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INTRODUCTION

Trés connues pour leurs grandes potentialités métaboliques pour les huiles essentielles
d’ou le nom de plantes aromatiques, beaucoup d’espéces de plantes appartenant a la famille
des Labiées se trouvent étre une source non négligeable sinon trés importante de composés
terpeniques mais aussi de composés flavonoidiques surtout sous leur forme aglyconique.

Concernant les composés terpeniques, ¢’est vraisemblablement les diterpenes et les
monoterpenes ( type Neoclerodanes pour les premiers ) qui sont pour la plupart souvent
associés aux Labiées et ce n’est certainement pas par hasard qu’a chaque fois qu’une plante de
cette famille est sujet d’une investigation phytochimique , 1l est certain d’en tirer des
conclusions intéressantes sur son contenu diterpenique ou dans la majorité des cas, on
parvient & isoler et & identifier des molécules nouvelles pour ce genre de littérature.

Dans ce contexte, les résultats des différents travaux effectués par des équipes de
recherche principalement Européennes ( Espagnoles, Frangaises et Italiennes ) etil y ena eu
tellement, prouvent le bien fond¢ de ces affirmations et confirment la valeur de la place
qu’occupe ce genre de composés ( terpenoides ) au sein de la famille des Labiées.

Ceci étant, il n’en demeure pas moins que cette famille de végétaux reste ausst une
source non négligeable d’un autre type de composés du métabolisme secondaire, composés
présents avec de trés faibles quantités ( quelques dizaines de ppm ) mais avec une diversité
structurale trés prononcée ; il s’agit des composés flavonoidiques et particuliérement leurs
formes aglyconiques ou les formes polyméthoxylées d’entre elles sont tres abondantes. Ces
aglycones de flavones sont certainement trés utiles et trés bénéfiques pour les végétaux et ce
a plus d’un titre d’ou I’intérét que peut tirer le végétal de la biosynthése de ces métabolites.

C’est dans un tel contexte qu’il est intéressant d’examiner le role de ces molécules
dans la relation du végétal avec son environnement. La valeur adaptative de celles-ci vis a vis
de I’attraction des pollinisateurs a ainsi €t¢ démontrée ( HARBORNE & SMITH 1978a,
1978b ) ; il en est de méme pour leur rdle photo protecteur du contenu cellulaire ( acides
nucléiques en particulier ) vis a vis des rayons UV-B de la lumiére solaire ( BREHM &
KRELL 1975 ; Mc LURE 1975 ; CALDWELL & al 1983 ), de leur fonction inhibitrice &
I’encontre de quelques micro-organismes ( phytoalexines : HARBORNE & INGHAM 1978 ),
des insectes et des herbivores ( JANZEN 1979 ) et d’autres especes végétales ( allélophathie :
SWAIN 1979 ). Leur r6le adaptatif en réponse aux conditions de milieu a été souligné
également chez certaines espéces du milieu aquatique ou bien aride qui accumulent des
flavonoides particuliers. Ces derniers peuvent étre sulfatés pour le premier cas ( HARBORNE
1976 ) alors que dans les zones arides, c’est plutdt aux aglycones polyméthoxylés, aglycones
de flavonoides trés lipophiles que I’on attribue ce role ( WOLLENWEBER 1985).

A partir de 13, il apparait que vraisemblablement I’accumulation de ce genre de
molécules peut donc constituer un témoin de la réponse du végétal a la pression de sélection
que le milieu exerce sur celui-ci depuis des générations de plantes aux cours desquelles elles
ont conservé les mutations utiles et pour ce qui concerne notre sujet celles affectant les
enzymes de type OMT ( O-Méthyl-Transférases ).



C’est sans doute afin de vérifier sinon de confirmer ces résultats ou ces citations, que
la quasi-totalité des especes appartenant a la famille des Labiées a fait I’objet de pas mal
d’investigations phytochimiques approfondies ou des biologistes mais aussi des chimistes et
des pharmaciens ont su a travers leurs travaux valoriser cet axe de recherche par le biais du
couple aglycones de flavones polyméthoxylés / Labiées.

Les résultats de ces différents travaux dont entre autre ceux de F.A.T. BARBERAN &
WOLLENWEBER E.( 1990 ) et de HARBORNE J.B. ( 1986 ) ont mis en évidence une
panoplie de structures d’aglycones flavonoidiques et ont montré et justifié le bien fondé de
’appellation sus-dite. A titre d’exemple, la molécule 5-hydroxy-6,7,4’-triméthoxyflavone ou
la flavone Salvigénine, a été découverte pour la premiére fois chez le genre Salvia ; il en est
de méme pour la molécule 5,3°,4’-hydroxy-6,7-diméthoxyflavone connue elle sous le nom de
Cirsiliol découverte elle chez le genre Teucrium.

Le présent travail rentre dans le cadre de cet axe de recherche et se veut une
contribution de notre part & la connaissance du contenu flavonoidique de quelques Labiées de
la flore d’Algérie trés méconnaissante jusque la et 1l sera présenté comme suit :

- Une premiére partie présentera tout d’abord un petit rappel de classification des
flavonoides sous un angle purement structural qui sera suivie par une étude bibliographique
approfondie mettant en valeur la place de ce genre de composés au sein de la famille des
Labiées et enfin, sera abord¢ particuliérement ce qui a été fait comme travaux concernant les

genres Mentha, Teucrium et Salvia sous un angle purement phytochimique et spécialement
leur contenu en flavonoides type aglycones.

- Une deuxieme partie sera consacrée aux rappels des méthodes et techniques
physico-chimiques diverses aussi bien celles utilisées pour I’obtention des composés

recherchés que celles utilisées pour 1’analyse structurale lors de la réalisation de ce travail
évidemment.

- La troisiéme partie constituera le “ corps ” de ce mémoire et ou sera étalé d’une
maniere la plus explicite possible I’ensemble des résultats obtenus suite & I’investigation
phytochimique orientée plut6t coté aglycones de flavones polyméthoxylés isolés et identifiés
chez M. logifolia, M. rotundifolia et M. pulegium pour le genre Mentha ; T. atratum Pomel et
T. flavum L pour le genre Teucrium et enfin S. balansue de Noé et S. phlomoides Asso pour le
genre Salvia. Sera abordé également dans cette partie quelques exemples de schémas de
biosynthése afin de les comparer avec les résultats trouvés.

- Enfin, une conclusion générale qui portera sur lecture attentive des différents
résultats obtenus et ce comparé a ce qui a €té fait et établi jusque 1a. Il sera question aussi
d’énumérer les spécificités des espéces étudiées a travers leur chimisme flavonoidique pour
enfin terminer avec les perspectives éventuelles a court, 4 moyen et & long terme. Cette

derniére sera suivie par des annexes ou seront indexés uniquement quelques spectres de
Masse et de R M.N.



PREMIERE PARTIE

FLAVONOIDES ET LABIEES :

CHIMIE ET DISTRIBUTION



A, CLASSIFICATIONS

1. ASPECTS CHIMIQUES DES FLAVONOIDES

Le terme « Flavonoide » pris dans son sens le plus large s’applique a des structures trés
diverses, a savoir :

- Phényl-2 Chromones : flavones , flavonols, flavanones et formes diméres
( biflavonoides )

- Phényl-2 Chromanes ( Flavanes ) : flavan-3 ols ( catéchols ) et
flavan-3 4-diols.

- Flavyliums : anthocyanes.
- Chalcones : formes isoméres « ouvertes » des flavanones.

- Aurones : homologues des flavones a hétérocycles pentagonales.

Les flavonoides sont largement distribués dans le régne végétal ou, considérés comme
des produits du métabolisme secondaires, ils existent, le plus souvent, sous la forme soluble
d’hétérosides. Leur diversité structurale est maximale chez les Angiospermes. La partie
osidique peut étre trés simple, réduite & un ose banal ou oligosidique ou quelques fois elle
porte des groupements acyles, on parlera alors des glucuronides.

Ceci étant, la forme O-hétéroside reste de loin la plus fréquente ; ici, la liaison entre la
génine ( ’aglycone ) et la partie osidique se fait préférentiellement par ’intermédiaire de
I’hydroxyle en 7 chez les flavones, par celui en 3 chez les flavonols, ce qui n’exclut pas
d’ autres possibilités notamment sur la position 4’ du cycle B.

La forme C-hétéroside ou la liatson s’établit entre le carbone anomérique de 1’ose et le
carbone 6 et/ou 8 de I’aglycone ( le plus souvent une flavone ) peut aussi exister.

Nous rappellerons a travers ce qui suit, quelques structures de flavonoides sous leurs
différentes formes ainsi que les structures de quelques formes aglyconiques isolées et
identifiées pour ’essentiel & partir des végétaux appartenant a la famille des Labiées.



Fig.1.1. Structures des squelettes de base des flavonoides.
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AGLYCONES DE FLAVONOLS

OH O Kaempférol

HO

OH O Myricétine

OH © Quercétagine OH © Patulétine

CH30 ON
OCH;

CH;0 OCH; Murrayanol
OH O

Fig.1.2 Structures de quelques flavonols classiques.
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Fig.1.4. Exemples de structures d'autres classes de flavonoides.



2. ASPECTS BOTANIQUES DES LABIEES

2.1. Liaisons entre quelques genres de Labiées

Si I’on excepte les genres Ajuga et Teucrium d’une part, les genres Rosmarinus et
Salvia d’autre part, les autres genres de la famille des Labiées offrent tous une corolle & deux
lévres et 4 étamines dont 2 plus grandes.

On peut établir un premier groupe de genres dont les caractéres communs sont d’avoir la
corolle presque réguliere a 4 lobes et en entonnoir, les 4 étamines presque égales et écartées
les unes des autres. Ce sont les genres Mentha, Preslia et Lycopus.

Le genre Preslia se rapproche du genre Mentha, auquel le réunissent plusieurs auteurs,
par ses étamines toutes fertiles et ses fruits arrondis au sommet. Le Lycopus, qui différe de ces
genres par ses étamines dont 2 sont presque réduites a leur filet et ses fruits & face supérieure
aplatie, offre, comme les Mentha, un calice a 5 divisions planes alors que celui du Preslia est
a 4 divisions concaves, portant une petite aréte au-dessous du sommet.

Les genres Rosmarinus et Salvia possedent en commun le caractere d’avoir seulement 2
étamines mais ils montrent des rapports avec les genres d’un autre groupe par leur corolle &
deux lévres, leurs étamines a filets dressés parallélement et 4 anthéres placées sous la lévre
supérieure de la corolle. Ces deux genres sont bien différents par leur port et en outre dans le
genre Salvia, les anthéres sont réduites & une seule loge.

Les genres Ajuga et T eucrium sont pris dans un petit groupe et sont remarquables par
leur corolle qui parait n’avoir qu’une seule lévre. Dans les 4juga, la lévre supérieure est
représentée par un petit lobe court et échancré tandis que celle des Teucrium est profondément
divisée en deux parties cohérentes avec les lobes de la Iévre inférieure si bien que celle-ci
semble étre & 5 divisions et que la lévre supérieure parait manquer. Par leurs 4 étamines a
filets paralleles, les extérieurs plus longs, leurs fruits arrondis au sommet, ils se relient a
certains genres comme le genre Brunella.

La figure qui suit illustre d’'une maniére trés explicite les genres de relation qui existent
entre les différents genres de Labiées Européennes tout en symbolisant le nombre d’espéce
par genre ( les Labiées d’Algérie ne peuvent aller que dans le méme sens & partir du moment
ou les climats ainsi que la nature des sols sont quasiment identiques du moins pour ce qui
concerne celles du sud de ’Europe ).



Fig.1.5. Liaisons entre les genres de Labiées — La surface de chaque cercle correspondant & un genre
est proportionnelle au nombre des espéces que renferme ce genre. Les traits pleins qui joignent les cercles les
uns aux autres indiquent les liaisons importantes entre les genres et sont d'autant plus courts que ces liaisons
sont plus grandes. Les traits interrompus indiquent des relations moins importantes. Les traits pointillés se
rapportent a des liaisons plus lointaines.



2.2. Affinités des Labiées avec les autres familles

Les Labiées ont avec les Borraginées des affinités trés nettes, en particulier par le fruit
semblablement composé de 4 parties qui renferment chacune une seule graine sans albumen
ou pourvue d’un albumen trés mince. On peut en somme les considérer comme des
Borraginées a fleurs irrégulieres. Elles ne s’écartent d’elles, en effet, en dehors de la forme de
la corolle, que par le nombre de leurs étamines réduites a 4, 2 grandes et 2 petites. D’ailleurs,

des Borraginées comme les Echiums montrent une transition par leur corolle irréguliére et
leurs étamines inégales.

Les Labiées offrent aussi par la symétrie de la corolle, le nombre et la disposition des
étamines quelques ressemblances avec la famille des Scrofularinées bien différente par la
constitution du fruit. La famille des Labiées montre d’autre part des rapports avec celle des
Acanthacées, des liens de parenté trés étroits avec la famille des Verbénacées et quelques
relations avec les Globulariées.
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B. LE COUPLE FLAVONOIDES / LABIEES :
RAPPELS LIES AUX TRAVAUX ANTERIEURS.

Trés connues pour leurs grandes potentialités métaboliques pour les huiles essentielles
d’ou le nom de plantes aromatiques, beaucoup d’espéces appartenant a la famille des Labiées
sont connues pour €tre une source tres importante de composés terpeniques. La littérature
mentionne la présence de monoterpenes, de diterpenes et quelques fois méme les composés
triterpeniques.

De ces trois classes de terpenes, ¢’est vraisemblablement les diterpenes qui sont et de
loin les plus présents au sein de cette famille. En effet, plusieurs travaux ont été effectuées et
ont mis en évidence la présence de beaucoup de molécules diterpeniques dont une grande
majorité est d’un type bien particulier appelé type Néoclerodane. De nos jours, on associe
souvent ce type de compos€s aux plantes appartenant a la famille des Labiées puisque c’est &
partir d’espéces de cette famille qu’une bonne partie si ce n’est pas la totalité de ces terpenes
Néoclerodanes ont été isolés et identifiés pour la premiére fois. Les travaux des équipes de
recherche notamment en Espagne, en Italie et en Turquie pour ne citer que ceux-1a, montrent
et de maniére trés explicite le bien fondé de ce genre d’affirmations.

Ceci étant, il n’en demeure pas moins que cette famille de plantes reste aussi une source
non négligeable d’un autre type de composés naturels d’origine végétale et qui ne sont rien
autre que les flavonotdes.

Tout comme les diterpenes, les flavonoides occupent une place de choix au sein des
Labiées et ce n’est sans doute pas par hasard qu’on associe la aussi souvent le couple flavones
polyméthoxylées-Labiées d’autant plus que beaucoup d’aglycones de flavones trés lipophiles
ont été citées pour la premicre fois dans la littérature et classées isolées et identifiées chez des
Labiées.

Dans ce contexte, que ce soit dans un but chimiotaxionomique ou tout simplement
d’identification structurale des composés flavoniques, plusieurs études ont €té menées et ont
permis d’établir avec beaucoup de détail les cartes flavoniques d’une multitude d’espéces de
cette famille. La aussi, c’est les Espagnols et a leur téte F.A. T-BARBERAN et coll,, les
Italiens et & leur téte G-SAVONA et coll ainsi que les Turques et & leur téte A-ULUBELEN
et coll.pour ne citer que les auteurs les plus connus, qui sont pour beaucoup dans la
connaissance du couple flavones-Labiées.
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A ce jour, environ 150 structures différentes de flavonoides sont affiliées aux seules
Labiées. La majorité d’entre elles sont des flavones et qui ne représentent pas moins de 60 %
des structures flavoniques identifiées. Les flavanones viennent en second lieu avec un taux se
situant au alentours des 20 %. Les flavonols occupent la troisiéme place avec ( 16 %) des cas
et enfin, les dihydroflavones, les chalcones et les isoflavones avec quelques rares citations
comme le montre le schéma qui suit.

B Flavones

Flavanones

e et AT PRI LD T Y AR AL AR 5 L A 2. %

O Flavonols

| O Autres

Fig.1.6. Proportions des différents aglycones issues des Labiées.
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Ces études ont touché une cinquantaine ( 50 ) d’especes et ce sur un total d’environ
deux cent (200) espéces répertoriées faisant partie de cette famille. Ainsi, a travers ces études,
il a été établie comme le montre le tableau qui suit, que parmi les flavonoides identifiés, les
aglycones de flavones sont pratiquement toujours présents et constituent le type de composés
le plus caractéristique des Labiées puisqu’il représente pas moins de ( 96 % ) de la totalité de
ces flavonoides.

Détectés dans seulement ( 35 % ) des especes €tudiées, les aglycones de flavonols ne
seront pas considérés comme des composés typiques tout comme les flavanones qui le sont
avec le méme pourcentage de présence.

Enfin, les dihydroflavones et les chalcones dans respectivement ( 11 et 09 % ) ne
peuvent en aucun cas pris comme étant des produits spécifiques aux Labiées.

120
100

Fig.1.7. Natures et proportions des aglycones flavonoidiques détectés chez les 50 espéces étudiées.

Au méme titre que les formes aglycones, les hétérosides affiliés a cette famille sont
distribués de maniére presque similaire que celle des formes aglyconiques.
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1. LES COMPOSES AGLYCONIQUES

1.1. Les aglycones de flavones

1.1.1. Les aglycones courantes

Largement détectés chez les Labiées, les aglycones de flavones se présentent sous
différentes formes, allant, en terme de nature de substitution de la plus simple structure
5,7,4’- triOH : Apigénine en passant par une structure intermédiaire comme le composé
5,7- diOH — 4’-OMe: Acacétine jusqu’a une forme polysubstituée telle que la flavone
5,3’ 4’-triOH-6,7,8-triOMe : Sidéritoflavone.

Ainsi, les flavones a base de ’aglycone Lutéoline ( 5,7,3’,4’-tetraOH ) y sont largement
représentées alors que celles a base de I’ Apigénine ainsi que ses homologues mono, di et
polyméthoxylés ont été souvent signalées présentes tout comme les composés OH-6 Lutéoline
et OMe-6 Lutéoline, composés trés fréquents chez les Labiées.

Sans prétendre énumérer tout ce qui a été fait concernant ce sujet, les exemples qui
seront donnés a travers ce qui suit peuvent éclairer de maniére appréciable tout lecteur
intéressé, ce qui permettra a juste titre d’avoir une idée plus ou moins compléte sur le couple
aglycones de flavonoides / Labiées.

En effet, la Salvigénine ( 5-OH-6,7,4’-triOMeflavone ) inscrite pour la premiere fois
dans la nomenclature des composés flavoniques, a été découverte chez le genre Salvia et a été
signalée chez les genres Teucrium, Rosmarinus, Ballota et d’autres genres de Labiées.

La flavone Népetine ( 5,7,3°,4’-tetraOH-6-OMe ) a elle aussi été identifiée pour la
premiére fois chez une espéce appartenant au genre Nepeta et signalée présente chez Salvia
et Rosmarinus .

Cette spécificité peut aussi étre énoncée pour |’aglycone de flavone connue sous le nom
de Sidéritoflavone ( 5,3°,4’-triOH-6,7,8-triOMe ), flavone décrite chez Sideritis en premier
lieu puis chez Mentha, Stachys et Thymus ou elle a ét¢ aussi signalée.

Les composés dihydroxylés en position 5 et 6, a peine détectés dans d’autres familles
ont été souvent signalés chez certains genres de Labiées. Ainsi, les aglycones de flavones :
Ladanéine ( 5,6-diOH-7,4’-diOMe), Thymonine ( 5,6,4’-triOH-7,8,3’-OMe ), Thymusine
( 5,6,4’-triOH-7,8-diOMe ) et la Pebreline ( 5,6-diOH-7,8,4’-triOMe ) I’ont été chez des
genres comme Mentha, Thymus, Origanum et d’autres Labiées. Ce genre de composés est
considéré comme une spécificité structurale des plantes appartenant 4 cette famille.
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A Pinverse du noyau A, le noyau B du squelette de la molécule flavonique est souvent
substitué en 3’ et 4’ et parfois 5° pour les composés détectés du moins jusqu’a présent. La
nature de ces substitutions reste préférentiellement soit hydroxylique ou méthoxylique. Les
flavones ayant un noyau B substitué en 2’ et 6’isolées et identifiées dans ce contexte sont
plutot rares et le seul genre mentionné reste uniquement le genre Scutellaria.

Les deux tableaux qui suivent énumeérent la liste des aglycones de flavones isolés jusque
1 et ce 4 partir de plantes de la famille des Labiées.

