques, antidiabétique,
hépato protectrice, gastro protectrice et antivirale!>?21:22_ En outre, les huiles essentielles jouent
un réle écologique dans les interactions végétales et végétales-animales. En effet, elles
contribuent a I'équilibre des écosystémes, jouent un rdle de pesticides verts en protégeant les

végétaux, attirent les abeilles et des insectes responsables de la pollinisation?32425,

3.2. Les acides gras

Les propriétés biologiques et nutritionnelles des acides gras ont été prouvées dans plusieurs
travaux scientifiques. La valeur nutritionnelle en acides gras et leur impact sur la santé humaine
sont ¢évalués par deux rapports a savoir: 1’indice de  polyinsaturation
(acide gras polyinsaturé /acide gras saturé) et I’indice des acides gras polyinsaturés (0-6 / »-3)>2°.
En effet, pour une alimentation saine, il a été recommandé que le premier indice doit étre
supérieur a 0,45 alors que le deuxiéme doit étre inférieur a 4*7. Etant donné que les mammiféres
y compris I’homme ne produisent ni ®-3 ni -6, ces acides gras suscitent un grand intérét et ce
grace a leurs effets sur la santé humaine. En effet, ils doivent étre apportés par 1’alimentation ou
par les compléments nutritifs28,

En outre, la consommation les acides gras saturés engendre 1’augmentation de la

cholestérolémie d’ou le risque de maladie cardiovasculaire. De plus, le degré de gravité est
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proportionnel a la longueur de la chaine hydrocarbonée, plus elle est courte plus le risque
s’accentue. Les acides gras sont également recherchés pour leurs propriétés antimicrobiennes et

antifongiques”’3°’31’32’33.

4. Etapes préliminaires adoptées en phytochimie

Les propriétés médicinales et 1’efficacité d’un principe actif dépendent de la période de la

récolte et de la conservation de la plante,
4.1. L’étape de récolte

Au cours du temps, des saisons, des mois, voire des journées, des poussées de biosyntheses
engendrent une accumulation plus au moins importante de certains constituants des chaines
métaboliques. Ce moment optimal de la récolte varie, évidemment, selon les espéces de plantes

mais il dépend aussi de I’organe de la plante a récolter3S, qui doit étre saine.

Les feuilles et les tiges se cueillent avant leur développement complet, au plus tard au
moment de la formation des boutons floraux, c'est-a-dire quand le végétal est dans toute sa force
(sauf pour les plantes dont on emploie soit les feuilles isolées, soit les sommités fleuries, comme
les labiées : lavande...). Néanmoins, les racines se récoltent au printemps ou en automne : au
printemps pour les plantes vivaces, en automne pour les plantes annuelles ou bisannuelles. Elles
doivent étre saines et flexibles. A ’exception de celles dont on n’utilise que 1’écorce, on les

récolte lorsque 1’écorce a acquis une certaine épaisseur et se sépare facilement du corps?S.
4.2. L’étape de séchage

L’¢étape de séchage ou de dessiccation permet I’¢élimination d’eau de la matiére végétale,
bloquer I’activité enzymatique, éviter la dégradation (hydrolyse, oxydation polymérisations,
racémisation) de certains constituants ainsi que la prolifération bactérienne. Les techniques de

dessiccation sont diverses mais elles dépendent aussi de la partie de la plante a récolter!-2,

Les racines doivent étre séchées a 1’air sec et conservées a I’abri de ’humidité, celles qui
sont charnues seront coupées en tranches minces, disposées en chapelets et desséchées a 1’étuve.
Les racines mucilagineuses sont séchées au four. Les fleurs, les feuilles et les semences doivent
étre séchées a I’ombre dans un grenier ou une piece a atmosphére séche. On les étendra sur des
claies ou on les suspendra en petits paquets isolés. Le matériel végétal doit étre conservé dans

des boites en bois, en carton ou dans des sachets de papier, dans un endroit sec.
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4.3. L’étape de conservation

La composition chimique d’une plante peut évoluer au cours du temps, méme si 1’on a pris
des précautions particuliéres au cours du stockage. Dans le but de conserver le maximum des
principes actifs, il est essentiel de limiter les phénomenes d’oxydation, de photo altération et de
développement de micro-organismes susceptibles de modifier la composition chimique de la
plante. En effet, il importe de limiter de 1’air, de la lumiere et de I’humidité. Le stockage dans
des boites en bois léger ou en carton épais est privilégié; par contre, 1’'usage des matieres
plastiques doit étre proscrit, car elles adsorbent rapidement certaines substances volatiles, comme
les huiles essentielles. Dans le cas des drogues aromatiques, 1’'usage de sacs en feuilles

d’aluminium est conseillé?.
5. Techniques d’extraction en phytochimie

La préparation des extraits de plantes pour phytothérapie a été connue depuis 1’antiquité
égyptienne, grecque et arabe. Dans ces écoles empiriques, ’homme a utilisé 1’infusion, la
décoction, la macération et la digestion comme procédés d’extraction solide-liquide pour
transformer une plante en un extrait, qui peut étre solide, liquide ou pateux. Les progres de la
chimie des substances naturelles mettent en évidence plusieurs procédés d’extraction. Ces
procédés sont : I’entrainement a la vapeur d'eau, I’hydrodistillation, 1’enfleurage, 1’expression,
extraction par des solvants volatils, I’extraction par Soxhlet, I’extraction assistée par micro-ondes
(Hydrodistillation par Micro-ondes sous Vide puls¢ (VMHD)), I’extraction avec des

fluides supercritiques. Dans ce qui suit, on se limite a décrire les procédés utilisés dans ce travail.
5.1. Procédé d’extraction par l'entrainement a la vapeur d'eau et I’hydrodistillation

L'entrainement a la vapeur d'eau et ’hydrodistillation constituent les procédés d'extraction
ou de séparation des huiles essentielles les plus anciens, apportés par les Arabes au IX™ siécle.
Cette opération s'accomplit traditionnellement dans un alambic?. Actuellement, la pharmacopée
européenne! exige ’entrainement a la vapeur et I’hydrodistillation de type Clevenger

(Figure II. 5) pour I’extraction des huiles essentielles.

Ainsi, une verrerie adaptée a été mise en place permettant a la fois la circulation en circuit
quasi fermé de 1’eau sous forme aqueuse et gazeuse et la cohobation de I’huile essentielle. Le
phénomene physique est identique a celui de 1’alambic. Le chauffage permet, dans une premicre
¢tape de I’hydrodistillation et de 1’entrainement a la vapeur, de former de la vapeur d’eau qui

détruit la structure des cellules végétales, libére les molécules contenues et entraine les plus
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volatiles en les séparant du substrat cellulosique. Le courant de vapeur ainsi crée permet
I’entrainement d’un mélange hétérogéne d’eau et de molécules organiques. Il s’agit plus
précisément de la formation d’un azéotrope entre 1’eau et chacun des constituants du mélange
qui permet dans la majorité des cas une volatilisation de ces métabolites secondaires a une

température d’ébullition inférieure a celle de chaque composé et a celle de ’eau.

Figure I1. 5 : Montage d’hydrodistillation de type Clevenger (1), (2) Ballon rodé
(3) Chauffe ballon.

5.2. Procédé d’extraction par Soxhlet

L’extraction solide-liquide se définit comme une opération de séparation de constituants
non volatils contenus dans un corps solide par solubilisation avec un solvant approprié. En
phytochimie I’épuisement successif d’une plante est souvent accompagné par consommation
intensive de solvants. Face a ce probléme, les phytochimistes ont recours a I’extracteur de
Soxhlet qui est une piéce de verrerie permettant a la fois 1’évaporation en cycle du solvant et a

extraire les molécules recherchées par dissolution dans un solvant chaud.

Un soxhlet (Figure II. 6) est compos¢ d'un corps en verre (1) dans lequel on place une
cartouche, papier-filtre épais et poreux, un tube siphon (2, 3) et un tube d’adduction. Dans un
montage classique, le soxhlet est placé entre un ballon (4) contenant le solvant et un réfrigérant
(5). Quand on chauffe le ballon, le solvant se vaporise, passe par le tube d'adduction et est
condensé par le réfrigérant. Le solvant condensé¢ tombe alors dans la cartouche. Lorsque le
soxhlet est plein, le siphon joue son rdle et la solution retourne alors dans le ballon, le solvant

s’est évaporé de nouveau et le cycle est repris jusqu'a épuisement complet de la plante.
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Figure II. 6 : Montage d’extraction par Soxhlet (a) et son schéma représentatif (b).

5.3. Prétraitement d’une fraction lipidique

Les acides gras, molécules peu abondantes sous forme libre, sont des constituants

¢lémentaires des lipides, esters des acides gras. En effet, un prétraitement de la fraction lipidique

est indispensable pour simplifier la matrice et rendre les acides gras libérés analysables par

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Un tel prétraitement se

fait principalement en deux étapes’®:

o Libération des acides gras par réaction de saponification en milieu basique;

e Dérivation des acides gras en méthyles esters (Figure II. 7) :
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Figure II. 7 : Principe de dérivatisation des acides gras en méthyles esters.
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6. Méthodologies d’analyse d’un mélange complexe

Les extraits de plantes se présentent généralement sous forme d’un mélange complexe. La
caractérisation chimique d’un tel extrait est indispensable pour la valorisation de ces produits
naturels quel que soit le domaine d’application. Ce travail délicat nécessite la définition d’une
stratégie analytique performante en utilisant des techniques analytiques puissantes et
complémentaires. Généralement, deux stratégies d’analyse (Figure II. 8) sont adoptées en

phytochimie :

o Identification des composés en mélange sans étapes de prétraitement de la matrice ou
analyse «en ligne» qui est souvent associée a un couplage entre une technique

chromatographique et spectroscopique;

o Identification des constituants apres étapes de prétraitement (fractionnement, purification,

isolement de produits purs).

-

g Extraction

VOIE B

[ VOIE A

4 Identification des constituants d"un 4 Identification des constituants d*un

mélange sans étapes de prétraitement mélange aprés étapes de prétraitement

I + Fractionnement ||
+Purification v

Extrait de plante

+Isolement

HPLC-MS, GC-MS-MS,

GC-MS, GC-GC-MS, CCM, SPE,
HPLC-MS-MS HPTLC
GC-MS-IRTF

« Ged  HRMS, RMN!HYC (ID/2D), IRTF ~ 4ess Composé pur

Identification

Figure II. 8 : Stratégies d’analyse d’un extrait de plante.
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7. Techniques analytiques
Apres I’étude phytochimique, le chimiste entame son travail délicat du choix des techniques

analytiques, d’identification structurale et de quantification.
7.1. Techniques chromatographiques

La chromatographie est une technique d’analyse qui consiste a séparer les molécules
contenues dans une matrice complexe par partage entre une phase mobile et une phase

stationnaire. Chaque solut¢ injecté dans la colonne est soumis a deux effets antagonistes :

o Un effet d'entrainement par la phase mobile dans laquelle il est soluble;
o Un effet de rétention par la phase stationnaire avec laquelle il interagit.

La séparation et le temps de migration des composés a séparer dépendent des différences
d'affinités de ces composés pour les phases mobile et stationnaire. Une bonne séparation
chromatographique est fortement dépendante des conditions opératoires: la nature des phases

mobiles et stationnaires, température, débit de la phase mobile et du type de colonne...

7.1.1. Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse permet de séparer des mélanges de composés volatils
ou susceptibles d’étre vaporisés par suite d’€quilibres successifs entre la phase mobile (gazeuse)
et la phase stationnaire. Un chromatographe en phase gazeuse est constitu¢ de trois principales

parties : I’injecteur, la colonne et le détecteur.

Le chromatographe en phase gazeuse muni d’un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID)
et celui couplé a un détecteur de spectrométrie de masse (GC-MS) constitue deux techniques
analytiques complémentaires pour I’identification et la quantification des huiles essentielles et

des huiles végétales (acides gras, de stérols...).

7.1.1.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

La GC-MS est une méthode d’analyse d’une trés grande sélectivité. C’est une technique
analytique qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse, pour la
séparation d’un mélange de composés d'un échantillon, et de la spectrométrie de masse, pour la
détection et D’identification des composés en fonction de leur rapport masse sur charge

(Figure I1. 9).

Cette technique permet l'identification et/ou la quantification de nombreuses substances

présentes en tres petites quantités. Son domaine d’application est trés vaste, il est uniquement
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limit¢ par la volatilit¢ des échantillons et non par des contraintes instrumentales.
L’informatisation de cette technique a facilit¢ sa mise en ceuvre. En plus du chromatographe en

phase gazeuse, le chromatographe GC-MS dispose :
o d'une source d’ions en phase gazeuse;
o d’un analyseur d’ions;
o d’un détecteur;

o d'un compartiment de traitement des données.

Ligne de transfert
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4 Source ‘ détecteur
D t t .l ooo =]
etectewr  Apalysewr :l lonisation Qoo

'\, Colonne )/ ses
) V4

d'ions e

Enregistrement Détecteur MS Chromatographe en phase gaseuze
et traitement de données

Four thermostaté

Figure I1. 9 : Représentation schématique des différents modules d’un chromatographe
GC-MS.

Ainsi, ’analyse d’un échantillon avec un spectrométre de masse suit une cascade d’étapes
illustrées dans la Figure II. 10. Les sources d’ionisation se répartissent en source d’ions brutale
telle que I’'impact électronique (IE) et en sources d’ions douces comme désorption laser assistée
par matrice (MALDI), ¢électro nébulisation (ESI)... De plus, il existe plusieurs types
d’analyseurs comme Temps de vol (TOF); Quadripolaire (Q), trappe d’ions et différentes
combinaisons de couplages.

Pour ’analyse des huiles essentielles et méthyles esters des acides gras, le détecteur MS est
souvent équipé d’une source d’ionisation brutale de type IE et d’un analyseur de type
quadripolaire. L’analyseur a filtre quadripolaire est constitué par un assemblage de quatre
¢lectrodes (barres) parall¢les de section hyperbolique (Figure II. 11). Les barres opposées sont
connectées ¢électriquement et une tension de méme signe est appliquée a chaque couple.
La tension appliquée entre chaque couple de barres posséde une composante continue et une

composante alternative (sinusoidale). Il en résulte un champ électrique au centre (champ
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quadripolaire). La sélection des ions traversant le filtre quadripolaire est obtenue par variation
automatique a la fois de tensions continues et sinusoidales suivant un balayage ¢€lectrique continu
et synchronisé. Le mouvement d’un ion dans un champ électrique est défini par les équations de

Mathieu dont la résolution conduit a deux types de trajectoires :

o Une trajectoire stable pour un ion de m/z donné : propagation dans [’axe et arrivée au

détecteur ;

o Une trajectoire instable pour les autres ions m/z, les ions frappent les barres ou sortent du

filtre.

(1) Port pour 'mtroduction de
I"&chantillon

|

Source d' ions

IE,IC,MALDI, ESI

(2)Icnisaticn des meolécules.
fragmentation et accflération _‘ﬂ

des icns .
Analyseur d' 1ons

Trapped’ions, TOF, Q. Tandem...

(3)5éparation des icns en
fonction du rapport mfz

—

Détecteur df 1ons

[m«uuﬁo'ﬂ mn..l-l-r.‘.]

(#) Conversicn dfun courant icnigue en curant 2lectrigue:
expression des icns en fonction de leur abondance relatiwve

!

| (5) Systéme d'enregistrement o de trzitement de données

Figure II. 10 : Schéma de principe d’un spectrometre de masse.

Trajectoire stable

Détecteur

Figure II. 11 : Schéma de principe d’un filtre quadripolaire.
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7.1.1.2. Identification des constituants d’un mélange

Dans le cas d’analyse des huiles essentielles (Figure II. 12), chaque constituant est
caractérisé par deux indices de rétention (ki) : indices de rétention polaire et apolaire, selon la
polarité de la colonne capillaire. Ces indices sont calculés a partir d’'une série de standards
(alcanes), puis ils sont comparés a ceux d’échantillons authentiques contenus dans des
bibliotheques de références élaborées au laboratoire, dans des bibliothéques commerciales ou

répertoriés dans la littérature.

Le couplage avec la spectrométrie de masse en mode impact électronique associé a un
analyseur a filtre quadripolaire a I’avantage d’obtenir des informations concernant la masse
moléculaire et d’identifier une molécule en comparant son spectre a ceux contenus dans des
bibliotheques informatisées (Voie A, Figure II. 8). Cependant la voie B (Figure II. 8) peut étre
mise en ceuvre lorsqu’un ou plusieurs constituants de 1’huile essentielle sont non identifiés des

bibliothéques de comparaison et qu’ils ne sont pas décrits dans la littérature.

[ Plante séchée ]

Extraction : hydrodistillation

[ Huile essentielle ]

Y

Chromatographie en

phase gazeuse

[ Détecteur FID ] [ Détecteur ]
Quantification en % Identification
Composition de I’huile Comparaison des

essentielle spectres de masse avec

les banques de données

Figure II. 12 : Schéma des étapes d'analyse d'une huile essentielle.
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7.1.2. Chromatographie en phase liquide

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est aussi une technique de
séparation performante, qui permet également 1’identification et la quantification des composés
d’un mélange.

7.1.2.1. Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse

La détection a beaucoup évolué dans le domaine de I’ HPLC, particulierement le couplage
avec la spectrométrie de masse qui nécessite de contourner certains problémes dus aux
conditions opératoires des deux techniques telles que le vide poussé, la phase gazeuse et la haute
température pour la spectrométrie de masse et la haute pression et la phase liquide en HPLC. Un
tel probleme est résolu par I’innovation des interfaces de couplage qui permet le transfert des
ions de la source opérant a pression atmosphérique a 1’analyseur opérant a des pressions de
I’ordre de 107 Torrs, le but étant d’éliminer le maximum de molécules neutres avant d’arriver a

I’analyseur. Ce filtrage est effectué soit par :

o des interfaces a rideau de gaz : un rideau de gaz (N2) qui repousse les neutres non
chargés circule entre la source et la zone de vide primaire. Les ions soumis a une différence de

potentiel sont accélérés dans 1’analyseur;

o des interfaces a systeme de filtrage chauffant: les ions en sortie de source
atmosphérique traversent une zone chauffée sous vide primaire qui ¢limine la grande partie des

neutres.

En outre, il existe plusieurs combinaisons de couplages avec les différents types d’analyseur.
Dans ce qui suit, on décrira succinctement le couplage avec les analyseurs quadripolaires et
temps de vol (Qq-TOF). Le principe de fonctionnement d’analyseur quadripolaire a été décrit
précédemment, alors que celui d’analyseur a temps de vol repose sur la mesure du temps
nécessaire pour parcourir la distance L entre la zone d’accélération (potentiel Vs) et le détecteur
(Figure II. 13). Le phénoméne physique de séparation obéit a certaines ¢équations
(Equation II. 1) qui décrivent I’action d’un champ électrique constant sur une particule chargée.
L'énergie cinétique Ec acquise en fin d'accélération pour un ion a la sortie de la source, est égale
aqVs:

1 ,
Ec= 5 m. v’=q.Vs=z.e. Vs Equation II. 1

Avec :
m : masse de I’ion

v : vitesse de I’ion
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q : charge de I’ion

Vs : potentiel d’accélération

Source Tube de vol Détecteur
--------------------- Ions =———————mmmmmme——=p
E£0 I E=0 I
Zone - Zone = Mesure du temps écoulé
d’accélération = de vol libre d°accélération depuis le départ des ions

Figure II. 13 : Schéma de principe d’analyseur a temps de vol (TOF).

Le passage dans le tube de vol est accompagné par la séparation des ions selon leur vitesse v

et selon leur masse (m) (Equation II. 2).

_ 2.z.e. Vg

m

2

v Equation II. 2

Ainsi, le temps nécessaire pour parcourir la distance L est donné par I’Equation II. 3.

t=2xs+L) zZI:V Equation II. 3
\,. . Vg

Tous les ions, quelle que soit leur masse, posseédent la méme énergie cinétique Ec a la sortie

du champ d'accélération Vs. A ce niveau, les ions arrivent dans une région libre de champ ou ils
ne sont plus soumis a aucune force et sont animés d'un mouvement rectiligne uniforme. Ces ions
possédant des masses différentes et une énergie cinétique identique ont donc des vitesses
différentes. En conséquence, les ions les plus 1égers ont une vitesse plus grande que les ions plus
lourds. En réalisant, non pas un faisceau ionique continu, mais un faisceau « pulsé », il sera
possible de séparer les ions dans le temps, a condition qu'ils partent tous en méme temps de la
fente d'entrée du systeme dispersif. Cet analyseur est connu depuis longtemps pour sa sensibilité,
sa haute résolution et son excellente stabilité permettant la mesure exacte des masses. Ainsi avec
les hybrides (Qq-TOF), on accéde a la mesure exacte en mode tandem (MS / MS) et a des

informations structurales intéressantes.

ISA-INRAP M.DHOUIOUI




s

Chap. II : Méthodologie adoptées pour I’extraction des plantes

7.1.2.2. Chromatographie d’extraction en phase solide (SPE)

La chromatographie SPE est analogue a celle de la chromatographie de partage mais aussi a
la chromatographie préparative. Elle consiste a traiter une quantité importante de charge et a
collecter les solutés séparés, dont la pureté est contrdlée par chromatographie analytique. Elle se
compose généralement de quatre étapes : étapes de conditionnement, de chargement, de lavage et

d’¢lution (Figure II. 14).

Etape de Etape Etape Etape
conditionnement de chargement de lavage  d'élution

oy
- \l’ s ~
lr » & 1 [S 1 13 "
r r r
l ' ® . <
) .
3 ¥i e \
o
= ., ®e
S Jn \ )
~— S N

Analyte @ Interférence & il

Figure II. 14 : Schéma du principe de la chromatographie SPE.

La premicere étape est le conditionnement de la phase stationnaire. Elle permet de la mouiller
au moyen d’un solvant organique et d’activer les sites de rétention, siege des interactions

moléculaires.

La seconde étape est le dépdt de 1’échantillon. Le but est de provoquer une rétention
quantitative des analytes sur la phase stationnaire qui peut étre faite par percolation de
I’échantillon sous pression. Pour un maximum d’efficacité, la vitesse d’écoulement de

I’échantillon doit étre modérée.

L’¢étape suivante est le lavage, elle n’est pas systématique, elle a pour but d’éliminer des
interférents retenus. Il faut choisir des solvants de faible force éluante (exemple : mélange

méthanol / eau) pour n’¢éluer que les interférents.

ISA-INRAP M.DHOUIOUI




[

Chap. II : Méthodologie adoptées pour I’extraction des plantes

La derniere étape est celle de I’¢lution. Il est préférable d’utiliser le solvant de la plus faible
force éluante possible capable d’entrainer la totalit¢ des molécules évitant ainsi I’élution des
interférents fortement retenus. Le choix du solvant est aussi guidé par sa facilité d’évaporation
ou sa compatibilité¢ avec la technique analytique suivante. La vitesse d’écoulement du solvant

doit étre lente pour favoriser I’¢lution.

7.1.2.3. Identification des constituants d’un mélange

L’identification se fait, tout d’abord, par superposition de deux chromatogrammes : le profil
chromatographique et 1’empreinte masse des standards et celui de 1’échantillon a analyser,
obtenus dans les mémes conditions chromatographiques. Puis, il est indispensable de comparer
les spectres UV-Visible et celui de spectrométrie de masse des composés dont deux pics

chromatographiques ont un temps de rétention proches ou identiques.
7.2. Techniques spectroscopiques

La spectroscopie d’absorption infrarouge (IR) et UV-Visible sont basées sur I’interaction de
la lumiére avec les nuages électroniques des liaisons chimiques et les électrons des groupements
chromophores respectivement. En contrepartie, la spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire (RMN) est basée sur 1’action d’un champ magnétique sur les noyaux ayant des spins
nucléaires différents de zéro. Ces techniques apportent des informations structurales
complémentaires pour I’identification des structures des molécules des extraits de plantes.
Ainsi, on présentera un bref rappel du principe de ces différentes techniques analytiques non

destructives.

