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RESUME
RESUME

Les flavonoides sont I’une des plus grandes classes des produits naturels synthétisés par les
plantes, ils ont €t€ choisis pour leur stabilité chimique qui facilite leur stockage, leur dosage et leur
identification. Les flavonoides sont présents dans la famille des labiées et particuliérement dans le
genre Teucrium.

Notre choix s’est porté sur I’étude de I’espéce Polium L., cette demiére n’a fait I’objet
d’aucune étude en Algérie.

Pour I'extraction des composés flavoniques, on a suivi le protocole expérimental classique,
dont les principales €tapes consistent en la macération du produit végétal en poudre dans un mélange
de solvant méthanol-eau ( V/V : 70/30 ), puis & des extractions successives de la phase aqueuse par
’acétate d’éthyle et le n-butanol.

La séparation et la purification sont réalisées par des méthodes chromatographiques tels
que :

-Chromatographie sur couches minces de silica-gel : Kieselgel 60 G
-Chromatographie sur colonne de silica-gel : Kieselgel 40

-Chromatographie sur papier Wathman n° 3

L’identification des composés isolés est faite par :
-UV- fluorescence

-Spectrométrie UV- visible, avec des réactifs spécifiques.

Nos traveaux de recherches sur I’espéce Polium L. ont abouti a I’isolement de deux

composes flavoniques purs, I'un deux est le Cirsiliol.

Mots-clés : Flavonoides ; Teucrium Polium L.; Labiées: Chromatographie ; UV-fluoresence ;

Spectres UV-visible, RMN et masse.
¥



ABSTRACT

ABSTRACT

Flavonoids are one of the most important classes of natural products synthesized by plants.
They are chosen for their chemical stability, that facilitate their store, their dosage and their
identification. Flavonoids are present in Labiatae family and particularly in Teucrium genus.

Our research project was focused on the studies of Polium L. species, which has never been

studied in Algeria.

To extract flavonic compounds, we have followed the classical experimental procedure,
which including the maceration of powdered plant in aqueous methanol (70 : 30 in volume),
followed by a successive extractions of the aqueous layer with ethyl acetate and #-butanol.

The separation and purification of ﬂavor_loids were carried out by chromatographic methods
such as :

-Thin layer chromatography of silica gel (Kieselgel 60 G).
-Column chromatography of silica gel (Kiselgel 40).
- Paper chromatography using Wathman paper n° 3.

The identification of isolated compounds was established by spectrometry methods such as :

-UV-fluorescence.
- Spectrometry UV-Visible with the use of specific reagents.
Our research work on Polium L. species permit us to isolate tow flavonic compounds, one of

than is Cirsiliol.

Key-Words: Flavonoids; Teucrium Polium L.; Labiatae; Chromatography; UV-visible, NMR and

mass spectra.






Introduction générale

Introduction générale :

Depuis I'antiquité, I’homme est attiré, voir fasciné par la couleur verte des plantes, ainsi que
par les différentes couleurs des fleurs, des fruits, du monde végétal qui I’ entoure La plupart des
couleurs présentes dans les plantes ; jaune, bleue, rouge, violet et méme noire rencontrees dans les

fleurs et les fruits sont dues & la présence d’un type ou d’un autre de flavonoides.

Aujourd’hui, beaucoup de produits pharmaceutiques proviennent du régne végétal, bien que
I’homme a appris la maniére d’utilisation des plantes depuis longtemps, sous I’expression de bonnes

herbes et en particulier celles appartenant au groupe aromatique et médicinal.
es

L’histoire de la médecine traditionnelle est trés ancienne aussi bien que la civilisation
humaine. Des préparations pharmaceutiques étaient prescrites par les Egyptiens 1550 ans avant J-C,
Dans la médecine chinoise, de grandes variétés de plantes ont été utilisées, en particulier dans les
préparations pharmaceutiques complexes. .

DIOSCORIDES physicien grec, a décrit 600 plantes connues pour leurs propriétés médicinales dans
son livre « De Metereo Medica ».

Les physiciens arabes ont une contribution notable et significative, AVICENNA ( Cheikh Bu Al
Sina, 980-1037 ) est célébre pour son imminent ouvrage « La loi Dans La médeciney.

RHAZES ( Abu Baker Mohamed Bin Zakaria ) est connu pour ses 250 ouvrages dans son livre

« L’histoire De La médecine ».

La plante, sujet de notre étude appartient au genre Tewcrium dont le nom générique est
probablement dérivé de Teucer, prince de Troie, qui est censé avoir découvert les vertues

médicinales de ce type de plante '.

Les plantes du genre Teucrium ont été utilisées en médecine traditionnelle sous forme de
décoction et d’infusion pour le traite:;lent de plusieurs maladies, telles que I’hépatite, la toux, les
maladies des voies urinaires, la bronchite chronique, elles sont aussi réputées pour leurs effets anti-
inflammatoires, anti-bactérien et anti-spasmodique. Tous les Teucriums sont amers, aromatiques,

excitants et toniques '

-1-



Introduction générale

Le genre du Teucrium appartient & la famille des Jabiées ( lamiacées ) dont le nom est donné
par les premiers botanistes ( du mot latin Labium : Leévre ). Les labiées sont chimiquement riches en
composés terpéniques (huiles essentielles, diterpenes, triterpenes) et en flavonoides. Cette famille
contient plus de 3000 espéces de plantes herbacées et de sous arbrisseaux répartis dans le monde

entier et plus abondant dans la région méditerranéenne 2.

Le genre Teucrium est I'un des plus riche en espéces, il compte plus de 300 espéces dont une
vingtaine sont spontanées en Algérie, surtout dans la région de Tell ®, en Europe, on connait 49
espéces *. L’étude des flavonoides du genre Teucrium des espéces europé€ennes a &té faite

essentiellement par Barberan F.A.T et Harborne J.B *.

Les flavonoides étant d’une part une des plus grandes classes des produits naturels
synthétisés par la plante et d’autre part connus pour leurs importances pharmaceutiques,

économiques et en agriculture.

Du fait que I’espece Teucrium Polium L. n’a fait I’objet d’aucune étude en Algérie, le but de
cette recherche est consacré a I'isolation et la détermination ( identification ) des structures
flavoniques contenues dans cette espéce. L’étude comprendra des généralités sur les flavonoides, les

méthodes de leur séparation, les techniques de leur analyse structurale et enfin leur identification.






CHAPITRE I Les flavonoides

I.1- Généralités :

Les flavonoides, au sens strict, sont des pigments jaunes, le nom flavonoide est dérivé du
mot Grec « FLAVUS » qui veut dire jaune. Ce sont généralement des substances colorées tres
répandues dans les végétaux & I’exception des algues, ils sont surtout abondants dans les plantes
supérieures, particuliérement dans certaines familles : Polyonacées, Rutacées, Légumineuses,
Ombelliféres et Composées ¥ ¢, Mais ils peuvent également se trouver dans le régne animal : les
glandes a sécrétion odoriférante du castor, propolis (sécrétion d’abeille) et dans les ailes des

papillons .

Ces substances issues du métabolisme secondaire, et leur accumulation dans la plante est en
quantités extrémement faibles (leur concentration dans les cellules de la plante ne dépasse pas
souvent 1 millimoles) %,

Pratiquement, les flavonoides se trouvent dans toutes les parties de la plante et leur teneur est

maximale dans les organes jeunes (feuilles et bouton floraux) 5,

Les flavonoides peuvent étre divisés en trois groupes :
- Les aglycones lipophiliques libres dont la majorité sont des flovones, les flavonols sont rares.
- Les flavonoides glycosidiques qui sont généralement des flavones glycosylées en position 7 ou des
flavonols plutt glycosylés en position 3, les hétérosides C- glycosylés sont rares chez les labiées.

- Les anthocyanins qui sont identifiés dans la plus part des espéces de cette famille.

Les flavonoides sont caractérisés par une structure commune en Cs — C; — Cq, dans laquelle
deux cycles benzéniques A et B sont réunis par une chaine de trois carbones (Fig.1); selon le degré

d’oxydation de cette chaine, on distingue un grand nombre de squelettes flavonoiques.

‘;Z, 9

0
Fig.1 : Phenyl-2 chromone
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1.2- Classification des flavonoides :

La structure des différents types de flavonoides varie selon la nature de I’hétérocycle

oxygené, cet hétérocycle est dérivé soit des formules du pyrane (1), du pyrylium (2) soit de celle de

Y- pyrane (3).
o) : 4 05
0
(J ] O
’9*2 ~ e}
(1) Pyrane (2) Pyrylium (3) y-Pyrane

Les flavonoides se divisent en plusieurs classes selon le niveau d’oxydation du cycle central

Cs, tableau —I 2,



CHAPITRE 1

Les flavonoides

Tableau-I : Les différentes classes des flavonoides

Différentes classes Principales substances
Structure Nom de famille Hydroxylation Nom
R=H FLAVONE 5174 Apeginine
57,3, 4 Luteoline
R=0OH FLAVONOL 57,4 Kaempferol
517,3,4 Quercetine
R=H FLAVANONE |5,7,4' Naringenine
(Dihydroflavone) |7, 3", 4' Butine
R=OH FLAVANONOL (7,34 Fustine
(Dihydroflavonol) |5,7,3', 4’ Taxifoline
R=H CATECHINE 57,3,4,5 Gallocatechine
(Flavanol-3) 573, 4 Catechine
R=0OH LEUCOANTHO- |5,7,3',4' Leucocyanidine
CYANIDINE |5,7,3,4,5 Leucodelphinidine
(Flavandiol-3, 4)
R=H FLAVYLIUM 574 Apigenidine
(Anthocyane) 5734 Luteolidine
R=0OH 5773.4 Cyanidine
ANTHOCYANIDINE {5,7,3,4,5 Delphinidine
ISOFLAVONE 7,4 Daidzein
573,44 Orobol
CHALCONE 2,4,3,4 Buteine
2,3,4',3, 4 Okanine
2
DIHYDROCHALCONE (4,2, 4, 6' Phloretine
34,2,4,6 Hydroxyphloretine
AURONE 6,3, 4 Sulphuretine
6,7,3, 4 Maritimetine
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L.3- La substitution du squelette flavonique :

Les différents processus de substitution intervenant dans I'élaboration du squelette
flavonique sont a I'origine de I’extraordinaire diversité structurale flavonique.
Le nombre, la nature et la position des substitutions sur I’aglycone flavonique sont subordonnés au
fonctionnement des systémes enzymatiques.

