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Introduction Générale

Depuis la nuit des temps, les hommes ont utilisés les plantes pour se soigner. Leur utilisation
a longtemps été guidée par la tradition [1-6].
A Theure actuelle, 'onigine de nos médicaments se confond avec Porigine de la
connaissance des plantes, c'est-a-dire avec 1’origine de la phytothérapie. La thérapie par les plantes

est basée sur la connaissance empirique, ancestrale et sur I’usage traditionnel transmis oralement aun

cours des siécles et des millénaires. Peu & peu, le nombre des plantes utilisées s’est et leur
mode d’emploi a été, constamment, perfectionné grice aux progrés réalisés par I’expérience et
Iintelligence humaine [7].

Apres les progres de la chimie d’extraction puis la chimie de synthése, la phytothérapie
renait aujourd’hui avec une approche plus scientifique permettant d’obtenir les princi ‘ actifsde la
plante, d’ou certaines perdent leur prétendu pouvoir alors que d’autres acquiérent une i ‘ portance en
thérapeutique du fait de leur efficacité [1]. “T

Par ailleurs, la science moderne n’a pas pour but de diminuer notre confi dans les
plantes, mais elle veut préciser, comparer et classer leurs diverses propriétés pour grouper celles
dotées des effets similaires, choisir les plus efficaces et les faire connaitre [8,9]. |

Cependant, les plantes médicinales contiennent une grande diversité de composés différents
parmi lesquels certains peuvent exercer une activité biologique, de sorte qu’un risqu+: réel existe
d’assister a des effets secondaires, parfois méme toxiques [7-10]. En outre, étant donné que dans les
plantes le principe actif n’est présent qu’a de faibles concentrations, nous devons s attendre  ce que
ces remedes naturels soient moins actifs que le composé pur [11]. |

Le continent africain est un des continents dotés d’une biodiversité la plus riche dans le
monde, avec beaucoup de plantes utilisées comme herbes, aliments naturels et pour des buts
thérapeutiques [12]. Par ailleurs, selon ’O.M.S, prés de 6377 espéces de plantes sont utilisées en
Afrique, dont plus de 400 sont des plantes médicinales qui constituent 90% de la médecine
traditionnelle [13]. Malgré la nature hétérogéne du continent, il y a eu peu d’efforts consacrés au
développement des agents chimio-thérapeutiques et prophylactiques de ces plantes.
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Cependant et dans le but d”une valorisation socio-économique de la flore de I’o
nous nous sommes intéresses a I'étude d’une plante de la région de Tlemcen, spontand
peu populaire et non encore exploiter appelée la Rhaponticum acaule L. Cette

plusieurs propriétés parmi lesquelles : apéritive, cholagogue, dépurative, digestive, stomachique,

tonique, etc. Aussi, elle est considérée comme bénéfique pour les cellules hépatiques.
Les objectifs fixés dans cette recherche consiste a :

- Une étude phytochimique visant la mise en évidence des différentes familles de composés

chimiques existant dans la partie aérienne de la Rhaponticum acaule L. (fleurs et feuilles).

o’

- Dosage des composes phénoliques (tanins et flavonoides).
- Extraction des tanins a partir des fleurs.

- Extraction des huiles essentielles des fleurs et feuilles et leur caractérisation par les

méthodes chromatographiques (CPG, CPG/SM etc.).

Pour atteindre ces objectifs, les laboratoires, cités ci-dessous, ont apportés leur contribution :

- Laboratoire de Chimie Organique, Substances Naturelles et Analyse
Deépartement de Chimie, Faculté des Sciences, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

(COSNA),

- Laboratoire de Spectrochimie et Pharmacologie Structurale (SCPS), Département de

Chimie, Faculté des Sciences, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

- Laboratoire de Chimie des Produits Naturels (CPN), Université de Corse, France.

Lo
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La thérapie par les plantes

I-Introduction
Les plantes sont 4 I’origine de nombreux médicaments et certains de leurs principes
actifs entrent dans la composition de 70% des produits pharmaceutiques commercialisés dans

les pays industrialisés, le tiers restant étant constitué de produits de synthése [1,2].

Les produits actuellement utilisés en phytothérapie sont testés et sélectionnés pour leur
valeur thérapeutique et se présentent, pour la plupart, sous une forme galénique moderne,
d’utilisation pratique, qui garantit 'intégrité de la plante et la bonne absorption de ses
constituants par I’organisme [1-3].

Une plante médicinale contient un ensemble de principes actifs qui ont chacun un effet
thérapeutique spécifique. L’action thérapeutique globale d’une plante ne se résume donc pas &
un constituant isolé. Elle est la résultante de I’action de tous ses constituants. Nous parlons
d’actions synergiques [4].

II-Historique [5,6]

Lorsqu'il s'agit de I'histoire des plantes, il est fait souvent référence a la médecine
grecque, habituellement & Hippocrate (300 ans av. J.C.), a Dioscorides (1™ siécle de notre ¢re)
ou a Galien (2° siécle de notre ére). A vrai dire, elle est beaucoup plus ancienne, et est liée a
celle de 'Homme. En effet, dés que 'Homme est apparu comme espéce, il a dii chercher &
subvenir & ses besoins nutritionnels, en sélectionnant des fruits sauvages, des feuilles a saveur
agréable et des tubercules comestibles. Puis, sa vie sociale et son aptitude a communiquer,

I'amenérent & échanger avec ses semblables de nombreuses informations sur la qualité des

végétaux qu'il a rencontrés ou expérimentés. Ceci lui a permis d'enrichir ses connaissances

des plantes (les bonnes, les désagréables, les toxiques, etc.), et méme de se spécialiser dans le
traitement par les herbes, au sein des groupes structurés.
En Afrique, l'usage des plantes date de la nuit des temps. D'anciens textes égyptiens

culture.

il
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Effet, les habitants se soignent, font des offrandes, exorcisent avec les pl
utilisent, aussi, pour se protéger contre les mauvais esprits en les con
demeures et en faisant des fumigations. Et, bien que leur pouvoir thérapeutique s
magie et de mysticisme, plusieurs propriétés sont effectives. Il est a noter que des ¢
plantes sauvages et cultivées se vendent sur tous les marchés d'Afrique.

Autrefois, le commerce des plantes et de leurs substances (épices, arOmes
florissant, et les arabes eurent un rdle capital dans leur expansion. Dans I'Ar
commengaient déja avec I'Inde, le Proche-Orient, et I'Afrique, si bien que les g
que de nombreuses substances végétales provenaient d'Arabie.
ITI-Phytothérapie & aromathérapie
HI-1 La phytothérapie

a-Définition

tes, et les
t dans les
it coloré de

entaines de

5, etc.) était
ntiquité, ils

[eCS crurem

Etymologiquement, le terme phytothérapie vient de deux mots grecs : phyfon (plante) et

therapeuein (soigner). Il pourrait donc étre traduit par : I’art de soigner 4 I’aide des
encore la thérapeutique par les plantes [7,8].
Au sens large, le mot phytothérapie désignerait une médecine millénaire et
qui considere le regne végétal comme principale source de médicaments [9-12].
Nous pouvons distinguer deux types de phytothérapie {13] :

- Une pratique traditionnelle : parfois trés ancienne basée sur I’utilisation ¢
sur la base de ces vertus découvertes empiriquement. Selon 1'O.
phytothérapie est considérée comme une médecine traditionnelle, et
massivement employée dans certains pays dont les pays en voie de déve

C’est une médecine paralléle du fait de I’absence d’étude clinique.

- Une pratique basée sur les avancées scientifiques et la recherche des pri

plantes, ou
universelle
je la plante
M.S, cette
est encore

loppement.

cipes actifs

des plantes : Cette phytothérapie est assimilée aux médicaments et selon les pays suit

les mémes réglementations (AMM, vente en pharmacie, etc.). Nous parlons alors de la

pharmacognosie ou de la biologie pharmaceutique.
b-Méthodes d’utilisation et de fabrication

En phytothérapie traditionnelle, les plantes sont utilisées fraiches ou séchées, entrant

ensuite éventuellement dans des préparations diverses afin de conserver leurs principes actifs

et éviter toute décomposition. Elles sont administrées sous formes de teintures
macerats, tisanes, poudres, etc. [1, 12,14].

il
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Un procéde plus récent permet d’obtenir I’ensemble des principes actifs par broyage

fin de la plante aprés séchage (cryobroyage). La poudre est macérée dans un mélange d’eau et
d’alcool. Aprés purification, la solution est séchée jusqu’a obtention d’une nouvelle poudre.
Cette poudre peut étre présentée sous forme de comprimés, de gélules, de sachets, etc. [1].
c-Précautions d’emplois de la phytothérapie

Avant l'utilisation des plantes, il est primordial de prendre conseil chez un
phytothérapeute car certaines d’entre elles sont toxiques [15]. Nous devons donc observer les
précautions suivantes lors de leurs usages :

-S’assurer qu’il n’y ait pas d’interaction avec le traitement médicamenteux en cours.

- Ne pas interrompre un traitement médical en cours.

- Avoir a Pesprit que des effets secondaires peuvent survenir.

-Prendre en compte les éventuelles sensibilités allergiques du patient.

- Etre attentif aux doses utilisées chez ’enfant ou la personne agée.
III-2 Aromathérapie

Elle désigne une branche particuliére de la médecine par les plantes. Ce terme est
composé¢ de deux racines grecques : aréma signifiant parfum et thérapie [16-20]. Elle met en
ceuvre des huiles essentielles pures extraites de différentes plantes aromatiques appréciées
pour leurs propriétés thérapeutiques [21,22].

D’une maniére générale 1’aromathérapie peut se définir comme une thérapeutique
naturelle utilisant les extraits de plantes aromatiques. Elle s’intégre dans le cadre de la
phytothérapie qui elle fait appel 4 toutes les plantes dotées de vertus médicinales [23].
IV-Conclusion

Les plantes constituent la source prioritaire et le réservoir inépuisable de la recherche
des substances biologiquement actives. Ce patrimoine riche a servi et continu a servir les
industries pharmaceutiques modernes & la mise en évidence des principes actifs et la

production de médicaments universellement utilisés [24].
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Botanique de 1a Rhaponticum acaule L.

(Astéracées)

I-Introduction

Rhaponticum acaule DC., aussi connu sous le nom de Leuzea acaulis on Centereq
chamerhaponticum Ball., est une plante, parmi les plantes aromatiques, qui fleuri au
printemps, de mars & mai. Elle pousse a I’état spontané en rosace sur les pentes des collines,
des champs et dans les péturages de sable. Il s’agit d’un genre mono spécifique appartenant a
la famille des Astéracées [1].

C’est une espéce nord africaine, commune dans toute I’Algérie septentrionale,
notamment dans les lieux sablonneux du littoral.

Les appellations locales sont : il tafgha, <widli tafphait.

Ces termes sont indiqués par Ibn El-Baytar qui précise que la plante est acaule et
quelle pousse en Afrique du Nord. Abderrezaq El-Djazairi mentionne et-tafgha sans aucun
commentaire.

Le réceptacle du capitule de la thapontique est comestible. Elle est souvent confondue
avec d’autres Carduacées (Cynarées) acaules, notamment la carline (sans inconvénients), le
chardon a glu (Atractylis gummifera L.) (Figure 1). Ce demier a causé des empoisonnements
accidentels bien des fois mortels, surtout chez les enfants. 1l ressemble lui aussi d’une certaine
maniére 2 la thapontique (F igure 2) [2].

Figure 1 : Chardon a glu (dtractylis gummifera L.).
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Figure 2 : Rhapontique (Rhaponticum acaule L.) en pleine floraison.
II- Famille des Astéracées
II-1 Introduction

La famille des Composées est devenue famille des Astéracées en raison du type
d’organisation de son inflorescence et selon la nouvelle nomenclature [3]. La famille des
Astéracées est une importante famille de plantes dicotylédones qui regroupent 20.000 espéces
[4]. Ce sont essentiellement des plantes herbacées, des arbustes, quelque fois petits arbres. Ils
sont, en proportions négligeables et groupés dans le genre Vernonia [5]. Elle comprend des
espéces utilisées soit pour I’alimentation soit comme plantes ornementales, aromatiques ou
médicinales [6].

I1I-2 Caractéres généraux [7]

Ce sont des herbes a feuilles simples, leurs inflorescences sont des capitules. Chaque
fleur est en général assez ténue, mais le rapprochement sur un plateau commun (le réceptacle)
de nombre d’entre elles rend ’ensemble massif. Chacune des fleurs posséde un calice (parfois
original), une corolle et des piéces sexuées. Parfois, les deux sexes coexistent, la fleur est
hermaphrodite, parfois le gynécée est seul présent, la fleur est femelle. L’androcée se
singularise par la soudure de ses cing anthéres en un tube (ce sont des Synanthérées).

