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Depuis I'Antiquité, 'homme a utilisé les ressources naturelles présentes dans son

environnement pour traiter diverses maladies. Les connaissances ancestrales ont été
transmises de génération en génération, permettant & chaque civilisation de découvrir et
d'exploiter les bienfaits thérapeutiques des plantes. De nos jours, selon I'Organisation
mondiale de la santé (OMS), environ 80% de la population mondiale utilise des préparations
traditionnelles a base de plantes comme soins de santé primaires (Lhuillier, 2007).

Les plantes médicinales sont considérées comme une source précieuse de composés

thérapeutiques en raison de leur remarquable capacité de biosynthése. Elles se caractérisent
par leur composition complexe, comprenant des groupes de composés apparentés ayant
différentes activités qui interagissent pour produire une activité globale plus importante.
Parmi ces principes, on retrouve notamment les composés phénoliques, les alcaloides et les
terpénoides (Schmidt et al., 2008).

Avec les avancées scientifiques et technologiques, nous avons la possibilité de comprendre en

profondeur les principes actifs présents dans les plantes. La connaissance de ces métabolites
secondaires facilite I'étude de leur activité biologique et permet un meilleur contrdle de la

qualité en vue de la préparation de produits pharmaceutiques (Francois, 2010).

Cette connaissance implique généralement plusieurs étapes d'extraction, telles que

I'extraction solide-liquide et liquide-liquide et différentes méthodes de séparation
chromatographique a savoir la chromatographie sur colonne, la chromatographie sur couche
mince et la chromatographie sur papier ; en passant par l'identification structurale a l'aide des
techniques spectroscopique telles que la résonance magnétique nucléaire (RMN), l'infrarouge

(IR), 'UV- visible et la spectrométrie de masse (SM).

Dans le cadre de notre travail sur les plantes médicinales, nous nous sommes focalisés a

réaliser une étude bibliographique approfondie sur les métabolites secondaires, en raison de leur
importance ainsi que leur potentiel thérapeutique. Nous avons porté une attention particuliére
aux processus d'extraction, d'isolement et d'identification structurale de ces principes actifs

naturels.



Ce manuscrit est réparti en deux chapitres :

% Le premier chapitre est consacré a exposer I’importance des plantes médicinales a
travers les décennies et la réalisation d’une synthese bibliographique sur les différentes
classes des métabolites secondaires les plus connus en mettant en évidence leurs

structures et leurs propriétés biologiques.

% Le deuxiéme chapitre se concentre sur une synthese bibliographique détaillant les
divers procédés utilisés pour la séparation et I'analyse des principes actifs présents
dans les plantes médicinales. Une illustration concrete de ces procédés sera présentée
en utilisant un métabolite secondaire déja isolé a partir d'une plante médicinale

spécifique.

Ce travail a eté compléte par une conclusion génerale.
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I.1. Introduction

L’utilisation des plantes par ’homme remonte a des milliers d’années et joue un réle essentiel
dans le traitement des maladies et le maintien de la santé dans de nombreuses cultures a
travers le monde. La plupart des végétaux renferment une multitude de composés chimiques
qui leur conferent leurs propriétés thérapeutiques. Les plantes médicinales présentent des

avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus. (Iserin et Masson, 2001).

1.2. Plantes médicinales

1.2.1. définition

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée francaise comme une « drogue
végétale dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses ». Elle est utilisée,

soit sous la forme desséchée, soit a 1’état frais (Sofowora, 2010).

Selon I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), "une plante médicinale™ est une plante
qui contient, dans un ou plusieurs de ses organes, des substances qui peuvent étre utilisées a
des fins thérapeutiques, ou qui sont des précurseurs de la chimie-pharmaceutique hémi-
synthése". Cette définition permet de distinguer entre les plantes médicinales déja connues
dont les propriétés thérapeutiques ou comme un précurseur de certaines molécules ont été
scientifiguement établis, et d'autres plantes utilisées en médecine traditionnelle. (Neffati et
Sghaier, 2014) (Figure 01).

Figure 01. L’utilisation des plantes médicinales
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1.2.2. Histoire des plantes médicinales

Depuis des siécles les plantes médicinales sont utilisées comme reméde pour traiter de
nombreuses maladies. Il existe de nombreuses preuves a cette utilisation telles que des
documents écrits (Figure 02), des monuments conservés, des médicaments a base de plantes
et méme des traces dans le domaine de la cosmétique. La conscience d'utilisation des plantes
médicinales est le résultat de nombreuses années de luttes contre plusieurs maladies gréace
auxqguelles I'nomme a appris a consommer des drogues dans les écorces, les graines, les fruits

et d’autres parties des plantes. (Bruneton, 2004).

Figure 02. Des livres sur les plantes médicinales
< Enchine

L'empereur Chen-Nong est considéré comme le pére de la médecine chinoise selon la
mythologie chinoise, il aurait joué un role crucial dans la découverte et la classification des
plantes médicinales, d’ou il aurait rédigé le premier ouvrage connu sur la phytothérapie
chinoise, appelé le "Classique des herbes médicinales” ou "Shen Nong Ben Cao Jing". Ce
livre décrit environ 365 plantes médicinales et leurs utilisations, ainsi que leurs effets sur le
corps humain. L'empereur a établi une classification des plantes en trois catégories : les
supérieures, les moyennes et les inférieures, en fonction de leur potentiel bénéfique ou toxique
(Figure 03)

SFrcres Noragr

Figure 03. Le classique des herbes médicinales
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Aujourd'hui encore, le "Classique des herbes médicinales™ est une référence importante pour
I'étude des plantes médicinales en Chine.
% En Egypte

Les Egyptiens, dont I’histoire remonte a plus de 4000 ans furent les premiers a tirer parti du
regne végetal dans un souci esthétique et spirituel. De petites amphores contenues des
essences et parfums ont été retrouvés dans les sarcophages des rois (Figure 04).. Les
médecins de I'Egypte antique étaient appelés "seshi" ou "wabu", et ils avaient une
compréhension considérable des propriétés médicinales des plantes. Ils utilisaient des herbes,
des racines, des feuilles, des écorces et des fleurs pour préparer des remedes. Les plantes
médicinales étaient souvent combinées avec d'autres ingrédients, tels que des minéraux et des

substances animales, pour obtenir des préparations plus complexes.

Figure 04. Utilisation des plantes, les amphores de parfums

Parmi les plantes médicinales couramment utilisées par les Egyptiens, on trouve l'ail, I'oignon,
le pavot, le fenouil, la coriandre, le safran, le lin, la menthe, l'acacia et I'aloes. Par exemple,
I'ail était utilisé comme antiseptique, I'oignon pour ses propriétés diurétiques, le pavot comme
analgesique, le fenouil pour traiter les problémes digestifs, et la coriandre comme stimulant et

antispasmodique (Figure 05).

Figure 05. Les plantes couramment utilisées par les Egyptiens
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+ En Inde

L'Inde a une riche tradition d'utilisation des plantes médicinales remontant a des milliers
d'années. La médecine traditionnelle indienne, connue sous le nom d'Ayurveda, est I'un des
systemes meédicaux les plus anciens et les plus complets au monde, et elle repose largement
sur l'utilisation de plantes médicinales.

L'Ayurveda, qui signifie littéralement "la science de la vie" en sanskrit, est fondé sur des
textes anciens appelés les Vedas (Figure 06). Ces textes rédiges vers 1500 ans et contiennent
des informations détaillées sur les plantes médicinales et leurs utilisations pour prévenir et

traiter diverses affections. (Hameurlaine, 2009).

Figure 06. Les Vedas

+¢ Chez les Arabes et les musulmans

L'histoire des plantes médicinales chez les Arabes et les musulmans remonte a I'Antiquité et
s'étend sur plusieurs siecles. Les Arabes ont joué un rdle crucial dans la préservation et la
transmission des connaissances médicales de I'Antiquité. Ils ont contribué a I'évolution et a

I'enrichissement de [I'herboristerie, développant des théories et des pratiques médicales
uniques. L'un des médecins les plus influents de cette période était Ibn Sina (connu en
Occident sous le nom d'Avicenne), un polymathe persan qui a écrit le célébre Canon (Figure
07) de la médecine. Cet ouvrage a compilé et synthétisé les connaissances médicales de
I'époque, y compris l'utilisation des plantes médicinales. Le Canon de la médecine est devenu
un texte de référence majeur dans le domaine médical, tant en Occident qu'en Orient, et a été

utilise pendant des siécles.

Figure 07. 1bn Sina (Le Canon)
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Les Arabes et les musulmans ont également développé des jardins botaniques et des centres
d'étude des plantes médicinales, appelés "Al-hawi" ou "Bimaristan™ (Figure 08). Ces
institutions ont joué un role essentiel dans la préservation des connaissances sur les plantes

médicinales et dans la formation de médecins et de pharmaciens.

Figure 08. Al-hawi (Bimaristan)

% En Algérie
L'Algérie par son climat (méditerranéen, aride) et la nature de ses sols, posséde une flore

particulierement riche en plantes médicinales et aromatiques dont la plupart existe a I'état
spontané. La Valorisation des plantes médicinales et aromatiques est un domaine
particulierement intéressant a développer car c'est une source de produits a haute valeur
ajoutée (Felidj et al., 2010). Elle est trés riche dans sa biodiversité florale (Figure 09), la
médecine traditionnelle y a sa place malgré I’absence de complémentarité de la phytothérapie
a la médecine. En Algérie, les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées
principalement dans les zones rurales par les personnes agées et qui ont encore 1’expérience

de certaines recettes a base de plantes (Reguieg, 2011).

Figure 09. La biodiversité florale
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1.2.3. L’intérét thérapeutique des plantes médicinales et leur action sur
I’homme

En général, le corps humain est bien adapté a un traitement a base de plantes. L'homme et les
plantes vivent cote a cote depuis des dizaines de milliers d'années. Il est habitué a consommer
et a digérer différentes especes de plantes, qui sont bien souvent appréciées pour leurs qualités

aussi bien meédicinales que nutritives (Iserin, 2001).

Beaucoup de plantes sont utilisées partout dans le monde. Leur champ d'action est vaste et
leur puissance varie. La plupart de ces derniéres possedent des effets spécifiques sur certaines

parties de I'organisme et elles sont reconnues pour leur capacité a traiter divers maladies.

A. Effet des P.M. sur ’appareil respiratoire et la circulation sanguine

Les traitements a base de plantes apportent des éléments nutritifs qui sont assimilés par
I'organisme facilement et tres vite. Le fonctionnement des poumons et de I'appareil
respiratoire peut étre amélioré par des plantes qui relaxent les bronches et stimulent la
respiration telle que la khella ou noukha (Ammi visnaga) (Figure 10). Plusieurs plantes ont
une action spécifique sur le systéme circulatoire d’ou certaines encouragent le sang a circuler
vers les membres et la peau, dautres stimulent le rythme cardiaque tels que le piment de
Cayenne (Capsicum fmtescens), ou améliorent son effet de pompe ; d'autres encore relaxent

les arteres, abaissant la pression artérielle. (Iserin, 2001).

Figure 10. Ammi visnaga

B. Effet des P.M. pour évacuer les toxines
Une fois les éléments nutritifs répartis dans les cellules le corps doit évacuer les déchets. Les

phytothérapeutes prescrivent toute une variété de plantes purificatrices pour aider le corps a
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évacuer ses toxines. Le meilleur exemple est sans conteste la bardane (Arctium lappa L.)
(Figure 11), largement utilisée dans les médecines chinoise et occidentale. Dés que les
plantes ont réduit la « charge » toxique, le corps dispose de plus d'énergie pour réparer et

renforcer les tissus endommagés, ainsi que les organes affaiblis.

