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Résumé

Ce projet a été consacré a I'étude phytochimigeeddux plantes épidémiqt
marocaines, Ammi visnaga(5.8% d’humidité 9.6%de la matiére minérale 94%edmatiere
organique), et Ammi majus (9.8% d’humidité 12.4%de la matiere minérale 687.de la
matiére organique).

Les extraits éthanoliques des deux pls préparésau soxhlet sont psé par la
chromatographie liquide sur colonne de gel dessibu on a pu isoler 14H-Furo[2,3-
b][1]benzopyran-4-one, 2 @ihhydrc-2,2,3,3-tetramethyl, le Myristicin,tout en passant p
des techniques d’analyses comme la CCM et la CH(

Une activité antioxydante a été détectée chez 'Ammi visnagasen extrai
éthanolique (84.91% a 250ug /.

Révélation d’activité antibactérienne dal’Ammi visnaga contre lesMicroccocus lutue

équivalentea celle de I'antibiotiqu:
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La plupart des populations des pays en voie delai@vement ont recourt presque
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multiplicité des composés dans les plantes leundece un effet thérapeutique aussi qu’un

effet nuisible.
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La mise en évidence de chaque substance est resdible par I'étude phytochimique
qui fait appel a plusieurs méthodes de séparatemutification et d’'analysetevise a
identifier les groupes de constituants chimiquess@ntant un intérét pharmacologique, en
l'occurrence les stérols, les polyphénols, lesoftaides, les tanins, les composés quinoniques,
les saponosides et les alcaloides.

L’institut national des plantes médicinales et aatiques est une plateforme qui
assure le développement de cette étude par lenraitt de plusieurs plantes en se basant sur
leur effet curatif.

Ce travail a été consacré pour I'étude de deuxtgda@pidémiques marocaines,
’Ammi visnaga et ’Ammi majugui présentent un réservoir immense de composés s
attribués aux métabolites secondaires qui onaritage d'étre d'une grande diversité de
structure  chimique et qui possedent un tres largeentéil d'activités
biologiques :antioxydante, antibactérienne, arftainmatoire.

Ce rapport comprendra donc 3 chapitres :

Le premier Chapitre propose une mise au padnibliographique sur les méthodes
d’extraction, les techniques d’analyses molécusair€activité antioxydante, lactivité
antibactérienne, et une introduction au regne adg@résentant les plantes étudiées.

Le deuxieme Chapitre rassemble le matériel et Ethodes exploités.

Enfin, dans le troisieme et le dernier Chapitreshaous consacrerons a la discussion des

résultats obtenus.
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I- Description des plantes étudiées
1-Ammi visnaga:
1.1 Classification botanique ou taxonomique :

Organes reproducteurs :

= Type d'inflorescence : ombelle d'ombellules
= Répartition des sexes : hermaphrodite

= Type de pollinisation : entomogame

= Période de floraison : juillet & septembre

Graine:

=  Type de fruit : akéne
» Mode de dissémination : barochore

Habitat et répartition :

= Habitat type : friches annuelles, nitrophiles, thephiles, estivales,
meésohydriques
= Aire de répartition: méditerranéenne

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Ammi

Figure 1:Echatillon del'A.visnaga

1.2 Utilisations médicinales traditionnelles
L’Ammi visnagaa été utilisée pour le traitement de divers paifies dont on

cite : Les calculs rénaux ; L'asthme ; BroncHiithontripique (médicamentsju‘on
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a cruspropresa dissoudréa pierredansla  vessi¢ . Diurétique, Coqueluche (une

infection respiratoire bactérienne peu ou pas liglte I'arbre respiratoire inférieur)
Les problemes circulatoires, Vasodilatation desissemux sanguins, et la

congestion de la glande prostate

1.3 Action pharmacologique et toxicité

L’Ammi visnagaa effet spasmolytique sur la musculature des lvesides
intestins, les voies biliaires, le coronaire navo@mme il permet d’entrainer les urines
grace a son effet diurétique

La Khelline qui est un des principe actif d&mmi visnagapermet le
traitement de [l'insuffisance coronarienne, l'angide la poitrine, des bronches,
I'asthme, le psoriasis, aussi la suppression deepzticuls rénaux.[1]

L’extrait del’Ammi visnagaaussi a un effet sur la corrosion de I'acier S% 31
dans une solution acide par formation de complextedkhellin.[2]

1.4Composition chimique :
L’ A. visnagaenferme plusieurs familles chimiques marquantgof3cite :
Fruranochromones:2-4%(khellin 0.3-1.2 ; visnagin 0.05-0.3) Le khéllet ses
glucosides ,Le khellenin ,Le khellinol ,L’ammidlges glucosides ,Le visammiol
Le khellinone ,visnaginone
Pyranocoumarines : (visnagans) :0.2-0.5% composé de visnadin, samidin
dhydrosamidin.
Furanocoumarines :traces de xanthotoxine et ammoidin
Flavonoides :0.02-0.03% composé de quercetine ,isorhamnetastrisulfates
Volatiles : camphor, carvone, terpineol, terpinen-4-ol, linatod et trans les oxyde de
linalol

Proteines: 14%

Le tableau : 2 présente les molécules a effet pheologique intéressant [3].
Tableau 1:composition chimigue de Ammi visnaga

La famille Définition Type de |Les molécules

chimique composeé
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Fruranochro | Lacoumarini est une 1)Khellin OCH,
H 0]
mones substance 3C 0
. naturelleorganiqu: arom Y/
(Coumarine)
-atigueconnue dans |
O  OCH,
nomenclature
internationale  omme| 2) visnagin
2H-1-benzopyrar-2-one Ha© ‘ N | o
|Se
© O\CHS
Pyranocoum lIs sont le résultat de | 3) Visnadin
arines fusion d'uncoumarineet
d'un noyau dipyrane
Furanocoum | Sont des 4)xanthotox / X
arines agentgoxigue: photosen| ine ou 5
sibles lIs sont le résulte | ammoidin O O
de la fusior 0
d'uneoumarin et d'un
noyau ddurane.
Flavonoides | Dérivés de flavonoid: quercitrine3 O OH
sulfates -rutinosides 0

HO
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2-Ammi majus:
2.1Classification botanique ou taxonomiqu :
Organes reproducteurs :

=  Type d’'inflorescenc : ombelle d’ombellules
= Répartition des sex : hermaphrodite

= Type de pollinisatio : entomogame

= Période de floraisc: juillet & septembre

Graine :

=  Type de frui: akene
= Mode dedissémination : barochore

Habitat et répartition :
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= Habitat type : annuelles commensales des cultwidsghiles
= Aire de répartition : méditerranéen

~

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida e
Ordre Apiales E Sl

Figure 2:echantillon de TAmmi majus
Famille Apiaceae 2.2 e A
Genre Ammi o o N

Utilisations médicinales traditionnelles

L’Ammi majus est l'une des plus importantes

plantes en Egypte, et il existe une industrie pour l'isolement de ses

principes actifs. Les végétaux cultivés localemant Egypte sont utilisés en médecine
traditionnelle  pour la production  de xanthotoxil@e, droguela plus puissante pour
le traitement de leucodermie (vitiligo) quiesnl’ des médicaments les plus
importants économiquement de I'Egypte. [4]
2.3 Action pharmacologique et toxicité

La grande teneur en coumaride '’Ammi majusest toxique pour les bovins et les
ovins. Il se retrouve souvent sous forme de comtantidans les fruitd’ Ammi visnagajui
sont de plus généralisé a 'usage thérapeutique.