Le squelette de base de la structure flavonique est le suivant :

L3.1- L’hydroxylation :

Les hydroxyles originaux en position 5, 7, 4' sont d’une part introduits avant la formation de
la molécule en Cys; les hydroxyles portés par les carbones en S et 7 sur le noyau A apparaissent trés
précocement (avant le stade de chalcone et formation du noyau A).

Il en est de méme pour le OH du noyau B en position 4' (OH du para-coumaroyl-CoA), et d’autre
part les OH du noyau A en position 6 et 8 et ceux du noyau B en 3, 5' et ceux de toute autre position
sont considérés comme des extra hydroxyles.

Le noyau B est souvent substitué en para ou simultanément en para et en meta.

Exemple :

Apigénine Quercétine
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L.3.2- La O-substitution :

- La méthylation des hydroxyles (métloxylation) :

C’est la méthylation des groupements OH originaux ou extra hydroxyles.

Exemple ;

OH O OH O

OH © OH O

Rhamnétine Isorhamnétine

- La O-glycosylation :

Elle constitue un processus destiné a rendre la molécule flavonique moins réactive d’une part

et plus soluble dans I’eau de l'autre part. Les sucres qui interviennent dans la structure des

hétérosides phénoliques sont presque exclusivement des aldoses. Cette derniére propriété lui permet

d’étre stocké dans le compartiment vacuolaire de la plante ',

Dans le cas de la O-glycosylation, la l!i;aison s’effectue entre un OH phénolique et un OH alcoolique

d’un sucre tel que le glucose (le plus fréquent), le galactose, le thamnose, le xylose, 1’arabinose.

Notons que le groupement osidique peut étre aussi disaccharide, trisaccharide.
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OH O
‘O-Rutinosyl-3 Kaempférol

OH
Rha-0-Glu-0 o @
(2]

OH O

Diosmine

1.3.3- La C-substitution :
- La C-méthylation :

.

La C-méthylation est une liaison entre un méthyl et un carbone de I'aglycone ; le radical
méthyl se lie au cycle benzénique par une liaison carbone- carbone. Elle se fait habituellement en

C-6 et/ou C-8, parfois en d’autres positions (C-3 et C-7) ‘.

OH O
8-C-méthyl galangine

OH O
Alluaudiol
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- La C-glycosylation :

Chez les végétaux, la C-glycosylation est un mode de substitution moins fréquent que la O-
glycosylation, la liaison établit est de type carbone-carbone qui résiste a I'hydrolyse acide.
La C-glycosylation se fait en position C-6 et/ou C-8 ** ', Parfois les deux modgles de glycosylation
coexistent.

On connait des C-glycosyl-flavonoides qui sont aussi C-glycosylés en position 7 ou en 4'.

Exemple :

OH O

C-glucosyl-8 chrysoériol (scoparine) O-glucosyl-7- Isoorientine
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1.4- Biosynthése des flavonoides :

Les flavonoides sont issus de deux voies complémentaires

- La voie de I’acide malonique :

Constitue la voie de synthése du noyau A qui résulte de la condensation d’une unité phényl

propanoide (para-coumaroyl-CoA en Cs —C3) avec trois unités malonyl-CoA.

- La voie de 'acide shikimique :

Pour la formation du noyau B et de I'élément central A trois carbones, UNDERHILL '* et
AL, ont montré que les meilleurs précurseurs sont I’acide shikimique, la phénylalanine et parmi les
dérivés des acides cinnamiques le composé p-coumarique. Ainsi, comme le montre le schéma-1, qui
illustre la biosynthése des flavonoides, I’acide shikimique conduit aux dérivés (C¢-Cs) sous Iaction
de I’enzyme phénylalanine ammonia-lyase (PAL).

La voie de P’acide shikimique et malonique se croisent dans la réaction de condensation de
Pacide hydroxy cinnamique-Co-A (4-coumaroyl-CoA) avec trois molécules de malonyl-CoA, cette
réaction qui représente I'étape centrale de la synthése de la molécule flavonique C-15, est catalysée

par I’enzyme chalcone synthase.

Les premiers composés formés sont constitués par un équilibre chalcone-flavanone. Les
chalcones qui se transforment donc par isomérisation (fermeture de I’hétérocycle) en flavanones, et
c’est & partir c}\u Céronc commun que plusieurs voies divergent et conduisent ainsi aux différentes

e

classes d’aglycones flavoniques (flavones et dihydroflavonols).

Les isoflavones résultent de la transposition du noyau B des flavones correspondantes.
A partir d’un second carrefour métabolique important des dihydro-flavonols, deux grandes classes
de flavonoides sont synthétisées : les flavonols et les anthocyanes, et la biogenése de ces derniers

fait intervenir comme intermédiaire les flavanes-3, 4 diols '* ¢,

-10-
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Carbohydrates

Acétyl-CoA

Dihydroflavonols

gl

OH

OH OH
Flavanes 3,4-Diols
J!

Catéchines

OH OH
v i
- —— -
1 coas | HO | HO
o 0 a

v 4-Cou1na:oyl-CoA
3 Malonyl-CoA

Ho OH
Chalcones O

Acide paracoumarique

o

Acide shikimique

Acide arogénique

Phénylalanine

H
OH
O™
OH

OH O Flavonols

O oM HO (0]
~
—
_ Zom
OH

~

Anthocyanidines

Acide cinnamique

OH O Flavones

l Ptérocarpanes
OH © Q <: Roténoides
Q

Enzymes :
L. Acétyl-CoA carboxylase

II. Phénylalanine ammonia lyase
M. Cinnamate 4-hydroxylase
IV. 4-Coumarate : CoA lyase.

1. Chalcone synthase

2. Chalcone isomérase

3. 2-Hydroxyisoflavanone synthase

4, Flavone synthase
5. (2S)-Flavanone 3-hydroxylase
6. Flavanol synthase

7. Dihydroflavonol-4-réductase

8. Flavane-3, 4 cis diol-4 réductase

Schéma 1 : Biosynthése de différentes classes des flavonoides.
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CHAPITRE I

Les flavonoides

Arbre phylogénétique

Angiospermes

Gymnospermes

SPERMATOPHYTES

Fougeres

Lycopodes

Mousses
Algues vertes

" Algues “
,/ \\< ﬁhampignons
Fi

Bactéries

Complément de flavonoides

Totalement des flavonoides

Favones, Flavonols, C-et O-glycosides
Isoflavones, C- et O-glycosides

Chalcones et dihydrochalcones, C- et O-glycosides
Aurones, O-glycosides

Dihydroflavonols O-glycosides

Majorité des flavonoides

. Biflavonoides, Flavones

Flavanones, Flavones C-glycosylés
Flavonols, Dihydroflavonols
Anthocyanes

Flavonoides de structures simples
3-deoxyyanthocyanines
Flavanones, Flavonols

Chalcones, Biflavones

Flavones C-et O-glycosyles

Peu de flavonoides
3-deoxyanthocyanines
Flavonols

Flavones C-et O-glycosyles

Absence totale
De flavonoides

Schéma 2 : Evolution des flavonoides dans les plantes.
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CHAPITRE I Les flavonoides

L.5- Intéréts des flavonoides :

Les flavonoides possédent des caractéristiques particuliéres qui font d’eux des marqueurs de
choix dans Iétude et la compréhension de Porganisation hiérarchique du monde végétal 'Y,
- La premiére caractéristique est d’étre des métabolites secondaires dont la plupart sont
chimiquement stables, ce qui facilite largement I’acces analytique.

- La seconde caractéristique est la diversité structurale.
L.5.1- Intéréts thérapeutiques :

Les flavonoides, et parmi eux la rutine, le rutoside et la quercitine, sont empiriquement
depuis longtemps utilisés dans la pathologie circulatoire comme veinotique, vasculoprotecteur et
comme antioedemateux et anti-inflammatoires '""*?,

La principale activité attribuée aux flavonoides est une propriété “facteur vitamine P”.

Les principales indications thérapeutiques du facteur vitaminique sont :
- I’action diurétique (drogues a C-glycosyflavonoides)
- ’action antisp:asmodique des ﬂavon_o‘fdes et des chalcones de réglisse
- 'ophtalmologie : rétinopathie, hypermies conjonctivales
- ’action anti-oedémateuse (protecteurs du tissu conjonctif)

- la gynécologie : troubles veineux et prévention de leurs complications chez la femme enceinte %,

Il existe une relation entre la structure des flavonoides et leurs activités pharmacologiques, et

le tableau-II 2 en résume quelques exemples :

%
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Les flavonoides

Tableau — IT: Relation entre structures et activités

flavoniques.
Flavonoides Emploi thérapeutique
Thymonine - diurétique
Cirsiliol - digestive
Nepitrine - anti- inflammatoire

- anti- arthrique

Hypolaetione-8-glycoside

- anti- inflammatoire

- anti~ ulcére

Dimethyl éther apigenine

Fisetine

- anti- inflammatoire

Khellin (dimethoxy-methyl-furano-chromone)

- anti- allergique

8-methoxycirsilineol

- anti- spasmodique

- stomachique

Cirsimaritine

Baicaleine

- anti- prurique

- antiseptique

Nepetine, eupatorine, eupatiline, jaceosidine,
Hispidulin et 5, 7, 4'-tri OH 6-OMe flavone

- traitement des tumeurs

Quercetine

- anti- malaria

- traitement de la parainfluenza

Glucoside- 3- Kaempferol

Rutinoside- 3- Kaempferol

- crises hémorroidaires

- troubles cardio- vasculaires

3- methyl quercetine

- anti- viral

Morine -

- traitement du poliovirus

Rutinoside- 7- hesperetin ( flavanoine )

- maladies cérébrales vasculaires

= hypertension

Rhamnosyl- 3- Kaempferol

Glucoside- 3- Kaempferol

- activité analgésique

C- glycosyl flavonoides

-maladies rénales

-14-
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CHAPITRE 1 Les flavonoides

L.5.2- Intéréts biologiques :

Lactivité biologique des flavonoides a été trés étudice et assez bien décrite *'. Nous ne

ferons ici que rappeler les principales activités.

Les flavonoides (quercétol, tricol ...) peuvent contribuer efficacement dans Je traitement de
certains types de cancer 2 comme par exemple le cancer de I’cesophage humain causé par la
consommation excessive des tanins qui se trouvent dans les boissons astringentes tels que le thé et le
café &,

Parmi les flavonoides présentant des propriétés hypotensives, la 6,8-di-glycosylapigénine qui

provoque notamment une baisse importante de la pression artérielle chez le rat 2.