Figure 11. Arctimu lappa

C. Effet sur le systéme nerveux, endocrinien et immunitaire

Le systeme nerveux est également lié au systeme immunitaire, qui contréle la capacité du
corps a résister aux infections et a recouvrer la santé. De nombreuses plantes agissent sur
les systemes immunitaire, nerveux et endocrinien; elles aident le corps a s'adapter plus
facilement aux tensions de toutes sortes physique, mentale ou psychologique. Leur
efficacité réside dans leur interaction avec le milieu interne. Certaines plantes aident a
s'adapter au milieu extérieur, soit en diminuant la tension nerveuse, soit en agissant
directement sur les processus physiologiques. C'est le cas du ginseng (Panax ginseng)
(Figure 12), qui constitue un remede efficace en période de tension mentale ou de
pression physique ; dans certaines situations, il peut avoir un effet calmant, pour soulager

la migraine ou pour s'endormir (Iserin, 2001).



Apercu bibliographique sur les plantes medicinales et les principes actifs naturels

Figure 12. Panax ginseng

1.2.4. Cueillette et conservation des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont généralement cueillies pour étre utilisées comme médicament
afin de soulager les patients. Les techniques de cueillette et conservation sont en étroite
liaison avec le lieu et les coutumes.

> Cueillette

Les caractéristiques des plantes dépendent principalement du lieu d'origine, de I'époque et de
la technique de récolte. La cueillette est liee au climat et aux changements saisonniers. Afin
de déterminer les caractéristiques des plantes, il est nécessaire de considérer la partie, la
forme, la couleur, la nature et la saveur utilisée (Marschner, 1995). Selon Wichtl (2003) et
Delille (2007), lors du processus de récolte, les racines doivent étre trés fortes, pleinement
développées a la fin du repos végétal, et I'écorce gagne une certaine épaisseur jusqu'a se
séparer facilement du corps. Des arbustes, des coniferes sont plantés au printemps, la partie
aérienne soit en floraison, feuilles juste avant la floraison, fleurs au moment de

I'épanouissement, graine et fruit a maturité. (Figure 13)

Figure 13. La cueillette des plantes médicinales

10
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> Séchage
Le séchage au soleil est la méthode la plus simple et économique, utilisé surtout pour les
racines, tiges, graines et fruits. (Figure 14). Le séchage a I'ombre est indiqué pour les feuilles
et fleurs, car les feuilles vertes séchées au soleil et jaunissent, les pétales de fleurs perdent
leurs couleurs vives, ce qui peut altérer les propriétés médicinales de ces produits. Les plantes
aromatiques ne doivent pas rester trop longtemps au soleil pour ne pas perdre leur parfum
(Djeddi, 2012). Le maximum de température admise pour une bonne dessiccation des plantes
aromatiques ou des plantes contenants des huiles essentielles est de 30°C ; pour les autres cas,

la température de dessiccation peut varier de 15 a 70°C (Delille, 2007).

Figure 14.Séchage des plantes médicinales.

> Conservation et stockage

Les plantes médicinales sont conservées dans des récipients légers, aériens et secs en
porcelaine, en terre cuite ou en verre coloré, des boites en fer blanc séches, des sacs en papier
ou des caisses. Cette technique est nécessaire pour les plantes qui subissent une
transformation chimique sous l'influence de la lumiére ultraviolette. Les plantes riches en
produits volatils et s'oxydant rapidement sont stockées en milieu fermé. (Djeddi, 2012 ;
Delille, 2007) (Figure 15).

(L
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Figure 15.Conservation et stockage des plantes médicinales
1.2.5. Les familles des plantes thérapeutiques les plus importantes

Il existe de nombreuses familles de plantes dans le régne végétal, chacune ayant ses propres

caractéristiques et membres distincts. Cependant, certaines familles sont considérées comme
particulierement importantes en raison de leur diversité, de leur importance économigue ou de
leur impact sur I’homme et I'environnement. Parmi ces familles les Asteraceae ; Lamiaceae et
Rhamnaceae. Dans ce qui suit nous rapportons une fiche descriptive pour une espéce de

chaque famille des familles précédentes.
1.2.5.1. Fiche descriptive de I’espéce Matricaria pubescente L. (Asteracées)

Nom scientifique : Matricaria pubescente L.
Nom local : 4 sk 3l

a) Place dans la systématique

Le tableau 01 rapporte la place dans la systématique de I’espéce Matricaria pubescente L.

Tableau 01. Systématique de Matricaria pubescente L.

Reégne Plante
Division Magnoliophyta.
Classe Magnoliopsida.
Ordre Asterales.
Famille Asteraceae
Genre Matricaria.
Espéce Matricaria pubescente L.

b) Description botanique
Herbacée annuelle, trés aromatique, de 10 a 20 cm de haut. Tiges couchées ne se redressant

qu'aux extrémités. Feuilles laineuses, vert blanchatres, épaisses et trés découpées. Fleurs

12
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tubuleuses, brunes en bouton devenant jaunes en s'‘ouvrant (Chehma, 2006). (Figure 16)

Figure 16. Matricaria pubescente L.

c) Partie utilisée: Les fleurs ou capitules floraux séchés (Iserin, 2001).
d) Principe actif: Flavonoide, huile essentielle, acide aminé et acide phénolique
(Ozenda, 2004).

e) Propriété: Antiseptique, diurétique, calmant et analgésique (Kremer, 2011).

f) Utilisation: Elle est utilisée en infusion pour faciliter la digestion (Chehma, 2006).
1.2.5.2. Fiche descriptive de I’espeéce Menthe pulégium L. (Lamiaceae)
Nom scientifique: Menthe pulégium L.
Nom local: s

a) Place dans la systématique

Le tableau 02 indique la place dans la systématique de 1’espéce Menthe pulégium L.

Tableau 02. Systématique de Menthe pulégium L.

Regne Plante
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Mentha
Espece Menthe pulégium L

13
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b) Description botanique

Plantes herbacée vivace a odeur aromatique fort. Tiges quadrangulaires, rameuses, hauteur de
15 cm jusqu’a 40 cm. Feuilles petites courtement pétiolées.Oblongues, longe de 15 a 20 cm,
crénelées sur les bords. Fleure pédonculées rosées ou liliacées en verticille nombreuse tous

axillaire écartés, multiflores, tres compacts calice velu. (Beloud, 2005) (Figure 17).

Figure 17. Menthe pulégium L.

c) Partie utilisée: Les feuilles fraiche ou séche (Maatoug, 1990).

d) Principe actif: Santonine, principe résineux, substance odorante, thyone, huile
essentielle, glycoside, lactone, acide sesquiterpéniques, flavonoides et tanins.

e) Propriété: Stimule les sécrétions gastriques, réduites les flatulences et les coliques
élimine les vers intestinaux, baissent la fiévre et constitue un bon remede contre les
maux de téte et les infections respiratoires bénignes (Iserin, 1997).

f) Utilisation: Les feuilles fraiches sont appliquées en cataplasme pour arréter la
sécretion lactée (Sijelmassi, 1993). Utiliser aussi contre la grippe (inhalation),

digestion difficiles, la migraine, I’insomnie et diminué la tension sanguin.
1.2.5.3. Fiche descriptive de I’espece Zizyphus lotus L. (Rhamnaceae)

Nom scientifique: Zizyphus lotus L.
Nom local: sl
a) Place dans la systématique

Le tableau 03 rapporte la place dans la systématique de 1’espéce Zizyphus lotus L.

14
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Tableau 03. Systématique de Zizyphus lotus L.

Regne Plante
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Zizyphus
Espéce Zizyphus lotus L.

b) Description botanique
Arbuste épineux, tres ramifié, a grosse souche souterraine, de 2 a 4 métres de haut. Tiges a
longs rameaux flexueux, en zigzag, d'un blanc grisatre. Feuilles simples, ovales, lancéolées,
inégales, l'une droite et l'autre recourbée vers le bas. Fleurs petites, vert jaunatre, en grappe

axillaire. Fruit sphérique de la grosseur d'un poids. (Chehma, 2006) (Figure 18).

Figure 18. Zizyphus lotus L.

c) Partie utilisée: Racine, feuille et fruit mur : jujube (Bayer et al., 2010).

d) Principe actif: Flavonoide, alcaloide, tanin, mucilage et vitamine A (Ridsdale et al.,
2006).

e) Propriété: Cicatrisant, émollient, sédatif, diurétique, béchique, anti inflammatoire,

pectoral et analgésique (Chehma, 2006).

15
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f) Utilisation: Rhumatisme, blessure, inflammation d'estomac, bronchite, constipation,
mauvaise haleine par voie orale, obésité, faiblesse, diabéte, fievre, insomnie et
diarrhée (Chehma, 2006).

1.3. Les métabolites des plantes médicinales

Le métabolisme désigne I'ensemble des processus chimiques qui se déroulent dans un
organisme vivant pour maintenir la vie. Ces processus comprennent la conversion des
aliments en énergie, la synthése et la dégradation des molécules, ainsi que la régulation des
réactions chimiques. Les métabolites sont les molécules produites lors des réactions

métaboliques. Ce sont les produits intermédiaires ou finaux du métabolisme.

Les plantes médicinales contiennent un large éventail de metabolites, Ces métabolites jouent
un roéle important dans les propriétés médicinales des plantes et peuvent avoir des effets
bénéfiques sur la santé humaine (Won Yun et Maun, 2007).

1.3.1. Les métabolites primaire

a) Définition
Les métabolites primaires sont des molécules essentielles impliquées dans les voies
métaboliques de base et nécessaires a la croissance, au développement et a la survie des
organismes. Ils sont généralement présents dans toutes les cellules et sont produits de maniére

constante pour maintenir les processus cellulaires fondamentaux (Royer, 2013). Voici

quelques exemples de métabolites primaires:

b) Les glucides

Ce sont des composés universels du monde vivant, chez les végétaux parfois appelés hydrates
de carbone (ce sont des composés organiques carbonylés poly hydroxylés). lls représentent
pour les végetaux un moyen de stockage de 1’énergie solaire. Ils forment le groupe le plus
important, sous forme de polymeres (amidon); Des éléments de soutien, ils participent a la
structure du végetal (cellulose...) ; constituants de métabolites (les enzymes, acides nucléiques

...); Des précurseurs des autres métabolites (Bruneton, 1999).

16
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c) Les lipides

Ce sont des substances naturelles, constituées d’esters, d’un alcool ou d’un polyol et d’acides
gras. C’est des substances hydrophobes et parfois amphiphiles, solubles dans les solvants
organiques polaires et apolaires et sont non volatils. lls rentrent dans les constituants de
structures cellulaires tels: les glycolipides, les phospholipides membranaires, ils peuvent aussi
étre des éléments de revétement comme les cires ou les cutines et toutefois, des substances de

réserves, sources d’énergies (Bruneton, 1999).
d) Les protéines

Constituées principalement d’acides aminés, elles jouent un rdle fonctionnel (les enzymes) et
un role dans la structure du végétal. Le role diététique des protéines végétales est loin d’étre
négligeable mais également leur utilisation en pharmacie aussi bien dans le domaine médicale

ou industriel (chimique ou agroalimentaire) (Bruneton, 1993).
1.3.2. Les métabolites secondaires (principes actifs naturels)

1.3.2.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Abderrazak et Joél, 2007). Il
existe plus de deux cent mille (200000) métabolites secondaires classeés selon leur

appartenance chimique (Cuendet, 1999). Les métabolites secondaires assurent des fonctions

clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogénes, herbivores...etc.) et
abiotiques (UV, température...etc.). (Naboulsi et Aboulmouhajir, 2018).