2.4 Composition chimique
Le tableau 2 rassemble les molécules les plusuaatgs d€é Ammi majus[5]
Tableau 2: Composition de'Ammi majus

La famille | Définition Type de composé Les molécules
chimique
i .., ) 1) Isoarnottinin )
Glucoside unhétéroside
dérivé 2) 7-O-B-D-glucoside de
du !]lUCOSG isoarnottinin

3) 4’-0O-B-D-glucoside de

isoarnottinin

o

Rl=H,R2=H
Rl= B-D-glucosyl, R2=H
3  Rl=H, R2 = B-b-glucosyl

o

10
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Coumarine Scopoletine
Psoraléne( Le psoraléneest un | 5) 8-(2"-acetoxy-3"-hydroxy-3"- 2
composé chimique | methylbutoxy)psoraléne /3 X
»
furanocou naturel de la famille| 6) 5Smethoxy-8-hydroxypsoraléne o o Ng
marine) des furocoumarines R
Sa structure est <
§ Rl= oA | RZ=H
donc celle 6 Rl=OH,R?=OCH;
des_coumarined
laguelle est fusionne 7) apiumetin
un cycle de furane -
! — =
|
o ! O"ﬂ\‘(/ o o
oH
.
8) dihydroxanthyletin
”
2 =
.
-
. o Yo
8
9) lomatin
10) ammirol
9 RI=OH,R2=H
10 Rl=H,R2=0H
Acide gras 11) acide oleanolique G e

11
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Alcool

12) mannitol
OH C=)H

‘. _OH
Ho/\_/'\‘/\/

OH OH

I1-Extraction liquide solide:
Principe :
Le principe de la méthode d’extraction liquide delconsiste a mettre en contact le matériel

végeétal et un solvant capable d’entrainer les smosts cristallines ou liquide&nommées

soluté ; ce qui génére une solution ou un extsaivant+soluté).

Les opérations d‘extraction solide-liquide regraupglusieurs méthodes différentes en vue de faberagir le

solvant sur le matériel végétal et dissoudre sagposés solubles.

La percolation : consiste a laisser couler un solvant (généralemestchaud) sur
un lit de solide finement broyé. La préparatiorcdté reléve de cette opération.

La décoction : est I'opération dans laquelle le solide est plodgés le solvant
liquide mis en ébullition. Il s‘agit d‘'une opératidorutale qui doit étre réservée a
I'extraction de principes actifs non thermolabil&dle est cependant tres rapide et
parfois indispensable.

L'infusion : est une opération similaire a celle de la décoatnais durant laquelle
le solvant est chauffé sans étre mis en ébullitguyie du refroidissement du
mélange. La préparation du thé est I'exemple typeadte opération.

La macération : est une immersion du solide dans un solvant a.fidopération
bien que généralement longue et a rendement souwédiocre, est la seule
meéthode utilisable dans le cas de I‘extraction ddneemble de molécules fragiles.
La digestion : est une macération a chaud. La digestion et laémation sont
utilisées particulierement en pharmacie et en paefie. |l s'agit 1a d‘'une opération
plus rapide que la précédente, ne posant génénalemnecun probleme de
conservation ni de contamination bactérienne.

L’élution séparatiorde deux substances adsorbées par un fluide.
Extraction par soxhlet : (la méthode utilisée) : L’extraction par soxhlet est une

extraction lente mais elle a I'avantage d’étre clatep L'extracteur de Soxhlet est
un appareil spécialement congu pour I'extractiantinae solide liquide. Le solvant
(5 & 10 fois la quantité de I'échantillon solidexdraire) est porté a ébullition et la

12
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fraction condensée au niveau du condenseur senmeairgact, par simple fet de
gravitation, avec le matériel solide a extraire. @arnier se trouve dans u
cartouche de papier épais dans le réservoir as. Le contact entre le solvant et
produit a extraire dure toute la période de rersplie du réservoir, puis quare
solvant atteint le niveau maximal, il amorce lehsip et retourne dans le ballon
entrainant les substances disso Le cycle se répétgisqu'a la décoloratic du

solvant au niveau du réservoir a sip.

- ™
Fefrigerand - N'.
Ean

Cartouche
Flatariel
wegetal

|

I Figure 3: matériel de I'extraction par soxchle

Badiom e

rEecuperation
———  Exiradt
Cadotte chiamlante

Estérification :

Réaction au cours de laquelle un grcalcool(-OH) est condensé a |
groupe acidearboxyligue (€OOH) avec élimination d'u moléculed'eayH,0), ce qui
forme une liaison est¢rCOOC-).

O O
/ /
H1__C + HO__RQ —_— R1__C + HQO
OH 0—~R,

Mécanisme de lestérification :

13
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* Protonation du groupe carbonyle

f.F
T
IC.FI
T

e ci, I'ion formé est stabilisé par mésomeérie :

@6_1_1 @—H @_H
ya o/ /
i R—C «— R—C — R—C '
\- X1 \§
0—H 0—H O—H
e Protonation du groupe hydroxyle
O Ol
e @ A
R—C N IH — R—C
\O_H \%/
sl - \

| V-L’activité antioxydante :
1-généralités sur I'effet antioxydant

L’effet antioxydant d’'un produit est son pouvoiréliminer toute source
d’agression pour I'organisme provoquée par devéegid oxygene.

En effet des dérivés hautement réactifs wxydene comme I'oxygene
singulet O, le peroxyde d’hydrogéne®4, le radical superoxyde fles peroxydes
alkyles ROOH, et les radicaux hydroxyles HO, ped®s/ ROO et alkoxyles RO;
peuvent apparaitre au cours des réactions maimues ou sous leffet des
rayons U.V, des radiations ionisantes et @taox de transition; et provoquent

avant d'étre neutralisés des lésions sur tog€liEments qu'ils cotoient.[6]

2-Antioxydants :

14
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Un antioxydant se définit comme toute substance lgtsqu’elle est présente
en faible concentration comparée a celle du substradable, retarde ou prévient de
maniere significative 'oxydation de ce substra&i. [

Une source particuliere d’antioxydants naturels: & plante

Les flavonoides

* Les xanthones

* Les coumarines

» Les caroténoides

» Dérivés d’acides phénoliques et divers composésginties

*« Lestanins

Les lignanes
3-Méthode d’étude des antioxydants

» Tests les moins fréquemment cités dans la littéeatu
Le g-caroténe comme indicateur d’oxydation

Le B-carotene (figure 2) est un antioxydant lipophilé jgrotege les acides gras
de l'oxydation; l'ajout d’'un deuxieme antioxydant permettre sa préservation.

L’absorbance df3-caroténe est mesurée a 470 nm avec et sans aldit).

H.C T
CH, CHs CH, Ll
TCHj CHs CHa, CHa
CHj

Figure 4: structure du béta caroténe

Dosage des TBARS
Ce test dose les TBARS, "thiobarbituric acid raectubstances". Il permet de

guantifier la peroxydation lipidique, dans le plasrdans les aliments, en mesurant la
libération du malondialdéhyde, MDA (figure 3), uresd produits majeurs de

dégradation des lipidg8].

15
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NN

Figure 5: Structure du malondialadéhyde MDA

» Tests les plus utilisés

Test de réduction du radical-cation ABT8u TEAC
Cette méthode est basée sur la capacité des cosmposdduire le radical-cation

ABTS", acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6fsnique) (figure 4), qui
présente une bande d’absorption dans le visible frees maxima a 645, 734 et 815
nm. Le radical est formé par oxydation de ’ABT $alore avec différents composeés,
comme le dioxyde de manganeddn(Q2) [9], la metmyoglobine, le peroxyde
d’oxygéne H,0;) ou le persulfate de potassium. Le composé artesteajouté au
radical pré-formé et, 1 minute aprés, 'absorbarésiduelle du radical ABTS est
mesurée a 734 nm. L'activité des composés est appsimée par la Capacité
Antioxydante Equivalente Trolox (TEAC) qui corresloa la concentration de Trolox
(analogue hydrophile de la vitamine E) donnant &ama capacité antioxydante qu’une
concentration de 1 mM du composé testé. Ainsi, [@usleur TEAC est élevée, plus
I'antioxydant est efficace.[10 ]

Et.
-O5S Sl _N:{ND\
Et

M-

Figure 6: structure du radicale-cation ABTS™®

Test de capture des radicaux peroxyles : TRAPRAO
L’AAPH, 2,2-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloey est un générateur

hydrophile de radicaux libres (figure). Deux tagisent 'AAPH : TRAP et ORAC.