Les O-diphénols protégent contre les oxydations, ils exercent un effet “Scavenger” captant

les radicaux libres (0%, OH), engendrés par I’hypoxie et I’ inflammation.

Les flavonols forment des complexes avec les métaux ainsi que tous le flavonoides avec une

conﬁguration 3', 4 dihydroxy, possédent une activité antioxydante %,

Les rotenoides (isoflavones) ont une activité toxique, et les produits contenant ces

isoflavones étaient utilisés comme insecticides %°.
L.5.3- Intéréts économiques :

Outre les intéréts thérapeutiques et biologiques, les flavonoides ont une importance
€conomique, et sont utilisés dans I’industrie cosmétique, puisque les dérivés de la lutéoline réduisent
I’hyperpigmentation de la peau. Dans I'industrie alimentaire, ils sont utilisés comme antioxydants

naturels et inhibiteurs d’enzymes ¥,
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CHAPITRE II Méthodes d’analyses structurales des flavonoides

I1.1- Méthodes d’analyses structurales :

Les techniques suivantes sont utilisées pour déterminer la structure des composés
flavoniques :
- Fluorescence sous lumiére UV (254-365 nm)
- Spectrométrie UV-visible _
- Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire

- Spectrométrie de masse.
I1.1.1- Fluorescence sous lumiére UV :

La fluorescence des composés apporte un certain nombre d’informations accessibles

immédiatement 4 I"examen des chromatogrammes en lumiére UV (254-365 nm).

En dehors des isoflavones, pratiquement tous les autres composés de la famille des
flavonoides apparaissent en UV sous forme de spots colorés dont certains sont fluorescents, en effet,
il existe une relation étroite entre la fluorescence du composé, sa nature et son mode de substitution,

les différentes interprétations sont résumées dans le tableau-II1 ™ '%2829

Tableau-III : détermination de la structure des flavonoides par Pinterprétation de leurs

fluorescences.
Spot coloré Types de flavonoides

Noir Flavonols 5, 6, 7 tri-OH libres

Flavonols §, 7, 8 tri-OH libres
Brun-noir 3-OH absent ou 3-OH substitug

Flavones 5-OH et 4'-OH

Flavones 3-OR et 5-OH ; 4-0OH
Violet Flavones 6- ou 8-OH

Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols, flavones
Bleu-clair Flavones sans 5-OH libres
(fluorescent) Flavonofs 5-OH libre sans 3-OH substitué
Jaune terne ; jaune ;
fluorescence orangée Flavonols 3-OH libre avec ou sans 5-OH libre
Jaune vert brillant 5-OH libre ou 5-OH substitué

Flavonols avec 3-OH libre
Jaune fluorescent Aurones, chalcones, flavanones
Jaune pale Dihydroflavonols
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CHAPITRE II Méthodes d’analyses structurales des flavonoides

II.1.2- Spectrométrie UV-visible :

La spectrométrie UV-visible est trés utilisée dans I’étude des flavonoides, car elle est
sensible et n’exige que peu de produits (une tache de chromatographie sur papier suffit), elle donne
des renseignements structuraux de premiére importance dans la détermination de la nature et la

position des substitutions sur le noyau flavonique.

Lgs mises au point de cette question ont été publiées par GEISSMAN (1955) *, JURD
(1962) *' et HARBORNE (1964) .

I1.1.2.1- Absorption en milieu méthanolique neutre :

Les composés flavoniques présentent en milieu méthanolique'neutre deux bandes intenses :
- Bande I située entre 300 et 385 nm
-.Bande [ située entre 240 et 280 nm
Selon JURD et Horowitz (1962) *' ces deux bandes sont attril?uables au fait que les flavones et

flavonols présentent des formes limites de type cinnamoyle ou benzoyle.

Cinnamoyle Benzoyle

* La bande I correspond & I’absorption du systéme cinnamoyle qui fait intervenir la conjugaison
du groupement CO de I’hétérocycle central avec le noyau B.

¢ La bande II est associée 3 I’absorption du systéme benzoyle qui fait intervenir la conjugaison du
noyau A avec le groupe carbonyl.,Cette bande permet de connaitre le nombre de substituants du

noyau B 2,

La position de la bande I permet de distinguer la structure flavonol de la structure flavone,
- Une monosubstitution en position 4' se traduit par une bande unique vers 270 nm.
- Une ortho disubstitution fait apparaitre deux bandes ou une bande et une inflexion.

- Une trisubstitution est caractérisée par une seule bande située entre 250 et 270 nm.
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Le tableau-1V illustre les ordres d’absorption pour les flavonoides 7 :

Tableau-IV : Ordres d’absorption ultraviolet pour les flavonoides.

Bande II (nm) Bande I (nm) Type de flavonoides
250-280 310-350 Flavones
250-280 330-360 Flavonols (3-OH libre)
250-280 350-385 - Flavonols (3-OH substitug)
245-275 310-330 épaulement v |Isoflavones

pic a 320 Isoflavones (5-deoxy-6, 7-dioxygénés

275-295 300-330 épaulement Flavones et dihydroflavonols
230-270 (basse intensité) [340-390 - Chalcones
230-270 (basse intensité) | 380-430 Aurones
270-280 . 465-560 Anthocyanes et anthocyanidines

IL.1.2.2- Absorption en présence de réactifs :
a- Hydroxyde de sodium - NaOH :

L’hydroxyde de sodium (0,5N) base forte jonise tous les hydroxyles phénoliques de
I’aglycone flavonique, et plus particuliérement les OH en position 3, 4' et 7; il en résulte un effet
bathochrome (déplacement vers les grandes longueurs d’ondes) sur les deux bandes I et I1, cet effet
est plus marqué sur la bande 1.

Les flavonoides trés hydroxylés sont instables en présence de ce réactif et cette instabilité croit avec
le nombre de substituants OH.

Ce réactif est utilisé en deux temps :

- Instantanément.

- Aprés cinq minutes.
%

On peut indiquer :
- Un effet bathochrome de 40-60 nm sur la bande I sans diminution d’intensité optique avec le
temps, indique la présence d’un hydroxyle libre en 4'.
- Un effet bathochrome de 50-60 nm sur la bande | avec diminution d’intensité indique un 3-OH.

- La présence d’une bande IIT (située entre 320-335 n}n) signale le présence d’un 7-OH,
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b- Chlorure d’aluminium- AICl; ;

Comparativement aux autres réactifs utilisés, le chlorure d’aluminium (1% reste le réactif de
p

choix en spectrophotométrie UV-visible.

En milieu anhydre ou hydraté, les propriétés chélatantes du chlorure d’aluminium I’égard
des flavonoides se situent 4 deux niveaux -
- Formation de complexes labiles élvec deux hydroxyles libres en position ortho sur le noyau A ou
sur le noyau B, (7,8), (3',4") ou (6,7).

- Formation de complexes stables avec le carbonyle en 4 et I’hydroxyle en 5 et (et ou) en 3.
153 d /ou em3

Chacun des pics du spectre initial se dédouble avec un effet bathochrome :
- Un effet bathochrome de 20-45 nm indique 5-OH
- Un effet bathochrome de 60 nm indique 3-OH.

¢- Chlorure d’aluminium + acide chloridrique-AICl;+ HCI ;

L’addition d"HCI (50%) permet de s’assurer de la labilité ou de la stabilité du complexe ; en
effet aprés acidification du milieu, seul consiste I’effet de chélation des hydroxyles en position 3 ou

5 ; les liaisons établies en milieu neutre et relatives 4 I"ortho dihydhroxylation sont rompues.

L’effet bathochrome observé avec AICI; seul est réduit aprés addition d’HCI par un effet

hypsochrome provoqué par la décomposition des complexes orthodihydroxylés.
d- L’acétate de sodium- NaOAc :

L’acétate de sodium en exces (anhydre ou fondue), est une base faible qui provoque
Pionisation des hydroxyles phénoliques les plus fortement acides, notamment ceux en position 3, 7

et 4' les autres hydroxyles ne sont pasaffectés .
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AICl5

—

HCI acqueux

1" cas :

—

2™ cas:

Shéma-4 : Schémas des complexes formés par AICL/HC] avec une flavone ou un flavonol
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. - L’acétate de sodium+DPacide borigue- NaOAc + H;3BO; .

L’addition d’acide borique (1%) en présence d’acétate de sodium chélate les hydroxyles en
position ortho, & I’exception des hydroxyles de C-5, C-6. Il se produit un effet bathochrome de BI
de 12 a 30 nm par rapport au spectre mét.hanolique neutre, causé par la chélation du systéme
orthohydroxylé du cycle B. Quand le cycle A est orthodihydroxylé (6,7 ou 7,8) ce déplacement est

réduit & 5-10 nm. Si I’'un de hydroxyles est méthoxylé, cet effet est annulé 2°.

En résumé, ces réactifs entrainent des déplacements de BI et BII permettant la localisation de
la plupart des groupements hydroxyles de la molécule, si bien qu’il est possible de prévoir la
substitution des hydroxyles chez les flavones et les flavonols; s’ils sont méthylés ou glycosylés, il

n’y a pas de déplacement spectral.

Les interprétations des déplacements en U.V-visible avec addition de réactifs sont résumées

dans le tableau-Vv 7+2%:31:34,35 .
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Tableau -V : Interprétation des déplacements en U.V-visible avec addition de réactifs

Réactifs Déplacement 1 en mm Interprétations
Bande I Bande II
MeOH 310-350 250-280 Flavones
330-360 250-280 Flavonols (3-OH libre)
350-385 250-280 Flavonols (3-OH substitug )
+40 4 60 avec stabilité d’intensité 4'-OH
+50 4 60 avec diminution d’intensité 3,4'—di OH
NaOH Faible déplacement avec diminution d’intensité |4'— OMe
Absence de bande entre 320-335 7-0R
Apparition d’une bande entre BI et BII 7-0OH
Transformation de BI en une inflexion 5-OH (seul hydroxyle libre)
Instabilité instantanée ou progressive | Flavonol ; 3, 3', 4'-tri OH
(Dégénéréscence) ou 3, 4', 5' —tri OH
ou3', 4", 4'~tri OH
ou 3, 3", 4', 5'-tetra OH
AlCl; / MeOH +20 a4 45 5-OH
+60 3-OH
AlICl; + HCI/ AICl;  |-30 440 3',4'di OH
-10 3',4' -OH, OMe
=20 a-25 3',4",5'—tri OH
AlCl; + HC1/ MeOH [+35 a 55 5-0OH
+17 220 5-OH (avec 6-oxygénation)
+20280 7—-0OH '
Déplacement trés faible |7 —OR
Diminution d’intensité |6,7, 7,8 ou 3'4'—di OH
NaOAc/MeOH avec le temps 5,6,7 ;57,8
Spectre se décompose | ou 3,3',4" —tri OH
avec le temps
NaOAc+H;BO;/ +12a36 3',4'—di OH
MeOH +5a10 6,7 ou 7,8 —di OH

II.1.3-La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) :

a- La résonance magnétique nucléaire du proton 'H NMR :

La RMN du proton permet :

- La localisation des protons (H) sur f& molécule .