Ils peuvent étre subdivisés aux terpénes, shikimates, polyketides et alcaloides, cette
.classification est basée sur les moyens par lesquels sont synthétisé (Figure 19) (Lincoln et
Zeiger, 2006).

17
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Figure 19. Voies du métabolisme secondaire des plantes

1.3.2.2. Rble des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont souvent des substances bioactives qui ont des roles
spécifiques dans la défense des organismes contre les prédateurs, les pathogenes ou les

compétiteurs, a titre d’exemples :

v lls ont une action anti-herbivore (menthe).

v lls peuvent se comporter comme des réducteurs de la digestibilité.
v lls inhibent les attaques des bactéries et des champignons.
v

Ils interviennent dans la structure des plantes (lignines et tannins).

18
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1.3.2.3. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont géneralement classés en 3 grandes catégories en fonction de
leur structure chimique et de leurs propriétés biologiques. (Bruneton, 2009) (Figure 20)

A. Les composés phénoliques
B. Les composés terpéniques.

C. Les alcaloides.

Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possedent une
large gamme d’activités en biologie humaine (Mansour, 2009).

Ces molécules tres diversifiées qui permet les tentatives d’une classification chimique des
végétaux au chimiotaxonomie. Cette classification consiste a établir les corrélations entre la
présence de certains types de métabolite secondaires et les entités taxonomique
(Merghem, 2009).

| r * # 1
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‘r: I '|.\‘
i'l I “'..
f i \
i I IL\.
i | \
! : \
JI; I 1‘\
/ v Y
Jl""h:--_-"-'""l._ pmEmEETSTE—— . _“_'._-‘:1-——--“_.._-_- .
!‘_,-"F -""l..‘_“ !“F#r‘ h““"'l- f""r o - h‘.‘l"‘\
/  Lescomposes /  Lescomposes  * / Les alcaloides N
[}
\ phénoliques l“u terpeniques J “n,_ ,_..-*‘"
'b'"'-..-'.-.“‘._' -..--".‘F.... h“"'-."-“.- -‘""“.ll"'b"" .""u..‘__- ------- -—-""'---

Figure 20. Les grandes classes des métabolites secondaires
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1.3.2.3.A. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous
les végétaux. leurs principales sources alimentaires sont les fruits et Iégumes, les boissons (vin
rouge, le thé, le café, les jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les légumes
secs (Macheix et al., 2005).

Les composés phénoliques (ou polyphénols) regroupent plusieurs milliers de molécules
caractérisées chez les végétaux (Albrecht et al., 1999; CIé et al., 2008). IIs possedent tous un
ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (OH)
(Macheix et al., 2005; Benhamou, 2009) (Figure 21). Ces composées phénoliques peuvent se

regrouper en plusieurs classes selon la complexité du squelette carboné.

Groupe hydroxyle
(3H . "

)‘N
‘ N

Groupe phénole
=

Figure 21. La structure du phénol

1. Biosynthese des composés phénoliques
Ces composeés sont issus par deux grandes voies biosynthétiques
< La voie de shikimate

Appelée également la voie de phénylpropanoide, c’est la voie principale dans la biogenése du
noyau aromatique emprunte 1’acide shikimique (acide en C6-C1) lequel donne naissance a
I’acide phénylpyravique puis a I’acide cinnamique (C6-C3) a partir de la phénylalanine
(Merghem, 2009).

% La voie d'acétate malonate
Ce mode de formation plus secondaire consiste en la cyclisation des chaines polycétoniques,

elles-mémes obtenues par condensation de groupement acétates. La condensation des
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groupements acétates ne se fait qu’aprés carboxylation de 1’acétyle CoA en malonyl-CoA

(Merghem, 2009).

2. Classification des composés phénoliques

La classification des composés phénoliques peut étre complexe en raison de la diversité de

ces composés et de leurs structures chimiques variées. Cependant, on peut généralement

les classer en plusieurs catégories principales en fonction de leurs caractéristiques

structurales, notamment le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau

04).

Tableau 04. Principales classes des composés phénoliques avec les structures de bases

(Crozier et al., 2006 ; Rezaire, 2012).

Nombre de carbone

Classification

Structure de base

Phénols simples

O
C6 Acides Phénoliques
OH
R3
C6-C3 Coumarines
R O (@)
R,
Polyphénols
()
C6-C3-C6 Flavonoides
OH

OH
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Tableau 04. Principales classes des composés phénoliques avec les structures de bases
(Crozier et al., 2006 ; Rezaire, 2012). (suite)

Nombre de carbone Classification Structure de base

O, OH

(C6-C3-Co)n Tanins

OH

2.1. Phénols simples

2.1.1. Les Acides phénoliques

Ces substances organiques sont les formes les plus simples des composés phénoliques. Ils
possedent au moins une fonction hydroxyle et une fonction carboxyle (Lgnat et al., 2011). On
peut les classer en deux groupes: Les acides hydroxy-benzoiques et les acides hydroxy-

cinnamiques (Ksouri et al., 2012).

> Les acides hydroxy-benzoiques
Constitués d’un noyau benzénique et présentent une structure en C6-C1 (Chira, 2008). Le

Tableau 05 regroupe quelques dérivés d’acide hydroxybenzoique.
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Tableau 05. Dérivés d’acide hydroxybenzoique (Macheix et al., 2005).

R, R,
O
R,
OH
R,
R, R, Rs R4 Exemples
H H Acide benzoique (non phénolique)
OH H Acide p- hydroxybenzoique
OH OH H Acide protocatéchinique
OCHs OH H Acide vanillique
OH OH OH H Acide gallique
OCHjs OH OCHjs H Acide syringique
H H H OH Acide salicylique
OH H OH Acide gentisique

» Les acides hydroxy-cinnamiques

Représentent une classe tres importante dont la structure de base (C6-C3) dérive de celle de

I’acide cinnamique. Les molécules de base de la série hydroxy-cinnamique sont :

I’acide p-coumarique (et ses isomeres) I’acide caférique, 1’acide férulique et son dérivé 5-

hydroxylé, et enfin I’acide sinapique (Macheix et al., 2005) (Tableau 06).
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Tableau 06. Quelques dérivés de I’acide hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2005).

OH
R,
N .
R;
R;
Ri | R2 | Rs Exemples
H H H acide cinnamique (non phénolique)
OH | OH H acide caféique
CH30 | OH H acide férulique
OCH; | OH | OCH3 acide sinapique
H OH H Acide p-coumarique

> RoOles et propriétés thérapeutiques des acides phénoliques
Les acides phénoliques sont réputés pour leur caractere antioxydant en neutralisant les
radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de plusieurs
maladies. En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés
antifongiques, anti-inflammatoires, antivirales, anticancéreuses ainsi que leur faible toxicité
(Ravn et al., 1989).

Pharmacologiquement, les composés les mieux caractérisés sont 1’acide caféique et I’acide
ferulique qui empéche la formation de cellules cancérigenes aux poumons chez les souris

(Psotova et al., 2003). D’autre part I’acide gallique inhibe la formation du cancer
oesophagien chez les rats (Hale, 2005). Généralement, les acides phénoliques sont connus

aussi pour leur baisse du facteur de risque pour de nombreuses affections telles que
I’infarctus. (Fiuza et al., 2004).
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2.1.2. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la feve Tonka,
coumarouna odorata (légumineuses) d’ou la coumarine fut isolée, en 1820, elles sont
largement distribuées dans le régne végétal (Casley-Smith et Piller, 1993) Elles se trouvent
dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des
graines (Deina et al., 2003; Booth et al., 2004).

Les coumarines sont des composes phénoliques portant un noyau benzopyréne dans leur
structure (Alignan, 2006) (Figure 22).

5 4
6 oy 3
2
! o~ o
8 1

Figure 22. La structure de la coumarine

En dehors de quelques rares cas, dont la coumarine elle-méme, toutes les coumarines sont
substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom

d’ombelliférone, est le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées.

> Les activités biologiques des coumarines
Les coumarines se révelent étre des composés immunostimulantes provoguent 1’augmentation
des lymphocytes T dans la circulation sanguine (Casley-smith et Piller, 1993). Des études
biologiques ont montré que les coumarines sont efficaces contre les bactéries a Gram positif
(Dean, 1952). Elles sont des substances naturelles aromatiques, dont son utilisation en
parfumerie. Son odeur se rapproche de la vanilline et du foin fraichement coupé (Kamra et
al., 2006).
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Les coumarines peuvent étre des agents anti-HIV, anti- tumoraux (Miyake et al., 1999) anti-
cancéreux, antimicrobiens (Sashidhara et al., 2010) et antiinflamatoires (Curini et al., 2004)

2.2. Les polyphénols

2.2.1. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques leur structure complexe est formée d’unités
répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques et leur degré d’oxydatoin
(Paolini et al., 2003) (Figure 23) ayant en commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-
dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété de se combiner aux
protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.

Trés répandus dans le regne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note
une accumulation plus particuliérement dans les tissus &gés. Ils sont localisés dans les

vacuoles (Catier et Roux, 2007).

COOH

OH

Figure 23. Structure de tanin.

Les tanins peuvent étre classés en deux catégories principales d’origine biosynthétique

différentes : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.

> Les tanins hydrolysables

Ces tanins sont des polymeres de glucose estérifiés avec des acides phénoliques, tels que
I'acide gallique et I'acide ellagique. lls sont généralement solubles dans I'eau et peuvent étre
hydrolysés par des réactions chimiques ou enzymatiques en libérant des unités de glucose.
Les tanins hydrolysables se trouvent dans des plantes telles que les chénes, les grenades et

certaines espéces d'acacias (Bruneton, 2009) (Figure 24).
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Figure 24. Structure d’un tanin hydrolysable

» Tanins condensés

Ces tanins sont des polyméres de flavonoides, tels que les catéchines et les
proanthocyanidines. Contrairement aux tanins hydrolysables, les tanins condensés ne sont pas
facilement hydrolysés en unités de glucose (Figure 25). Ils sont généralement insolubles dans
I'eau, mais solubles dans les solvants organiques tels que I'éthanol. Les tanins condensés se
trouvent dans de nombreux aliments et boissons, tels que le vin rouge, le thé, les baies et

certaines herbes. (Bruneton, 2009)

Figure 25. Structure d’un tanin condensé
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> Les activités biologiques des Tanins
Les tanins sont caractérisés par des propriétés biologiques diverses:
e Une activité antioxydante (Okuda et al., 1983)
e Une activité antibactérienne et anti-inflammatoire (Mota et al., 1985)

e Une activité antitumoral et antidiarrhéique (Paolini et al., 2003)

2.2.2. Les flavonoides

C'est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres (Benhammou, 2011). Les
flavonoides existent sous forme libre dite aglycones ou sous forme d'hétérosides, c'est-a-dire
lice a des oses et autres substances (Heller et Forkmann, 1993). En 2003, environ 4000
composés flavoniques sont connus (Edenharder et Grunhage, 2003), c’est des pigments
quasiment universels des végétaux, presque toujours hydrolysables, ils sont responsable de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Tel est le cas des flavonoides jaunes
(chalcones, aurones, flavonols jaune), des anthocyanosides rouge, blues ou violets,ils
contribuent a la coloration par leur réle de Copigmentant et protégeant les anthocyanosides
(Bruneton, 1999).