-le testTRAP (total radical trapping antioxidant potential), TAAPH est solubilisé
en milieu aqueux avec l'antioxydant et un indicatqui devient luminescent lorsqu’il est
oxydé a 37°C, comme le luminol. La capacité desomydlants a bloquer I'oxydation de
l'indicateur est comparée a celle du Trolox dornnare valeur TRAP. Ce test est utilisé pour
déterminer la capacité antioxydante du plasma stdum sanguinlfL].

-Le testORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) est applicalbbe solutions

biologiques comme le plasma sanguin et des exttaifsuits et IegumedP].

16
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Il permet de mesurer séparément, a partir d’une enétution biologique, la capacité
antioxydante des composés hydrophiles et lipoplyieda composent, aprés séparation par

une extraction a I'hexane.

CH CHy 4
‘Han | i NHy AT S
":\_:‘LPH: i ?‘C-?-NzN-F-C/‘i R'N"N-R — \'lz'l'_R
BN one o W R+0, —» ROO
S
R

Figure 7: Génération de radicaux peroxyde a paetirAAPH

Le test FRAP

Le pouvoir antioxydant d’'une solution comme le plasest déterminé par le test
FRAP ou Ferric reducing ability of plasma. A faible pH a 37°C, le complexe
tripyridyltriazine ferrique (TPTZ-F¥) est ajouté a I'échantillon. Les antioxydants prés
réduisent le complexe en sa form&'Fet son absorbance est lue & 593 nm toutes les 15 s
durant une période n’excédant pas 10 minutes. €ees rapide et donne des résultats
répétables pour des solutions biologiques ou pa&sr gblutions pures d’antioxydants. La
réaction est indépendante de la concentratioraagplonse est linéair&J).
Test de réduction du DPPH

* Le DPPH ou 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyle agit emttqu'un radical libre stable
efficace réduit par un antioxydant, montrant uncgged'absorption a 517 nm avec
une couleur violette, la réduction de ce radicalsndonne la coloration jaune.

* La méthode est basée sur la dégradation du raDieBH Un antioxydant aura la
capacité de donner un électron singulier au radigathétique DPPHle coloration
violette pour le stabiliser en DPPH de coloratiamne-verte.

* Le DPPH est un radical libre relativement stabéors le protocole décrit pad4].
Dans ce test les antioxydants réduisent le diphgiayyl-hydrayl ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphényl picryiifagzine, dont lintensité de la
couleur est inversement proportionnelle a la capalgs antioxydants présents dans le

milieu a donner des protons [15].

17
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V-

La révélation de l'activité antioxydant pour lestraxs méthanoliques des plantes
étudiées et faite grace a un spectrometre suiveangaction de la réduction de

diphényl picryl-hydrayl.

Figure 8: photo décrit le changement de la coulewtu DPPH

L, 3 .2
(,;;5;\?? S, E Antiexydant—OH R - Ty o -+ Antioxydant-fO'
N NH

OZN P g PO 02}"4 - R L

Figure 9: la réaction de réduction du DPPH par un atioxydant

Techniques de purification et d’analyse moléculaire

1-Chromatographie

La chromatographie est une technique analytiqu@eumet de séparer les constituans

d'un mélange homogeéne liquide ou gazeux. On distimeux types de chromatographie: sur

colonne et planaire.

1.1 Pour la chromatographie sur colonne :

eUne colonne est remplie avec une phase statignou fixe.

eUne phase mobile, ou solvantorganique (ou lamge de solvants)
ou éluant, est introduite au sommet de la colome@aine les constituants (ou soluté
s) du mélange.

el e solvant entraine les molécules de solutés. Il existe une série
de transferts entre les 2 phases.

el es constituants du mélange migrent avec des eedifferentes. lls sont élués

(déplacés) et recueillis séparément

18
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application de application continu
I'echantillon dfu solvant (phase mcbile)

» » » »
{—

phase

station naireﬁ"/ * *

[
filtre [
epprouvette /J b U i H

temps molécules fractionnées
et recoltées

Z00Im

Figure 10: schéma de lepurification par chromatographie sur colonne

1.2Pour la chromatographie planaire :

La chromatographie sur couche mince (C) repose principalement sur ¢
phénomeénes d’adsorption : la phase mobile est luargoou un mélange de solvants,

progressed long d’'une phase stationnaire fixée sur une @adpiverre ou sur une feui
semitigide de matiéere plastique ou d’alumini.
Apres avoir déposé I'échantillon sur la plaqueeaplacée dans un cuve étanche

remplie avec quelquaenillilitres du solvan, I'éluant monte a travers la phase stationnail

chaque composant de I'échantillon se déplace aogaepvitesse derriere le front du sol.

Généralement, en chromatographie sur couche megsubstances de faible pola

migrent plus rapidement que les composants pol

coulvercle
N
N
papier front de
solvant
.‘7
L ] L J
: . 19
el

solvant
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Figure 11: schéma de la CCM

Lorsque les composants de [I'échantillon analys# solorés, leur séparation est
facilement observable sur la plague ; dans le oagrare, on doit rendre les taches visibles
par un procédé de révélation. Les méthodes usudbesévélation sont les suivantes :

absorptiorJV, fluorescence, iode, atomisation par des sahstide réactifs spécifiques.

Il existe de nombreux types de chromatographiepeart notamment les classer selon
les interactions développées par la phase stafiennet aussi suivant la nature de la phase
mobile.
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La phase stationnaire
Tableau 3: les principe de séparation en chromatogphie

X

Phase principe de caractéristiques de principe de la fixation
stationnaire = séparation et de I'élution
la phase stationnaire
Liquide partage liquide fixé sur un support inerte distribution des composants du
(papier, silice...) mélange a séparer dans les deu
phases liquides selon leur
coefficient de partage
Solide adsorption adsorbant solide polaire phénomene de surface :
formation de liaisons
spécifiques entre les
composants et la surface
adsorbante
adsorption molécules hydrophobes greffées su| interactions hydrophobes et
de la silice €élution par diminution de la
(phase polarité de la phase mobile
inverse)
échange résine (polymeres d'oses) porteuse| interactions électrostatiques
d'ions de groupements chargés avec les composants de charge
négativement ou positivement opposée
exclusion solide poreux les composants de diameétre
supérieur a celui des billes du
(filtration support_ soqt "e>_<c|gs_" et ceux
sur gel) d_e diametre mfenegr y
diffusent et sont freinés
affinité support sur lequel est greffée une | déplacement de I'équilibre de

molécule (le ligand) spécifiquement
reconnue par un des composants de
I'échantillon a analyser

liaison [molécule - ligand greffé]
en faveur de I'équilibre
[molécule - tierce molécule]

La phase mobile

» lachromatographie sur couche mi€&CM) ;

* |achromatographie

en phase gaze@@eG)

egalement

appelée

(chromatographie en phase vapeur) : Elle s'appligiirgcipalement aux composés
susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sammsnésition. Le mélange vaporisé

pénetre lacolonnequi renferme une substance active solide ou lgaidpeléphase

stationnaire

I'élution s’effectue

l'aide d'ugaz porteufougaz vecteyr

Les
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différentes molécules du mélange sortent sépanges ales durées distinctes qui

expriment leur affinité a la phase stationnaire.

* lachromatographie en phase liqui@PL) ;

» lachromatographie en phase liquide a haute perforen@icdHP ou HPLC en

anglais) : C’est une chromatographie de phaseostaire de fine granulométrie, le
haut débit de la phase mobile induit une hautesprequi permet une séparation trés
rapide, 'HPLC a un appareillage tres sophistiqguanimd’un injecteur, une pompe qui
stabilise la pression, un détecteur, ce qui pedrathoisir les conditions opératoires

adéquates qui ménent a une bonne séparation

» lachromatographie en phase supercriti@BS): C'est une chromatographie

considérée comme intermédiaire entre CPG et CPIphlse mobile est un fluide
supercritique de faible viscosité (compression sseaempérature) , la CPS recouvre
la CCM ,la CPL la CPG et la HPLC.