- La définition du modéle d’oxygénation,

- La détermination du nombre (et position) des groupements méthoxy.

- La détermination du nombre, de la nature et la position des sucres présents '+37,
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Le choix du solvant se fait selon la nature de la molécule flavonique, pour les aglycones
flavoniques et les hétérosides on utilise généralement le DMSO ( hexadeutereodimethyl sulfoxide),
parfois on utilise le CCl,, mais il faut au préalable procéder a une triméhylsilylation pour protéger
les hydroxyles libres de la molécule. Aussi I’addition d’une ou deux gouttes de D,0O permet

d’éliminer du spectre les signaux des protons des groupements hydroxyles 2,

Pour les flavonoides methoxylés, deux solvants sont utilisés, le benzéne deutéré CesDgavec le
chloroforme deutéré ( CDCI5) ou alors Cg¢Dg avec CCly *, Les données de la résonance sont

comprises dans I'intervalle 0-10 ppm par rapport au TMS.

2

Contrairement 4 la SM, la RMN nécessite des quantités pondérales importantes de
substances (de un & plusieurs dizaines de milligrammes) ce qui en limite souvent I’application dans

le cas des études des substances naturelles.

Le tableau-VI ; contient les déférents déplacements des flavonoides en RMN proton.
On désigne par :
(s) : singulet
(d) : doublet
(q) : quadruplet
(dd) : doublet de doublet
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Tableau — VI : Déplacements chimiques des protons des flavonoides en ! H NMR

Nature du flavonoide Déplacement chimique | J: constante de Remarque
(ppm) couplage
Protons du noyau A
5,7 dihydroxy flavone et|H-6:d (6,0-6,2) J=25HZ
flavonols H-8 : d (6,3-6,5) J=25HZ
H-6 :d (6,2-6,4)
7 glycosy flavones H-8 :d (6,5-6,9)
et flavonols (déplacement vers |Jes
champs faibles)
7- hydroxy — 5 déoxy H-5:d(7,9-8,2) J=9HZ
flavones et flavonols H-6 : dd (6,7-7,1) J=9,0et2,5HZ
H-8 : d (6,7-7) J=25HZ
Protons du noyau B
- Flavones disubstituées en
(3',4'-OH) et (30H, 4'OMe) [H-5':d (6,7-7,1) l=8,5HZ
H-2':d (7,2-7,3) J=25HZ

- Flavonols disubstitués en
(3',4'-OH) et (30H, 4'0OMe)

- Flavonols (3' OMe,4' OH)

- Flavonols (3', 40H,
3-O-glycosyl)

H-6':dd (7,3-7,5)

H-5':d (6,7-7,1)
H-2':d (7,5-7,7)
H-6': dd (7,6-7,9)

H-2':d(7,6-7,8)
H-6': dd (7,4-7,6)

H-2':d (7,2-7,5)
H-6': dd (7,3-7,7)

J=2,5¢t 8,5HZ

Le signal de H-2' est
déplacé vers les champs
faibles

- Flavones et flavonols
trisubstitués en (3',4',5'-
OH)

- Flavones et flavonols
(CHj; ou sucre en 3' ou 5"

- Flavones
monosubstituées en 4'

- Flavonols
monosubstituées en 4'

H-2'.6": 5(6,5-7,5)
H-2':d

* distincts
H-6':d
H-3'.5":d (6,5-7,1)
H-2'6" d (7,7-7,9)
H-3',6"d (6,5-7,1)

H-2'.6": d (7,9:8,1)

J=3 HZ

J=8,5HZ

J=8,5HZ
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Suite :
Protons du noyau C I1-3
- Flavones d ppm
6,3(s) *
Protons osidiques H-1"  les autres protons
dppm 8 ppm
4'5,7-O-glycosides 50 - 3,5-4.3
3-O-glycosides 5,8 3,5-4,3
7-O-glycosides 4,8-5,2 3,5-4,3
3-O-glycosides 5,8-6,0 3,5-4,3
Substitutions 6 ppm
MeO 3,7-4,1
CH;CO 1,6-2,5
6-Me 2,0-2,3
8-Me 2,1-2,5
Protons de solvants & ppm
T™S 0,1-0,5
DMSO-44 2,4-2,6
MeOH 3,3-4,1
CDCl; 7,3

Pour les flavonols monosubstitués en 4', nous notons des couplages ortho (J=9Hz ) entre
plag

les protons 2" et 3', 5" et 6",

Dans le cas des flavones, le proton H-3 ( cycle C ) apparait sous forme d’un singuleta 6,3
ppm qui chevauche trés souvent le signale du proton H-6 ou H-8 dans le cas d’une oxygénation en
%
56,7 0u5,7,8 ou 5,6,7,8 %,
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a.1- Les protons de la partie osidique (sucre) :

Le signal du proton osidique H-1 se trouve geénéralement vers les champs faibles par rapport
‘aux autres srgnaux des protons du sucre. Son déplacement chimique exact peut donner des

informations concernant Ja nature du sucre et de son mode de liaison.

Dans les trois types de flavonoides O-glycosylés en C-4', C-5 et C-7 le signal du proton de
C-1" apparait entre 4,8 et 5,2 ppm, alors que dans le flavonol 3-O glycosylé, ce signal apparait entre
5,7 et 6 ppm
De plus, les flavonoides 3-O- glucosylés sont bien distingués des 3-O rhamnosylés ( le proton de
C-1" dans le 3-O glycoside a un déplacement chimique situé entre 5,35 et 5,56 ppm, alors que ce

déplacement se trouve entre 4,96 et 5,36 ppm pour le 3-0 rhamnoside ) %,

Le signal de H-1" du sucre attaché a un autre sucre ( sucre terminal ) peut étre toujours
distingué de celui du sucre directement attaché au flavonoide ( sucre primaire ) dans lequel H-1"

résonne normalement vers les champs forts par rapport au sucre primaire %,

Dans les flavonoides 3-rutinosylés, les signaux de H-1" du glucose et du rhamnose

apparaissent respectivement a 5,3 et 4,44 ppm *®
a.1.1- Type de liaison :

Le signal du proton anomérique ‘apporte des informations sur une liaison o ou B
glycosidique et cela par la constante de couplage entre H-1/H-2 de la molécule de sucre *°
- Le sucre forme une liaison a avec I’ aglycone quand les protons H-l " et H-2" du sucre sont axial —
équatorial, avec une constante de couplage de 3-4 Hz
- Le sucre forme une liaison B avec I’aglycone quand les protons H-1" et H-2" du sucre sont

diaxiaux, avec une constante de couplage de 7-8 Hz.
=
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a.1.2- Séquence des sucres :

Le signal de H-1 du sucre terminal se distingue lors de son apparition dans les champs forts

par rapport au signal de H-1 du sucre premier, le tableau-VII en fournit quelques exemples ¥,

Tableau-VII : Déplacements chimiques des protons anomeériques en 'H NMR pour les
flavonoides O- glycosylés ( dans DMSO —dg)

Sucre primaire Déplacement chimique Sucre terminal Déplacement chimique
(ppm) (ppm)
3-0- B-D-glycosyl 572-5,75 2-0O- B-D-glycosyl 4,63-4,65
4,90-5,25 2-0O- B-D-glycosyl 4,43-4,68
7-0- B-D-glycosyl 5,05-5,56 2-0- a -L-rhamnosyl 5,56
3-0- a -L-rhamnosyl 5,21-5,50 3-0- B-D-glycosyl 4,32-4,48

a.1.3- Position du sucre :

On peut avoir la position du sucre sur le squelette flavonique grice & son déplacement
chimique *!, on peut citer quelques exemples :
3-O-glycosides (5,35-5,56 ppm).
7-O-glycosides (4,90-5,25 ppm ).
3-O-rhamnosides (4,96-5,36 ppm ).
7-O-rhamnosides (5,22-5,75 ppm ).
3-O-glucoronides (5,48 ppm ).
7-O-glucoronides (5,10-5,18 ppm ).’

a.1.4- La C- glycosylation :

On peut distinguer les 6-C-glycosyl flavonoides des 8-C-glycosyl flavonoides par les
déplacements chimiques ; en effet les premiers résonnent a des champs plus forts que les seconds ¥,

le tableau-VIII illustre quelques exemples :
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Tableau—VIII : Déplacement chimiques des protons anomériques en RMN des C-glycosyl
flavonoides ( dans DMSO-dg)

Glycosides Déplacement chimique & (ppm) J
6-C- B-D-glucosides 4.58-4,90 10 HZ
8-C- p-D-rhamnosides 4,64-4,38 10HZ
6-C- a -L-arabinosides 4,67 8,2HZ
6-C- a -L-arabinosides ) 4,75-4,89 9HZ

J : constante de couplage entre H-1/H-2 de la molécule du sucre.
b- La résonance magnétique nucléaire du carbone *C NMR :

Le spectre RMN du carbone-13 est complémentaire de la spectrométrie RMN du proton. Elle
est appliquée aux différents types de flavonoides naturels %, 4 la différence avec les spectres RMN

proton, Iintensité du signal carbone 13 ne représente pas le nombre de carbones **.

La résonance du carbone —13 prédomine dans une rangée de 0-220 ppm par rapport au TMS

(tetrametlylsilane) ,

Le solvant fréquemment utilisé est le DMSO-ds qui produit ses propres signaux 4 39.5 ppm’.
Parmi les applications de ’'RMN du carbone —13 on cite :
- L’établissement du nombre total d’atomes pour la molécule.
- Le nombre de carbones dans le sucre. '
- Le nombre de carbones oxygénés dans le noyau des flavonoides .
- L’identification de C-(et O-) sucres liaisons.