7.2.1. Spectroscopie infrarouge

7.2.1.1. Principe de la spectroscopie infrarouge

En spectroscopie IR, le domaine infrarouge du spectre ¢lectromagnétique peut étre divisé en
trois régions selon les longueurs d’onde : le lointain IR s’étend de 0,75 4 2,5 um (10 - 400 cm™),
le moyen IR s’étend de 2,5 2 25 um (400 a 4000 cm™) et le proche IR s’étend de 25 4 1000 um
(4000 -13000 cm™). Chaque région de longueur d’onde est caractérisée par des transitions
spécifiques (Figure II. 15). L’interaction du rayonnement du moyen IR, domaine d’étude
structurale moléculaire, est accompagnée d’une variation du moment dipolaire des vibrateurs.
A la résonance, les transitions permises traduisent la fréquence & laquelle est absorbé le
rayonnement de I’onde excitatrice. Une bande d’absorption est donc observée sur le spectre a

une énergie caractéristique de la liaison et du mouvement de vibration.
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=— Miveanx vibrationnels

Transitions de vibrations harmoniques

Figure II. 15 : Représentation schématique du diagramme d’énergie de différentes
transitions possibles dans le domaine IR.

7.2.1.2. Principe de la technique ATR (Réflexion Totale Atténuée)

La spectroscopie d’absorption infrarouge peut exploiter deux interactions rayonnement

matiere différentes : la transmission et la réflexion. Le phénoméne de la réflexion prend

naissance, lorsqu’un faisceau lumineux arrive a I’interface d’un second milieu dont I’indice de

réfraction est plus grand, il subit suivant I’angle d’incidence, soit une réflexion totale comme un

miroir, soit une réflexion atténuée apres avoir, en partie, pénétré dans ce milieu d’environ une

demi-longueur d’onde (soit entre 2 et 10 wum pour le moyen IR). L’échantillon absorbe une partie

de ces radiations. On distingue la réflexion spéculaire (RS), la réflexion totale atténuée (ATR) et

la réflexion diffuse (RD). Un ensemble d’accessoires spécifiques a été congu a chaque

phénomene observé. Cependant, on a intérét a décrire le principe de la technique ATR.

Brievement, le principe de cette technique se base sur la possibilit¢ de générer a I’interface

cristal / échantillon une onde dite évanescente (Figure II. 16).

Fhotographie de la pointe .
du cristal ATR de Ge (1) Cristal :.":'LTR (1} en contacte
avec l'échantllon.

et les nuroirs concaves
internes (2).

Eayonnement modent

Echantillon en contacte [1-Suml ¢ Onde [evanescente

Eayonnement réfléchi

AN
N 4

[ ]

Agrandissement au mvean de la pointe du
cristal avec représentation schématique de
l'onde évanescente pénétrant I'échantillon.

support

Figure II. 16 : Schéma représentatif du principe de la technique ATR en infrarouge.
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7.2.1.3. Interprétation d’un spectre infrarouge

L'interprétation d'un spectre infrarouge (IR) se fait a partir de 3 facteurs : la position des
bandes, les intensités relatives et leurs formes. Une bande d'absorption est repérée par sa position
exprimée en nombre d'onde (em™). L’intensité de la bande d’absorption, associée a un type de
liaison est liée a la variation du moment dipolaire et a la concentration. Ainsi, dans un spectre IR

on distingue généralement trois régions principales :

o La région 4000 - 1500 cm™: zone des fonctions, cette partie du spectre rassemble des

bandes d’absorption de vibration de valence ou ¢longation v de liaisons de la plupart des groupes

fonctionnels (O-H, N-H, C-H, C=0, C=C) ;

o La région 1500 - 1000 cm™ : empreinte digitale, il s'agit d'une région comportant de
nombreuses bandes qui correspondent aux bandes de déformations &(C-H) ainsi que quelques

vibrations d’élongation ;

o La région 1000 - 400 cm™ : région de faible énergie et caractéristique de la molécule, on
observe surtout des transitions vibrationnelles de déformation hors du plan des liaisons C-H des

alcénes et des composés aromatiques (« respiration » des structures cycliques).

7.2.2. Spectroscopie UV-Visible

Les méthodes d’absorption moléculaire dans I'ultraviolet et le visible sont, sans doute, les
techniques d’analyse quantitative les plus utilisées dans les laboratoires chimiques et cliniques,

car elles sont simples a utiliser, 2 moindre colit et donnent des résultats fiables.
7.2.2.1. Principe de la spectroscopie UV-Visible

Le domaine spectral UV-Visible est divisé en deux plages : 1’ultraviolet moyen s’étend de
185 a 400 nm (environ), et le visible s’étend de 400 a 800 nm (environ). L’absorption du
rayonnement par les molécules organiques dans le domaine spectral UV-Visible résulte des
interactions des photons avec les ¢électrons des liaisons covalentes (orbitales liantes et
anti-liantes) et les €lectrons non liants dits les électrons n des hétéroatomes (O, S, N...). Les
transitions électroniques permises se font a partir de 1’orbitale occupée la plus énergétique vers

I’orbitale non occupée la moins énergétique (Figure I1. 17).
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Figure II. 17 : Représentation schématique du diagramme d’énergie de différentes
transitions possibles dans le domaine UV-Visible.

7.2.2.2. Loi de Beer-Lambert

Les mesures de la densité optique ou de I’absorbance d’une molécule reposent sur la loi de
Beer-Lambert qui relie dans certaines conditions, 1’absorbance a la concentration d’un composé

en solution’”. La loi de Beer-Lambert a pour expression :

A=¢(.C Equation II. 4
Avec :

€: coefficient d’extinction molaire (mol'.L. cm™) ;

{: trajet optique ou la largeur de la cuve (cm) ;

C:concentration de I’analyte (mol L.

La loi de Beer-Lambert n’est valide que si les conditions suivantes sont vérifiées :

e Rayonnement monochromatique ;
e Absence de la photodécomposition de 1’analyte ;

@ Solutions diluées et limpides pour éviter la diffusion de la lumiére par les particules en

suspension ;

@ Absence des phénomeénes de fluorescence et de réflexion de la lumiére par les parois

internes de la cellule ;

o La substance absorbante ne doit pas donner des associations variables avec le solvant.
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7.2.2.3. Les facteurs influencant la réponse d’un spectrophotometre UV-Visible
La fiabilité de mesure de la densité optique d’une solution est influencée par divers facteurs :

@ Le solvant : un solvant utilisable en spectroscopie UV-Visible doit étre transparent dans
tout le domaine spectral et doit pouvoir dissoudre une quantité suffisante, ou mieux totalement

I’échantillon pour donner des bandes bien apparentes ;

o L’effet du pH : modification du caractére acido-basique de I’analyte et sa structure

¢lectronique ;

o L’effet de la largeur de fente : il apparait clairement que les pics deviennent plus rabotés,

déformés et donc moins bien séparés quand la bande passante s’élargit ;

o L’effet du rayonnement diffusé aux longueurs d’onde extrémes du spectrophotometre

UV-Visible.

7.2.2.4. Qualification d’un spectrophotometre UV-visible

La qualité des résultats d'analyse, outre la formation et I'expérience des analystes, repose
essentiellement sur la validit¢ des méthodes d'analyse et la fiabilit¢ de l'appareillage. Un
spectrophotomeétre UV-Visible est constitué de trois principales parties : la source de radiation,
le monochromateur et le détecteur. Suivant ’arrangement des composantes optiques, on
distingue deux types d’appareillages: les spectrometres a optique monofaisceau et les
spectrometres a optique a double faisceau. En revanche, le processus de qualification d'un

appareil est divisé en quatre étapes :
@ Qualification de la conception ;
o Qualification de l'installation ;
o Qualification opérationnelle ;

o Qualification des performances.

Cependant, la fiabilit¢ des résultats d’une méthode d’analyse par spectrophotométrie
UV-Visible nécessite la vérification quotidienne de certains criteres de la qualification

opérationnelle, qui sont :
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o Recherche du bruit de fond ;

e Vérification de la dérive de la ligne de base ;

e Vérification de la lumiére parasite ou test de lumiére diffuse ;

e Vérification du pouvoir de résolution ;

o Vérification de ’exactitude des absorbances ;

e Vérification de I’exactitude et de la reproductibilité de la longueur d’onde.

Dans notre laboratoire, la vérification de la lumiére parasite (ou test de lumiere diffuse), du
pouvoir de résolution et de 1’exactitude des absorbances est indispensable une fois par an.
Néanmoins, la vérification des autres critéres se fait obligatoirement avant chaque mise en

marche de I’appareil.

7.2.3. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire est une technique spectroscopique extrémement

intéressante dans la plupart des domaines scientifiques (physique, chimie, biologie, médecine...).
7.2.3.1. Principe d’une expérience RMN

En Dl’absence de champ magnétique externe, les moments de spin des noyaux d’un
échantillon sont orientés au hasard (ils pointent dans toutes les directions). Le moment
magnétique total ou I’aimantation d’un échantillon est donc nul. Dans un champ magnétique
statique, pour un noyau donné ayant un spin I non nul, il existe 2I+1 orientations différentes du
moment angulaire ou du dip6le magnétique. Ainsi, I’interaction entre le champ magnétique (Bo)
et le spin donne lieu a I’effet Zeeman. La levée de dégénérescence des niveaux d’énergie se
manifeste par la distribution de la population de spin ou de ’aimantation entre deux niveaux

énergétiques notés a et B, distribution de Boltzmann.

Lors d’une expérience RMN, on perturbe cet équilibre par excitation des spins : on provoque
ainsi des transitions nucléaires entre les niveaux d’énergie. Pour cela on applique une impulsion
radiofréquence (RF) (champ B intense perpendiculaire a By et de fréquence vi) pendant un
temps tres court. Cette impulsion RF doit respecter la condition de résonance : vi = vo (vo étant la
fréquence propre de I’échantillon). Pour observer les transitions RMN dans un échantillon
analytique, la facon la plus simple pour atteindre les conditions de résonance revient a varier la

fréquence d’irradiation (vi1) en maintenant la densité du flux magnétique constante (Frequency
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Sweep Method) ou vice-versa (Field Sweep Method). Ces deux méthodes s’aveérent adéquates
pour mesurer les spectres de noyaux sensibles tels que 'H, '°F et *'P qui ont tous des spins de 1/2
et des moments magnétiques élevés. Cette méthode fut remplacée par la méthode dite pulsée,
elle consiste a irradier I'échantillon étudié a I'aide d'une série d'impulsions €électromagnétiques de
durée trés courte (quelques microsecondes) qui contiennent la gamme de fréquences a étudier.
On distingue de types d’expérience: expérience RMN-1D et expérience RMN-2D
(Figure II. 18).

RMN-1D M2
t (fixe) I ‘ l
JORA_

{ H n I.}i ' 1

Préparation Evolution Deétection: FID Spectre RMN-1D

Acquisition du signal
RMN-2D
t; (variable) tm

€ >€ > F2

Préparation Evolution Meélange Détection: FID F1l

Carte RNMN-2D
Acquisition du signal

Figure II. 18 : Schéma de principe d’expériences RMN-1D et 2D.

Au cours d’une expérience RMN-1D, la premiere perturbation du systéme de spins via une
ou plusieurs impulsions RF a lieu pendant la période de préparation qui est suivie d’une
période d’évolution, caractérisée par le temps d’évolution t1 fixe. Les spins évoluent en fonction
de leur fréquence de résonance et enfin la période d’acquisition du signal t2, et traitement du

signal FID (Free Induction Decay) par transformé de fourrier (TF).

Une expérience RMN-2D, se différencie de la précédente par I’incrémentation de t2 qui est
variable et d’un temps de mélange pendant lequel I’information d’une partie du systeéme de

spins est transférée aux autres parties (transferts de polarisation).

ISA-INRAP M.DHOUIOUI




15

Chap. II : Méthodologie adoptées pour I’extraction des plantes

7.2.3.2. Exemple d’expériences RMN-2D

Il existe plusieurs séquences d’acquisition pour faciliter I’interprétation des spectres

complexes de RMN-'H. Ainsi on définit briévement quelques séquences les plus usuelles :

o La séquence NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) permet d’accéder au
couplage dipolaire. En effet, les taches de corrélation hors diagonale traduisent soit une
interaction dipolaire donc une certaine proximité spatiale entre les spins considérés, soit donc un

échange chimique ;

o La séquence HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) permet d’accéder au

couplage scalaire hétéronucléaire direct en 1J ;

e La séquence HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) permet d’accéder au

couplage scalaire hétéronucléaire a longue distance en "J avec n > 2;

o La séquence de corrélation homonucléaire COSY H-H permet d’accéder au couplage
scalaire homonucléaire en J. Sur la carte COSY H-H, le spectre RMN-'H sera représenté sur
la diagonale sous forme de taches. Les taches de corrélation hors diagonale traduisent une

interaction scalaire (Figure II. 19);

"H

L)
{of Yo
]

F1

Y
%ﬂl]
H

F2

Figure II. 19 : Schéma de principe de corrélation COSY H-H.

o La séquence de corrélation homonucléaire INADEQUATE 3C-13C permet d’accéder au

squelette carboné d’une molécule par la détermination de la connectivité entre les carbones a

partir du couplage scalaire direct en '] 3 c—13¢

8. Conclusion

Une étude phytochimique nécessite la réunion de plusieurs compétences et connaissances en

botanique, biochimie, chimie extractive, chimie analytique et chimie structurale.
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Chapitre III : Méthodologie des plans d’expériences pour

P’estimation de P’activité antioxydante

1. Introduction

L’¢étude d’un phénomene revient souvent a s’intéresser a une grandeur particulicre. Cette
grandeur dépend d’un grand nombre de variables. L’expérimentation classique consiste a tester,
individuellement [’ensemble de variables, par des expériences répétées la validité d’une
hypothese. Cependant une nouvelle stratégie d’expérimentation a ét¢ fondée par I’intégration de
I’outil statistique. Depuis des années, les statistiques ont évolué dans plusieurs secteurs, dont
I’analyse des données et les plans d’expériences. La méthodologie des plans d’expériences
permet une recherche planifiée. Dans cette optique, 1I’expérimentation doit fournir 1’information
désirée avec le minimum d’effort, du temps et des essais, mais avec un maximum de précision
I’influence de multiples facteurs sur une ou plusieurs réponses’. C’est une démarche qui aide
I’expérimentateur & mieux structurer sa recherche, a valider ses hypothéses & mieux comprendre

les phénomenes étudiés et a trouver les solutions a ses problémes.

En revanche, 1’étude du phénoméne de I’activité antioxydante, définit la capacité d’une
substance a piéger des radicaux libres, a bloquer ou a ralentir la formation de ces radicaux, de les
transformer en composés non toxiques et, également, sa capacité a résister au phénomene
d’oxydation. Cette démarche a été appliquée dans différentes méthodes du pouvoir réducteur de
fer (FRAP), radical ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) et le radical DPPH (2,2’-diphenyl-1-picrylhyrazyl) pour évaluer cette activité
biologique in vitro. Ainsi, une mise au point bibliographique sera présentée sur la méthodologie
des plans d’expériences et celle du phénomene d’oxydation par la méthode du radical DPPH in
vitro, pour aborder ultérieurement 1’application du plan d’expériences au phénomene

d’oxydation par la méthode choisie.
2. Méthodologie des plans d’expériences
2.1. Définitions et terminologies des plans d’expériences

La construction des plans et ’interprétation des résultats sont associées en grande partie aux
différentes interactions variables-réponse rencontrées dans un phénomeéne ou un processus.

En effet, la grandeur d’intérét, qui est généralement notée Y, porte le nom de réponse. Les
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variables qui peuvent modifier la réponse sont appelées facteurs. On parle donc des facteurs qui

influent sur une réponse?.1l existe différents types de facteurs?, ils sont classés en :
e facteurs contréolés auxquels on peut imposer un état déterminé a 1’avance ;

o facteurs mesurables auxquels on ne peut pas imposer un €tat donné, mais dont on peut

connaitre précisément le niveau ;
@ facteurs constants qui sont maintenus dans un état fixe au long de toutes les expériences ;

o facteurs de bruit, dont I’effet supposé ou réel, ne s’exerce que sur la dispersion ou la

qualité des résultats (vieillissement du matériel, fatigue de I’opérateur, etc.).

On qualifie de réponse Y la grandeur observée pour chaque expérience réalisée et
correspond a une variable de sortie du systeme étudié. La réponse d’une étude doit étre de nature
quantitative, car le traitement et 1’analyse statistique des résultats d’essais en appliquant la

méthodologie des plans d’expériences s’appuient sur des données exclusivement quantitatives.

L’ensemble des conditions expérimentales imposées aux facteurs est appelé plan
d’expérimentations. La structure mathématique formelle dont le plan d’expérimentation est une
application dans le monde réel est appelée matrice d’expériences. Elle est élaborée en utilisant

des variables sans dimensions ou codée.
2.2. Démarche méthodologique du plan d’expériences

2.2.1. Démarche de la planification expérimentale

La planification des expériences est fondée sur 1’objectif qu’on veut atteindre en choisissant

la stratégie adéquate, tout en connaissant 1I’objectif relatif a chaque plan d’expérience? :

o Elaboration de modéles prédictifs : méthodologies des surfaces de réponses (MSR) : plan

composite, plan de Dochert, plan de Box-Behnken... ;

o Recherche des facteurs et leurs interactions: plan factoriels complets (PFC) et

fractionnaire (PFF) ;
o Recherche des facteurs influant ou criblage : plan d’Hadamard ou de Plackett et Burman.

Cette démarche expérimentale aide I’expérimentateur a mieux comprendre les phénomenes

étudiés et a résoudre les problémes. Les principales étapes? a suivre sont :
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Formaliser le probléme et les objectifs ;

Sélectionner les facteurs et leurs niveaux ;

Etablir la matrice d’expérience et plan d’expérimentation ;
Réaliser les essais et mesurer les réponses ;

Analyser les résultats ;

Confirmer les résultats et appliquer.

2.2.2. Digramme Ishikawa

Les premiers diagrammes causes-effet ont été développés par le professeur Kaoru Ishikawa

en 1943. Ce type de diagramme est de ce fait également appelé diagramme d’Ishikawa, ou

diagramme en arrétes de poisson en raison de sa forme (Figure III. 1).

[ Main d’oeuvre ]

Figure III. 1 : Schéma du diagramme Ishikawa.

Ce diagramme est un outil puissant, il est utilisé pour identifier les causes d'un probleme.

Les familles de causes peuvent se définir autour des SM: Mati¢res (matiéres premicres,

documents, données information, tragabilité...), Matériel (machine, outillage, maintenance,

capacité...), Main d’ceuvre (qualification, formation, motivation, définition des missions...),

Milieu (infrastructure, espace, bruits, éclairage, prévention des risques...), Méthodes (régles de

travail, procédures, protocoles, fiabilité des résultats...). Il est important de signaler que ce

diagramme sera utilis¢ ultérieurement pour recenser I’ensemble des facteurs du phénomene a

étudier.
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2.2.3. Processus d’acquisition de connaissance

L’approche d’acquisition de connaissance suggérée par Goupy? conduit a la réalisation des
buts dans les conditions optimales, tout en évitant la réalisation des expériences inutiles.
L’acquisition progressive des connaissances évoque le processus de retour d’expériences

(Figure III. 2).

Systéme 2 studier

|

Questionz 1, Q2.0 .

|

Inventzirs des mformations

|

( | [ Cheix de 1z métheds ] @)

d’expérimentation

|

{C) progressive Expérimentation
des résultats l

Acquisition

( [ Analyse des résultats ] (B)

‘J
|

Connaizsance du systéme

Figure I1L. 2 : Les plans d’expériences optimisent les trois parties (A), (B) et (C) du
processus d’acquisition des connaissances?.
Les trois aspects essentiels du processus d’acquisition des connaissances sont les suivants :
o le choix de la méthode d’expérimentation ;
o [D’analyse des résultats ;
o D’acquisition progressive de la connaissance.

2.3. Plan de criblage

Les plans de criblages les plus connus sont les plans de Plackett et Burman. Les matrices de

calcul de ces plans sont des matrices d’Hadamard. Ces matrices ne contiennent que des valeurs
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codées -1 ou +1 et elles n’existent que pour N multiples de 4, c¢’est a dire des matrices ayant 4, 8,

16, 20...lignes>.

2.3.1. Construction du plan Plackett — Burman

Le principe de construction des plans de Plackett-Burman est basé sur la duplication de la
ligne génératrice par simple permutation circulaire*. On trouve quatre permutations possibles :
permutation par la gauche, permutation par la droite, permutation par le bas ou par le haut

(Tableau III. 1).

Tableau III. 1 : Lignes génératrices des matrices du plan de Plackett-Burman.

'y N* Séquences de niveaux
<3 4 ++ -

<7 8 o e

<11 12 -4+t ———+-—

<15 16 ++++—+—++——+———
<19 20 +4+-——F++++—+—F+-————++-—

<23 24 +4++t—t—Ft+——Ftt——F—F————

“k : nombre de facteurs sélectionnés; N : nombre de facteurs a réaliser.

La méthode consiste a repérer la ligne génératrice de la matrice suivant le nombre de
facteurs, ensuite on applique la permutation circulaire choisie pour générer I’ensemble des
colonnes de la matrice d’expériences. Ainsi, pour obtenir le plan d’expérimentation : il suffit de
remplacer les valeurs codées par leurs valeurs réelles. Avant |’expérimentation, une
randomisation des essais est effectuée dont le but est de limiter d’éventuelles influences

perturbatrices des facteurs non controlés.

2.3.2. Interprétation des résultats

Le principe de D’exploitation des résultats d’un plan de criblage repose sur 1’analyse
mathématique, I’analyse graphique et 1’analyse statistique. L’analyse mathématique permet de
calculer les coefficients du modele mathématique, qui est un modele polynomial de premier

degré sans interactions® est dit modéle additif (Equation IIL.1).
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Y=bo+Y bi Xi Equation III. 1

La constante du modele bo représente la valeur moyenne des observations,

(Equation III. 2), et les coefficients b; représentent les effets principaux® (Equation II1.3).

Y; ,
% Equation III. 2

Equation III. 3

Tels que:

+ r . .
o XY, :somme des réponses de la variable Xiau niveau +1 ;

e )Y, :somme des réponses de la variable Xiau niveau -1 ;
Ainsi, pour augmenter la réponse Y, il faut

o Xiauniveau+1sibi>0;

o Xiauniveau -1 si bi<0.

L’analyse statistique se base sur les tests statistiques. Elle permet d’identifier les facteurs
statistiquement significatifs a un seuil de signification a choisi, généralement 5%. L’analyse
graphique des résultats facilite la restitution de I’information moyennant le tracé des effets
moyens et le diagramme de Pareto qui seront générés par le logiciel du plan d’expériences

Nemrodw’.
3. Activité antioxydante par la méthode du radical DPPH

Un radical libre est une molécule possédant un électron célibataire sur 1’orbitale externe de
ses atomes. Cette particularité lui confére une instabilité et une durée de vie trés courte mais
¢galement une forte capacité a causer des dégats oxydatifs cellulaires, ils sont en outre impliqués
dans le vieillissement cellulaire, de 1’apoptose et méme au développement des processus
pathologiques. L’estimation de 1’activité antioxydante in vitro par la méthode du radical DPPH
revient a Blois en 19588 Le 2,2’-diphényl-1-picrylhyrazyl (DPPH) posséde un électron
célibataire sur un atome d’azote de la structure, il est soluble dans les solvants organiques. Du
fait de cette délocalisation des ¢électrons, les molécules du radical ne se polymérisent pas. Ainsi il

reste toujours sous forme monomere®.
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3.1. Principe de la méthode du DPPH

La méthode du DPPH par spectroscopie UV-Visible repose sur la mesure de la densité
optique du radical DPPH libre, qui présente des groupements chromophores, dans le domaine
spectral entre 515 et 520 nm, en obéissant a la loi de Beer-Lambert. Le radical DPPH présente en
solution a 1’état oxydé une couleur violacée foncée en solution. En présence d'un antioxydant, le
2,2'-diphényl-1-picrylhyrazyl (DPPH) se réduit en 2.2-diphényl-1-picryl-hydrazine (DPPH-H)
(Figure III. 3) qui confére a la solution une coloration jaune, et par conséquent une diminution
de l'absorbance. Le virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration de la forme libre
en solution dépendent de la nature, de la concentration et de la puissance de la substance
antioxydante®!?, 11 est important de signaler que la forme oxydée du radical DPPH en solution
possede deux maximas d’absorption dans le domaine UV-Visible a environ 340 nm et 517 nm,

mais sa forme réduite (DPPH-H) n’absorbe pas uniquement a 517 nm.