2- Spectrométrie de masse :

La spectrométrie de masse est une technique @etidét extrémement sensible qui
permet de déterminer le poids moléculaire d'un piogur ou de recueillir des
informations structurales a partir de la nature flagments obtenus. Le principe de la
spectrométrie de masse est basé sur lionisatios w@lécules introduite dans
'appareillage. L'ion ainsi obtenu, appelé ion noikire, permet la détermination de la
masse molaire du composé. Il peut y avoir des raptdes liaisons chimiques au sein de
ion moléculaire, avec formation d’ions fragmentaractéristigues puisque -cette
dissociation éventuelle ne se fait pas au hasarts m@lon des mécanismes bien
déterminés. L’ensemble de ces ions constituerpdetse de masse dont la lecture permet
I'identification de la structure moléculaire. lliste plusieurs analyses en spectrométrie de
masse :

- I'électro-spray ou l'ionisation par électro nébation (ESI)

- I'ionisation par impact électronique (IE)

- I'ionisation chimique a pression atmosphérique i)

- le Fast Atom Bombardment (FAB)
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Figure 12: schéma de la spéctrometrie de masse

Couplage CG/MS

Le couplage entre la chromatographie en phase gat€&@get laspectrométrie de
masse (SMpermet d’analyser les composés sans piégeage édexime apres la C

Cette méthode est considérée comme 'un des alitigestigation analytique les pl
puissants en identification qualitative et qualitita

Le composééparé par la Cil suit une ionisation par SMhour gt'il soit identifié par

la suite en interprétant Ispectrs résultants.[15]

4-Résonancenagnétique nucléaire(RM

Cettetechnique utilise les propriétés drésonancedes atomes placés dans un chi
magnétique donel principe consiste a utiliser un champ magnétppe orienter les "spins
nucléaires des atomes, a exciter ces spins paond®radio a la fréquence de résonanc:
qui fait basculer certains spil aprés I'excitation, les spins reviennent a leur iétaal, mais
ceci n'est pas instantané : cette relaxation dépkutke composante appelée -réseau
(interaction des spins avec les autres atomesyee domposante sj-spin (interaction entr
lesspins). Le spin nucléaire se définit comme la tésité des moments cinétiques (= rota
sur eux-mémes) desnucléon d'un atome. A ce spin nucléaire est associé un re
guantique I. La RMN concerne essentiellement legaao avec un nombre de spin = .
(*H, °C,°F,*'P). Cette méthode permet, a condition de disposaned substanc
parfaitement pure et en quantisuffisante, d'aboutir a la détermination compléts

structures avec en particulier la stéréochimielidesons entre atomes. Il est possible d'util
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la RMN du proton (1H-RMN), celle du carbon¥G-RMN) ou celle du phosphorép-
RMN). La faible abondance ddC dans la nature (1% environ) fait que la RMN drboae
est peu sensible.[16]

*  RMN monodimensionnelle (RMN — 1D)

- RMN proton ¢H)

Le spectre RMN du proton est une méthode puissailieée dans la détermination
structurale des composés organiques inconnusuthitode nombreuses informations telles
gue, les différents types d’hydrogénes présents tamolécule analysée, les différents types
d’hydrogenes présents dans I'environnement éléqtienle nombre d'’hydrogenes "voisins"

d’'un hydrogene donné et le déplacement chimiquect@ristique de chaque proton.

Le signal d'un proton est donc caractérisé padgphacement chimique d (exprimé en
ppm de la valeur du champ magnétique), qui dépseadngiellement de la nature de I'atome
qui le porte (carbone, azote ou oxygene le pluyesa) et des autres substituants portés par
ce dernier et les atomes adjacents : la présensaldituants comme des -OH, =0, ou celle
de liaisons insaturées (C=C) affectent de facomatéristique la valeur du déplacement
chimique. Par ailleurs, les protons portés par @émmcarbone ou des atomes adjacents vont
présenter des couplages, qui vont se traduire amultiplicité du signal : le couplage avec
un autre proton se traduit par la formation d'ualdet (avec deux protons d'un triplet etc.) et
la largeur de ce doublet (exprimée en Hertz) démknth valeur des angles diedres entre les
liaisons C-H La mesure des constantes de coupkgegb donc de définir a la fois le nombre

des voisins et la stéréochimie de la molécule.[17]
-RMN carboneC): DEPT 135° et Jmod

Dans cette expérience, chaque atome de carbomsigg@ns un environnement unique
provogue une créte distincte sur un spectre. Gé@ment, cette technique permet de mettre
en évidence tous les carbones de la molécule. lismase base sur les déplacements
chimiques observés en fonction de I'environnementtthcun des atomes de carbone. Cette
expérience permet la mise en évidence des carljmmasaires (CH3), secondaires (CH2),
tertiaire (CH) et dans une moindre mesure les cebauaternaires. La différence majeure
entre le DEPT 135° et le Jmod, réside dans |lgyfaétles carbones quaternaires sont détectés

avec le Jmod alors gu'ils ne le sont pas avec [IBDE
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* RMN bidimensionnelles (RMN — 2D)

Les expériences de RMN-2D reposent sur une suoccedsi trois intervalles de temps, le
temps de préparation, le temps d'évolution etieps de détection. Dans certaines autres
expeériences, il peut s’ajouter une autre périodambala détection , c’est le temps de mixage .

* Corrélations homonucléaires

-COSY (H - 'H): cette expérience fournit des informations sur lesuptages
homonucléaired) et®J (protons séparés par deux ou trois liaisons éesrprotons voisins et
ceux qui sont adjacents.

-NOESY {H - 'H) : cette technique permet d'observer, dans I'espasecorrélations entre
protons (effets Overhausser) d’'une méme molécule.

* Corrélations hétéro-nucléaires

- HSQC {,.0) : cette technique permet d'observer les couplagesighés entre les carbones et
les protons directement liés entre eux. Toutefaebe ne permet pas d'observer les
déplacements chimiques des atomes de carbonesripigs.
- HMBC (J.c, ®3ic) : Cette technique permet de répondre aux probleméeg@gemment posés,
puisqu'elle permet la détection des couplages miistancélc,’Ju.c, et permet de déduire
les carbones quaternaires couplés aux protons.
5-Emission atomique avec atomisation par plasmauglage inductif

Composition minérale des plantes

La méthode a I'eau régale a pour principe la missaution de I'échantillon dans un
meélange d’acide chloridrique et nitrique, selonmlede opératoire suivant : on pese 0.15g de
la matiere minérale, on y ajoute 2 a 3 ml de l'eégale ( ¥ HNO3 ,3/4 HCL),on porte sur
une plague chauffante et on laisse évaporer aFagis. on ajoute 25 a 30 ml de l'acide
chloridrique ( 2 M), jusqu’a dissolution totale. dtiite on passe a I'analyse par I'lCP-AES.

Principe de I'ICP-AES :

La spectrométrie d’émission atomique de plasmagdiara couplage inductif (ICP-
AES) est une technique multi-élémentaire, qui pérdeedoser simultanément de nombreux
éléments. Le principe de I'analyse par ICP-AESeestiivant :

L’échantillon liquide est, dans un premier tempébuiisé puis séché a l'aide d'un
nébulisateur ultrasonique, puis transmis vers &smh, qui est un gaz d’argon ,partiellement
ionisé et macroscopiquement neutre.il est formé’aation d’'un fort champ magnétique sur

des particules chargées a l'intérieur d’un couddatgon, le courant haute fréquence dans les
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spires qui entourent le tube de quartz ou passgoba produit un champ magnétique a haute
fréquence.