- La détermination de la liaison interglycosidiques .

Dans les spectres des flavonoides , la résonance C —13 des carbones nucléaires des flavones

et flavonols ont lieu entre 90 — 185 ppm .
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b.1- Identification de la O-sucre liaison des flavonoides :

La O-glycosylation des hydroxyles des flavonoides, produit un déplacement vers les champs
forts de 2 ppm pour le signal du carbone adjacent, et un effet contraire (déplacement vers les champs

faibles) pour les signaux des carbones ortho et parade 1-4 ppm 7.

Pour les flavonoides O-glycosylés, le signal du carbone anomerique C-1 du sucre apparait
dans la région 98-112 ppm ; le nombre de signaux qui apparaissent pour les carbones anomeériques
dans le spectre °C du glycoside par rapport au spectre C de son aglycone donne le nombre de

monosaccharide dans I’hétéroside, le reste des carbones du sucre absorbant entre 60-85 ppm .
b.2- Identification de la C-sucre liaison des flavonoides :

La C-glycosylation des aglycones flavoniques, provoque un déplacement chimique vers les
champs faibles de 10 ppm des signaux des carbones des glycosides, les autres signaux restent

relativement inaffectés ”.

Le carbone anomérique C-1 du sucre des flavonoides C-glycosylés résonne dans la méme

rangée que les autres carbones du sucre, entre 60-82 ppm *,
b.3- Séquence des sucres :

La différence entre le déplacement du carbone C-1 du sucre terminal et celui du sucre
intérieur dans un disaccharide est 2-4 ppm, le signal du sucre terminal est situé dans la région des

champs faibles.

Exemple :

OH o0
Rham(1-6)GlI u-3-O-Kaempferol

Le carbone anomeérique C-1 du glucose résonne a 98,4 ppm, tandis que celui du rhamnose est
4 100,5 ppm 4,
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b.4- Identification des aglycones :

L’hydroxylation ou la méthoxylation donne un déplacement vers les champs faibles du

signal du carbone adjacent par rapport a son signal dans I’aglycone, quelque uns de ces effets sont

résumés dans le tableaux-IX .

Tableau-IX : Effets de I’hydroxylation ou de la méthylation sur les déplacements chimiques

des carbones de flavonoides.

Type de flavonoides Effets de I’hydroxylation et (et ou) de la Résonances
__méthoxylation
5,7 —dihydroxy flavones | Déplacement vers les champs forts C-6: 99,2 ppm
C-8 : 94,4 ppm
5, 7—dihydroxy Déplacements vers les champs faibles C-6 : 94,4 ppm
6 —methoxy flavones ’
5, 7 — dihydroxy C-8:99,0 ppm
8 — methoxy flavones
Déplacement de 5,5 ppm vers les champs|C-4:182,5 ppm
5 — hydroxy flavones faibles du signal de C-4
Déplacement de 1,5 + 0,8 ppm vers les champs [ C-3 : 105,6 ppm
forts du signal de C-3
Flavones non substituées C-3: entre 102,0 et
en2'et6 108,6 ppm
2 — methoxy flavones Déplacements vers les champs faibles C-3:112 ppm
2',6'- dimethoxy flavones | Déplacements vers les champs faibles C-3:115 ppm

Flavones hydroxylées ou

Methoxylées en 2'et/ou 6'

Déplacements vers les champs faibles du

signal de C-3

C-3:entre 110 et 115
ppm

I1.1.4- La spectrométrie de masse (SM) :

Ultrasensible, la spectrométrie de la masse est une technique de choix pour [I’étude

structurale des flavonoides, tant par sa faible consommation de substance (moins delmg, aspect

quantitatif) que pour la nature des renseignements structuraux trés précis qu’elle apporte (aspect
que p g q pp p

qualitatif).

¥

Dans certains cas elle peut suffire pour confirmer I’identification structurale en donnant les

informations suivantes :

- La formule brute de la molécule, lorsque la détermination de pic moléculaire est effectuée a haute

résolution,
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- La répartition des substituants sur les noyaux A et B a partir de la détermination des pics de
fragmentation de la molécule *°.
- La détermination de la nature et du site d’attachement des sucres dans les « O » ou «C»

glycosides

L’étude des fragmentations issues de la coupure des noyaux A et B, selon les schémas de
Audier (1966), permet de connaitre le nombre et la nature des substituants de chacun des noyaux du
squelette flavonique.

I existe différentes techniques en SM dont les plus citées sont :
a- Spectrométrie de masse a impact €électronique (EI') :

C’est la méthode la plus ancienne et la plus utilisée, elle consiste a volatiliser la molécule par
chauffage & une température de 100-300°C sous vide et a bombarder cette vapeur par un courant
d’électrons & forte énergie, de I’ordre de 70 eV.

. . « ‘ P p « 7 . o+ ’ .
Le processus d’ionisation 4 pour résultat la formation de I’'ion moléculaire M selon la réaction 4748

Mo+ le — = M™ 426

a.1- EI-MS des aglycones :
a.1.1- EI-MS des aglycones de flavones :

La fragmentation de I’aglycone de flavone est donnée selon le mécanisme du schéma—5§ .
Le pic moléculaireM+( m/e = 222 ) subissant une transposition Retro- Diels- Alder (RDA) conduit &
un nombre de fragments caractéristiques, tableau—X * 59,

Tableau-X : Pics caractéristiques d’une flavone

Noyaux Pics (m/e) Interprétations
A 120 Noyau A non substitué
121 5 Noyau A mono ou polyhydroxylé
152-153 Noyau A mono hydroxylé
166-167 Noyau A mono hydroxylé mono methoxylé
B 102 Noyau B non substitué
118 Noyau B mono hydroxylé
148 Noyau B mono hydroxylé mono methoxylé
B-15(m/e=87) Noyau B O-methoxylé
Pic A plus grand que le pic B Dérivés non oxygénées sur noyau B
Pic B plus grand que le pic A Noyau B methoxylé
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Schéma-5 : Mécanisme de fragmentation d’un aglycone de flavone
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a.1.2- EI-MS des aglycones de flavonols :

Le pic caractéristique des flavonols est le pic B," (m/e = 105 ) dont le mécanisme de
formation est représenté par le schéma—6 *.

Les spectres des flavonols présentent des pics caractéristiques, tableau —XI 3

Tableau—XI : Pics caractéristiques d’un flavonol

Noyaux Pics (m/e) Interprétations
A 121 Noyau A non substitug
153 . Noyau A di- O- substitué
169 Noyau A tri- O- substitué
B 105 Noyau B substitué
121 Noyau B mono- O- substitué
137 Noyau B di- O- substitué

Les valeurs mentionnées sont celles observées dans le cas des fragments hydroxylés libres.

Les fragments methoxylés sont scindés avec formation de quinone.

Enfin, les spectres des flavonols présentent un grand nombre de pics des ions fragments
ordinairement rencontrés tels que : M ( pic de base ), M*-1, M™ -15 ( pic de base dans le cas des 6-
ou 8- méthoxy flavonols ), M*-17, M" -18, M" -28(29),

M*-31, M*-43 et M*-55(56) ¥,

-33-




CHAPITRE II Méthodes d’analyses structurales des flavonoides

+
A1 +H B} B3-28

(-I—=121) (-2 =105) (- =77)

Schéma-6 : Mécanisme de fragmentation d’un aglycone de flavonol
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a.2- EI- MS des glycosides :
a.2.1- Flavonoides O-glycosylés :
a.2.1.1- EI- MS des O-glycosides libres :

Pour les O-glycosides, la fragmentation débute par I’élimination globale de I’ose liée en
donnant I’ion radical correspondant 4 la masse de I’aglycone, en général le pic de base dans lequel la

partie osidique a été remplacée par un proton.
a.2.1.2- EI- MS des O-glycosides permethylés :

On procede 4 une permethylation ou une perdeuterometlylation des flavonoides pour les
rendre plus volatils. Les flavonoides 3,5,4'-O glycosides donnent des ions moléculaires de basses
intensités ( 0,1-2% ), par contre les flavonoides 7-O-glycosylés donnent des ions moléculaires

intensités plus élevées ( 10-90%) ’.

Les fragments de sucres issus des mono-O-glycosides perméthylés sont caractérisés par la
perte séquentielle de MeOH qui révele le type de sucre, quelques exemples sont illustrés dans le
tableau —XI1 .

Tableau — XII : Fragmentations des sucres des mono- O- glycosides perméthylés

O-glycosides permethylés Pics (in/e)
Hexosides 218,187,155,111
Glucoronides 201,169,141,111
Rhamnosides 189,157,125,111
Pentosides 175,143,111

R o=C_
o o} s)
CHy0 \ cHo— N CH,0
=
CH,0 OCH; CH,0 OCH, CH40 OCH;
Pentosides (R=H) Glucoronides Rhamnosides

Hexosides (R=CH, ou CH,OH)

Par la nature des fragments, il est possible de déterminer la séquence du sucre, la position et

le rattachement inter glycosidique des sucres 5'.
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a.2.2- Flavonoides C-glycosylés :
a.2.2,1- EI- MS des C-glycosides libres :

La spectroscopie de masse des C-glycosides libres produit rarement 1’ion moléculaire et
donne peu d’informations sur le sucre, cependant elle produit un pic de base qui représente le
fragment de I’aglycone contenant le groupement CH," résultant de la perte du sucre sans son

carbone .
a.2.2.2- EI- MS des C-glycosides permethylés :

Les spectres de masse des mono et di-C-glycosides permethylés donnent des pics

moléculaires d’intensités ( 15-100% ) %%,

Pour les dérivés mono-C-glycoside perméthylés, la SM permet de distinguer les 6-C-

glycosides de leurs isoméres 8-C-glycosides.

Les dérivés di-C-glycosides se distinguent par la différence d’intensités des pics relatifs aux

sucres perdus, tableau-XII 553

Tableau — XII : Quelques pics des C-glycosides permethylés

C-glycosides Intensité relative des pics caractéristiques
8-C-glycosides Absence du pic M™-31
Mono- C-glycosides Présence de M (d’intensité 602100%)
6-C-glycosides M™-31 pic intense

M* d’intensité 20 2 40 %

6,8-di-C-glycosides |M'-31 (généralement pic de base )
6-C-pentosides - |[M'-31>M"-175

6-C-hexosides M™-175>M"-131
6,8-di-C-glycosides |6-C-rhamnosides | M'-145> M*-175
6-C-arabinosides  |M'-131>M"-119> M*-145
6-C-xylosides M™-119>M™-131>M*-145

>
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b- Spectrométrie de masse 8 bombardement atomique rapide (FAB) :

Cette technique récente permet de connaitre I’ion moléculaire et la nature des sucres > des
molécules hétérosidiques polaires peu volatils, ou de poids moléculaires élevés qui ne peuvent étre

analysées directement en SM par impact électronique >°.