KO3 @\ NO;
:\N—i‘%}mh 4+ ROH —= N-NH NO; 4+ R
NO» NO;
2. 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyne
(DPPH) (DPPH-H)

Figure III. 3 : Réaction symbolisant le principe de la méthode du DPPH.

3.2. Parameétres de mesures de ’activité antioxydante

Dans la littérature, on trouve deux approches pour estimer 1’activité antioxydante par la

méthode DPPH : I’approche cinétique et I’approche de I’ECso.

3.2.1. Approche de I’ECsg

L’activité antioxydante est, généralement, exprimée par le terme ECso, qui désigne la
concentration efficace de I’antioxydant qui cause une réduction de 50% de la concentration
initiale des radicaux. La valeur de I’ECso repose sur la détermination de I’indice de réduction de

I’activité antioxydante (RSA), appelé également pourcentage d’inhibition.
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Dans la littérature, ce paramétre est calculé par diverses équations (Equation III : 410 ; 511 ;
61213:14) 1 interférence spectrale en spectroscopie UV-Visible est généralement définie par la
superposition d’absorbance provenant des molécules (analyte / interférant). Dans la méthode du
radical DPPH, elle est attribuée au couple radical DPPH / antioxydants. En effet,
I’Equation IIL. 4 est souvent utilisée dans le cas d’absence du phénoméne d’interférence
spectrale. Cependant, I’Equation IIL. 5 fait intervenir I’absorbance de 1’échantillon 4 tester donc
elle est recommandée dans le cas d’interférence DPPH / antioxydants :

(Ap —Ap)

%RSA = ~ay < 100 Equation III 4
0

Avec:

Ao : absorbance du radical DPPH avant I’ajout de I’antioxydant ;

At : absorbance du radical DPPH aprés ajout de I’antioxydant a I’instant t.

%RSA =100— [(Aéchantinon— A planc) X 100]

Equation III. 5
(Acontrﬁle) q

Avec:

Aéchantillon ¢ absorbance de I’antioxydant ;
Ablanc : absorbance du blanc ;

Acontrole : absorbance du radical DPPH avant 1’ajout de ’antioxydant.

Le groupe de Yamamoto!*!4!5 a défini I’indice de réduction de I’activité antioxydante en
nombre de molécules du radical réduit par molécule d’antioxydant, RSA(n) appelé facteur
steechiométrique qui est donné par 1I’Equation III. 6. Ce paramétre tient compte de I’influence
du rapport molaire!®!3 radical / antioxydant sur ’activité antioxydante. En effet, cette activité est

fortement dépendante de ce rapport :

AA120 [Radlcal]
Ay [Antioxydant]

RSA(n) = Equation I11. 6

Avec :
Ao : absorbance du radical DPPH avant 1’ajout de 1’antioxydant.

AAn20 : différence d’absorbance (Ao- At) aprés 120 min de réaction ;
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En outre, I’évaluation de la puissance antioxydante d’un tel extrait de plante constitue une
alternative d’antioxydants de synthése (BHT : butylhydoxytoluéne, vitamine C...) dans divers
secteurs (agroalimentaire, cosmologie...). Dans cette optique, I’approche la plus adoptée consiste
a comparer les valeurs de ’ECsoou de 1’exprimer en équivalent de trolox ou d’acide gallique!®
(Equation III. 7) :

ECso(Antioxydant)

GEAC = EC., (acide gallique) Equation III. 7

Dans la littérature, on note une dispersion dans les valeurs de ’ECso des standards, BHT,

acide ascorbique, sésamol, a-tocophérol (Tableau III. 2).

Tableau III. 2 : Activité antioxydante ECso du BHT, acide ascorbique, sésamol,
a-tocophérol par le test DPPH.

Antioxydants standards ECso (nM)
Acide ascorbique 12 ;284 ;629
BHT 88 ;193 ;393
a-Tocophérol 63 ;223
Sésamol 48 ;168

Il apparait nettement que 1’évaluation de la puissance d’un tel antioxydant n’est pas fiable
par simple comparaison des valeurs de I’ECso, tout en gardant a 1’esprit la non-standardisation de
la méthode d’analyse. Cependant, Scherer et Gody!” proposent un nouveau paramétre appelé
indice de I’activité antioxydante (AAI) pour caractériser cette activité (Equation IIL. 8) :

Concentration finale du DPPH

AAl= Equation III. 8

Ainsi, I’activité antioxydante est dite :
o Faiblesi: AAI<0,5;
e Moyennesi: 0,5 <AAI<0,1;

o Fortesi: AAlI>2.
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I1 est important de signaler que la relation entre la concentration de I’antioxydant et I’activité
antioxydante ([antioxydant] / RSA (%) ) n’est pas linéaire pour toute la gamme de concentration
de I’antioxydant. La linéarité est satisfaisante si la concentration maximale d’antioxydant donne

RSA (%) inférieur ou égal a 70%'81%-20:21oy si I’antioxydant obéit a une cinétique rapide??.

Néanmoins, toutes les situations expérimentales de la méthode du radical DPPH ne se
traitent pas par une régression linéaire en utilisant la méthode de moindre carr¢ (MMC) pour
¢tablir un modele linéaire de type y = a x + b. Dans certains cas, il faut utiliser d’autres modeles
pour décrire la relation existante entre x et y. Dans le méme ordre d’idée, Monica et al.?3 traitent
le probléme par trois modeles statistiques a savoir « Probit-Logit, Probit-Angular » et « Logit-
Angular ». Ainsi, la régression « Probit-Logit » donne une meilleure corrélation entre la
concentration de I’antioxydant et I’activité antioxydante en comparaison avec les autres

méthodes.

3.2.2. Approche cinétique

L’approche cinétique est définie par I’indice de I’efficacité anti radicalaire « AE »*4, en

introduisant un paramétre cinétique noté tgc.,. Ce parametre définit le temps nécessaire pour

atteindre 1’équilibre a la concentration de I’ECso (Equation IIL. 9).

1

AE Equation III. 9

ECSO-tEC50

A fin de bien caractériser la potentialit¢ d’un tel antioxydant, ce groupe de chercheur ont

introduit des criteres d’évaluation. En effet, I’activité antioxydante est dite :
o Faiblesi: AE<107;
o Moyennesi: 10°<AE<5107;
o Fortesi:5103<AE<10107;

o Trés forte si: AE> 10107,

Dans le méme contexte, d’autres équipes?>?® caractérisent cette activité par le temps de

demi-réaction t1 et la constante de vitesse k. En effet, plus le temps de demi-réaction t1 est petit
2 2

et la valeur du k ¢élevée, plus I’antioxydant est potentiellement bioactif.
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3.3. Facteurs influencant la stabilité du radical DPPH

3.3.1. Stabilité du radical DPPH

En 1985, Blois® mentionne que I’absorption dans le domaine UV-Visible du radical DPPH a
la longueur d’onde A = 517 nm dans 1’éthanol est relativement stable dans le domaine du pH
variant entre 5 et 6,5. Ce résultat est récemment confirmé par une autre équipe de recherche!®
mais 2 A = 528 nm dans un milieu micellaire. De plus, Blois® indique que la conservation de la
solution du DPPH doit étre sous atmosphere d’azote et a I’abri de la lumiére. Dans ces
conditions, I’absorbance du radical DPPH peut étre réduite de 2 a 4 % par semaine. Pour des
raisons de stabilité, la solution de DPPH doit étre préparée au moins une heure a 1’avance, et elle
ne se conserve pas plus de 4 a 5 jours a 5 °C et a ’obscurité?’. Cependant, Proll et Sutcliffe?® ont

mentionné que le radical DPPH est relativement stable dans les solvants organiques jusqu'a

80°C.

Ozcelik et al.? concluent que ’absorbance du radical DPPH a 517 nm est influencée par son
exposition a la lumicre, I’oxygeéne de I’atmosphere, le type du solvant et le pH du milieu. En
effet en présence de I’énergie lumineuse, 1’oxygeéne de I’atmospheére réagit directement avec le
radical DPPH dissout dans le méthanol et entraine une diminution de 1’absorbance du DPPH.
Mais, la lumiére n’a pas d’effet significatif sur la stabilité du radical DPPH en milieu tamponné
par comparaison au milieu non tamponné. Ces auteurs concluent que, le radical DPPH présente
une meilleure stabilité en milieu tamponné et a I’obscurité. En conclusion, 1’absorbance du

radical DPPH est influencée par la lumicére, le solvant, le pH et la température de conservation.

3.3.2. Cinétique de la décomposition du radical DPPH

Proll et Sutcliffe?®notent que la vitesse de décomposition du DPPH dans 1’éthanol, suit une
cinétique du premier ordre sous atmosphere d’azote ou en présence de I’air. De plus, ces auteurs

dégagent deux types d’interaction :
o Une interaction entre le solvant et le radical, DPPH / éthanol ;

o Une interaction DPPH/DPPH-H.

Les réactions dans 1’éthanol avec le radical DPPH sont schématisées par les équations

Equation ITL 10 ; 11 et 12.
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K k ,

A + nB o AB,-5P, + P, Equation IIL. 10
K2 I

A + mP, & A(P)m Equation III. 11

Avec :
A: DPPH; B: EtOH; Pi1 = DPPH-H; P2: C;H4OH ; K; et K, sont des constantes

d’équilibres ; k3 : constante de vitesse.

La forme intégrée de la loi cinétique selon Benson et al.3® sécrit :

1 D Do-D
_Doln_o'( g t):

ke € Equation III. 12
t D¢

Avec Do et Dt sont les absorbances de la molécule A a I'instant t = 0 et t respectivement,

€ : coefficient d’extinction molaire, € : trajet optique en cm et k est une constante de vitesse.
3.4. Facteur influencant I’activité antioxydante

3.4.1. Temps d’incubation

Le temps d’incubation est défini comme étant le temps nécessaire pour atteindre un état
d’équilibre du systtme DPPH / antioxydant, il dépend de la nature et de la concentration de

I’antioxydant a tester. On trouve trois types de comportement cinétique d’antioxydant :
e Antioxydant a comportement cinétique rapide ;
e Antioxydant a comportement cinétique intermédiaire ;
e Antioxydant a comportement cinétique lent.

Les groupes de chercheurs de Brand-Williams3! et Sanchez-Moreno?® suggérent deux
criteres d’évaluation du comportement cinétique des antioxydants : temps nécessaire pour
atteindre 1’état stable et tecso. Ces deux parameétres permettent d’établir une classification des

molécules antioxydantes (Figure III. 4).

Le temps d’incubation varie de 5 a 120 min (5 min®?33; 10 min®*; 20 min?® 3536 ;
30 min®7383 ; 60-120 min364%). Certains auteurs supposent que 30 min est suffisante pour
atteindre 1’état d’équilibre et calculer ECso. En revanche, 1’équipe de Brand-Williams®! conclut
que la détermination de la valeur de I’ECso apres 30 min est incorrecte pour les antioxydants a

comportement cinétique lent, car la réaction est en cours d’évolution. La vitesse de la réaction
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varie considérablement avec la structure de 1’antioxydant. Cette constatation a été confirmée par
d’autres travaux'®#42 De plus, les chercheurs Ingold!” et Cristina!? trouvent que le temps
nécessaire pour atteindre 1’équilibre diminue, en augmentant la concentration de 1’antioxydant.
En effet, I’activité antioxydante est fortement dépendante du rapport molaire (Rm) qui est égal
au rapport de la concentration de I’antioxydant par celle du radical. A la lumiére de ces travaux,
on peut conclure que le temps d’incubation ne doit pas étre plus long que le temps nécessaire

pour que la réaction s’acheve.

< 5 min Cinétique rapide ]. <1 min

(acide ascorbigue, iso eugénol....) Jq

A

" - . = .
t EC 5a3[}mm= Cinétigue intermédiaire ) 5230 min [ Temps de Iétat
50 (tocophérol, acida rosmarniniqus.. ) stable

— .

Cinétigue lente

~ 30 mi (acida ferulique, *BHT, vanillina_. ) la6h

Figure III. 4 : Classification des antioxydants selon leur comportement cinétique,
(*) : BHT : 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol

3.4.2.Effet de solvant

La nature du solvant influe sur la cinétique de la réaction DPPH / antioxydant. En effet,
I’équipe d’Andrzej** trouve que le chloroforme accélére la cinétique de la réaction

DPPH / BHT, alors que 1’acétate d’éthyle retarde la cinétique de cette réaction (Figure III. 5).

Sendra et al.*3 notent que le profil cinétique du DPPH / taxifoline dans les solvants
alcooliques : méthanol, éthanol et propanol, est caractérisé par une étape rapide et une étape lente
qui est absente dans 1’acétonitrile. L’effet de solvant pourrait étre expliqué par la différence de
stabilisation de la charge du radical par formation de liaison hydrogéne*, ou attribué a la
constante diélectrique du solvant*, qui modifie les valeurs des constantes d’acidité (pKa).

Cependant, le phénoméne de I’effet cinétique du solvant au cours d’une réaction de
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neutralisation d’un radical (Y®) par un antioxydant (A) a été décrit par une équation

empirique!64647 (Equation IIL. 13).

log kS, = logk%, v — 8,3 a,BH, Equation 11 13

Avec :

kS A - constante de vitesse de la réaction de 1’antioxydant (A) avec le solvant (S) ;

k© A/y* : constante de vitesse de la réaction de I’antioxydant (A) avec le radical Y*;

ot o . caractérise la capacité relative antioxydant d’étre donneur de liaison hydrogene ;

BH , + caractérise la capacite relative d’un solvant d’&tre accepteur de liaison hydrogéne.

Ce phénomene dépend de la valeur de BHZ du solvant et du solvant et non pas de la

réactivité du radical.

100 .« . Acétate d’ethyle
S eamma- Hexane
. Methanol
80 1%. S Tso propanal
.................... Acefone
= R Lo Chloroforme
s : dagh
2 60 A Acétate d’éthyle
£
—
= 40 1 N
= LN
S 20 1 |

Chloroforme

] 20 40 o0 80 100 120 140

Temps (min)

Figure III. 5 : Effet de certains solvants sur la cinétique de la réaction DPPH / BHT.

3.4.3.Effet du pH

Le pH du milieu affecte la valeur de I’ECso, la cinétique de la réaction et 1’état d’ionisation
de la molécule antioxydante. En effet, la valeur d’ECso de la réaction de 1’acide ascorbique avec
le DPPH (10! pM) diminue en milieu tampon citrate (0,1 mM, 60% éthanol, 40% tampon,
ECso = 3.3 10° M) et a pH = 5, par comparaison en milieu non tamponné (100% éthanol,
ECso = 4.8 10 M). Cette diminution indique que 1’activité antioxydante de 1’acide ascorbique

est meilleure en milieu tamponné. Par contre son dérivé « 2-O-a-D-glucopyranosyl-L-ascorbic
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acid » réagit avec le DPPH en phénoméne inverse (en milieu tamponné : ECso=47 10° M ; en
milieu 100% éthanol : ECso = 4.4 10° M)*. En variant la valeur du pH de 3 a 5 en milieu
tampon citrate (10 mM) dans 1’éthanol avec les proportions 60% éthanol, 40% tampon et a
concentration du DPPH égale a 100 pM, les résultats montrent que 1’activité antioxydante,
exprimée par RSA (mn), de I’acide ascorbique n’est pas influencée par le pH alors que celle de ses

dérivés est importante a pH = 5 13,

Riccardo et al.*® constatent que I’inhibition de la peroxydation par des acides phénoliques et
des esters est mauvaise en milieu acide. En effet I’augmentation du pH est accompagnée par une
amélioration de 1’activité antioxydante qui devient comparable a celle du trolox ou meilleure.
Cette augmentation de 1’activité est observée aux valeurs de pH proche de la valeur des pKa de

ces acides phénoliques (cas de I’ion phénolate).

D’aprés 1’équipe de Noipa!”, la cinétique de la réaction radical / antioxydant dépend de la
concentration des ions H"donc du pH. Généralement I’augmentation de la concentration des ions
H* provoque une diminution de la cinétique de la réaction DPPH / antioxydant par comparaison
a celle de la réaction dans le méthanol. En plus, ils trouvent qu’en milieu micellaire, dans le but
de déterminer I’activité antioxydante des molécules a caractére hydrophobe et hydrophile,
I’¢lévation de la concentration du tampon acétate est accompagnée de 1’augmentation de
I’activité biologique. De plus, ils trouvent que I’augmentation de la concentration du tampon

acétate en milieu micellaire provoque une ¢élévation de 1’activité antioxydante.

3.4.4. Effet de la structure

Il a été prouvé que la propriété antioxydante des poly phénols est reliée a leurs structures
chimiques*>>. En effet, ’activité antioxydante augmente avec le nombre de groupements

hydroxylesS!2

et dépend aussi de la position du groupement OH de la structure de base des
flavonoides (Figure III. 6). En effet, la présence du groupement OH en position 5 et 7 semble
étre sans effet, lorsqu’un hydroxyle en position 3 est li¢ a une double liaison C=C dans le cycle C
¢éleve Dactivité antioxydante de la molécule, de la présence d’hydroxyle sur le cycle B et C

favorise cette activité®3.

Récemment, 1’équipe de Mishra® conclut que le nombre de groupements OH n’est pas le
seul facteur déterminant de cette activité en termes de réactivité. Le sésamol est un monophénol
qui réduit deux molécules de DPPH au bout de 5 a 10 min. L’acide gallique est un acide
phénolique trihydoxylé qui peut réduire environ 7 molécules du radical DPPH au bout de

30 min. Par contre Goupy et al.26 ont attribué la différence de réactivité des poly phénols étudiée

ISA-INRAP M.DHOUIOUI




&

Chap. IIT : Méthodologie des plans d’expériences pour I’estimation de ’activité antioxvdante

a Deffet de I’encombrement stérique sur la vitesse de transfert du proton, a la conformation

structurale des unités de monomeres et dimeres et au rapport molaire antioxydant/DPPH.

Figure III. 6 : Structure de base des flavonoides.

3.5. Mécanismes réactionnels

Il existe trois mécanismes réactionnels qui pourraient expliquer ’activité antioxydante, qui
sont notés HAT pour « Hydrogen Atom Transfer », SPLET pour « Sequential Proton Loss

Electron Transfer » et PCET « Proton coupled Electron Transfer »!6:47:55 ,56.

3.5.1. Mécanisme de type HAT

Le mécanisme HAT est un processus fondamental au phénomene d’oxydation, qui exige la
présence d’un radical libre et d’un atome d’hydrogene labile. Le radical libre se neutralise en

captant un atome d’hydrogéne créant ainsi un nouveau site radicalaire!647,

kS
XH
XH+S8 < = XH----§
;e ;
XHY Y
YH + X'+ 5 Pas de réaction
¥ ¢ constante de vitesse de la réaction de 'antioxydant (XH) avee e solvant (S)

XH

o, :constante de vitesse de la réaction de Pantioxydant (XH) avee le radical (Y).
XHY

Figure III. 7 : Mécanisme réactionnel de type HAT#.
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3.5.2. Mécanisme de type SPLET

Le mécanisme SPLET a été mis en évidence par Foti et al.’, ce mécanisme est une
extension au mécanisme HAT (Figure III. 7). Au cours de ce processus, il se forme une liaison
hydrogeéne entre I’antioxydant (HX) et le solvant (S). La rupture de cette liaison par le biais d’un
transfert de proton (TP) conduit a une paire d’ions (HS*,X7). Le radical X' résulte d’un transfert
d’¢lectron (TE) entre 1’anion X~ et le radical Y* <» DPPH". Cette séquence est achevée par un

mécanisme HAT.

k> kT
XH/s XH/5 - +

XH+S = ~ XH-—§ ——= X +HS
KET .
XH /%

s | k® . /| KET

Y XH/Y Y |k X/
KT, .

i . HS /Y .
YH+X+S - Y + X + HS*
T]“ k'fr = 1 constante de vitesse de transfert du proton et d'éléctron respectivement.

XXy

Figure IIL. 7 : Mécanismes réactionnels HAT et SPLET et effet de solvant*7-3¢,

3.5.3. Mécanisme de type PCET

Au cours de ce mécanisme, le transfert du proton et de I’électron se produit de deux sites
différents, donneurs de charge, vers deux sites distingués, accepteurs de charges. Ce type de

mécanisme est influencé par le pH du milieu, de la nature de solvant et de la température>®.

3.5.4.Exemple d’étude : phénol / DPPH

La représentation graphique log kSa = f (B'2)* de I’Equation. 13 renseigne sur le
mécanisme réactionnel. En effet, les deux mécanismes réactionnels HAT et SPLET3%47 ont été
proposés pour expliquer la réaction phénol / DPPH. La contribution du mécanisme de type HAT
ou de type SPLET (Figure IIl. 7), dépend a la fois de la nature du solvant et celle de

I’antioxydant. Le mécanisme de type HAT domine le mécanisme SPLET dans les solvants a
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faible constante di¢lectrique, a faible affinité électronique et celui qui favorise la formation d’ion
phénolate dans le cas du systeme phénol / DPPH. En effet la vitesse de la réaction du systéme

phénol / DPPH est influencée par :
o la formation de la liaison hydrogene ;
o [Daffinité ¢électronique et la réactivité du radical ;

o la solvatation de 1’anion phénolate par le solvant.

4. Conclusion

Les plans d’expériences permettent une diminution du nombre d’essais et une interprétation
rapide et sans équivoque en fournissant des résultats faciles a présenter. Cette méthodologie offre

de plus les avantages suivants :
o possibilité d’étudier un grand nombre de facteurs ;
o détections des interactions éventuelles ;
o modélisation aisée des résultats ;

o déterminations des résultats avec bonne précision

L’objectif principal de la méthode de plan d’expériences peut €tre résumé par la devise :
"obtenir un maximum d’information en un minimum d’expériences". La détermination de
I’activité¢ antioxydante par le test DPPH est évaluée par diverses méthodes analytiques.
La non-standardisation de la méthode réside dans la représentation des résultats et les conditions
opératoires, particulierement celles relatives au milieu réactionnel dépourvu d’antioxydant.
Ainsi, nous pensons a concevoir un protocole expérimental qui vise a standardiser la méthode de

DPPH en adoptant la méthodologie de plan d’expériences, plan du criblage.
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Chapitre IV : Présentation des divers protocoles expérimentaux

1. Introduction

Un protocole expérimental consiste a décrire de facon claire et précise tous les besoins
nécessaires pour 1’exécution de 1’analyse quel que soit le domaine d’étude : chimie biologie,
physique... Ainsi, la conception et le choix du protocole expérimental constituent des étapes
clefs de I’investigation scientifique. Afin de garantir la fiabilit¢ de résultats d’analyses, il est

recommandé¢ d’utiliser des méthodes analytiques selon des normes internationales ou validées.

Cependant, 1’étude phytochimique se fait selon une cascade d’étapes successives (extraction,
purification, isolement, caractérisations chimiques et tests biologiques). Dans ce chapitre, on

résume 1’ensemble des protocoles expérimentaux utilisés.
2. Protocole expérimental d’analyse de I’huile essentielle

Suivant les données bibliographiques, I’étude de I’huile essentielle sera limitée a I’espece

d’A4. longa.
2.1. Matériel végétal

L’espéce d’A .longa a ¢été récoltée dans le Parc National de El Feija (latitude :
"36° 36' 55" (N); longitude "8° 25' 7" (E); altitude 400 m). Les échantillons collectés sont
enregistrés aux dates de collecte comme suit : les racines sont notées R09 (aout 2009), R11
(septembre 2011), R12 (mars 2012) et R13 (avril 2013) et ceux des parties aériennes sont notés
F12 (mars 2012) et F13 (avril 2013). Ils sont séchés dans un endroit aéré et a I’abri de la lumicre.