L’échantillon subit dans le plasma les difféerentétapes de décomposition,
d’atomisation, d’ionisation, les atomes et ions @éns sont alors excités. Chaque élément
émet alors des photons, lors de son retour versiile=saux d’énergie fondamentaux, de
longueur d’onde caractéristiqgue dont le flux estpartionnel a la concentration de I'élément
dans I'échantillon. Elles sont transformées en aignélectroniques qui sont convertis en
informations pour I'analyse.[18]

VI-Activité antibactérienne :

Dans le cadre d’améliorer lactivité pharmacologiques plantes, des tests
antibactérienne ont été effectués.

Quatre souches ont été choisi pour effectuer $& #n utilisant la méthodede
diffusion sur disques, ou méthode de Vincent; H&aepeaussi technique de
I'antibioaromatogramme [19].

1. Bactéries

Salmonella spp Salmonelles non typhiques ou non paratyphigugacille a
coloration de Gram négative, appartenant a la fandésEnterobacteriacaeet au genre
Salmonella Ce genre comporte 2 espéc8s éntericaet S.bongorj Les salmonelles sont
l'une des principales causes des syndromes gatribignes dans les pays industrialisés. Ces
syndromes sont dus essentiellement a des toxilofecialimentaires survenant parfois en
collectivités. La contamination humaine se fait pus souvent par la consommation
d'aliments contaminés

Escherichia coli: I'E. coli fait partie de la famille des entérobactériesysati utilisée
comme indicateur de la qualité des eaux, elle ptésan héte normal de lintestin des

mammiféeres c'est un colifornfécal généralement commensal Cependant,

certaines souchesE. colipeuvent  étre pathogénestrainant  alors des gastro-

entéritesinfections urinairesnéningitesou septicémie

Micrococus luteus: ils font partiede famille desMicrococcaceagM. luteusest une

bactérie du sol, des poussiéres, de I'eau etidetl'fait partie de la flore naturelle de la peau
des mammiféresCette bactérie pourrait étre un pathogéne émergeagendrant des

maladies nosocomialehiez des patients immunodéprimds luteuscontamine aussi la

bouche)a muqueusede I'oropharynyet des voies respiratoires supérieuresaines
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Staphylococcus aureusils font partie dela famille desMicrococcaceaeprésentant
une forme arrondie (coccus) et mis en évidence lparcoloration gram plus. Les
staphylocoques sont des bactéries qui colonisestlargement la peau et les muqueuses. lls
sont responsables d'infections diverses, mais mgale d'intoxications et d'infections
urinaires.

2. Antibiogramme

Un antibiogramme est une méthode d’analyse qui ar gmut de déterminer

la concentration d’inhibitiomle la croissance bactérienne face a un ou plgsaguibiotiques
Elle peut se faire en milieu liquide (dans uneuwétbactérienne liquide) ou en milieu

solide (sur une boite de pétri gélosée) en ajoutadtconcentration connue d’antibiotique
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Matériel et méthodes

Matériel et méthode :

I-Matériel végétal :

1. La récolte :Les graines ont été récoltées de la région de Tdeun

2. La conservation: Les graines ont été conservées a l'air ambiant.

3. le broyage: les graines deAmmi visnagaont été broyées a l'aide d’'un broyeur.

4. Détermination de I'humidité : une quantité bien déterminée est prise pour qu’elle

soit mise dans I'étuve a 100°C, en la vérifiantqeiea30 min jusqu’a obtention d’un

poids stable.
II-Préparation des extraits

1. protocole d’extraction :
Extraction par soxhlet
a- L’extraction :
On a utilisé :
» 300g de la matiere végétale
« 2L d’acétate d’éthyle(l® extraction)

« 2L d’éthanol (2™ extraction)

b-préparation de I'extrait brut

On filtre I'extrait a I'aide d’un papier filtre. Lanesure du volume du filtrat obtenu est
nécessaire pour calculer le rendement par vollaesolution est mise dans le ballon de
poids connu, l'acétate d'éthyle ,I'éthanol sonim@hés du filtrat par évaporation sous
pression réduite dans un rota-vapeur (BUCHI) saus température de 40°C, pour éviter
toute dégradation de composeés existants dansdiexpermettant ainsi d’obtenir les extraits
caractérisés par une couleur marron foncée, plumauos fluide, qui est considéré comme

étant I'extrait brut.

c- Conservation de I'extrait

L’extrait obtenu est gratté du ballon et récupéaéis un bécher et mis dans un
réfrigérateur de 15°c pour qu’il soit analysé |gasuite en utilisant la chromatographie sur
colonne.

2-Détermination des rendements

La différence de poids du ballon avant et aprégaporation permet de mesurer le

poids de l'extrait. Le rendement est le rapportresfiextrait obtenu sur le volume mesurer
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apres I'extraction par le soxhlet. On exprimedadement par le poids de I'extrait en g par
100 ml de solvant

III-Tests effectués :
1-Estérification :
Dans un ballon de 100ml, on a introduit 20ml dehagol, 2.5ml d’acide sulfurique,

puis on a chauffé a 140°C pendant 30 minutes,gauite on a ajouté un mélange formé de
9g de I'extrait brute et de 30ml du méthanol pendameure.

2-Humidité :

Le contenu en humidité des plantes a été déterpanééchage a I'étuve pendant 6h a
100°C. Considérons que :

H% = [(poidsa-poidsf)/ poidsa]*100

Avec :
a : Poids de I'échantillon avant séchage;
B : Poids de I'échantillon apres séchage;
H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
3-Matiére minérale :
Environ 20g de chaque plante broyée, placée damsauset thermorésistant,

ce dernier est introduit dans un four <Furnace 8849550°C durant 5 heures.

La fraction de la matiere minérale est donnée gaglhtion :

MM(%) = (m/E)*100

Avec :
-MM : Matiére minérale
-E : Masse de la matiere végétale, est égale a 20g
-m : Masse de I'échantillon sortie du four
4- Matiere organique
La matiere organique est déterminée par la difffregntre la matiere seche
(H%) et la matiére minérale.

MO (%) = (%H-MM) /E *100

Avec :

-MO : Matiére organique

- %H : Humidité de I'échantillon

- MM : Matiére minérale

- E : Masse de la matiere végétale

5-Test d’effet antioxydant :
a. La préparation de la solution de DPPH :

Le DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (C18H12N506Mr : 394.33), est
solubilisé dans le méthanol absolu pour en avaédr solution de 0.3 mMOn procede

comme suivant :

30



Matériel et méthodes

On solubilise une quantité de 12mg de DPPH dafsnll@u méthanol. Le
mélange est laissé en agitation pendant 1h 30mirs dan flacon brune et a
température ambiante pour éviter la dégradatsoooedradical.

La solution de DPPH est conservée aigérfiteur a une température de 4C°.

b. La préparation de I'extrait :

Pour évaluer l'activité antioxydante par le test DEPH, on dissoudre les
échantillons dans le méthanol.

Une solution mére est préparée pour les douzeiesxtitas plantes étudiées
avec une concentration de 10mg/ml. Différent cotregion de 200ul, 100ul, 50ul et
de 20ul ont été faite afin de déterminer I'lC50 dtancentration correspondant a 50%
de la réduction du radicale libre de DPPH) poulgdesplante.

c. Protocol expérimentale :

Pour chaque extrait on fait deux essais pour deamoyen :

e Testde blanc:

Dans des tubes secs et stériles, on introduit d,0®8na solution de I'extrait
préparé (pour chaque plantes), puis on ajoute 1,886nméthanol (on doit avoir 2ml
de la solution expérimentale), on utilise le vorpour homogénéiser le mélange, les
solutions sont mises dans un cuve de quartz posumaeleurs absorbances a l'aide
d’un spectrophotométre a la longueur d’onde de Bil{itomaine visible).

 Test controle :

Le control négatif correspond a I'absorbance de DRRec le méthanol, il
consiste a mettre dans un tube stérile 0,4ml deHD&R,60ml du méthanol.

 Test des échantillons :

Dans des tubes secs et stériles, on ajoute 1 miétlnianol, ensuite on introduit
les différentes concentrations 200ul, 100ul, 5aGu2@ul de la solution des extraits
méthanoliques préparés, ensuite le volume correlspn du méthanol pour avoir le
1.6ml de solution et pour terminer le 2ml on ajoy#&m| de DPPH.