Ne COMPOSES NOM TRIVIAL
Al 5,7,4’-trihydroxyflavone Apigénine
A2 5,7-dihydroxy-4’-méthoxyflavone Acacétine
A3 5,4’-dihydroxy-7-méthoxyflavone Genkwanine
Ad 5-hydroxy-7,4’-diméthoxyflavone

AS 5,7,4’-trihydroxy-6-méthoxyflavone Hispiduline
A6 5,7-dihydroxy-6,4’-diméthoxyflavone Pectolinarigénine
A7 5,7,4’-trihydroxy-8-méthoxyflavone

A8 5,7-dihydroxy-6,8,4’-triméthoxyflavone Nevadensine
A9 5,4’-dihydroxy-6,7-diméthoxyflavone Cirsimaritine
Al10 5-hydroxy-6,7,4’-triméthoxyflavone Salvigénine
All 5,4’-dihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone Xanthomicrol
Al2 5-hydroxy-6,7,8,4’ -tetraméthoxyflavone Gardénine-B
Al3 5,6,4’-trihydroxy-7-méthoxyflavone Sorbifoline
Al4 5,6-dihydroxy-7,4’-diméthoxyflavone Ladanéine
AlS 5,6,4’-trihydroxy-7,8-diméthoxyflavone Thymusine
Alé6 5,6-dihydroxy-7,8,4’-triméthoxyflavone Pebrelline
Al7 5,6,7-trihydroxy-4’-méthoxyflavone

Al8 5,6,7,4’-tetrahydroxyflavone Scutellarine
Al9 5,6,7,4’-tetraméthoxyflavone

A20 5,7,8,4’-tetrahydroxyflavone Isoscutellarine
A2l 5,8,4’-trihydroxy-7-méthoxyflavone Salvitine

Tab.1.1. Liste des composés a base d’Apigénine.
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Ne COMPOSES NOM TRIVIAL
L1 5,7,3’ 4’-tetrahydroxyflavone Lutéoline
L2 5,7,4’-trihydroxy-4’-méthoxyflavone Diosmétine
L3 5,7,4’-trihydroxy-3’-méthoxyflavone Chrysoériol
L4 5,7,4 -trihydroxy-6,3’-diméthoxyflavone Jacéosidine
LS 5,7,3’ 4’-tetrahydroxy-6-méthoxyflavone Népetine
L6 5,7-dihydroxy-6,3’,4’-triméthoxyflavone Eupatiline
L7 5,4’-dihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone
L8 5,3’-dihydroxy-7,4’-diméthoxyflavone Pilloine
L9 5,3’,4’-trihydroxy-7-méthoxyflavone
L10 5-hydroxy-7,3’,4’-triméthoxyflavone
L11 5,4’-dihydroxy-6,7,3’-triméthoxyflavone Cirsilinéol
L12 5,3’-dihydroxy-6,7,4’ -triméthoxyflavone Eupatorine
L13 5,3’ 4’-trihydroxy-6,7-diméthoxyflavone Cirsiliol
L14 5-hydroxy-6,7,3’,4’-tetraméthoxyflavone
L15 5,6,7,3’,4’-pentahydroxyflavone
L16 5,6,7,3’,4’-pentaméthoxyflavone Sinensétine
L17 5,7,8,3’,4’-pentaméthoxytlavone Isosinensétine
L18 5,6,4’-trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone
L19 5,6,3’-trihydroxy-7,4’-diméthoxyflavone Nuchensine
L20 5,6,3’,4’-tetrahydroxy-7-méthoxyflavone Pédalitine
L21 5,6-dihydroxy-7,3’ 4’ -triméthoxyflavone
L22 5,6,7-trihydroxy-3’,4’-diméthoxyflavone
L23 5,6,4’-trihydroxy-7,8,3’-triméthoxyflavone Thymonine
124 5,6-dihydroxy-7,8,3’,4’-tetraméthoxyflavone
L25 5,4’-dihydroxy-6,7,8,3’ -tetraméthoxyflavone
L26 5,3’-dihydroxy-6,7,8,4’-tetraméthoxyflavone Gardénine-D
L27 5,3’,4’-trihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone Sidéritoflavone
128 5-hydroxy-6,7,8,3°,4’-pentaméthoxyflavone 5-0-Desméthylnobiletine

Tab.1.2. Liste des composés & base de Lutéoline.
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1.1.2. les aglycones rares

Ces aglycones de flavones qui du point de vue structure ne sont ni 4 base d’Apigénine ni
a base de Lutéoline comme a I’accoutumeée, ne peuvent en aucun cas de figure prises pour étre
des flavones spécifiques aux Labiées. Ceci provient du fait que leur citation restent a ce jour
trés limitées. Le tableau suivant énumére la liste de ce genre de composés et qui sont en
nombre de 22 flavones.

Ne° COMPOSES NOM TRIVIAL
F1 5,7-dihydroxyflavone Chrysine
F2 5-hydroxy-7-méthoxyflavone Tectochrysine
F3 5 ,7-dihydroxy-2’-méthoxyflavone

F4 5,7,2°,6’-tetrahydroxyflavone

F5 5,6,7-trihydroxyflavone Baicaline
F6 5,7-dihydroxy-6-méthoxy flavone Oroxyline
F7 5,6,7-triméthoxyflavone

F8 5,7,2’-trihydroxy-6-méthoxyflavone

¥9 5,7,8-trihydroxyflavone Norwogonine
F10 5,7-dihydroxy-8-méthoxyflavone Wogonine
F11 5-hydroxy-7,8-diméthoxyflavone

F12 5,8-dihydroxy-6,7-diméthoxyflavone

F13 5,7,8,2’-tetrahydroxyflavone

F14 5,8,2’-trihydroxy-7-méthoxyflavone

F15 5,7,2’-trihydroxy-8-méthoxyflavone Scutevuline
F16 5,2’-dihydroxy-7,8-diméthoxyflavone

F17 5,2’-dihydroxy-7,8,6’-triméthoxyflavone Rivularine
F18 5-hydroxy-7,8,2°,6’-tetraméthoxyflavone Altisine
F19 5,2’-dihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone

F20 5,2’-dihydroxy-6,7,8,6’-tetraméthoxyflavone Skulicapflavile
F21 5-hydroxy-6,8-diméthoxyflavone

¥22 5,8,2’-trihydroxy-6,7-diméthoxyflavone

Tab.1.3. Liste des flavones trés peu citées.
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1.2, Les aglycones de flavonols

La diversité structurale des flavonols n’est pas aussi grande comparée a celle des
flavones. Mis a part les positions 5 et 7 du noyau A , 3’ et 4’ du noyau B et bien siir la position
3 du noyau C ou de I’hétérocycle qui peuvent étre le siége d’une substitution de nature
hydroxylique ou méthoxylique pour A et B et principalement méthoxylique pour C, d’autres
flavonols ayant plus encombrés surtout sur A comme c’était le cas pour les flavones ( sauf peut
étre la position 6 ) n’ont pas été signalés chez des espéces de Labiées du moins a ce jour.

Le Kaempférol ( 3,5,7,4 -tetraOH ) et la Quercétine ( 3,5,7,3’,4’-pentaOH ) détectés
mais sous leur forme hétérosidique donc obtenus aprés hydrolyse acide ainsi que quelques
flavonols souvent bloqués en position 3 par un méthoxyle, ’ont été que chez un nombre trés
limité de plantes.

Le tableau qui suit mentionne les aglycones de flavonols isolés et identifiés a partir
principalement des parties aériennes de plantes appartenant 4 la famille des Labiées.

Ne COMPOSES NOM TRIVIAL
1 3,5,7,4’-tetrahydroxyflavone Kaempférol

2 5,7,4’-trihydroxy-3-méthoxyflavone Isokaempféride
3 5,4’-dihydroxy-3,7-diméthoxyflavone Kumatakenine
4 3,5,7,3’ 4’ -pentahydroxyflavone Quercétine

5 3,5,7,4’-tetrahydroxy-3’-méthoxyflavone Isorhamnétine
6 3,5,4’-trihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone Rhamnazine
7 5,3’-dihydroxy-3,7,4’-triméthoxyflavone Ayanine

8 5-hydroxy-3,7,3",4’-tetraméthoxyflavone Rétusine

9 5,4’-dihydroxy-3,6,7,3’-tetraméthoxyflavone

10 S-hydroxy-3,6,7,3’,4’-pentaméthoxyflavone Artémétine
11 3,5,6,7,8,2°,4°,5’-nonaméthoxyflavone Purpurascenine

Tab.1.4. Liste des flavonols détectés chez des Labiées.
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1.3. Les autres formes aglyconiques

Les autres formes flavonoidiques signalées présentes au sein des Labiées et ’ont été
que rarement, énumérer leur structure sur un tableau ne nous semble pas nécessaire sauf peut
étre une structure qui reste tellement rare et particuliére d’autant plus que ce flavonoide n’a
été détectée que chez cette famille et spécialement chez Mentha, il s’agit d’un biflavonoide
connu sous le nom de Amentoflavone.

Fig.1.8. Structure de I'Amenthoflavone.
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2. LES FORMES HETEROSIDIQUES

Quoique ¢a ne rentre pas directement dans nos préoccupations, il est tout de méme
nécessaire de mentionner quelques données sur les hétérosides des Labiées.

En effet, tout comme pour les formes aglyconiques, la majorité des hétérosides
identifiés sont des hétérosides de flavones et a un degré moindre de flavonols. Ceci étant, la
position privilégiée pour la fixation de la partie osidique est automatiquement la position 7
alors que pour les autres positions, quelques hétérosides correspondants ont €té signalés ou la
position 3 I’emporte majoritairement quoique d’autres positions sont a signaler.

A ce sujet, la littérature mentionne le travail remarquable et tres complet eftectué par
’équipe de F.A.T. BARBERAN en 1988 et qui a portée sur la distribution des glycosides de
6-hydroxy, des glycosides de 6-méthoxy et de 8-hydroxyflavones au sein des Labiées et des
Scrophulartacées.

Notons enfin que les formes C-hétérosides sont relativement bien présentes surtout le
composé 5,7,4’-trihydroxyflavone 6,8-Di-C-glucoside ou Vicenine-2.

D’un point de vue purement structurale pour ce qui est de ce genre de composés, il a été
établit qu’il existe souvent une relation entre la chimie des flavonoides et la systématique des
plantes que ce soit au niveau des familles, des genres ou des sous genres. Ainsi, I’analyse des
flavonoides constitue un support non négligeable pour la classification des plantes.

Concernant les Labiées et sans entrer dans les détails, I’étude des aglycones a permis de
confirmer qu’il existe bel et bien une relation entre les genres Acinos, Mentha, Origanum,
Thymus et Satureja. En effet, ces différents genres peuvent constituer un groupe a part au sein
méme de cette famille juste parce qu’ils accumulent tous les aglycones de flavones de type
5,6-diOH-7,8-diOMe.

Tout comme les aglycones, les hétérosides peuvent aussi avoir cette propriété ; le cas du
genre Teucrium est sur ce point tres significatif. Ainsi, la section 7eucrium accumule un
glycoside de flavonol qui lui est bien spécifique alors que 1’hétéroside Diosmine est
spécifique 2 la section Scordium tout comme le glycoside Cirsimaritine-4’-glucoside qui reste
affiliée spécialement a la section Stachybotrys .
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C. PARTICULARITES DES GENRES :
MENTHA , TEUCRIUM ET SALVIA.

Ces trois genres spécialement, du fait de leur grande diversité botanique surtout dans le

bassin méditerranéen ( rives nord et sud ) occupent au sein de la littérature phytochimique du
couple Labiées-Flavonoides une place de choix. Ainsi, les genres Mentha, Teucrium et Salvia,
a eux seuls ont fait I’objet d’'une multitude de travaux a travers leurs especes respectives.

D’autre part, ces trois genres et a degré moindre les genres 7hymus et Origanum

constituent pour la Pharmacopée aussi bien traditionnelle que moderne une grande source de
produits biologiquement actifs que ce soit dans le domaine de la phytothérapie ou de la
cosmétologie pour ne citer que cela.

1. LE GENRE MENTHA

Le genre Mentha, comparativement aux deux autres genres n’est pas bien fourni en

matiére du nombre d’espéces. Effectivement, mis a part les especes M. pulegium,

M. suavolens ( M.rotundifolia ), M. aquatica, M. longifolia et M. spicata considérées comme
pures, beaucoup d’autres espéces appartenant a ce genre et résultant généralement suite a des
opérations de croisement entre espéces pures ont aussi fait I’objet de quelques travaux. Le
tableau suivant ne mentionne que les composés isolés et identifiés chez les espéces pures.

Ne LOCALISATIONS REFERENCES
Al M. piperita, M. aquatica (11), (110), (16)
A2 M. piperita, M. longifolia, M. aquatica (11), (110), (11), (16)
Al0 M. piperita, M. citrata (8), (110), (63)
All M. piperita (8), (110)

Al2 M. piperita, M. citrata (8), (110), (63)
Al3 M. piperita (8), (110)

Al4 M piperita (8), (110)

AlS M. piperita ~ (8), (110)

Al6 M. piperita (8), (110)

Al9 M. citrata (63)

L1 M. piperita, M. aquatica (8), (110), (16)
L2 M. spicatu (8), (75)

118 M. longifolia, M. spicata, M. suaveolens (8), (75), (11)
1.21 M. piperita (8), (110)

L23 M. piperita, M. longifolia, M. spicata, M. suaveolens (8), (110), (75), (11), (10)
L24 M. piperita (8), (110)

L.26 M. piperita (8), (110)

L27 M. piperita (8), (110)

1.28 M. piperita (8), (110)

Tab.1.5. Aglycones de flavones du genre Mentha.
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Un simple regard du contenu de ce tableau permet de classer I’espece M. piperita
comme étant la plus riche en matiére de composés flavoniques. A travers la diversité de ces
aglycones flavoniques, cette espece, travaillée a maintes reprises par B. Voirin et coll. et qui
d’ailleurs a tellement travaillé sur ce sujet, a permis d’établir une carte flavonique assez
compléte pour tout le genre Mentha.

En effet, la flavone 5,6,4’-triOH-7,8,3’-triOMe ( Thymonine ), quasiment présente fait
d’elle le composé ou la flavone typique de ce genre ; cela ne veut pas dire qu’elle soit absente
ailleurs. Elle est suivie de pres par la 5,6,4’-triOH-7,3’-tiOMeflavone qui peut aussi étre
considérée comme flavone trés commune. Hormis ces deux composés, tous les autres
aglycones de flavones & base de Lutéoline, sont distribués d’une maniére plus ou moins
appréciable dans ce genre.

L’ Apigénine et ses homologues, mis a part la 5,7-diOH-4’-OMe flavone ( Acacétine )
trés représentée, ne sont pas tellement communes a toutes les especes puisque elles ne sont
détectées que chez uniquement M. piperita pour I’aglycone 5,6-diOH-7,8,4°-triOMeflavone
( Pebrelline ) ou la §,6,7,4’-tetraOMeflavone chez M. citratu.

Finalement, les aglycones de flavones détectés chez le genre Mentha, présentent des
modes de structures ( cycle A ) qui rentrent parfaitement dans le contexte général énonce pour
le couple Labiées-Flavonoides par tous les auteurs ; ceci est vérifié aussi bien pour les
molécules a base d’ Apigénine que pour les molécules a base de Lutéoline. Plus que ¢a, il y a
autant d’homologues de la premiére que d’homologues de la seconde référence.

2. LE GENRE TEUCRIUM

Le genre Teucrium qui renferme pas moins de 300 especes dont 49 d’entre elles
poussent sur les deux rives du bassin méditerranéen, a cause des difficultés rencontrées dans
I’établissement de la systématique botanique de certaines de ses espeéces, a donné lieu & un
classement un peu spécial puisqu’on parle de notion de Section avant méme de passer aux
espéces. Ainsi, plusieurs travaux effectués notamment par J.B.Harborne et coll. ( 1986 ) qui
dans une étude chimiotaxionomique mettant en cause un nombre de 42 especes différentes de
Teucrium, ont permis de faire figurer au sein du classement de ce genre la notion de Section.

C’est vraisemblablement pour cette cause ajoutée au nombre important d’espéces
appartenant a ce genre que le nombre de citations s’y rapportant dépasse et de loin celui relatif
au genre Mentha ou Salvia.

Le tableau suivant €énumere d’une fagon tres précise pour ce genre, la nature et la
distribution des aglycones de flavones et autres formes aglyconiques isolés et identifiés a ce
jour a travers le monde. A part I’étude citée en haut et qui avait comme principal objectif la
comparaison des cartes flavoniques de différents 7eucriums, les autres travaux ont pour
Pessentiel porté sur les diterpenes type Néoclerodane et par I’occasion mis I’index sur les
quelques flavones aglyconiques ou autres flavonoides qui se sont présentées.

2
8%



N° DISTRIBUTION REFERENCES
1°) Composés trés communs (Sections et espéces)
Al (38), (107), (6), (85), (69)
A9 (38), (81), (6), (117), (83), (76)
L1 (38), (107), (70), (85)
L11 (38), (6)
L13 (38), (6), (83), (79), (89), (101)
2°) Composés peu communs (Sections)

Al10 T.Scorodonia, T.Chamaedrys, T.Polium (38), (81), (6), (78), (76)
A20 T.Chamaedrys (38)

L2 T.Scordium, T.Chamaedrys, T.Polium (38), (6)
L14| T.Stachybotrys, T.Chamaedrys, T.Scorodonia, T.Scordium (38), (77)
L15| T.Stachybotrys, T.Scorodonia, T.Chamaedrys, T.Polium (38)
L17 I.Chamaedrys (38)

Q1 T.Teucrium, T.Scorodonia, T.Chamaedrys, 1.Polium (38)

Q2 T.Teucrium, T.Chamaedrys, T.Polium (38)

3°) Composés rares (espéces)

A2 T.polium,T. japonicum (70), (117)

A4 T polium (70)

A6 T.chamaedrys (101)
Al8 T.nuchense (85)

L12 T.polium, T.pseudochamaepitus (70), (77)

L19 T.nuchense (85)

FS T nuchense (85)

Ki T.polim (81)

Tab.1.6. Aglycones de flavones du genre Teucrium.
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Visiblement, en plus de I’ Apigénine et de la Lutéoline présentes dans pratiquement tous
les Teucrium cités, les aglycones de flavones et qui sont en nombre de trois a savoir le
composé 5,3’,4’- triOH - 6,7 - diOMeflavone ( Cirsiliol ), le composé qui lui est homologue
et qui est 5,4’- diOH - 6,7,3’- triOMeflavone ( Cirsilinéol ) et enfin mais plutét moins
présent, [’aglycone 5,4’- diOH - 6,7-diOMetlavone ( Cirsimaritine ) sont les composeés les
plus communs pour ce genre.

D’autres types de molécules tel que la 5,7,8,3,4’- pentaOHflavone ( Hypolaétine ) ou
la 5,6,7,3°,4’- pentaOHflavone détectées quelques fois chez ce genre, ne 'ont été ni chez
Mentha ni chez Salvia. Notons enfin que la 5,6,3’- triOH - 7,4’-diOMeflavone ( Nuchensine )
a été découverte pour la premiere fois chez Teucrium nuchense.

La seconde remarque que tout lecteur peut faire a travers un simple regard sur le
contenu du tableau ci dessus réside dans le fait que quelques formes d’aglycones de flavonols
sont signalées présentes dans certains cas.

Ces composés considérés comme étant tres rares au sein de toute la famille des Labiées
ont pourtant pu étre détectés chez quelques especes de Teucrium. Simplement, ces trois
aglycones de flavonol et qui sont : la 3,5,7,4°- tetraOH- 3°-OMeflavone ( Isorhamnétine ), la
3,5,7,4’- tetraOHflavone ( Kaempférol ) et la 3,5,7,3°,4’- pentaOHflavone ( Quercétine ) I’ont
été mais aprés hydrolyse acide de leurs hétérosides respectifs.

3. LE GENRE SALVIA

Connu pour les profanes sous le nom de Sauge, le genre Salvia dépasse de tres loin tous
les autres genres de la famille des Labiées en terme du nombre d’especes et ¢’est sans doute le
genre qui a fait I’objet des premiéres investigations phytochimiques comparativement aux
autres genres.

Effectivement, dés 1958, Semreau et coll.,, dans un but purement chimiotaxionomique a
ouvert la voie pour ce genre d’études. A partir de 1a, la littérature mentionne plusieurs travaux
et jusqu’a aujourd’hui, on continue a travailler sur le couple Safvia-Flavonoides.

Parmi les citations les plus intéressantes, ¢’est probablement celle établie par T.Adzet et
coll. en ( 1988 ) ainsi que celle effectuée par T.E.Wollenweber et coll. en ( 1981 ) qui peuvent
constituées 1’essentiel des travaux puisque ils ont touché beaucoup d’espéces du genre Salvia.

Le tableau qui suit mentionne uniquement les composés 1solés et identifiés chez
seulement une ou deux especes de ce genre de plantes alors que pour les autres composés, une
simple citation est largement suffisante vu leur distribution et il s’agit des aglycones de
flavones de type Apigénine et de Lutéoline ( A1, A3, A4, A10 et L1 ) et des flavones
aglyconiques ( AS, A9, L3, L5, L11, L12 et L13 ) détectées a hauteur de plus de 75 % pour
les premiéres et a plus de 50 % pour les secondes.
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N° COMPOSES REFERENCES
A2 S.sclarea, S.yosgadensis (102), (94)
L2 S.reptans, S.tomentosa, S.candidissima (26), (96), (92)
L4 S.tomentosa, S.soussae, S.tribola (1), (96), (97), (24)
L6 S.palaestina, S.cardiophylla, S.limbatu (61), (34), (103)
Lo S.lavandulaefolia, S.euphratica, S.officinalis (13), (53), (105)
14 S.palaestina, S.cardiophylla, S.limbutu (61), (34), (29)
A6 S.yosgadensis, S.limbata (94), (90)
Composés détectés chez une seule espéce

Al4 S.cyanescens (31)
Al9 S.officinalis (10)
A21 S.plebeiu (116)

L7 S.patens (114)

L8 S.palaestina (61)

L10 S.virgata (95)

L18 S.thymoides (57)

L19 S.urolepis (28), (74)
L20 S.amarissima (55)

L21 S.tribola 1)

L22 S.tribola (57)

F22 S.palaefolia (33)

Tab.1.7. Aglycones de flavones du genre Salvia.

Concernant le genre Salvia, la distribution des différents aglycones de flavones est sur le
fond la méme que chez les deux autres genres mais avec quelques spécificités. En effet, la
flavone 5-OH-6,7,4’-triOMeflavone ( Salvigénine ), découverte en premier lieu chez Salvia,
reste la molécule la plus fréquente alors que quelques autres formes de structures, absentes
ailleurs, ont pu étre détectées ici sauf la combinaison 5S-OH-6,8-diOMeflavone qui jusqu’a
présent n’a pas été signalée.