L’échantillon solide déposé sur une cible est bombardé par un faisceau d’atomes neutres (Ar,
Xe, Cs, ...).
Le bombardement par des €lectrons d’atomes d’argon fournit des ions Ar', qui & suite d’une
accélération sont retransformés par fixation d’électrons en atomes d’une énergie équivalente & celle

des ions.

Le produit est dissout dans une matrice liquide visqueuse ( glycérol / H;0, ou thioglycerol ),
cela a pour avantage de fournir une surface contenant continuellement des molécules durant la
désorption %%,

Pour une FAB standard, il faudrait mélanger 1pul de solution aqueuse de produit & analyser

avec 2 4 4 pl de glycérol %%,

Le spectre de masse obtenu est caractérisé par des ions pseudo-moléculaires, (M+H");
(M+Na)* dans les spectres d’ions positifs et les ions (M-H) ;(M-Na)™ dans les spectres d’ions
négatifs, d’ol la FAB positive et la FAB négative, }

La méthode FAB est caractérisée par > ;

- La durée de vie importante de I’échantillon qui permet de travailler pendant un temps relativement
long avec le méme échantillon.

- L’ionisation des échantillons se fait & basse température, la volatilisation n’est pas nécessaire.

- Le spectre de masse peut étre obtenu pour des molécules de poids moléculaires élevés.

- Cette méthode fournit, dans les spectres, des ions quasi-moléculaires négatifs en plus d’ions
fragments significatifs pour la structure.

- Eviter la dérivatisation des composés ( que certains d’entre eux ne supportant pas ) mais fournit un
nombre d’information structurales souvent beaucoup limité ( valeurs de la masse moléculaire et des
masses du sucre et de I’aglycone ) que la méthode d’impact électronique appliquée avec dérivés

hétérosidiques.
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L’inconvénient mineur de cette méthode est la production des ions additionnels dus 2
Pinteraction avec les matériaux de la matrice comme par exemple le mélange glycérol-eau quj

peuvent compliquer ’interprétation du spectre ¥,

-38-




expérimentales




CHAPITRE III Matériel végétal et méthodes expérimentales

IIL.1- Rappel botanique :
IT1.1.1- Description :

Teucrium polium: feuilles linéaires ou lancéolées a4 marges en général révolutées,
denticulées, crénelées, inflorescences en tétes denses capitaliformes ou un peu allongées, & bractées
florales réduites mais semblables aux feuilles, espéce trés polymorphe, ol la détermination des

micromorphes reste toujours délicate, -
II1.1.2- Répartition géographique :

Le genre Teucrium est I’un des plus riche en espéces, il compte plus de 300 espéces réparties
sur différents pays du bassin méditerranéen. Une vingtaine de cette espéce poussent spontanément
en Algérie, elles prédominent dans la région du tell * et seule une révision générale permettra de

préciser leur valeur réelle.
II1.1.3- Systématique de la plante :

La systématique de la plante est résumée comme suit :
® Embranchement : Angiospermes

¢ Classe : Dicotylédones

¢  Ordre : Tubiflorae

® Famille : Labiées ou lamiacées

e Genre : Teucrium

® Espece : Polium L

® Ssp : Thymoides.

L3
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II1.2- Etude chimique :
II1.2.1- Matériel végétal :

L’extraction des composés phénoliques d’un tissu végétal est toujours un probléme difficile,
et il ne semble pas qu’il existe actuellement des méthodes tout a fait satisfaisantes. L’aspect
important du probléme de I’extraction des composés phénoliques, c’est que les cellules végétales
contiennent différents types d’enzymes, susceptibles de provoquer des modifications dans les
composés phénoliques lors de I’extraction, en particulier des polyphénol-oxydases et glycosidases.
Sous I’action des glycosidases, les hétérosides complexes peuvent étre transformés en hétérosides
plus simples ou méme en aglycones *', En général on peut éliminer cet inconvénient par séchage

rapide du matériel, aussitot aprés sa collection.

La plante a été récoltée au mois de Juin 2000 dans la région de Boukhadra, Wilaya de
Tébessa a I’est de 1’Algérie. Cette région est connue par son climat subsaharien. La partie de la

plante utilisée est constituée de feuilles, tiges, fleurs (partie aérienne).
I11.2.2- Tests chimiques d’identifications:

On procéde aux tests chimiques d’identifications, de la maniére suivante:

- Flavonoides :

Macérer 10 g du produit dans 150 ml d’HCI & 1% pendant une nuit, filtrer et procéder aux
tests.

-Prendre 10 ml du filtrat, le rendre basique par NH4OH. L’apparition de la couleur jaune clair
indique la présence des flavonoides.

= Ajouter 5 ml du filtrat, 2.5 ml d’alcool amylique, la phase alcoolique colorée en jaune
indique la présence des flavonoides libres.

- Evaporer la phase aqueuse du test précédent sous vide, ensuite dissoudre le précipité dans
3 ml d’HCl 4 1% en chauffant légérement, refroidir et ajouter 2.5 ml d’alcool amylique.

L’apparition de la couleur jaune indique I’existence de glycosides de flavones.
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- Alealoides :

Prendre 10 g du produit et I'extraire avec 50 ml d’HCl 4 1% dilué, rendre I’extrait basique
avec NHj puis extraire le mélange trois fois avec CHCls, chaque fois 20 ml Evaporer la phase
organique puis dissoudre le précipité dans 2 ml d’HCI & 1% dilué. Ajouter 4 la solution acide trois

gouttes du réactif de Mayer, I’apparition d’un précipité blanc indique la présence des alcaloides.
- Huiles essentielles :

Prendre environ 10 g du produit sec broyé, le mettre dans un appareil 4 entrainement 2 la
vapeur selon la norme (E.P.1953), chauffer doucement pendant 4 a 5 heures ; I’apparition d’une

couche huileuse sur le distillat indique la présence des huiles essentielles.

- Saponosides -

Prendre 2 g de produit sec, le chauffer dans 80 ml d’eau distillée, filtrer et refroidir la

solution, agiter le filtrat. L"apparition de mousses indique la présence des saponosides,
- Cardénolides :

Prendre 1 g du produit sec, macérer dans 20 ml d’eau distillée et filtrer, prélever 10 ml du
filtrat. Celui-ci est ensuite extrait avec un mélange de 10 ml CHCI3-CoHsOH, évaporer la phase
organique, dissoudre le précipité dans 3 ml d’acide acétique glacial. Ajouter quelques gouttes d’une
solution de FeCl; suivie de 1 ml d’H,S0,. La présence de la couleur verte bleue dans la phase acide

implique la présence des cardénolides.
- Tanins :

%
Prendre 10 g du produit, I’extraire avec de I’alcool éthylique 50°, filtrer puis tester le filtrat
avec quelques gouttes d’une solution de FeCls. L’apparition d’une couleur verte indique la présence

des tanins.

-41-



CHAPITRE II1 Matériel végétal et méthodes expérimentales

- Stérols non saturés et terpénes :

Prendre environ 5 g de produit, le dissoudre dans 20 ml de CHCls, filtrer, ajouter au filtrat
1 ml d"HzSO4 avee précaution sur les parois du tube. Le point de rencontre entre les deux phases

donne une couleur verte, qui indique la présence des stérols insaturés et les triterpénes.
IT1.2.2.1-Résultats des Tests chimiques d’identifications :

Avant d’entamer le travail expérimental, la matiére végétale réduite en poudre, subit une
série de tests chimiques, et les résultats obtenus sont les suivants :

Poudre végétale

- Flavonoides ...........covn. e r +
- Glycosides ....ovvvrveeniiiiiiiieeea : +
- AlcaloTdes ..vvveeneiieaiicicniirin i : -
- Huiles essentielles .......vooeveinevnnianenns,
- Saponosides ........cocvvviiiniiiiiniinnn, e
= Cardénolides ......coovevveniiiiiinieiinnn.

O I 1511 o - S S Cerrinres

+ + 4+ + o+

- Stéroles non saturés et triterpénes .........
II1.2.2.2- Extraction :

L’extraction des flovonoides se fait selon le protocole préconisé par LEBRETON (1967)
modifié par BOUTARD (1972) ©, GONNET (1973) * et JAY (1975) %.

La matié¢re végétale réduite en poudre (200 g), subit une macération dans 1500 ml d’un
mélange méthanol-eau (70 : 30 en volume) trois fois pendant 24 heures et une quatrieme fois &
chaud, avec agitation mécanique. Aprés filtration, les diverses fractions récupérées sont réunies et
évaporées a sec sous pression réduite & une température inférieure a 50°C jusqu’a |’obtention d’un
résidu sirupeux. On reprend avec de I’eau distillée Bouillante, on laisse décanter une nuit dans un
endroit froid afin d’éliminer les composés hautement lipophiles (la chlorophylle, les cires, les
résines, la boue...).

La solution aqueuse ainsi dégraissée subit une ou plusieurs filtration sur verre fritté n® 3 ou 4. Cette

opération facilite I'étude chromatographique.
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La phase aqueuse obtenue subit trois extractions successives avec I’acétate d’éthyle (500 ml),
les trois fractions sont réunies et évaporées & sec sous pression réduite, L’extrait obtenu pesé 52 g
(rdt = 0.74%). L’acétate d’éthyle permettra d’extraire essentiellement les aglycones et certaines
hétérosides (les mono-O-glycosides et une partie des di-O-glycosides). La phase aqueuse extraite
par I’acétate d’éthyle, subit trois extractions successives au n-butanol (500 ml), les trois fractions
sont réunies et évapordes & sec sous pressioﬁ réduite, ce qui permet d’obtenir un extrait de masse
27.2 g (rdt = 3.89%). Le n-butanol entraine le reste des di-O-glycosides, les tri-O-glycosides et les
C-glycosides %,
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Matiére végétale (700 g en poudre)

Macération MeOH-H,0 (70-30 : V/V)
3 fois 24 heures et la
4°™ fois & chaud

Evaporation a sec sous pression
réduite a une température < 50°C

Reprise par H,O bouillante

Décantation 24 heures puis filtration

Résidu : résines, graisses Phase aqueuse

!