On utilise le vortex pour homogénéiser le mélamge mélanges sont laissés a
I'obscurité pendant 30 min et la décoloration pgoport au contréle négatif contenant
uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm
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Figure 13: appareil de spectrmétrie

d. Expression des résultats :

La valeur IC50 pour  chaque échantillon, définie omm la  concentration de
I'eéchantillon conduit a une réduction de 50% de dancentration initiale DPPH, a
été calculée a partir dela courbe de régression tioéaire de la concentration des
extraits (pg/ml) en fonction du pourcentage ddiV@é antioxydant. L’activité antioxydant

des extraits est donnée par la relation :

Avec : Acontrole = Absorbance du contréle

Atest= Absorbance de 'échantillon

Apianc= Absorbance du blanc

Une partie de I'extrait est reprise pour le dagjique avec le CCM analytique.et par
la suite ala CPL etla RMN.

I'V- Techniques de purification et d’identification :

1-Analyse des composés chimique par CCM (chromatogphie sur couche mince)

Pour que la composition chimique de l'extrait sdéterminée, on va séparer les
différents composés chimiques par chromatograplmieslonne, alors pour déterminer le
solvant adéquat pour réaliser cette séparatiomibappel a la CCM (TLC sheets —SIL G for
TLC, Layer 0.20mm silica gel 60) qui nous permetfitteindre notre but.

Les extraits sont soumis a une chromatographialytiaue sur couches minces de
polyamide DC6 (Macherey Na gel, 516 Duren) Sur mlagues en verres (20x20 cm). Les
systemes solvants utilisés sont : acétate d’étindzane (0/10) ;(2/8) ;(4/6) ;(5/5) ;(6/4)
,(8/2) ;(10/0) ;

Le systeme acétate d’éthyle /hexane qui nous aétm meilleure séparation a été
utilisé. Le chromatogramme obtenu est d’abord ofgsau visible a 'UV 254 nm et a
365nm.
2-Séparation des différents composés par chromatogphie sur colonne

o Ammi visnaga
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Sur une colonne ( NS29.2/32) on a introduit 150¢sitlee (gel de silice 60(0.040-
0.063mm),on imbiber la silice par le systéeme devaul obtenu par CCM jusqu'a
détermination de la fraction nécessaire pour fBé@ation, par la suite on a ajouté 8g de
I'extrait brute adsorbé sur 10g de la silice, plamcer a la fin I'élution par ajout du solvant.

0 Ammi majus

On a suivi la méme procédure avec 2009 de la gliégy de I'extrait brute adsorbé sur
10g de la silice.

L’élution s’est passée avec différentes fractioasygstéme de solvant en passant par
des polarités croissantes, tout en contrélantlgp@CM.

Les fractions obtenues aprés séparation et coésidéomme pures suivant les
résultats de la CCM, ont été concentrés pour gstilissent des analyses d’identification par
la RMN et la CGMS.

V-Activité antibactérienne :

1-Préparation des extraits :

Une macération par hexane suivi de méthanol sfesttaée par :
50g des plantes seches broyées ;
500ml du solvant ;
L’extrait brut a été obtenu par la méme méthodgage(29).
2-Méthode de I'antibiogramme:

Dans des boites de pétri on a préparé des milikuxulture LB de concentration
10mg/ml gélosés, par la suite on a effectué uéelisation pour éliminer tout germe

pathogene qui peut influencer la culture de ladasisée.

Par la méthode d’inondation les boites ont étéemesncée par les 4 souches étudiées a
I'aide d’'une suspension bactérienne, des disqugsadeer filtre de 6 mm de diamétre sont
éte déposés a la surface de la gélose, imprégniepauatre extraits solubilisés dans le

DMSO .un antibiotique spécifique est utilisé com@moin positif pour chaque souche.

Apres incubation a 37°C, la lecture des
Inoculum résultats se fait par la mesure du diameéetre

d’inhibition en m

@ o O
(E X
Recouvrir la gélose d’inoculum  Aspirer le surplus D D

Laisser sécher 15 minutes
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Dép6t des disques du papier filtre et d’antibiogisju

>

Figure 14: méthode d'ensemencement par inondation

34



Résultats et discussion

Résultats et discussion :

1)-Extraction par soxhlet:
Le tableau 4 montre les rendements d’extractiohnmahi visnagaet Ammi majus

obtenus par Soxhlet en utilisant différents solsarit apparait que les rendements sont
presque identiques soit pour les plantes, soit [gsusolvants.

Tableau 1: Rendement de I'éxtraction par soxhlet

Les plantes Solvant utilisé Le rendement (%)
Ammi visnaga Acétate d’éthyle 1,05
Ethanol 0,98
Ammi majus Acétate d’éthyle 0,97
Ethanol 1,05
2)-Humidité

L’humidité des graines &. majusetA. visnagadéterminée par étude gravimétrique est
exprimé au niveau du tableau 5. Il en ressort guerleur en eau dah&. majus(9,8%) est

supérieure a celle . visnaga

Tableau 2:la teneur en eau déterminée dans les gnais chez les deux especes étudiées

Ammi visnaga Ammi majus

Humidité en % 5.8 9.8

3)-Matiére minérale :
Les résultats du Tableau 6 révélent que la fractiomérale au niveau des graines

d’Ammi majusest beaucoup plus importante que celle chez laespisnaga Ce résultat
confirme I'Utilisation traditionnelle dEAmmi majusdans le traitement contre le traumatisme
des Os.

Tableau 3: la teneur en matiere minérale des grairsad’ Ammi visnagaet Ammi majus

Ammi visnaga Ammi majus

Matiere minérale en % 9.6 12.4

L’analyse de la matiere minérale par I'lCP-AES &été une teneur importante en
phosphore, en potassium et en soufre (tableaddafl, ’Ammi visnagasignale toujours un

pourcentage supérieur a celuildenmi majusqui atteint la valeur double pour le soufre.
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Tableau 4: Dosage chimique par ICP des trois élémenmajoritaires de la matiere
minérale de I'A. Visnaga et dd’A. majus

Phosphore (P) Potassium (K) Soufre (S)
Ammi visnaga 251.157 mg/l 1 664.65 mg/l 144.969 mg/I
Ammi majus 207.457 mg/l 807.2803 mg/l 89.261 mg/l

4)-Matiere organique :
Le tableau 8 exprime le pourcentage de la matigyanique trouvée dans les graines

des deux espéces étudiées. La matiere organiguesg@u nivead’Ammi visnagg94%) est
supérieure a celldAmmi majug87,6%).

Tableau 5:Teneurs en matiere organique au niveau dA. majus et A. visnaga

Ammi visnaga Ammi majus
Matiere organique en | 94 87.6
%
5)-Estérification :
* L’Ammi visnaga :
Les analyses de CGSM du produit de I'estérificateri’extrait de I'acétate

d’éthyle nous a permet d’'identifier trois compos&goritaires.