La aussi, quelques aglycones de flavonols ont été isolés et identifiés et ce aprés
hydrolyse acide de leurs hétérosides respectifs bien entendu.
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CONCLUSION

Il ressort & travers une lecture trés attentive des tableaux ci dessus et énumérant les
structures des produits flavonoidiques isolés et identifiés chez les genres Mentha, Teucrium et
Salvia que bien qu’il existe des ressemblances, il s’aveére que concernant particuliérement le
noyau A, chaque genre garde certaines particularités qui font de lui un genre spécifique pour
quelques structures flavoniques. C’est I’évidence méme puisque ces composés sont
considérés pour les végétaux comme étant des marqueurs biogénétiques. Le tableau qui suit
mentionne les différentes possibilités structurales vérifiées jusque la chez ces trots genres.

Substitutions du noyau A | Genre Mentha Genre Teucrium Genre Salvia
5-OH-7-OMe (-) (+++) (+++)
5,7-diOH (+++) (+++) (+++)
5-OH-6,7-diOMe (+) (+++) (+++)
5,7-diOH-6-OMe (-) (++) (+)
5,6-diOH-7-diOMe (++) (+) (+)
5,8-diOH-7-OMe (-) (+) (-)
5,6,7-triOMe (-) (+) (-)
5-OH-6,8-diOMe (-) (+) (-)
5,6,7-triOH (+) (+) (+++)
5,7,8-triOH (-) (-) (++)
5,6-diOH-7,8-diOMe (+++) (-) (-)
5-OH-6,7,8-triOMe (+++) (-) (-)

Tab.1.8. Modes de substitutions possibles ( noyau A ) chez les trois genres.
(++...) : nbre de molécules.



Avant de terminer avec cette partie, il est utile d’énumérer quelques points liés aux
aspects et intéréts économiques affiliés a ce sujet.

En effet, les Labiées et spécialement les genres Mentha, Thymus, Lavandula, Origanum
ainsi que quelques Teucrium sont cultivés afin d’en extraire beaucoup plus leurs huiles

essentielles.

Leurs flavonoides peuvent étre intéressant puisque quelques uns d’entre eux sont utilisés
en pharmacie pour leurs effets anti-inflammatoires et anti-spasmodique ou en cosmétologie
comme ¢’est le cas de certains composés dérivés essentiellement de la Lutéoline pour réduire
I’hyperpigmentation de la peau.

L’industrie alimentaire utilise elle aussi ce genre de produits comme antioxydants et
inhibiteurs d’enzymes. Pour cela et a titre d’exemple, aprés avoir terminer avec les huiles
essentielles, les déchets peuvent étre une source importante de flavonoides biologiquement
actifs d’ou leur récupération.

En plus de ce qui a été décrit, ces dernieéres années plusieurs travaux de recherches ont
porté sur les flavonoides en vue de rechercher des composés anti-inflammatoires, anti-
allergiques, hépatoprotecteurs, anti-hypertenseurs, antiviraux et anti-tumoraux et d’établir la
relation structure-activité pour enfin envisager un éventuel mécanisme d’action.



DEUXIEME PARTIE

MATERIEL ET METHODES



L’objectif de tout travail de recherche étant fixé des le début ; les moyens mis en ceuvre pour
sa réalisation doivent étre choisis en conséquence. Ainsi pour une investigation phytochimique qui
consiste principalement a I’isolement et I’identification structurale de produits naturels & partir de
végétaux, il est nécessaire, voire méme indispensable de bien choisir la partie du matériel végétal et
en fonction de la nature des produits recherchés adapter et optimiser les techniques ou les méthodes
physico-chimiques nécessaires.

Le second point qui a son importance aussi reste sans doute le point li¢ au facteur disponibilité
du matériel végétal et bien sir des moyens dont a besoin le chercheur en matiére de produits
chimiques et d’appareillage.

Les méthodes d’obtention qui sont pour I’essentiel d’ordre chromatographiques et
d’identifications structurales ( principalement spectrométriques ) des produits ainsi isolés qui seront
certainement utilisées ne le seront pas d’une maniére systématique du moment que pour chaque
probléme posé, telle ou telle méthode sera utilisée avant ou apres 1’autre.

A. MATERIEL VEGETAL

Le choix du matériel végétal n’est en aucun cas fait d’une maniére aléatoire méme si I’objectif
est préalablement fixé. En plus du facteur disponibilité, des recherches bibliographiques
approfondies liées a ce dit matériel doivent étre faites avant d’entamer quoique ce soit afin de
garantir au moins une certaine originalité du travail et ce quelque soit les résultats qui seront
obtenus. Un autre point trés important qu’il faut toujours vérifier tout au début et qui consiste a
s’assurer que le végétal choisi contient bien les produits qu’on se propose d’étudier. Ce dernier
point consiste a faire des screening permettant d’évaluer ¢t d’apprécier a sa juste valeur ou a la
limite d’une maniére plus ou moins approximative le contenu de la plante aussi bien sur le plan
quantitatif que qualitatif.

La période et le lieu des récoltes doivent aussi €tre bien choisies car rien que pour la période, il
faut effectuer les récoltes au moment de la floraison et elle se situe pour ce qui nous concerne
généralement entre les mois d’Avril a Juillet selon le lieu de la station de récolte.

Les produits qu’on se propose d’étudier ne sont pas contenus de la méme fagon dans les
différentes parties du végétal. Alors qu’ils sont vraisemblablement synthétisés au niveau des
plastides cytoplasmiques, ils s’accumulent dans le suc vacuolaire du mésophile et I’épiderme des
feuilles et aussi dans la cuticule épidermique des fruits ; ils peuvent exister parfois dans les racines.
Ceci dit, lors des récoltes, n’a été prise en considération que la partie aérienne dont principalement
les feuilles.

Une fois fixé sur la nature de la plante a étudier, les feuilles ainsi récoltées seront bien séchées
a ’abris de la lumiére et des courants d’atr ; ce n’est qu’au moment du commencement de la
pratique phytochimique qu’on peut au besoin les broyer et jamais pas avant. L opération extraction
peut donc étre mise en ceuvre sans le moindre risque.
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B. METHODES UTILISEES

La nature des produits recherchés et leurs comportements imposent une conduite a tenir vis a
vis de la plante et de ses différents extraits,

A titre d’exemple, les aglycones de flavones de part leur nature trés lipophiles ne nécessitent
pas une extraction hydro alcoolique au départ comme a I’accoutumée, c’est a dire pour d’autres
familles de produits naturels. Il en est de méme pour leur identification structurale qui reste trés
spécifique si bien que de nos jours, les laboratoires spécialisés dans ce domaine disposent de
matériel trés adéquat garantissant du coup un gain de temps et d’argent appréciable ; il s’agit des
couplages (HPLC/UV , HPLC /SM et HPLC / RMN ) a I’échelle préparative ou semi préparative
permettant ainsi d’effectuer tout le travail sur de petites quantités de plantes ou d’extraits.

1. MODE D’OBTENTION DES PRODUITS RECHERCHES

1.1. Extractions

L’obtention d’une substance naturelle a partir de végetaux nécessite souvent une extraction
avec un solvant approprié. Cette extraction peut étre de nature continue
( percolation ou entrainement a la vapeur ) ot ’extracteur Soxhlet est de loin le plus utilisé, elle
peut étre aussi de nature discontinue. Cette derni€re consiste a laisser macérer le végétal dans un
solvant, 4 température ambiante, a chaud ou méme parfois porter le tout a €bullition pour en extraire
les constituants solubles. Un extrait est ainsi obtenu apres bien évidemment I’évaporation totale du
solvant.

Souvent, cette extraction est suivie par une ou plusieurs autres. Simplement et a la différence
de la premiére, c’est des extractions liquide-liquide s’effectuant dans des ampoules a décanter. Ces
derniéres consistent a transférer qualitativement et quantitativement le ou les produits recherchés
tout en évitant au maximum d’y transférer avec tout produit autre que ceux recherchés. Le choix du
solvant d’extraction devient dés lors impératif.

Enfin, comme le transfert dépend du coefficient de partage et de I’efficacité de chaque
extraction ( vitesse de transfert ), on peut toujours vérifier que cette opération est achevée en
évaporant une partie de la derniére extraction, ce qui permet d’évaluer la quantité du résidu.



1.2. Séparations chromatographiques

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences
d’affinité des substances a analyser a ’égard de deux phases, I’une stationnaire ou fixe, I’autre
mobile. Selon la technique chromatographique mise en jeu, la séparation des composants entrainés
par la phase mobile résulte, soit de leur adsorption et de leur désorption successive sur la phase
stationnaire, soit de leur solubilité différente dans chaque phase dans le cas ou les deux phases sont
des hquides.

Il existe plusieurs méthodes de séparations chromatographiques et ¢’est en fonction de
I’objectif fixé au préalable et de la faisabilité de la méthode qu’est utilisé une colonne ( C.C ), une
couche mince ( C. C. M ) ou du Papier ( C. papier ). Enfin, la chromatographie liquide a haute
pression ( C. L. H. P ) et la C. P. G, qui se présentent comme étant des techniques instrumentales
basées sur les mémes principes que ceux de la chromatographie classique sur colonne sont de plus
en plus utilisées. Il ne sera mentionné dans ce qui suit que les méthodes utilisées lors de la
réalisation de ce présent travail.

1.2.1. Chromatographie sur colonne ( C. C )

Alors que toutes les autres méthodes chromatographiques sont habituellement employées pour
I’analyse, la séparation ou la purification de faibles quantités de produits, la C. C peut étre une
méthode préparative; elle permet, en effet, la s€paration des constituants d’un mélange et leur
isolement, a partir d’échantillons dont la masse peut atteindre parfois jusqu’a plusieurs grammes.

Dans notre cas, il a ét¢ question de deux CC bien distinctes a savoir :

- CC de Polyamide SC6 : utilisée en premier lieu, elle permet de dégraisser I’extrait, d’¢liminer les
pigments chlorophylliens et autres produits ne faisant pas I’objet de ce travail et bien sir dans la
mesure du possible, départager le tout en bloc de composés plus ou moins similaires. Sur ce dernier
point, on arrive facilement a départager par exemple le bloc contenant les aglycones tres lipophiles
des autres aglycones et des hétérosides.

- C. C de Silice SiO; : autant la premiére est toujours utilisée, cette colonne ne I’est que quand il y
a des affinités entre les composés a chromatographier et ce support..Cette technique permet parfois
d’obtenir des produits relativement purs.

- C. C de Séphadex LH20 : a I’inverse des autres colonnes, celle-ci fonctionne en terme de tamis
moléculaire et ¢’est en fonction de leur poids moléculaire que les produits sont €lués. Cette
technique est utilisée pour ce qui nous concerne uniquement en dernier lieu avec comme objectif
principal une ultime purification des produits isolés.
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1.2.2. Chromatographie sur Papier ( C. P )

La chromatographie sur Papier Wattman n°3 ou autre est une méthode de séparation dont la
technique est semblable a celle sur couche mince, mais dont le principe repose surtout sur des
phénomeénes de partage. La phase mobile est le plus souvent une solution a base d’eau ; la phase
stationnaire est constituée par 1’eau elle-méme, adsorbée sur la cellulose du papier ou liée
chimiquement 2 elle. Elle peut selon le cas étre utilisée sous sa forme monodimensionnelle ou
bidimensionnelle et analytique ou préparative tout comme les C.C.M.

Cette méthode permet d’avoir de trés bons résultats si les composés ou les produits a séparer
( flavonoides )sont sous leurs formes hétérosidiques sinon, le fait que cette derniere débarrasse la
fraction ou I’extrait & chromatographier de pas mal de composés acides phénols qui accompagnent
souvent les flavonoides, facilite énormément le travail.

Enfin, bien qu’elle soit trés bénéfique, elle est partois ignorée au dépend d’une autre méthode

pour une raison pratique et bien connue par ses utilisateurs et qui réside dans le fait qu’il n’est pas
toujours aisé de se débarrasser de a cellulose restante entrainée souvent avec les produits séparés.

1.2.3. Chromatographie sur couches minces ( C.C.M )

La chromatographie sur couche mince ( C.C.M ) repose principalement sur des phénoménes
d’adsorption ; la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants qui progresse le long d’une
phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique
ou d’aluminium. Cette technique prise dans sa forme préparative est souvent utilisée en dernier lieu,
¢’est a dire a partir du moment ou les autres techniques chromatographiques ont montré leurs
limites. Effectivement, une fois le systeme de solvant ou I’¢luant est bien choisi, cette technique
lorsqu’elle est utilisée sous sa forme préparative est souvent trés avantageuse car la transposition a
partir des C.C.M. analytiques est facile. Le procédé est rapide et permet d’isoler des quantités de
substances suffisantes pour des analyses de structures méthode permet pratiquement a tous les
coups d’obtenir des produits purs.

Toujours dans le méme contexte, cette technique peut €tre utilisée d’une maniére assez
classique mais aussi avec d’autres variantes et qui sont :

- C.C.M. a répétition: une fois le solvant a migré sur quelques centimétres, la plaque est sortie de la
cuve et séchée. Elle est replacée ensuite dans le méme solvant pour une nouvelle migration,
poursuivie plus loin que la précédente. Ces opérations de migration et de séchage successifs
peuvent étre répétées plusieurs fois et assez souvent, les séparations sont bien meilleures qu’avec
une migration unique.

- C.C.M. a mult solvant: elle consiste a faire passer sur fa méme plaque et dans la méme direction
plusieurs solvants différents. A I’aide d’un solvant approprié, les substances les moins polaires
seront déplacées. La plaque est retirée, une fois séchée, elle serait soumise a une seconde opération
d’élution mais cette fois ci a 'aide d’un solvant plus fort qui déplacera nécessairement les
composés les plus polaires qui étaient plus fortement adsorbés. Cette opération peut, si besoin est,
étre répétée autant de fois successives et ce dans la mesure ou les résultats s’avérent intéressants.
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Avant de terminer avec ce point, il est toujours bon de rappeler qu’en plus de la C.CM
monodimensionnelle, il est parfois utile d’utiliser la C.C.M. bidimensionnelle aussi bien sous sa
forme analytique que sous sa forme préparative et ou les systemes de solvants utilisés sont
différents.

Comme pour le papier, il est possible d’exécuter des C.C.M. a deux dimensions pour séparer
les mélanges particuliérement complexes. Une premiere migration avec un premier solvant se fait
dans le sens 1 et dans un deuxiéme temps, la plaque séchée est développée de nouveau dans le sens
2 avec un solvant. Il faut remarquer que les Resont quelquefois modifiés lorsque la plaque a subi
une premiére migration et un séchage, si bien que I’identification peut étre difficile. 11 faut aussi
remarquer que, dans la C.C.M. bidimensionnelle, le temps de migration est plus long et que la
diffusion est plus marquée que dans une C.C.M. a une seule dimension. Le seuil de détection d’une
substance est plus éleve et la sensibilité¢ demeure plus grande que sur le papier.

En ce qui concerne les flavonoides en général et particulierement leurs formes aglyconiques,
bien que le support Polyamide DC 6 ou le DC 6.6 reste de loin le plus approprié, il n’en demeure
pas moins que parfois il est nécessaire de faire appel a des C.C.M. de Silice et/ou de cellulose
microcristalline.

L’application de ces techniques chromatographiques, d’une manicre systématique ou sélective
permet a coup sir d’obtenir des produits purs. A ce stade, le degré de pureté est apprécié par les
résultats de différents contrdles chromatographiques effectués sur les produits isolés. Ces contréles
doivent nécessairement étre effectués dans au moins deux ou trois systémes de solvants différents et
dans la mesure du possible, un ultime controle sur H.P.L.C est toujours bénéfique pour la suite du
travail. Ce n’est qu’a ce moment que les produits isolés seront enfin préts ( purs et propres ) pour
I’opération identification structurale.

2. METHODES D’ANALYSE STRUCTURALE

Afin d’arriver & identifier les produits 1solés, une série de méthodes est usitée et appliquée en
fonction de la nature de ces produits. Ainsi, pour les flavonoides, rien que les valeurs des Ry dans
des systémes de solvants connus et la fluorescence du produit en question permet d’avoir une
premiére approche structurale qui facilitera énormément la suite des opérations. Une deuxiéme
opération qui consiste a effectuer des Co-Chromatographies en présence de témoins permet elle de
bien caller le produit et le placer dans une classe donnée.

Ces trois opérations sont appliquées d’une maniere systématique pour ce genre de produits
naturels avant méme les analyses physiques proprement dites et qui sont par ordre d’utilisation la
Spectrophotométrie UV-Visible, la Spectrométrie de Masse et la Spectrométrie de Résonance

Magnétique Nucléaire.



2.1. Fluorescence et valeurs des Ry

Les indications que peuvent apportées ces deux propriétés constituent pour tout
phytochimiste qui s’intéresse aux structures des flavonoides un atout considérable.

En effet, alors que la fluorescence permet de distinguer une flavone d’un flavonol a la limite
bloqué en position 3, les valeurs des Ry effectués sur des systemes chromatographiques spécifiques
ou conventionnels peuvent si elles sont bien utilisées apporter beaucoup d’indications. Ce dernier
point permet effectivement de classer les composés a analyser selon la nature des substituants
présents sur ces molécules.

A titre d’exemple, un hétéroside est facilement détectable par rapport & un aglycone dans la
mesure ou I’aglycone reste fixé alors que I’hétéroside selon le nombre de sucres dont il dispose peut
migrer jusqu’a avoir un Ry plus ou motns appréciable et ce évidemment bien entendu dans un
systeme donné. Les aglycones entres elles ont des comportements chromatographiques tres distincts
selon qu’elles soient plutdt apolaires ou polaires. Ainsi, une flavone polyméthoxylée est facilement
repérable vis & vis son homologue polyhydroxylée et il en est de méme pour un flavonol.

Ces quelques rappels montrent a quel point que la connaissance des valeurs des Ry peut étre
trés bénéfique et constitue un support non négligeable pour la suite des opérations d’identification
structurale.

2.2. Spectrophotométrie UV-Visible

L’absorption de lumiére Visible ou Ultraviolette provient en général des transitions
électroniques et releve ainsi de la spectroscopie électronique. Les spectres enregistrés sous lumiére
de Wood ou dans I’UV-Visible des molécules organiques étant des spectres d’absorption, la
majorité de I’énergie ultraviolette absorbée est réémise par fluorescernce ou phosphorescence ou
peut étre transformée en énergie thermique.

La nature de la structure de base d’un composé flavonotdique de part la présence de systeme
conjugué en est un bon exemple d’application de ce genre de méthode.



Ainsi, le spectre méthanolique d’un flavonoide présente deux bandes d’absorption ; une
bande I ( BI )qui correspond aux plus grandes longueurs d’ondes et se situe entre 300 et 380 nm
affiliée plutdt au cycle B de la molécule donc a la forme limite de résonance de type Cinnamoyle, la
deuxiéme bande appelée bande II ( BII ) affiliée au cycle A donc a la forme de type Benzoyle
résonne elle dans une zone de plus basses longueurs d’ondes et se situe dans un intervalle compris
entre un minimum de 240 et un maximum de 295 nm.

B Il : Benzoyle B | : Cinnamoyle

Fig.2.1. Schéma des deux formes limites du squelette flavonoidique.

De part le caractére trés déterminant de ses résultats et du nombre d’informations liées a la
structure du flavonoide en question, la spectrophotométrie UV-Visible qui constitue la premiére
étape de la démarche analytique, peut a elle seule apporter des indications trés intéressantes
concernant la structure de ce genre de composé. Pour cela, toute une série de spectre est réalisée
selon des régles bien définies.

L’interprétation des spectres dans le méthanol et/ou en présence de réactifs spécifiques
s’appuie sur des régles tres connues des flavonistes ; régles décrites par Jurd et all ( 1962 ), reprises
par Mabry et all ( 1970 ) et complétées par Voirin ( 1983 ).

Souvent, une bonne exploitation des données de cette technique conjuguée a celles relatives
aux relevés des Ry et de fluorescence conduit & une approche structurale parfois totale si la molécule
est simple ; c’est le cas par exemple des deux aglycones de flavone de base en I’occurrence
I’ Apigénine ( 5,7,4°- trihydroxyflavone ) et de la Lutéoline ( 5,7,3’,4’- tetrahydroxyflavone ) ainsi
que leurs homologues flavonols et que quelques autres formes plut6t simples du point de vue
structurale.

Comme c’est indiqué sur les deux schémas qui suivent, pratiquement toutes les positons
relatives surtout au noyau A peuvent étre mises en évidence alors que celles relatives au noyau B,
mis a part les positions 4’ et a un degré moindre 3’ et 5°, les informations relatives aux positions 2’
et 6’ restent inaccessibles par le biais de cette technique. Ces informations a elles seules ne peuvent
en aucun cas nous informer sur la nature des différentes substitutions.

Le premier schéma montre ies actions des réactifs sur la molécule flavonique alors que le
second schéma établit les différentes incidences sur les allures des spectres UV-Visible.
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2.3. Spectrométrie de masse ( SM )

La spectrométrie de masse ( SM ), bien que datant des années 20, n’a connu le plein
épanouissement auquel nous assistons aujourd’hui que grace a I’évolution d’autres techniques qui
lui ont été d’un grand secours et de beaucoup de bienfaits et qui sont pour I’essentiel I’ utilisation
des lasers et I’informatisation des procédes.

Sous sa forme élémentaire, la SM a tout d’abord permis la détermination des masses
atomiques et moléculaires. Il est aussitot devenu possible de corréler le spectre d’un composé avec
sa structure et d’identifier les liaisons chimiques. La théorie des spectres de masse a permis
d’expliquer les mécanismes par lesquels se coupent les différentes liaisons chimiques. Prévoir ou
connaitre en grandes lignes le comportement de la molécule apres I’ionisation, savoir si elle aura
tendance a former tel ou tel type d’ions ou qu’elle restera sous la forme de 1’ion moléculaire et
effectuer enfin des analyses quantitatives, tels sont les objectifs majeurs de la spectrométrie de
masse analytique.