Puis, ils ont été stockés dans des boites en carton épais.
2.2. Processus d’extraction d’huile essentielle

L’huile essentielle est obtenue par hydrodistillation de type Clevenger (5 h). Dans un ballon
rodé, on introduit de 1’eau distillée (1 L) et de la matiére végétale (50-100 g), finement broyée.
Le mélange est porté a I’ébullition. Les principes volatils sont entrainés par la vapeur d’eau puis
condensés a 1’aide d’un réfrigérant. Les constituants volatils, étant moins denses que 1’eau,
seront récupéres, soit par décantation, soit par ajout d’un solvant volatil non miscible et moins
dense que I’eau. La phase organique obtenue est ensuite séchée sur sulfate de sodium anhydre,

filtrée puis concentrée a 1’aide d’un évaporateur rotatif!. Ces huiles sont conservées au
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congélateur dans un flacon en verre brun fermé hermétiquement a -20 °C et a ’ombre pour des
analyses chimiques et biologiques ultérieures. Les échantillons d’huile essentielle issus des

racines sont notés R09, R11, R12 et ceux des parties aériennes sont notés F12 et F13.
2.3. Fractionnement de I’huile essentielle et réaction d’acylation

Le fractionnement de I’huile essentielle (1,30 g) a été effectué sur colonne ouverte de silice
en utilisant comme solvant un gradient pentane/éther diéthylique de polarité croissante.
L’ensemble des fractions obtenues a ¢té¢ analysé par GC-MS dans les mémes conditions
opératoires décrites ultérieurement. L’analyse préliminaire des spectres de masses révele la
présence de deux molécules non identifiables X1 et X2 dans les fractions F2 et F5
respectivement. Ces fractions sont obtenues par un gradient de 90/10 et 75/25 (pentane / éther

diéthylique).

Par hypotheése, on suppose que X2 est I’ester correspondant du composé X1. En effet, on fait
réagir l'alcool X1 avec l'anhydride acétique (200 pL) en présence d'une amine tertiaire comme la
pyridine (200 pL), pendant 24 h sous agitation a température ambiante. Ensuite, on ajoute de
I’eau acidulée (pH = 1) puis on procede a des extractions multiples par I’éther (10 mL), un

lavage par I’eau (pH = 7) et un séchage par le sulfate de sodium anhydre.
2.4. Meéthodes d’analyses chimiques et biologiques

La composition chimique des huiles essentielles a été déterminée par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométric de masse et la détermination quantitative a été
effectuée sur un appareil équipé d'un détecteur a ionisation de flamme GC-FID. Mais, I’activité

antimicrobienne a été évaluée par la méthode de diffusion de disque.

2.4.1. Analyses GC-FID

Les analyses GC-FID ont été effectuées en utilisant un chromatographe de type HP-6890,

Agilent Technologies. Les conditions opératoires sont :

o Colonnes capillaires : HP-1 (apolaire); 50 m x 0.32 mm x 0.5 pm et HP-Innowax

(polaire) ; 60 m x 0,32 mm (id), épaisseur du film 0,5 um ;
o Gaz vecteur : Hélium : débit de 1,5 mL min™';

e Température de I’injecteur et du détecteur : 250°C ;
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e Programmation du four : 80°C pendant 8 min, 2°C/min jusqu’a 220°C, 10°C/min jusqu’a
295°C (palier 10 min), sur HP-1. Sur HP-Innowax : 60°C (2 min), 2°C/min jusqu’a 245°C
(palier 35 min) ;

o Volume d’injection : 2 pL injecté en mode split (1:25).

La quantification a été acquise par le calcul des aires relatives obtenues par rapport a l'aire

totale du chromatogramme a 1'aide du logiciel "Chemstation Agilent Instrument".

2.4.2. Analyses GC-MS

Les analyses GC-MS ont été effectuées en utilisant un chromatographe de type HP-6890,

Agilent Technologies, couplé a un spectrometre de masse HP-59-75, Agilent Technologies.
Les conditions opératoires sont :
o Colonnes capillaires : HP-1 ; 50 m x 0,32 mm (id), épaisseur du film 0,25 um ;
o Gaz vecteur : hélium : un débit de 1,5 mL min™';
o Température de I’injecteur : 250°C ;
@ Programmation du four : 50°C pendant 10 min, rampe de 5°C/min jusqu’a 315°C ;
e Volume d’injection : 2 pL injecté en mode split (1:25) ;
@ Mode d’acquisition : Full scan (35-550 m/z) ;
o Energie d’ionisation : 70 eV.

L'identification des composés a été réalisée par comparaison de leurs spectres de masse et de
leurs indices de rétentions KI avec ceux des bases de données Adams, NIST 2 et celle établie par

notre laboratoire.

2.4.3. Spectroscopie RMN

Les spectres RMN ont été enregistrés a ’aide d’un spectrometre Bruker 400 Avance
(9,4 Tesla) équipé d’une sonde de 5 mm et dans des solvants deutérés. Les spectres RMN-'H ont
¢été enregistrés avec les parameétres suivants : angle d’impulsion 30°, délai de relaxation 1s, temps
d’acquisition = 2,6 s correspondant a une acquisition de 32 K. Le nombre d’accumulations est

compris entre 16 et 32 pour chaque enregistrement. Le temps nécessaire a 1’enregistrement des
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spectres est 2 min environ. Les cartes RMN-2D (HSQC, HMBC, NOESY et COSY H-H) ont

¢été enregistrées par des séquences d’impulsion définies par les programmes Bruker (Top spin).

2.4.4. Evaluation de ’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion de disque

Les souches bactériennes a tester sont Escherichia coli ATCC 8739 Gram®, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 Gram®), Enterococcus faecium ATCC 19434 Gram®”, Streptocoque
B (Streptococcus agalactiae) Gram®, Staphylococus aureus ATCC 6538 Gram” et Candida
albicans ATTCC 10231. Elles sont reprises dans un milieu nutritif agar non inhibiteur afin
d’obtenir des colonies isolées. Apres incubation a 37°C pendant une nuit, 4 a 5 colonies bien
isolées sont transférées dans une solution saline. La suspension bactérienne est ajustée en
comparaison a un standard Mc Farland 0,5 (~10° UFC/ml). Aprés I’ajustement, un
écouvillonnage est réalisé et la surface bactérienne est séchée pendant au moins 30 min a lair
libre. Des disques de papier Wattman sont placés sur le tapis bactérien a I’aide d’une pince
stérile en appliquant une 1égére pression sur 1’agar, puis des prises de 15 puL des extraits a étudier
sont déposées sur les disques. Le controle positif utilisé est un agent antimicrobien standard qui
est I’ampicilline pour toutes les souches Gram' et Gram® et la nystatine pour C. albicans.
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 h. Les résultats sont exprimés en mm (diametre

d’inhibition inclue le diamétre de disque).
3. Protocole expérimental d’analyse des acides gras
3.1. Préparations des fractions lipidiques et des esters méthyliques des acides gras

3.1.1. Préparation des fractions lipidiques

Aristolochia longa (A) et Bryonia dioica (B) ont été récoltés au mois de mars (2012)
L'extrait organique riche en lipides résulte de 1'épuisement par 1'hexane d'un broyat de plantes,
racines (R) et parties aériennes dépourvues de fruits (F), séchées a l'air libre, a l'abri de la
lumiére et a température ambiante. Apres filtration et évaporation du solvant sous vide a 40°C,
I’extrait récupéré est séché sous flux d’azote a température ambiante. Les échantillons obtenus
sont indexés AR, AF, BR et BF et conservés a -20 °C pour des analyses chimiques et

biologiques ultérieures.

3.1.2. Préparation des esters méthyliques des acides gras

Les esters méthyliques des acides gras sont préparés selon la méthode standard AOAC3. La

méthode consiste a soumettre 1’extrait lipidique obtenu précédemment a 1’action de 1’hydroxyde
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de potassium méthanolique (0,5 M), sous reflux a 70°C pendant 10 min. Apres refroidissement,
une solution de BF3 (10%) dans le méthanol a été ajoutée et le mélange a été remis de nouveau
sous reflux pendant 5 min. Les esters méthyliques des acides gras libérés sont ainsi récupérés par

I’hexane et enfin séchés avec Na,SO4 avant d’étre analysés par GC-FID et GC-EI-MS.
3.2. Meéthodes d’analyses chimiques et biologiques

3.2.1. Analyses GC-FID

Les analyses GC-FID ont été effectuées en utilisant un chromatographe en phase gazeuse de

type "Agilent 6890". Les conditions opératoires sont :
o Colonnes capillaires : HP-Innowax; 60 m x 0,32 mm (id), épaisseur du film 0,5 pm ;
o Gaz vecteur : Hélium : débit de 1,3 mL min™';
o Température de I’injecteur et du détecteur : 250°C ;

o Programmation du four : 60°C pendant 2 min, monté de 2°C/min jusqu’a 250°C puis un

palier 20 min ;
o Volume d’injection : 1 pL injecté en mode split (25 :1).

La quantification a été acquise par la détermination des aires relatives obtenues par rapport a

l'aire totale du chromatogramme a l'aide du logiciel "Chemstation Agilent Instrument".

3.2.2. Analyses GC-MS

Les analyses GC-EI-MS ont été effectuées en utilisant un chromatographe gaz (HP-6890),
couplé a un spectrometre de masse (HP-59-75, Agilent). Les conditions opératoires de la
séparation chromatographique sont identiques a celles de la méthode précédente. Les spectres de
masse ont été réalisés par impact €électronique a 70 eV, la température de la source d’ionisation et
celle de I’analyseur, type quadripdle, sont maintenues a 230°C et a 150°C respectivement.
L’acquisition des spectres a ¢té réalisée entre 35 - 550 Da. L'identification des acides gras a été

réalisée par comparaison de leurs spectres de masse avec ceux de la base des données NIST?2,
3.3. Evaluation de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des fractions lipidiques est évaluée par deux méthodes sur six

souches Escherichia coli ATCC 8739 Gram® et Salmonella typhimurium ATCC 14028 Gram®,
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Enterococcus faecium ATCC 19434 Gram™), Streptocoque B (Streptococcus agalactiae) Gram™
et Staphylococus aureus ATCC 6538 Gram™. Ces deux méthodes sont la méthode de diffusion
de disque précédemment décrite dans le paragraphe 2.4.4 de ce chapitre, et la méthode de micro
dilution de plaques (NCCLS 2001)* La méthode de micro dilution consiste a faire une série de
dilution de I’extrait dans une gamme de concentration dans lequel une suspension bactérienne est
inoculée. Le but est de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la

concentration minimale bactéricide (CMB).

3.3.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Par définition la CMI correspond a la plus faible concentration d’un antibiotique ou d’un
extrait naturel capable d’empécher le développement d’un microorganisme particulier. La
technique consiste a distribuer dans les cupules d’une plaque, dans un volume constant (100 pL),
des concentrations décroissantes en extrait et d’antibiotique parallélement. Puis, on ajoute dans
chacune des cupules dans un méme volume (5 pL) une culture de bactérie (105 UFC/ml et 95 pL
bouillon Mueller Hinton). Aprés agitation, I’ensemble des plaques inoculées est incubé a la
température optimale de la croissance du germe (37°C) pendant 24 h. Aprés incubation, 10 pL
de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-tetrazolium bromure (MTT) de concentration
5 mg/mL sont ajoutés dans chaque cupule (Figure IV. 1).

Le MTT donne a I’état oxydé une couleur jaune en solution. En présence de 1’enzyme
succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes, le MTT se réduit en
MTT-Formazan, ainsi la réaction de réduction confére a la solution une coloration bleue. Par
conséquent, I’observation de la gamme de concentration permet d’accéder a la CMI de I’extrait
qui est la premiere cupule dépourvue de croissance bactérienne, est repérée par le virage de la

coloration jaune en bleu de Formazan, (Figure IV. 2).
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Figure IV. 1 : Réaction chimique de réduction de MTT en MTT-Formazan.
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Escherichia Coli Staphylococcus aureus

Figure IV. 2 : Exemples de plaques de la méthode de micro dilution de plaques.

3.3.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB correspond a la plus faible concentration d'antibiotique ne laissant subsister au
maximum que 0,01% de survie de I'inoculum initial apreés 24 h de culture a 37°C. Le test de la
CMB succede directement au test de la CMI, et la méme gamme de concentration est utilisée

pour déterminer la CMB des extraits a tester.

La méthode consiste a faire des prélévements de 100 pL des cultures n’ayant pas donné de
développement bactérien (résultat du test de la CMI) sur gélose nutritive neuve. Puis, les géloses
ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24 a 48 h. Apres incubation, la CMB est considérée
comme étant la concentration minimale en extrait pour laquelle aucun développement bactérien

n’est observé.
4. Protocole expérimental d’isolement d’une molécule notée X3
4.1. Préparation d’extrait végétal

Apres extraction de I'huile essentielle des parties aériennes d’A. longa, le décocté obtenu a
été traité par des solvants de polarité croissante (hexane, chloroforme, acétate d’éthyle), le résidu
aqueux a ¢été lyophilisé. Apres évaporation du solvant des quantités (30 mg; 100 mg et 3 g)
d’extrait brut ont été récupérés. Seule la fraction d’acétate d’éthyle sera ensuite analysée par
chromatographie en phase liquide a haute performance, puis fractionnée par chromatographie

d’extraction en phase solide (SPE) sur cartouches de silice C18.
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4.1.1. Conditions opératoires de la chromatographie d’extraction en phase solide

Les colonnes prétes a I’emploi sont de type Oasis® Waters, elles sont garnies de silice
greffée C18. Ces cartouches, associées a une unité de filtration sous vide contr6lé, autorisent un
réglage de débit précis a 1’aide d’une molette et d’un manomeétre. L’extrait a fractionner est

adsorbé sur une quantité de silice C18.

Avant de charger la cartouche, il est indispensable de la conditionner en mouillant la phase
stationnaire par 1’eau acidulée (50 mL, 1% H3POs), puis par le méthanol (50 mL) et ensuite par
I’eau acidulée (100 mL). Les systémes d’élution utilisés sont des mélanges binaires

(H20 / MeOH) dans des proportions variables au cours de I’¢lution.

4.1.2. Conditions opératoires de la chromatographie liquide

La méthode suivante est appliquée pour controler la pureté des fractions issues de I’étape de
fractionnement par SPE. Les analyses HPLC-DAD ont été effectuées a l'aide d'une chaine
HPLC Agilent munie d’une pompe binaire G1312B, d’un four G1316B et d’un détecteur
UV-Visible a barrettes de diodes (DAD) G13515C pilotés par le logiciel Chemstation for LC
Rev. B. 03. 01.

Les analyses ont été réalisées en chromatographie de partage a polarité de phases inversés
avec une colonne de type XDB CI18 (1,8 um ; 4,6 x 100 mm). Les solvants utilisés sont de
qualit¢ HPLC et le débit est fix¢é a 1 mL/min. Le volume inject¢ a été fix¢é a 5 pL. La

concentration de I’échantillon d’extrait brut est de 2 mg/mL.

Pour toutes les analyses, la phase mobile est constituée d’un mélange MeOH / H>O, les
analyses sont effectuées en gradient MeOH / H,O comme suit : 0-2 min (5% MeOH), 10 min
(30% MeOH), 12 min (58% MeOH), 20 min (100% MeOH) et 22 min retour aux conditions
initiales. Ainsi, ces étapes de fractionnement et de purification conduisent a isoler un composé
pratiquement pur noté X3 lorsque le mélange d’¢élution binaire MeOH / H>O a la

proportion (60 / 40).
4.2. Conditions opératoires des techniques d’identification structurale

4.2.1. Spectroscopie IR

Le spectre IR du composé X3 a été enregistré a 1’aide d’un spectromeétre FTIR Nexus 470
(Sté Thermoscientific) en mode Réflexion Totale Atténuée (ATR) sur cristal de Germanium,

formant une pointe mise en contact avec I’échantillon, dans la gamme spectrale 4000-680 cm’!,
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128 scans, résolution de 4 cm™. Avant chaque série d’analyse, un spectre de référence (pour la

ligne de base) a ét¢ enregistré en laissant la pointe du cristal a 1’air.

4.2.2. Spectrométrie de masse ESI-QTOF

La détermination de la formule brute du composé X3 par spectrométrie de masse
ESI-QTOF a été réalisée en mode d’injection directe dans les conditions suivantes : ionisation
de [D’échantillon par ¢lectro nébulisation (ESI) en mode positive (pression: 0,6 bar;
température : 180°C ; débit du gaz de séchage : 4 L/min, voltage : 4500 et -500 V) et en mode
négatif (pression : 0,4 bar ; température : 200°C ; débit du gaz de séchage : 4L/min ; voltage :
4500 et -500 V). L’acquisition des spectres a été réalisée entre 50 et 1500 Da.

4.2.3. Spectroscopie RMN

Les spectres RMN du composé¢ X3 ont été¢ enregistrés dans les mémes conditions que les

composés X1 et X2 (paragraphe IV. 2. 4. 3)
5. Condition opératoire du plan de criblage et de ’activité antioxydante
5.1. Condition opératoire du criblage préliminaire

Pour examiner la transparence des solutions de DPPH de concentration 50 et 190uM en
fonction du tampon des expériences préliminaires ont été effectuées. On prépare tout d’abord, les
solutions tampons carbonate (HCO 3 / CO3? (pKa = 10.25); CO2.H20 / HCO 3 (pk. = 6.35)),
phosphate (HPO4* / PO+ (pKa = 12.32); H2PO4 / HPO4* (pK. = 7.21)), acétate
(CH:COOH / CH3COO (pKa = 4.75)) et citrate (CéHsO7 / CeH7O0 (pKa = 2.94);
CsHsO7* / CeH507% (pKa = 5.82)) de valeur de pH (3 ; 6 et 10) et de concentration tampon (0,1 ;
0,05 M). Ensuite, on prépare pour chaque valeur du niveau de concentration du radical DPPH
deux séries de tubes a essai contenant chacun 1 mL de solution du radical DPPH préparé in situ
dans le méthanol et 1’éthanol, dans des fioles brunes de 10 mL. Enfin, on ajoute dans chaque

tube 500 pL de chaque solution tampon, sous agitation.
5.2. Analyse par UV-Visible

La qualification opérationnelle du spectrophotometre UV-visible de type cary 60 Agilent est
indispensable avant chaque manipulation, pour vérifier sa fiabilité. Les parametres a vérifier
sont : I’exactitude et la reproductibilité de la longueur d’onde, recherche du bruit de fond et la
vérification de la ligne de base. Les spectres de chaque expérience dans le domaine visible de

400 a 700 nm ont été enregistrés avec une vitesse d’acquisition 300 nm min™.
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5.3. Activité antioxydante

Une ¢étude cinétique de la réaction de réduction du radical DPPH a été menée aux
combinaisons optimales du plan du criblage et les parameétres de calcul de I’activité antioxydante
pour chaque extrait de I’Equation IIL. 9 (Pourcentage d’inhibition, ECs,, le temps d’équilibre
tgc,, et Defficacité anti radicalaire EA). Les antioxydants testés sont : acide ferulique, BRB
(extrait de butanol obtenu par Soxhlet des racines de B. dioica) et ARD (décocté obtenu apres

extraction d’huile essentielle des parties aériennes d’A. longa).

Tous les essais ont été effectués en triple. Pour ce faire, chaque antioxydant a été testé a
différentes concentrations dans un volume total du milieu réactionnel égal a ImL. L’inhibition
du radical libre en milieu non tamponné a été également analysée dans la méme gamme de
concentration d’antioxydant et aussi au milieu tamponné dont le but de procéder a une

comparaison.
6. Conclusion

Nos protocoles expérimentaux comprennent divers moyens techniques de pointe pour
I’analyse, I’identification et la quantification de substances chimiques. Les analyses chimiques et
antimicrobiennes des huiles essentielles et des acides gras sont des essais quotidiens aux services
d’analyses de nos laboratoires et ils sont réalisés par des chimistes et des biologistes

expérimentgs.

En outre, I’activité antioxydante a été évaluée a 1’aide d’une application du plan du criblage
de type Plackett-Burman. L’interprétation des résultats de diverses techniques analytiques

constitue 1’étape la plus délicate pour le chimiste dans une étude phytochimique.
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Chapitre V : Composition chimique et activité antimicrobienne

des huiles essentielles et des acides gras

1. Introduction

A notre connaissance, aucune investigation phytochimique et (ou) antimicrobienne n’a été
réalisée sur I’espece A. longa (A) et B. Dioica (B) en Tunisie. Dans le but de mettre en évidence
une homogénéité ou une éventuelle variabilité chimique et biologique d’huile essentielle
d’A. longa et des acides gras de différents organes (racines (R) et parties aériennes (F)) des deux
especes les analyses : GC-MS, GC-FID, méthode de disque et méthode du micro dilution ont

été effectuées.
2. La composition chimique de I’huile essentielle des racines d’A4. longa

L’analyse de I’huile essentielle des racines d’A4. longa a permis d’identifier en total 103
composés (Tableau V. 1). L’échantillon collecté au mois d’avril (2013) constitue 1’assemblage
moléculaire le plus complexe avec 51 composés en comparaison avec les autres échantillons
collectés au mois de septembre 2011 (35 composés), aout 2009 (37 composés) et mars 2012
(35 composés). Cette diversit¢é moléculaire est répartie essentiellement en sesquiterpenes
oxygénés (50,2 — 81,1%) suivis de monoterpenes oxygénés (5,9 — 28,0%), sesquiterpenes
hydrocarbonés (0,7 — 18,4%) et monoterpeénes hydrocarbonés (0,0 — 0,8%). La prédominance des
composés oxygeénés (mono et sesquiterpenes) pourrait étre attribuée a 1’exposition prolongée de
la plante aux rayons solaires aux mois d’aout 2009 et septembre 2011 et également aux
températures élevées'?. Les huiles essentielles investiguées sont caractérisées par la présence

majoritaire du maaliol, a I’exception de 1’échantillon R09.

En revanche, 1’aromadendrene et ses dérivés oxygénés, aromadendrene oxyde-2 et
allo-aromadendrene-oxyde-1, sont trouvés en faible concentration : il a ainsi été prouvé que ces
derniers contribuent a la biosynthése du maaliol’. De plus, on note également une variabilité
régulicre des autres composés, a I’exception du paciforgiol, tau-muurolol et
varamol. En dépit de la conservation de la localit¢ de la récolte, on constate que I’huile
essentielle d’4. longa n’est pas une huile chémotypée, ceci est attribué a la variabilité
quantitative en composés majoritaires : maaliol (23,3 ; 31,8%)/ eremophilone (13,7 ; 8,4%) au

mois de septembre (2011) et mars (2012) respectivement, le second est un mélange de maaliol
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(22,7 %)/ paciforgiol (7,4%) au mois d’avril (2013), et le troisieme est un binaire
d’aromadendrene oxyde-2 (14,0 %)/ varamol (11,0 %) au mois d’aout (2009).