L’ovaire est infére et devient, aprés fécondation, un akéne souvent surmonté d’un
Pappus. Selon le groupement des fleurs tubulées ou ligulées au niveau des inflorescences de
chaque espéce, nous distinguons, communément, quatre sous familles :

- Le liguliflores : les capitules sont constitués de fleurs toutes ligulées bisexuées a

valeur de demi-fleurons (comme le Pissenlit).

- Les tubuliflores : les capitules sont constitués de fleurs toutes tubulées, bisexuées

a valeur de fleurons (comme les Chardons).
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- Les radiées : les capitules regroupent, a la fois, des fleurs périphériques ligulées

(ou demi-fleurons blancs ou jaunes) et des fleurs centrales tubulées (ou fleurons)
comme la Marguerite.

- Les labiatiflores : regroupent surtout les espéces sud-américaines avec des

capitules a fleurs toutes, ou pour une partie d’entre elles seulement, bilabiées.

III- Présentation générale de la plante étudiée
III-1 Systématique

- Régne : Plantae

- Embranchement : Spermaphytes

- Sous embranchement : Angiospermes

- Division : Magnoliophyta

- Classe : Dicotyledoneae, Dicotylédones, Magnoliopsida
- Sous-classe : Asteridae

- Ordre : Astérales

- Famille : Astéracées

- Genre : Rhaponticum

- Espéce : Rhaponticum acaule L.

ITI-2 Description botanique [8]

C’est une plante vivace, acaule. Les feuilles sont grandes disposées sur le sol en
rosettes, vertes en dessus et blanches-tomenteuses en dessous, coriaces, les toutes externes
parfois entiéres, obovées ou oblongues, les autres pinnatiséquées. Il existe un trés gros
capitule solitaire et sessile au centre de la rosette, a fleurs jaunes, a odeur d’ceillet. Les
capitules homogames, multiflores, a fleurs toutes tubuleuses et égales, hermaphrodites et
fertiles. L’involucre & bractées multisériées et apprimées, marges scarieuses et & sommet se
termine en appendice scarieux et lacéré, argentées sur la face interne. Le réceptacle est
charnu, fimbrié. Les akénes sont anguleux. L’aigrette est formée, de poils multisériés, scabres,
roux, rigides et cassants, particuliérement longs.

ITI-3 Usages thérapeutiques

La Rhaponticum acaule L. posséde des vertus médicinales. Elle est considérée comme
bénéfique pour les cellules hépatiques, et posséde plusieurs autres propriétés parmi lesquelles :
apéritive, cholagogue, dépurative, digestive, stomachique, tonique, etc. [2].
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Plusieurs espéces du genre thapontique sont utilisées en médecine traditionnelle :

- Rhaponticum uniflorm - la racine est utilisée contre I'intoxication et pour le
traitement de la fiévre. Elle inhibe la peroxydation des lipides membranaires et
possede une activité anti-athérosclérotique [9].

- Rhaponticum caroténoide : Elle est utilisée dans les diverses formules de boissons,
médicaments hygiéniques, les préparations des lubrifiants, les crémes, les
shampooings. Par ailleurs, certains extraits de la plante possédent des propriétés
pharmacologiques [10-12].
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Les substances actives dans les plantes

I- Introduction

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. Fn effet, 4 coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques, etc.), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits secondaires dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui représentent
une source importante de molécules utilisables par 'homme dans des domaines aussi différents
que la pharmacologie ou I'agro-alimentaire [1].
II- Les métabolites secondaires
II-1 Introduction

Les métabolites secondaires sont des substances cytoplasmiques qui ne sont pas propre a
chaque cellule, mais qui sont caractéristiques de certaines espéces, genres ou familles [2]. ls se
rencontrent, généralement, en faible quantité et leur production peut €tre soit largement répandue
soit limitée [3]. La plus part, de ces demiers fonctionnent comme signaux chimiques qui
permettent a la plante de répondre aux contraintes de l'environnement, d'autres, interviennent dans
la défense contre les herbivores, les pathogenes etc. Ainsi, certains assurent une protection contre
les radiations solaires [4,5].

Parmi les métabolites secondaires, nous citons les alcaloides, les polyphénols, les
coumarines, les quinones, les anthocyanosides, les anthracénosides etc. [4]-

Pour notre part, nous nous sommes intéressés a I’étude des polyphénols et a Iextraction
de I’huile essentielle de la partie aérienne de la Rhaponticum acaule L.
I1-2 Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présentes
dans le régne végétal [6]. IIs sont caractérisés par la présence d'au moins un noyau aromatique et
un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d'autre constituants [7].

Ces composés résultent biogénétiquement de deux voies synthétiques principales [8] :

- La voie de shikimate : c’est la voie la plus courante, elle conduit des oses aux acides
aminés aromatiques (tyrosine et phénylalanine). La désamination de ces derniers fournie
les acides cinnamiques et leurs dérivés : lignanes, coumarines, acides benzoiques etc.

- Lavoie par I'acétate : conduit i des polyacétates, des quinones, isocoumarines, etc.
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11-2-1 Distribution et variations des polyphénols

Une des caractéristiques des polyphénols, qu’ils partagent généralement avec I'ensemble
des métabolites secondaires, est de montrer une répartition trés inégale chez les différentes espéces
végétales et, pour une méme espéce, selon la variété et le stade d’évolution physiologique. Les
variations sont, généralement, considérables selon la nature des tissus et des cellules composant le
végétal [1].

11-2-2 Propriétés physico-chimiques

Ce sont des molécules hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000. Iis
sont nucléophiles, réducteurs et complexants. Ces caractéres sont en relation avec leurs propriétcs
biologiques : expression de la couleur, effet antioxydant, interaction avec les métaux, les protéines,
et les polysaccarides.

Les perspectives de recherche sur les polyphénols sont associées aux espéces oxygénées
réactives, formes radicalaires activées de 1’oxygéne a I'origine de nombreuses pathologies. Les
polyphénols en réponse, piégent des radicaux libres accompagnants d’autres mécanismes de défense
(enzymes, antioxydants) [9].

11-2-3 Réles des polyphénols

Le role des composés phénoliques est maintenant reconnu dans différents aspects de la vie
de la plante et dans l'utilisation que fait 'homme. Ils peuvent, en effet, intervenir :

- Dans certains aspects de la physiologie de la plante (régulation de la croissance,

intéractions moléculaires avec certains microorganismes symboliques ou parasites, etc.).

- Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique
(relations avec les bactéries, les champignons, résistantes & 'UV, etc.).

- Dans les critéres de qualité (couleurs, qualités nutritionnelles, etc.) qui orientent les
choix de 'homme dans sa consommation des organes végétaux.

- Dans la protection de 'homme vis-3-vis de certaines maladies [1]. En effet, leur role
d'antioxydant naturel suscite de plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement
du cancer [10], des maladies inflammatoires [11], cardiovasculaires [12] et
neurodégénératives [13].

La capacité d'une espéce végétale A résister a l'attaque des insectes et des micro-organismes,

est, souvent, corrélée avec la teneur en composés phénoliques [14].
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I1-2-4 Classification des polyphénols [8,15]
En se basant sur la structure carbonée de base, nous pouvons dégager les principales classes
des composés phénoliques suivantes :
Tableau 1 : Classification des polyphénols.

Squelette Classe Exemple Origine

carboné

Cé Phénols simples Hydroquinone Busserole

C6-C1 Ac. Hydroxybenzoiques  Ac. p-hydroxybenzoique Epices, fraises

C6-C3 Ac Hydroxycinnamiques Ac. p-coumarique Tomates, ail
Coumarines Ombelliférone Carottes, Coriandre

Cé6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix

C6-C2-C6 Stilbénoides Trans-resvératrol Raisin

C6-C3-Cé6 Flavonoides Kaempférol Fraises
Isoflavonoides Daidzéine Graines de Soja
Anthocyanes Delphinidol Raisin cabernet-savignon

(C6-C3), Lignanes Entérodiol Bactéries intestinales

(C6-C3)n Lignines / Bois fruifés 4 noyaux

(C6-C3-C6),, Tanins condensés Procyanidol Raisin, Kaki

Dans cette panoplie de composés, nous nous sommes intéressés, de prés, aux tanins et aux
flavonoides. Cet intérét est motivé par la richesse de notre plante en ces composés.
I1-2-5 Les tanins
I1-2-5-1 Généralités

Les tanins sont des polyphénols hydrosolubles de masse molaire comprise entre 500 et
3000g/mole. Ils présentent des cycles aromatiques greffés d'une ou plusieurs fonctions hydroxyles
[16]. Leur structure chimique, leur confére une capacité trés développée a se fixer sur toute sorte
de molécules, essentiellement, les protéines.

Les tanins sont localisés dans les différents organes : tiges, feuilles, fruit ou grains. Les
plantes les plus riches en tanins sont les Ericacées, les Légumineuses, les Rosacées et les
Salicacées [17]. |
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I1-2-5-2 Classification

En 1920, Frendenberg [16] répartit les tanins selon un critére de structure en deux classes :
les tanins condensés et les tanins hydrolysables (Figure 3).

- Les tanins condensés ou les proanthocyanidines : Se sont des polymeres a noyau
flavone. Leur poids moléculaire est élevé (1000 a 3000). Ils possédent une forte affinit¢ pour les
protéines, auxquelles sont liés en C4-C8 [6]. Leurs précurseurs sont des flavan-3-ols (catéchine et
épicatéchine) et flavan-3,4-diols [1]. Ils sont présents dans nombreuses plantes, notamment, les
pommes, l'écorce de pin, la cannelle, les pépins et la peau de raisin, les vins rouges et le cacao.
Nous en trouvons aussi dans les myrtilles, airelles cassis, thé vert et thé noir [18-20]. Ce sont des
antioxydants dotés d’un fort pouvoir protecteur sur la sant¢ humaine [21].

- Les tanins hydrolysables : Se sont des esters de sucres simples (glucose ou xylose,
principalement) et d'acides phénoliques. Par hydrolyse acide, alcaline ou enzymatique, les acides
phénoliques libérés sont l'acide gallique ou I’acide ellagique. Ceci divise les tanins hydrolysables
en deux sous classes : les tanins galliques (gallotanins) et les tanins ellagiques (ellagitanins).
Contrairement aux tanins condensés, ils ne sont présents que chez les dicotylédones. Le plus
conmu est l'acide tannique extrait de la galle de chéne (Quercus infectoria). D'autres tanins
hydrolysables sont extraits industriellement tels ceux de diverses galles ou ceeur de bois de
variétés de chéne et de chétaignier (Castanea sativa et dentata) [16]. Ils ont un poids moléculaire
plus faible (300-500) et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés. Ils
peuvent, aussi, diminuer la dégradation des parois dans le rumen et étre hydrolysé dans l'intestin
en libérant des produits toxiques pour le foie et le rein [6,16].

La différence structurale des deux classes de tanins est responsable de leur comportement
chimique spécifique. En effet, en milieu acide, alors que les tanins hydrolysables sont hydrolysés,
les tanins condensés donnent des composés colorés (les anthocyanidines). Les produits résultants
de I’hydrolyse tendent & se polymériser. I1 y a également apparition d'un précipit¢ de polyméres
insolubles (les phlobaphénes) [16].
11-2-5-3 Propriétés physico-chimiques

Les tanins se dissolvent dans I’eau en formant des solutions colloidales. Leur solubilité
varie selon le degré de polymérisation ; elle diminue lorsque celui-ci augmente. Ils sont solubles
dans les alcools et Pacétone. Comme tous les phénols, les tanins réagissent avec le chlorure
ferrique. IIs sont précipités de leurs solutions aqueuses par les sels de métaux lourds et par la
gélatine [8).
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I1-2-5-4 Caractérisation
La caractérisation des polyphénols est résumée comme suit :
- Les tanins galliques et ellagiques donnent des colorations et des précipités bleu-
noir en présence des sels ferriques.
- Les tanins condensés fournissent des précipités bruns verdétres.
- Les tanins galliques donnent une coloration rose avec I'iodure de potassium. Ce
dernier colore I’acide gallique libre en orange.
- Les tanins ellagiques sont colorés par l'acide nitreux en milieu acétique en rose.
Cette coloration vire, ensuite, au pourpre puis au bleu.
- Les tanins condensés sont colorés en rouge par la vanilline chlorhydrique.
B L'analyse des extraits fait appel aux techniques chromatographiques habituelles: CCM
(sur cellulose ou silice, révélation par examen des fluorescences en UV et par les réactifs cités
B ci-dessus) et CLHP (phases inverses, solvants alcooliques légérement acides) [8].
11-2-5-5 Actions des tanins
, La présence des tanins dans une plante est 4 I’origine de plusieurs activités, notamment :
astringente, anti-diarrhéique, antibactérienne, anti-virale (ellagitanin), et hémostatique [22]. IIs
_ tannent la peau et les muqueuses de fagon 2 les rendre insensibles aux processus inflammatoires et
peuvent, dans le cas d’une présence trop concentrée, étre sclérosant ou bloquant [23]. Aussi, les
_ tanins tendent 2 réduire l'efficacité de I'utilisation alimentaire des plantes qui en contiennent, et

réduire la vitesse de croissance ainsi que la survie des animaux qui s'en nourrissent [3].
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Figure 3 : Exemple de tanins végétaux.
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11-2-6 Les flavonoides
11-2-6-1 Généralités
Les flavonoides sont des constituants caractéristiques des végétaux. Ils sont, entre

autres, responsables de la pigmentation des fleurs et des fruits et sont distribués dans toute la
plante. Nous en recensons, aujourd’hui, 45100 répartis en différentes classes (anthocyanines,
flavonols, flavones et iso-flavone) [24].