Extraction a I’acétate d’éthyle : 3 fois

! _ 3

Phase acétate Phase aqueuse

) l Extraction au n-butanol
Evaporation a sec 3 fois
sous pression réduite |

. l Phase aqueuse i
Extrait1 (5.2 g) Phase butanolique
Rendement =0.74 % #

Evaporation a sec
sous pression réduite

’ |
Extrait2 (27.2 g)
Rendement = 3.89 %

Schéma 3 : Extraction des flavonoides.
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II1.3- Séparation et purification :

La séparation et la purification des produits flavoniques ont été essentiellement réalisées par
des méthodes chromatographiques :

- Chromatographie sur couches minces.

- Chromatographie sur colonne.

- Chromatographie sur papier.

II1.3.1- Chromatographie analytique sur couches minces :

C’est une étape dont le but est de donner une image d’ensemble du contenu flavonique de
I’échantillon, et de choisir les meilleurs solvants (ou mélanges de solvants) pour une meilleure

séparation.

111.3.2- Chromatographie sur couches minces :

I11.3.2.1- Préparation des plaques :

On opére sur des couches de silica-gel (Kieselgel 60 G) préparées au laboratoire et cela en
¢tendant sur des plaques de verre un mélange contenant 30 g de silica- gel (Kieselgel 60 G) et 3 g de
MgSO; anhydre comme fixateur dans 90 ml d’eau distillée. Ce mélange sert & préparer six plaques

(20 x 20 cm), puis sécher dans une étuve & une température avoisinante de 80°C pendant 24 heures.
I1I.3.2.2- Séparation de Pextrait brut :

Deux grammes (2 g) de Iextrait brut d’acétate d’éthyle dissout dans un minimum de
méthanol, subit une premiére séparation par chromatographie sur couches minces. La solution
meéthanolique est étalée sur la plaque chromatographique 4 I’aide d’une pipette de pasteur, on laisse
sécher, puis on émerge la plaque dans la cuve de développement contenant I’éluant, un mélange
d'acétate d’éthyle et d’éther de pétroles (3 : 2 en volume), dés que I’éluant atteint le front de la
plaque, on retire la plaque, on laisse sécher sous la hotte, puis exposée sous la lumiére UV. Cette

technique révéle la présence de quatre bandes de produits distincts.
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CHAPITRE II1 Matériel végétal et méthodes expérimentales

Les différentes bandes de produits présentes dans le chromatogramme sont délimitées, sous
lumiére UV selon leurs fluorescences, grattées et €luées dans le méthanol, aprés filtration, le solvant
est évaporé sous pression réduite permettant d’avoir quatre fractions de produits (F1, F2, F3 et F4)
de masse: 80 mg (Rdt = 4 %), 100 mg (Rdt = 5 %), 360 mg (Rdt= 18 %), 300 mg (Rdt= 15 %),

respectivement.
II1.3.3- Chromatographie sur colonne :

Elle s’apparente étroitement & la CCM, ici cependant, la phase stationnaire, silica-gel
(Kieselgel 40) remplit une colonne de longueur et de section variable.
La chromatographie sur colonne permet la séparation de quantités importantes de produits, ou
encore comme moyen de purification pour les composés isolés par une chromatographie sur couches

minces.
I11.3.3.1- Séparation et purification par chromatographie sur colonne :

Les quatre fractions, sont chromatographiées sur colonne remplit de silice ( Kieselgel 40 ),
I’élution se fait par I’éther de pétrole enrichi & I’acétate d’e’t};yle (V/V : 30/70, 40/60, 50/50, 60/40),
pour la premiére et la quatriéme fraction, I’élution se fait & I’aide de I’éther de pétrole enrichi a
I’acétone (30 : 70, 40 : 60, 50 : 50, 60 ; 40 en volume), pour la deuxiéme et la troisiéme fraction,
suivi le contréle sur CCM analytique. Les fractions de produits récupérées sont évaporées sous
pression réduite, et reprises par un minimum de chloroforme (ou du méthanol).

Finalement, on a aboutit & six produits (P1, P2, P3, P4, P5 et P6) de masses: 110 mg (Rdt = 5.5%),
180 mg (Rdt = 9%), 140 mg (Rdt = 7%), 50 mg (Rdt = 2.5%), 60 mg (Rdt = 3%), 300 mg
(Rdt = 15%), respectivement.

II1.3.4-Chromatographie sur papier :
¥
C’est la méthode chromatographique la plus ancienne pour séparer les mélanges des
composés polaires comme les glucosides flavoniques ™. Malgré son pouvoir séparateur limité dans

le cas de mélanges complexes, elle demeure une technique courante au laboratoire, notamment dans

I’analyse des fractions simples issues de la colonne.
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CHAPITRE III Matériel végétal et méthodes expérimentales

Le papier Wathman n°® 3 (46 x 57 cm) est I’un des supports les plus convenant pour séparer
et purifier les flavones et flavonols glycosylés, car il présente ’avantage d’accumuler d’assez
importantes quantités de produits.

Les systemes de solvants utilisés sont nombreux ; parmi les usuels citons :
-AcOH : Acide acétique a différentes concentrations de 5 3 70%.
-BAW (4/1/5) : n-Butanol-Acide acétique-Eau,
-MAW (4/1/5) : Méthanol-Acide acétique-Eau,
-TBAW (3/1/1) : Tertiobutanol-Acide acétique-Eau.

Pour une chromatographie monodimentionnelle avec ’acide acétique & 15%, un aglycone
s’éloigne peu de la ligne de départ, tandis qu’un glucoside a un facteur de rétention proportionnel
au nombre de sucres liés, ol un dioside migre plus qu’un monoside .

La chromatographie bidimensionnelle donne en générale une trés bonne séparation des hétérosides
flavoniques. Dans le cas de micro-échantillons, cette méthode peut conduire a [’isolement des

produits purs %7,

Aprés développement du chromatogramme en mode descendant, les bandes correspondantes
aux composés flavoniques sont délimitées sous lumigre UV (254-365 nm) puis découpées. Les
produits flavoniques de chaque série de bandes sont récupérés par deux méthodes :

La premiére consiste & broyer les bandes et I’imprégner dans I’éthanol chaud. Le filtrat
obtenu est évaporé & sec puis repris par un minimum de méthanol.

La deuxiéme consiste a faire une migration descendante a front perdu pour chaque bande de
produit avec du méthanol. Cette méthode est plus avantageuse que la précédente car les fractions qui

sont issues contiennent moins de cellulose.

I1.3.4.1- Séparation et purification par chromatographie sur papier :
%
L’analyse par spectroscopie UV-Visible des six produits dissous dans le méthanol montre
que le 1" et le 4™ n’appartiennent pas i la famille des flovonoides, seuls les produits n°® 2, 3, 5 et 6
ont montré des absorptions caractéristiques des composés flavoniques.
Notre étude est portée sur le produit n° 6 car on I’a obtenu avec une quantité suffisamment grande

par rapport aux autres (n®2,3 et 5).

it
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CHAPITRE I Matériel végétal et méthodes expérimentales

Un examen chromatographique sur papier cellulose de ce produit avec une solution aqueuse de

AcOH 4 20% comme €luant, a montré I"existence de plusieurs composés.

Le produit n° 6 ayant subit une chromatographie descendante a front perdu sur papier
WATHMAN n°3, avec une solution aqueuse & 20% d’AcOH comme éluant, ’opération & duré 42
heures. Aprés cela le papier est séché & Pair libre, puis découpé en petits morceaux. Ces morceaux
sont extraits 4 chaud avec du méthanol. L’opération d’extraction est suivie d’une €vaporation du
solvant & sec sous pression réduite. Les fractions obtenues sont reprises par un minimum de
méthanol. Finalement on a obtenu trois composés purs notés A, B, C.

L’analyse par spectroscopie UV- Visible du composé C a montré que ce dernier n’appartient
pas 4 la famille de flavonoides. Par contre le test est avéré positif pour les composés A et B.

La série spectrale UV-Visible avec réactifs spécifiques pour les composés A et B est résumée
dans les tableaux 1 et 2 du quatriéme chapitre.
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CHAPITRE IV

IV.1- Etude structurale des composés flavoniques de la plante Teucrium polium L. -

L’extraction et la purification des composées flavoniques a été réalisée grace a I'utilisation

des produits et supports chimiques suivants :

- Méthanol.

- Acétate d’éthyle

- n- butanol

- Acétone

- Chloroforme

- Na;SOy4 anhydre

- MgSO, anhydre

- Silica-gel : Kieselgel 40

- Silica-gel : Kieselgel 60 G
-Papier Watman n° 3 (46 x 57 cm)

L’identification des. composés flavoniques a été réalisée par des méthodes

chromatographiques et spectrométriques.

IV.1.1- Méthodes Chromatographiques :

La fluorescence des composés flavoniques a été déterminde par I’exposition de ces derniers a

la lumigre ultra- violette ( 254-365 nm),

IV.1.2- Méthodes Spectrométriques :

- Les spectres UV-Visibles des composés isolés ont été obtenus avec un appareil type

SHIMADZU UV-160A
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CHAPITRE IV Résultats et discussions

IV.2- Etude structurale du composé A :

IV.2.1- Comportement chromatoegraphique ;

Couleur ; bleue claire fluorescente.

IV.2.2- Comportement spectrométrique :

Tableau-I : Données spectrales de PUV- Visible du composé A :

A(nm) A(nm)
Réactifs BII BI Déplacements
BIlb Blla BIb Bla |BI Bl
MeOH 258 268 344
265 dégénérescence

NaOH instantané de la bande

AlCl; 270 300 396 +52
+26/MeOH

AlICl; + HCI 263 280298 350 370 “26/AIC]s

NaOAc 266 350 -2

NaOAc + H3BO; 260 371 +27

L’apparition d’une fluorescence bleue-claire en UV et d’un maximum d’absorption d’une
bande 1 situé 4 344 nm dans le méthanol indiquent une structure de flavonol. Une bande
d’absorption II composée d’un pic a 258 nm et un épaulement 3 268 nm annonce un noyau B
polysubstitué.