Tableau V. 1 : Composition chimique des huiles essentielles obtenues des racines

d’A. longa.
R09 R11 R12 R13
N°e KI* KIP® Nom des composés %
1 760 1094 2-hexanone 1,6 - - -
2 822 1246  E-2-hexanal - 0,1 - -
3 835 1397  Z-3-hexanol 0,1 - - -
4 843 1415 Z-2-hexanol 0,1 - - -
5 902 900  Nonane 0,1 - - -
6 926 1166 Propyl-2-valerate - 6,3 - -
7 929 1139  3,5-dimethylene-1, 4,4,4 trimethyl cyclopentene - - 0,1 -
8 934 1150 Butyl isobutyrate - 8,0 - -
9 946 1147 Verbenene - 0,8 - -
10 1009 1640 Phenyl actaldehyde 0,5 - - -
11 1013 1288 p-Cymene 0,3 - - -
12 1022 1226 1,8-cineole 1,2 0,3 0,5 0,2
13 1335 1626 Styrene oxide - 0,3 - -
14 1042 1370 Artemisia ketone 2,0 0,6 - -
15 1082 1936 Phenyl ethyl alcohol 1,5 - - -
16 1083 1560 Linalool - 1,0 - -
17 1087 1467 o-Thujone - 0,3 - -
18 1102 1505 Chrysanthenone(1) - - - 0,2
19 1105 1509 a-Campholene aldehyde - 0,2 0,4 -
20 1122 1555 Camphor 2,2 - 1,8 1,0
21 1124 1680 E-Pinocarveol 1,4 0,7 1,7 -
22 1124 1673 Z-Verbenol 1,1 - - -
23 1128 1699 E-Verbenol 2,2 0,9 - 1,8
24 1130 1680 o-Phellandrene-8-ol (p-mentha-1,5-dien-8-ol) - - 0,3 -
25 1131 - Z-Ocimenol - 0,3 - -
26 1139 1601 Pinocarvone - - 0,2 -
27 1145 1693 §-Terpineol - 0,9 - -
28 1159 1701 E- 2-caren-4-ol - 0,3 - -
29 1159 1719 E-isocitral 0,5 0,4 0,3 -
30 1159 1874 p-Cymen-8-ol 0,7 0,3 0,7 -
31 1162 1622 Terpinen-4-ol 2,7 1,2 4,1 -
32 1169 1824 Z-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol - - 0,3 -
33 1172 1718 a-Terpineol 1,5 0,6 - -
34 1178 1739 Dihydro-carveol - 0,3 - -
35 1179 1821 Myrtenol - - 0,5 -
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Tableau V. 1 (suite) :

R09 R11 R12 R13

N° KI* KIP Nom des composés v,

36 1180 1750 Verbenone 2,1 - 1,8 0,9
37 1185 - 2,3-dihydro-benzofuran 7,8 5,6 - -
38 1197 1852 E-Carveol - 0,5 0,9 0,5
39 1215 1767 Carvone - - - 0,1
40 1270 1611 Bornyl acetate - 1,2 0,7 0,3
41 1274 1730 Methyl myrtenate 2,5 - 1,0 0,8
42 1282 2205 Varamol 11,0 8,0 2.8 04
43 1310 - * - 1,0 - -
44 1337 1489 &-Elemene - - - 0,2
45 1353 1489 o-Longipinene - - - 0,4
46 1370 1512 Cyclosativene - - - 0,3
47 1381 1505 B-Patchoulene - - - 0,3
48 1381 1544 Paciforgia-1(9),10-diene - - - 1,3
49 1389 1613 B-Elemene 4,7 - 0,3 3,9
50 1409 1560 o-Gurjunene - - - 0,1
51 1420 1629 E-B-Caryophylléne - 4,4 - 0,1
52 1434 1618 «a-Guaiene - - 0,3 3,3
53 1440 1636 Aromadendrene - - - 0,1
54 1451 1656 Cadina-3,5-diene - 0,4 - -
55 1451 1656 Valerena 4,7(11)-diéne - - - 3,5
56 1458 1687 Allo-aromadendrene - - - 1,3
57 1460 1995 (-)-Dehydroaromadendrene - - - 0,6
58 1463 1947 trans-B-lonone - - - 0,3
59 1468 1712 4,5- di-epi-Aristolochene - - - 0,1
60 1475 1783 Helmintogermacrene - - - 0,7
61 1478 1743  Germacrene D - - - 0,0
62 1484 1735 Eremophilene - 0,2 - -
63 1486 1726 10-epi-Zonarene - - - 0,2
64 1488 1743 Bicyclosesquiphellandrene - 1,5 - -
65 1488 1746 Valencene 1,5 - - -
66 1489 1765 7-BH, B,10 a- selina,4(14),11-diene - - - 0,4
67 1493 1973 E- o -Irone 0,6 - - -
68 1501 1750 pB-Bisabolene - - - 0,2
69 1506 2432  2,5-dimethy methyl benzoate - - - 3,6
70 1508 2023 E-y-Irone - 0,2 - -
71 1519 1746 Zonarene - - - 0,3
72 1530 1808 y-Selinene - - - 0,9
73 1534 1987 Paciforgiol - 3,2 4,2 7,4
74 1535 2106 a-Elemol 3,1 - - -
75 1550 2024 Epi-Globulol 10,0 - - -
76 1551 1924 Calarene oxyde - - - 4,9
77 1559 2037 Maaliol 1,2 23,3 31,8 22,7
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Tableau V. 1 (suite) :

N° KI* KIP Nom des composés R09 R11 % R12 RI3
78 1565 2156 Spathulenol - 0,7 3,9 6,0
79 1571 2023 Caryophyllene-oxyde - 4,6 0,9 -
80 1573 1980 Aristolene-oxyde - - 0,9 1,5
81 1576 2105 Globulol - - 0,8 1,0
82 1588 2020 B-Funebrene epoxyde 4,4 - - -
83 1589 2167 Cedrol - - 0,5 -
84 1594 2172 Widdrol 0,9 - - -
85 1600 2015 Aromadendrene oxyde-2 14,0 - - -
86 1601 2044 Z-B-Curcumen-12-ol - - 0,6 -
87 1611 2284 B-Atlantol 5,7 3.4 1,9 7,3
88 1621 2037 Allo-aromadendrene-oxyde-1 - - 3,2 1,1
89 1622 2257 Isospathulenol 1,8 1,3 - 2,0
90 1629 2200 T-Cadinol - - 2,1 1,4
91 1929 2220 Agarospirol 1,6 - - -
92 1640 2265 Tau-Muurolol 1,5 2,9 5,0 53
93 1655 2405 Caryophyllene-14 hydroxy-9-epi - 1,7 - 2.9
94 1665 2208 Bisabolone-oxyde A - - 2,9 -
95 1670 2395 Eudesma,4(15),7-dien,1-B-ol - - - 1,3
96 1710 - B-Elemene dioxyde-1 2,2 2,1 3,6 3,2
97 1717 - B-Elemene dioxyde-2 - - 0,7 0,9
98 1718 - Eremophilone - 8,4 13,7 -
99 1725 2352 a-Sinensal - - - 0,4
100 1738 2422 Cyclocolorenone 3,6 - - -
101 1744 2431 14-oxy-o-muurolene - - - 1,3
102 1746 2591 B-Costol 0,4 - - -
103 1813 2582 o-Vetivone - 1,4 4,6 1,0
Total 99,9%  99,9%  99,9%  99,9%
Groupes chimiques (%)
Monoterpénes hydrocarbonés 0,3 0,8 0,1 -
Monoterpenes oxygénés 28,0 16,0 15,3 5,9
Sesquiterpenes hydrocarbonés 6,2 6,5 0,7 18,4
Sesquiterpénes oxygénés 50,2 52,7 81,1 75,1
Autres groupes
Composés a 13 et 14 carbones 0,6 0,2 0,3
Alcanes 0,1 - - -
Alcool 12,6 8,0 2,8 0,4
Aldéhydes 0,5 0,1 - -
Esters - 14,4 - -
Ethers - 0,3 - -
Cétones 1,6 - - -

** Abondances relatives a chaque m/z du composé inconnu : 43,10 (95); 77,10 (45);
92,10 (92); 93,10 (77); 105 (49); 119,1 (100); 134,1 (60); KI*, KI°: Indices de Kovats des séries de n-alcanes
C5-C30 sur colonne HP-1 et HP-Innowax ; R09, R11, R12, et R13 : échantillons collectés en aout 2009, septembre
2011, mars 2012, et avril 2013, respectivement. L’ordre d’élution est donné sur la colonne HP-1 (apolaire).
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La différence de composition constatée sur les huiles essentielles investiguées est

vraisemblablement a mettre en rapport avec des facteurs abiotiques essentiellement le climat

spécifique a chaque saison, qui est accompagné par une synthése préférentielle aux composés

oxygénés. Ces différentes combinaisons sont observées pour la premiére fois dans la famille des

aristolochiacées. (Tableau V. 2).

Tableau V. 2 : Différentes combinaisons en composés majoritaires de I’huile essentielle
dans le genre Aristolochia.

Espéces Localités D?te de Organe dela Composés majoritaires
récolte plante
Araraquara, o . O-Cymene (38,6%)
A.arcuata* . Février 2004 Racines
Brazil B-Gurjunene (15,8%)
Argentilactone (89,1%)
Feuilles
Argentilactone (57,5%)
Agronomia, p-Carophyllene (7,3%)
A.argentina Gris® , Avril 2001 Tiges
Argentina Argentilactone (66,1%)
Ishwarane (2,5%)
Racines
Argentilactone (88,7 %
P B-Pinene( 20,6 %
A.brevipes Benth® J;\c/llullpan, Racines
CX1€0 Camphor (18,5%)
Camphor (10,3%)
A.chamissonis’ Brazil Février 2004 Racines B-Cyclocitral (10,3%)
8,14-Cedranediol (14,5%)
Descalvado, E-Nerolidol (49,6%)
Février 2004 Racines
Argentina Aromadendrene oxide-2 10,6%)
Isocaryophyllene (16,2%)
Feuilles
B-Carophyllene (16,9%)
Octobre 1993 E-Nerolidol (35,1%)
A. elegans’ Racines Cubenol (3,8 %)
Buenos a-Copaene ( 3,8 %)
Aires,
Argentina . Bicyclogermacrene 32,4%)
Feuilles
B-Carophyllene 27,8%)
Juillet 1994
E-Nerolidol (79,5%)
Tiges

B-Carophyllene (3,5%)
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Tableau V. 1 (suite) :

Espéces Localités Date de récolte Organe dela Composés majoritaires
plante
. Viridiflorene (42,2%)
A.esperanzae’ Ituluta.]’i’ & Février 2004 Racines
Brazi a-Aromadendrene (31,5%)
Camphene (32,4%)
Février 2004 Racines
Descalvado, Isobornyl acetate (23,8%)
A.galeatd’ ) -
Argentina Bicyclogermacrene (42,2%)
Mais 1994 Feuilles .
Aristolactone (7,7%)
Bicyclogermacrene (38,1%)
Juin 1994 Feuilles
Aristolactone (9,9%)
Bicyclogermacrene (7,6%)
B Juillet 1994 Tiges .
A.gibertii uenos Limonene (53,3%)
5 Aires,
Hoo . Bicyclogermacrene (16,5%)
Argentina Juillet 1996 Tiges
Limonene (38,5%)
Bicyclogermacrene (10,7%)
Juin 1997 Tiges '
Limonene (56,8%)
B-Linalool (16,6%)
A.gigantea’ Araraquara, Février 2004 Racines
Brazil a-Phellandrene (60,9%)

En outre, le profil chimique d’une huile essentielle renseigne implicitement sur la
stéréochimie de cet extrait naturel. Il a ainsi été prouvé que les propriétés biologiques peuvent
étre tres différentes d’un isomere a 1’autre, plus particuliérement d’un énantiomére a 1’autre.
Dans cette optique, les études biologiques et toxicologiques d’un tel extrait naturel sont devenues

une exigence d’assurance qualité pour la mise sur marché des produits naturels.

Il existe trés peu de données dans la littérature concernant la composition chimique de
I’huile essentielle d’A. longa, De Pascual Teresa et al. (1983)® ont identifié uniquement trois
composés (calarene, maaliol et aristolen-2-one) de I’huile essentielle des racines d’origine
Espagnole. Ainsi, la méthode d’extraction, les techniques d’analyse utilisées et la diversité

moléculaire constatée conférent a la présente étude une certaine originalité.
3. La composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes d’A4. longa

L’analyse du profil chimique de 1’huile essentielle obtenue des parties aériennes d’A4. longa

a permis d’identifier en total 70 composés (Tableau V. 3).
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Tableau V. 3 : Composition chimique des huiles essentielles extraites des parties aériennes

d’A. longa.
N°e KI* KI?® Nom des composés AF 12 AF 13
1 932 1035 o-Pinene 0,5 0,2
2 945 1083 Camphene 0,2 0,1
3 979 1213 2,3-dehydro-1,8-cineole 0,4 0,2
4 1009 1640  Phenyl actaldehyde 0,8 0,7
5 1011 1288  m-Cymene - 0,4
6 1013 1288  p-Cymene 0,4 -
7 1022 1226 1,8-cineole 0,6 0,6
8 1036 1269  E-B-Ocimene - 0,2
9 1072 1489  E-Linalool oxyde - 0,1
10 1082 1308  Terpinolene - 0,6
11 1083 1560  Linalool 1,3 1,3
12 1099 - Myrcenol - 0,1
13 1100 1475  B-Thujone 0,2 -
14 1105 1509  a-Campholene aldehyde 0,3 -
15 1105 1646 Z-p-2,8-menthadiene-1-ol - 0,5
16 1108 1576  Z-p-menth-2-en-1-o0l 0,3 0,2
17 1116 1693 E-p-2,8-menthadiene-1-ol - 0,1
18 1122 1555  Camphor 0,4 0,3
19 1124 1680 E-pino-Carveol 1,3 1,5
20 1124 1717 E-Sabinol 1,1
21 1128 1699  E-Verbenol 1,7 2,2
22 1139 1601 pino-Carvone 43 5,8
23 1139 1701 Z-Isocitral - 0,1
24 1153 1666 Nonanol - 0,2
25 1155 1698 Cryptone - 0,3
26 1159 1701 E-2-carene-4-ol 1,0 0,5
27 1159 1719 E-Isocitral - 0,3
28 1159 1874  p-Cymene-8-ol - 0,4
29 1162 1622 Terpinene-4-ol 52 6,0
30 1169 1824  E-p-mentha-1(7),8-diene-2-ol 0,6 -
31 1170 1666  Myrtenal - 0,5
32 1172 1718  o-terpineol 1,1 0,7
33 1179 1821  Myrtenol 0,6 0,7
34 1180 1750  Verbenone - 1,4
35 1185 - 2,3-dihydro-benzofurane 2.2 1,6
36 1188 - X1 29,0 17,7
37 1206 1878  Z-Carveol - 0,4
38 1215 1767  Carvone - 0,4
39 1270 1611 Bornyl acetate 4,0 6,2
40 1282 2205  Varamol 3,2 2,2
41 1310 - X2 15,0 25,6
42 1353 1489 o —Longipinene - 0,8
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Tableau V. 3 (suite) :

N° KI? Ki®?  Nom des composés AF 12 AF 13
43 1372 1492 Isoledene - 0,1
44 1377 1515 a-Copaene - 0,1
45 1406 1601 Isocaryophyllene 4,2 6,2
46 1420 1629 E-B-Caryophyllene 3,0 1,5
47 1428 1875 Neryl acetone - 0.3
48 1434 1618 a-Guaiene - 0.3
49 1451 1656 Valerena 4,7(11)-diene 0.4 -
50 1452 1708 o —Humulene 0.6 0.9
51 1464 1947 B —Ionone 0,4 -
52 1475 1710 o —Amorphene - 0,1
53 1478 1743 Germacrene D - 0,7
54 1484 - Dihydroactinidiolide 4.5 0,2
55 1505 1772 Sesquicineole 0,2 -
56 1508 2023 E-y —Irone - 0,9
57 1516 1783 6-Cadinene - 1,5
58 1519 1746 Zonarene 0,5 -
59 1533 1797 E-o-Bisabolene - 0,3
60 1534 1987 Paciforgiol 0,5 -
61 1540 1917 a-Funebrene-epoxyde 4,0 -
62 1559 2037 Maaliol 2,0 -
63 1565 2156 Spathulenol 1,5 1,7
64 1569 2016 Epoxy-isocaryophyllene 0,6 -
65 1571 2023 Caryophyllene-oxyde 1,3 1,9
66 1597 2082 Epoxyde-humulene 0,5 -
67 1622 2257 Isospathulenol - 0,5
68 1623 - Aristolene-epoxyde 0,4 -
69 1628 2217 a-Cadinol 0,4 0,5
70 1655 2405 Caryophyllene-14-hydroxy-9-epi 0,3 -
Total 99,9%  99,9%
Groupes chimiques Y%
Monoterpénes hydrocarbonés 1,1 1,5
Monoterpénes oxygénés 50,5 44,7
Sesquiterpénes oxygénés 8,7 12,5
Sesquiterpenes hydrocarbonés 4,1 1,76
Autres groupes
Alcool 32 2.4
Aldéhydes 0.8 0,7
Esters 23,5 32,0
Cétones 0,4 1,5

KI?, KI°: Indices de Kovats des séries de n-alcanes C5-C30 sur colonne HP-1 et HP-Innowax ; AF12, et AF13:
échantillons collectés en mars 2012, et avril 2013, respectivement. L’ordre d’¢lution est donné sur la colonne HP-1.
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Chap. V : Composition chimique et activité antimicrobienne des huiles essentielles et acides gras

Dans les huiles essentielles extraites des parties aériennes d’A4. longa, nous avons identifié
37 molécules supplémentaires par rapport a celles déja mises en évidence dans I’huile essentielle
des racines. Parmi les composés discriminants on cite : isocaryophyllene (4,0%), a-humulene
(0,6 — 0,9%), a-cadinol (0,4 — 0,5), Z-carveol (0,4%), dihydroactinidiolide (4,5 — 0,2%). Il est a
noter que X1 (29,0 ; 17,7%) et X2 (15,0 ; 25,6%), deux composés d’indices de Kovats,
respectivement, 1188/1310 sur une colonne HP-1 dont les spectres de masse n’ont pu étre
identifiés dans les bibliothéques des spectres de masse de référence, sont majoritaires et
identifiés comme étant des monoterpénes oxygénés et son ester. L’identification de ces deux

molécules sera détaillée dans la partie 3.1 de ce chapitre.
3.1. Identification des composés X1 et X2 par RMN et spectrométrie de masse

3.1.1. Etude des spectres de masse de X1 et X2

La lecture des spectres de masse en mode impact électronique (IE) révele une ressemblance
structurale entre les deux composés X1 et X2, en plus des pics moléculaires M** a m/z égal a
194 (X2) et 152 (X1), (Figure V. 1 et 2). Apres comparaison du spectre de masse de 1’alcool
acylé avec celui de X2, on trouve une similitude structurale d’ou la validité de 1’hypothése
postulée précédemment. Les formules brutes relatives a X1 et X2 sont respectivement C10H160

et C12H15052.

X1 : C10H160 (ROH)

18000
16000
14000

12000

Figure V. 1 : Spectres de masse du composé X1 obtenu par GC-MS en mode IE.
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Figure V. 2 : Spectres de masse du compos¢ X2 obtenu par GC-MS en mode IE.

3.1.2. Etude par spectroscopiec RMN de X2 (Ci2H1305)

Le dénombrement des signaux observés sur le spectre RMN-13C (Figure V. 3) avec
découplage total du proton a permis de noter I’existence de 12 atomes de carbones. On remarque
la présence de plusieurs signaux de faibles intensités qui doivent correspondre aux signaux des
solvants utilisés pour I’extraction lors de 1’étape de purification et qui n’ont pas pu étre
totalement évaporés.

La superposition du spectre RMN-13C en découplage total de proton avec celui RMN-13C
en mode DEPT-135° (Figure V. 3), a permis de montrer la disparition de trois signaux et
I’inversion de trois autres, indiquant que la molécule renferme trois types de carbones
quaternaires et trois autres secondaires. En conclusion, I’examen des déplacements chimiques
des différents atomes de carbones nous a permis d’attribuer :

o Deux carbones quaternaires hybridés en sp? qui résonnent respectivement a 171,83 et

143,62 ppm ;

o Un carbone de type CH hybridé en sp? qui résonne & 117,12 ppm ;
o Trois carbones de type CHx hybridés en sp* qui résonnent a 71,05 ; 31,64 et a 30,86 ppm ;

o Un carbone quaternaire hybridé en sp? qui résonne a 41,92 ppm.
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o Deux carbones de types CH hybridés en sp® qui résonnent a 43,20 et a 36,95 ppm.

e Trois carbones de type CHs qui résonnent a 23,06 ; 21,20 ; 16,40 ppm.

! 4 z B & 24 =g o |
; DEPT 135 5 - 5 Ad =i :

' : Ligetm
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Figure V. 3 : Spectres RMN-13C avec découplage total RMN 3C-{H} et en mode
DEPT-135° du composé X2.
En outre, I’analyse préliminaire du spectre RMN-'H (Figure V. 4) a permis de repérer :
o Un multiplet d’intégration 1 a 5,24 ppm attribué a un proton éthylénique ;

o Un doublet dédoublé d’intégration 2 porté par un carbone oxygéné d’un systeme de spin

de type AB qui résonne a 4,21 et 4,28 ppm avec une constante de couplage de 10,96 Hz ;
o Un ensemble de signaux d’intégration 4 dans la zone allant 2,31 a 2,16 ppm ;

e Deux singulets d’intégration trois et quatre chacun a 2,06 et 0,89 ppm ;
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o Un doublet multiplet d’intégration 3 a 1,66 ppm qui pourrait étre attribu¢ a des protons

allyliques en position trans a un proton éthylénique.
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Figure V. 4 : Spectre RMN-'H du composé X2.

Afin d’identifier la structure de I’ester, plusieurs spectres de corrélation en RMN-2D 'H et
(ou) BC ont été effectués. Les expériences HSQC, HMBC 'H-3C donnent accés aux
corrélations "H-13C. En effet, en HSQC, I’étude des corrélations de couplage 'J'n-%c permet de
repérer les différents carbones non quaternaires et les protons qu’ils portent. En particulier, on
repere les protons et les carbones donnant lieu aux taches de corrélation héteronucléaire
confirmant chaque type de carbone portant un ou plusieurs 'H qui constituent les groupements

CH et CH3 ainsi que les protons magnétiquement non équivalents des groupements CHoy,

(Figure V.5 (a et b).

Ces corrélations entre protons et carbones déterminées en HSQC permettent ensuite
d’interpréter les spectres HMBC 'H-13C (Figure V. 6). Avec cette séquence RMN, les carbones
correlent avec les protons portés par les carbones directement voisins, caractérisés par des
constantes de couplage 2Ju-c et 3Ju-c. Pour faciliter ’interprétation de la carte HMBC 'H-13C,
nous nous avons index¢ les taches de corrélation (Ci/ Hj : C; indique le signal ot n > 2 du *C sur

I’axe F1 et Hj indique le proton porté par le carbone voisin sur I’axe F2).
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Figure V. 5 (b) : Carte de corrélation hétéronucléaire MRN-13C en mode HSQC 'H-13C.

ISA-INRAP M.DHOUIOUI




=

Chap. V : Composition chimique et activité antimicrobienne des huiles essentielles et acides gras

"
H -CH,
>4 |
\C’ 4.28 ppm O0ppm \’
-O'i H
421 ppm ‘
. s A ’H' e ' \ ’_,»l‘ ,&1 |
F2/F AL x13 . E
12 =) Cl:_.iH4 — I I
11 = .
10 E ; CoHS™
5.9 e CUH4 OB msg v
- = M4 comd X —a. @ 4CTHI2
2 [ — e e C7/HS = g C6/H12
CSa4 7 coms SHI12 4
3 C5/H10 =
4 C4HI2 .
: &
-8
C3/H10 f
a - | St
C2/HS' C2/HS
A .-
2 s 4
CL/H10 -
: CLH4 CLHI11
T T T [ T — ™ —— '} -
6 5 4 3 2 1 F2 [ppm]

Figure V. 6 : Carte de corrélation hétéronucléaire MRN-13C en mode HMBC.

L’interprétation de 1’ensemble de ces données RMN a permis de déterminer I’enchainement
hydrocarboné complet de la molécule (Figure V. 7).

(¢}

I
H.C—C171,83
31,20 0 16,40

L C

3

Figure V. 7 : Structure identifiée de |’ester.

La structure proposée de 1’ester est confirmée par I’interprétation de différents fragments du
spectre de masse en mode impact €lectronique, en respectant les différentes régles de mécanisme
réactionnel de la spectrométrie de masse, Figure V. 8.
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Figure V. 8 : Mécanisme réactionnel de fragmentation de I’ester déterminé par
spectrométrie de masse en mode impact électronique (R° : réaction).

ISA-INRAP M.DHOUIOUI




1=

Chap. V : Composition chimique et activité antimicrobienne des huiles essentielles et acides gras
La notation M"* signifie qu’il s’agit de la molécule entiére aprés la perte d’un électron en
donnant naissance a un radical cationique dit ion moléculaire (R° V. 1). La réaction de
fragmentation de 1’ion moléculaire peut se faire selon plusieurs voies différentes et

compétitives :

Fragmentation par rupture simple (R° V. 12) ;

Fragmentation par rupture o ou 3 d’un hétéroatome (R° V. 2,3) ;

Fragmentation par rupture simple et formation d’une nouvelle liaison R° V. 7, 8, 11 ;

Fragmentation par réarrangement tel que le réarrangement de type rétro Diels-Alder,
(R® V. 5), réarrangement d’un atome d’hydrogeéne (R°® V. 4, 6) ou d’un groupement alkyle,
(R°V.13,14).

Dans le cas de la rupture simple, le cation radical se dissocie en un radical neutre et un ion
ayant un nombre pair d’¢lectrons. Dans le cas du réarrangement, le radical neutre perdu est une
molécule et le fragment formé reste un cation radical (R° V. 3, 4). On peut reconnaitre les pics
de réarrangement en considérant la valeur de m/z des fragments ioniques et des ions

moléculaires correspondants :

e un clivage simple (sans réarrangement) d’un ion moléculaire de masse paire donne un

fragment ionique de masse impaire ;

o Un clivage par réarrangement d’un ion moléculaire de masse paire donne un fragment

ionique de masse paire.