] picl

= Hi- 14 .73

oic3
w15

50

I
o

Relatie Abundance

L
o
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HI- &8

L EL:-!E
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Figure 15: Chromatoqraphénobtenu par anélcvsé:GSM des ?anster dd'A.v

Tableau 6: molécules détectées dans la fraction ésfiée et leurs caractéristiques

pic | RT % | Molécule Structure Masse
moléculaire
g/mol
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1 | 14.73| 47.94 Acide 13- 296.49
Octadecenoique, |
methyl ester, (Z) N 0
0
2 |15.27|13.38 (C21H320) NI 316.485
3 | 16.15| 38,67 Khellin 260.2421
(C14H1205 )

Khellin

Le 1* pic: le pic le plus abondant correspond au composé41,94%), présente

'acide méthyle 139ctadecenoique, ester, :

Les constituantgasodilateurd’Ammi visnaga visnadin, samidindihydrosamidii et khellin
sont des exemples frappadtsster khellactone naturel. [20],

La purification d’'une fraction considérable de lzekin a été possible par I'acétate d'éth
comme par ['éther deétrole [2]

L’Ammi majus :

Les analyses de CGSM du produit de I'estérificatert’extrait de I'acétate d’éthynous a

permet d’identifierquatre composés majoritai

RT: 400 -Z29.03 3SM: 1535

100
o5
S0
=5
=0
]
o
55
S50
55
s0
4.5
=0
35
30
=25

Figure 16: Chromatographe obtenu par analys CGSM des esters dI’A.majus

Rkt

Tl Crvyidm}
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Tableau 7. molécules détectées dans la fraction estérifiéet leurs caractéristique:

pic | RT % Molécule Structure Masse
moléculaire
g/mol
1 8,97 | 16.90 1,3Benzodioxole, - — en — 192
methoxy6-(2- H2C——CH—CH2 0
propenyl)- j
Ou la myrsticin o)
Ci1 Hi12 O3
Qlle
2 | 14,75 48.11| OCTADECADIENOIC | Mélange d’'isomére 294
ACID METHYL 594
ESTER

(CisH34 Oz)

Le chromatogramme a révélé 3 composes, pour leritadje (43,48%) la base de donné
suggéré 3 esters isomeres de formule (Cy9Hz4 O,

Uneanalyse du composé non estérifié révélera I'estaygmt qu’il soit naturel ou formé ¢
I'estérification effectuée.

6)-Effet antioxydant :

L'effet antioxydant le plus marquant a été trouwva@ng I'extrait éthanolique dI'’Ammi
visnaga.Le tableau 6 ela figure 1 montrent la variation de l'effet anti@ant de I'extrai
éthanolique des grainesAthmi visnag en fonction de la concentration.

L’activité antioxydante trouvée chl’Ammi visnagatraduit la grande teneur de cette dern
en polyphénols, eteci est confirmé par plusieurs travaux (78,7% @ R@/ml de I'extrai
butanolique) [2P et qui montrent que A.v contient des coumarines, flavonoides et I

dérivés.

Tableau 8 Activité antioxydante chezI’Ammi visnagaa différentesconcentrations

Concentration pg/mi Effet antioxydant en %
250 84,91
100 69,91
50 45,78
20 12,06
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12,5 9

L’effet antioxydant maximal (84,91%) est obtena&dbncentration de 250 pg/mL de I'extrait
éthanolique d6Ammi visnaga

100 y =28,00In(x) + 126,7
90 R2=0,947
80 4
70 4
60

50 - ¢ Sériel

40 / —— Log. (Sériel)
30

20 /

10 4 f concentratio

0 T T T T T 1 nen mg
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

effet antioxydant en %

Figure 17: la variation de I'effet antioxydant en bnction de la concentration

L'extrait d’acétate d’éthyle déAmmi visnagaet del’Ammi majus et I'extrait éthanolique
de cette derniere ont donné un effet antioxydanhguliépasse pas 30%.

La composition chimique d&Ammi majusqui renferme une diversité de polyphénols, n’était
pas mise en évidence par les solvants utilisésfr@aolvant plus polaire seront indispensable
pour révéler cette activité antioxydante.

7) Chromatographie analytique :

L’'analyse par CCM de l'extrait éthanolique HAmmi visnagapar le systéme de
solvant (acétate d’éthyle/hexane) respectivemé&otOf ;(6/4) ;(5/5) ;(4/6) ;(2/8) ;(0/10) a
donné :

La figure : 18 présente les CCM effectuées, dgaache a droite, acétate d'éthyle
pur ; le systeme d’'acétate d’éthyle /hexane (&BIp) ;(4/6) ;(2/8) et 'hexane pur. La bonne

séparation a été obtenue par le systeme (4¢6)afa d'éthyle/hexane).celui utilisé pour

éluer au niveau de la colonne

39
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L'analyse par CCM de l'extrait éthanoligue HAmmi majus par le systéme de
solvant (acétate d’'éthyle/hexane) respectiventddioy ;(8/2) ;(6/4) ;(5/5) ;(4/6) ;(2/8) ;(0/10)
a donné :

A la gauche de la figure(19 )on constate la magvélution de I'hexane, le solvant
le moins polaire, suivi par les systémes d’hexaracétate d'éthyle
(8/2) ,(6/4) ,(5/5) ,(4/6) ,(2/8) ,et l'acétate thigle pur ;marquant une forte élution a mauvaise

séparation

La bonne séparation a été obtenue par le mélange(é&ectate d’éthyle/hexane).celui utilisé

pour éluer au niveau de la colonne.

Figure 19 : résultat de CCM de la fraction éthanoljue del’Ammi majus

8)-Chromatographie sur colonne :
8-1Ammi visnaga

i o

“']li"i sur colonne de

Figure 20: photo de la CPL de IA. vi'snaqaau debut de la manipulation

k4

'extrait éthanolique de}|.

la chromatographie . -

& ‘ | I’ Ammi visnaganous
. - '"'.':-\;‘a . A
a permis de purifier 5 COMpPOSES purs.

Avec une fraction de 4/6 (hexane/acétate d’éthgtep pu purifier le composé A, B,
C, avec une fraction d’acétone on a purifié letatid, et avec une fraction de méthanol on a
purifié le précipité E, les deux derniers appaeis a température ambiante.

Le tableau 12 présente la CCM de chaque produd laveasse de chacun.
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Tableau 9 CCM des composés purifiés a partir déAmmi visnagaet leurs masses

A B C D E
146.8mg 24.1mg 43.9mg 40.9mg 16.7mg

L’analyse des trois premiers composes s’est eféecpar CGSM, le résultat était comme
suit :

5 sa

8 ss5

E =g

E &=

£ aa Ce

Figure 21 : Chromatographe obtenu par analyse CGSMu composé A

chromatogramme ou aucun composé majoritaire n'ajpaiontre que le composé A est soit

une molécule non volatile ou bien il s’agit d’unebstance thermodegradable, d’autres

techniques d’analyse sont nécessaires pour détercette structure.
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RT: 4.00 - 29.00 sSM: 15G

100

RT: 21.30 NL:

2.76E7

TIC F: MS
351UATRS
11_BIS_GC
os

RT: 19.52

T T
5 10 15

Time (min)

Figure 22 : Chromatographe obtenu par analys€G/SM du composée B
Tableau 10 : moléculed’A. visnagapurifiés et leurs criteres

pic RT % Molécule structure Masse
moléculaire
g/mol

1 18,83 | 0,066 | NI

2 19,52 2,45 NI

3 21,30 |[97,48 4H-Furo[2,3- 244

b][1]benzopyran-4-one,
2,3-dihhydro-2,2,3,3-
tetramethyl
Ci5H1603

4H-Furo[3,2-
c][1]benzopyran-4-one, 0

2,3-dihhydro-2,2,3,3- 0 CH
tetramethyl- cH,
C15H 1603 \ / CH3

CH

hY

Le chromatogramme du composé B détecte trois picgrresponds a trois
COmposeés :.un composé majoritaire dont la fraati@ns le mélange atteint 97,84%,
ce qui confirme la pureté marquante du produit.

Deux isomeres de formule bruigsH;603; ont été suggéré par la bibliothéque pour le

pic 3 représentant le composé majoritaire (97.84%)
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351UATRS11_BIS_GC08 #2534 RT: 21.30 AV: 1 NL: 1.11E7
T: + ¢ Full ms [ 50.00-350.00]

100 229.11

jundance

Figure 23: spectre de masse du pic 3

< 1005 g283 286,96
: s 8% 5 22 24
< 50 100 150 200 250 360 350
2 miz
E -
& .
T T T[T T T[T T[T T [T T T[T T[T T[T T T[T T T[T T T[T T T[T T [ TTIT 1777 Figure
24: 60 80 10 1220 40 BO 180 200 220 240 260 280 300 320 347 Spectre
mz
de masse du4H-Furo[3,2- c][1]benzopyran-4-one, 2,3-

dihhydro-2,2,3,3-tetramethyl

Le spectre de masse correspondant au pic 3, peéseatassimilabilité remarquable
avec celui des deux isoméres, avec un ion moligewda 286g/mol.