La structure de I'hétérocycle central et son degré d'oxydation permettent de distinguer
les différentes classes des flavonoides (Figure 4) [1].

R
OH
ot ‘
~
= OH
OH OH O
Flavonol Anthocyanidine Flavone

R=H, Kaempférol R=H, Pélargonidine R=H, Apéginine
R=0H, Queroétine R=0H, Cyanidine R=0H, Lutéoline

Figure 4 : Quelques exemples de flavonoides.

La plus part, des flavones et flavonoles sont des pigments jaunétres ou ivoire. Certaines sont
incolores. Ces derniéres peuvent modifier la couleur d'une plante en formant des complexes avec
des anthocyanes et des ions métalliques. Ce phénomene appelé co-pigmentation est responsable de
la couleur bleu intense des fleurs [4]. Les anthocyanes sont des pigments rouges, violet ou blew. lls
sont présents dans le cassis, la myrtille, la fraise, le radis, le chou rouge etc. [25].

I1-2-6-2 Propriétés biologiques

Les pigments floraux agissent comme signaux visuels pour attirer les pollinisateurs (oiseaux,
abeilles). Ils interviennent dans les interactions entre les plantes et d’autres organismes [4] et
pourraient avoir un role dans certains processus d’oxydo-réduction de croissance de respiration et dans
la morphogénése des plantes. En outre, il a é¢ démontré que leur forte absorption dans I'UV protége
les plantes contre les rayonnements nocifs. Leur intervention dans les mécanismes de la pollinisation,
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fongicides et insecticides qui préservent Iarbre des attaques des champignons et des insectes.

Enfin, dans les feuilles, ils peuvent avoir un tole répulsif ou attractif sur les insectes
herbivores permettant ou non leur consommation [26].

I1-2-6-3 Propriétés thérapeutiques

Les flavonoides sont utilisés comme diurétiques pour leur activité vitaminique P, c’est-a-
dire leur pouvoir d’augmenter la résistance et de diminuer la perméabilité capillaire sanguine [27].

- Les mono et bi flavonoides : Se sont des activeurs hépatocellulaires, des inhibiteurs de la
peroxydation des lipides. En effet, ils empéchent les graisses de l'organisme de trop
s'abimer et ont une action retardatrice du catabolisme des protéoglycones, substances
situées au niveau articulaire.

- Les isoflavonoides : une action anti-tumorale des dérivés flavonoliques comme les
rutosides qui sont d’excellents protecteurs vasculaires et les pécapitosides qui ont une
action diurétique et azotémique.

- Les anthocyanes : Elles ont une action anti-inflammatoire et selon les familles des
plantes, elles possédent des propriétés anti-diarthéiques, cholagogue astringente. A forte
dose les anthocyanes peuvent étre toxiques, poissons apparentés aux cyanures [22].

I1-2-7 Extraction, caractérisation et dosages des polyphénols [1]

Les méthodes de séparation, de dosage et d’identification des composés phénoliques ont
fait des progrés spectaculaires au cours des trente derniéres années, grice, en particulier, &
I’ utilisation quasi systématique de la RMN, CPG/SM, CLHP/SM, etc.

La présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques hydroxylés dans les composés
phénoliques est responsable de certaines propriétés communes utilisées pour les extraire & partir
du matériel végétal, les caractériser chimiquement et les doser. Cependant, il faut noter que ces
propriétés peuvent s’exprimer différemment selon la complexité de la molécule concernée et le
nombre de groupements hydroxyles portés par chacun des cycles benzéniques.

Le schéma général des différentes étapes d’extraction, de caractérisation et de dosage des
polyphénols est représenté sur la figure 5. 1 est & noter que ce procédé doit étre modifié pour étre
mieux adapter 4 la nature chimique des polyphénols étudiés, leur solubilité et leur degré de liaison
avec d’autres constituants végétaux.

21




- Chapitre III : Les substances actives dans les plantes —

Matériel végétal
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;
v

Chromatographie sur
papier ou sur couches
mince
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liquide Haute
performance (CLHP)
Electrophorése
capillaire

;
v

Hydrolyse
Spectrophotométrie
UV-Visible
Spectrométrie de
masse (SM)

Raman

Résonnance
magnétique nucléaire
(RMN)

d----

Dosage global
colorimétrique (réactif
de Folin Ciocalteu)
Spectrophotométrie
UV-Visible
Chromatographie
liquide haute
performance (CLHP)

Figure 5 : Schéma récapitulatif des extractions et analyses des polyphénols.
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- Caractérisation et dosage des polyphénols par leur spectre d’absorption en UV-Visible (1]

Le dosage des composés phénoliques utilise, trés fréquemment, leur spectre d’absorption, soit
dans le visible (anthocyanes, flavonols, etc.), soit dans "'UV pour la plupart des autres composes, en
choisissant pour chacun d’eux la longueur d’onde d’absorption maximale. Le spectre d’absorption
résulte de la présence combinée du (ou, des) cycle(s) benzénique(s), des fonctions OH portées par
ce(s) cycle(s) benzénique(s) et des différentes doubles liaisons présentes dans la molécule.

La concentration du composé phénolique en solution est déduite en utilisant la loi
classique de Beer Lambert qui lie cette concentration C en mole/l & la densité¢ optique DO
mesurée sur le spectre d’absorption :

DO = gxCxl
¢ : Le coefficient d’extinction du composé considéré a la longueur d’onde utilisée pour la mesure.
1 : largeur de la cuve de mesure exprimée en cm.
1I-3 Les Huiles Essentielles (H.E)
I1-3-1 Historique

L’utilisation des ardmes pour soigner n’est pas une technique récente. Dans toutes les
civilisations de I’antiquité, la mention des arémes est présente, pour des usages religieux,
cosmétiques, mais aussi thérapeutiques. D’abord, I’homme se servit des plantes entiéres pour
apporter soulagement et bien-&tre sous forme d’infusions, de macérations et de décoctions
[28], ensuite, il s’est intéressé & en retirer leur principe aromatique [29]. En cela 'Inde, la
Chine et I'Egypte semblent avoir été 4 I’origine de la recherche.

H-3-2 Définition

Les HE appelées encore ‘essences’ ou ‘essences aromatiques végétales’ sont les
substances odorantes, volatiles et de consistance huileuse, contenues dans les plantes. Elles
sont fabriquées A partir des sucres issus de la photosynthése, par des cellules sécrétrices
situées, le plus souvent, dans les fleurs et les feuilles. Mais il est aussi possible d’utiliser le
fruit, le bois ou encore la racine du végétal considéré [28, 30, 31].

Elles sont le parfum des plantes. Lorsque nous humons une rose, que nous épluchons
une orange ou que nous fripons une feuille de menthe ou de romarin entre les doigts C’est
PH.E qui se volatilise et qui nous fait éprouver cette sensation olfactive si agréable. Elles sont
a la fois des parfums et des remedes naturels [32]. ‘

Pour I’internationale Standard Organisation (1.5.0, 1997) comme po
Francaise de Normalisation (A.F.N.O.R, 1998) ou I’Américain Essential Oils Chem
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(A.E.O.C), le terme H.E désigne les produits, généralement, odorants obtenus, soit par des
procédés mécaniques soit par distillation séche.

Elles sont trés utilisées en aromathérapie, en pharmacie, en parfumenie et en
cosmétique. Leur utilisation est liée 4 leurs différentes activités biologiques reconnues [33].

La plupart des végétaux renferment des HE, mais habituellement en quantité infime.
Seules les plantes dites ‘aromatiques’ en produisent en quantité suffisante comme les Labiées
(lavande, thym, menthe, etc.), les Ombelliféres (cumin, carvi, anis, fenouil, etc.), des Rutacées
(citron, orange, etc.), et des Lauracées (cannelle, camphrier, sassafras, etc.) [32].

Qg

Ociméne a-Terpinén y-Terpinéne
. -CH,OH (\j\
H
l | CH,OH = OH

N
Géraniol Citroneliol Thymol

Figure 6 : Quelques structures rencontrées dans les HE.

II-3-3 Propriétés physiques

En général, les HE sont liquides, insolubles dans I’eau, solubles dans les alcools, les
huiles et la vaseline. Elles sont volatiles, incolores, jaune pale ou quelque fois bleue. Leur densité
est inferieure 4 1 sauf celles du giroflier, cannelle, et sassafras. Les HE sont trés altérables et
s’oxydent avec la lumiére et au contact de 'air [34].
II-3-4 Classification des HLE

Les HLE sont classées sur la base d’un certain nombre de critéres comme leur couleur, leur

composition élémentaire, la fonction de leur constituant principal, [35,34].

24




- Chapitre Ill : Les substances actives dans les plantes —

a- Selon leur couleur

Les H.E incolores : dépourvues de résine et d’azuléne (noix de muscade, etc.).

Les H.E jaunes : renferment des résines (anis,

Les H.E bleues : contiennent ’azuléne.

fenouil, etc.).

Les HE vertes-brunes ou jaunes-vertes : contiennent principalement azuléne et les colorants

(patchouli).
b- Selon leur composition élémentaire

Les essences hydrocarbonées : riches en terpénes et sont les plus répandues.

Les essences oxygénées : généralement solides.

Les essences sulfurées.

c- Selon la fonction de leur constituant principal [35 34]
Tableau 2 : Exemples des HE.

Fonction Exemple

Carbures terpéniques et sesquiterpéniques

H.E de térébenthine : pinéne, camphéne
H.E de genévrier : pinéne, camphéne, cadinéne

H.E de citron : limonéne

Alcools

H.E de coriandre : linalol
H.E de bois de rose : linalol

H.E de rose : géraniol

Meélange d'esters et d'alcools

H.E de lavande : linalol, acétate de lynalyle
H.E de menthe : menthol, acétate de menthyle

Aldéhydes

H.E de cannelle : aldéhyde cinnamique
H.E de citronnelle : citral et citrannal

H.E d'eucalyptus citriodora : citronellal

Cétones

H.E de carvi : carvone
H.E de sauge : thuyone
H.E de thuya : thuyone

Phénols

H.E de thym : thymol
H.E de sarriette : carvacrol
H.E d'origan : thymol et carvacrol

Huile essentielle de girofle : eugénol
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Ethers H.E d'anis vert, de badiane : anéthol
H.E de fenouil : anéthol

H.E d'eucalyptus globulus : eucalyptol
H.E de cajeput : eucalyptol

H.E de niaouli

Peroxydes H.E de chénopode : ascaridol
H.E d'ail : allicine

II-3-5 Les méthodes d’extraction des H.E
a- Entrainement 2 la vapeur [8]

L’hydrodistillation simple consiste 4 immerger directement le matériel végétal 4 traiter dans
un alambic remplis d’eau puis porter Pensemble a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont
condensées sur une surface froide et H.E se sépare par différence de densité.

Dans la distillation & vapeur saturée, le végétal n’est pas en contact avec ’eau. La vapeur
d’eau est injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées. Pour raccourcir
le temps de traitement, limiter altération des constituants ’H.E et économiser 1’énergie, il est
possible de travailler en surpression modérée (1 a 3 bars). La conséquence de 1a surpression étant
une augmentation de la température.

b- Expression 2 froid

Elle est appelée aussi expression mécanique. Elle se fait par :

- Ecoulement naturel - I'incision du tronc de certains arbres permet de recueillir un baume
ou une gomme, par exemple pour le commiphora (myrrhe), le laurier de Guyane, ou le
camphrier de Boméo.

- Ecrasement de plantes (surtout les agrumes) : en pressant les zestes, nous obtenons une
émulsion d’eau et d’H.E qui doit ensuite étre centrifugée et filtrée [32].

¢- Extraction par solvants

Cette méthode est utilisée pour les plantes fragiles. Ces derniéres sont plongées dans un
solvant organique provoquant la dissolution des substances aromatiques. Aprés séparation du
solvant par distillation, nous obtenons un produit cireux solubilisé dans I’alcool. L’élimination de
Palcool par évaporation conduit 2 I'H.E dite absolue [32]. Comme il est difficile d’éliminer
complctement les traces de solvants, nous utilisons que trés exceptionnellement ces HE en
médecine [30].
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d- Percolation

La percolation est appelée aussi I"hydrodiffusion. Elle differe de Ia distillation 4 Ia vapeur
seulement par le fait que la vapeur entre dans 1’alambic par le haut, donc au-dessus des plantes, et
non par dessous. La percolation convient parfaitement aux bois ou aux matériaux fibreux, car la
vapeur peut s’y infiltrer [36].
e- Enfleurage

Cette méthode utilise des graisses, comme solvant, pour leur forte affinité avec les
composés odorants. Elle est trés peu utilisée de nos Jours [31,37].