3.1.3. Etude par spectroscopie RMN de X1 ( C10H160)

Le spectre RMN-13C avec découplage total du proton représente des signaux d’intensité
importante dans la zone du champ fort (20 - 50 ppm) qui pourrait &tre relatif aux résidus des
solvants d’extraction. La superposition de ce spectre avec celui de I’ester précédemment illustré
a permis d’identifier 10 atomes de carbones relatifs a 1’alcool recherché. La superposition du
spectre RMN-13C en découplage total de proton avec celui RMN-3C en mode DEPT-135°
(Figure V. 9), a permis de montrer la disparition de deux signaux et I’inversion de trois autres
indiquant que la molécule renferme trois carbones quaternaires et trois autres secondaires. En
conclusion, I’examen des déplacements chimiques des différents carbones nous a permis

d’attribuer :
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Un carbone quaternaire hybridé en sp? qui résonne respectivement a 144,33 ppm.

Un carbone de type CH hybridé en sp? qui résonne a 117,08 ppm.

Trois carbones de type CHz hybridé en sp® qui résonnent a 69,61 ; 31,78 et 31,02 ppm ;
Un carbone quaternaire hybridé en sp® qui résonne a 43,70 ppm ;

Deux carbones de types CH hybridés en sp? qui résonnent a 42,90 et 36,60 ppm ;

Deux carbones de type CH3 qui résonnent a 23,10 et 15,99 ppm.

RMH F5 B 3 254 E
F5 dams (0011 5 & gTEmE T -3E-08
I I LIV —pa !
180102014 CSPE: H 5\ :
i Hy F2E=18
F1E= 1
-
AE+E
FIE+E
F-3E+08

_H

———T—r— - ——
Hiur 7 : n u
- miﬁa?:' 190 180 0 L@ 15D ?.1“'3 130 lEU} p 1 W B

T4 01

ATTENTICN NE PaS BEFAIRE EFP SIMOH Of PERDRA LES DOMNEES DE F3

L LSRN LU SN TR hm BEEL AR - | ZEELEEE DL NS H d L L A

3 ft {ppm}
! 4EHIT
FIEHIT

F2EHIT

FIE+DT

np W0 199 180 170 160 S0 140 130 1M 110 M0 %0 & W &0 S0 40 W N W 0 0

f1 ippm)

Figure V. 9 : Spectres RMN-13C avec découplage total de proton RMN BC-{'H} et en mode

DEPT-135° du composé X1.

L’analyse préliminaire du spectre RMN-'H enregistré également a 400 MHz dans une

solution CDClI3 (Figure V. 10 ) a permis de repérer :
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o Un multiplet d’intégration 1 a 5,23 ppm attribué a un proton éthylénique ;

e Un doublet dédoublé d’intégration 2 porté par un carbone oxygéné d’un systéme de spin

de type AB qui résonne a 3,75 et 3,80 ppm avec une constante de couplage de 10,99 Hz ;
o Un ensemble de signaux d’intégration 4 dans la zone allant 2.31 2 2.16 ppm ;
o Un singulet d’intégration 3 a 0,91 ppm ;

o Un multiplet d’intégration 3 a 1,66 ppm, qui pourrait tre attribué a des protons allyliques

en positions trans a un proton éthylénique.
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Figure V. 10 : Spectre RMN 'H 4 400 MHz dans CDCl3 du composé X1.

Autre que les expériences des corrélations hétéronucléaires 'H-13C, HSQC (Figure V. 11),
HMBC (Figure V. 12), I’expérience de corrélation homonucléaire COSY H-H (Figure V. 13) a
permis de déterminer essentiellement les corrélations (Hi / Hj) de constante de couplage 3Ju-n et

également *JH-H.
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Figure V. 11 (a) : Carte de corrélation hétéronucléaire MRN 3C en mode HSQC H-13C.
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Figure V. 11 (b) : Carte de corrélation hétéronucléaire MRN 3C en mode HSQC 'H-13C.
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Figure V. 12 : Carte de corrélation hétéronucléaire MRN 3C en mode HMBC.

Figure V. 13 : Carte de corrélation homonucléaire COSY H-H.
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L’interprétation de I’ensemble de ces données RMN a permis de déterminer la structure de
I’alcool (Figure V. 14).

Figure V. 14 : Structure proposée de 1’alcool X1.

La structure proposée de 1’alcool correspondant a 1’ester est confirmée par I’interprétation,
de différents fragments du spectre de masse en mode impact électronique (Figure V. 15). En
comparant les différentes voies de fragmentation des Figures V. 8 et 15. On trouve une

similitude intégrale entre les deux structures et également avec celles de la littérature’.
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Figure V. 15 : Mécanisme réactionnel de fragmentation de 1’alcool en spectrométrie de
masse en mode impact électronique (R°: réaction).
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En conclusion, les deux molécules identifiées sont deux dérivés de la molécule de pinéne et
elles ont été rapportées pour la premiére fois par De Pascual Teresa et al. (1983)8. L’alcool et son
ester correspondant sont nommés, respectivement, pin-2-en-8-ol et 8-acétoxy-pin-2-éne. De
plus, I’étude structurale de ces auteurs par spectroscopie RMN est fondée uniquement sur
I’interprétation du spectre RMN 'H (60 Hz) : en présentant le déplacement chimique (8, ppm),
les constantes de couplages (J, Hz) et la multiplicité que pour cinq types de protons. Cependant,
la présente étude a apporté aux travaux antérieurs une ¢€tude structurale approfondie par
RMN-1D et 2D ainsi que I’illustration détaillée des spectres de masses. De plus, des auteurs® ont
identifi¢ uniquement 4 molécules (B-caryophyllene, caryophyllene oxyde, linalool, bornyle

acetate) autres que I’ester et 1’alcool.

3.1.4. Etude comparative des données de spectroscopie RMN du a-pinéne et du

8-acetoxy-pin-2-éne

Le Tableau V. 4 résume des données RMN du o-pinéne’ et ceux de Iester
8-acetoxy-pin-2-éne. Les données RMN (déplacement chimique (8, ppm) et les constantes de
couplages (J, Hz) du a-pinéne ont été enregistrées a 500 MHz. Elles ont été déterminées par les
acquisitions RMN 2D suivantes: COSY H-H (45), COSY H-H a longue distance
COSY H-H (LR) qui permet de déterminer les constantes de couplage H-H en "J (n > 3),
INADEQUATE qui permet d’accéder aux constantes de couplages 3C-13C en 1J. De plus, les
constantes de couplages H-H ont ét¢ déterminées par calcul quantique moyennant la méthode de
découplage de spin’. Les numéros des carbones sont indiqués dans la Figure V. 16 qui

représente la structure des deux molécules identifiées.

Figure V. 16 : Structure de a-pinéne (b) et son dérivé 8-acétoxy-pin-2-&ne (a).
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L’examen des données RMN montre que les protons du groupement CH3 en position 10 du

=]

a-pinéne sont en couplage en *J u.n avec le proton allylique en position 3 et en 3J p-u avec deux
autres protons dont I’un est en position axiale (a) et ’autre en équatorial (e). Ces couplages a
longue distance ont été expliqués par I’arrangement coplanaire®. Ceci explique clairement la
multiplicité du groupement CH3, également, en position 10 du 8-acétoxy-pin-2-éne et justifie la

configuration frans.

Tableau V.4 : Données RMN du a-pinéne® et du 8-acétoxy-pin-2-¢ne.

a-pinéne’ 8-acétoxy-pin-2-¢ne
N°de LBC 'H Ju-n N°de e 'H
c (o.ppm)  (5,ppm) (Hz) c (9,ppm) (9,ppm)

J(13) =14

1 46,99 1,93  J(1,5)=5,6 1 36,95 2,21
J(1,7¢)=5,6

2 144.54 - 2 143,62 -
J(3,42)=3,0

3 116,01 5,18 T04e)=2.8 3 117,12 524
J(3,5)=13

J(3,10)=2.,0

J (4ade)=17,2

J (4a,5)=3,0
a:2.23 a:2.25
4 31,25 J (4a2,10)=2,2 4 30,86
s:2,15 b:2,16
J(4e)5)=2,8
J (4¢,10)=2,2
5 40.69 2.06 J(5,7¢)=5.6 5 43,20 2,06
6 37,97 - - 6 41,92 -
a:1.15 a': 1,15
7 31,45 J(7e,7a)=8.4 7 31,64
s:2.33 b':2,33
-O-CH;: a': 4,28
8 26,35 1,26 -CH; 8 71,05
b':4,21
9 20,80 0,83 9 16,40 0,89
10 23,01 1,65 10 23,06 1,66
11 171,83 -
12 21,20 2,06

3. Activité antimicrobienne des huiles essentielles d’A. longa

Les huiles essentielles sont reconnues par leurs activités antimicrobiennes. La méthode de

disque a permis de déterminer qualitativement I’action des huiles essentielles de la plante sur les
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différentes souches Gram, Gram® et un champignon (C. albicans). Celle-ci se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné de

I’extrait (Tableau V.5), (Figure V. 17).

Tableau V. 5 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles obtenues des racines (R) et
des parties aériennes (F) d’A4. longa.

Souches Gram® Ampicilline  R09 R11 R12 R13 F12 F13
ZI (mm)
E. coli 12,0+£1,0 00+£0,0 0,0+£00 00+£00 0,0+00 102+0,3 13,0+0,0

S. typhimurium 16,3+0,6 12,0+0,5 82+0,8 83+0,6 9,0+1,0 9,7+03 11,7+0,6

Souches Gram™

E. fecium 45,7+£0,6  28,7+1,5 49,0+1,0 34,7+1,5 31,2+0,8 222+0,8 30,0£0,5
S. agalactiae 37,0+ 1,0 40,2+0,8 550+1,0 40,8+19 31,3+1,5 252+0,3 29,3+0.,8
S. aureus 38,5+0,5 143+1,1 13,8+0,8 11,5+0,9 13,0£1,0 10,5+0,5 21,9+0,3
Champignon Nystatine

C. albicans 36,3+0,6 11,3+0,5 12,5+1,3 123+0,6 12,2+0,2 11,9+0,3 12,2+0,3

Moyenne + SD de trois essais ; R09, R11, R12, R13, F12 et F13 : échantillons collectés aux mois aout 2009, septembre
2011, mars 2012 et avril 2013, respectivement ; ZI : diamétre de la zone d’inhibition en mm.

Escherichia coli Streptocaccus agalactive

Figure V. 17 : Exemple de test d’activité antimicrobienne.
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Ces résultats montrent que les différents types de souches réagissent différemment aux
antibiotiques étudiés (Ampicilline et Nystatine) ainsi qu’aux huiles essentielles. On constate que
les souches de Gram sont plus sensibles aux différentes huiles que les souches de Gram® et le
seul champignon testé (C. albicans). En effet, I’échantillon R11 manifeste une activité puissante
(49,0 — 55,0 mm) essentiellement sur les souches E. fecium Gram™ et S. agalactiae Gram®,
Cependant, E. coli Gram" montre une résistance absolue contre les huiles obtenues des racines,
mais cette souche est non résistante aux huiles essentielles extraites des parties aériennes
d’A. longa. Quant a ’activité antifongique, elle est considérée comme faible en comparaison

avec la nystatine.

Ces résultats concordent partiellement avec la littérature!® dans la mesure ou les souches
Gram™ sont plus sensibles aux huiles essentielles que les souches Gram®. La différence de
sensibilité entre les deux types de bactéries est attribuée a leur structure membranaire. En effet,
la présence des lipopolysaccharides au niveau des membranes des bactéries Gram® leur confére

une bonne résistance aux agents antibiotiques!®.

Comparées aux études antérieures d’autres especes du genre Aristolochia, les résultats de
notre étude semblent étre comparables a ceux de Yu et al. (2007)!"! qui ont montré que les
souches les plus sensibles aux huiles essentielles des racines d’A. mollissima sont S. Aureus
Gram™ et S. saprophyticus Gram™. Néanmoins, les huiles essentielles obtenues des parties
aériennes d’A. indica manifeste une activité puissante sur E. coli Gram"), Salmonella

typhimurium Gram®), mais une trés faible activité sur S. aureus Gram™1213,

La variation de I’activité antimicrobienne des extraits s’explique par les variations de leurs
compositions chimiques'®. Plusieurs auteurs'>1617 ont montré que les huiles essentielles riches en
composés oxygénés particulierement les mono et les sesquiterpénes oxygénés possedent une
forte activité antimicrobienne. Ainsi dans la présente étude, il semble que I’extrait le plus
puissant des racines est I’extrait R11, qui est caractéris¢ par la plus faible teneur de mono et
sesquiterpenes oxygénés (58,7%). De méme, I’inhibition de la croissance d’E. coli par les huiles
essentielles des parties aériennes pourrait étre attribuée a la présence du pin-2-en-8-ol et du

8-acetoxy-pin-2-éne.

En outre, la stéréochimie influence l'activité antimicrobienne. Il a été rapporté que les
a-isomeres et les cis-isomeres sont moins actifs relativement aux B-isomeéres et aux trans-
isoméres'®. En complément a cela, on peut attribuer la différence d’activité des huiles aux deux
organes de la plante (racines et parties aériennes), particulicrement sur les souches E. fecium

Gram™ et S. agalactiae Gram™, 2 la forte teneur des huiles des racines en B-isoméres p-atlantol
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(1,9 — 7,3%), B-elemene dioxyde 1, B-funebrene epoxyde (4,4%), Z-B-caryophyllene (4,4%).
Cette activité antimicrobienne des huiles essentielles pourrait étre expliquée par 1’interaction
moléculaire des groupements fonctionnels des composants de ces huiles avec la paroi des
bactéries ce qui provoque de profondes 1ésions. On peut donc conclure que cette activité pourrait
étre le résultat d’un effet synergique ou antagoniste entre les composés majoritaires et

minoritaires de ces huiles!9-20:21,

4. Composition chimique en acides gras des racines et des parties aériennes d’A. longa

et du B.dioica

L’interprétation des résultats des analyses par GC-FID et GC-MS des fractions esters
méthyliques des acides gras, a permis d’identifier et de quantifier 13 acides gras (AG). La
composition en AG des fractions lipidiques des racines (R) et des parties aériennes (F)

d’A. longa (A) et du B. dioica (B) est résumée dans le Tableau V. 6.

L’ensemble des AG identifiés dans les différents organes (racine et parties aériennes)
d’A. longa et du B. dioica sont classés en acides gras polyinsaturés (AGPI) variant de 20,1 a
45,4 %, en acides gras mono insaturés (AGMI) variant de 10,1 a 41,2%, et en acides gras saturés

(AGS) variant de 26,7 a 52,2%.

Les parties aériennes des deux especes sont composées majoritairement d’AGPI et d’AGS.
Ceci est attribué a la teneur élevée de I’acide linolénique (C18:3, ®-3) de 26,1% (AF) et 36,9%
(BF), de I’acide stéarique (C18:0) de 17,2% (AF) et de I’acide palmitique (C16:0) de 23,4%
(BF). Alors que ceux des racines sont constitués principalement de 1’acide oléique (C18:1 ®-9)
de 25,0% (AR) et de 39,5% (BR), de I’acide linoléique (C18:2 »-6) de 20,0% (AR) et de 32,0%
(BR).

Généralement la production en métabolites primaires chez les plantes est différente d’une
famille botanique a une autre, d’une espece a une autre méme entre les différents organes de la
méme espéce??. Une telle répartition différentielle a été attribuée au rdle structural et fonctionnel
de ces acides gras essentiels : (@-6) et (w-3). En effet, I'acide linolénique est le constituant
dominant des membranes glycérolipides dans les tissus photosynthétiques, par conséquent son
abondance dans les parties aériennes des deux espéces est évidente. En revanche, il ne se trouve
pas dans les tissus non photosynthétiques, comme les racines, ce qui pourrait expliquer

l'abondance de 1'acide linoléique dans les racines?.
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Tableau V. 6 : Composition en acides gras des fractions lipidiques
d’A. longa et du B. dioica.

o . A. longa B. dioica
N Acide gras AF (%) AR (%) BF (%) BR (%)
1 C10:0 Acide caprique 1,5 - - -
2 Cl12:0 Acide laurique 2,9 0,2 0,6 0,1
3  Cl14:0 Acide myristique 2,2 1,1 1,8 0,1
4 Cl6:0 Acide palmitique 14,9 32,2 23,4 23,6
5 Cl6:lw-7 Acide palmitoléique 5,7 2,7 7,2 1,5
6 C17:0 Acide margarique - 1,1 0,7 1,2
7 C18:0 Acide stéarique 17,2 12,5 7,9 1,2
8 Cl8:1 9 Acide oléique 7,3 25,0 2,6 39,5
9 Cl18:2w-6 Acide linoléique 19,3 20,0 11,2 32,0
10 C18:3mw-3 Acide linolénique 26,1 0,1 36,9 0,1
11 C20:0 Acide arachidique 2,9 2,0 - 0.4
12 C20:1 Acide gadoléique - - , 0,2
13 C22:0 Acide béhénique - 2,9 3.0 0,1
> AGPI 45,4 20,1 48,1 32,1
> AGMI 13,6 27,7 10,1 41,2
> AGS 41,5 52,2 41,8 26,7
(AGPI)/(AGS) 1,1 0,4 1,1 1,2
(0-6)/(®-3) 0,7 200,4 0.3 493,1

(AGPI) : acides gras polyinsaturés, (AGMI) : acides gras mono insaturés, (AGS) : acides gras saturés

L’analyse de la composition chimique des fractions lipidiques de ces mémes plantes
rapportées par des études précédentes?*?526 met en évidence 1’existence de différences
quantitatives et qualitatives dans ses composants. De ce fait, ces différences peuvent é&tre
attribuées a plusieurs facteurs : I’origine, I’espéce, la période de récolte, le climat, la durée de

séchage et les techniques d’extraction et d’analyses?”-23.

Dans ce contexte, De Pascual et al. (1984)*ont trouvé que I’acide palmitique (44,0%),
I’acide linoléique (22,0%), I'acide linolénique (19,0%) et I’acide oléique (10,0%) constituent les
AG majoritaires des parties aériennes d’A4. longa, alors que les racines sont caractérisées par
I’acide linoléique (40,0%), I’acide oléique (13,0%), I’acide palmitique (22,0%) et l'acide
linolénique (13,0%).

Récemment, Morales et al. (2012)*ont trouvé que les composants majeurs en AG des
feuilles de B. dioica provenant d’Espagne sont l'acide linolénique (67,8%), 1’acide palmitique

(17,0%) et I’acide linoléique (6,5%). En complément a cela, le profil chimique en AG des parties
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aériennes de 1’espéce B. cretica® est caractérisé par les AGS (32,8%), AGMI (59,3%) et les

U

AGPI (8,0%). Ces auteurs ont trouvé des résultats similaires a ceux de B. dioica provenant

d’Espagne en termes d’AG majoritaires (C18:3 > C16:0 > C18:2).

En outre, une meilleure connaissance de la composition chimique de ces especes suscite un
intérét aussi bien pour évaluer leurs valeurs nutritionnelles que pour leurs potentialités
médicinales. Il a ét¢é mentionné que les rapports (®-6) / (®-3) et (AGPI) / (AGS) définissent
deux critéres nutritionnels®!. 11 ressort de ces profils chimiques en AG que les rapports
(®-6) / (®-3) varient de 0,7 a 200,4 dans les racines et les parties aériennes d’A. longa,
respectivement. Concernant ’espece B. dioica, on a trouvé une valeur de rapport faible (0,3)
dans les parties aériennes, mais une valeur beaucoup plus élevée dans les racines (493,1). De
plus, on observe une variation du rapport (AGPI) / (AGS) de 0,4 a 1,1 dans les racines et les
parties aériennes d’A4. longa, respectivement. De méme dans les racines et les parties aériennes

de B. dioica, ce rapport varie de 1,1 a 1,2, respectivement.

Comparées aux études antécédentes?®3, les valeurs de deux rapports (AGPI) / (AGS) et
(®-6) / (0-3) dans les parties aériennes des deux especes €taient généralement de méme ordre de
grandeur que d'autres espeéces comestibles. Par conséquent, les parties aériennes des deux
espeéces peuvent étre considérées comme une source importante et saine d’AG essentiels. Ces
acides sont indispensables pour le corps humain, car il ne les secréte pas, et doivent donc étre
apportés par I’alimentation. En effet, ils interviennent dans la régulation de la pression artérielle
et les réponses inflammatoires. Ces AG conférent une protection contre les maladies cardiaques
et exercent un effet anti-inflammatoire qui pourrait &tre important dans les maladies
cardiovasculaires et aussi dans d’autres pathologies. De méme, ils ont un effet préventif contre le

diabéte et certains types de cancer?®-3%-32,

5.  Activité antimicrobienne des fractions lipidiques d’A. longa et de B. dioica

Le pouvoir antimicrobien des fractions lipidiques d’A. longa et de B.dioica est évalué, pour
la premicre fois, par la détermination de diamétre de zones d’inhibition (Tableau V. 7) et par les

valeurs de CMI et de CMB (Tableau V. 8).

On remarque que, les fractions lipidiques testées ont manifest¢ des effets inhibiteurs
distincts. En effet, les fractions lipidiques des racines (AR, BR) des deux plantes exercent des
effets inhibiteurs importants, essentiellement sur les souches de bactéries Gram™. La résistance
des Gram®") est attribuée a leur membrane externe hydrophile qui peut bloquer la pénétration de

composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible3-4,
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Dans la présente ¢tude, les résultats des CMI et des CMB montrent que les souches de
bactéries testées présentent une sensibilité distincte aux différentes fractions lipidiques.
Salvat et al3% ont qualifié la puissance des extraits lipidiques avec des valeurs de
CMI < 500 pg/mL. En conséquence, les fractions lipidiques des racines (AR, BR) des deux
plantes sont plus puissantes avec des valeurs de CMI variant de 125 a 250 pg/mL. Cette
observation est cohérente avec les résultats de la méthode de diffusion de disque : I’E. feacium
Gram™® est la souche la plus sensible (18,2 — 20,8 mm). La souche de bactéries Gram®

S. typhimurium a montré une résistance aux différents extraits.

Tableau V. 7 : Activité antimicrobienne des fractions lipidiques d’4. longa et de B. dioica
déterminée par la méthode de diffusion de disque.

Antibiotique Fractions lipidiques
Ampicilline AR AF BF BR
Souches de bactéries Diametres de zones d’inhibition (mm)
E. coli Gram®) 12,0+ 1,0 8,5%0,5 95«10 0,0£0,0 92+0,3

S. typhimurium Gram® 21,0+£1,0 0,0+0,0 0,000 0,0£0,0 75+0,5

E. feaciumGram) 43,0£1,0 182+0,8 16,2+0,8 9,2+03 20,8+0,8
S. agalactiaeGram™ 26,7+0,5 85+0,3 82+05 00+00 11,7+0,5
S. aureusGram® 42,7+0,5 9,8+0,8 0,0£0,0 0,0£0,0 10,2+03

Tableau V. 8 : Activité antimicrobienne des fractions lipidiques d’A4. longa et de B.dioica
déterminée par la méthode de micro dilution de plaques.

Antibiotique Fractions lipidiques
Souches de Ampicilline BR BF AR AF
bactéries CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(ug/mL)
E. coli 31,2 62,5 1000 1000 800 800 1000 1500 1000 1500

S. typhimurium 15,6 31,2 1000 >2000 1000 >2000 1000 >2000 1000 >2000

E. feacium 0,4 1,9 125 >250 500 >1000 125 >250 250 >500
S. agalactiae 3,8 7,8 250 500 500 1000 125 250 250 500
S. aureus 0,5 1,9 1000 1000 1000 1000 1000 1500 1500 1000
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De plus, les CMI et les CMB déterminées sont caractéristiques d'un extrait pour une souche
donnée, en précisant sa modalit¢ d’action. Ainsi, l'action d'un extrait est considérée comme
bactéricide si le rapport (CMB) / (CMI) est inférieur ou égal a 2. L'action est dite
bactériostatique si le rapport (CMB) / (CMI) est supérieur a 23%37 (Tableau V. 9). Il a été rapporté
que I’acide laurique possede un effet bactéricide sur les souches E. coli ATCC12795 et S. aureus

ATCC 292133,

Tableau V. 9 : Rapport CMB / CMI de différentes fractions lipidiques.