IIs sont synthétisés par la voie polypropanoide et le composant de démarrage est la molécule
de phénylalanine. Tous les flavonoides partagent le squelette de base C6-C3-C6, composé de
deux cycles aromatiques C6 (A et B) et d’un cycle hétérocyclique (C) contenant un atome
d’oxygéne (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011) (Figure 26).

N
B

Figure 26. Structure de base des flavonoides
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> Classification Des Flavonoides

Les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes principaux, ces derniers sont cités

dans le tableau 07

Tableau 07. Les différentes classes des flavonoides.

Sources principales de

Classes Structure Exemple .
nourriture
O
Ho o | O Persil, thym, céleri
Flavones ‘ Apigenine poivrons doux rouge
OH O miel, propolis
= . -
. ﬁ | Oignons, choux frisés,
Flavonols | = Galangine brocoli, pommes,
cerises, baies, thé, vin
H-\'UII
rouge
(40} Li]
CHH
MH;,
Flavanones | " o g
Hespérétine Citrons
I
OH
OH ,
‘ Cacao, thé vert,
Flavanols " O ¢ chocolat, vin rouge
OH Catechine anépine, myrtl”e
oOn
. . Tréfle violet, luzerne,
Isoflavones Biochanine A

pois, soja

29




Apercu bibliographique sur les plantes medicinales et les principes actifs naturels

Tableau 07. Les différentes classes des flavonoides (suite).

Sources principales de
Classe Structure Exemple )
nourriture
iyl cilly
| JED
Chalcones o it Xanthohumol Houblon, biere
T ]
;f% //nll
Anthocyanines w0 Ao Cvanidi Cerises, raisins, baies,
[ :[ , yanidines choux rouge
T ‘“‘%-—:-F’: vt
A

» Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides possédent :
e Des activités antioxydante (Aruoma et al., 1995).
e Des activités anti inflammatoire (Gonzélez et al., 2007).
e Des activités antivirales (Tapas et al., 2008).
e Des activités anti carcinogenes (Das et al., 1994).
e Des activités antidépressive (Butterweck et al., 2000).
e Effet anti diabétogene et cytoprotecteur (Kebiéche et al., 2011).

e Propriétés anti microbienne (Bylka et al., 2004).

1.3.2.3.B. Les composés terpéniques

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire

construite d’'un monomére a 5 carbones appelé isoprene de formule CsHg avec une ou

plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone..

ces composés sont majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005).

.etc.) (Figure 27),

Synthétisés par les

plantes, organismes marins, les champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011).
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L’exploitation de ces composés s’effectuait sous forme d’huiles extraites de plantes (huiles

essentielles) par le moyen de la distillation (Malecky, 2005).

CH,

/CHZ

Figure 27. La structure de base des terpénes (isoprene)

1. Biosynthese des terpénes

Le véritable précurseur universel de tous les terpénes est I'acide mévalonique qui se forme a
partir de la condensation de trois unités acétates apres réduction par le NADPH. L’addition de
I’unité (IPP) avec son isomere forment le géranyl (C10), condensé avec une autre molécule

IPP forment le diphosphate de farnesyl (C15) a I’origine de sesquiterpénes (Figure 28)
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‘é [ 3xAcétyl-coA(Ca) Glyeéraldéhvde3-phosphate(Cs) E"
= I 3
E | g3
= 23 3
-2 Méthylérythritol phosphate - =
2 Ll Acide mévalonigue z

isopentényl diphosphate(IPP,C5) Dimenthyallyl diphosphate{ DMA PP,C5)|— Isopéne(C5)

Géranyl diphosphate(G PP C ) ——= Manaterpénes{C10)

g Sesquilterpénes(C13)

Femésyl diphosphate(FPP,C15) x2
—— I riterpénes(C30)
i » Diterpénes{C240)
Giéranyl Géranyl diphosphate{GGPP,C20) x2
=Tétraterpénes(C40)

'

polyterpiéniodes

Figure 28. Biosynthése des terpénes

2. Classification des terpenes

Selon le nombre d’entités isopréne qui sont incorporées dans leurs structures, les terpenes sont
subdivisés en :

Hémiterpénes (CsHg), monoterpenes (CioHag), sesquiterpenes (CisHag), diterpenes (CaoHsy),
Triterpénes (CsoHas), Tetraterpénes (CaoHes) €t polyterpénes (CsHg) n (Schulz et al., 2003)
(Figure 29).
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Figure 29. Classification des terpénes

2.1. Monoterpenes

Les monoterpenes de formule générale (C1oH16), comportent dix (10) atomes de carbone et
issus de la condensation de deux unités isoprene, selon le mode de couplage « téte-queue »
(Pedua, 1999). lls sont les constituants les plus simples des terpénes dont la majorité est
trouvée dans les huiles essentielles, on note que (90%) des huiles essentielles sont des
monoterpenes (Bakkali, 2007). L’arrangement de leur squelette peut étre : acyclique, mono,
bi et tricyclique (Bruneton, 1999). (Figure 30)
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Figure 30. Les structures de quelques monoterpenes

Il est largement reconnu que les monoterpénes possédent une activité antimicrobienne. En
1999, Griffin et al. ont étudié les relations entre la structure ; les molécule et l'activité
antimicrobienne des terpénes. Ils ont constaté que les parametres de liaison a I'hydrogene sont

étroitement liés a leur activité biologique, dans tous les cas. (Griffin et al., 1999).

2.2. Sesquiterpenes

Ils sont dérivés de trois unités d’isopréne et existent sous une grande variété de formes :
linéaires, monocycliques, bicycliques et tricycliques. Ils sont le groupe le plus diversifié de
terpénoides et ils sont largement étudiés pour leurs activités biologiques. Le farnesol est un
composé de 15 atomes de carbone et peut étre considéré comme le précurseur des
sesquiterpénes acycliques. Ce sesquiterpene a démontré une activité antimicrobienne

importante contre plusieurs bactéries (Ludwiczuk et al., 2017) (Mahizan et al., 2019).

Les lactones sesquitérpeniques constituent un groupe important de substances naturelles
(Werner, 1977), des études montrent que plus de 90% des sesquiterpenes lactones identifiées
sont isolées de cette famille (Fischer et al., 1979) et plus de 3000 structures sont

connues(Seaman,1982) (Figure 31).
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Figure 31.Structure de quelques lactones sesquiterpéniques

Les recherches ont montré que certaines sesquiterpénes lactones sont biologiquement actives
et possédent des propriétés cytotoxiques (Park et Kim, 1998) antimicrobiennes (Barrero et
al., 1999 ; Burim et al., 2001), antifongiques (Maroz et al., 1999 ; Vajs et al., 1999), anti-
inflammatoires (Cho et al., 2000), anti- parasitaire (Bruneton, 1999), antibactérienne
(Karioti et al., 2002). 1l faut noter que ces activités sont liées a la présence de groupements o-

méthyléne-y-lactone (Hladon et al., 1975)

2.3. Diterpénes

Les diterpénes forment une catégorie bien plus vaste de terpenes en C20, avec environ 2500
structures connues qui se répartissent en 20 groupes majeurs (Culioli et al., 1999). Ils sont
biosynthétisés a la suite du couplage de quatre (4) unités isopréne (Langenheim, 1999), trés
répandus chez les végétaux supérieurs, ils sont aussi présents chez certains insectes et chez

divers organismes marins (Bruneton, 1993). On peut les trouver encore dans les résines, les
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exsudats et les gommes naturelles. En série diterpénique, on connait deux alcools importants
le phytol, qu’on rencontre sous forme d’ester dans la partie porphyrine de la molécule de
chlorophylle (John et Marjorie, 1968), et la vitamine A; vitamine essentielle a la croissance
normale des mammiféeres, ce vitamine est indispensable pour la vue (Donald et Gearge,
1868) (Figure 32).

WWUH

Phytol

Vitamine A

OH

OH

Scaréol

Acide abidétique

Figure 32. Les structures de quelques diterpenes

Un grand nombre de diterpénes ont montré une activité antimicrobienne importante contre les
bactéries multi- résistantes aux antibiotiques(MDR), et/ou la capacité d’améliorer I’efficacité
des antibiotiques lorsqu’ils sont évalués en combinaison avec eux contre des souches

résistantes (Mahizan et al., 2019) (Veneziani et al., 2017).
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2.4. Triterpenes

Les triterpenes forment un groupe de produits naturels contenants dans leur squelette une
trentaine d’atomes de carbone et dérivent du squalene, par une variété de cyclisations et
d’autres modifications (Ourisson et Grabbe, 1961). Ils peuvent étre classés en trois groupes :
acyclique, tétracyclique et pentacyclique (Raphel, 1966). Parmi ces groupes, les triterpénes
tétracycliques qui présentent une importance particuliére par leurs rapports étroits avec les
stéroides (Ourisson et Grabbe, 1961) (Figure 33). Les triterpénes et leurs dérivés sont
intégralement biosynthétisés par tous les étres vivants avec deux exceptions : les bactéries qui
ne les utilisent pas et les insectes qui les empruntent aux plantes souvent de facon spécifique
puis les transforment (Rees et Googwin, 1974). Plusieurs triterpenes pentacycliques ont été
décrits pour leur activité antimicrobienne ( Harbone, 1998).

Squaléne

Figure 33. Structure de squaléne

2.5. Tetraterpenes

Les tetraterpenes les mieux connus sont les caroténoides, ils représentent un large groupe de
pigments naturels de couleur jaune, orange et rouge. Ils sont trés répandus dans les plantes, les

algues et différents microorganismes.

Actuellement environ 750 caroténoides ont été identifiés dans la nature (Britton, 1995), mais
seulement 24 ont été détectés dans les tissus humains (Britton et al., 2004). Ces substances
contiennent une longue chaine de 40 carbones, a doubles liaisons conjuguées de configuration

« trans » dont les extrémités sont des chaines ouvertes ou des cycles (Figure 34).
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B-caroténc

Figure 34. Structure de B-caroténe

2.6. Polyterpénes

Le caoutchouc naturel est un haut polymeére de 1’isopréne (poids moléculaire de 140.000 a
210.000) (Dubois, 1968) .Donc les polyterpenes sont des macromolécules de poids
moléculaire trés élevé, dont le motif de base est I’isopréne. Sur le plan thérapeutique, ces
composés n’ont pas des activités biologiques discutées (Buchanan et al., 1979) (Figure 35).

Caoutchouc naturel

Figure 35. La structure du caoutchouc naturel

1.3.2.3.C. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques naturels. 1ls ont un grand intérét
pharmacologique et contiennent un atome ou plus d’azote généralement inclus dans systéme
hétérocyclique. Ils sont de structure moléculaire complexe basique et doués de propriétés
physiologiques prononcées méme a faible dose (Bruneton, 1999; zenk et juenger, 2007).

Les alcaloides dérivent des acides aminés comme le tryptophane, 1’ornithine, la lysine,
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I’aspartate, 1’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine qui sont décarboxylés en amines et

couplés a d’autres squelettes carbonés (Cyril, 2001) (Figure 36).

O CH,

e Al
A

Lz

Figure 36. Structure de la caféine (alcaloide).