II-3-6 Modes d’utilisation des H.E

Les H.E peuvent s’utiliser par différentes voies. Leur emploi nécessite le respect de
certaines regles afin de bénéficier de leur efficacité et éviter les désagréments dus a un
mauvais usage. Les H.E s’utilisent en usage interne ou externe.
a- En usage interne
- Par voie orale (ou buccale) : 1l ne faut pas les utiliser pures, mais diluées de 5 4 15 % car elles
peuvent provoquer des briilures digestives.
- Par voie rectale ou vaginale : Elles sont administrées sous forme de suppositoire (rectal) et sous
forme d’ovule (vaginale).

Ces deux voies permettent d’éviter le systéme digestif, donc la diffusion dans I’organisme
se fait par circulation générale.
- Par voies respiratoires : les particules inhalées vont pénétrer profondément dans 1’arbre
respiratoire et recouvrir la muqueuse. La surface considérable de celle-ci, et sa trés riche
vascularisation vont faciliter la pénétration des H.E et leurs constituants dans la circulation.
b- En usage externe
- Par voie transcutanée : Elle permet une pénétration facile et rapide de 'HE qui va se diffuser
dans la microcirculation périphérique puis dans la circulation générale ou elle va exercer son
activité. En effet, les végétaux synthétisent des molécules naturelles dont le poids moléculaire est
adapté au passage transcutané.

Voici quelques techniques en usages externes :
- Bains : Appelés aussi ‘Bains aromatiques’. Dans ce cas, les H.E ne doivent Jjamais étre versés
directement dans I’eau. En effet, les huiles, par définition, ne sont pas hydrosolubles. 11 faut donc
les mélanger (3 & 10 gouttes) avec, par exemple, du jaune d’ceuf, du lait en poudre, ou encore du
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miel, avant de les placer dans I'eau du bain. Nous pouvons aussi les additionner & des produits
comme : bains moussants ou gels douche, 4 Ia dose de 3 4 5%. 11 est conseillé de prendre dans ces
conditions, des bains chauds (37°C) pendant une durée variant de 5 4 15 mn.

- Massage : Les HE sont, souvent, conseillées en massage. 5 a 10 gouttes d’H_E sont utilisées par
massage ou diluées (15 a 30 ml pour 100 m] d’huile neutre).

- Embaumement aromatique : Cette opération consiste 2 utiliser une grande quantit¢ d’H.E pure
(10 a 15 mljjour) par massage, puis par enveloppement (bandes Velpeau) de Ia région considérée.
- Masques : 14 5 gouttes ’H.E sont déposées dans 3 cuilléres 3 soupe de miel ou d’argile. Aprés
mélange, nous étalons le produit obtenu sur la peau pendant 5 & 10 minutes avant de rincer Ia peau
a I’eau tiéde.

I1-3-7 Action thérapeutique [38-46]

La composition chimique des FLE est 4 Porigine de plusieurs activités :

- Activité antibactérienne: Capacité des HE 4 s’opposer  la reproduction des bactéries en
les détruisant. Les molécules aromatiques possédant le coefficient antibactérien le plus
¢leve sont les phénols, ensuite viennent les aldéhydes, les cétones.

- Acivité antiviral: Les virus responsables de certaines pathologies comme le zona,
I'herpés, 1a grippe, le sida sont traités avec succes par certaines huiles essentielles alors
qu’a ce jour la médecine chimique se trouve désarmée. Les virus sont trés sensibles aux
molécules aromatiques et certaines pathologies virales graves se trouvent trés nettement
améliorées grice a elles.

- Activité antifongique: Ce sont des HE pour s’opposer au développement des
champignons, des moisissures en les détruisant.

- Activité antiseptique: S’opposent au développement des germes microbiens et les
détruisent.

Aussi, elles peuvent avoir une action dans des domaines plus larges : antalgiques,
analgésiques, cicatrisantes, digestives (basilic exotique). Elles régulent I'immunité (ravensare
aromatique), et sont trés efficaces dans les troubles nerveux (Lavandula vera).

II-3-8 Facteurs influengant Ia composition d’une H.E

Les facteurs influengant la composition d’une H.E sont résumés comme suit -

- L’espece, la variété: préciser le nom de la plante en utilisant la nomenclature
binomiale (genre, espéce).

- Ladrogue : organe utilis¢.
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L’origine géographique.

La période de récolte.

Le chimiotype: exemple thyms a thymol, & carvacrol, & géraniol, 4 linalol, etc.

Le mode de préparation: au cours de ’hydrodistillation, ’ean et Pacidité peuvent
provoquer des hydrolyses. Le chauffage peut également modifier la composition
chimique.

La durée et le mode de conservation: la durée de conservation varic entre 12 et 18
mois a I’abri de la lumiére dans des flacons teintés ou en acier inoxydable. Au-dela de

cette durée, une modification de la composition chimique est possible,

11-3-9 Précautions d’emplois {38,47]

Les HLE sont trés actives car elles sont constituées d’un concentré de molécules terpéniques
lipophiles passant trés bien toutes les barriéres intestinales, cutanées, pulmonaires, etc. Mal
employées, utilisées 3 mauvais escient ou a des doses inadaptées, elles peuvent étre responsables
d’effets secondaires importants. C’est pourquoi, il est impératif de

ne pas remplacer une huile par une autre,

respecter la posologie a la goutte pres,

ne pas utiliser les HEE de fagon prolongée, méme a faible dose, et donc de respecter des
durées thérapeutiques de trois semaines lors d’un traitement chronique.

Chez un patient allergique, il est préférable de faire un test de ’huile dans le pli du
coude (deux ou trois gouttes) pour constater la survenue éventuelle d’une réaction qui
déterminera ’emploi ou non de "huile.

1l convient aussi de ne jamais metire d’H.E, méme diluées, dans I’ceil. I.’administration
d’H.E est a éviter pendant la grossesse et chez ’enfant de moins de trois ans.
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Résultats & Interprétations

I- Introduction

La rhapontique est une plante de la famille des Astéracées. Elle est connue dans la
région de Tlemcen pour ces vertus thérapeutiques, notamment comme apéritive, cholagogue,
dépurative, digestive, stomachique, tonique, etc. Aussi, elle est considérée comme bénéfique pour
les cellules hépatiques. Une recherche bibliographique minutieuse révéle peu de travaux sur cette
plante. C’est, d’ailleurs, ce qui nous a motivé pour I'étudier chimiquement et aussi confirmer ou
infirmer les vertus thérapeutiques citées plus haut Cette plante constitue pour nous un champ
d’investigation vierge qui peut ére A Iorigine de nouvelles molécules dotées d’activité
thérapeutiques nouvelles. Dans ce but, nous avons adopté une stratégie de recherche basée sur les
points suivants :

- Une caractérisation phytochimique des métabolites secondaires présents dans la partie

acrienne de la Rhaponticum acaule L.

- Application des méthodes de dosages des polyphénols (phénols totaux, les tanins

hydrolysables et les flavonoides).

- Extractions s€lectives des acides gras, des insaponifiables, des polyphénols et des H.E.
II- Examen phytochimique
H-1 Matériel végétal

L’espéce Rhaponticum acaule L. est récoltée a coté d’Ain Fezza (Tlemcen), au mois
de mars 2007 (Tableau 3). Son identification botanique est faite par Pr Benabadji Nouri du
Département de biologie, Université Aboubekr Belkaid -Tlemcen.

Apres séchage a Iair libre et 4 I’'ombre, le matériel végétal (feuilles et fleurs) est broyé
puis conservé dans des flacons pour une utilisation ultérieure.

Tableau 3 : Etude bioclimatique de 1a zone d’étude.

Ain Fezza
Longitude 1°17
Altitude 1000m
Latitude 34° 50°
Climat Semi-aride & hivers tempéré
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HI-2 Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique constitue la premiére étape dans I’étude de la Rhpponticum
acaule L. 1l permet de nous renseigner sur la nature des substances contenues dans la partie
étudiée de la plante, en I’occurrence, 1a partie aérienne (feuilles et fleurs).

Ce screening est basé sur des réactions chimiques simples, aisément réalisables dans
des tubes a essais. Ces derniéres peuvent étre de précipitation et/ou de coloration et se
traduisent par ’apparition d’une turbidité, floculation, ou un changement de couleur.

Les résultats du criblage réalisé sur les feuilles et les fleurs épuisées par des solvants
de polarité croissante (éther diéthylique, méthanol et I’eau) sont représentés dans les tableaux

4,5 et 6 suivants :

Tableau 4 : Epuisement a I’éther di¢thylique.

Famille de composés Fleurs  Feuilles

Alcaloides bases - -
Stérols et Stéroides +++ +++
Emodols - -
Huile volatile +++ 4+
Acides gras +++ ++

Tableau 5 : Epuisement au Méthanol.

Famille de composés Fleurs  Feuilles

Alcaloides sels - +
Flavonoides +H+ -
Tanins hydrolysables  +++ A+
Composés Réducteurs  +++ -
Sterols 4+ .
Anthracénosides - -
Anthocyanosides - -

Coumarines - -
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Tableau 6 : Epuisement & H,O.

Famille de composés  Fleurs Feuilles

Amidon - -
Saponosides - +++
Tanins ++ +++

Alcaloides sels - -

Polyuronides - -

+++ - Test trés positif ; ++ Test moyennement positif ; + : test faiblement positif ; - : test négatif
En faisant la synthése des résultats expérimentaux illustrés dans les tableaux 4, 5 et 6,
nous pouvons faire les constations suivantes :
» Les acides gras, les tanins, les stérols, les stéroides et I’H.E sont présents en quantité
importante dans les deux organes étudiés.
®= Les saponosides et les flavonoides sont trés fortement caractérisés respectivement
dans les feuilles et les fleurs.
= Les alcaloides sels existent faiblement dans les feuilles et sont totalement absents dans
les fleurs.
® Les composés réducteurs sont fortement présents dans les fleurs.
De plus, les coumarines, les anthracénosides, les anthocyanosides, 1’amidon, les émodols, les
polyuronides et les alcaloides bases sont absents dans la partie aérienne de la rhapontique.
D’aprés ces résultats, nous pouvons avancer, sans aucune confirmation, que les effets
thérapeutiques de cette plante sont dus soit a I’une des substances (tanins, saponosides,
insaponifiables etc.), soit I’action synergique de ’ensemble.
Ce pendant, il est clair que la couleur jaune des fleurs constitue une indication
supplémentaire de la richesse de cette plante en flavonoides.
HI- Dosages des polyphénols
L’¢étude phytochimique sur la rhapontique a prouvé, qualitativement, la présence des
composés phénoliques. Pour estimer quantitativement leur teneur, nous les avons dosés, en
employant des méthodes spécifiques, dans les fleurs et les feuilles. Ces méthodes sont

largement détaillées dans le chapitre I
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Pour notre part, nous avons dosé les phénols totaux, les tanins hydrolysables et les
flavonoides dans des extraits de la matiére végetale, préalablement, obtenus respectivernent par un
mélange acétone/eau (2/1) 4 chaux et une extraction avec le méthanol en utilisant le soxhlet.

HI-1 Dosage des phénols totaux

Cette méthode est basée sur la réduction de I'ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe?) par les
composés phénoliques. Il en résulte un complexe de couleur bleu de Prusse. L’analyse
spectrophotométrique UV-Visible 4 la longueur d’onde Amex = 725 nm permet de faire une évaluation
de la teneur en phénols totaux. Les résultats, regroupés dans le tableau 7 ci-dessous, montrent que les
fleurs (45.52 mg/g) sont plus riches en phenols totaux que les feuilles (14.52 mg/g).

I11-2 Dosage des tanins hydrolysables

Le principe de cette technique repose sur Paffinité des tanmins hydrolysables avec une
solution de FeCl; acidifiée. Cette réaction conduit 4 la formation d’un complexe de couleur rouge
violette dont I’absorbance & Agax = 660 nm donne le pourcentage des tanins hydrolysables. Dans ce
cas aussi, les fleurs (0.34%) contiennent plus de tanins hydrolysables que les feuilles (0.16%)
(Tableau 7).

II1-3 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides est déterminée a partir d’une équation de la régression lindaire
déduite de la courbe d’étalonnage. Elle est exprimée en milligrammes équivalents de pyrrocathéchol
par 100 g de matiére séche. D aprés les résultats obtenus, nous remarquons que les fleurs et les feuilles
contiennent approximativement les mémes teneurs en flavonoides (~ 10 mg/100 g) (Tableau 7).