Antibiotique Fractions lipidiques

Souches de bactéries Ampicilline BR BF AR AF Interprétation

CMB/CMI
E. coli 2,0 1,0 1,0 1,5 1,5 Bactéricide ?
S. typhimurium 2,02 >2,0 >20 >20 >20 Bactériostatique®
E. feacium 4,7 >2,0 >20 >20 >2,0 Bactériostatique
S. agalactiae 2,1P 2,0 2,0 2,0 2,0  Bactéricide
S. aureus 4,70 1,0 1,0 1,5 1,5 Bactéricide

En outre, I’activité antimicrobienne des acides gras ainsi que celle des esters méthyliques
des acides gras ont été rapportées383%4041.42:4344 - Alioianis et al. (2001)* ont suggéré des critéres

pour classer le pouvoir inhibiteur des extraits de plantes en se basant sur les valeurs des CMI :
o Pouvoir inhibiteur fort si CMI < 500 pg/mL

o Pouvoir inhibiteur intermédiaire si 600 < CMI < 1500 pg/mL

e Pouvoir inhibiteur faible si CMI > 1600 pg/mL.

Par conséquent, I’acide linolénique a un pouvoir inhibiteur faible sur I'E. coli
(3130 pg/mL)* mais un pouvoir intermédiaire sur S. aureus 25922 (1250 pg/mL)*, alors que
son ester méthylique est non actif. C’est le méme résultat trouvé avec 1’acide oléique (1250
nug/mL), I’acide linoléique (625 pg/mL) et leurs esters méthyliques*. L’effet inhibiteur de

’acide linoléique*!*? sur la souche Gram™ du S. aureus est non seulement expliqué par la
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longueur de la chaine aliphatique, mais aussi au nombre d’insaturations et a leur structure
spatiale. De plus, il a été rapporté que I’effet inhibiteur des AGPI est beaucoup plus important
que celui des AGMI*®, Compte tenu des données bibliographiques, 1’activité pourrait étre

attribuée a la teneur élevée en AGPI et particulierement celle de 1’acide linoléique et oléique.

6. Conclusion

Cette ¢tude a montré que le profil chimique des huiles essentielles et des acides gras
d’A .longa et de B. dioica présente une variabilité quantitative et qualitative. L ’analyse des huiles
essentielles des racines et des parties aériennes d’4. longa a permis d’identifier en total 103 et 70
composés, respectivement. La diversit¢ moléculaire des racines est répartie essentiellement en
sesquiterpenes oxygénés (50,2 - 81,1%) suivis de monoterpenes oxygénés (5,9 - 28,0%),
sesquiterpenes hydrocarbonés (0,7 - 18,4%) et monoterpenes hydrocarbonés (0,0 - 0,8%). Dans
les parties aériennes, les composés discriminants sont essentiellement le pin-2-en-8-ol
(29,0 - 17,7%) et le 8-acetoxy-pin-2-eéne (15,0 - 25,6%). En effet, il en résulte des propriétés
antimicrobiennes différentes. Pour des applications industrielles, si une composition chimique ou
une activité biologique exclusive recherchée, le facteur saison devrait étre tenu en considération.
En outre, les acides gras identifiés dans les différents organes d’A. longa et de B. dioica ont été
classés AGPI variant de 20,1 a 45,4%, en AGMI variant de 10,1 a 41,2%, et en AGS variant de
26,7 a 52,2%. La présente étude prouve que 4. longa et B. dioica constituent des sources

potentielles des acides gras essentiels (w-6 et ®-3) et des agents antimicrobiens.
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Chapitre VI : Identification structurale d’une molécule de la

fraction acétate d’éthyle d’A. longa

1. Introduction

Le décocté obtenu apreés hydrodistillation est souvent considéré comme un déchet non
valorisable. Pendant les dernieres années, les producteurs d’huiles essentielles ont focalisé leurs
efforts sur I’innovation et la valorisation de ces déchets. Dans cette optique, on a extrait la
fraction d’acétate d’éthyle issue du décocté aprés hydrodistillation des parties aériennes
d’A4. longa. 1l en résulte des étapes de fractionnement, de purification et d’isolement d’un
compos¢é qu’on a noté¢ X3. Dans le présent chapitre, on présente une étude structurale complete

par UV-Visible, IR, RMN du composé X3.
2. Profil chromatographique et formule brute du composé X3

Le profil chromatographique du composé X3 obtenu par HPLC est représenté¢ dans la
Figure VI. 1. En dépit de la présence des impuretés mineures, on peut considérer que le

compos¢ X3 est quasiment pur.
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Figure VI. 1 : Chromatogramme du composé¢ X3.

L’identification de la formule brute relative au composé X3 est déterminée par spectrométrie
de masse haute résolution (ESI-Qg-TOF). Ainsi, cette molécule est de formule brute

C23H18N4Os et de masse moléculaire précise 478.1052 g/mol.
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3. Interprétation du spectre UV-Visible

La courbe donnant 1’absorbance en fonction de la longueur d’onde A constitue le spectre
UV-Visible du composé¢ X3 (Figure VI. 2). Le spectre montre trois maximas d’absorption a
205 nm (intense), 252 nm (intensité moyenne) qui correspondent aux compos€s aromatiques,
attribués aux transitions w — @w*, et a 355 nm (intensité moyenne) qui pourrait étre attribué au

groupement chromophore (C=N).

LA, 10,254 10454 (1631 mal SFs, Sig=)Raf=10 254 £ 104463 of SIG1000002 (=

AL —
Z AB 40% (10.322 min) - { 10.08-2015)
1800 4
1200 W‘* R
] 252 mu
o 1200 - I3 nm
L]
E mnu—r \
=
o ]
z 800 //d_h\\
— ] \
- 600 Y
: __,-'—"
400 - \x
200 \
200 225 250 275 300 325 350 375 Foev)

Longueur d’onde 4 (nm)

Figure VI. 2 : Spectre d’absorption UV-Visible du composé X3.

4. Interprétation du spectre infrarouge

Le spectre IR du composé X3 (Figure VI. 3) représente des bandes caractéristiques des
vibrateurs de la fonction amide : des bandes d’élongation vn. & 3477 cm'(moyenne), vc-o a
1641 cm!(intense), deux bandes d’intensité moyenne vena 1208 cm™ ; 1182 ecm™, et une bande

d’intensité moyenne a 1513 cm™! attribuée simultanément a vn.i et 3 Sx.n.

De plus, on note deux bandes de faible intensité relatives aux vibrations de déformation
angulaire hors du plan des liaisons N-H : 831cm™ et 818 cm™. Le spectre montre également la
présence du noyau aromatique : bande d’absorption des liaisons C-H aromatiques vers 3021 cm’!

et des bandes d’élongation vc—c (intense) a 1594 et 1496 cm™.

En absence des bandes harmoniques dans la zone 2000-1650 cm™!, ’analyse de I’empreinte

digitale (entre environ 850 cm™ et 600 cm™) s’avére fort intéressante ; les bandes d’absorption
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représentent les vibrations des déformations angulaires hors du plan des liaisons C-H. En fait, la

1

présence de deux bandes des déformations Sc.n @ 796cm'et 721 cm™ indiquent que le noyau

aromatique est méta-disubstitué.
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Figure VL. 3 : Spectre infrarouge du composé X3.

Le spectre montre également des bandes d’élongation symétriques et asymétriques des
groupements -CH3 (vs = 2930 cm™, va = cm'2975 cm™) et -CHy, (vs = 2845 cm’,
Va= 2929 cm™).

La présence des bandes d’¢élongation du groupement —OH respectivement de type phénol a

3388 cm! (large) et 1031 cm™! (intense) associés aux vibrateurs vo.u et vc-o.

Les bandes d’élongation situées a 1641 cm™ (ve=x) et 1357 cm™ (vcn) sont attribuées aux

vibrateurs du groupement imine (—C=N-C=) aromatique.

Les bandes a 1429 cm™; 1455 cm™ sont relatives au vibrateur N-O, et celles vers 1292 cm’!

et 1031 cm™! sont attribuées au vibrateur C-O d’éther cyclique.
5. Interprétation des spectres RMN
5.1. Interprétation de spectre RMN-'"H
Le spectre RMN-'H du composé X3 (Figure VI. 4) montre des protons aromatiques dans la

zone entre 6 - 8 ppm (Figure VL. 5).
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Le doublet a 7,90 ppm avec Ju.u = 2,1 Hz indique que ce proton (X) n’a au voisinage qu’un

proton en position méta a 7,58 ppm. Ce dernier (B) est formé d’un doublet de doublets avec

Jun = 2,1; 8,6 Hz : il est couplé simultanément avec deux protons en position méta (7,90 ppm)

et ortho (6,92 ppm), mais celui a 6,92 ppm (A) est couplé uniquement avec le proton voisin en

ortho avec Ju.n = 8.6 Hz. Ces trois noyaux forment ainsi un systéme de spin de type ABX

(JaB # 0, J-x#0, Ja-x= 0). Le couplage spin-spin (Ju.u = 2,1 Hz) entre deux protons a 6,38 ppm

(doublet) et a 6,21 ppm (doublet) forme un systeme de spin de AX.

—
=

11.1884=—
|
1 0.9657

Figure VL. 5 :

ISA-INRAP
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aromatiques.

Spectre RMN-'H du composé X3 : systémes de spins des protons
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3

Dans la zone de déplacement chimique entre 5,40 et 3 ppm (Figure VI. 6), I’interprétation
est difficile, les trois protons a 3,74 ppm (A), 3,58 ppm (B) et 3,28 ppm (X) se couplent entre

eux suivant un systéme de spin de type ABX.

Le singulet d’intégration 3 a 3,94 ppm, déblindé, est attribué¢ au groupement méthoxy
(-CH3-0O-). Le multiplet (mal résolu) d’intégration 1 a 5,36 ppm, fortement déblindé, pourrait
étre attribué au groupement (-O—CH-O-).

La multiplicité des protons situés a 3,50 ; 3,49 et 3,36 ppm n’est pas bien résolue ce qui

rend la détermination du systeme de spin assez difficile.

-OCH, Pic Sohrant

J

T T T T T T T T
.00 3.95 390 2ES 2.80 3.7 370 2.65 360

T T T T T
2.50 3.45 3.40 32F:: 230 3.25 3.20 2.1

= 5=
fL {pprnj

Figure VL. 6 : Spectre RMN-'H du composé X3 entre 5,40 et 3 ppm et systéme de spin.

5.2. Interprétation de spectre RMN-3C et DEPT-135

Le spectre RMN-13C avec découplage total du proton & 300 MHz dans le CD30D représente
des signaux de faible intensité qui pourraient &tre relatifs a des composés minoritaires,
considérés comme des impuretés. Le dénombrement des signaux observés sur le spectre
RMN-B3C avec découplage total du proton a permis de noter I’existence de 22 atomes de
carbone, alors que la formule brute indique 23 atomes de carbones. Ceci est expliqué par

I’existence de deux atomes de carbone €quivalents.
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La superposition du spectre RMN-13C en découplage total de proton avec celui RMN-13C
en mode DEPT-135° (Figure VI. 7) a permis de montrer la disparition de plusieurs signaux,
particuliérement ceux situés entre 180 - 135 ppm et I’inversion d’un seul signal indiquant que la
molécule renferme plusieurs carbones quaternaires hybridés en sp?, a I’exception des deux
signaux a 179,40 ppm (C=0 amide) et a 162,92 ppm (C=N imine), et un carbone secondaire

hybridé en sp® du groupement —CHa (62,59 ppm).

RMM 2015
. " 1 I3
ATET A% }51 is 28

T T T T T T ™ T T T
210 200 120 180 170 160 150 140 130 1200

RPM 2015
ATE A0

210 zon 190 1an LF0 160 150 110 130 120 110 100 90 ] 7o 60 50 40 =0 20 10 o -1
T {pom)

Figure V1. 6 : Spectres RMN-13C avec découplage total RMN 3C-{'H} et en mode
DEPT-135°.

En conclusion, I’examen des déplacements chimiques des différents carbones nous a permis

d’attribuer :

o Deux autres carbones quaternaires hybridés en sp? qui résonnent a 123,93 et 105,81 ppm

respectivement;

o Cinq carbones de type CH hybridés en sp* qui résonnent a 123,93 ; 114,50 ; 116,08 ;
100,03 ; 94,95 ppm ;

o Cinq carbones de types CH hybridés en sp® qui résonnent a 103,79 (fortement déblindés
78,49 ; 78,05 ; 71,50 ppm ;

e Un carbone de type CH3 qui résonne a 57,87 ppm.
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5.3. Interprétation de cartes RMN-2 HSQC et HMBC'H/"*C

Les Figures VI. 8 et 9 représentent les cartes RMN-2D en mode HSQC et HMBC. Nous

avons indiqué sur ces cartes les différentes corrélations hétéronucléaires 'H et 13C trouvées.
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Figure VI. 8 : Cartes RMN-2D en mode HSQC 'H/"*C du composé X3.
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Figure VL. 9 : Cartes RMN-2D en mode HMBC 'H/"3C du composé X3.
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En tenant compte des données RMN-1D, I’interprétation de ces cartes RMN-2D en mode

HSQC et HMBC 'H/!'3C conduit a la déduction de ces fragments de structures (Figure VI. 10) :

C
_-""f HC‘ - |
H™ 20 ~_ . ™~
_'_,.r""
(€) ] "l]‘-“\“‘

Figure VI. 10 : Fragments de structures relatifs au compos¢ X3.

5.4. Interprétation de cartes RMN-2D en mode COSY H-H et NOESY du composé X3

Les fragments de structures sont prouvés également par le couplage dipolaire et scalaire

(Figure VI. 11), aprés interprétation des cartes COSY H-H et NOESY (Figure VI. 12 ; 13).

Couplage dipolage

B 15
Couplages scalaires

(A)

Couplages scalaires

Figure VI. 11 : Couplages scalaires et dipolaires relatifs au composé X3.
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Figure VI. 12 : Carte RMN-2D en mode COSY H-H relatif au composé X3.
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Figure VI. 13 : Carte RMN-2D en mode NOESY relatif au composé X3.

6. Structure proposée

L’interprétation de ces données RMN a permis la détermination de la structure représentée a

la Figure VI. 14.

Figure VI. 14 : Structure identifiée du composé X3.
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7. Conclusion

D’apres nos connaissances, le fractionnement de la fraction d’acétate d’éthyle du décocté
issu d’hydrodistillation de I’espece A. longa a été étudié pour la premiere fois dans ce présent
travail. Malgré la pertinence de I’ensemble de ces données spectroscopiques, il est important de
les confirmer par spectrométrie de masse. De plus pour s’assurer de la connectivité entre les
carbones quaternaires 1’enregistrement de la carte RMN-2D en mode INADEQUATE est
indispensable. La résolution du spectre RMN- 'H dans la zone de 3,2 a 3,4 ppm pourrait étre
améliorée en irradiant le signal du solvant, séquence d’impulsion de suppression de solvant.
Ainsi, pour éprouver l’intérét du traitement des résidus issus de I’hydrodistillation, il est
recommand¢ de tester biologiquement cette molécule dans I’espoir de découvrir une substance

médicamenteuse.
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Chapitre VII : Application du plan de criblage et estimation de

Pactivité antioxydante de quelques extraits

1. Introduction

Au cours de 1’étude d’un phénoméne ou d’un processus, on souhaite que les résultats soient
fiables et valides. L’outil statistique constitue une pierre angulaire pour vérifier ces criteres.
L’étude de I’activité antioxydante par la méthode du radical DPPH en adoptant la méthodologie
du plan de criblage n’est qu’une tentative de standardisation de cette méthode a fin d’assurer la

fiabilité des résultats.
2. Formulation du probléme et définition de I’objectif de I’étude
2.1. Formulation du probléme de I’étude

La substitution d’un antioxydant de synthése par un autre d’origine naturel est considérée
comme un point d’intérét dans divers secteurs (agroalimentaire, cosmologie...). Une telle
altération devrait étre fondée sur des arguments tangibles. Notre étude bibliographique de
I’activité antioxydante par le test du radical DPPH révele ’existence de diverses méthodes
analytiques non valides. Il en découle un véritable probléme pour établir une comparaison

significative entre deux antioxydants d’origines différentes.
2.2. Définition de I’objectif de I’étude

Compte tenu du probléme posé€, nous avons tenté¢ de standardiser la méthode du DPPH en

appliquant un plan de criblage au milieu réactionnel dépourvu d’antioxydant.
3. Plan de criblage
3.1. Expériences préliminaires

Le choix du nombre et de I’emplacement des points d’expériences est une étape
fondamentale des plans d’expériences. En se référant aux études précédentes, la stabilité du
radical DPPH en solution repéré par la mesure de son absorbance est dépendante de son
environnement. Le recensement de 1’ensemble des facteurs est facilité par la représentation du

diagramme causes effets ou diagramme d’Ishikawa (Figure VIL 1).
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hMeéthode

Matiere wH
[Tampon] .
Type de Sobvant Elles d'sic Temps dela réaction
Typeizt?nmfi?mnt Reépétions d'essal Volume du Tampon
¥ Witesse d acouisition Y-
Cuygéne de air Compétence — Chaves, Fioles ambrées Abs DPPH
Température Fosmation Bain marie, pH-métre
Lumiére —; Spectrophotométre TV -wisihle
Laboratoire Expérimentateur Mateériel

Figure VII. 1 : Diagramme d’Ishikawa.

Aprés avoir compilé le diagramme d’Ishikawa, les facteurs susceptibles d’affecter

I’absorbance du radical DPPH en solution se divisent en deux catégories :

o Facteurs quantitatifs : concentration de la solution tampon [Tampon], pH, la température,

le rapport du tampon et le temps de la réaction ;
o Facteurs qualitatifs : Type de tampon et de solvant ;

Cependant, il est indispensable de préciser les facteurs constants. Par analogie a la validation
analytique, ces derniers définissent les conditions de répétabilité. En effet, I’expérimentateur doit
opérer avec le méme spectrophotometre UV-Visible, bain-marie, pH-métre, le thermomeétre,

fioles jaugées ambrées, vitesse d’acquisition et le type de cuves.

En tenant compte des limites de la validité de la loi de Beer-Lambert et de I’exactitude de
mesure du spectrophotométre UV-visible!, la fourchette de concentration du radical DPPH est
définie entre 25 et 200 uM?3. Ainsi, on a défini deux fourchettes de concentration du radical

DPPH :
o Domaine de basse concentration : 40, 50 et 60 uM ;
o Domaine de concentration élevée : 180, 190 et 200 pM.

Pour examiner la transparence des solutions de DPPH en fonction du tampon des
expériences préliminaires ont été effectuées. On prépare tout d’abord, les solutions tampon de

carbonate, phosphate, acétate et citrate de valeur de pH (3, 6, 10) et de concentration tampon
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(0,10 ; 0,05 M). Ensuite, on prépare pour chaque valeur du niveau de concentration du radical
DPPH deux séries de tubes a essai contenant chacun 1 mL de solution du radical DPPH préparé
in situ dans le méthanol et 1’éthanol, dans des fioles brunes de 10 mL. Enfin, on ajoute dans
chaque tube 500 pL de chaque solution tampon, sous agitation. Les résultats de ces expériences

sont résumés dans le (Tableau VIL. 1).

Tableau VII. 1 : Criblage préliminaire.

pH Tampon Aspect du milieu réactionnel
Acetate o

3 — Solution limpide
Citrate
Carbonate Solution limpide

‘ Phosphate Solution légérement turbide
Acetate o

- Solution limpide

Citrate
Carbonate

10 —— Observation du précipité
Phosphate

La présence de la turbidité et de précipité en solution engendre le phénomeéne d’effet
Tyndall* au cours de la mesure de I’absorbance par un spectrophotométre UV-visible, ce qui
engendre une instabilité du radical DPPH non seulement au milieu basique, mais aussi a pH = 6
avec le tampon phosphate uniquement. Ces résultats sont en contradiction avec les travaux
précédents>, qui montrent une stabilité du radical DPPH dans le méthanol a pH = 10 et au
tampon phosphate’ et dans le domaine de pH de 5 a 6,5%, sans indiquer la concentration et le
tampon>% ni le type de tampon®. Ainsi, on s’est limité aux tampons acétate et citrate aux valeurs

du pH = 3 et 6 au cours de cette étude.
3.2. Choix des facteurs et du domaine expérimental

En se référant aux données bibliographiques et aux expériences préliminaires, on attribue a
chaque facteur deux niveaux de variation que nous noterons -1 et +1 par convention. L’ensemble
de combinaisons des niveaux et des modalités associés a chaque facteur (i) constitue le domaine

expérimental (Tableau VII. 2).
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Tableau VII. 2 : Domaine expérimental.

Facteurs Variable associée  Unité Niveau  Niveau
(-1 (+1)
Type de tampon Xi - Acétate  Citrate
Concentration du tampon X> M 0,05 0,1
pH X3 - 3 6
Température X4 °C 25 40
Rapport du tampon Xs - 0,1 0,3
Type du solvant Xe - MeOH EtOH
Temps de réaction X7 min 30 120

3.3. Construction de la matrice et plan d’expérimentations

Dans le présent travail, on a sept facteurs a étudier simultanément, par conséquent le plan
d’expérience est une matrice de huit expériences, générée par permutation circulaire par la droite

(Tableau VILI. 3).

Tableau VII. 3 : Matrice d’expériences pour 7 facteurs a deux niveaux.

k<7N =8: ++ + — + ——:ligne génératice

N° Exp X1 X2 X3 X4 XS X6 X7
1 1 1 1 -1 1 -1 -1
2 -1 1 1 1 -1 1 -1
3 -1 -1 1 1 1 -1 1
4 1 -1 -1 1 1 1 -1
5 -1 1 -1 -1 1 1 1
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1
7 1 1 -1 1 -1 -1 1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Pour construire le plan d’expérimentations, il suffit de remplacer les valeurs codées de la
matrice par leurs valeurs réelles du domaine expérimental (Tableau VIII. 4).
Avant I’expérimentation, une randomisation des essais est effectuée pour limiter 1’éventuelle
influence perturbatrice de facteurs non controlés. Durant cette étude, nous avons utilis¢ le

logiciel de conception et de traitement des plans d’expériences Nemrodw”.
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Tableau VII. 4 : Plan d’expérimentations.

B O cmpn  0h P e Campon solvamt  réacdon (min)
1 1 Citrate 0,1 6 25 0,3 MeOH 30
2 3 Acétate 0,1 6 40 0,1 EtOH 30
3 4  Acétate 0,05 6 40 0,3 MeOH 120
4 7 Citrate 0,05 3 40 0,3 EtOH 30
5 2 Acétate 0,1 3 25 0,3 EtOH 120
6 5 Citrate 0,05 6 25 0,1 EtOH 120
7 8 Citrate 0,1 3 40 0,1 MeOH 120
8 6  Acétate 0,05 3 25 0,1 MeOH 30

(*) : Ordre de randomisation

4. Analyse et interprétation des résultats
4.1. Résultats

Dans le but d’examiner ultérieurement le comportement cinétique et la puissance d’un tel
antioxydant, on applique le plan de criblage précédemment défini a deux niveaux de
concentration différente du radical DPPH : soit 50 uM pour le niveau inférieur (Y1) et 190 uM
pour le niveau supérieur (Y2). Les valeurs de réponses obtenues avec les différentes

combinaisons des sept variables étudiées sont répertoriées dans les Tableaux VII. 5 et 6.

Tableau VII. S : Résultats du plan d’expériences : Y1.

N° Exp 1 2 3 4 5 6 7 8
Mana () 521 518 520 522 522 520 517 517
N° Essai Abs, [DPPH] = 50 uM
1 0,55 0553 0553 049 051 046 038 0,53
2 051 053 051 050 049 043 041 0,53
3 0,58 0,553 0552 049 0,550 048 041 0,57
4 0,52 050 0,552 046 049 047 039 055
5 0,55 0554 049 051 050 048 041 0,5

Abs. Moyenne 0,54 0,53 0,51 0,49 0,50 0,46 0,40 0,55
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Tableau VII. 6 : Résultats du plan d’expériences: Y2.