1. Biosynthese des alcaloides

Leurs biosyntheses ce fait par des principaux mécanismes : la méthylation des acides aminés
et des phénols, la condensation des phénols et les alcools (Zenk et Juenger, 2007)

2. Classification des alcaloides

La classification la plus accessible est fondée sur la nature du systeme cyclique fondamental
de la molécule. Les alcaloides sont classés en trois groupes :

2.1. Les alcaloides vrais

Ils comportent un atome d’azote dans un systétme hétérocyclique et ils sont
biosynthétiquement formés a partir d’un acide aminé, ils possedent une activité

pharmacologique marquée (Beddou, 2015) (Figure 37).

H,0

Hygringe

MNicotine

Figure 37. Exemples d’alcaloides vrais
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2.2. Les pseudo-alcaloides
Représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas

dérivés des acides aminés. (Fattah, 2019) (Figure 38).

HO__ H
CI/,{“.HE(I]IE(IH; m\ | J\
H'\f Tn N\“‘u,f ~F /N'Hr““w”mﬁh ~
H 0

L Capsaicine
Coniine

Figure 38. Quelques exemples des pseudo-alcaloides

2.3. Les proto-alcaloides
Les proto-alcaloides sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ils ont un caractere basique et sont élaborés in vivo a partir d’acide aminé. Ils

sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans 1’eau (Badiaga, 2011)

(Figure 39).
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Figure 39. Quelques exemples des proto-alcaloides
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> Intérét thérapeutique des alcaloides

Leurs propriétés sont genéralement variées et dépendent de leurs composantes chimiques :

(Zenk et Jueng, 2007) :

< Agissent sur le systeme nerveux central comme antidépresseur tel que la codéine et la
morphine.

< Agissent sur systeme nerveux autonome on cite 1’hordéine et 1’éphédrine.

« Possedent une action sur la circulation sanguine et améliore la circulation cérébrale la
vincamine.

< Activité antitumorale notamment la vinblastine.

< Action antibiotique, antiparasitaire, anthelminthique a des doses varies

1.4. Conclusion

Les plantes médicinales constituent une source de substances a activités biologiques et
pharmacologiques tres variées. Connues sous le nom de métabolites secondaires. Notamment
les coumarines, alcaloides, acides phénoliques, tannins, terpénes et flavonoides. L’obtention

de ces molécules est effectuée a 1’aide de plusieurs méthodes de séparation et d’analyse.
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Procédes de séparation et d’analyse des principes actifs

(métabolites secondaires)

I11.1. Introduction

Les plantes ayant révélé des activités biologiques font I'objet de nombreuses études
chimiques, comprenant l'extraction, la purification et l'identification structurale de leurs
principes actifs. L'isolement des principes actifs est généralement effectué a l'aide de
difféerentes méthodes de chromatographie, telles que la chromatographie sur colonne, la
chromatographie sur couche mince préparative et la chromatographie sur papier. De plus, la
chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie liquide a haute performance
(CLHP) sont également utilisees (ABEDINI, 2014).

L'identification des structures moléculaires organiques est généralement réalisée en
combinant plusieurs techniques spectroscopiques, telles que la spectrométrie de masse, la
spectroscopie infrarouge et la résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone. Ces
méthodes spectroscopiques fournissent rapidement des données essentielles pour cette

identification.

11.2. Méthodes d’extraction

L'extraction des métabolites secondaires est une étape fondamentale dans le processus
d'isolement et d'analyse de ces composés (Akif et Laifa, 2016). Elle consiste a séparer
specifiquement certains composés d'une plante en utilisant diverses techniques. Dans les
domaines de la chimie des substances naturelles et de la chimie thérapeutique, I'extraction
ciblée des métabolites secondaires revét une importance capitale pour la recherche et le

développement de nouvelles substances aux propriétés thérapeutiques potentielles.

Le choix de la méthode d'extraction repose sur des informations préalables sur les propriétés
physico-chimiques des métabolites a extraire. Cependant, il est souvent nécessaire de mettre
en ceuvre différentes procédures afin d'identifier celle qui est la plus appropriée (Gobbi et
khebbaz, 2014).

11.2.1. Extraction (Solide-Liquide)

L'extraction solide-liquide implique le transfert de matiére entre une phase solide qui contient
les substances a extraire et un solvant liquide d'extraction. L'objectif de cette opération est de
séparer et d'extraire un ou plusieurs composants qui sont mélangés dans un solide, en utilisant

un solvant adapté a cet effet (Chemat, 2011).
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(métabolites secondaires)

11.2.1.1. Décoction

La décoction est une méthode d'extraction qui consiste a faire bouillir une substance végétale
dans un liquide, généralement de I'eau, pendant un certain temps afin d'extraire les principes
actifs et les composés solubles. Cette technique est principalement utilisée pour extraire les

constituants durs et ligneux des plantes, tels que les racines, les écorces et les tiges épaisses.

Pour réaliser une décoction, la substance végétale est placée dans un récipient avec le liquide
et portée a ebullition. Elle est ensuite maintenue a feu doux pendant un certain temps, souvent
entre 15 minutes et une heure, pour permettre une extraction compléte des composeés solubles.
Pendant ce processus, les principes actifs, les nutriments et autres constituants de la plante
sont libérés dans le liquide, créant ainsi une infusion concentrée (Pierre et lis, 2007) (Figure
40).

Figure 40. La décoction

11.2.1.2. Infusion

Une infusion est préparée en versant de I’eau bouillante sur une quantité spécifique de matiere

végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Lehout et al., 2015).

Chaque laboratoire ayant leur propre protocole on cite le mode opératoire suivant comme
exemple :
1. Peser 10 g de la matiere végetale et les placer dans un bécher en verre.
2. Mesurer 350 ml d'eau distillée et les verser dans le bécher. Chauffer le bécher sur une
plaque chauffante jusqu'a ce que I'eau atteigne le point d'ébullition.
3. Verser I'eau chaude sur la matiére végétale dans le bécher, puis couvrir le bécher avec

un papier d'aluminium. Laisser le mélange infuser pendant 10 a 15 minutes.
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4. Prendre un entonnoir et le garnir d'un peu de coton pour filtrer le mélange. Placer
I'entonnoir au-dessus d'un récipient propre.

5. Verser le mélange a travers I'entonnoir pour filtrer les particules solides. Cela donnera
une solution homogene (eau + extrait).

6. Transférer la solution obtenue dans un ballon d'évaporation.

7. Utiliser un évaporateur rotatif, également appelé rotavapeur (Figure 41), pour
évaporer le solvant sous vide. Régler la température a 65°C et la vitesse de rotation a
27.

8. Procéder a I'évaporation jusqu'a ce que le solvant disparaisse complétement, laissant

derriere lui les composés extraits dans le ballon d'évaporation.

Vanne de

fermeture
Sortie d'eau Réfrigérant

Entrée d'eau

Moteur

Pompe a vide Ballon(1)

Ballon (2) Bain thermostaté

Poignée permettant d'abaisser et de relever le balion1

Figure 41. Rotavapeur (Evaporateur rotatif)

11.2.1.3. Macération

La macération est une méthode d'extraction qui est réalisée a température ambiante, ce qui la
rend moins susceptible de provoquer la dégradation des métabolites thermolabiles (Jones et
Kinghorn, 2005).

Le solide a extraire est placé dans un récipient inerte et complétement immergé dans le
solvant. Le choix du solvant est déterminé en fonction des caractéristiques chimiques

spécifiques de chaque famille de métabolites secondaires (Rispail et al., 2005). Pour assurer
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une extraction optimale, le récipient doit étre hermétiquement fermé et le mélange doit étre
agité afin de favoriser la diffusion des composés extraits dans le liquide. Le mélange (solide
/solvant) est laissé a reposer a température ambiante pendant une période déterminée,
géneralement plusieurs heures a plusieurs jours. Cela permet aux composés actifs présents
dans le solide de se dissoudre lentement dans le solvant. Pendant la macération, des
phénomeénes de diffusion et de dissolution se produisent, permettant aux métabolites d'étre

extraits du solide.

Une fois la période de maceération terminée, le mélange est généralement filtré pour séparer le
solide du liquide (Figure 42). Le liquide obtenu, contenant les composés extraits, est récupéré
et peut étre utilisé pour des analyses ultérieures ou pour des applications spécifiques dans le

domaine de la chimie des substances naturelles ou de la recherche thérapeutique.

S Papier filtre
\az/|
py——— A

S—Su pport

Entonnoir
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" > )
verte \ Erlenmeyer
\’ Bécher
Broyage dans Nacération Filtration ct
un mortier dans I'alcool recueil du filtrat

Figure 42. Les étapes d’une extraction par macération.

+ Les inconvénients de la méthode

La macération presente certains inconvénients, notamment la nécessité d'une étape de
filtration du mélange, un temps d'extraction prolongé et I'utilisation d'une grande quantité de
solvant (Seidel, 2005). De plus, certains métabolites peuvent ne pas étre extraits efficacement

s'ils sont peu solubles a tempeérature ambiante.

L’extraction par macération peut étre moins sélective, ce qui signifie que d'autres composés

indésirables peuvent également étre extraits, ce qui peut compliquer la purification ultérieure.
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En outre, le rendement d'extraction peut étre variable d'une plante a une autre en raison de

facteurs tels que la variabilité de la composition chimique des échantillons végétaux

11.2.1.4. Extraction par Soxhlet

La méthode bien connue d’extraction par Soxhlet a été
proposée pour la premiére fois en 1879 par le chimiste
agricole allemand, Franz Ritter Von Soxhlet pour

I’extraction de lipides (Jensen, 2007) (Figure 43).

Figure 43. Franz Ritter Von Soxhlet

Un extracteur Soxhlet est un dispositif en verre utilisé pour extraire les molécules aromatiques
des plantes. Lorsque le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant s'élévent a travers le tube
adducteur, se condensent dans le réfrigérant, puis redescendent dans le corps de I'extracteur.
Ce processus permet de macérer les résidus de la plante dans le solvant. Le solvant condensé
s'accumule dans I'extracteur jusqu'a ce gqu'il atteigne le sommet du tube siphon, qui entraine le
retour du liquide dans le ballon, accompagné des substances extraites. Le solvant contenu
dans le ballon s'imprégne progressivement des composés solubles (Figure 44). Etant donné
que la capacité du récipient en verre est limitée, il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs

extractions successives afin d'obtenir une quantité d'extrait adéquate (Elkalamouni, 2010).
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Figure 44. Schéma d’un appareil de Soxhlet.
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+ Les avantages et les inconvénients de ’extraction par Soxhlet

a. Avantages

v’ Efficacité d'extraction : La méthode de Soxhlet permet d'obtenir des rendements
d'extraction élevés en renouvelant constamment le solvant en contact avec la
matrice solide, ce qui facilite la libération des composés souhaités.

v Sélectivité : Cette technique permet de cibler spécifiquement les composés
solubles dans le solvant utilisé, ce qui permet une extraction sélective des
substances d'intérét tout en laissant les autres composés indésirables dans le résidu
solide.

v 1l n'est pas nécessaire de procéder a une filtration aprés I'extraction par Soxhlet. De
plus, cette méthode est a la fois simple et économique. (Miie Hamsi, 2013).

b. Inconvénients

v' Temps d'extraction prolongé : La méthode de Soxhlet nécessite un temps
d'extraction relativement long, car elle repose sur le principe de I'extraction
cyclique répétée. Cela peut entrainer une durée d'extraction tres longue (Bettahar,
2015).

v’ Utilisation importante de solvant : La méthode de Soxhlet nécessite une quantité
relativement importante de solvant pour le processus d'extraction cyclique. Cela
peut conduire a un gaspillage de solvant et a des colts plus €élevés, en particulier si
le solvant utilisé est colteux ou dangereux pour I'environnement.

v' Absence de possibilit¢ de travailler a froid : La méthode de Soxhlet est
généralement réalisée a une température €levée, ce qui peut étre problématique
pour les substances sensibles a la chaleur. L'incapacité de travailler a froid limite
I'application de la méthode dans les cas ou il est nécessaire de préserver I'intégrité

des composés thermosensibles (Bettahar, 2015).