Tableau 7 : Résultats des dosages.
Phénols totaux (mg/g) Tanins hydrolysables (%) Flavonoides (mg/100 g)

Fleurs 45.52 0.34 11.0
Feuilles 14.52 0.16 10.0

IV- Extractions sélectives
IV-1 Introduction

Plusieurs approches sont couramment utilisées pour extraire les métabolites secondaires
d'une matrice végétale. L'extraction a l'aide de solvants est l'une des plus utilisées et elle permet
plusieurs variantes telles que I'extraction par macération, par sonication, 4 reflux, par Soxhlet, etc.
L'extraction par Soxhlet est trés employée. En effet, elle permet de récupérer le maximum de
produits dans des conditions optimales (temps d'extraction, nature du solvant, etc.) [1].
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IV-2 Acides gras et insaponifiables

Le matériel végétal renferme, souvent, des quantités appréciables de graisse, de cires, de
terpénes, de pigments et d’autres substances lipophiles qui peuvent perturber le processus extractif
(formation d’émulsion). Pour surmonter ces difficultés, il est nécessaire de procéder a un
dégraissage [2].

Pour notre part, nous avons extrait les feuilles de la Rhaponticum acaule L. avec la méthode
d’extraction solide-liquide continue en utilisant un appareil soxhlet, et en employant divers solvants
apolaires comme I’hexane et I'éther de pétrole. Le rendement global de I’extraction est estimé &
2.65% (m=1.06 g, pate verdatre).

La saponification de la fraction grasse obtenue, en milieu alcoolique et en présence d’une
base telle que KOH, conduit aprés extraction avec I’hexane i la fraction des insaponifiables
(m=0.62 g, solide jaunitre). Cette derniére regroupe I’ensemble des constituants non glycéridiques
des huiles naturelles et dont la composition varie d’une plante & une autre [E3

Afin de pouvoir mettre en évidence la composition des acides gras, nous avons réalisé la
préparation de leurs esters méthyliques correspondants [4]. Cette réaction d’estérification est faite
dans une solution méthanolique en présence d’acide comme catalyseur.

Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous :

Tableau 8 : Résultats des esters méthyliques et insaponifiables.

Extraits Masse (g) Rendement (%) Aspect physique
Insaponifiables 0.62 58.50 Solide jaune
Esters méthyliques 0.38 36.90 Pate noire

La confirmation de I’obtention des esters méthyliques est réalisée par spectroscopie
infra rouge. Le spectre est représenté sur la figure 7.

Le spectre IRTF montre en plus des bandes correspondantes aux vibrations d’&longation et
de déformation angulaire des liaisons C-H (v (cm™) : 2924.70, 2853.07, 1460.88, 1363.87, 721.42),
une bande d’absorption C=0 intense située vers 1741.23 cm™ et trois bandes d’&longation du groupe
C-O vers 1171.66, 1197.84 et 1258.66 cm’™.
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Figure 7 : Spectre IR des esters méthyliques.

Les analyses par CPG/SM des acides gras, des insaponifiables et des esters méthyliques sont
en cours en réalisations.

IV-3 Extraction des polyphénols

Les polyphénols représentent une famille de composes trés répondus dans le régne
végétal. En se basant sur la structure carbonée de base, nous pouvons énumérer les principales
classes de composés phénoliques suivantes: les flavonoides, les anthocyanes, les tanins
condensés, les coumarines, les lignanes, les lignines, les acides hydroxybenzoiques etc.

Actuellement, leur rdle essentiel est connu. Ils interviennent dans la physiologie de la
plante et aussi dans sa relation avec I’environnement. Ces demni¢res années, beaucoup de vertus
leur sont attribuées, notamment, le pouvoir de piégeage des radicaux libres.

Nous avons déja prouvé la présence des polyphénols, en quantité appréciable, dans les
fleurs de la Rhaponticum acaule L. grice au screening phytochimique. Ce résultat nous a incité a
entreprendre des extractions afin d’isoler des molécules nouvelles et tester leurs activités.

Pour ce faire, nous avons choisi la méthode d’extraction solide —liquide discontinue. La
matiére végétale est mise en solution dans un mélange de solvants (acétone/eau: (2/1)).
L’ensemble est porté 4 reflux pendant 12 heures. Apres refroidissement, le mélange réactionnel
est concentré au rotavapor. La phase aqueuse résultante est, ensuite, extraite avec une série de

solvants non miscibles & I’eau pour débarrasser I’extrait des polyphénols de toutes traces de
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pigments, des lipides etc. Plusieurs solvants comme I’éther de pétrole, 'Et,0 et I’AcOEt sont
utilisés. L’examen de la fraction extraite avec I’ AcOEt montre la présence des polyphénols.

Tableau 9 : Polyphénols des fleurs.

Résultats Polyphénols
Masse (g) 0.62
Rendement (%) 1.03
Aspect Solide jaune

Nous avons tenté de connaitre la composition de la fraction d’acétate d’éthyle. Pour ce
faire, nous avons soumis I’extrait ainsi obtenu aux tests phytochimiques. Ces derniers révélent
la présence des tanins et des flavonoides respectivement par des tests positifs avec une
solution de FeCl; et de la tournure de magnésium en milieu acide. La séparation de ces
composes est réalisée sur la base de leur différence de solubilité dans un mélange de solvants
comme H,O/CH,Cl/EtOH : (0.1/ 10.5/2). 11 en résulte une fraction soluble des tanins (RAF,
m = 500 mg) et une autre insoluble representant les flavonoides séparés par filtration (RAFy,
m = 20 mg) avec RAFx désignant la fraction de Rhaponticum (R) acaule (A) fleurs FetX
représentant les initiales des composés séparés.

Ces résultats sont confirmés par les tests correspondants et sont regroupés dans le
tableau 10 ci-dessous :

Tableau 10 : Résultats du fractionnement de ’extrait de polyphénols.

Fractions RAF~y RAFy
Masse (g) 0.50 0.02
Rendement (%) 80.64 3.22
Aspect Solide jaune Solide marron clair

A ce stade de ’extraction, nous avons choisi, pour des raisons qui se rapportent aux
quantités de chaque fraction, d’étudier plus minutieusement la fraction RAF;. Toute fois,
Pextrait des flavonoides (RAFr) ne sera pas négligé et fera, certainement I’objet d’une étude
ultérieure sur les plans chimique et biologique.

Dans le but de connaitre la composition de Ia fraction RAFr, nous avons employé les
méthodes chromatographiques (CCM, CC, CLHP etc.) [5-7].
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Plusieurs mélanges éluants sont testcs, notamment : acétone/Et,0 (1/1), acétone/CgH;,
(1/1), acétone/H,0 (1/1), CHCly/MeOH/H,0/CH;CO,H (10/2/0.15/0.01), CH,ClyMeOH 8/1),
CHCL/MeOH/H,O (9/1/0.5), CH,Cly/EtOH/H,O (10.5/2/0.1). Seul le dernier mélange a donné
une bonne séparation,
Les résultats sont mentionnés dans le tableay 11.
Tableau 11 : Résultats des CCM de la fraction RAFr.

Aspect physique Eluant Taches R,

1 0.90

Solide jaune CHCLEOHH,0 2 060
(10.5/2/0.1) 3 009

Aprés le choix du mélange éluant, un fractionnement est engagé sur I’extrait brut des
tanins des fleurs de la Rhaponticum acaule 1. 11 est realisé sur une colonne de gel de silice. Aprés
optimisation des conditions opératoires, cinq fractions désignées par RAF1 RAF2, RAF3, RAF4
et RAFS sont obtenues. Les résultats du fractionnement sont regroupés ci-dessous -

Tableau 12 : CC de I’extrait RAFr.

Aspect Masse Chromatographie sur colonne
Eluant Fractions Masse (mg) R; Rdt(%)
RAF1 10 0.82 2
RAF2 50 0.80 10
Solide jaune 500 mg CH,CL/EtOH/H,0 RAF3 20 0.20 4
(10.5/2/0.1) RAF4 120 0.11 24
RAFS 20 / 4

Le rendement global de cette opération est estimé a 44%. Fn effet, a partir d’'une masse
brute de 500 mg d’extrait tannique brut, 220 mg sont récupcrés sous forme de cinq fractions de
masses respectives 10, 50, 20, 120 et 20 mg. Notons que Ia fraction RAFS5 est récupérée avec du
méthanol en fin d’opération.

Pour vérifier leur pureté, nous avons procédé & des analyses CLHP. Les échantillons des
fractions RAF2, RAF3 et RAF4 sont analysés dans les conditions, modifiées par nos soins, citées
dans la référence 8.

Les conditions de la CLHP employées sont :

- Colonne : ZORBAX SB-C18 (4.6 x 250 mm, 5 ym).
- Détecteur : UV-visible
- Phase mobile : 80% CH;0H ; 20% CH,CN
- Débit . Iml/min
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- Amax : 280 nm
- Pression : 56 bars
-T:20°C
- Volume injecté : 20 pl
Dans ces conditions, les chromatogrammes CLHP de toutes les fractions étudiées sont
représentés ci-dessous
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Figure 8 : CLHP de la fraction RAF2.
Tableau 13 : Analyse CLHP de la fraction RAF2.

N°pic Temps de rétention Surface Hauteur % Aire % Hauteur

1 1.930 98282 32236 0411 1.016

2 2.451 23806456 3133310 99.474 98.788

3 3.278 27632 6203 0.115 0.196
Total 23932370 31717550 100.000  100.000

Le chromatogramme CLHP de la fraction RAF2 révéle Ia présence de trois composés dont
I"un est majoritaire (99.47%) avec un temps de rétention de 2.451 min.
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Figure 9 : CLHP de 1a fraction RAF3.

Tableau 14 : Analyse CLHP de la fraction RAF3.

N° pic Temps de rétention Surface Hautenr % Aire % Hauteur

1 2.052 65473 26343 2.330 6.204

2 2.447 337459 88901  12.010 20.973

3 2.600 2406876 309373  85.660 72.859
Total 2809808 424617 100.000  100.000

L’analyse de la fraction RAF3 montre aussi la présence de trois composés parmi lesquels
le composé majoritaire de 1a fraction RAF2 avec un temps de rétention proche de celui obtenu sur
le chromatogramme précédent (2.447 min). Dans ce cas, un second produit est majoritaire
(85.66%). Sa purification peut &tre améliorée en optimisant les conditions de la CC (dimensions
de la colonne, la nature de la phase stationnaire, polarité de I’éluant etc.).
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Figure 10 : CLHP de la fraction RAF4.

Tableau 15 : Analyse CLHP de la fraction RAF4.

N°pic Temps de rétention Surface Hauteur % Aire % Hauteur

1 1.855 9259 2390 0.673 0.995

2 2.442 1361113 236777 98.958 98.577

3 3.300 5071 1027 0.396 0.428
Total 1375443 240194 100.000  100.000

Le chromatogramme de la fraction RAF4, obtenue majoritairement lors du
fractionnement de la fraction RAFr, indique la présence de trois pics. Parmi ces signaux, nous
retrouvons celui de notre composé prépondérant dans la fraction RAF2. Cette déduction est
faite sur la base de la comparaison des temps de rétention. En effet, ce composé apparait 4 2.442
min, et est majoritaire (98.96%).

Ces résultats montrent que la fraction RAFr renferme six produits avec les temps de
rétention respectifs suivants : 1.855; 1.930; 2.052; (2.442 ; 2.447; 2.451); 2.600 ; (3.278 ;
3.300). Cette identification est réalisée automatiquement par le logiciel, grice a I’option
« Identification », qui offre selon le mode d’élution deux sortes de méthodes suggérées. La

méthode " Time window " est conseillée dans le cas du mode isocratique. Elle désigne la
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fenétre de temps permise pour I’identification du pic du composé, en comparant son temps de
rétention avec celui de I’étalon pur.

g

: . temps (min)
[+ tR + 0,02

Figure 11 : Marge de temps tolérée pour I'identification des composés selon la méthode
« Time Window » du logiciel.

Le calcul de la marge de temps tolérée est effectué d’apres I’équation suivante -

Marge de temps tolérée (min) =t R (étalon) x ILV— + 0,02 (min)
100,
a
W: fenétre du temps ;

{ p (éralon) . Temps de rétention de I’étalon.

Si, W= 0,5%, alors cette valeur est généralement de 5% par défaut.