Concemant les flavonoides, qu’elle soit nécessaire ou simplement confortante, la
spectrométrie de masse représente la troisieme étape de la démarche d’identification structurale.

Replacée dans le contexte qui nous intéresse ( Labiées ), la SM a pu étre développée
directement sur des produits natifs ; en effet, étant présents a I’état naturel sous forme d’aglycones,
leur volatilisation est possible a des températures avoisinant les 200°C sans modification de leurs
structures ; interprétation de leur spectre sera alors conduite selon les régles de Audier ( 1966 )
comme le montre le schéma suivant.

Notons quand méme qu’il n’est pas toujours évident d’avoir des spectres de masse répondant
parfaitement 4 ce qui a €té énoncé bien que toutes les dispositions ont été prises et respectées. Ceci
n’enléve en rien tout le mérite que peut avoir cette technique si elle est appliquée pour ce genre de
produits puisqu’il reste toujours des indications et pas des moindres qu’on peut y tirer et par
conséquent ¢a ne peut que contribuer a la connaissance de la structure compléte du produit analysé.

Concernant la nature méme des techniques de la S.M, c’est selon les objectifs fixés au
préalable, ajouté a la disponibilité de I’appareillage que telle ou telle technique est utilisée.

Sur ce dernier point et du point de vue purement pratique, deux modes d’ionisation ont été
utilisés lors de la réalisation de ce présent travail a savoir :

- Ionisation par Impact Electronique ( S.MLE.L ): étant la méthode la plus ancienne, donc trés
connue et trés utilisée, on se contentera juste de la citer et ¢’est avec ce mode d’ionisation que le
spectre de masse enregistré permet de voir les pics attribués selon les deux schémas de
fragmentation classiques suivants :
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Fig.2.4. Schéma de fragmentation d'une flavone.
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Fig.2.5. Schéma de fragmentation d'un flavonol.
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- Ionisation par Electrospray : étant une technique trés douce, elle consiste a injecter la solution
contenant le produit & analyser dans la source et la formation des ions a lieu lors de la volatilisation.
Geénéralement places en sortie d’un apparei! d’électrophorese capillaire ou de chromatographie
liquide 4 micro colonne, ces procédés tres sensibles et maintenant trés utilisés, commencent par
transformer la phase mobile liquide en un fin brouillard aqueux contenant I’espéce a analyser. La
phase mobile peut apporter des ions H”, selon le pH de la solution et contenir des cations tels NH, ",
Na®, K" ( cas d’un électrolyte ). Deux techniques sont & distinguer :

W Electrospray ou " lonspray "' ( ESI ) : Les gouttelettes sont formées a ’extrémité d’un fin
capillaire de silice métallisé en surface et porté a un potentiel élevé positif ( si 1’on a choisi d’étudier
les ions positifs ). Le champ électrique intense leur confére une densité de charge ( z/m ) importante
( fig.2.6. ). Par effet d’un gaz sec, elles s’évaporent progressivement en perdant des molécules de
solvant par des mécanismes complexes de désolvatation et d’évaporation. Leur densité de charge
devenant trop grande ( limite de Reileigh ), elles explosent en libérant des ions non fragmentés et
protonés ou “ cationisés ” de I’analyte, porteurs d’un nombre de charges variables ( environ une
charge pour 1000 Da en masse ).

éloctrospray | |

contre-Glectrode
CLHP ou ECHP —

ORRRYY
1/ 0
= P 74 ~:—"|' b €§ N, /. 0
. . @ .

gazde L+ 5000V
nebulisation |

entrée analyseur N ' io0kea 100Pa 0,001 Pa

(]
rsla SM
ve

b
——
p—e

Fig.2.6. lonisation a pression atmosphérique par electrospray. Le capillaire de sortie porté a un potentiel
élevé, conduit a un brouillard chargé (1). Les gouttelettes, en s ‘évaporant, provoquent une augmentation de la densité
de charges électriques (2) au point qu ‘elles explosent en expulsant des molécules de I'analyte porteuses de plusieurs
charges (3). Le diazote améliore le processus de concentration (4).
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» lonisation Chimique & Pression Atmosphérique ( APCI ) : Les micro gouttes sortant de la
buse sont concentrées par chauffage avant d’arriver dans une zone ou se trouve un gaz tel le diazote
et de vapeur d’eau qui ont ét¢ ionisés par des décharges corona ( fig.2.7. ). Il se produit des
collisions nombreuses ions / molécules avec transferts d’électrons et de Protons. Ce processus
d’ionisation chimique fournit des ions multichargés de type (M + nH )™

chaufage O vvv 0 0

-’
!
- o.@“-* v — .200

10009
CLHP ou ECH Y vers le SM
|

—

——
qaz de (3 25000V N,

B
nébulisation  pointe & effet corona

(:\\ c‘;1 '/\.-.f};,",(r :'i.-"‘! ('_':\ c
O malcule de solvant (ex. eau.. o ion pseudomoléculaire

Fig.2.8. Jonisation a Pression Atmosphérique par ionisation chimique.

(1) L 'échantillon sous forme de spray, concentré dans la zone chauffée se mélange aux ions issus d'un gaz réactant tel
le diazote ionisé par une aiguille portée a un potentiel trés élevé ( effet corona ).

(2) L’ionisation se porte surtout sur les molécules de diazote ou de solvant qui captent a leur tour des molécules
d'analyte pour conduire a des amas ( Clusters ).

(3) Ceux-ci sont détruits par un courant de diazote qui permet un transfert des charges sur I'analyte.

Le grand avantage de ces techniques de masse tres douces est 1’obtention d’ior ; multichargés
( z peut dépasser 30 ), pseudo moléculaires, formés avant d’entrer dans le spectrom¢ re. Elles ont

permis d’étendre la gamme de masse des apparetls jusqu’a environ 100000 Da ( ex. protéines,
polysaccharides et autres polymeres ).
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Ces procédés conduisent & des spectres présentant le phénomene “ d’enveloppe ionique ~ qui
permet de calculer la masse moléculaire ( Fig.2.8. ).

M= 12360 Da
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Fig.2.8. I ons moléculaires multichargés. Spectre obtenu a partir du cytochrome du ceur de cheval, protéine de
12360 Da, par la méthode électrospray. Entre deux pics consécutifs, la charge de I'ion varie d'une unité. 4 droite,
amas isotopique du cytochrome en haute résolution. On peut reirouver a partir de ces spectres par deux méthodes
indépendantes des valeurs trés proches de la masse moléculaire ainsi que le nombre de charges portées par les ions
( avec !'autorisation de F W Mc Lafferty, et coll. Anal. Chem. 1995, 67, 3802-3805 ).

Du point de vue pratique, on verra souvent sous ce mode les fragments résultant de (s) perte
(s) de groupement (s) CH; comme indiqué sur la figure qui suit :

OCHs | * OCHs
OH

HO O

‘ - CH3.

Y

CH30O

OH O

Fig.2.9. Exemple d’une fragmentation avec perte de(s) CH; ( trés présente en mode APCI ).
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2.4 Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire ( R.M.N )

« IV existe certaines expériences; ow Uonw peut, apreéy une évolulion esv
apparence irréversible duww systéme macroscopique, récupérer un ovdre
caché qui semblaut perdiw dany des degréy de Liberté microscopiques:..
EnRMN, Vordre initial dey sping se cache dany ley corrélationy reliant
Vangle dont chaque spin atourné a lav valewr dw chounp magneétique
local;, subi-par ce spinv » ( BALIAN, 1995 ).

De toutes les méthodes physico-chimiques d’identification structurale énoncées jusque 13, la
R.M.N avec toutes ses techniques exige a elle seule une quantité de produit relativement grande ;
simplement, a I’inverse des autres techniques, elle est non destructive d’ou la possibilité d’effectuer
plusieurs analyses sans pour autant détruire le produit et par conséquent sa récupération devient tout
a fait possible.

Cette technique est généralement utilisée en dernier lieu afin de visualiser le nombre et la
disposition des protons ( HM.R.), des carbones { C.M.R ) et d'établir les corrélations 'H-BC sur des
cartes bidimensionnelles ( HMBC, HSQC...) ; tout cele afin de vérifier et confirmer les approches
structurales déduites a partir des données des méthodes précédentes.

Un petit rappel de certaines régles spectrales permettant I’ interprétation des valeurs des
déplacements chimiques des protons liées aux flavonoides stipule d’aprés Mabry et all (1970) qu’en
prenant comme exemple le cas d’une flavone, le signal relatif au proton H-3 se trouve aux
alentours de 6,3 ppm et apparait sous forme de singulet. Ce signal chevauche le plus souvent avec
celui relatif au proton H-6. Pour ce qui est des protons des groupes méthoxyles, ils résonnent dans
un intervalle compris entre 3,5 et 4,5 ppm simplement, il n’est pas toujours évident d’attribuer ces
signaux a leurs groupes respectifs et ainsi les positionner sur la molécule d’ou la nécessité d’une
étude comparative avec des spectres tirés dans d’autres solvants. Une autre indication qui ne peut
étre donnée que par I’analyse des spectres de R.M.N et nulle part ailleurs concerne le noyau B et
spécialement les positions 2°,3°,5” et 6’

Le tableau suivant illustre bien les déplacements chimiques ( 6 en ppm ) et ce pour les protons
( HM.R. ) des flavonoides aussi bien ceux de la partie aglycone que ceux correspondant aux
glycosides. I! sera suivi par un second tableau qui énumeére les valeurs des déplacements chimiques
des carbones toujours a 1’échelle & en ppm ( C.M.R. ) de quelques aglycones de flavones.
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B ring protons

) A

H-2 ( isoflavone )
I—I

A ring protons
J——-I

H3 ( flavone )
I—-1

H-1"" ( 3-O-glycosyl )
—I

H-2 ( flavanone )

I---1
H-1"" (7 - and 4’-O-glycosyls; 6 - and 8 - C-glycosyls )
I---I
Most sugar protons
I———-1I
Methoxyls
I---1
H-3" ( flavanone )
I-——-I
CHj3 ( rhamnose )
-1
TMS
* ¥ T ¥ + - + + + - *

10 09 08 07 06 05 04 03 02 01 00

PPM(5)

Tab.2.1. Approximate chemical schift ranges for the protons in trimethylsilylated flavonoids.
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Tab.2.2. Valeurs des déplacements chimiques ( en ppm ) des Carbones de quelques aglycones de flavones.

— N - o R T s T S S e S

Ne|Solv{ C2 | C3|C4|CS5|C6|C-T7|C8]CYI|C-10]C-P|C2|C3|C4 |C-5|C6

W 1165,5|104,3(183,2|162,0|100,3|164,9|95,6{158,7|105,1|122,7}129,8117,3|161,8 [117,3/129,8
164,6 | 103,4 | 182,3|157,7| 982 | 165,6(92,9]161,8}105,0|121,6{128,8116,3| 161,8 [116,3|128,8/
164,61 1034|1823 |161,8| 98,2 | 165,6(92,9]157,7|105,0|121,6}1288|116,3| 161,8 [116,3|128,7
164,51 103,3|182,21162,1| 99,2 | 164,7(94,2(1579]|104,2|122,1{113,8|146,2| 150,2 [116,4{119,3
163,7({103,8 | 181,8| 161,6 | 98,8 | 164,2|94,0{157,4(103,3|120,4|110,2; 150,8| 148,0 | 115,8}120,4
163,7103,6 | 181,8 | 161,6| 99,0 | 164,3193,91157,4|103,8]123,1 [113,0]146,9| 151,2 |112,3[118,8
164,81102,6 | 182,4 | 153,1 | 131,4|157,6194,4|152,7|104,41121,9|113,6( 146,0| 150,0 [116,0|119,3
164,2(102,0| 181,9 | 152,5|131,9}158,5{91,2{151,9| 111,9{121,5| 113,4 | 145,6| 149,7 | 116,0]119,0
163,9(103,0| 182,1|152,0] 131,7| 152,5|91,6|158,5| 105,2{ 121,3 | 110,2| 148,0| 150,8 | 115,7|120,4
163,71103,21182,0}152,5|131,9]158,5(91,2]152,0| 111,9| 122,81 105,0| 146,7] 151,2 | 112,9|118,0

O 0] N N | ] W | =

Ol O O O O O U T U

j—
[

1: 5,7,4- trihydroxyflavone; 2: $,4"-dihydroxy-7-méthoxyflavone; 3: $,7-dihydroxy-4'-méthoxyflavone 4: 5,7,3” 4" -tetrahydroxyflavone;5: 5,7,4’-trihydroxy-3’-méthoxyflavone;
6: 5,7,3 -trihydroxy-4’-méthoxyflavone 7. 5,7,3° 4" -tetrahydroxy-6-méthoxyflavone; 8: 5,3°,4’-trihydroxy-6,7-diméthoxyflavone 9: 5.4’ ~dihydroxy-6,7,3 -triméthoxyflavone; 10 : 5,3’-dihydroxy-6,7,4’-triméthoxyflavone.
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Cette premiére technique ( HM.R. ) s’est avérée insuffisante et parfois méme insignifiante
d’ou la nécessité d’utiliser d’autres techniques notamment la CM.R et/ou la R M.N a deux
dimensions.

L’établissement par I’intermédiaire de cette derniére technique des cartes RM.N
bidimensionnelles permet & tous les coups de solutionner les problemes posés.

Pour ce qui nous concerne, les cartes suivantes ont été établies pour quelques composés
isolés ; il s’agit de :

» H.S.Q.C. ( Heteronuclear Simple Quantum Correlation ) °C — 'H : afin d’établir les
corrélations entre les carbones et les hydrogenes qui leurs sont liés directement ( J; ).

» H.M.B.C. ( Heteronuclear Multiple Bond Correlation ) °C — 'H : afin de détecter les
couplages ou les corrélations entre cette fois-ci les carbones et les hydrogenes li€s indirectement et
appelés communément les couplages a longues distances. On parlera alors des constantes de
couplage de type J3, J; et J, mesurées en Hz €videmment.

Avant de terminer avec ces rappels liés aux différentes méthodes ou techniques utilisées pour
I’identification structurale des produits isolés, il nous semble qu’il est trés utile de rappeler encore
une fois que pour les flavonoides et & I’inverse des autres produits du métabolisme secondaire des
végétaux ( alcaloides et terpenoides entre autre ), il n’est pas toujours nécessaire de faire appel a
I’ensemble de ces techniques du moment ou on arrive a s’en sortir dans certains cas juste avec
’utilisation d’une ou de deux méthodes seulement. A titre d’exemple, il arrive quelquefois ou une
structure soit établit juste par I’utilisation des données de I’UV-Visible combinée aux données de la
Co-Chromatographie en présence de témoins authentiques ; opération a maintes fois appliquée lors
de la réalisation de notre travail et qui nous a été tres bénéfique.
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TROISIEME PARTIE

FLAVONOIDES DE QUELQUES LABIEES

ALGERIENNES

( RESULTATS ET DISCUSSIONS )



La flore d’ Algérie, tout comme celle des autres pays a travers le monde, en plus qu’elle
renferme des plantes qui peuvent exister ailleurs, est tout de méme dotée de certaines spécificités
liées a plusieurs données. Ces derniéres proviennent nécessairement des différents climats auxquels
elle est soumise, des différentes natures des sols et bien siir de la pluviométrie puisque selon qu’il
s’agit du nord, des hauts plateaux ou du sud ( Sahara ), telle ou telle espéce a plus de chance de
s’épanouir quoique il existe souvent des plantes qui sont communes a plusieurs régions. Cette flore
a depuis trés longtemps suscité beaucoup d’intérét chez les spécialistes mais aussi chez les non
spécialistes.

En effet, rien que pour la dénomination des plantes, les populations autochtones I’ont souvent
sinon toujours pratiqué avec une assez grande précision. Quand on interroge un fellah ( agriculteur )
ou toute personne qui a un lien avec la terre, on est étonné du grand nombre de plantes qu’il peut
nommer et aussi de ses connaissances pratiques sur ce que I’on nomme les propriétés des plantes.

Les plantes alimentaires, fourragéres, médicinales, industrielles ou toxiques ont généralement
une nomenclature Berbére ou Arabe qui est usitée dans toutes les régions du pays. En improvisant
trés facilement des nomenclatures, les gens ne tiennent compte que du caractére dominant des
plantes ; c’est ainsi que les thyms ( 7hymus ) odorants, les origans ( Origanum ) et toute Labiée a
thymol sont connus sous e nom vulgaire de Zatteur bien que ces plantes sont totalement différentes
les unes par rapport aux autres et par conséquent, elles appartiennent a des genres différents.

Sur le plan purement phytochimique ( toujours dans le contexte de la Fore d’Algérie )}, ce
n’est qu’a partir des années 80 que des équipes Algériennes qui s’intéressent a ce genre de travaux
commencent a se former. L’institut de chimie et celle de biologie de ’université de Constantine ont
été les pionniers et dés le début des années 90, plusieurs travaux ont fait |’objet de mémoires de
Magister et de publications dans des revues nationales et internationales.

Notre étude se veut une contribution a ce genre de travaux et ce par le biais des composés
flavoniques au sein de quelques espéces de la famiile des Labiées. Simplement, une attention assez
particuliére sera portée sur plutdt les aglycones polyméthoxylés contenus principalement dans les
parties aériennes des plantes qui feront I’objet de cette étude notamment les feuilles et les fleurs
étant donné que c’est 1a ou la majorité de ce genre de composés sont accumulés.
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A. SYSTEMATIQUE BOTANIQUE : LABIEES D’ALGERIE

Les explorateurs, botanistes ou toute personne li€e scientifiquement aux plantes et ils sont
nombreux ceux qui ont visité I’ Afrique du nord, tous ont fait mention de ces noms vulgaires dont
certains sont devenus d’un usage courant, parfois méme préférés a la nomenclature latine des
botanistes.

De tout les noms de botanistes qui ont apporté, chacun a sa fagon ne serait-ce qu’une petite
contribution pour la connaissance de la flore d’Algeérie, c’est vraisemblablement 1’ouvrage réalisé
par P.Quezel & S.Santa ( 1962 ) et intitulé « Nouvelle Flore de I’ Algérie et des régions désertiques
méridionales » qui constitue de nos jours la seule sinon la meilleure référence relative a la
distribution des végétaux, leur noms et leur localisation sur les différentes régions du pays.

Parmi les familles de végétaux répertori€es, les Labiées occupent une place de choix puisque,
renfermant un nombre de genre appréciable, cette famille demeure trés riche et diversifiée quoique
la plupart de ses especes sont localisées plutdt dans le nord du pays et plus particuliérement dans les
régions a haute altitude et dotées d’une pluviométrie relativement grande.

Alinsi, pour cette famille de plante, il a été fait mention des genres suivants :
Ajuga (03), Ballota (02), Cleonia (01), Hyssopus (01), Lamium (07), Lavandula (05), Leonurus
(01), Lycopus (01), Marrubium (06), Mentha (5 +4), Melissa (01), Molucella (01), Nepeta (05),
Origanum (03), Phlomis (04), Prasium (01), Preslia (01), Prunella (02), Rosmarinus (02),
Saccocalyx (01), Salvia (18), Satureja (ssg : Acinos 02, Calamintha 05, Chinopodium 01 et
Micromeria 08), Stachys (14), Sideritis (08), Teucrium (21), Thymus (12) et Zizyphora (02).

A travers cette liste, on voit bien qu’il y a quelques spécificités comparativement a la liste
établie précédemment c’est & dire celle se rapportant aux Labiées Européennes. Le nombre d’espece
est trés varié selon les différents genres ; a titre d’exemple les genres Stachys, Salvia et Teucrium
sont les plus fournis et ils présentent respectivement 14, 18 et 21 espéces. D’autre part, le genre
Mentha renferme en tout 09 especes dont 05 seulement sont pures alors que le reste c’est & dire un
nombre de 04 espéces sont des hybrides 1ssus de différents croisements.

La plupart de ces plantes sont communes a quelques régions ( plutot le nord du pays ),
certaines d’entre elles étant relativement ubiquistes et par suite on peut les avoir ou les récolter de
différentes régions et enfin et bien siir quelques especes sont endémiques et par conséquent on ne
peut les avoir que dans des stations ou des régions bien déterminées. C’est le cas pour notamment
les espéces Salvia bulansae, Teucrium atratum et Thymus algeriensis pour ne citer que celles la.

48



B. TRAVAIL PRATIQUE

La finalité de notre travail consiste a toucher le maximum d’espéces afin de faire connaitre a
tout intéressé, directement ou indirectement, quelques notions sur le couple Labiées-Flavonoides et
par I’occasion apporter une modeste contribution 4 la connaissance d’une partie de la flore
d’Algérie et spécialement ce dit couple du moment que pratiquement tout ce qui est a faire dans ce
sens en Europe et dans d’autres pays du monde a déja été fait.

Des conditions d’ordre pratiques ont fait que notre travail a porté sur des especes bien définies
et bien choisies. A ce titre, les récoltes ont été effectuées dans différentes régions du pays et étalées
sur plusieurs années. L’aide qui nous a ét¢ apportée par des particuliers et par certains organismes
comme les parcs nationaux nous a été trés précieuse et nous ne pouvons que les remercier et c’est la
moindre des choses.

Comme le montre le tableau suivant, suite aux résultats des différents screenings ou analyses
qualitatives, seulement quelques espéces ont été choisies et ont subi des pratiques phytochimiques
au sens large du terme et ce afin d’isoler et d’identtfier les aglycones flavoniques polyméthoxylés
qui s’y trouvent ; il s’agit de Mentha longifolia, M. pulegium et M. rotundifolia ou M. suaveolens
pour le genre Mentha, Salvia balansae de Noé et S. phlomoides Asso pour celui des Salvia et enfin
pour le genre Teucrium, ont €té choisies les especes 7. atratum et 7. flavum. Sur ces 07 espéces
choisies, seules S. balansae et T. atratum sont considérées comme €tant des plantes endémiques de
certaines régions.