11.2.2. Extraction (Liquide — Liquide)

L'extraction liquide-liquide, également connue sous le nom d'extraction par solvant, est une
technique physico-chimique utilisée pour la séparation et la concentration des composés ou
éléments chimiques (Gerad, 2017). Elle joue un réle essentiel en génie chimique. Ce procédé

permet la séparation d'un ou plusieurs constituants d'un mélange (Guerdouh, 2017) en
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Fonction de leur solubilité respective dans deux liquides différents ou non miscibles,

généralement de I'eau et un solvant organique (Figure 45).
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Figure 45. Schéma d’extraction liquide-liquide.
11.3. Autres méthodes d’extraction

11.3.1. Extraction assistée par ultrasons (EAU)

L'un des avantages de cette technique est sa capacité a effectuer des extractions a température
ambiante, typiquement entre 20 et 25°C, et sur des durées trés courtes, allant de 3 a 30
minutes. Cela présente l'avantage de préserver les composés thermolabiles tels que les
colorants, les antioxydants, les arébmes et les caroténoides (Routray et al., 2012). Cette
méthode repose sur l'application d'ultrasons pour détruire les parois cellulaires, ce qui facilite
la pénétration du solvant a l'intérieur de la matiére et améliore ainsi I'efficacité de I'extraction.
Les ultrasons sont généralement utilisés a des fréquences supérieures a 20 kHz. Lorsqu'ils
sont appliqués dans un milieu liguide, les ultrasons provoquent des cycles d'expansion et de
compression des cellules, formant des bulles. Cependant, une croissance excessive de ces
bulles microscopiques pres des parois cellulaires peut entrainer une augmentation de la
température et de la pression, ce qui provoque leur explosion et la destruction des parois
cellulaires (Wang et al., 2006) (Figure 46).
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Figure 46. Extraction par ultrason.
11.3.2. Extraction par CO, supercritique

Une technique utilisée pour I'extraction et la purification de composés a partir de matiéres
premieres. Elle repose sur I'utilisation du dioxyde de carbone (CO,) a I'état supercritique, qui
est un état intermédiaire entre I'état gazeux et I'état liquide, caractérisé par des propriétés
uniques. Lorsque le CO, est porté a I'état supercritique en ajustant la température et la
pression, il acquiert des propriétés de solvatation similaires a celles d'un solvant liquide, ce
qui lui permet de dissoudre sélectivement certains composes cibles. Une fois dissous, le CO2
supercritique peut étre facilement séparé des composés extraits en réduisant la pression, ce qui
entraine la formation de CO, gazeux et la récupération des composeés desirés (Hurtel, 2006)
(Figure 47).

Cette technique est largement utilisée dans divers domaines, tels que l'industrie
pharmaceutique, I'industrie alimentaire et I'industrie des ardmes et parfums, pour I'extraction
d'huiles essentielles, de principes actifs et d'autres composés précieux. Elle offre une
alternative verte et efficace aux méthodes d'extraction traditionnelles, réduisant ainsi

l'utilisation de solvants nocifs et les impacts environnementaux.
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Figure 47. Principe d’extraction au CO, supercritique.

11.4. Procédés de séparation (Chromatographie)

La chromatographie est une méthode analytique utilisée pour séparer, identifier et quantifier
les différents composants d'un mélange complexe. Elle est basée sur les différences
d'interaction entre les substances a analyser et les phases stationnaire ou fixe et mobile.
Lorsque la phase mobile traverse la phase stationnaire, les différents composants du mélange
interagissent différemment avec les deux phases (Mahdjar, 2013). Certains composants
peuvent avoir une affinité plus forte pour la phase stationnaire, ce qui les ralentit dans leur
déplacement, tandis que d'autres composants peuvent avoir une plus grande affinité pour la

phase mobile, les faisant se déplacer plus rapidement.

Selon les objectifs définis et la faisabilité de la méthode choisie, il existe plusieurs techniques

chromatographiques de séparation.

11.4.1. Chromatographie sur papier

Il s'agit de la méthode chromatographique la plus ancienne utilisée pour la séparation de
mélanges complexes de composés polaires tels que les glycosides. Méme a ce jour, malgré
I'émergence de techniques de purification de pointe telles que la chromatographie liquide a
haute performance (CLHP), la chromatographie sur papier Whatman est encore couramment
utilisée en raison de son faible col(t, de sa facilité d'utilisation et de son efficacité de
séparation. La chromatographie sur papier joue un double rdle en tant que technique d'analyse
et méthode de purification des composés présents dans un extrait végétal (Markham, 1989).
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e Principe

Le mélange a analyser est déposé sous forme de petite tache ou de ligne sur le papier
chromatographique, puis le papier est placé dans un récipient contenant le solvant. Lorsque le
solvant se déplace a travers le papier, il entraine les différents composés du mélange avec lui.
Cependant, les composés interagissent differemment avec la phase stationnaire en raison de
leurs différentes affinités chimiques. Certains composés seront plus attires par la phase
stationnaire et se déplaceront plus lentement, tandis que d'autres seront moins retenus et se

déplaceront plus rapidement avec la phase mobile.

Au fur et a mesure que le solvant migre, les composés se séparent et forment des taches ou
des bandes distinctes sur le papier chromatographique. La distance parcourue par chaque
composé est mesurée a partir du point d'application, ce qui permet d'évaluer la séparation et
d'identifier les différents constituants du mélange. Les systemes de solvants les plus utilisés
pour cette technique sont :

« L’acide acétique 15 et 30 % constitue le systéme aqueux.

* Le n-butanol / Acide acétique/ Eau (BAW) 4 /1/ 5 constitue le systéme organique (Bezzaz,
2014) (Figure 48).
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Figure 48. Chromatographie sur papier.
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11.4.2. Chromatographique sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose essentiellement sur les mecanismes

d'adsorption et d'interaction. Dans cette technique, un solvant ou un mélange de solvants

constitue la phase mobile, qui se déplace le long d'une phase stationnaire fixée sur une surface

telle qu'une plaque de verre, une feuille semi-rigide en plastique ou en aluminium.

Apres le dépbt de I'échantillon, les substances se déplacent principalement par capillarite.

Leur vitesse de migration dépend a la fois des forces électrostatiques qui les retiennent sur la

phase stationnaire et de leur solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent de

maniere alternative entre la phase stationnaire et la phase mobile (Figure 49). En général, lors

de la chromatographie sur couche mince (CCM), les substances peu polaires migrent plus

rapidement que les composants polaires (Djafar et Menzri, 2017) .
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Figure 49. Chromatographie sur couche mince CCM.

Le protocole détaillé de cette manipulation est le suivant (Rihane et Benlahreche, 2013) :

e Preparer la cuve a chromatographie en y introduisant le systeme solvant choisi.
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e Fermer la cuve et la laisser saturer de vapeur de solvant.

e Tracer une ligne de depdt a environ 2,5 cm du bord de la plaque.

e A l'aide d'une micropipette, déposer environ 0,5 pl de chaque échantillon en formant
une tache d'environ 2 mm de diametre. Répéter cette opération plusieurs fois au méme
endroit, en séchant rapidement aprés chaque dépot.

e Placer la plague dans la cuve a chromatographie contenant le systéme solvant.

e Couvrir la cuve et observer le développement du chromatogramme.

e Arréter la chromatographie lorsque le front du solvant se trouve a environ 1 cm de
I'extrémité supérieure de la plaque.

e Sécher le chromatogramme a l'air libre.

11.4.3. Chromatographie d’adsorption sur colonne

La chromatographie d'adsorption sur colonne repose sur l'utilisation d'une phase stationnaire
telle que le gel de silice, la cellulose ou le polyamide, et d'une phase mobile composée de
divers systemes de solvants, appelés éluant. Cette technique est largement utilisée pour la

séparation de mélanges complexes en grandes quantités (Juteau et al., 2002).

L'élution peut étre réalisée de deux manieres : soit de maniere isocratique, ou la composition
de la phase mobile reste constante tout au long de la séparation, soit sous forme d'un gradient.
En principe, la phase mobile est composée des mémes solvants que ceux utilisés en
chromatographie sur couche mince (CCM) analytique. Cependant, I'élution peut étre accélérée
en ajoutant progressivement un solvant de polarité croissante par rapport a la phase initiale

(Figure 50).
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Figure 50. Chromatographie sur colonne.

11.4.4. Chromatographie liquide a haute performance

La chromatographie haute performance (CLHP), également connue sous le nom de HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) en anglais, est une technique chromatographique
avancée utilisée pour séparer, quantifier, purifier et identifier les composants d'un mélange
complexe. Elle peut étre (semi-préparative ou préparative), et repose sur le principe de la
séparation des constituants d'un échantillon par leur interaction différenciée avec une phase
stationnaire et une phase mobile. Dans la HPLC, la phase stationnaire est généralement un
matériau solide sous forme de particules fines, comme une résine ou un gel, rempli dans une
colonne. La phase mobile est un solvant liquide ou un mélange de solvants, qui est pompé a

haute pression a travers la colonne (Dong, 2006; Snyder et al., 2009).

Les composants de I'échantillon sont injectés dans le flux de la phase mobile et se séparent en
fonction de leurs affinités respectives avec la phase stationnaire. Les interactions chimigues,
telles que I'adsorption, la partition, I'échange d'ions ou l'affinité, peuvent étre exploitées pour
obtenir une séparation efficace des analytes (Rosset et al., 1991). La phase mobile est
composée d'un gradient d'élution qui combine de I'eau avec un solvant organique, tels que le
méthanol et I'acétonitrile (Figure 51).
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Figure 51. Schéma d’un montage d’HPLC.

Souvent la HPLC est couplée avec appareil de spectrométrie de masse. Ce couplage permet
d'obtenir des informations précises sur la structure chimique des composés présents dans
I'échantillon, leur poids moléculaire, leur fragmentation et éventuellement leur quantification.
Il est largement utilisé dans de nombreux domaines de recherche tels que la chimie, la

biochimie, la pharmacologie, la médecine et I'environnement.
11.5. Les méthodes de purification

Apres extraction des principes actifs des plantes. 1l est nécessaire de les purifier et de les
analyser a fin de déterminer leurs structures et par la suite caractériser leurs fonctions. Les
différentes étapes de la purification consistent en des processus successifs de simplification du

mélange complexe initial, retrait des déchets.

Il existe plusieurs moyens de purification :

A. Lachromatographie

Cette méthode consiste a utiliser une colonne chromatographique de plus grande échelle que
celle utilisée lors de la séparation initiale. Elle permet une séparation plus poussée des
composés cibles en ajustant les conditions de la phase mobile et de la phase stationnaire
(Francis et Amnick, 2014).
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B. Lacristallisation

La cristallisation est une méthode de purification basée sur la formation de cristaux solides a
partir d'une solution. Elle peut étre utilisée pour purifier des composés solubles dans certains
solvants en les faisant cristalliser et en éliminant les impuretés en solution (Benguerba,
2008).