Pour le temps de rétention du tanin de la fraction RAF? considéré comme étalon :
{ (étalon) = 2.451 min

La marge de temps tolérée est donc -
Marge de Temps tolérée (min) = [(2.451 x 0.5)/100] + 0.020 = 0.0322

Ceci donne un intervalle de temps : 2.451 + 0.0322

2418 < tp < 2483

Deux composés parmi les six sont isolés avec des rendements élevés (99.47% et
85.66%). Ce résultat mérite une attention particuliére 4 cause du manque d’études sur la chimie
de la Rhaponticum acaule L. Des analyses spectroscopiques poussées permettront, sans aucun
doute, d’établir leurs structures. Ces fractions sont conservées pour des tests biologiques futurs.
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IV-4 Extraction des H.E

D’apres les résultats du screening phytochimique de la Rhaponticum acaule L., nous
avons prouvé que les fleurs et les feuilles contiennent de 'H.E. La quantité et la qualité de
cette derniére, dans les deux organes de cette plante, dépendent de plusieurs facteurs parmi
lesquels : la période de la cueillette, mode de conservation, la méthode d’extraction etc.

Le manque d’études sur I’H.E de cette plante répondue dans la région de Tlemcen et
connue par ces applications variées en médecine traditionnelle locale, nous a poussés a
extraire et la caractériser par CPG et CPG/SM. L’étude de cette H.E est aussi motivée par le
manque de travaux relatifs 4 la mise en évidence de ses activités biologiques et 1’intérét
économique que nous pouvons en tiré afin de la valoriser.

Pour ce faire, nous avons procédé a I’extraction des fleurs par hydrodistillation (Figure
12). Un rendement faible est obtenu par cette méthode. Cela est du peut é&tre a la période de
cueillette (mars) pendant laquelle les cellules sécrétrices n’étaient pas a leur maximum de
production de ’'H.E ou encore I’emploi d’'un montage d’hydrodistillation obsoléte. Pour
contourner ces deux difficultés, nous préconisons dans un travail futur une cueillette de la

plante en période de floraison (avril-mai) et I’ utilisation d’un Clevenger.

Figure 12 : Montage d hydrodistillation.
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L’H.E des fleurs de 1a rhapontique est récupérée par extraction a 1’éther diéthylique.
Elle est, ensuite, analysée qualitativement et quantitativement par les méthodes CPG et
CPG/SM dans les conditions suivantes -
- Les chromatogrammes CPG sont enregistrés sur un appareil Perkin-Elmer (Waltham, MA,
USA) Autosystem XL €quipé d’un systéme de détection FID, d’un injecteur diviseur et deux
colonnes capillaires (60m x 0.22 mm di. ; épaisseur du film 0.25 Hm) respectivement apolaire
(Rtx-1, Polydiméthyl siloxane) et polaire (Rtx-Wax, polyéthyléne glycol). Les échantillons ont
été injectés en mode de fente (1:50), employant I'hélium comme gaz vecteur (1ml/min) ;
volume d'injection, 0.2 pl
- Les chromatogrammes CPG/SM (Voire Annexe) sont réalisés avec un détecteur de masse
Perkin-Elmer Turbo (Quadripdle), couplé a un Perkin-Elmer Auto systéme XL, équipé d’une
colonne capillaire Rtx-wax ; la température de la source d'ions, 150°C ; énergie d’ionisation,
70eV. L’ionisation €lectronique (EI) est obtenue sur I'intervalle des masses 35-350 Da.

Le chromatogramme obtenu est représenté sur la figure 13 :

i RS A S D) B N G 0 R

Figure 13 : CPG des H.E des fleurs de Ia Rhaponticum acaule L.

Une analyse minuticuse des CPG et CPG/SM, nous a permis de dresser le tableau 16

regroupant les composés constitutifs de 'HE.
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Tableau 16 : Composition chimique de ’H.E des fleurs de la Rhaponticum acade 1.

Pic Tr (mn) % Aire % IR Composés
1 745 34916 0.28 775.19 Hexanal
2 8.14 2204.36 0.02 805.20 n-Buthyl méthyl éther
3 9.72 33174.26 027  850.37 1-Hexanol
4 10.55 5428.74 0.04 874.41 Heptanal
5 13 17188.90 0.14 93136 Benzaldéhyde
6 14.57 41126.86 0.33 963.13 Oct-1,3-o0l
7 1546 45079.35 036  981.11 Octanal
8 1558 2762898 0.22 989.58 4-Formyl cyclohexane
9 1606 10199.99 0.08 993.16 Heptadiénal
10  17.06 70284 91 057 1011.40 Phényl acétaldéhyde
11 1873 31518.38 025 1039.15 3,5-Octadién-2-one
12 2136 38526.28 0.31 1083.38 Nonanal
13 2150 336306.82 271 1085.69 Linalol
14 2455 28742.99 023  1136.08 Isobornéol
15 2705 52784.86 043 1173.68 a-Terpinéol
16 27.80 64821.37 0.52  1185.39 Décanal
17 2795 21346.89 0.17 48771 Trans-trans-2,4-nonadiénal
18 2843  173093.17 1.39 119532 2,3-Dihydrobenzofurane
19  29.66 25239.86 020 121445 Nérol
20 3069 21732237 1.75  1230.61 Géraniol
21 3122 83122.05 0.67 123899 Chavicol
22 33.02 20638.39 0.17  1267.13 Indole
23 3438 17371.38 0.14 128837 2-Métoxy-4-vinyl phénol
24 3450 43443.77 035 1290.25 (E.E)-2,2-Décadiénal
25 37.03 652156.32 5.26  1330.83 Eugénol
26 3791 5679.14 0.05 1345.00 S-Elméne
27 3866 92745 .46 0.75  1357.06 Méthyl cinnamate
28 3972 125824921 10.14 1374.15 Méthyl eugénol
29 4220 16024.88 0.13 141478 a-Cédréne
30 4445 19052.37 0.15 1452.8 Aromadendréne
31 4514 23676.00 0.19 146439 Allo-aromadendréne
32 4528 4577.74 0.041 1466.73 B-Lénone
33 46.80 34320872 277 149239 2,6-bis-(1,1-diméthyl éthyl)-4-méthyl phénol
35 4846 248668.84 2.0 1521.41 Elemicine
36 5026 32708284 264 155334 Acide décanoique
37 5080 386542.14 3.12 1562.83 Spathulénol
38 50.92 40206.79 032 1565.08 Hydrate cis-sesquisabinéne
39 5110 42828925 345 156827 Oxyde de Caryophylléne
40 5271  111685.56 09 1596.72 Epoxyde d’humuléne 11
41 53.63 626320.1 0.5 1613.78 a-Cédrol
42 5430 24651047 1.99 162629 T-Cadinol
43 5490 131002.75 1.06  1637.37 p-Vulgarone
44 5560 24233.92 020 1650.54 Apiol
45 5572 68081.06 055 1652.74 p-Bisabolol
46 5590 163162.84 1.31  1656.08 Cadaléne
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47 56.76  180299.67 1.54  1672.19 a-Bisabolol

48 5863 12651721 1.02  1707.34 Chamazuléne

49  59.84 3455701 0.28 1731.01 Acide tétradécanoique

50 6146  60346.06 049 176290 Acétate cédryle

51 6273 41472.79 033  1787.88 Nootkatone

32 6342 38104294 3.07 180147 Acétate de farnésyle

533 6577  35998.92 029 184981 Salicylate de benzyle

54  66.89  91666.05 0.74  1872.85 Hexadécanol

55 7032 88449.09 0.71  1945.68 Isophytol

56 71.88 33214.24 027 197936 Acide hexadécanoique

57 7327  193541.69 1.56 2010  Géranyl linalol

58 7738 77732.81 0.63  2102.89 (E)-phytol
Composés identifiés 60.04%

Ces identifications sont faites suite 3 une ¢tude comparative des temps de rétention, du
deépouillement des spectres de masse et aussi le recours aux sites bibliographiques contenant
des banques de données informatisées comme http://webbook,nist.gov/chemistry. D’autres
références peuvent étre employées notamment 11, 12 et 13.

L’analyse CPG et CPG/SM de 'H.E des fleurs de la Rhaponticum acaule 1. a révélé la
présence de 182 composés différents, dont S8 sont identifiés. Ils représentent 60.04% de
caractérisation.

Cette HE est caractérisée par la prédominance de terpénes (43.38%) et des composés
aromatiques (14.10%). Dans la fraction volatile, le pourcentage des hydrocarbures et de leurs
dérivés est estimé i 4.85%. En outre, divers acides gras et leurs esters correspondants sont
présents (7.79%). Ces derniers sont les constituants typiques de cires, plutdt que des H.E [11]. De
plus, I’analyse montre la présence d’époxydes et d’éthers (5.76%), d’aldéhydes (2.82%) et de
ceétones (1.90%).

L’H.E de la rhapontique montre aussi que les constituants majoritaires sont : le méthyle
eugénol (10.14 %), I’eugénol (5.26%), 'oxyde de caryophyliéne (3.45 %), le spathulénol
(3.12%), 'acétate de faresyle (3.07 %) et le linanol (2.71%). D’autres composés sont identifiés
comme elemicine (2.0 %), T-cadinol (1.99 %), Géraniol (1.75%), a-bisabolol (1.54 %), p-
Vulgarone (1.06%), chamazuléne (1.02 %), chavicol (0.67%), allo-aromadendréne (0.19%).

Pour compléter I’identification des constituants de I’H.E des fleurs de la rhapontique,
il est prévu, dans un avenir proche, d’exploiter les avantages d’une méthode récente appelée
la Micro Extraction en Phase Solide (MEPS). Cette technique présente de nombreux
avantages par rapport i I’hydrodistillation. Les plus importants sont le cofit peu élevé, Ia
rapidit¢ d’analyse, la reproductibilité et la fiabilité.
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V- Conclusion

Cette étude permet d’initié un certain nombre d’axes de recherche sur une plante peu connue

chimiquement : la Rhaponticum acaule 1. Ces axes peuvent se résumés comme suit -
- Etude des acides gras,
- Séparation des insaponifiables,
- Extraction des polyphénols contenus dans la partie aérienne.
- Obtention et caractérisation de 'H.E des fleurs.
Des résultats prometteurs sont obtenus permettent la valorisation de la plante étudice.
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Chapitre V : Partie expérimentale et généralités

- Généralités -

Lavchomognphmswwudwm(CCM)mééeﬁem&smﬂaqumd(me,OQS
nnnd’épaisseur,néteél’em;ﬂoi.Iarévé]aﬁmaétéeﬂ'ecméeselmlwmsa]alwnié:emuavioldle(lw)é
254 nm et 365 nm ou 4 la vapeur d’iode.

Lava'g‘iaztwmmrdmmmngm;mesuroolm(OC)mteﬁe effectuées sur gel de silice Merck
60F254degranukméuie0.063-02mIﬁdinﬂmimsdmoolmmmﬁsé&saﬁsiqmledxﬁxdmélwm
mnétédwisissm]abasedmwmctérisﬁqlmdscompos@asémen

Lesdomgesmuétéréaﬁﬁsél’a&d’mwnplnmmmos&mmdemqwﬂm
Spectronic UV-Visible. L’absorbance est 4 valeur singuliére de Jongueur d’onde. La cuve utilisée est en verre.

Las‘wamshy?angav(lR)mééanegimésmmanmm]GamsFﬂR,mnﬁim
(Matteson)aunikuduoamedenmneduLaboxamireOOSNAdel’UnivemitéAhmBehBeﬂtaid-
Tlemoen. Les valeurs des bandes o’ absorption les plus caractéristiques sont données en cm™.

leswmbwsCLHPométémmgisu&swmappardldcmnShhnadmaunmudu
Labo:atoireSCPSdel’UniversitéAbouBekrBeﬂcaid-’ﬁetmm

LescbwwarwmePGmnétémnegisuésmmappmeﬂPaim}Ehna(Waiﬂm;MA,USA)
Auksym)@éqdpéd’msyﬁémded%eﬁm%,d’mﬂwﬂndivﬁarﬁdamodmmmp]hﬁm
(60m x 0.22 mm di. ; épaisseur du film 0.25 Hm) respectivement apolaire (Rix-1, Polydiméthyl siloxane) et
polaire (Rtx-Wax, polyéthyléne glycol). La température est programmée de 60 & 230°C (2°C/min) suivie
d’une isotherme a 230°C pendant 35 min. Les échantilions ont é injectés dans le mode de fente (1:50),
employmnﬂlélimncmnmegzvectan(lnﬂhnin);vohmdhﬁecﬁorwzul

Les chromatogrammes CPG/SM ont ét¢ réalisés avec un détecteur de masse Perkin-Elmer Turbo
(den'pﬁle),wm]éaummkEMﬂAmwm&éqmpéd’mmhmmﬁﬂmeRm—m;h
température de la source dions, 150°C ; énergie d’ionisation, 70 eV. L’ionisation électronique (EI) a é
obtenue sur I'intervalle des masses 35-350 Da, Ces analyses ont é¢ effectuées au niveau du Laboratoire CPN
de I'Université de Corse - France,
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Partie expérimentale

I-Tests phytochimiques

Une étude phytochimique consiste 4 rechercher des catégories de molécules dans la
plante qui peuvent servir, non seulement, 4 la découverte d’agents thérapentiques, mais aussi,
étre a I"origine de la révélation de nouvelles sources de matériaux économiques.