Ce choix a été fait suite aux résultats d’analyses qualitatives préalablement effectuées
( C.C.M de polyamide bidimensionnelle, couplage H.P.L.C / UV-Visible ) des extraits alcooliques
des plantes et aussi des données de la bibliographie qui ont €t€ prises en considération et ce afin de
ne pas faire un travail qui a été déja fait ailleurs.
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Matériel Végétal

Abondance en

Dates et Lieux des Aglycones de Flavones
Genre Espéce Récoltes polyméthoxylés
Ballota hirsuta Mars 2000, Tamanrasset (+)
Lamium bifidum Mai 1990, Jijel (+)
Lavandula stoechas Juillet 1990, Jijel (++)
Marrubium vulgare Juillet 1990, Jijel (++)
Marrubium deserti Mars 2000, Tamanrasset (++)
Mentha longifolia Mars 2000, Tamanrasset (+++++)
Mentha pulegium Juin 1990, Jijel (+++++)
Mentha rotundifolia Juin 1990, Jijel (+++++)
Origanum glandulosum Juin 1990, Mila (++)
Phlomis bovei Juin 1990, Batna (+)
Prasium majus Juin 1990, Jijel (+)
Salvia balansae Juin 1990, Batna (++++)
Salvia clandestina Avril 1990, Touggourt (++)
Salvia hirsuta Mars 2000, Tamanrasset {(++)
Salvia phlomoides Juin 1990, Batna (+++4)
Stachys annua Mai 1990, Jijel (+)
Stachys arvensis Mai 1990, Jijel (+)
Stachys maritima Mai 1990, Jijel (+)
Stachys saxicola Mai 1990, Jijel (+)
Teucrium atratum Juillet 1990, Jijel (+++++)
Teucrium flavum Juillet 1990, Jijel (+++)
Teucrium polium Mars 2000, Tamanrasset (++++)

Tab.3.1. Liste des principales espéces récoliées et testées.
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1. LES METHODES UTILISEES
Le mode d’obtention des composés recherchés et qui sont pour I’essentiel des aglycones de
flavones est pratiquement le méme pour toutes les espéces étudiées.
Simplement, lors des différentes purifications, il a ét¢ fait appel a tel ou tel systéme de
solvant selon le comportement des produits. Le protocole suivant illustre d’une maniére détaillée les

différentes étapes que subi 1’extrait Acétate d’éthyle afin d’arriver a des produits purs et propres ;
condition nécessaire et suffisante avant de passer aux analyses.

1.1. Mode d’obtention

a) Les extractions

La premiére extraction a été effectuée sur les feuilles des plantes choisies lesquelles ont subi
des macérations dans un mélange MeOH / EtOH : 50 / 50 permettant ainsi I’obtention d’extraits
alcooliques. Ces derniers repris par H,O bouillante ont subi a leur tour plusieurs extractions mais
liquide-liquide avec AcOEt ou Acétate d’éthyle, ce qui a permis d’obtenir des extraits et ¢’est sur
ces derniers que toute la suite du travail a été focalisée puisque nous pensons que tous les produits
recherchés sont entrainés dans ce solvant.

b) Les purifications

Les purifications successives étant principalement de nature chromatographiques, il a été fait
appel a

» La chromatographie sur colonne de Polyamide SC6 ou I’éluant utilisé était le mélange
Toluéne / Méthanol avec comme solvant de base le Toluene. Le second support utilisé étant la
Silice SiO; et ici plusieurs systemes de solvants ont été usités selon évidemment la nature du
probléme posé et il a été question des mélanges :
n-hexane / Dichlorométhane / Acétate d’éthyle : C¢H,,/ CH,Cl,/ CH;CO,C;Hs 20/ 10/ 10 et
Dichiorométhane / Méthanol avec des mélanges tres variés.

» La chromatographie préparative sur Papier Wattman n°3 ou les solvant utilisés étaient
pour la plupart des cas des solutions aqueuses d’acide acétique CH;COOH avec des concentrations
allant de 15 % a 70 %. Dans notre cas, puisqu’il s’agit principalement d’aglycones de flavones
polyméthoxylés ( composés trés apolaires ), cet €luant a €té utilisé avec des concentrations en acide
allant de S0 & 70%.

» La chromatographie préparative sur couches minces ou pas moins de trois supports ont

été utilisés. Ainsi, pour le support Polyamide DC6, les trois systemes de solvants S1, S2 et 83 ont
permis de solutionner pas mal de problémes et ils se présentent comme étant des mélanges de :

51



. S1 : Toluéne/Méthyléthylcétone/Méthanol ou C;Hg/ CH3;COC,Hs / CH3;OH : 4 /3 /3
. S2 : Toluéne / Ether de pétrole / MEC / MeOH : 60/26/7/7

. S3 : Eau / MEC/ MeOH /Acétylacétone : H,0 / CH3COC,Hs / CH;0H / CH;COOCH;
avec les.proportions 30/ 10/ 15/05et 13/03/03/01

» Pour les C.C.M préparatives de Silice, on a travaill¢ avec les mélanges :
. 81’ : Chloroforme / Méthanol ou CHCls; / CH3;0OH avec des proportions variables.
. S2° : C¢H;4/ CH,Cl / CH3CO,C,Hs avec aussi des proportions variables.

Enfin pour les C.C.M préparatives de Cellulose microcristalline, les systémes utilisés ont €té
tous des. solutions a base de CH;COOH.

Les ultimes purifications ont été réalisées sur des petites colonnes de Séphadex LH20 ou
tous les. produits. ont été élués avec du CH;OH uniquement.

Le schéma qui suit énumére d’une maniere tres explicite les différentes étapes de
purification pour enfin arriver a des produits purs et propres et par conséquent, préts pour les
analyses.
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Fig.3.1. Protocole général pour I'obtention des produits recherchés.
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1.2. Techniques d’analyses structurales

Le schéma suivant énumére d’une maniere trés précise les étapes successives pour la
détermination structurale des composes isolés.

/ﬁ\ Produits isolés purs et propres ,
{ ;

\

\

\ e
A . ’///’_—’ E‘\\\
Relevés des Rret Fluorescence |~ ~
] A
- — ]
v ]
. Co-Chromatographie en présencew
| de témoins authentiques .
S -
/7 1°) MeOH

2°} MeOH + NaOH
3°) MeOH + NaOH ( aprés 5mn)

. 1 4% MeOH
Séries Spectrales UV- Visible =~ 5°) MeOH + AICI3
|

y

! 6°) MeOH + AICl3 + HCI

| 7°) MeOH
i 8% MeOH + NaOAc
©_ 9°) MeOH + NaOAc + H3BO3

v

l Spectrométrie de Masse (S.M)

1

Résonance Magnétique Nucléaire ( R.M.N) ]
L |

Fig.3.2. Protocole général pour I'identification structurale des produits isolés.
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Avant d’entamer la partie résultats et discussion, 1l est nécessaire de rappeler quelques
_points d’ordre pratique liés directement aux procédes utilisés lors de Uidentification structurale des
aglycones de flavones isolés a partir des Labiées qui ont été retenues. Ainsi, I’opération
identification structurale a €t¢ menée tout en respectant les points suivants :

» Le calcul des valeurs des R¢a été effectué sur au moins trois systeémes différents et ce
‘afin de tirer par le hillet de cette technique le maximum d’information permettant ainst de caler les
produits I’un par rapport a I’autre. Sur support de Polyamide DC6, il était question des systémes de
solvant 4/3/3(8S1)et60/26/7/7(8S1’) pour la dimension organique etdu 13/3/3/1(82)
pour la dimenston aqueuse alors que sur support Cellulose, seulement le systéme composé d’une
solution d’Acide Acétique a 50% ( 83 ) a ét¢ pris en compte. Ce choix pour les calculs des By n’est
pas fortuit puisque les flavonistes a travers le monde considérent que ce sont la les meilleurs

systémes affiliés 4 ce genre de produits et en ce qui nous concerne, cette opération a été faite sur
seulement trois des quatre systemes énuméres.

» L’opération Co-Chromatographie en présence de témoins authentiques a été réalisée sur

les mémes systemes que ceux pour le calcul des Ry Sur ce point, 1a banque du laboratoire nous a été
d’un grand secours et nous a rendu €énormément de services.

» Quelques fois, il nous est arrivé de faire cette opération non pas sur des C.C.M
uniquement mais ausst sur HP L.C ou le gradient d’élution utilisé était & tous les coups le systéme
composé de deux solvants A et B et qui sont respectivement le mélange H,O / AcOH : 1000 /20 et
le mélange Acétonitrile ou CH;CN / H,O / AcOH avec les proportions 800 / 200 / 20. Cette
derniere a ét€ aussi utilisée lors des contrdles de la pureté et de la propreté des produits isolés.

» Pour les séries spectrales UV-Visible, le protocole classique a été suivi et ce pour tous les
produits 1soles.

» Pour la S.M : pour des considérations de disponibilité, deux techniques d’ionisation ont
£t¢ utilisées ; il s’agit de ’ionisation par Impact Electronique et I’ionisation par les I’intermédiaire
des Sprays et spécialement 'A.P.C.1.

» Pour la RM.N : les spectres ont €té enregistrés sur un appareil de 500 MHz pour
PH.M.R. et sur un appareil de 125 MHz pour la CM.R. et ou deux solvants ont été utilisés & savoir
le CD50D ou le méthanol deutéré, le DMSO et parfois I’ Acétone. La dessus, des spectres
monodimensionnels ( HM.R. et CM.R. ) et des spectres bidimensionnels ( HMBC et HSQC ) ont

¢té réalisés uniquement pour quelques uns de nos produits ( spécialement pour ceux isolés a partir
de Meatha longifolia ).
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2. RESULTATS ET DISCUSSIONS

2.1 Rappels de systématique botanique

La systématique botanique d’une plante est pour le phytochimiste et pour tout chercheur
dans le domaine des substances naturelles la carte d’identité de la plante 3 étudier donc primordial.
Sans cette derniére, il est inconcevable voire méme impossible d’entamer un quelconque travail de
recherche ou la matiére de départ est un végétal. Ainsi, pour les sept espéces que nous nous
proposons d’étudier d’une maniére approfondie, le classement suivant est proposé en prenant
compte des remarques établies jusqu’a ce jour par les spécialistes en la matiére.

56



‘ EMBRANCHEMENT

|

[Angiospermesl—_—-—[ Dicotylédones }——»[Tubiliﬂores ]———»

——»| CLASSE | ——»| ORDRE}————— [ FAMILLE | —

l |
v

|

GENRES I:

]
S.phlomoides

\
| Teucrium Chamaedrys

Y

|

Teucrium

v

T.flavum

T.atratum

M.pulegium

————— S.balansae

Fig.3.3. Systématique botanique des espéces étudiées.
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2.2 Les produits isolés et identifiés

Pour des raisons pratiques mais aussi pour des considérations liées directement au contenu
flavonique du point de vue qualitatif et quantitatif du genre Mentha, trois espéces et qui sont
Mentha rotndifolia, M. suaveolens et Mentha pulegium ont fait I’objet de cette étude alors que pour
Teucrium et Salvia seulement deux especes de chaque genre ont été prises en constdération. Sur un
autre plan, toutes les extractions ont été opérées sur des quantités de matériel végétal variant de 50 a
100 grammes sauf pour Mentha longifolia pour laquelle cette opération a été¢ menée sur une quantité
de 1 Kilogrammeg.

Ce choix n’a pas été fait d’une maniére fortuite puisque vérifiant les points cités en haut, il
nous a été possible d’isoler a partir de cette plante les produits recherchés avec des quantités assez
appréciables permettant ainsi de leur faire subir le maximum d’analyses physiques y compris la
R.M.N qui nécessite a elle seule une grande quantité de produit et ce relativement aux autres
techniques.

Comme ¢a a ¢t¢ déja mentionné dans le précédant chapitre, c’est en fonction de la nécessité
mais aussi de la disponibilité des appareils d’analyse que I’opération identification structurale des
produits isolés a été faite. Par nécessité, nous voudrions tant attirer [’attention lecteur que pour ce
genre de produits, 1] est parfois suffisant d’établir une structure donnée en se basant uniquement sur
les données des Ry, de ’UV- visible et des Co- Chromatographies en présence de témoins
authentiques ; chose qui a été faite pour quelques uns de nos produits. Ceci dit, a chaque fois que
nécessité oblige et pour peu que ¢a soit possible, toute la panoplie des méthodes modernes
d’analyse structurale est utilisée comme ¢a sera le cas pour les aglycones flavoniques de I’espéce
Mentha longifolia et 2 un degré moindre pour ceux de ’espece 7eucrium atratum.

Lors des interprétations des spectres UV-Visible et par suite leur incidence sur les structures
des différents produits, nous avons pris le soin d’éviter d’éventuelles répétitions. Il se trouve qu’un
produit ou un aglycone de flavone donnée soit présent dans plus d’une espéce comme c’est le cas
par exemple du composé Apigénine ou 5,7,4°- trihydroxyflavone détecté chez la plupart des
espéces étudiées, dans ce cas cette dite interprétation a été faite qu’une seule fois et ce sur une

-espeéce-donnée.

Sur un autre plan et concernant toujours ces spectres ainsi d’ailleurs que les valeurs des
différents Ry, 1l se trouve que pour une méme structure, selon que ce produit soit isolé de telle ou
telle espéce, 1l ne présente pas d’une fagon identique a 100 % que ce soit les valeurs des Ry ou
méme les différentes k., d’absorption dans I’'UV-Visible.

Ces comportements sont connus et a la limite explicables puisque tout chercheur averti doit
savoir impérativement qu’il est trés difficile sinon impossible d’avoir des données automatiquement
reproductibles. Cect s’explique généralement par le fait que les conditions dans lesquelles ont été
réalisées ces opérations ne peuvent en aucun cas €tre parfaitement 1dentiques.
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Ces remarques concernent aussi les spectres de Masse et on verra certainement des schémas
de fragmentations plus ou moins différents non pas sur le fond mais ¢’est sur la forme que ces
différences peuvent étre pergues. Sur ce point, pour un produit donné, le spectre de Masse et par
suite le schéma de fragmentation présentera des spécificités liées directement au mode d’ionisation.

Ainsi, le schéma de fragmentation classique d’un aglycone de flavone ne sera pergu que si la
source est 4 Impact Electronique et dans ce cas, les produits sont volatilisés dans la chambre
d’ionisation et les molécules sont soumises au bombardement électronique et transformées en ions
positifs.

Dans le cas ou ¢’était plutdt le mode de I’1onisation par les sprays ( principalement I’APCI
en mode négatif ) qui a été utilisé ( produits de Mentha longifolia en ’occurrence ), I’introduction
des produits & analyser n’a pas était d’une maniére directe. En effet, on a opéré dans un systéme de
couplage ( HPLC / SM ) oul la partie chromatographie présente les caractéristiques suivantes :

» Colonne Hypersil, 120 A°, ODS, 3p, 10 cm
» Injection : 3ul

» Solvants : A ( H;O/AcOH : 1000/20 ) ; B( ACN/H,O/ AcOH : 800 /200 /20 ) avec les
gradients suivants : de 20 a 80% de B pendant 30 mn, 80% de B pendant 10 mn et de 80 a
100% de B pendant 5 mn.

Lors de I’opération élucidation des structures chimiques des produits isolés, un ordre
chronologique s’impose de lui méme et qui consiste a établir la structure finale et totale sur la base
des données en notre possession. Ainsi, des le départ, on a supposé que tous les aglycones sont
plutdt des flavones ( H en 3 ). D’autre part, les données des temps de rétention ( t, ) et des différents
valeurs des R¢ nous ont permis de situer les produits les uns par rapport aux autres et par suite leurs
incidences sur les structures.

Ces données combinées a celles fournies par la spectrophotométrie UV-Visible nous ont €té
d’un grand apport pour cette opération puisque rien qu’avec ces derniéres, des ébauches structurales
considérables ont été établies. Ces ébauches ont été d’ailleurs confirmées et au besoin complété par
le biais de la SSM et de la R M.N.

Enfin, nous tenons a informer tout lecteur de ce mémoire que uniquement quelques spectres
que ce soit de I’'UV-Visible, de la SM et de RMN ont été insérés directement a I’intérieur du présent
manuscrit.

D’autres spectres principalement des spectres UV-Visible et des spectres de Masse de

quelques produits isolés et identifiées chez les autres espéces €tudiées ont été placées dans la partie
annexe.
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. 2.2.1 Genre Mentha

2.2.1.1 Mentha longifolia
& Composé Ml; ( 233, 19y, 211) : 5,4°-OH-6,7,8-OMeflavone ( Xanthomicrol )

OH

OH O
» Fluorescence : Violette

«Rpx100 : 95 (SI), 44 (SI°), 54 (S2)

Abaccbanoce (AL

« TR (HPLC) : 83,76 mn

* Amax €1 nm > BII Bl

- MeOH : 284, 296sh, 332

- NaOH : 275, 394

-AlCl;: 265, 283, 311, 363

- AICI;+HCI : 263, 289, 311, 363
-NaOAc : 277, 347, 392

- NaOAc+H3BO;: 281, 334

Aaorbw e (AUS
—AGacrbance (AU
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Les valeurs des R¢x100 de ce composé dans les systémes de solvants S1, S2 et S3
respectivement égales & 95, 44 et 54 ; la valeur de son temps de rétention ( t, ) est 83,77 mn, son
spectre UV-Visible dans le méthanol, solvant de référence, présente deux pics d’absorption
( bande II 4 284 nm, 296i, bande I 2 330nm ) et la fluorescence violette en lumiére de Wood
indiquent que ce composé est une flavone polysubstituée en A ( 6, 7 et/ou 8 ) et monosubstituée sur le
noyau B ( 4°).

Aprés addition de la soude ( une goutte de NaOH ), le spectre { rouge ) ne comporte pas de
bande IIL, donc le C-7 porte un groupement alcoxy ( OR en 7). En outre, I’effet bathochrome et
hyperchrome de la bande I ( AA = 62 nm ) indique que I’hydroxyle en position 4’ est bien libre.

En présence de AICl; ( rouge ), existence des bandes Ia 4 407 nm et Ib 4 363 nm confirme
I’hydroxylation en 5 ( OH originel ). L’addition de HCI ( bleu ) ne s’accompagnant pas d’un effet
hypsochrome de la bande I milite pour une absence d’un systéme ortho-dihydroxy sur le noyau A et
aussi sur le noyau B.

Le spectre NaOAc ( rouge ) ne présentant pas de déplacement bathochrome de la bande Ii,
confirme 1’absence de I’hydroxyle libre sur le C-7 tout comme le spectre NaOAc + H3;BO; ( bleu ) qui
pour lui la bande I se situe au alentours de 334 nm, nm ( pas de déplacement bathochrome par rapport
a celle du spectre méthanolique ) donc confirmation de I’absence de systéme ortho-dihydroxy sur cette
molécule flavonique.

L étude en spectrophotométriec UV-Visible permet alors de proposer pour cette molécule, la
structure suivante :

OH

Le spectre de masse de ce composé présente un pic moléculaire M " 4 m/z = 344 (40%), ce
qui correspond a la formule brute Ci307H 6. Le composé en question posséderait donc 3 groupements
méthoxyles et deux groupements hydroxyles.

Les ions fragments (M —n .15 )et (M- 1—-n.15)ou n est un entier naturel inférieur ou égal a
1 sont trés présents sur le spectre enregistré en APCI négative. On peut aussi voir sur ce spectre, les
pics 8 m/z = 343 (100%), 329 (05%), 328 (13%), 314 (15%), 313 (25%), 299 (12%) et 298 (05%) pour
lesquels on peut attribuer respectivement les ions fragments respectifs : (M-1)7, (M-15)",
(M-1-15)"", (M-2x15)"", (M-1-2x15)", ( M-3x15 ) * et enfin ( M-1-3x15 ) *".

D’autres pics de moindre importance en intensité apparaissent également sur le spectre tel que
le picda m/z=226 (pic A ), a m/z= 195 ( pic A-1-2x15 ) et enfin & 198 ( pic A-28).
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Ce composé est donc apparemment la 5,4’- dihydroxy- 6,7,8 — triméthoxyflavone connue
sous le nom trivial du Xanthomicrol.

La spectrométrie RMN ( HMR, CMR et HMBC ) confirme la structure proposée. En effet, a
partir du spectre RMN ( 'H ), on peut voir aisément la présence de 04 singulets 4 4,01 ; 3,86 et 3,81
ppm qui correspondent aux trois méthoxyles du cycle A ( OMe-7, OMe-8, OMe-6 ) et 4 6,83 ppm qui
lui ne peut étre attribué qu’au proton H -3 du cycle C. Les deux doublets résonnant respectivement
entre 7,88 et 7,90 ppm et entre 6,84 et 6,86 ppm ne peuvent qu’étre les signaux des protons H-2’ et
H-6" pour le premier intervalle et les protons H-3" et H-5’. On peut aisément tirer du spectre HMR les
valeurs des constantes de couplages Ortho correspondantes.

Pour ce qui est des positions des différents carbones, les données de la littérature ( données de
références ) combinées a celles de la carte HMBC du composé en question révélent avec précision les
valeurs de leurs déplacements chimiques en ppm. A titre d’exemple, le C-4 ( hétérocycle ) formant un
groupement carbonyle apparait sans doute comme étant le carbone le plus déblindé d’ot: sa résonance
a 182,09 ppm. A ’inverse, les carbones des trois méthoxyles en 7, 8 et 6 du cycle A apparaissent ou
résonnent a des champs beaucoup plus faibles et c’est ainsi qu’on leur attribue les valeurs des
déplacements chimiques 61,77, 61,36 et 60,42 ppm. Les signaux des autres carbones sont situés entre
ces deux extrémes et c’est avec 'aide de la carte HMBC ( 'H-"C) que sont attribués les différents
signaux ou pics. Notons enfin que les pics relatifs aux carbones équivalents en I’occurrence ceux en
position 6°,2° et 5°,3” du cycle B apparaissent avec des intensités relativement plus grandes ; ceci peut
a la limite étre lié au fait que chaque signal est attribué 4 deux carbones équivalents.