C. Ladistillation fractionnée
Distillation : La distillation est une technique de purification basée sur la différence de
volatilité des composes. Elle est utilisée lorsque les principes actifs ont des points d'ébullition
distincts par rapport aux autres composés indésirables présents dans le mélange (Piochon,
2008).

D. La précipitation
La précipitation consiste a ajouter un réactif chimique ou a modifier les conditions physiques
pour provoquer la formation de précipités solides des composés cibles. Les précipités peuvent
ensuite étre separés par filtration ou centrifugation (Penge et al., 2005).

Il est important de noter que le choix de la méthode de purification dépendra des
caractéristiques spécifiques des principes actifs a purifier, des exigences de pureté souhaitées
et des contraintes techniques et économiques
11.6. Procédés d’analyse et d’identification structurale
L'identification des structures moléculaires organiques est généralement réalisée en utilisant
plusieurs techniques spectroscopiques combinées, telles que la spectroscopie ultraviolette-
visible, la spectrométrie de masse, la spectroscopie infrarouge et la spectroscopie RMN
(résonance magnétique nucléaire) du proton et du carbone. Ces méthodes permettent d'obtenir

rapidement des données essentielles pour l'identification précise des structures moléculaires.

11.6.1. Spectroscopie ultraviolet/visible (UV-visibele)

La spectroscopie UV-visible est une méthode d'analyse couramment utilisée et historiquement
importante dans les laboratoires. Elle est particulierement utile pour les applications
quantitatives grace a l'utilisation de la loi de Beer-Lambert. Cependant, en ce qui concerne
I'analyse qualitative et la fourniture d'informations structurales, elle offre des résultats limités
par rapport a d'autres méthodes spectroscopiques telles que l'infrarouge (IR) ou la résonance

magnétique nucléaire (RMN).
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La spectroscopie UV-visible repose sur la capacité des molécules a absorber spécifiquement
la lumiere & des longueurs d'onde particulieres. Le domaine UV-visible couvre une plage
allant d'environ 10 a 800 nm, avec I'UV lointain de 10 a 200 nm, I'UV proche de 200 a 400
nm et le visible de 400 a 800 nm. Cette technique spectroscopique présente une large gamme
d'applications dans des domaines tels que la chimie minérale, la chimie organique, la
biochimie, les analyses médicales et les analyses quantitatives. Sa popularité tient
principalement a sa grande sensibilité (limite de détection de I'ordre de 10-5 M), sa précision

(erreurs de 1 a 5%), sa rapidité et sa facilité d'utilisation. (Guedira, 2009).

®,

% Principe

La spectrophotométrie consiste surtout a mesurer 1’absorbance dans le domaine UV- visible.
Cette absorption est due au passage d’un électron d’un niveau énergétique a un autre niveau
énergétique supérieur avec une modification des états de vibration et de rotation. Ainsi,

I’électron passe d’une orbitale moléculaire a une autre (Galez, 2011).

D’une maniére générale, la solution dont on désire étudier 1’absorption est placée dans une
cuve en quartz a faces transparentes et paralleles, Un faisceau optique est dirigé
perpendiculairement a ces faces. Une fois une longueur d'onde déterminée, la lumiere
monochromatique incidente d'intensité | traverse la cuve contenant la solution, et I'appareil
mesure l'intensité | de la lumiere transmise. La valeur affichée par I'appareil correspond a

I'absorbance a cette longueur d'onde (Ludovic, 2006) (Figure 52).
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Figure 52. Spectroscopie UV-visible
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s Intérét analytique des spectres d’absorption UV-visible
L'intérét analytique des spectres d'absorption UV-visible réside dans leur capacité a
caractériser une molécule. lls constituent ainsi I'un des criteres d'identification moléculaire.
Cependant, il convient de noter que l'absorption dans la région UV-visible permet plutét de
caractériser des groupements fonctionnels au sein de la molécule, plutdt que la molécule dans
son ensemble. Par conséquent, la spectrophotométrie d'absorption moléculaire UV-visible ne
permet pas une identification absolue de la molécule, et les spectres des molécules
appartenant a une méme famille chimique sont souvent trés similaires, ce qui rend leur

differenciation difficile (par exemple, les anthracyclines).

11.6.2. Spectroscopie Infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge est une méethode d'analyse physique rapide et facile a mettre en
ceuvre, nécessitant seulement une petite quantit¢ de matiére a analyser. Elle est basée sur
I'excitation des molécules par des radiations infrarouges et peut-étre utilisée aussi bien sur des
échantillons bruts que purifiés. L'absorption des rayonnements infrarouges, dont les nombres
d'onde se situent entre 4000 et 400 cm-1, provoque des changements dans les états de rotation
et de vibration des molécules, reflétant ainsi les informations sur leur structure et leur

composition. (Bertrand et Dufour, 1987) (Figure 53).

!
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Figure 53. Spectroscopie Infrarouge (IR).

s Intérét analytique de la spectroscopie IR

La spectroscopie infrarouge (IR) joue un rdle prépondérant dans l'analyse qualitative des

molécules. Lorsqu'elle est couplée a la spectrophotométrie UV-visible, elle permet d'accroitre
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la spécificité de l'identification des molécules en exploitant le spectre IR. Bien que la plupart
des analyses quantitatives se fassent genéralement en utilisant la spectrophotométrie UV-
visible, il est possible d'appliquer la loi de Beer-Lambert pour effectuer des quantifications en

utilisant I'lIR.
11.6.3. La spectroscopie de résonance magnetique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire, ou RMN, est une technique largement utilisée pour
I'analyse structurale de nombreuses molécules chimiques, en particulier les composés
organiques. Elle exploite les propriétés magnétiques des noyaux atomiques présents dans les
molécules. Lorsque ces noyaux sont placés dans un champ magnétique, ils peuvent absorber
et émettre de I'énergie sous forme de radiations électromagnétiques spécifiques. En appliquant
des impulsions radiofréquences sur les échantillons, on peut générer des signaux RMN qui
sont ensuite détectés et analysés pour obtenir des informations sur la composition chimique, la
connectivité atomique et la configuration spatiale des molécules. Les noyaux atomiques les
plus couramment étudiés en RMN sont le proton (*H), le carbone treize (*3C), le phosphore
trente et un (*P), le fluor dix-neuf (*°F), I'azote quinze (**N) etc. (Bezzaz, 2014) (Figure 54).

Il est possible d'obtenir des spectres RMN unidimensionnels (*H et **C) ainsi que des spectres
bidimensionnels (COSY, HMBC, HSQC). Ces différents types de spectres offrent une gamme
d'informations variées et complémentaires qui permettent de déterminer la structure des

molécules.

En ce qui concerne le spectre du proton (RMN *H), plusieurs paramétres sont & observer et
analyser :
v Le déplacement chimique ()
La position des signaux dans le spectre exprimée en en ppm qui donne une idée du type de
groupement auquel appartient le proton correspondant a ce signal.

v L’intégration
L’air sous la courbe d’un pic proportionnelle au nombre de protons qui résonnent a cet

endroit.

v La multiplicité du signal

Le nombre de protons voisins du proton considére.
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¢ Intérét de la spectroscopie RMN

La RMN est une technique précieuse pour la détermination structurale, I'analyse quantitative,
I'étude des interactions moléculaires, la caractérisation des propriétés dynamiques et
I'exploration des propriétés chimiques des molécules. Elle a des applications étendues dans

divers domaines de la recherche scientifique, de la chimie a la biologie et a la médecine.

Impulsion RF FID (s) Spectre RMN

{us) TF (Hz) ]
— L %m_ - —> T ,|

Générateur ’ Systéme de détection|

d’impulsions RF du signal s(t)

l

Figure 54. L'appareillage de la résonance magnétique nucléaire (RMN)

11.6.4. La spectrométrie de masse (SM)

La spectrométrie de masse est une technique de détection trés sensible utilisée pour
déterminer le poids moléculaire d'un composé pur et pour obtenir des informations

structurales a partir de la nature des fragments genérés. (Belguidoum, 2012)

% Principe

Le principe de la spectrométrie de masse repose sur l'ionisation des molécules introduites
dans l'appareil. L'ion ainsi formé, appelé ion moléculaire, permet de déterminer la masse
molaire du composé. Il peut également se produire une rupture de liaisons chimiques au sein
de I'ion moléculaire, ce qui entraine la formation d'ions fragments caractéristiques. Cette

dissociation n'est pas aléatoire, mais se produit selon des régles spécifiques. L'ensemble de
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ces ions constitue le spectre de masse, dont la lecture permet d'identifier la structure
moléculaire (Figure 55). Il existe plusieurs modes d'ionisation en spectrométrie de masse,
parmi lesquels l'ionisation par Impact Electronique (IE), est employée pour les molécules
thermostables, notamment les flavonoides aglycones. En revanche, pour les molécules
thermo-instables comme les glycosides, des techniques d'ionisation douce sont privilégiees,
telles que I'électrospray ou l'ionisation par électro-nébulisation (ESI) et le bombardement
rapide d'atomes « Faste Atome Bombardement »(FAB).

Dans ces techniques en mode positif, il n'est pas toujours possible d'observer directement I'ion
moléculaire. Généralement, on observe un ion pseudo-moléculaire [M+H]+, qui correspond a
la molécule d'intérét associée a un ion hydrogéne. D'autres ions adduits peuvent se former,
tels que [M+Na]+ par addition de chlorure de sodium (NaCl). Ces informations sont utilisées

pour déduire le poids moléculaire du composé étudié (Thomas, 2011 ; May et al., 1997)

Détecteur des lons

LM -

ieur Analyseur selon le
rapporf«m/z»

Traitement duv signal

Figure 55. La spectrométrie de masse (SM)

I1.7. Procédés de séparation et d’identification d’un principe actif naturel

isolé et identifié d’une espéce du genre centaurea

L'investigation phytochimique des phases chloroforme et butanol de [I'extrait
hydroéthanolique des parties aériennes de Centaurea parviflora Desf. (Compositae)
(Belkacem et al., 2014 ; Belbache, 2007), a permis l'isolement et l'identification de 13
principes actifs. Dans ce qui suit, nous avons choisi I'un de ces composés pour présenter les
méthodes utilisées pour sa séparation, ainsi que les données combinées de différentes

techniques permettant d'établir sa structure chimique. 1l est important de noter que notre choix
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S’est basé sur le fait qu'il appartient a une grande classe de métabolites secondaires connue

pour ses propriétés thérapeutiques, a savoir les flavonoides.

11.7.1. Séparation et purification du composé isolé

Gréce aux travaux de séparation chromatographique, a la fois sur colonne et sur couche
mince, ce composé a été isolé parmi d'autres. Sa purification a été réalisée en lavant le
précipité obtenu avec des solvants de polarité croissante, ce qui a permis d'obtenir le composé
dans un état pur et non altéré (Belbache, 2007).

11.7.2. Les procédés d’analyses utilisés

Il est bien connu que pour parvenir a une identification structurale précise des composés
isolés, différentes méthodes spectroscopiques sont utilisées. Parmi ces méthodes, on retrouve
la spectroscopie UV-Visible, l'infrarouge (IR), la spectrométrie de masse, la RMN du proton
(RMN-1H), la RMN du carbone 13 (RMN-13C) et les expériences de RMN bidimensionnelle
(COSY, HSQC, HMBC, etc.).

11.7.3. Identification du composé isolé

« 5-hydroxy-6,7, 3°,4’-tetramethoxyflavone »

OCH:

OCH:

Figure 56. 5-hydroxy-6,7, 3°,4’-tetramethoxyflavone.