Pour cela, nous avons réalisé un screening phytochimique sur la Rhaponticum acaule
L. Ce dernier est réalisé via des réactions de précipitation et/ou de coloration par des réactifs
spécifiques.

Au cours de ces tests, trois solvants de polarité croissante (Et;0, MeOH et H;0) sont
employés. Les modes opératoires d’extractions, préparation des réactifs, caractérisation sont
déja décrits dans des mémoires de magisters et de doctorats (COSNA):

1) BENMEHDI Houcine, Valorisation de certaines plantes médicinales a activité
hypoglycémiante comme la Coloquinte, mémoire de Magister, Université Abou bekr belkaid -
Tlemcen, Juin 2000.

2) BABA AHMED Abderrezak, Séparations et caractérisations de principes actifs d’Aristida
pungens L., mémoire de Magister, Université Aboubekr Belkaid — Tlemcen, Juin 2005.

3) DJABOU Nassim, Sambucus nigra L., une plante de la pharmacopée traditionnelle Nord
africaine, mémoire de Magister, Université Aboubekr Belkaid — Tlemcen, Octobre 2006.

4) BENDIABDELLAH Amel, Les polyphénols dans les racines d’ Arbutus unedo L., mémoire
de Magistére, Université Aboubekr Belkaid — Tlemcen, Mai 2007.

5) BOUHADJERA Kaltoum, Ftudes chimiques et biologique de deux plantes médicinales :
Oudneya africana R.Br. et Aristida pungens L., thése de Doctorat d’Etat, Université
Aboubekr Belkaid — Tlemcen, Septembre 2005.

6) DIB Mohamed El Amine, Etude de Pactivité antimicrobienne de quelques polyphénols
extraits des racines d’Arbutus unedo L., thése de Doctorat, Université Aboubekr Belkaid —
Tlemcen, Juin 2008.
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II-Dosage des composés phénoliques
II-1Extraction avec Eau/Acétone

Dans un ballon de 150 mi surmonté d’un réfrigérant a reflux, introduire la matiére
végétale (0.5 g) dans un mélange constitué d’acétone (70 ml) et d’eau (30 ml). Porter
Pensemble a reflux pendant 40 min. Aprés refroidissement, noter A la solution résultante.

II-2 Dosage des phénols totaux

Dans un bécher de 50 ml, mélanger la solution A (7 ml), Peau distillée (10 mi), Ie

chlorure ferrique (1 ml) (FeCl; 0.1 M + HC1 0.1 N) et ’hexacyanoferrate de potassium (1 mi).

Laisser le mélange réagir pendant 10 min 3 température ambiante, ensuite, lire I’absorbance a
A=725nm.

Expression des résultats

La formule suivante permet le calcul de la teneur en phénols totaux exprimée en mg/g.
T : teneur en phénols totaux.
A : absorbance a A max.
T= A x (VxD/Ps) V : volume de I’extrait total.
D : facteur de dilution égal 4 2.
Ps : poids de la matiére séche.

II-3 Dosage des tanins hydrolysables

Dans un bécher de 10 ml, mélanger la solution A (1 ml) et une solution de FeCl; acidifiée
(3.5 ml) préparée & partir d’une solution de FeCl; 0.01M et une solution ’HCI 0.001M. Laisser le
mélange réagir pendant 15 secondes puis lire I'absorbance 4 A = 660 nm.

Expression des résultats
T% : pourcentage des tanins hydrolysables.
D.O : densité optique.
T% =D.OX (MxV / E i, xP) Emate : Const=2169 de I’acide gallique

M : 300 g/mole.
Ps : poids de I’échantillon.
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I1-4 Dosage des flavonoides

Extraire la matiére végétale (10 g) avec du MeOH (200 ml) en utilisant un appareil soxhlet
pendant 24 h. Procéder a une filtration puis une élimination dy MeOH au rotavapor. Dans un
bécher, mélanger ’extrait méthanolique (0.25 ml), ’eau distillée (1.25 ml) et KNO, 5% (75 ul)
puis laisser réagir a température ambiante pendant 6 min, Ajouter, ensuite, AICl; 10% (150 pul).
De méme, laisser réagir pendant 5 min toujours 3 température ambiante. Enfin, ajouter NaOH 1M
(0.5 ml) puis ajuster le volume avec Peau distillée jusqu'a 3 ml. Lire Pabsorbance contre un blanc
aA =510 nm, et comparer avec une solution standard de pyrrocatéchol de concentration conmue,
Le résultat est exprimé en équivalent de pyrrocatéchol.
HI-Extractions sélectives

HI-1 Dégraissage du matériel végétal

Extraire les feuilles (40 g) avec de I’hexane, pendant 12 h, en utilisant un appareil
soxhlet. Aprés évaporation du solvant, le résidu obtenu constitue la fraction de la matiére
grasse.
III-2 Séparation des acides gras et des insaponifiables

Dans un ballon de 250 m] surmont¢ d’un réfrigérant a reflux, introduire le résidu gras
obtenu aprés dégraissage du matériel végétal (1.06 g) et une solution méthanolique de KOH
2N (160 ml). Porter I’ensemble a reflux pendant 1h 30min, Aprés €vaporation du MeOH,
extraire la solution résultante avec Phexane (fraction insaponifiables). Décanter puts acidifier
la phase aqueuse avec du HCI concentré. Extraire, ensuite, avec I’Et,0 (2x20 ml) puis sécher
sur CaS0y. Un résidu d’acide gras est obtenu aprés concentration de la phase organique.
ITI-3 Estérification des acides gras

Dans un ballon de 250 mi surmonté d’un réfrigérant a reflux, dissoudre le mélange
d’acide gras (1.03 g) dans du MeOH anhydre (15 ml). Ajouter du H;SO4 concentré (1 ml)
gouttes a gouttes. Porter I’ensemble 3 reflux pendant 3 h. Couler le mélange réactionnel sur de
I'eau glacée (50 ml) contenue dans une ampoule a décanter. Extraire la phase aqueuse,
ensuite, avec du CHCl, (3x50 ml). Sécher sur CaSO,, puis évaporer le solvant. Un résidy
d’esters méthyliques est obtenu.
III-4 Extraction des polyphénols

Dans un ballon de 500 ml surmonté d’un réfrigérant a reflux, mettre 60 g de matiére
végétale non dégraissée dans un mélange d’acétone (120 ml) et d’eau (180ml). Porter

I’ensemble 3 reflux pendant 12 heures. Filtrer et concentrer la solution jusqu’a ce que le
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milieu ne contienne plus que I’eau. Mettre en ceuvre une série d’extraction liquide-liquide en
utilisant des solvants non miscibles a ’eau, I’éther de pétrole (2x50 ml) pour éliminer les
pigments, ’Et,0 (3x50 ml), et enfin I’AcOEt (3x50 ml).
IT1-5 Extraction des H.E

Nous avons utilisé la méthode d’hydrodistillation pour extraire I’H.E des fleurs et
feuilles. La méthode d’extraction est décrite ci-dessous :

Dans un ballon de 2 1, mettre la matiére végétale broyée (fleurs, feuilles) (200 g) dans
Peau distiliée. Adapter, ensuite, un montage d’hydrodistillation complet puis chauffer
I’ensemble pendant 6 heures. Récupérer les vapeurs refroidies dans une ampoule a décanter.
Séparer I’huile essentielle surnageant a la surface de la phase aqueuse. Compléter I’extraction
en saturant la phase aqueuse avec du sel puis extraire avec Et,O. Soumettre le résultat de
I’hydodistillation a I’analyse CPG et CPG/SM.
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Conclusion Générale

L’objet de notre étude a port¢ sur une plante nord africaine, commune dans toute I’ Algérie
septentrionale. 11 s’agit de la Rhaponticum acaule 1. C’est une plante médicinale utilisée dans la
pharmacopée traditionnelle dans Ia région de Tlemcen comme apéritive, cholagogue, dépurative,
digestive, stomachique, tonique, etc. Elle est reconnue pour son action bénéfique pour les cellules
hépatiques.

Avant d’engager notre étude sur cette plante, une identification botanique a été réalisée par
Pr. N. Benabadji du Département de Biologie-Université Abou bekr Belkaid - Tlemcen. Nos
investigations débutent par un cnblage phytochimique sur la partie aérienne de la rhapontique
(fleurs et feuilles) qui nous a renseigneés sur :

- la présence, en quantité importante, des acides gras, des tanins, des stérols, des stéroides et
de 'H.E, des saponosides et des flavonoides.

- I’absence totale des coumarines, des anthracénosides, des anthocyanosides, de 1’amidon,
des émodols et des polyuronides.

Cette identification qualitative est suivie d’une évaluation des teneurs en phénols totaux,
tanins hydrolysables et flavonoides. Les résultats montrent que les fleurs sont plus riches en phénols
totaux et en tanins hydrolysables que les feuilles. De plus, leur contenance en flavonoides est
approximativement la méme (~ 10 mg/100 2).

Aprés la mise en évidence de la nature des composcs présents dans notre plante, une séric
d’extractions est engagée. Cette demiére se résume comme suit :

- Extraction des acides gras et séparation des msaponifiables.

- Isolement des polyphénols contenus dans la partie aérienne suivi d’un fractionnement
conduisant & la séparation des tanins et des flavonoides,

- A partir de la fraction tannique, deux composes sont isolés par CC. L’analyse CLHP révéle
leurs puretés respectives 4 environ 99.50% et 86.0%.

- Obtention et caractérisation de 'ELE des fleurs. En effet, une caractérisation par CPG et
CPG/SM montre que cette HE est riche en terpénes (43.38%) et en composés aromatiques
(14.10%). Ces méthodes analytiques révélent aussi la présence des hydrocarbures et de leurs dérivés
(4.85%), des acides gras et leurs esters correspondants (7.79%), des époxydes et d’éthers (5.76%),
d’aldéhydes (2.82%) et de cétones (1.90%). Elles montrent aussi que les constituants majoritaires
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sont: le méthyle eugénol (10.14 %), I'eugénol (5.26%), oxyde de caryophyliéne B45 %), ke
spathulénol (3.12%), P'acétate de farnesyle (3.07 %) et le linanol (2.71%).

Enfin, nous préconisons dans une étude future de caractériser tous les composés isolés de la
thapontique et de compléter la composition de ’'H.E des fleurs par la MEPS, Cette €tape sera suivie
d’essais d’activités biologiques et ceci dans le but de rechercher de nouvelles applications
thérapeutiques de cette plante.
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Annexe

A) Spectre de masse de PH.E de la Rhaponticum acaule 1.

%34
3799

m Ry hitg 17819084
1752

KT (el o
W0

w8 2000 Y

B) Spectres de masses des constituants de PH.E

10000 11690

L3
a3 |
I“
& E
! | i
i
» i
w | I i
£ § oSt
. 1
L3 55§
A ST, 7 w
tle l )] 2 (117 T 7 ;
4 vl Tl ey AP e e oty . —— 3
ua'luno'autznuuunuuuunuuuuns uwns&nuuununnn1:1:1415157‘11:1:&'0.«.5.315

100

b
!
7
L lg
N »
REEY |
Ui ‘ -
£ 1
} ’!l{ins }l !
I il"(((l"'."i'ﬁm
n:'nitua'i4’2&30’44‘5&41«4‘.5‘.5152&'354&'5unuunnnnunununnn
&T
100 ” z
;
| |
3l ;
- w f
i : *
| o | o]
"\“’I!l j} %E
i 1
{HH"S i","g ;.;( -
EY 3 a8 [ 5 & “ s ) [y . L -

58




- Annexe —

I
e otz
L3R
%«
S
R
T w2
e
— T
s
3
) -

[ [ Y—

.