Les données de la carte bidimentionnelle ou du spectre HMBC de ce composé a travers les
différentes corrélations 'H-">C confirment ce qui a été proposé comme structure auparavant. Ainsi, on
peut aisément énumérer les corrélations suivantes :

- Couplages de type J; ( fréquents ) : H-2" avec C-3°, H-3" avec C-4’ et C-2°, H-5" avec C-4’ et
C-6’et enfin H-6" avec C-5’ pour le noyau B ; H-3 avec C-2 et C-4 pour ’hétérocycle,

- Couplages de type J3 ( frégents aussi ) : les protons des trois méthoxyles du cycle A avec les
carbones qui les portent ; H-2” et H-6" avec C-2, H-3" avec C-1’, H-5" avec C-1" ; enfin H-3 avec C-9
et C-1°,

- Couplages de type J4 ( plutdt rares ) : un seul cas est visible ; il s’agit du signal relatif au couplage
de H-3 avec C-10.

Avec toutes ces indications, on peut affirmer qu’il s’agit bel et bien de ’aglycone cité en haut ¢’est

dire la 5,4’-diOH- 6,7,8-triméthoxyflavone ou Xanthomicrol.
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Données delaSM ( APCI) Données de la RMN( HMR, CMR en ppm et Corrélations )
Ions fragments miz % |Position  “C 'H HMBC
M" 344 40 |2 164.70
(M-1) 343 100 |3 101.20 6.83, 1H, s C-4,C-2,C-9,C-1", C-10
4 182.09
(M=-15) 329 05 |5 145.02
(M-1-15)" 328 13 |6 135.66
7 152.10
(M-2x15)" 314 15 |8 132.44
(M-1-2x15) 313 100 |9 148.54
10 106.03
(M-3x15)" 299 12
(M-1-3x15)" 298 05 |1 117.87
2’ 128.47 7.89, 2H, d (8.80Hz) C-2,C-3
Pic A 226 03 |3 116.94 6.85,2H,d (8.75Hz)  c-4,C-2.C-I’
(A-1-2x15) 195 10 |4 165.48
(A-28)" 198 02 | % 116.94 6.85,2H,d (8.75Hz)  C-4’,C-6’, C-I’
6’ 128.47 7.89, 2H, d (8.80Hz) c-2’,C-5
M-6 60.42 3.81,3H,s C-6
M-7 61.77 4.01,3H, s C-7
M-8 61.36 3.86, 3H, s C-8
Tab.3.1. Données de SM et de RMN du composé 5,4'-OH-6,7,8-OMeflavone
Fig.3. 1 Prof 1l HPLC du composé 54 -0]—1—6 7 8-0Meﬂavone
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Current Data Paramseters
NAME kfa23 22
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a f)-l. OM~NM~N DU UOUUOUW S TS9O MNMMMOMMAUNONNINN Y ot OO0 FZ-Acquj’itionp”augers
_ Date_ 20031209
Time 15.55
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TXI 13C 2
Me-7 PULPROG zqn
Me-8 0 §55%
Me 6 SOLVENT DMSC
NS 16
11 0
SwH 10330.578 M2
FIDRES 0.157632 Hz
AQ 3.1719923 sec
RG 362
[, ) 48,400 vset
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
[1}] 1.00000000 sec
semsewen CHANNEL {]| meessess
NUC ¢ iH
( Pl 6.50 ysec
At -3.00 o8
SF01 500 . 1330885 M
F2 - Processing paraseters
S1 32768
H3 { 5 500. 1300004 MHz
HZ 558 L]
HE L8 0.30 Mz
" P 0
PC 4.00
f I _— 10 NMR plot paramstars
Cx 20.00 ca
S At cY 10.00 cm
FiP $4.000 ppe
Fi 7001 .82 Hz
FeP -0.200 ppm
® P o &N o b 1n F2 -100.03 Mz
5 < A Eﬂ 3 ?f 3 PPMCH 0.71000 poa/cs
2 P o 0 0 '™ - HZCM 355.09229 Hr/ce
= - - w0
ppm 12 10 8 ! 6 4 2

Fig.3.3. Spectre RMN 'H ( DMSO ) du composé 5,4’-OH-6,7,8-OMeflavone.
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Fig.3.4. Spectre RMN PC(CDCl; ) du composé 5,4"-OH-6,7,8-OMeflavone.
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Fig.3.5. Carte HMBC( Acétone ) du composé 5,4°-OH-6,7,8-OMeflavone.
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La méthode détaillée de I’identification structurale de la flavone Xanthomicrol a été
énumérée a titre d’exemple. Une démarche analogue a été suivie pour I'identification des autres
composés aussi bien ceux isolés a partir de Mentha logifolia que ceux issus des autres especes
¢tudiées et ce afin d’éviter d’éventuelles répétitions qui risquent d’€tre encombrantes pour le
lecteur.

La structure de chacun d’eux a été établie sur la base des données des Rrdans au moins trois
systémes de solvants différents, de la fluorescence, de la spectrophotométrie UV-Visible et, lorsque
cela a été nécessaire et possible, des spectres de masse et de RMN. Ces structures ont été
confirmeées a chaque fois par Co-Chromatographie en présence de témoins authentiques sur C.C.M
et sur HPLC.

70



x Composé Ml; (3, ) : 5,4’-OH-6,7,8,3’-OMeflavone

» Fluorescence : Violette

«Rex100 : 94 (SI), 71 (S1), 50 (S2)
«Tp (HPLC): 84,69 mn

« Amax €n nm: BII, BI

-MeOH: 255, 281, 342
-NaOH: 267, 415

- AlCl;: 265, 288, 372

- AICI;+HCI: 263, 289, 363

- NaQAc: 272, 347, 414

- NaQAc+H3BO;: 256, 279, 346

Abeacrbance (AU)Y

71

Abeocromnce (AU)

04+

04+

Abeorbance (AU)




Données de la SM ( APCI)

Données de la RMN ( HMR, CMR en ppm et Corrélations)

Ions fragments m/z % |Position “C 'H HMBC
N
M 374 20 |2 164.00
(M-1) 373 100 | 3 103.80 6.54, 1H, s C-4, C-2, C-5,C-1°, C-10
4 183.00
(M-15) 359 5 149.50
(M-1-15)" 358 40 |6 136.50
7 153.00
(M-2x15)" 8 132.90
(M-1-2x15)" 343 100 |9 145.80
=(M-31) 343 100 | 10 107.00
(M-3x15)" 1’ 123.30
(M=1-3x15)" 328 57 |2 108.20 7.35, 1H, d (1.80Hz) C-2,C-4", C-3", C-1°
3 146.90
(M-1-3x15-28)"300 15 |4 149.40
5 115.10 7.02, 1H, d (8.50Hz) C-2,C4,C-3",C-1",C-2’
6’ 120.80 7.50, 1H, dd (8.50,1.80Hz) C-2, C-4’, C-2’
M-6 56.00 394, 3H,s C-6
M-7 62.10 4.10,3H, s C-7
M-8 61.20 3.96,3H, s C-8
M-3’ 61.70 3.99, 3H, s C-3),C-2
Tab.3.2. Données de SM et de RMN du composé 5,4 -OH-6,7,8, 3'-OMeflavone
UAUY U, SKR30, 10 RET-ALU, IR {PARVURMEN ) AU}
mil a
100
"
oo © o
24 8 5.'3 S '?'.
o v-N‘ [ [
0 ", i t %
' ' i 1 18 i

Fig.3.6. Profil HPLC du composé 5,4-OH-6,7,8,3-OMeflavone.
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HMBC gradient optimise sur Jlr=10Hz Me-6
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Fig.3.8. Carte HMBC( CDCl, ) du composé 5,4’-OH-6,7,8,3 -OMeflavone.
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x Composé Ml ( 34y3, 6,, 2823, 391, ) : 5,3’,4’-OH-6,7,8-OMeflavone

« Fluorescence : Violette

« Ryx100 : 84 (SI), 30 (S17), 42 (S2)

ABeorbence (AL

« Tx (HPLC): 78,86 mn

* Amax €n nm: BII, BI

]
- MeOH: 258, 280, 349 3
- NaOH: 269, 411 S
- AICl;: 277, 310sh, 404 ® N ] Waelegh (v
- AICI3+HCI: 287, 310sh, 364
- NaOAc: 274, 353, 415
- NaOAc+H;BO;: 265, 382

Abeorbance (AL
Abeorbarnce (AU}
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Données dela SM ( APCI) Données de la RMN ( HMR, CMR en ppm et Corrélations )
Ions fragments mz % |Position "“C 'H HMBC
M* 360 25 |2 166,80

(M-1) 359 100 |3 103,65 658, 1H,s C-4,C-2,C-1", C-10
4 184,51

(M-15)" 345 08 |5 147,35

(M-1-15)" 344 43 |6 137,72
7 154,39

(M-2x15)" 8 134,59

(M-1-2x15) 320 7519 150,00

=(M-31)" 320 75|10 107,84

(M-3x15)" I 123,30

(M-1-3x15)" 314 25 |2 114,15 7.40, 1H, d (1.80Hz) C-2,C-4', C-6’
3 147,26

(M—-1-3x15-28)" 286 10 | 4 151,82
5 116,95 690, 1H,d(8.50Hz) oo,
6’ 120,59  7.45,1H,dd (8.50, 1.80Hz)  ...............
M-6 61,51 3.80,3H,s C-6
M-7 62,71  4.10,3H, s c-7
M-8 62,29 3.98,3H,s C-8

Tab.3.3. Données de SM et de RMN du composé 5,3°,4-OH-6,7,8-OMeflavone

v v w w v
VD1 A Wavelengh=350 am (FAROUKIFARIDO120)
W ?
. 3
H
a § 0
w1 :
r [ 0
0 Ji‘ - - J N S —_—— P _..!. -
[ 1 T T ] ] L T Ll 1 I T 1 ‘{ i 4 U ] 1 1 T ' T 1
0 0 | ji 4 ) i)

Fig.3.9. Profil HPLC du composé 5,3°,4'-OH-6,7,8-OMeflavone.
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Données de la SM (APCI) Données de la RMN ( HMR, CMR en ppm et Corrélations )
Ions fragments m7z % |Position "C 'H HMBC
M" 360 25 |2 166,80

(M-1)" 359 100 |3 103,65  6.58, 1H,s C-4,C-2,C-1", C-10
4 184,51

(M-15)" 345 08 |5 147,35

(M-1-15)" 344 43 |6 137,72
7 154,39

(M-2x15)" 8 134,59

(M-1-2x15)" 329 7519 150,00

=(M-31)" 320 75 {10 107,84

(M-3x15)" I 123,30

(M-1-3x15)" 314 25 |2 114,15 7.40, 1H, d (1.80Hz) C-2, C-4, C-6’
3 147,26

(M-1-3x15-28)" 286 10 |4 151,82 -
5 116,95  6.90, 1H,d (8.50Hz) oo,
6’ 120,59 745, 1H, dd (8.50, 1.80Hz) ..o,
M-6 61,51 3.80,3H,s C-6
M-7 62,71 4.10,3H, s Cc-7
M-8 62,29 3.98 3H,s Cc-8

Tab.3.3. Données de SM et de RMN du composé 5,3",4-OH-6,7,8-OMeflavone

v v W w v
VW1 A Wavelengh=350nm (FAROUKFARIDUNZL)
w §
. a
u
N t 2
] 8 ! v
r " )
- - AN L
' T T T T I T T T T I T T R} T ] T I T L ‘f_ 1 ¥ T r 1 T
0 10 | X { N

Fig.3.9. Profil HPLC du composé 5,3",4 -OH-6,7,8-OMeflavone.
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C13 decouple CPD
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Fig.3.11. Spectre RMN "°C ( MeOH ) du composé 3,3
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C13 decouple CPO
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Me-7 Me b

. gradient optimise sur Jir=10H2
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Fig.3.12.Carte HMBC ( Acétone )} du composé 3,3 ',4'-OH-6,7,8-OMeflavone.
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x Composé M, (91): 5-0H-6,7,8,3’,4’-0Meflavone (5-

OH O
« Fluorescence : Violette
«Rpx100 : 94 (SI), 90 (S1%), 56 (S2)
« Tz (HPLC): 90,05 mn
* Amax €n nm: BlI, B]

- MeOH: 255sh, 283, 338

- NaOH: 291, 316

- AICl3: 262, 289, 363

- AICI;+HCI: 259, 291, 362

- NaOAec: 255sh, 283, 339

- NaOAc+H;BO;: 255sh, 282, 340

ABworbance (AU)
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Données de la S M ( APCI) Données de la RMN ( HMR, CMR en ppm et Corrélations )
Tons fragments %4 % | Position “C 'H HMBC
M™ 388 22 |2 163.98

(M-1Y 387 100 |3 103.83 6.64, 1H, s C-4,C-2,C-1", C-10
4 182.98

(M-15) 5 149.53

(M-1-15)" 372 50 |6 136.54
7 155.00

(M-2x15)" 8 132.92

(M-1-2x15)" 357 70 {9 145.76
10 106.96

(M-1-3x15)" 342 65
1’ 123.28

(M=1-4x15-28)" 299 25 |2 108.24 744,1H,d (1.80Hz) C-2,C-4’,C-3,C-6
¥ 149.39
4 152.50
5 115.08 7.03, 1H, d (8.50Hz) C-4,C-3,C-v
6’ 120.77 7.61, 1H, dd (8.50, 1.80Hz) C-2, C-4’, C-2’
M-6 56.40 4.00,3H, s C-6
M-7 62.10 4.13,3H,s C-7
M-8 55.00 3.97,3H, s C-8
M-3’ 61.16 4.00, 3H, s C-3
M-4 61.74 4.01,3H, s Cc-4’

Tab.3.4. Données de SM et de RMN du composé 5-OH-6,7,8,3",4-OMeflavone.

DRDTD), Sig=a65, 16 Rar=4 20, TOU [FARCURWENTHATS D]
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0t : 558 8 ‘
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Fig.3.12. Profil HPLC du composé 5-OH-6,7.8,3",4 -OMeflavone.
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Fig.3.14. Spectre RMN'H ( CDCI, ) du composé 5-OH-6,7,8,3",4’-OMeflavone.
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Ci3 decouple CPD
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IC gradient optimise sur Jlr=10Hz
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K Composé Mls ( My, 1133, 1343, 34y, ) : 5,6,4’-0OH-7,8,3°-OMeflavone ( Thymonine )

OMe

OH O
« Fluorescence : Violette

«Ryx100 : 84 (SI), 20 (S1°), 17 (S2)

« Tx (HPLC): 74,39 mn

Abworbance (AL)H

(44
* Amae en nm: Bll, BI \

- MeOH: 255sh, 291, 343 ] \
- NaOH: 326, 400

- AICI;: 262, 305, 376 -
- AICI;+HCI: 262, 304, 369 A Y
- NaOAc: 290, 345, 405

- NaOAc+H;3;BO;: 295, 341

T A IBeorowm v (AL
Abeobance (AU)
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Données de la SM ( APCI) Données de la RMN ( HMR, CMR en ppm )
Ions fragments n/z % | Position Be 'H
M 360 15 |2 163.72
(M-1) 359 100 |3 102.50 6.50, 1H, s
4 182.51
(M-15) 5 152.00
(M-1-15)" 344 33 16 132.76
7 136.00
(M-2x15)" 8 134.06
(M-1-2x15)" 3290 100 |9 143.00
10 105.97
(M-3x15)"
(M-1-3x15)" 314 40 |1 121.00
2’ 109.81 7.28, 1H, d (1.80Hz)
(M-1-3x15-28)" 28 30 |3 142.98
"y 147.00
5 115.83 6.92, 1H, d (8.50Hz)
6’ 120.18 7.38, 1H, dd (8.50, 1.80Hz)
M-7 61.72 3.97,3H, s
M-8 55.68 3.82,3H, s
M-3’ 60.86 3.84, 3H, s
Tab.3.5. Données de SM et de RMN du composé 5,6,4'-OH-7,8,3 -OMeflavone
Fig.3.17. Profil HPLC du composé 5,6,4’-OH-7,8,3-OMeflavone
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:-M8C gradient optimise sur JIr=10HZ
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Fig.3.20. Carte HMBC ( DMSO ) du composé 5,6,4"-OH-7,8, 3 -OMeflavone.
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x Composé Mlg (15;) : 5,6-OH-7,8,3’,4’-OMeflavone

OMe

OMe Q
MeQ 0]

HO

OMe

OH O

« Fluorescence : Violette

Abworbanca (AL

«Ryx100 : 94 (SI), 62 (SI°), 29 (S2)
« Tr (HPLC): 80,76 mn
.AIH‘R ennm. BII, B]

- MeOH: 255sh, 289, 338

- NaOH: 295sh, 323

- AICI3: 260sh, 304, 364

- AICI3+HCI: 260sh, 303, 363
- NaOAc: 291, 337

- NaOAc+H;3;BO;: 294, 335

N

Anworbance (AU
Abmorbmnce (AU)

D W B e
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l Données de la SM ( APCI) Données de la RMN ( HMR, CMR en ppm et HMBC )
' Ions fragments m/z % |Position “C 'H HMBC
M 374 18 |2 164.13
(M-1) 373 80 |3 103.82  6.64,1H, s C-4,C-2,C-1", C-10
4 182.84
(M-15) 5 142.19
(M-1-15)" 358 60 |6 133.21
7 146.63
(M=2x15)" 8 133.00
(M-1-2x15)" 343 509 143.01
10 106.66
(M-3x15)"
(M-1-3x15)" 328 15 {Ur 123.85
2 120.13  7.44, 1H, d, (1.80Hz) C-2,C-4", C-3°
M-1-4x15)" 313 30 |3 149.36
4 152.42
pic A 213 55 | & 111.25  7.03, 1H, d (8.50Hz) C-4’,C-3", C-1’
|| (A-28Y 185 45 |6 10875  7.60, IH. dd (8.50, 1.80Hz)  C-2, C-4",C-2
pic D 214 15 | M-7 61.10 4.16,3H,s C-7
l M-8 56.03 3.92,3H,s c-8
M-3’ 56.13  4.01,3H, s c-3
l M-4° 61.48 4.02,3H,s c-4’
lTab.3.6. Données de SM et de RMN du composé 5,6-OH-7,8,3" 4 "-OMefluvone.
l‘—wuwmwmmmwmr -
| mAU |
5
4 :
04
2 c o
R 3 § &
0 M g 9 @
0 Bn 'H ) ) 100 120 g
2.3.21. Profil HPLC du composé 5,6-OH-7,8,3’, 4 -OMeflavone.
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Ca13 decouple CPD
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=MB(C gradient optaimise sur JIr=10Hz
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# Composé Ml; ( 33;) : 5,6,4’-OH-7,8-OMeflavone

OMe
MeO. @)

HO
OH O

« Fluorescence : Violette
»Rex100 : 84 (SI), 20 (S1°), 28 (S2)
« TR (HPLC): 73,54 mn
« Amex € nm: BIl Bl
- MeQH: 297, 335
- NaOH: 325, 384
- AICl;: 245sh, 266, 313, 364
- AICI3;+HCI: 245sh, 268, 312, 363

- NaQAc: 297, 336, 400
- NaOAc+H3BO;s: 300, 333

03+

Abescromance (AL)

OH
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Données dela SM ( APCI) Données de la RMN ( HMR, CMR en ppm et HMBC)
lons fragments m/z % | Position "“C 'H HMBC
M™ 330 40 |2 163.88
(M-1Y 329 100 {3 102.20 6.84, 1H, s C-4, C-2,C-9, C-1°, C-10
4 182.46
(M-15) 313 10 |5 141.65
(M-1-15)" 314 22 |6 134.09
7 147.82
(M-2x15)" 300 18 |8 132.82
(M-1-2x15)" 299 100 |9 142.99
(M-1-2x15-28)" 271 35 {10 106.95
1’ 121.05
2’ 128.31 7.94, 2H, d (8.75Hz) C-2, C-4’, C-3’
3 116.03 6.95, 2H, d (8.75Hz) c-4', C-1’
4 161.40
5 116.03 6.95, 2H, d (8.75Hz) C-4,C-1
6’ 128.31 7.94, 2H, d (8.75Hz) C-2,C-4’, C-5°
M-7 61.76 3.95,3H, s C-7
M-8 61.80 3.93,3H, s C-8

Tab.3.7. Données de SM et de RMN du composé 3,6,4'-OH-7,8-OMeflavone.
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Fig.3.26. Profil HPLC du composé 5,6,4'-OH-7,8-OMeflavone.
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s Composé Mlg ( 24;) : 5,4’-OH-6,7-OMeflavone ( Cirsimarit.ae )

OH

OH O
« Fluorescence : Violette
« Rex100 : 90 (SI), 50 (S1°), 44 (S2)
« TR (HPLC): 87,58 mn
* Amae €n nm: Bll, Bl
- MeQH: 255sh, 287, 337
- NaOH: 272, 308, 412
- AICl3: 260, 292, 307, 364
-AICI3+HCI: 262, 291, 306, 363

-NaQAc: 261, 282, 412
- NaQAc+H;BO;: 256, 288, 338
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Données de la S M ( APCI)

Données de la RMN ( HMR, CMR en ppm et HMBC )