Afin d'identifier ce compose, les étapes suivantes ont été entreprises:

1. La fluorescence

Sous I'éclairage de la lumiére de Wood (UV 365 nm), ce composé presente une fluorescence
de couleur noire-violette, ce qui suggére qu'il est probablement un flavonoide (flavone ou
flavonol-3-OR) (Voir Annexe).
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2. Lasérie spectrale UV-visible du composé et son interprétation

» L'enregistrement du spectre UV-visible dans le méthanol révele que la valeur de la
longueur d’onde de la bande I & 339 nm et celle de la bande 11 a 276 nm. Oriente vers
une structure de type flavone, ce qui confirme la probabilité indiquée par la

fluorescence observée sous la lumiére de Wood.

» Le spectre enregistré aprés L’addition de NaOH dans 1’échantillon ne provoque aucun
changement notable par rapport au spectre enregistré dans le méthanol, ce qui suppose
I’absence d’hydroxyles ionisables dans cette molécule. Cette hypothese est confirmée
par le spectre enregistré en présence de NaOAc qui lui non plus ne présente aucun

changement par rapport a celui enregistré dans le méthanol.

» Le réactif (AICI;+ HCI) donne un déplacement bathochrome de 23 nm, de la bande |
ce qui conclut ’existence d’un OH libre en 5 avec une oxygénation en position 6.
(Figure 57). (Voir Annexe)

Les résultats de la série spectrale sont regroupés dans le tableau 08.

Tableau 08. Résultats de la série spectrale UV-Visible.

Les resultats | Bande I (nm) | Bande Il (nm) Observation
MeOH 339 276 FLAVONE
Absence de 4 -OH et
NaOH 333 281 Ol
NaOH+ 5min 333 281 Spectre stable
AICl3 367 289 5-OH
5-OH avec 6-
(AICI3+HCI) 362 289 oxygénation, pas de
systéme ortho di-OH
NaOAc 339 276 Absence de 7-OH
(NaOAc+H;B05) 339 276 Absgptfodsi systeme

42



Procédes de séparation et d’analyse des principes actifs

(métabolites secondaires)

A 20 H
— 0 AT
MNaDAC+HIED 2

00 0o 250 300 350 400 45 250 300 350 400 450

Lang d'onde (nm) Long d'orde {nm)

Long d'onde {nm)

Figure 57. Série spectrale UV-V du flavone

Les données d’UV-visible menent a la structure partielle suivant : (Figure 58).

Figure 58. Structure partielle du compsé

Avec :

Ri1, Ry, Rg différents de H et Rs, R4, Rs, R7, Rg différents de OH, vu que cette molécule ne
doit pas contenir de OH ionisables méme par une base forte comme NaOH.

Pour compléter la structure partielle on fait appelle a la spectroscopie RMN *H

3. Spectroscopie RMN 'H

Le spectre RMN *H (Spectre 01) et ses étalements des deux zones [3,90- 4,00] ppm (Spectre
02) et [6,5-7,5] ppm (Spectre 03) rapportes les données suivantes :
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(métabolites secondaires)

Un signale sous forme de singulet a 6 = 12, 30 ppm, correspondant au proton du

groupement OH porté par C-5.

Un doublet dédoublé a 6 = 7,50 ppm, (J = 8,5 Hz ; J = 2,1) Hz attribuable au proton

H-6 qui indique la présence de H-5 et H-2.

Un doublet a § = 7,28 ppm, attribué au proton H-2 .

A & = 6,96 ppm, un doublet (J= 8,5 Hz), attribué a H-5 .
Un singulet a 6 =6,50 ppm, attribué¢ a H-3.

Un singulet a 6 =6,65 ppm, attribue a H-8.

Quatre singulets, correspondant a des groupements méthoxyles a 6 = 3,92 ; 3,69 ; 3,97

et 3,99 ppm. (Voir Annexe)

Y e > i G ¢

Les protons aromatiques
H-(5-OH) A

Spectre 01. RMN *H (CDCIJ%HZ) du composé

4-OCH3;

'\
ik

,W\ 4

Spectre 02. L’étalement de la zone [3,90 - 4,00] ppm du spectre RMN *H
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Spectre 03. Etalement du spectre RMN *H de la zone [6,5-7,5] ppm

Les données de la RMN *H (CDCls, 250 MHz) sont rassemblées dans le tableau 09

Tableau 09. Les résultats de la spectroscopie RMN *H

Les protons Multiplicité Déplacement (ppm) J (H2)
1-OCHg3 S 3,92 /
1-OCHg3 S 3,96 /
1-OCH3 S 3,67 /
1-OCHg3 S 3,99 /

H-3 S 6,50 /
H-8 S 6,65 /
OH-5 S 12,30 /
H-2 D 7,28 2.1
H-5 d 6,96 8,5

H-6 dd 7,50 8,5:2,1

X/
°

42



Procédes de séparation et d’analyse des principes actifs

(métabolites secondaires)

% Spectroscopie RMN-'3C :

L’étude du spectre RMN-13C (Spectre 04) et son étalement (Spectre 05) confirme cette
structurel” apres l'attribution de tous les atomes de carbone aux noyaux respectif. Ces

résultats conformes a ceux de la littérature (Agrawal, 1989).

L W78 1w v

C-Me

Spectre 05. Etalement de la zone [55- 57] ppm du spectre RMN-3C
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I11.7. Conclusion

L'identification et la détermination structurale des composés organiques jouent un réle crucial
dans I'évaluation et I'étude de la relation entre la structure chimique et l'activité biologique.
Ces informations permettent de comprendre les mécanismes d'action des composés, de prédire
leurs propriétés physicochimiques et de concevoir de nouveaux médicaments ou agents
thérapeutiques. Les différentes techniques physicochimiques et spectroscopiques, telles que la
spectroscopie UV-visible, l'analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) et la
spectrométrie de masse, offrent des outils puissants pour caractériser les composés et

déterminer leur structure moléculaire avec une grande précision.

Figure 59. La recherche a base des plantes.
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Depuis des temps immémoriaux, le régne végétal nous a générusement fourni les éléments

essentiels a la survie de I’éspece humaine. Les plantes constituent en effet la principale source
de principes actifs naturels, tels que les composés terpéniques, aromatiques et autres. Ces
substances peuvent étre extraites des différentes parties des plantes grace a des techniques
traditionnelles ou des procédés innovantes de séparation et déanalyse.

Cette étude bibliographique propose un apercu approfondi des plantes médicinales et des

principes actifs naturels. Elle présente également en détail les procédés de séparation et
d'analyse des métabolites secondaires. Notre recherche constitue une base solide et une
premiére étape pour la recherche pratique de substances d'origine naturelle ayant des activités
biologiques. En revanche des études complémentaires sont nécessaires pour évaluer et
faciliter I’obtention de métabolites secondaires et leur identification. Nous espérons que ce

travail constitue une modeste contribution dans ce sens.

I1 est important de noter que les plantes médicinales ne sont pas des remédes miracles et

peuvent avoir des effets différents d'une personne a l'autre. L'auto-médication a base de
plantes peut étre appropriée pour certains problemes de santé mineurs, mais non pas pour des

conditions plus graves ou persistantes
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RESUME

Les plantes médicinales ont joué un réle crucial dans les civilisations du monde entier,

fournissant des remedes naturels pour traiter diverses affections et soutenir la santé et le bien-

étre. Leur importance est profondément enracinée dans I'histoire des civilisations

~

A nos jours, l'utilisation des plantes médicinales persiste dans de nombreuses cultures et

connait également un regain d'intérét dans le monde entier. De nombreux médicaments
modernes trouvent leur origine dans des composes extraits de plantes médicinales, tels que la

quinine, l'aspirine et la morphine.

L'importance des plantes médicinales réside dans leur diversité chimique, qui leur confére

une gamme d'activités biologiques potentielles. De nombreux métabolites secondaires
présents dans les plantes médicinales, tels que les flavonoides (composés phénoliques), les
terpénoides et les alcaloides, ont démontré des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, anticancéreuses et bien d'autres encore. Les plantes médicinales offrent une
alternative naturelle aux médicaments synthétiques et peuvent présenter moins d'effets

secondaires indésirables.

Notre travail consiste a réaliser une synthése bibliographique approfondie sur les métabolites

secondaires, comme nous avons porté une attention particuliere aux processus d'extraction,
d'isolement et d'identification structurale de ces principes actifs naturels. L’identification est
une étape fondamentale, elle doit étre realisée en combinant les données issues de différentes
techniques spectroscopiques, telles que I'UV-visible, la RMN *H, la RMN *3C, ainsi que des
expériences de RMN bidimensionnelles (COSY, HSQC, HMBC...), I'IR et la spectrométrie
de masse (SM).

Mots clés : Plantes médicinales, principes actifs, procédés de séparation et d’analyse



ABSTRACT

Medicinal plants have played a crucial role in civilizations around the world, providing

natural remedies to treat various ailments and support health and well-being. Their importance
is deeply rooted in the history of civilizations

Today, the use of medicinal plants persists in many cultures and there is also renewed interest

around the world. Many modern medicines originate from compounds extracted from

medicinal plants, such as quinine, aspirin and morphine.

The importance of medicinal plants lies in their chemical diversity, which gives them a range

of potential biological activities. Many secondary metabolites found in medicinal plants, such
as flavonoids (phenolic compounds), terpenoids and alkaloids, have demonstrated antioxidant,
anti-inflammatory, antimicrobial, anticancer and many other properties. Herbal medicines

offer a natural alternative to synthetic medicines and may have fewer adverse side effects.

Our work consists in producing a thorough bibliographic synthesis on secondary metabolites,

as we have paid particular attention to the extraction, isolation and structural identification
processes of these natural active principles. Identification is a fundamental step, it must be
done by combining data from different spectroscopic techniques, such as UV-visible, RMN
'H, RMN *3C, as well as 2D NMR experiments (COSY, HSQC, HMBC, etc.), IR and Mass
Spectrometry (MS).

Key words : Medicinal plants, active principles, separation and analysis processes
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Résumé

Les plantes médicinales ont joué un role crucial dans les civilisations du monde entier, fournissant des
remédes naturels pour traiter diverses affections et soutenir la santé et le bien-étre. Leur importance est

profondément enracinée dans I'histoire des civilisations

A nos jours, l'utilisation des plantes médicinales persiste dans de nombreuses cultures et connait également
un regain d'intérét dans le monde entier. De nombreux médicaments modernes trouvent leur origine dans
des composés extraits de plantes médicinales, tels que la quinine, I'aspirine et la morphine.

L'importance des plantes médicinales réside dans leur diversité chimique, qui leur confere une gamme
d'activités biologiques potentielles. De nombreux métabolites secondaires présents dans les plantes
médicinales, tels que les flavonoides (composés phénoliques), les terpénoides et les alcaloides, ont
démontré des propriétés antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses et bien
d'autres encore. Les plantes médicinales offrent une alternative naturelle aux médicaments synthétiques et

peuvent présenter moins d'effets secondaires indésirables.

Notre travail consiste a réaliser une synthése bibliographique approfondie sur les métabolites secondaires,
comme nous avons porté une attention particuliere aux processus d'extraction, d'isolement et
d'identification structurale de ces principes actifs naturels. L’identification est une étape fondamentale, elle
doit étre réalisée en combinant les données issues de différentes techniques spectroscopiques, telles que
I'UV-visible, la RMN 1H, la RMN 13C, ainsi que des expériences de RMN bidimensionnelles (COSY,
HSQC, HMBC...), I'IR et la spectrométrie de masse (SM).
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