Le spectre RMN en cours va confirmer plus la $tmecde molécule purifiée.

L’absence des composé majoritaire sur le chromatogre montre que le composé C
aussi est un composé non volatile ou bien il s’@jine substance thermodegradable,
d’autres techniques d’analyse sont nécessairesdaberminer cette structure.

8-2 Ammi majus
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[ . i la
Figure 26 : photo de la CPL de IA. majusau début de la manipulation

chromatographie ™ -4 l "" sur colonne de I'extrait
éthanolique dEAmmi visnaganous a permis de purifier 6 composés purs.

Avec une fraction de 6/4(hexane/acétate d’éthyhed pu purifier le composé F, G,H, avec
une fraction d’acétone on a purifié le précipitétlavec une fraction de méthanol on a purifié
les précipités J et K, les deux apparaissenhpdeature ambiante

Le tableau 14 présente la CCM de chaque produd laveasse de chacun.

Tableau 11 : CCM des composés purifies a partir déAmmi majus et leurs masses

F G H I J K
478.6mg 243.4mg 134.1mg 129.2mg 247.5mg 20.5mg
L’'analyse des six composés s’est effectuée par\E&Srésultat était comme suit :

RT: 4.00 - 29.00 SM: 15G
RT: 8.68 NL:
100 3.42E7
o5 TIC F: MS
351UATRS
20 11_BIS_GC
os
85
80
75
70
65

RT: 15.31
60
55

50

§ 45

Figure 27 : Chromatographe obtenu par analys€ GSM du composée F
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Tableau 12 : moléculed’A. visnagapurifiés et leurs criteres

pic RT % Molécule Structure Masse
moléculaire
g/mol
1 8,68 60,84 1:3' Hp C——CH—CH 192
Benzodioxole, Oj
4-methoxy-6- °
(2-propenyl)-
Ou le otte
myristicin
2 12.83 0,72 | Galaxolide 258.4
o
3 15,31 38,43 | Oleate d’ 310.51
Ethyl s n gy o
" =/ T
0

Le chromatogramme éétect trois pics correspondent a traisolécules, | premier pic
représente le composé majoritaire a 60.¢ la bibliographie a fourni le yristicin comme
suggestionle myristicin qui est un composé naturel, poisandpit par lesnoix de muscade,
induit la norotoxicité [23].
vu la seule tache détectts niveau de la CCM et les pourcens des deus compcs
majoritaires la myristicin (60,84%) eoléate d’éthyle(38,43), et leuspectr de masse ;on se
met en face de deuypothése :

-Les deux composés s(superposés au niveau de la plaque.

-Un des deux composé n'absorbe pas a et doit étrepulvérise par un produit
spécifique.

En se basant sur laibliographie, le RF de chague composé sont tproches, RF

miriciticine :0.81[24], Rf dbleat d’ethyli :0.7[25]ce qui renforce la premiehypothese .
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Fiquré 28 : Chromatographe obtenu par analys€ GSM du composée G
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Figure 30 : Chromatographe obtenu par analys€ GSM du composée |
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Figure 31 : Chromatographe obtenu par analys€ GSM du composée J
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Fiqure 32 : Chromatographe obtenu par analys€ GSM du composée K

Les chromatogrammes des composés G, H, |, J, Krésepte aucun composé
majoritaire ce qui signifie que ses composeés sontvolatiles ou bien il s’agit de substances
thermodegradable, d’autres techniques d’analysé¢ Bénessaires pour déterminer cette
structure.

9)- RMN

Le spectre de la molécule E :

RMN du proton :

Doublet a 6.9 ppm (cycle aromatique)

F=1.8 (2 hydrogéne couplés en méta)
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Doublet a 4ppm (vinyle monosubstitué )

Singulet a 4.026 (méthyle déblindé par un Oxyyene
RMN du C:

Signal a 20ppm (CHié a un éthéne)

Signal & 60ppm (méthyle deblindé par un oxygéne)
Signal a 95.5ppm et a 105.88ppm (2carbone d’une&jny
Signal a 110.69ppm (CH aromatique)

Signal a 146.95ppm (C —OH aromatique)

Signal a 177.01ppm (C=0)

La molécule obtenue :

o
w o
Ho /
3" C\C_ = c”’ OCk!;
] / S n R
Pour la molécule F la H L structure totale n'a pastpal é

déterminée par la techniqgue de RMN seulement.

La molécule obtenue est la suivante :

H
HO /
Re . R
10)-Activité |_,/‘: R antibactérienne :
L'activité antimicrobienne des extraits

héxaniques et méthanoliques Li&. visnaga et I'A. majus contre les microorganismes
examinés dans la présente étude et leur puissaricét® évalués qualitativement par la
présence ou l'absence de zones d'inhibition etiameatre de la zone (tableau 16). Les
résultats ont montré que I'extrait héxaniquel’ de visnaga n’a pas d’effet inhibiteur sur

Micrococcus leutus.

Tableau 13 : zone inhibitrice des différentes sohes vis-a-vis les extrait d€A. visnaga
etl’A. majus

Souche Extrait Zone Antibiotique Zone d’inhibition
(10pg/ml) d’inhibition par antibiotique
par extrait (mm)
(mm)
E. coli Hexane A.V) 0 Chloramphénicol 17
MeOH (A.V) 0 (30pg/ml)
Hexane A.M) 0
MeOH (A.M) 0
Salmonella Hexane A.V) 0 Chloramphénicol 15
MeOH (A.V) 0 (30ug/ml)
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Staphylococcus

Micrococus
luteus

Basillus subtilis

Hexane A.M)
MeOH (A.M)
Hexane A.V)
MeOH (A.V)
HexaneA.M)
MeOH A. M)
Hexane
(A.Vv)
MeOH (A.V)
HexandA. M)
MeOH (A.M)
Hexane A.V)
MeOH (A.V)
HexaneA.M)
MeOH (A. M)

0
0
0
0
0
0

13

o|Oo|o|o|o|o|o

Chloramphénicol 8
(30pg/ml)
Chloramphénicol 40
(30pg/ml)
Pénicilline 30
(10pg/ml)

La zone d’inhibition de I'extrait héxanique tA. visnagaa une concentration égale a

10 pg/ml atteint 13mm pour lesicrococcus, celle de I'antibiotique a une concentration de

30ug atteint 40mm.

Le pourcentage d’inhibition qui atteint 97.5% menkefficacité antibactérienne de I'extrait

hexanique déA .visnaga.Cette activitéa été mise en évidence aussi par son huile eskenti

[26]

La présence de l'activité antibactérienne danstridéix héxanique trés apolaire,

confirme la faible polarité de la substance respbles

Fiqure 33 : photo décrit la zone d’inhibition de lextrait héxanique del’A. visnagasur lesMicrococcus

-
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L’'objet de notre étude est porté sur I'étude pblyimique de deux espéeces
épidémique marocainesA(mmi visnaga ,Ammi majude la région de Taounate, utilisés pour
le traitement de plusieurs pathologies.

Au cours de notre étude on a pu isoler des métabasiecondaires majoritaires, la
khellin responsable permet le traitement de [ffisance coronarienne, l'asthme, et
psoriasis, la Myristicin poison induisant la nopdtité.des esters naturels et synthétisés

La détermination structurale des métabolites semioesl isolés a été réalisée grace a
I'utilisation de techniques physicochimiques etcpescopiques incluant la spectroscopie de
masse (SM), la chromatographie a phase gazeuséeaupspectrométrie de masse (CGSM)
et la spectroscopie de résonance magnétique (RMN).

Une étude de lactivité antibactérienne a été &ffse pour évaluer le pouvoir
antimicrobien de nos plantes vis-a-vis des sousbesent ayant des effets nuisibles sur la

santé de 'lhomme.
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