Ions fragments m/z % |Position “C 'H HMBC
M* 314 052 163.95
(M-1) 313 2013 102.48 6.85, 1H, s C-4,C-2,C-9, C-1", C-10
4 182.10
(M-15)" 299 05 |5 151.96
(M-1-15)" 298 1016 131.71
7 158.47
(M-2x15)" 284 1518 91.44 6.92, 1H, s C-4.C-7,C-9, C-6, C-10
(M-1-2x15)" 283 100 | 9 152.50
=(M-31)r 283 100 | 10 104.93
r 120.81
2 128.4] 7.97,2H, d (8.80Hz) C-2, C-4°, C-3°
kY 115.89 6.93, 2H, d (8.50Hz) C-2,C-4", C-2’, C-1’
4 161.39
5 115.89 6.93, 2H, d (8.50Hz) C-2, C-4’, C-6°, C-1°
6 128.41 7.97,2H, d (8.80Hz) C-2,C-4", C-¥’
M-6 56.32 3.73,3H, s C-6
M-7 59.91 3.92,3H, s C-7,C-8

Tab.3.8. Données de SM et de RMN du composé 5,4 '-OH-6,7-OMefluvone.
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Fig.3.34. Carte HMBC ( Acétone ) du composé 5,4’-OH-6,7-OMeflavone.
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s Composé Ml ( 37,) : 5,6,4’-OH-7,3’-OMeflavone

MeO. O
O] |

OH O

HO

« Fluorescence : Violette

«Rpx100 : 68 (SI), 12 (S1'), 20 (S2)
« TR (HPLC): ? mn

* Amax €1 nm: BIl, BI

- MeOH: 245sh, 287, 337

- NaOH: 301, 390

- AlCI3: 262, 297, 373

- AICI3+HCI: 265sh, 297, 364

- NaOAc: 250sh, 286, 339

- NaQAc+H3BOs: 248sh, 289, 343

- ———— -

Abescorbaence (AU)

5
< )
LY -
'! 4 M\n A
é 04- TR !
L \
! Voo
1 \ ¢
| K
04
L LA L S A e S e
2 n ko] Waelegh

T Abeorbence (ALH
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On peut aisément distinguer sur les spectres de Masse les lons fragments suivants:

M":330020); (M-1)":329(100)
(M=15):315¢12); (M—-1-15)":314(70)
(M—1-2xIS)"=(M-31)":299(80)

(M—1-2x15-28)%:271(100)

Fig.3.35. Specres de Masse en APCI du composé 5,6,4'-OH-7, 3 -OMeflavone.
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x Composé Mlyg ( 3513, 40y, ) : 5,6-OH-7,3°,4’-OMeflavone

OMe

OMe
MeO O O

HO

OH O
» Fluorescence : Violette
«Rex100 : 83 (S1), 32 (S1), 17 (§2)

- Tx (HPLC): 80,70 mn

AGwnorbance (ALY 7

» Amae €n nm: BIl, BI

- MeOH: 240sh, 286, 339

- NaOH: 290sh, 324

- AICl3: 240sh, 262sh, 297, 368

- AICI;+HCI: 240sh, 262sh, 296, 364
- NaOAc: 248sh, 286, 337

- NaOAc+H;BO;: 249sh, 288, 337

AbeSrhbance (ALY

r H*v‘Ag._fﬁ‘_‘__xmno. (ALY)
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M™:344(20); (M-—1)7:343(100)
(M—15)":329(10); (M~1-15)":328(45)
(M—2x15)7:314(20); (M~1-2x15)":313(100)
(M—3x15)":299(10); (M- 1~3x15)": 298 (35
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Fig.3.36. Specires de Masse en APCI du composé 5,6-OH-7,3 "4 -OMeflavone.
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x Composé Mly; ( 4;) : 5-OH-6,7,3’,4’-OMeflavone

OMe

« Fluorescence : Violette

«Ryx100 : 90 (SI), 85 (S1°), 42 (S2)

AbGeocrbance (AL

« Tx (HPLC): 87,12 mn

« Amae €n nm: BIl BI

IO JEE N SR

~
- MeOH: 243, 276, 338 ) =~
- NaOH: 291, 308 SUE—— —
- AICl3: 260, 290, 364 - S Hadengh

-AICL;+HCI: 259, 290, 363
- NaOAc: 242sh, 276, 338
- NaOAc+H3BO;3: 242sh, 276, 339

Abeorbance (AL)
Abeorbance (AL))
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Fig.3.37. Profil HPLC du composé 5-OH-6,7,3" 4 -OMeflavone.
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La aussi, on peut distinguer & partir de ces deux spectres de Masse de ce composé, les ions
fragments suivants :

M :358(10); (M~1)":357(45): (M~ 15)*:343(100)

(M—2x15)":328(90); (M~1-2x15)":327(100)
(M—=3x15)":313(92); (M—1-3x15)":312(05); (M—4x15)":298 (40 )
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Fig. 3.38. Spectres de Masse en APCI du composé 5-OH-6,7,3"4 ' OMeflavone.

Avant de terminer avec cette espece, nous proposons dans ce qui suit un schéma de biosynthése
et confirmant par I’occasion le bien fondé de nos propositions concernant les structures des produits
isolés a partir des feuilles de Mentha longifolia.

D’ailleurs, ce genre de schéma sera proposé aussi pour 7eucrium atratum et Salvia balansae.

Ce choix n’est pas fortuit et il obéit a quelques considérations qui seront abordées dans la conclusion
générale.

Les inscriptions OHase et OMTase étant bien évidemment des enzymes nécessaires aux
différents passages d’un composé ( aglycone de flavone ) a un autre, a condition bien sir que ¢a soit

logique et compéhensible, il s’agit de I’Hydroxylase pour la premiere et de la O-Méthyl-Transférase
pour la seconde.
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5,7,4'-OH » A _OH
7t
|
O P O 5
& 3'-OHase
6-OHase
i
Y
5,6,7,4'-OH
7-OMT 8-OMT

OH
5,7,3',4'-OH /‘\/OH

Ho\r/_&/ O\/\\?/

1
1
i
j
{
L_.‘.—n» voire page suivante

|

5,6,4'-OH-7-OMe

|
|_8:OHase, 5.6,8,4-OH-7-OMe

8-OMT

v

5,6,4'-OH-7,8-OMe

|

\
5,7,4'-OH-6-OMe

‘7~OMT

—————> 54'-0H-6,7-OMe

8-OHase

Y
5,8,4'-OH-6,7-OMe

| 8-OMT

l

5,4'-OH-6,7,8-OMe

Fig. 3.3%9a. Schéma de biosynthése des composés de M. longifolia ( 1 ).
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5,7,3'4"-OH
3-OMT . T-OMT
|
' ;
5,7,4'-OH-3'-OMe 5,3'4'-OH-7-OMe
lB-OHase | 6-OHase
Y
5,6,7,4-0OH-3'-OMe 5,6,3' 4'-OH-7-OMe
[Y-OMT
5,6,4'-OH-7,3"-OMe ~—3-OMT_ 6-:OMT, 5 3 4.0H.6.7-OMe
l |
j |8-OHase
. | !
5,6-OH-7,3',4"-OMe = 4’O|MT " 8-OHase __ v
{G;OMT ; 5,8,3',4'-0OH-6,7-OMe
\ | '
| !
5,4'-0H-6,7,3-OMe | } 8-OMT
8-OHase
8-OMT 8-CHase 5,6,8,4'-OH-7,3-OMe l
5,3',4'-OH-6,7,8-OMe
598:4'-OH—6»7,3|—OM8 I 8’OMT
|
Y Y
5,6,8-OH-7,3 4'-OMe 8-OMT 5,6,4'-OH-7,8,3'-OMe

8-OMT 5 4'-OH-6,7,8,3'-OMe

5,6-OH-7,8,3',4'-OMe

> 5.0H-6,7,3'4-OMe —5-OH3S€ _ ¢ o §116.7.3 4-OMe

5-OH-6,7,8,3',4"-OMe 8-OMT |

Fig.3.39b. Schéma de biosynthése des composés de M. longifolia ( 2 ).
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2.2.1.2. Mentha pulegium

XK

K

5,7,4’- trihydroxyflavone ( Apigénine )

- Fluorescence : Violette

-Rex 100: 54(S81),02(S1’)

- Amac € nm BII — BI: MeOH: 268, 333. NaOH: 275, 326, 392.
AICI;: 273, 302, 347, 382.

AlCl; - HCI: 277, 301, 341, 381,
NaQAc: 275, 308, 387. NaQAc - H;803: 270, 339.

5,7 - dihydroxy - 6,4’ - diméthoxyflavone ( Pectolinarigénine )

- Fluorescence : Violette

-Ryx 100 : 80(S1), 28(S!")

- Amac €1 nm Bll — BI: MeOH: 276, 333. NaOH: 276, 318sh, 385.
AICl;: 269sh, 290, 300, 363.

AICI; + HCI: 263, 290, 298, 360.
NaQAc: 274, 388. NaOAc +~ H3BO;: 275, 337.
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* 5,6,4’ - trihydroxy - 7 - méthoxyflavone ( Sorbifoline )

H

MeO

O
o O
1i

HO

OH O

- Fluorescence : Violette

-Rex 100 : 66 (S1), 20(S!")

- Amae €n nm BII — BI: MeOH: 285, 335. NaOH: 270, 386.
AlCl;: 263sh, 274, 299, 362.

AICl; + HCI: 265, 298, 350.
NaOAc: 285, 383. NaOAc + H;BO;: 286, 340.

* 5,6 - dihydroxy - 7,4’ - diméthoxyflavone ( Ladanéine )

- Fluorescence : Violette

-Ryx 100: 82(S1),23(S1’)

- Amae €t nm Bl — BI. MeQH: 282, 336. NaOH: 294, 309.
AICl;: 263, 291, 365.

AlCl; + HCI: 260, 301, 357.
NaOAc: 253, 283, 337. NaOAc + H;B0;: 254, 282, 338.
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* 5,7,3,4’ - tetrahydroxyflavone ( Lutéoline )

OH
| OH

i L
i

N
HO o~

- Fluorescence : Violette

-Rpx 100: 28(S1), 06(SI"’)

- Amax €n nm BIl — BI: MeOH: 255sh, 267, 348. NuOH: 266, 311sh, 399.
AICl;: 273, 300, 419.

AICl; + HCI: 276, 295, 355, 383.
NaOAc: 270, 403. NaOAc + H;:BO;: 261, 371.

x 5,7,4’ - trihydroxy - 3’ - méthoxyflavene ( Chrysoériol )

- Fluorescence : Violette

-Ryx 100: 61(S1) 12(S1’)

« Amax €n nm BIl — BI: MeOH: 253sh, 269, 341. NaOH: 270, 303, 391.
AlCl;: 274, 293, 359, 385.

AlCl; + HCI: 277, 293, 351, 385.
NaQAc: 274, 385. NaOAc + H3;BO;: 269, 343.
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x 5,7,4’ - trihydroxy - 6,3’ - diméthoxyflavone ( Jacéosidine )

QMe
|

WOH
HO o. ./

MeO
OH O

- Fluorescence : Violette

-Rex 100: 81(S1), 30(SI’)

- Amax €0 nm BII — BI. MeOH: 252sh, 275, 344. NaOH: 273, 299sh, 396.
AICl;: 262, 283, 369.

AlCl; + HCI: 260, 289, 359.
NaQAc: 270, 354sh, 404. NaOAc + H3;BO;: 274, 343.

* S - hydroxy - 6,7,3’,4’ - tetraméthoxyflavone

OMe

MeO O\/i\o)
|

MeO

OMe

OH O
- Fluorescence : Violette
~Rex 100: 91(S1),70(S1’)

- Amax €n nm BIl — BI: MeOH': 256sh, 277, 340. NaOH: 278, 411sh.
AlCl: 263, 285, 369.
AICI; + HCI: 260, 288, 359.
NaOAc: 274, 338, 412. NaOAc + H3;BO;: 252sh, 276, 343.




Al

K 5,6 - dihydroxy - 7,3°,4’ - triméthoxyflavone

MeQ O\/\/

- Fluorescence : Violette
-Rrx 100: 85(S1),65(S1’)
- Amae € nm BII — BI: MeOH: 253sh, 280, 338. NaOH: 278, 399.
AlCl;: 265, 287, 369.

AICl; + HCI: 261, 290, 359.
NaQAc: 274, 404. NaOAc -+ HBO;: 278, 341.

® 5,6,4° - trihydroxy - 7,3’ - diméthoxyflavone

- Fluorescence : Violette

~Rex 100 65(S1), 25(S1’)

- Amax €n nm BII — BI: MeOH: 240sh, 283, 343. NaOH: 259, 391.
AlCl;: 259, 298, 376.

AICl3 + HCI: 258, 297, 367.
NaQOAc: 281, 395. NaQAc + H3;BO;: 289, 340.

122



® 5,6,3’,4° - tetrahydroxy - 7 - méthoxyflavone ( Pédalitine )

/ |
MeO 0] '\/l

HO
OH O
- Fluorescence : Violette

~Ryx 100: 35(81),10(S1")

- Amax €n nm BII — BI: MeOH: 253sh, 283, 342. NaOH': 299, 380.
AlCl;: 273, 299, 413.
AICl; + HCI: 259, 297, 368.
NaQAc: 271, 387. NaOAc ~ H3BO;: 281, 371.

x 5,6,4’ - trihydroxy - 7,8,3” - triméthoxyflavone ( Thymonine )

- Fluorescence : Violette
-Rex 100 : 82(S81),29(S1’)

- Amax en nm BIl — BI: MeOH: 255sh, 290, 344. NaOH: 270, 325sh, 400,
AlCl3: 246sh, 261, 304, 377.
AICl; + HCL: 246sh, 262, 303, 368.
NaOAc: 270sh, 289, 404. NaOAc ~ H;BO;: 295, 341.
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2.2.1.3. Mentha rotundifolia ( suoveolens )

x 5,7,4’- trihydroxyflavone ( Apigénine )
OH

- Fluorescence : Violette

-Rrx100: 56 (S81), 02(S81’)

- Amax €n nm BIl — BI. MeOH: 267, 332. NaOH: 270, 320, 395.
AlCls3: 272, 300, 350, 385.

AICI; + HCI: 275, 301, 342, 382.
NaOAc: 275, 310, 385. NaOAc + H;B0;: 270, 338.

x §,4’- dihydroxy - 7 - méthoxyflavone ( Genkwanine )

MeO

- Fluorescence : Violette

-Rx100: 70(SI1), 21(S1’)

- Amax €1 nm BII — Bl MeOH: 268, 334. NuOH: 268, 386.
AlCl;: 276, 301, 347, 381.

AlCl; + HCI: 277, 300, 341, 379.
NaOAc: 267, 388. NaOAc + H3;BO;: 268, 336.
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# 5,7,4°- trihydroxy - 6 - méthoxyflavone ( Hispiduline )

OH

MeO

- Fluorescence : Violette

-Rex 100: 55(S1), 18(S1’)

- Amax € nm BI] — BI: MeOH: 274, 338. NaOH: 268, 387.
AlCl3: 276, 299sh, 368.

AlCl; + HCI: 279, 318sh, 352.
NaOAc: 269, 389. NaOAc + H3BO;: 270, 339.

x 5,6,4’ - trihydroxy - 7 - méthoxyflavone ( Sorbifoline )

(\/OH
i
MeO. O Q

HO
OH O
- Fluorescence : Violette
-Rex 100: 64(S1), 18(S!’)
- Amax €n nm BIl — Bl MeQH: 285, 337. NaOH: 272, 388.
AICI3: 260sh, 272, 296, 359.

AICl; + HCI: 265, 297, 350.
NaQAc: 286, 385. NaOAc ~ H;BO;: 285 338.
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® 5,6 - dihydroxy - 7,4’ - diméthoxyflavone ( Ladanéine )

- Fluorescence : Violette
-Rex 100 : 80(S1), 22 (S81’)

- Amax €n nm BIl — BI: MeOH: 282, 334. NaOH: 290, 312.
AICl3: 265, 293, 366.
AICl; + HCI: 258, 300, 359.
NaOAc: 255, 282, 336. NaOAc + H;. :03: 254, 280, 336.

x 5,6,4’ - trihydroxy - 7,8 - diméthoxyflavone ( Thymusine )

- Fluorescence : Violette

-Rex 100 82(S1), 26 (SI’)

- Amax € nm BII — Bl MeOH: 293, 335. NaOH: 325, 383.
AlCl;: 311, 368.

AICI; + HCI: 309, 362.
NaOAc: 268, 338. NaOAc + H3BO;: 299, 339.

126



x 5,6 - dihydroxy - 7,4’ - diméthoxyflavone ( Ladanéine )

- Fluorescence : Violette

-Rex 100: 80(S81), 22(S8!1")

- Amac € nm BIl — Bl: MeOH: 282, 334. NaOH: 290, 312.
AlCl;: 265, 293, 366.

AICl; + HCI: 258, 300, 359.
NaOAc: 255, 282, 336. NaOAc +~ H3;BO;: 254, 280, 336.

x 5,6,4’ - trihydroxy - 7,8 - diméthoxyflavone ( Thymusine )

OH
OMe @\/
MeO 0

HO

- Fluorescence : Violette

-Rex 100 : 82(S1), 26 (S1’)

- Amexe €1 nm BII — BI: MeOH: 293, 335. NaOH.: 323, 385,
AlCls: 311, 368.

AICl; ~ HCI: 309, 362.
NaOAc: 268, 338. NaOAc + H3BO;: 299, 339.
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x 5,6,7,4’ - tetrahydroxy - 3’ - méthoxyflavone ( Nodiflorétine )

OMe

A

HO OW
|
{

HO
OH O
- Fluorescence : Violette
-Rex 100 : 68(¢S1), 18(S1")
- Amac €1 nm Bl — BI: MeQOH: 254sh, 283, 342. NaOH: 259, 306, 390.
AlCl3: 259, 298, 374.

AICl3 + HCI: 256, 297, 367.
NaOAc: 267, 397. NaOAc + H3;BO;: 289, 341.

x 5,6 - dihydroxy - 7,8,3°,4’ - tetraméthoxyflavone
OMe

|
OMe
OMe @\/

- Fluorescence : Violette
-Rx 100:92(S81), 44(S1’)
- Amac €1t nm Bl — Bl MeOH: 253sh, 290, 338. NaOH: 320.

AICI3: 262, 305, 369. AICI; ~ HCI: 262, 304, 360.
NaQAc: 291, 315, 321sh. NuOAc ~ H3;BO;3: 291, 310.
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* 5,0,4° - trihydroxy - 7,8,3’ - triméthoxyflavone ( Thymonine )

- Fluorescence : Violette
-Rex 100 : 81 (S1) 27(S1")

- /max €n nm BII — BI: MeOH: 252sh, 291, 344. NaOH: 268, 320sh, 398.
AlCl3: 244sh, 261, 302, 312, 379.
AICly + HCI: 244sh, 266, 303, 312, 366.
NaOAc: 268sh, 289, 400. NaOAc ~ H3;BOj;: 292, 343.



Le tableau suivant énumere les diftérents modes de substitution du noyau A a travers les
aglycones de flavones isolés et identifiés a partir des trois espéces du genre Mentha étudiées.

Distribution dans les especes étudiées
Modes de substitution
du noyau A ' ﬁ
Mlongifolia | Mrotundifolia M.pulegium
5,7 - OH (-) o (+) (+++)
5-0OH-7-0Me (-) (+) (-)
5,7-OH-6 - OMe (-) (++) (++)
5-0OH-6,7-0Me (++) (-) (+)
5-0OH-6,7,8-0Me (++++) (-) (-)
5,6,7- OH (-) | (+) ()
i
56-0OH-7-0Me (++) (~+) Po(r++ )
|
? |
56-0OH-7,8-0Me (+++) 5 ( ++) (+)

Tab.3.9. Substitutions des noyaux A présentes dans Mentha étudiées.

(nbrede+) = nombre de molécules correspondantes
(-) = absence // " i



Une simple évaluation des cartes flavoniques selon le modele structural propre seulement au
noyau A, permet de mettre en évidence quelques confirmations des résultats des travaux antérieurs
mais ausst de déceler quelques particularités liées directement a ce travail par le biais d’un certain
nombre de premicére citation de molécules pour le genre Mentha.

En effet, certains mod¢les de sructure vont dans le méme sens que les affirmations des données
de la littérature détéctés antérieurement. Ainsi, les modeéles 5-OH-6,7-OMe, 5-OH-6,7,8-OMe et enfin
le 5,6-OH-7-OMeflavone sont largement représentés chez les trois espéces étudiées.

Simplement, les flavones 5,4’-OH-6,7-OMe et 5-OH-6,7,3°,4’-OMe pour le premier modéle ;
la 5,4’-OH-6,7,8,3’-OMeflavone pour le second et enfin la 5,6,3°,4’-OH-7-OMeflavone pour le
troisi¢éme modeéle n’ont a ce jour été signalées chez aucune espece du genre Mentha ; ce qui a la limite
peut constituer une premiére citation et ¢’est 1a ol peut étre réside la premiére particularité du genre
Mentha de la flore d’ Algérie.

Toujours concernant les particularités, la présence de modeles jusque 14 signalés absents ne
peut que confirmer la spécificité géoclimatique de ce genre de Labiées.

Effectivement, les flavones isolées et identifiées ici et la chez ce genre et qui sont affiliées aux
modeles 5-OH-7-OMe, 5,7-OH-6-OMe et 5,6,7-OH constituent & coup sir une premiére citation au
sein de Mentha ; il s’agit respectivement de la 5,4’-OH-7-OMeflavone identifiée chez M. rorundifolia,
des flavones 5,7,4’-OH-6-OMe et 5,7-OH-6,4’-OMe identifiées aussi chez M. rotundifolia et
M.pulégium pour la seconde molécule et enfin pour le troisiéme modéle, ’aglycone de flavone
5,6,7,4’-OH-3’-OMe chez aussi M.rotundifolia.