N° Exp 1 2 3 4 5 6 7 8
Amaxmoyenne (NM) 522 520 520 522 522 520 518 517
N° Essai Abs, [DPPH] = 190 (uM)
1 2,02 2,05 1,89 1,88 195 1,08 144 2,04
2 2,02 202 1,89 195 19 1,06 143 2,06
3 2,02 204 1,90 196 1,96 1,04 145 203
4 2,01 2,04 1,9 19 197 106 144 2,05
5 2,02 201 1,89 193 1,95 1,04 145 206

Abs. Moyenne 2,02 2,03 1,90 193 1,96 1,06 144 2,05

4.2. Effets moyens et méthodes de Lenth

Le tracé des effets moyens est représenté sous forme de diagramme en batons. La surface de
chaque batonnet est proportionnelle a la valeur de ’effet de ce facteur sur la variation de la
réponse. En effet plus le batonnet est grand, plus I’effet du facteur est important sur la réponse

étudiée.

De plus, la méthode de Lenth est traduite par le tracé des limites de signification a = 5% sur
le diagramme du tracé des effets moyens. D une maniére générale, les coefficients "bi", dont les
valeurs estimées sont situées a I’extérieur des limites correspondent a des effets significatifs.
Inversement, les coefficients "bi", dont les valeurs estimées sont situées a I’intérieur des limites
correspondent a des effets non actifs. Les Figures VII. 2 (a et b) représentent les tracés des

effets moyens sur ’absorbance du radical DPPH aux concentrations 50 et 190 pM.

Le diagramme représenté ici la Figure VII. 2 (a) met en évidence I’influence prépondérante
de trois facteurs : le temps de réaction (X7), le type de tampon (X;) et la température (X4) sur
I’absorbance du radical DPPH a la concentration 50 uM. Les facteurs pH (X3) et le rapport du
tampon (Xs) sont en tangente avec le trait du seuil de significativité. Cependant, pour bien juger
I’effet de chacun, il est indispensable d’envisager un test statistique. Les facteurs concentration

du tampon (X>) et le type de solvant (Xs) n’ont pratiquement pas d’effet.

Le diagramme de la Figure VII. 2 (b) met en évidence I’effet prépondérant de trois
facteurs : le temps de réaction (X7), le type de tampon (Xi) et le rapport du tampon (Xs) sur

I’absorbance du radical DPPH a la concentration 190uM. Les facteurs : le type de solvant (Xs),
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le pH (X3) et la concentration du tampon (X2) ont tous les trois pratiquement le méme effet.
Quant a la température (X4) elle n'a pratiquement pas d'effet, en dépit que le batonnet

correspondant dépasse le trait du seuil de significativité.

Effet du facteur
Factewrs realatifs a

chaque coefficient b1 004 002 000 002 004
Type de tampon 51 ‘002 ‘ l .
[Tampon] b2
pH b3 | 00
Température b4
Rapport du tampon b5 0.0
Typede solvant bé
Temps de Réaction b7 03 (a)
Effet du factewr
Factewrs realatfs a
chaque coefficient bi 020 0 ':'-':":I' fele 2y
Type de tampon b1 -013 I
[Tampon] b2
rH b3
Température b4
Eapport du tampon b5 015
Typede solvant b
Temps de Eéaction b7 -0.21 ®)

Figure VII. 2 (a ; b) : Tracés des effets moyens pour les concentrations du radical DPPH de
50 uM (a) et 190 uM (b).
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4.3. Diagramme de Pareto

Le diagramme de Pareto est représent¢ sous forme d’un histogramme dans la

Figure VII. 3. C’est un moyen simple pour classer les facteurs par ordre d’importance. Les

diagrammes d’effet Pareto individuels visualisent la prédominance, essentiellement, de I’effet du

temps de réaction (X7) et celui du type du tampon (Xi) : qui contribuent pour 41,00% et 30,45%

dans la variabilité¢ des deux réponses Y1 et Y2, respectivement. Ainsi, la pertinence des effets

peut étre jugée par le biais d’une analyse statistique.

Facteurs realatifs a
chaque coefficient bi

Temps de Réaction
Type de tampon
Température

pH

Rapport du tampon
[Tampon]
Typede solvant

Temps de Eéaction

Type de tampon

Eapport du tampon

[Tampon]

Typede solvant
pH

Température

Effet du facteur

0.00 0.25

0.50 0.75 1.00

4299

b1 29.85

(a)

0.00 0.25

0.50 075 1.00

3302

31.08

(b)

Figure VII. 3 : Effet Pareto individuel pour les concentrations du radical DPPH de 50 uM

ISA-INRAP
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4.4. Analyse statistique

Dans un test statistique, la "valeur p" (ou p-value) est interprétée comme étant le plus petit
seuil de significativité pour lequel I’hypothese nulle est acceptée. Chaque coefficient est associé
aux valeurs de "t" est ¢levé et p-value. En général, plus la grandeur de "t" est élevée, plus
p-value est petit, et plus le terme correspondant de coefficient est significatifs®, Tableau VII. 7.
Le signe négatif montre que le passage du niveau -1 au niveau +1 entraine une baisse de

I’absorbance.

Tableau VII. 7 : Significativité des coefficients pour les concentrations en radical DPPH de
50 uM (a) et 190 uM (b).

(@
[DPPH] = 50 uM, Gexp = 0.006
bi Coefficient t.exp. Signif. %
bo 0,497 81,24 otk
b1 -0,025 -4,08 ok
b, -0,005 -0,82 42,50%
b3 0,012 2,04 *
by -0,015 -2,45 *
bs 0,012 2,04 *
be -0,003 -0,41 68,80%
b7 -0,030 -4,90 KKk
(b)
[DPPH] = 190 pM, 6exp = 0.005
bi Coefficient t.exp. Signif. %
bo 1,799 351,08 ek
b1 -0,186 -36,35 *okk
b2 0,064 12,44 ok
b3 -0,046 -9,03 ek
b4 0,026 5,12 otk
bs 0,154 30,01 otk
be -0,054 -10,49 *kk
b7 -0,209 -40,74 *kk

t.exp : valeur expérimentale de Student,* ; *** : significatif respectivement au niveau de confiance 95,0%, 99,9%.
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Au niveau de la concentration en DPPH égale a 190 uM, le test de Student pour les
coefficients de la réponse Y2 (Tableau VII. 7(b)) confirme les premiers résultats. Ainsi, pour
augmenter la réponse Y2 du radical libre DPPH, les choix des différents facteurs doivent se faire

comme suit:
o Xiauniveau -1, car b1< 0 : le type de tampon est I’acétate ;
e Xzauniveau +1, car b,> 0 : [Tampon] =0,10 M ;
e Xszauniveau-l,carb3<0:pH=3;
o X4auniveau +1, car bs> 0 : température = 40 °C ;
e Xsauniveau +1, car bs> 0 : rapport de tampon = 0,3 ;
e Xgau niveau -1, car bs< 0 : type de solvant : éthanol ;

o Xryauniveau -1, car b;< 0 : temps de réaction = 30 min ;

Au niveau de la concentration en DPPH de 50 uM, les coefficients bset bs qui traduisent
I’effet du pH et du rapport du tampon sur la réponse Y1 sont considérés non significatifs

(Figures VILI. 2).

En revanche, b3 et bs sont statistiquement significatifs sur la réponse au niveau de confiance

95% (Tableau VII. 7 (a)). Ainsi pour augmenter la réponse Y1, il faut que :
+ Xiauniveau -1, car b1 <0 : type de tampon est I’acétate ;

+ Xzauniveau +1,carb;>0:pH=6;

*

X4 au niveau -1, car bs <0 : température = 25 °C ;
+ Xsauniveau +1, car bs> 0 : Rapport de tampon = 0,30 ;

+ X7auniveau -1, car b;<0 : Temps de réaction = 30 min ;

Le test de Student pour les coefficients b2z et be, qui traduisent I’effet des facteurs Xz et X,

ne présente pas d’effet sur la réponse Y1 (Tableau VII. 7 (a)). Ces derniers peuvent étre fixés a
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U

une modalité choisie par I’expérimentateur. En tenant compte de la toxicit¢ du méthanol, on a

sélectionné 1’éthanol comme solvant.

Pour résoudre le probléme du choix de la concentration du tampon, on a étudié ’effet des
ions Na' sur I’absorbance du radical DPPH a 50 pM dans 1’éthanol (Figure VII. 4). On note une
diminution importante de 1’absorbance du radical libre de DPPH, qui est pratiquement identique
pour les différentes concentrations des ions Na® (107'; 102; 10*; 10%et 10® uM) par
comparaison a la solution témoin ([Na'] = 0 uM). Par analogie a I’effet des ions métalliques au
systéme Phénol / DPPH’, cette diminution pourrait étre expliquée par le processus d’échange
d’électron entre les ions Na' et le radical DPPH par complexation. Par conséquent, on a intérét a

travailler en utilisant une faible concentration de tampon par exemple 0,05 M.

b

16 %

0%

Abs (DPPH)

0.4 * & * * *®

-log [Na™ ]

0 2 4 6 2 10

Figure VILI. 4 : Effet de la concentration en ions Na' ([Na'] en uM)
sur I’absorbance (Abs) de DPPH.

4.5. Modéle mathématique

Le plan de criblage se traduit par un modéle polynomial de premier degré sans interactions.
En tenant compte de la significativité des coefficients, les effets des coefficients des modéles

mathématiques qui relient les réponses Y1 et Y2 aux variables les plus influentes s’écrivent :

Y1 =0,497 - 0,025X; + 0,012 X5 — 0,015X, + 0,012 X5 — 0,03 X,

Y2 = 1,799 — 0,186 X, + 0,064 X, — 0,046 X5 + 0,026 X, + 0,154 Xs — 0,054 X, — 0,209 X,

L’analyse de variance des modeles illustre que les modeles Y1 et Y2
(Tableau VII. 8(a) ; (b)) sont statistiquement significatifs, p-value < 0,05. Le coefficient de

détermination R? mesure la fraction de la variation totale de la réponse. Etant donné que les
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valeurs de R? sont égales a 1 alors ces modéles linéaires Y1 et Y2 pourraient expliquer 4 99,99%

la variabilité de ces réponses.

Tableau VII. 8 : ANOVA du mod¢le de la réponse Y1 (a) et Y2 (b).

(@)
Source de variation Somme des carrés dl  Carré moyen F Signif
Régression 0,8935 7 0,1276  607,8146  ***
Résidus 0,0067 32 0,0002
Total 0,9002 39
(b)
Source de variation Somme des carrés dl  Carré moyen F Signif
Régression 0,0168 7 0,0024 7,9762  F**
Résidus 0,0096 32 0,0003
Total 0,0264 39

*#% - significatif respectivement au niveau de confiance 99,99%.

4.6. Récapitulation

Dans cette étude, on a pu évaluer I’effet des conditions opératoires simultanément en
utilisant la méthodologie de plan d’expériences sur 1I’absorbance du radical libre DPPH dépourvu
d’antioxydant, de les classer selon la contribution de chacun et d’éliminer ceux qui semblent étre

moins significatifs (Tableau VII. 9).

Tableau VII. 9 : Classification des facteurs selon leur poids aux réponses Y1 et Y2.

Réponse Y2
[DPPH] =190 uM

Réponse Y1
[DPPH] =50 uM

Effet a poids lourd Temps de réaction Temps de réaction
Type de tampon : Acétate
Effet a poids moyens Type de tampon P P
Rapport du tampon
Température, pH, :
Effet a poids légers p p Température Type de

, rapport du tampon

solvant, pH, [Tampon]

Ne présentent pas d’effet

[Tampon], Type de solvant
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Les combinaisons optimales dégagées du plan de criblage, seront appliquées pour estimer

I’activité antioxydante de deux extraits de plantes et 1’acide férulique (Tableau VII. 10).

Tableau VII. 10 : Combinaison optimale du plan de criblage.

Facteurs [DPPH]

50 pM 190 pM
Type de tampon Acétate
Concentration du tampon 0,05 M 0,1 M
pH 6 3
Température 25°C 40°C
Rapport du tampon 0,3
Type du solvant Ethanol
Temps de réaction 30 min
Amax (NM) 522 nm
Abs (n=15) 0.55+0,01 2.15+0,01

5. Activité antioxydante

(n)

: nombre de répétitions des essais

L’activité antioxydante a été estimée par I’efficacité anti radicalaire qui combine les deux

paramétres (ECs et tgc ) afin de caractériser facilement le comportement d'une substance en

tant qu'antioxydant. La cinétique de réduction du radical libre DPPH obtenue pour chaque

antioxydant a sa propre valeur de I’EC5, est indiquée dans les Figures VII. S (a, b) ; 6 (a, b) ;

7 (a, b).

% Inhibition

60
50
40
30
20
10

[DPPH]= 50 uM

< :: ¥IF = = £ £ ¥ = =
e A
= + Sans Tampon
+ Tampon acetate ({ 0.05 ML pH=6)
0 10 20 30 40 50 &0

Temps (min)

Figure VII. 5 (a) : % Inhibition = f (Temps) pour la concentration en DPPH
de 50 uM (A) : cas de ’acide férulique.
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Figure VILI. 5 (b)

% Inhibition

%o Thinibition
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50
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20

10

1

[DPPH] = 190 uM

IIIIII;IIIIIII
L3

x
x

= (B)

+ Tampon Acetate { 0.1M pH=3)
= Sans Tampon

] 10 20 30 40 50 &0

Temps (min)

90 uM (B) : cas de I’acide férulique.

[DPPH]= 50 uM

60
50 IIIi:%i:%:i
z X
440 =
= (A)
30 x
20
10 + Tampon Aceétate (0.05, M pH=6)
= Sans tampon
o
a 5 10 15 20 25 30

Temps (min)

35

: % Inhibition = f (Temps) pour la concentration en DPPH de

Figure VIL. 6 (a) : % Inhibition = f (Temps) pour la concentration en DPPH
de 50 uM (A) : cas de I’extrait BRB.
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Figure VIL. 6 (b) : % Inhibition = f (Temps) pour la concentration en DPPH de
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Figure VII. 7 (a) : % Inhibition = f (Temps) pour la concentration en DPPH
de 50 uM (A) : cas de ’extrait ARD.
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Figure VII. 7 (b) : % Inhibition = f (Temps) pour la concentration en DPPH
de 190 uM (B): cas de ’extrait ARD.

Pour tous les antioxydants examinés, on distingue deux zones : une zone a cinétique rapide

de piégeage des radicaux libres DPPH observée au bout de quelques minutes de réaction et une

deuxieme zone a cinétique lente de piégeage des radicaux libres DPPH ou zone de tendance vers

I’équilibre. Pour la méme gamme de concentration d’antioxydant, on constate également que la

cinétique en milieu tamponné est plus rapide qu’en milieu non tamponné. En revanche, 1’extrait

ARD ne réduit que 46.34% des radicaux libres (Figure VII. 8). En outre, les paramétres de

calcul de I’activité antioxydante sont résumés dans les Tableaux VII. 12 et 13.
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[DPPH]= 190 uM
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Figure VII. 8 : Variation du % Inhibition en fonction de la concentration
de P’extrait ARD.

Tableau VII. 12 : Parametres d’estimation de 1’activité antioxydante a [DPPH] = 50 uM.

. i Acide férulique BRB* ARD**

Parametre calculés

Tampon acétate 0,05 M, pH=6, Amax= 522 nm, T =25°C
Temps de réaction (min) 10 15 15
ECso (mg mL™") 0,006 + 0,001 0,235+ 0,005 0,358 = 0,005
tgc,, (min) <7 <5 <8
AE 23,809 0,851 0,349

Sans tampon, Amax= 517 nm

Temps de réaction 30 30 30
ECso (mg mL™") 0,008 + 0,002 0,345 +0,001 0,397 + 0,003
tec,, <25 <15 <15
AE 5 0,193 0,167

* : extrait du butanol des racines de B. dioica, ** : décocté lyophilis¢ des parties aériennes d’A4. longa

Tableau VII. 13 : Parametres d’estimation de 1’activité antioxydante a [DPPH] = 190 uM.

Paramétre Acide férulique B.R.B A.R.D

calculés Tampon acétate 0.1M, pH=3, Anax= 522 nm, T = 40°C

Terpps de réaction 15 30 30

(min)

ECso (mg mL™) 0,017 £ 0,001 0,380 + 0,001 0,526 = 0,001

tECSO (mln) 5<tEC50<7 5<tEC50S8 lO<tEC50< 15

AE 840<AE<11,76 0,32<AE<0,52 0,12 <AE <0,19

Sans tampon, Amax= 517 nm

Temps de réaction 30 60 60

ECso (mg mL™) 0,016 + 0,01 0,470 £ 0,001 % Inhibit
nhibition

tec,, 10 <tpc <12 25 <tgc,,< 30 4"6’34 < 50%

AE 5,20 <AE <6,25 0,07 < AE < 0,08
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L’activité antioxydante est souvent estimée par le calcul de I’ECso : plus sa valeur est basse,
plus ’activité est meilleure. Ainsi, les antioxydants testés sont classés par ordre décroissant de

I’activité, indépendamment de la concentration initiale des radicaux libres en milieu tamponné :

Acide férulique> BRB > ARD

En revanche, Dactivité antioxydante est dite trés forte si AE > 10.1073. Cette condition est
vérifiée pour tous les antioxydants testés quelles que soient les conditions opératoires, a

I’exception de I’extrait ARD au milieu non tamponné et de concentration en radicaux libres

de190 pM.

D’un autre point de vue, on propose de tenir compte du tgc et du temps global de la
réaction, autrement dit de la cinétique de la réaction. Etant donné que les valeurs de tgc,, des
antioxydants testés sont comprises entre 5 et 30 min, on déduit qu’ils ont alors un comportement
cinétique intermédiaire. L’acide férulique réduit 50% des radicaux libres pratiquement au bout
de 7 min en milieu concentré en radicaux libres (190 uM) et aussi a faible concentration (50uM).
Dans le cas de I’extrait BRB, le tgc  est de I’ordre de 5 min du temps total de réaction (15 min,
50uM) et (30 min, 190 uM). On peut conclure que I’étape rapide de la cinétique de réduction des

radicaux libres définit I’étape déterminante pour I’estimation de I’activité antioxydante.

La biodisponibilit¢ d’une substance médicamenteuse est évaluée en fonction de sa
concentration et de sa vitesse pour atteindre la circulation générale, tout en définissant les
intervalles en seuil thérapeutique et toxicologique. Par analogie au phénomeéne de la

biodisponibilité, pour remplacer un antioxydant par un autre, nous suggérons :
o de définir le seuil de toxicité ;
o de définir la vitesse de réduction des radicaux a différentes concentrations ;

@ la concentration minimale de réduire le maximum des radicaux libres ne doit pas excéder

le seuil de toxicité.
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6. Conclusion

L’application du plan du criblage révele que les facteurs de stabilité du radical DPPH en
solution est dépendante de sa concentration. L’estimation de [’activité¢ antioxydante par la
méthode de DPPH devrait étre déterminée préférentiellement par les paramétres cinétiques de la
réaction de réduction des radicaux libres. Cependant pour une mesure fiable de [’activité
antioxydante d’un tel antioxydant, elle devrait étre réalisée dans un milieu proche ou identique
du domaine d’application. Dans I’espoir d’étudier ce phénomene dans des matrices biologiques,

une similitude entre I’application in vitro et in vivo devrait étre tenue en considération.
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Dans le but de valoriser la phytothérapie traditionnelle tunisienne et trouver de nouveaux
produits a haute valeur ajoutée, nous nous sommes intéressés aux études phytochimiques de
deux especes de la flore tunisienne : Aristolochia longa et Bryonmia dioica, et a rechercher

quelques propriétés biologiques de leurs extraits.

Les premiers travaux ont été consacrés a [’extraction, la séparation, la purification,
I’identification et a la quantification des huiles essentielles obtenues des racines et des parties
aériennes de 1’espece 4. longa. L’analyse de quatre échantillons des racines d’A. longa a permis
d’identifier en total 103 composés. L’échantillon collecté au mois d’avril (2013) constitue
I’assemblage moléculaire le plus complexe avec 51 composés en comparaison avec les
échantillons collectés au mois de septembre 2011 (35 composés), aott 2009 (37 composés) et
mars 2012 (35 composés). Cette diversité moléculaire est répartie essentiellement en
sesquiterpenes oxygénés (50,2 - 81,1%) suivis de monoterpénes oxygénés (5,9 - 28,0%),
sesquiterpenes hydrocarbonés (0,7 - 18,4%) et monoterpenes hydrocarbonés (0,0 - 0,8%).

Dans les parties aériennes, 1’analyse du profil chimique a permis d’identifier en total 70
composés, dont 37 molécules supplémentaires par rapport a celles déja mises en évidence dans
les huiles essentielles des racines. Parmi les composés discriminants on cite : 1’isocaryophyllene
(4%), lo-humulene (0,6 - 0,9%), l’a-cadinol (0,4 - 0,5), le Z-carveol (0,4%), le
dihydroactinidiolide (4,5 - 0,2%), le pin-2-en-8-ol (29,0 - 17,7%) et le 8-acetoxy-pin-2-e¢ne
(15,0 - 25,6%). L’identification structurale de ces derniers, par résonance magnétique nucléaire
(RMN "H/3C) uni- et bidimensionnelle et par spectrométrie de masse, a été effectuée aprés des
¢étapes de fractionnement et de purification sur colonne ouverte de silice en utilisant un gradient

pentane/éther diéthylique de polarité croissante.

L’activité antimicrobienne et antifongique des huiles essentielles a été évaluée
qualitativement, pour la premiére fois, par la méthode de diffusion de disque sur les différentes
souches Gram, Gram® et un champignon (C. albicans). On constate que les souches de

Gram' sont plus sensibles aux différentes huiles que les souches de Gram® et le champignon.

En outre, I’extraction, I’identification et la quantification des acides gras libres des fractions
lipidiques d’A4. longa et B. dioica, ainsi que leurs activités antimicrobiennes ont été étudiées.

Apres interprétation des spectres de masses (GC-MS), I’ensemble des acides identifiés dans les
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différents organes d’A. longa (A) et de B. dioica (B) ont été classés en acides gras polyinsaturés
(AGPI) variant de 20,1 a 45,4%, en acides gras mono insaturés (AGMI) variant de 10,1 a
41,2%, et en acides gras saturés (AGS) variant de 26,7 a 52,2%.

Les parties aériennes des deux especes présentent des composées majoritairement en AGPI
et en AGS pour leurs teneurs ¢levées en acide linolénique, acide stéarique et acide palmitique.
L’acide oléique (25,0% (AR) et 39,5% (BR)), I’acide linoléique (20,0% (AR) et 32,0% (BR))
constituent les composés dominants des racines. Ainsi, les valeurs pour les deux parametres
(AGPD/(AGS) et (0-6)/(®-3) dans les parties aériennes des deux especes sont de méme ordre de
grandeur que d'autres especes comestibles. Par conséquent, les parties aériennes des deux

especes peuvent étre considérées comme une source importante et saine d’AG essentiels.

Le pouvoir antimicrobien des fractions lipidiques d’A4. longa et de B. dioica a été évalug,
également pour la premiére fois, qualitativement par la détermination de diameétre de zones
d’inhibition et quantitativement par la détermination des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) et des concentrations minimales bactéricides (CMB). Dans la présente étude, les
résultats des CMI et des CMB montrent que les souches de bactéries testées présentent une

sensibilité distincte aux différentes fractions lipidiques.

D’apres nos connaissances, le fractionnement de la fraction d’acétate d’éthyle du décocté
issu de I’hydrodistillation de 1’espéce A. longa est étudié pour la premicre fois et conduit a
identifier une nouvelle molécule. Ainsi, pour prouver I’intérét du traitement des résidus issus de
I’hydrodistillation, il est recommandé de tester biologiquement cette molécule dans 1’espoir de

découvrir son pouvoir thérapeutique.

L’application du plan du criblage révele que les facteurs de stabilité du radical DPPH en
solution est dépendante de sa concentration. L’estimation de ’activité antioxydante par la
méthode du DPPH devrait étre déterminée préférentiellement par les parametres cinétiques de la
réaction de réductions des radicaux libres. Cependant pour une mesure fiable de 1’activité
antioxydante d’un tel antioxydant, elle devrait étre réalisée dans un milieu proche ou identique

du domaine d’application.

Dans I’espoir d’étudier ce phénomeéne dans des matrices biologiques, une similitude entre
I’application in vitro et in vivo devrait étre tenue en considération. Ces plantes cachent encore
leurs secrets, pour prouver scientifiquement les déductions traditionnelles de leurs activités

biologiques : un criblage bio guidé est indispensable.
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