L’addition d’une solution de NaOH provoque une instabilité instantanée (dégénérescence) de
la bande I, ceci a cause de la décomposition alcaline. Cette dégénérescence nous oriente vers une
hypothése de 3, 3", 4'- tri OH, ceci est prouveé par

- La fluorescence bleue-claire en UV,

- La comparaison des spectres UV-Visible du composé A en présence de AICl;+ HCl d’une
part et de AICl, d’une autre parts montre un déplacement hypsochrome de la bande 1 avec
Ah= -26 nm, ce qui prévoit un systéme ortho-dihydroxylé en position 3' et 4. Cette derniére
hypothése est confirmée par le déplacement bathochrome par rapport au méthanol de la bande 1,
avec AA=26 nm dans le systéme NaOAc + H;BO;,

L’absence d’un pic entre 320-335 nm nous oriente vers I’hypothése d’un 7-OH bloqué, ceci

est confirmé par le faible déplacement de la bande I avec AA= -2 nm dans NaOAc.

-50-



CHAPITRE IV

Résultats et discussions

L’addition d’une solution de AICl; conduisant & un déplacement bathochrome de la bande 1

avec AA= 52 nm, signifie la présence d’un groupement hydroxyle en position 5, ceci est prouvé par

un autre déplacement bathochrome de la bande 1 avec AA= 26 nm dans le systéme AICI+HCI par

rapport au méthanol. De plus ce dernier déplacement est significatif de [Iexistence d’une

O-oxygénation en position 6 (Voirin,1983) s,

Cette étude nous a permis de conclure que le composé A, a la structure probable schématisée

dans la figure 1.

OH

Figure 1 : structure probable du composé A

IV.3- Etude structurales du composé B : ‘

IV.3.1- Comportement chromatographique ;

Couleur; Violette fluorescente.

IV.3.2- Comportement spectrométrique :

Tableau-II : Données spectrales de I’UV- visible du composéB:

A(nm) AMnm)
Réactifs BII BI Déplacements
BIIb Blla BIb Bla |BI BI

MeOH 258 272 344

NaOH 275 403 +59

AICI; 275 * 391 +47
+22/MeOH

AICl; + HCI 263 280295 366 25/AICH

NaOAc 275 343 400 |43

NaOAc + H;BO; 260 368 +24
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CHAPITRE 1V Résultats et discussions

La présence d'une fluorescence violette en UV et d’un maximum d’absorption d’une bande
I 4 344 nm dans le méthanol indiquent une structure de flavone, une bande II composée d’un pic 4
258 nm et d’un épaulement 4 272 nm annonce un noyau B polysubstitué.

L’addition d’une solution de NaOH provoque un déplacement bathochrome de bande I,
AA= 59 nm avec une stabilit¢ d’intensité, indique la présence d’un hydroxyle en position 4’
L’absence de pic entre 320-335 nm nous oriente vers I’hypothése d’un 7-OH bloqué, ce qui est
confirmé par le faible déplacement de la bande II avec AA=3 nm dans NaOAc .

L’addition d’une solution de AICl; conduisant 4 un déplacement bathochrome de la bande I
avec AA= 47 nm, signifie la présence d’un hydroxyle en position 5, ceci est prouvé par un
déplacement bathochrome de la bande I avec AA= 22 nm dans le systéme AlCl; + HCI par rapport
au méthanol. De plus ce demnier déplacement est significatif de I'existence d’une O-oxygénation en
position 6 ( Voirin, 1983) %,

La comparaison des spectres UV-Visible du composé B dans AICL;+HCI d’une part et de
AlCly; d’une autre part, montre un déplacement hypsochrome de la bande I avec AA= -25 nm ce qui
prévoit un systéme ortho-dihydroxylé en position 3' et 4, la confirmation de cette hypothése est
donnée par le déplacement bathochrome par rapport au méthanol de la bande 1 avec AA= 24 nm-dans
le systéme NaOAc + H;BO,.

L’apparition de la bande I situé 4 la méme longueur d’onde sur les deux spectres de NaOH et
NaOAc, Ana(NaOH) = Amux(NaOAc) témoigne d’une substitution de type OR et plus précisément
d’un groupement OCH; en position 7 (Bacon et Coll., 1976)**. On remarque d’une part que dans le
méthanol la position de la bande II est inférieur & 279 nm et d’autre part la bande 1 apparait sous
forme d’un seul pic dans AICL+HCI & une longueur d’onde inférieure a4 368 nm, ces deux données
caractérisent un méthoxyl en position 6 (Voirin, 1983)%,

Toutes ces données apportent que le composé B a probablement la structure du cirsiliol

(5,3’,4’- tri OH 6,7 OMe flavone), qui est représente par la figure 2.
) OH

Figure 2 : structure du composé B (Cirsiliol)

-52-




s

ISCUSSIONS

d

Résultats et

DATA PROCESSING Y-N 7

CHAPITRE IV

1 -08h ' A =344 nm MeOH
A max = 268 nmi
X max =258 nm 1
8.208
CAZDTV.)
+8.088 |, . . . -
230.8 20.8(HA/DIV.)> 400.8
12:42 5-13 *42 [[40e.onn ©.038n)
DATA PROCESSING Y/N 2
*1000% A maz = 265 nm NaOH
8.208
CA’/DIV.>
]
+8 .808R N " i 4 ui
238.8 . 20.8¢CNH/D1V. > 400.8
11:18 5713 *42 [ a90.eHM 8.136R8] ~
DATA PROCESSING Y/N 7
*1.90a " A mas = 396 nm " AICH
A max =300 nm
A ax =270 nm
8.288
A/DIV. )
+98.008 . -
238.0 58.9CHN/DIV. ) 508 .0
12:45 57/13 *42 [ 5e6.88n__-8.BBSA|

DATA PROCESSING Y+N 7

+1.088 g r M M
A max =370 nm AICIL+HC1
A max =350 nm
A max =298 nm
A max =280 nm
a.208 A max =263 nm
CR-DIV, >
+9.088AR _— i
239 .0 58.8(NM/DIV.) 580,98

1247 5,13 '42
DATA PROCESSING Ys/N ?

[ Sé6.6Nm__-@.0104)

t1con A s = 350 nm NaOAc
A ns = 266 nm
]
99,5
+8.88A N . ity
230.4d 58.0(N#/DIV. > 560.90

12.53 5713 '42
DaTA PROCESSING Y/N 7?7

[ S88.6NN -8.@824]

+1.zeA - :

A max =371 nm

OAc+H,B

A mes = 260 nm NaOA=HELBO,
208
‘DIV.>
+0.008 |, \ N

230.0 58.8¢NH/DIV.) sea’h

12:55 S~«13 *42 | 500.8NH 8.0807a|

Fig. 1 : Spectres UV-Visible du composé A

53-



Résultats et discussions

DATH PROCESSIHG Y- M ?

CHAPITRE 1V

+6.808 v
A=344 nm MeOH
A=272 nm
\ A=258 nm
.18
6985
+ . .608
230 .8 28,.8(NH/DIV. ) 400" 8
1hoAR = (3 42 (aBeo.enn___@8.828A]
DATA PROCESSING Y/N ?
+0.800 ;
A= 403 nm NaOH
A=275 nom
8.100
A7DIV.D | .
- /l
+8.,08A . . \ .
230.0 _ 58.8CHN/DIV.) 500.0
12:12 5,13 '42 [ See.enn___6.885A]
DATA PROCESSING Y/N ?
» @ - o QD + + - >
A=1391 nm AICk
A=275 nm
.190
wDIv.Ly |
+8.808A .
230.0 50 .0<NH/D1V. ) 500.06
12°18 S/13 '42 [ See.onn__ @.0878]

DATA PROCESSING ¥Y/N 7

8.889
* A= 366 itm AICL+HCI
A=295 nm
8%8.)
+8 98 5 . — "
236.8 58.8CHM/ DIV, > MOD.“

12:21 S713 42
DATA PROCESSING Y/N ?

[ 560.8NH__-0.8870,

+1.008
A= 400 nm NaOAc
A=343 nm
A=275 nm

9.200 i

asbiv,»

+2.800 . s . s

230.0 58.9(NM-DIY.)> see B

12:38 S/13 "42
DATA PROCESSIMG Y/N 7

[ See.anH -8.885#)

+1.80AR ¥ ¥ ¥
A=368nm  NaOACHH,BO,
. A=260 nm
“mwm.u
+2,.8088 g K
2390.6 5@.0(NM/DIV.) 500.0

12:32 5713 '42

Fig. 2 : Spectres UV-Visible du composé B

| See.syn  -8.884A)]

54.






CONCLUSION GENERALE

CONCLUSION GENERALE

L’étude expérimentale du chimisme flavonique de ’espéce Teucrium Polium L., a montré la

présence d’aglycones flavoniques libres et des hétérosides (glucosides).

L’extraction des aglycones flavoniques et des hétérosides est obtenue avec des rendements
variés, selon la nature des composés isolés (aglycone ou hétéroside).
- Les aglycones flavoniques ont été obtenus avec un rendement de 0,74%.

- Les hétérosides ont été obtenus avec un rendement de 3,89%.

L’analyse phytochimique des pigments flavoniques de la plante Teucrium Polium L., a été
réalisée grice & des méthodes chromatographiques et spectrométriques.

L’ analyse par 'UV-fluorescence a donnée une identification préliminaire de la nature des
composés flavoniques isolés. Ces derniers se présentent sous forme de spots colorés, dont certains
sont fluorescents, surtout les structures flavones et flavonols, que P'UV-fluorescence donne leur

mode de substitution et la position des hydroxyles attachés aux noyaux A et B.

La spectrométric UV-visible nous a permis d’identifier la nature de I’aglycone et la position
des différents substituants sur le squelette flavonique et ceci grice a laddition de réactifs
spécifiques.

Finalement, notre contribution a I’étude phytochimique de Pespéce Teucrium Polium L.,
nous a permis d’isoler trois composés purs dont deux sont des flavonoides, Suite 3 ces résultats, il
est recommandé de faire une étude plusspoussée, pour élucider la nature du glycosyl et le type de la
liaison sucre-aglycone, en utilisant des techniques de pointes tels que : L’HPLC couplée & la masse,
FRMN 2D homonucléaire ('H, 'H-COSY), I'RMN hétéronucléaire ('H, C-COSY) et Ia
spectrométrie de masse.

A ceci, il est intéressant de faire une étude reliant la oomposmon flavonique a I’activité
pharmaceutique des plantes de la famille des Labides.
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