I N TR XN

E:
ns’nﬁc’zuuc’sus':w’uc’sr’.nr'zr'sv'ct’:v':”v"-v'--"-'-
r
»n
a3

PV
8 e N
S -
wxl.u e —
s
he
& ] £
2 r ] i
" e
L 8 e
s W!\v!,

o Z—

P X

R A

R I T LT

:1:333&('16’2(’:«464&4'7«4"9'-5'1s':s':s"

B
“ B e st s e et i e it % [
I LYt~ ° M2 @-
3] F o
] 3 Ly
F I g - . .
L et 21 Fmg e
(- - L ]
Sy n;&!‘\.ﬁr}l.& . -] uclwt
S A “I=  — 3 " 3 RS,
- §———1g —
N * ] p ¥
2
i 2
) °© * « * 7 o ’ 4

8) =

59

#
]

108

76 7178 72 80 81 42 03 84

i3

s

XX

Y

% &

)

)
€2 63 64 68

»
55 £ 7 80 59 68 6

T

53 84

Y

IR L]

o

o~

BT 46 41 42 43 445




]
00

8-
S

w
i
"o

18

34

12) «

4

]
-
S—

2ot

RN TETe 0

TELE]

CET L

67 55 65 60 61 62 €3 64 65 6%

v
%

T
i
i
|

47 46 4% 50 6% 57 03 5%

4 48 45

A P

§- e
B
g-———ig
R P
s

<3

60

|



-
”
£
{

5
—
127
TR

b
L%

%]

m!.n
B~ ¢ Y |
8 8 id M

2

1)
3
T
”»
1
©

[= 53
o e m:;m..m [ & -6 m
= L - b [~
™ N £ ] He
. L - F 3
re 2 & 1
3 N €] % .n .m
[ =] 1 %1 £t
£ Py A g ] 1 A L
& 1z mm...;qm ] [e nm
R ® . o X i s e
'" - n . 1" (u
g o

-
% - - e s
Py Fa— P s & M
E S b ¢ o 2 - ’
& g[8 o e 01 e
e P & & £ Ly
3 L Bt A [s e
. S e a7 L 8
I3 L 2 = &
Lo 1 Redr £ F [Y——— -
ls N S 8 P
IS [ PSS ol - %] 3 [PRSE o
- '8 R e 3 218
F— [ S — [ S @ w
%

-2 YRR Bt
Ly af

[ -

i
)
I3

48 508162

[}
)
»
!

# +
=i s PN N 2 j
N i 2 - 8 :
L L il £} L e
% = -8 &8 3
. % oo e & ”« . M
e o ] . 34 3 A o b

P — . s N& g5 PR, o I3
| a— e - 3 " 3] b I ¥ 2
# B ey L i [ 1] * - - - L

- M — " S — e & N T
s . - A S— PR S— #—%
f £

3
L
8

»
3
q
T
.
»

61



- Annexe —

 I—

w
4
198

11t

106

101

81

e

41

i
28|
2

26) ..

2

13

[

105 107

62




- Annexe —

| J——

T
]
I
: b
LR "R AT AR "ans napas o

73

L4
it
e

[

g
3 SO Mo

1

5

1%

i
v
164

2R AIRE M7 NRRT NPT Faant Maant ranpy ranon sy o0

% e

Y
a9

£

'3
e |
L R A

E
£
{
)

a8

»
i
}
i
38 as

Ll

105
L JIRT RRRT NIRRT AR bt ARAST bt ranss raaps nante ne " 168

sansnd 7
AL ]

T w0 =8 W %

45 50 65 0 e

70

31) =

32) =

mo
ey
158

w8 1%

[ITIAEEPARRT MR “apt raase s annt ranss

5
W

w8 w % m

75

T
i

3 5 s %% e 6

H

g,

R

-
1“

HE 1 158

1087008 1 118 M s 1M 1w v

s W % e

%

R R R G " e

63

i



- Annexe —

ns

-y

163 88

¥
s

ER——

103 V88 13 3

43 148 183 ¥

8 123 128 1

3 138

t

]

8

ps

1
{3
i 1
i
P mh( " 7y
# : !
TERIRTERARY P QNPT HRRRT MRS N P M w2 e

P
7
1
AL
il
w2 sy %

s
i

i
i
g =
{
Y T Y T T Ty iy
LRI PRRET "RART FRRRT FARDt A Abats o}

*
Y Y T T T
T I8y 1 158 424

- 16 P

“ 2 ] 2T3
5 lww.w,zw;l. (5

3

ﬂ,.n..n L3
s—F, e S L)

I e £ e s
PN Sore x;a«:”ﬂ.e.u

37 ..

s iz

Y

H

1

!

!

{

|

H

i

T8 8¢

w oy

1w 17e

e
i
|

W

63
£
4

MY 154 159 164

1

H
L e
i 5 }:sx

¥

- J.

z

as

™

R

1
§
{
{

31
i

B ki

il

18 1M 128 1M 138 144

»
]

B

[R—

7
fm
1
|
1" 108 1 ¢

B B 13
RS
Tty
~

12
}
¥
?
.!l
e A8 1 1% 13

e
>

95
Lo
? EJ
] i
%% % e 18




)
%

T
I
20

7
216

s i
i
178 180 130

157 #9960
R
150

05w
!
14

{f

A

{
138

S yyi2t e 1Y
Jid
29

T
Wiy
'

e

|

i

!

{

e

i
156

T m

24

g .

204

-
178 18

1
s

— 54

s

AR 183 58 183 6B 473

£ ¥
-2 u.mx

T
12
3

Ry e
-1 Li
o8 o 2
353 a8
8"
eff ?
o B -1
s 4 fefg
g2 Fi1e
ts 2
- 2
gt ® £_18
G mrlsi,
© -3
g

§———nig

N e
- .
Le Sl
o I
ot I —
. 3 J——
s R
. e
] §—
W 13
PO L
B L=
o = B}
4 812
s
g o [¥
P o %
P — S A

65

=

|
19 200 zie | 208

a6 e

34

f

|
7!
160

131,
l
L
130

4
!
i
P
i
e 17

1

T
fl

0




|
_

- Annexe —

a':“ 158

S,

b
1

AT

Lt

il

s 2s
128

ar

-ty

..
e
L FE
5
[E
Eie
=3
3
g8
s

142
41 14e 181 1

wr
A
31 136 1

nl
i
t
i
% 121 126 1

RIt ]

kst

i

i

H

Pl
1 %6 181 186

|
|
-

2
i
)
{
[CRE)

T

L3
il
L

208

s T

% i :

Ps— SR 1

“ta ﬁ!l.lm(w”.u

ﬂ!x!ixloLnﬁz\u ¥ o u{.ﬁru ]
e =

|

. 8
=2 G
L 1e
- - 1
- 3
K‘..F ' -
s B
3. 818 5 B8

377 b
18 18y It S

bl
1

™
54

ur
148

"

%

i

I

i

|

!

£
- i
28 3

o w1

23
t

e
iiF

[ 1.

-

p—
R e
M -

1990

—~
o
W



- Annexe —

kL
i
k]

188

- Se—

139

28
129

iy
e

i
108

198
L]

[ ——

i

“«s

135
128

19

g

Rl

H7

35
i
i

13
!
wll

L

1%

i

jrories 15 {1

195
H

1 8 3
. _fa Fe E
PO s e ] e s
- 3 PP 3 B
] w Ly
] ”
s ¥ < < £
v
g 7 3. - 3
- A —— |- A
e b3 T e}
[ N————

e

®

v
231

BT 9Tt B W 268 2 231

“

ww M

“Eﬂ
W
(

T 45y
12 w2 w2

12

19

b

1% 183
114 i

e

i

W
3

KER

eI
118

129

67

l



- Annexe —

L Rt T T T
L Tt T R
Ed

e

-tr

tad -3

o

-~z

™ W
e

-

bl
49
b4
)
154
kall
|
ne
e
1
!
Tis
23

T
188

)

™
.

20y
e
=R

FE1 N
4
3
2
L

s

17
)
v
4
¥
-

e
s
06
16
R
13 85
o
79 188
i
B
|
Ty
134 s
8
E
13
1% 208

774
188
129
¥
‘EL
129

1"

8,
B
1

ite

.m i m.rfl%‘«e%ﬁww.m = m,!.x

134 1% 2F PO A '
‘ 217 2s I T "
e s P e i
= ® £ S v I i -

5

s3g}
126

o8

8 2 R 2 —— :
B ] Sk 13 G f R e 3 &
@ ] 5. - [~ e v
£le Tl T i
el o s ] 4
£ L8 -2 - - 5 m/ihn.
s L —— 13 Fopremnae P ]
Sl g Rt s PR ¢ 7’
" i mf,.; * R = e 14 B o] 4
8 M 4 [z . B 73 [ ——
E N 5 ol o
o 3 3 5 fR B g Bf® I 1 4.ty 7
R sy I : P e B
PR PR s 1 N A et fpeenat==:

e J P ® e "
e 1 F J— ek

=TT [ry— m;'m.i;nkht 2 s Bl g——ig

i s P— 1] T,

3 & "u R S}l..;s{l‘w nnnnn 3
5% - PR 3 R ¥
gt - | B o 2
8 #— te L v 4 bz
2 ° B
35 wf e 33ty i 4
PSS, .- e s 2 e | - P ..
e e O 3 e N Pamccennits G s e PR -
o + e e R [-JUN,, SRR £ P
" s s ] & R L - e 1) - Rm— S —

68

218

1%

136 148

1.



- Annexe —

w0

il 1

I 131 188
ETRIRT RARTPRRRT PARET FRRRt Pannt pannt senat o

%3

L

M3 147

108 108 116 116 20

iz
paisenaaal
72 77

0 15
5216 1

"5
{
47§52 187 1

7]
§ e
B
£
5fp
5.
17
&
L
]
P
g
e 14
- =
[ M1
.
B <

s
i
b

05
i
i
i
L
R AR A

g

1
a4

%]

]

I ..m

33

g
g

"
K ™
T T T T W
L2 IREE I IRET *A00? M ARET 10001 +10sY 1annvrane v aant raape o

109

69



- Annexe -

e w9 Higen
[ RRRT PR "RanY Panes N

2}

i

!
12¢

1

o ¥

f
5

LA™Y
[od
T

HIm ws
Fetfortidl.
156 2%

¥
1

P 1t
-

L )

Saddy

7
1

¥
e

s
i

i
196

e
B i ]
L) ]m.\..cv.. r
3 g%
R S
P 7

3

R PPV 30

- ©

L
[ a—r>

w
1

m
r

73
1
'3

i

H

!

!

i

13 23

i
103

72) ..

100+

73)

Ty M
87 192

&2 W 172 V7 2

42 M7
2 W4T 182 187 1

h
B

R
5.1
54
- -
e fF
"l

i

105 187

1y

[y
102 107 1

o1
3
iliw
IR
2 %

+

5
1
2 e

RS A i

—

e m
196

St
P—— 3
R
[
be
£
- —

7

S
SR S
k4 lef\!l.rcl!rnlliw ql'!!..HHUn

sreaal 1
t4e

123

1A 4aa? 11

128

" s e

103

70



- Annexe —

t
: 3 204
LU R T TR AR VAN Rt it it i 1y

i}
127

&

ms
N 1
LR BRI ARR? “RRRY PRRRT Saant Pans) Fasby

100

97
)

I
g BT
e
%
<
. F —
B ==

s ol 1
o2 2ts G A
et - S 5t

gt Fe &
B Budn - 2t
P - IIW».H, n.ﬂfw 13 5~
& 1,
o Bg% g EAR
PPt 3
Y e ——
T n.\. T ~ r3 u.W.HM.u
P — T e
g »~ nu.l.i't.
fgt af® ai,»\x!‘m.wmm.u
B PR
P 53 a-+
3 wr? Lo =3
=% e - =
B e Frm e N [e—
B 1 e 3. B-—ig
;” F
® ° * ° )

22
1
E2 )

ur
;
120 130 150 10 m 1

e

71

l



- Annexe —

48

©

i
|
!
!
!
i
%
i
1%

T ——vT
14$ %8

3% e

% 1

120

v
"z

515

"2

Wy E“

7

L4
-
%
PY—
P s
e U]
|- R o o
SR

02y

05
4

141

57

11 1
w s
A

1"

uy

24 iv_;su

w3 Yoo
N

L

1.

13 e

TR 196 1% 208 %8 229 238 248 b

1

139

»
§-
s

72

l



- Annexe —

ko3l

: Ll
-~
10 128 138 148 198 160 178 180 16 290 210 226 238 240 240 %0 270 200 2%

w1

wr
H

234
:
37 7 187 "y 17 "y 17 07 217 =y 237

27

"5
|
|
it
iy
i
"r

138 -
e

)

5] B s
A R de
- [
B ] B B
S 5 =,
5o s
A Vs S -~
L¥le 55 g
Ao 2 3 [ —
PR .
g Fg
& L 1 B e %
[ a— 1 & L —
© £S5 [s
T U 4
=) ~
548 6 Fs [
Mx‘uvoﬂu..ll # R o *
® I s
ek P 8
. - Gz PR £
ForE - Lo L Sy
TTEIIRS S A [
2 s
) - * s g *

miy

ol

7
)

s

m

248 X W1 I 281

2

m o Hs

Lt} L hil L3} OO0 M 921 131 941 sy ® M e

“

3

-

770

24
: B

T M4 2% 764

1
14

R gy
e M

114

$

32
154 164

0l
i
1M

1]
s
5 Rsd
L3 ” 104 1 12¢

™
!
i

T4

S e S 0

..

wg
i 194 gmy m
6411 184 %6 26 204 226 23k 264 24 omk 234

A3
124 134 W4 184

14

| 505
[/

7

|
N
4 5 64

& u%
13 P
.1
" 4

73



- Annexe —

O

m
w »
:
LI LR - T T W1 W1 W1 Iy 21 9

#
1]
£
]
~ 8
-
3
8
]
8
-2 2
&
=
L3
[y &4

[ as—

[r——

74

l