Enfin, la présence du Chrysoériol ( 5,7,4’-OH-3’-OMeflavone ), molécule trés classique dans la
littérature des flavonoides et identifiée chez M. pulégium peut aussi constituer une premiére citation
pour tout le genre Mentha.
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2.2.2. Genre Teucrium

L’identification structurale des produits de I’espece Teucrium flavum L. a été établi de la méme
maniere que celle concernant les aglycones flavoniques du genre Sa/via c’est a dire en se basant sur les
données des différents Ry, des séries spectrales UV-Visible et bien sir les Co-Chromatographies en
présence de témoins authentiques.

Pour I’espece Teucrium atratum Pomel, en plus de ces considérations, quelques spectres de
Masse ont été réalisés puisque les conditions pratiques I’ont permis. Ces spectres de Masse ont été
enregistrés en mode Impact Electronique ; ce qui a permi d’avoir ( pour quelques uns ), des schémas
de fragmentation classiques comme indiqué dans la deuxiéme partie.

Nous tenons a préciser aussi que ces derniers 1’ont €ié avec des quantités acceptables et
suffisantes pour leur faire subir cette technique ; chose qui n’est pas toujours évidente.

2.2.2.1. Teucrium flavum

x® 5,7,4’- trihydroxyflavone ( Apigénine )

OH

- Fluorescence : Violette
-Rrx 100: 48(S81),05(52)

= Amac €n nm BIl — BI: MeOH: 269, 330. NaOH: 273, 303, 390.
AlCl3: 274, 303, 348, 378.
AICl; + HCI: 276, 301, 336, 375.
NaQOAc: 273, 292, 355. NaOAc + H3BO;: 270, 334.



x® 5,7,3’,4’- tetrahydroxyflavone ( Lutéoline )

HO

- Fluorescence : Violette
-Rx100:30(S1),07(S2)
- Amae €1 nm BII — BI: MeOH: 254, 262sh, 344. NaOH: 266, 399.

AlCl3: 274, 318, 411. AICl; ~ HCI: 272, 292, 355, 381.
NaQAc: 266, 392. NaOAc +~ H;BO;: 262, 370.

& 5,7,4’- trihydroxy - 3°- méthoxyflavone ( Chrysoériol )

- Fluorescence : Violette
-Rex 100 :50(S81), 10(S2)
- Amax €t nm BII — BI: MeQOH: 252, 267, 341. NaOH: 270, 296sh, 386.

AlCl;: 2735, 355, 387. AICI; + HCI: 276, 350, 380.
NaQAc: 272, 332sh, 380. NuOAc ~ H3;BO;3: 268, 349.
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x 5,7,3’- trihydroxy - 4’- méthoxyflavone ( Diosmétine

OH
- \/ OMe
)

- Fluorescence : Violette
-Rx100:65(S1), 12(S2)
- Amax € nm BIl — BI: MeQOH: 251, 268, 290sh, 342. NuOH: 269, 304, 354.

AICl3: 267, 275, 358, 385. AICI; + HCI: 277, 352, 382.
NaOAc: 270, 379. NaOAc + H3BO;3: 269, 349.

x 5,7 - dihydroxy - 3’,4’- diméthoxyflavone

- Fluorescence : Violette
-Rrx 100 : 80 (S1), 20(S2)

- Amax €n nm Bl — BI: MeOH: 250, 267, 291sh, 342. NaOH: 266, 379.
AICl3: 260, 276, 358, 383. AICI; - HCI: 262, 353, 382sh.
NaOAc: 268, 338. NaOAc ~ H3BO3: 252, 267, 344.



* 5,3’ - dihydroxy - 7,4’- diméthoxyflavone ( Pilloine )

- Fluorescence : Violette

-Rrx 100 :82(S1), 25(S2)

- Amae €1 nm BII — BI: MeOH.: 246, 269, 298sh, 338. NuOH: 267, 378.
AICl;: 266sh, 278, 297sh, 350, 382.

AICI3 + HCI: 258sh, 262, 279, 296sh, 343, 381.
NaOAc: 268, 376. NaOAc +~ H;BO;: 270, 346.

x 5,3°,4’ - trihydroxy - 6,7 - diméthoxyflavone ( Cirsiliol )

OH

MeO O O

MeO

OH

OH O

- Fluorescence : Violette
~-Rx 100:87(S1),25(82), 22(SI")
- Amae €n nm BIl — Bl: MeOH: 254sh, 272, 344. NaOH: 270, 398.

AlCl3: 278, 418. AICI3 + HCI: 283, 365.
NaQAc: 270, 345. NaOAc + H3;BO;: 268, 371.
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* 5,37 - dihydroxy - 7,4’- diméthoxyflavone ( Pilioine )

OH

)\[/OMe
MeO O\HQ
|
OH O

- Fluorescence : Violette
~-Rrx 100 :82(S1), 25(82)
- Amax €n nm BIl — Bl: MeOH': 246, 269, 298sh, 338. NaOH.: 267, 378.

AlCl3: 266sh, 278, 297sh, 350, 382.

AICI3 + HCI: 258sh, 262, 279, 296sh, 343, 381.
NaOAc: 268, 376. NaOAc +~ H;BO;: 270, 346.

x 5,3°,4° - trihydroxy - 6,7 - diméthoxyflavone ( Cirsiliol )

OH

| OH

MeQ @)

O 1

OH O

MeO

- Fluorescence : Violette
-Rex 100 :87(S81),25(S82), 22(S1’)
- Amax €n nm BIl — BI: MeOH: 254sh, 272, 344. NaQH: 270, 398.

AlCl3: 278, 418. AICI3 + HCI: 283, 365.
NaQAc: 270, 345. NaOAc ~ H3;BO;: 268, 371.
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x 5,6,7,3',4’ - pentahydroxyflavone

- Fluorescence : Violette .
-Rrx 100 :15(81),02(S2)
- Amae €n nm BII — BI: MeOH: 250sh, 283, 34+4. NaOH: 263, 387.

AlCl3: 273, 300, 419. AICI3 + HCI: 259, 296, 371.
NaQAc: 264, 391. NaOAc ~ H3BO;: 259, 361.



2,2.2.2. Teucrium atratum Pomel

x 5,7,3’,4°- tetrahydroxyflavone ( Lutéoline )

- Fluorescence : Violette
-Rex100:29(81),07(SI")
- Amac €n nm BIl — BI: MeOH: 255, 264sh, 348. NuOH: 268, 331, 403.
AlCl3: 273, 320, 416. AICL +~ HCI: 275, 295, 360, 386.
NaOAc: 270, 361. NuOAc + H;BO;: 260, 373.
-SM:miz(%)— M 286 (100); [M - 1] ": 285 (07,2);
[M -28]%: 258 (13,1); D: 153 (29,5); A: 152(09);
[A -28]7:124(10,1); C: 137 (05,2); B: 134 (13,7).
x 5,3’,4’-~ trihydroxy - 6,7 - diméthoxyflavone ( Cirsiliol )

OH
OH

- Fluorescence : Violette

-Rrx 100:83(S1), 18(S1°), 16 (S2)

- Amax € nm Bl — Bl MeOH: 256sh, 273, 346. NaOH: 271, 401.
AICl3: 276, 423. AICL; + HCI: 283, 363.
NaQAc: 272, 347. NaOAc ~ H;BO;3: 264, 369.

-SM:m/z (%) —M*:330 (86,4); [M - 15] ": 315 (79,8);

[M -15-28]7:287(34); [A -15] ": 181 (24);
[A -15-28]7:153(659); C: 137 (16,5); B: 134 (24,1).
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® 5,4’- dihydroxy - 6,7,3’ - triméthoxyflavone ( Cirsilinéol )

OMe

OH
MeO O O

MeO
OH O

- Fluorescence : Violette
-Ryx 100 :94(S1),45(81’), 37(S2)
- Amae €n nm BII — Bl MeQH: 256sh, 277, 342. NaOH: 270, 403.
AlCl;: 260sh, 285, 370. AICl; + HCI: 263sh, 287, 363.
NaQAc: 275, 343. NaOAc + H3BOj: 275, 345.
-SM:m/z(% ) — M™: 344 (100); [M - 15] 2329 (94,2);

[M-15-28]*:301(17,3); [A - 15] *: 181 (14,1);
[A -15-28] *: 153 (23,5); C: 151 (06,3); B: 148 (04,2).

x 5,6,4’ - trihydroxy - 7,3’ — diméthoxyflavone
OMe

OH
MeQO O Q
Ol

OH O

HO

- Fluorescence : Violette
-Rex 100 :72(S1),20(S1’), 21 (S2)

- Amax €n nm BIl — BI: MeOH: 245sh, 285, 343. NaOH: 270sh, 391.
AlCl3: 259, 297, 376. AICI; + HCI: 256, 296, 369.
NaQAc: 284, 344. NaOAc + H3BOj: 286, 342.

SM:m/z(%)—M":330(100); [M -15]7:315(27,3);
[M -15-15]"":300(35,6); D: 167 (16,7); A: 166 (26,1);
[D-15]2152(14,3); [A - 15] ": 151 (49,5); C: 151 (49,5);
B: 148 (02,7); [D~15-28]"": 24 (21,81).
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* 5,6 - dihydroxy - 7,8,3’,4’ - tetraméthoxyflavone

OMe

OMe

- Fluorescence : Violette

-Ryx 100:93(S1), 42(81'),33(82)

- Amax € nm BIl — Bl MeOH: 245sh, 291, 339. NaOH: 327.
AICl;: 259sh, 304, 369. AICI; + HCI: 259, 304, 367.
NaQOAc: 290, 338. NaOAc + H;BO;: 294, 337.

“SM:miz(%)— M*:374(69,7); [M - 15] *: 359 (100);
[A -15]: 197 (19,8); C: 165 (05,8).

* 5,6,4’ - trihydroxy - 7,8,3’ - triméthoxyflavone ( Thymonine )

OMe

- Fluorescence : Violette
-Ryx 100:87(S1), 30(S1'), 27 (S2)

- Amax €n nm BII — BI: MeOH: 256sh, 290, 344. NaOH: 396.
AlCl3: 262, 304, 370. AICl; + HCI: 262, 304, 373.
NaOAc: 262, 304, 378. NaOAc + H3BO;3: 262, 369.

“SM:m/z(%)— M"Y 360 (62,5); [M -15] : 345 (100);

[A -15]7:197(22,4); [D - 15-28] ": 169 (06,6);
C: 151 (04,2); B: 148 (07,6).
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x 5,3°,4’ - trihydroxy - 6,7,8 - triméthoxyflavone ( Sidéritoflavone )

OH

N
MeQ o) o

MeO

- Fluorescence : Violette

-Ryx100:87(S1),33(S1"),27(S2)

- Amax en nm BIl — Bl: MeOH: 258sh, 280, 348. NaOH: 270, 408.
AlCl3: 259sh, 280, 300sh, 438.
AlICl; + HCI: 260sh, 288, 303sh, 368.
NaQAc: 274, 353. NaOAc + H3;BOj;.: 266, 378.

SSM:m/z(%)— M"Y 360(77,5); [M -15] " : 345 (100);
C: 137 (04,8); B:134(08,1);
[A-15]7:211(15,1); [A -15-28] 7 : 183 (11,4).
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Le tableau énumeére la distribution des flavones détectées au sein des deux especes étudigées en

fonction de leur mode de structure du noyau A.

Modes de substitutions

Distribution

sur le noyau A T flavum T.atratum
5,7 - OH (+++++) (+)
5-0OH-7-0Me (+) (-)
5-0OH-6,7-OMe (+) (++)
5,6~0OH-7-0Me (-) (+)
5,6,7-OH (+) (-)

5,6 —-OH-7,8—OMe (-) (++)
5-0OH-6,7,8— OMe (-) (+)

Tab.3.10, Substitutions du noyau A chez Teucrium étudiés.

(nbrede+) = nombre de molécules correspondantes.

{-) - absence // 1/

"
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Le genre Teucrium & travers les résultats obtenus suite a I’identificatin structurale des
aglycones de flavones isolés a partir des feuilles de 7' flavum et surtout de I’espéce endémique
T.atratum Pomel s’inscrit globalement dans la logique connue et établie par les diftérents travaux
antérieurs. Simplement, quelques remarques de fond sont a mettre en évidence d’autant plus qu’il
s’agit de la présence de quelques structures jamais signalées présentes chez ce genre auparavant ou du
moins a ce jour.

Tout d’abord, comengant par signaler que mis a part I’ Apigénine, toutes les flavones isolées et
identifiées chez ces deux Teucriums présentent des structures a base de Lutéoline.

La flavone 5,3°,4’-OH-6,7-OMe ( Cirsiliol ) présente chez les deux espéces étudiés confirme le
caractére d’omniprésence de cette molécule chez le genre Teucrium. 1l en est de méme pour pour le
Cirsilinéol quoique détecté uniquement chez 7.atratum.

La présence des molécules 5,7,3’-OH-4’-OMe ( Diosmétine ) et 5,6,7,3°,4’-OH mais
uniquement chez 7.flavum va dans le sens des données de la littérature puisque ces molécules ne sont
signalées présentes qu’a travers quelques sections et pas dans tout le genre Teucrium.

L’originalité pour I’espéce T.flavum d’Algérie et ce comparativement a celui étudié ailleurs et
par d’autres équipes en Espagne et en [talie notament réside dans le fait de la présence au sein de sa
carte flavonique aglyconique de la molécule 5,7 — OH - 3°,4’ — OMe ( Pilloine ) ; ce qui constitue &
notre sens une premiére citation pour tout le genre Teucrium tout comme ’aglycone de flavone
classique 5,7,4’ —- OH - 3’ OMe ou le Chrysoériol considérée pourtant comme une flavone trés banale
et qui n’a & ce jour jamais été signalé.

Cette originalité est plus évidente chez T atratum. En effet, cette originalité peut étre vérifiée a
travers la présence tout d’abord de I’aglycone de flavone 5,6,4’ — OH — 7,3’ — OMe classé parmi les
structures a noyau A substitué sous la forme de 5,6 — OH - 7 - OMe et qui peut étre considéré comme
’homologue directe de la 5,6,3° — OH - 7,4’ — OMe ( Nuchensine ) qui n’a été détécté que chez
T.nuchense : cette flavone peut donc étre considéréé comme une premiere pour le genre Teucrium.

D’autre part, les aglycones de flavones possédant les structures 5,6 — OH - 7,8,3’,4° — OMe et
5,6,4° - OH—17,8,3" — OMe ( Thymonine ) et enfin la 5,3’ 4’ — OH - 6,7,8 — OMe ou Sidéritoflavone
représentant les structures 4 noyau A substitué respectivement sous les formes a savoir :

5,6 —0OH~-7,8—-0Meet5-0OH-6,7,8—- OMe n’ont a ce jour jamais été décrites, ce qui constitue une
premiére citation pour le tout le genre Teucrium. Cette atfirmation est vérifiée aussi bien pour le mode
de substitution du noyau A que pour pour les aglycones de flavones qui le représentent.
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On peut établir ou proposer le schéma de biosynthese des composés de Teucrium atratum
comme suit :

4'-OHase

>
7-OMT
5,7,4-OH-3-OMe = 3-OMT > 53,4-OH-7-OMe
6-OHase '
6-OHase
5,6,7,4'-OH-3-OMe 5.6.3 4-OH-7-OM
. , , l’ l” 7 e
7-OMT___ _ 564-OH-7,3-OMe <—>-OMT |
4-OMT lﬁ-OMT
——» 5,6,7-OH-3',4'-OMe 8-OHase
5,3',4'-OH-6,7-OMe
|
3.OMT
5,6,8,4'-OH-7,3'-OMe 8-OHase l

7-OMT 5,4'-OH-6,7,3'-OMe

v 58,3 4'-OH-6,7-OMe
5.6-OH-7,3' 4-OMe .

8-OHase l_‘, 5,3',4'-OH-6,7,8-OMe

Y
5,6,4'-OH-7,8,3'-OMe

Y
5,6,8-OH-7,3"' 4'-OMe

8-OMT

5,6-OH-7,8,3',4'-OMe

Fig.3.40. Schéma de biosynthése des composés de Teucrium atratum Pomel
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2.2.3. Genre Salvia

Que ce soit pour les produits de Salvia phlomoides Asso ou ceux de I’espéce endémique Salvia
balanse de Noe, I’identification structurale a ét¢ effectuée en se basant comme a I’accoutumeée sur les
données de fluorescence, des valeurs des Rrdans différents systemes et surtout celles liées aux spectres
UV-Visible. La Co-Chromatographie en présence de témoins opérée sur plaques de C.C.M de
Polyamide et/ou Cellulose avec évidemment deux ou trois systemes de solvants différents a confirmé
les propositions suggérées suite aux données des premiers points et par ’occasion, cette méthode qui
leur est complémentaire a permis d’établir les structures completes des produits a analyser.

2.2.3.1. Salvia phlomoides Asso

x 5,7,4’- trihydroxyflavone ( Apigénine )

- Fluorescence : Violette

-Rpx 100 : 52(SI),03(S2)

- Amac €1 nm BII — BI: MeQH: 269, 332. NaOH: 276, 318, 392.
AlCl3: 276, 303, 348, 383.

AICl; + HCI: 277, 301, 341, 381.
NaOAc: 272, 299, 352. NaOAc + H3;BO;: 269, 339.
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x 5,4’- dihydroxy -7- méthoxyflavone ( Genkwanine )

- Fluorescence : Violette

~Rex 100:68(S1), 17(S2), 28 (SI’)

- Amac €n nm BII — Bl MeOH: 268, 334. NaQOH: 268, 386.
AICl;: 276, 303, 349, 378.

AICI; + HCI: 275, 298, 338, 376.
NaQAc: 267, 389. NaOAc + H3BO;: 268, 335.

* S - hydroxy - 6,7,4’- triméthoxyflvone ( Salvigénine )
OMe

MeO @)

MeO
OH O
- Fluorescence : Violette
-Rex 100:88(81), 35(S82), 50(SI’)
- Amae €1 nm BII — BI. MeOH: 275, 331. NaOH: 272, 378sh.
AlCl3: 261sh, 290sh, 300, 360.

AICI3 + HCI: 260sh, 292sh, 300, 350.
NaQAc: 272, 387. NaOAc + H3BO3: 271, 338.

145



* 5, 4’- dihydroxy - 6,7 - diméthoxyflavone ( Cirsimaritine )

- Fluorescence : Violette
-Ryx 100:70(S1), 28(S2), 29 (S1’)
- Amae €1 0 BII — Bl: MeOH: 276, 333. NaOH: 272, 390.

AlCl3: 258sh, 300, 360. AICl; + HCI: 262sh, 304, 360.
NaOAc: 272, 390. NaOAc + H3;BO;: 271, 337.

* 5,7,3’,4’- tetrahydroxyflavone ( Lutéoline )

OH
OH

HO O
OH O
- Fluorescence : Violette
-Ryx 100 :33(S1),07(S2)
- Amax €1 nm BII — BI: MeOH: 256sh, 261, 347. NaOH: 266, 404.

AlCl;: 273, 285, 411. AICIy + HCI: 266, 298, 356, 385.
NaOAc: 270, 363. NaOAc ~ H3;BO;: 261, 369.
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x 5,7,4’- trihydroxy - 3’- méthoxyflavone ( Chrysoériol )

OMe

OH
HO @) O

OH O

- Fluorescence : Violette
~Rex 100 :57(S1),12(8S2)
- Amae €8 nm BII — BI: MeOH: 252, 269, 343. NaOH: 260, 298sh, 403.

AlCl3: 275, 362, 390. AICI; + HCI: 276, 354, 387.
NaOAc: 271, 344, 400sh. NaOAc + H3BO;: 270, 346.
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2.2.3.2. Salvia balansae de Noé

x 5,7,4’- trihydroxyflavone ( Apigénine )

- Fluorescence : Violette

-Ryx 100: 48(S81),05(82)

~Amas €n nm BII — BI: MeOH: 267, 330. NaOH: 274, 315, 388.
AlCl;: 274, 300, 345, 380.

AICI; + HCI: 274, 300, 338, 378.
NaQAc: 270, 296, 350. NaQAc + H3BO;: 270, 336.

® 5, 4’- dihydroxy - 6,7 - diméthoxyflavone ( Cirsimaritine )

- Fluorescence : Violette
-Ryx 100 :68(S1),25(82),27(S1’)

- Amaxc €n nm BII — BI: MeOH: 275, 330. NaOH: 273, 387.
AlCl3: 258sh, 299, 358. AICIl; + HCI: 264sh, 299, 352.
NaOAc: 269, 386. NaOAc +~ H3;BOj3: 273, 333.
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® 5 - hydroxy - 6,7,4’- triméthoxyflvone ( Salvigénine )

OMe

MeQ o) ©/

MeO
OH O

- Fluorescence : Violette
-Rex 100:90(S1),30(S52), 32(SI’)
- Amae €n nm BIl — Bl MeOH.: 276, 329. NaQOH: 295, 395sh.

AlCl3: 261sh, 300, 354. AICI3 + HCI: 261sh, 287, 359.
NaOAc: 276, 337. NaOAc + H3BO3: 276, 331.

*® §5,6,4’- trihydroxy -7 - méthoxyflavone ( Sorbifoline )

- Fluorescence : Violette
“Rpx 100 :55(S1),08(S2), 22(SI’)
- Amax €n nm BIl — Bl: MeQOH: 284, 333. NaOH: 280, 374.

AlCl3: 262sh, 302, 366. AICI; + HCI: 260sh, 301, 361.
NaOAc: 286, 380. NaOAc + H3;BO;: 286, 331.
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w 5,6 - dihydroxy - 7,4’ diméthoxyflavone ( Ladanéine )

- Fluorescence : Violette
-Rex 100 :81(S1),07(S2),39(S1")
- Amac €1 nm Bl — Bl MeOH: 285, 331. NaOH: 302, 317.

AlCl3: 270sh, 303, 360. AICI; + HCI: 269sh, 302, 358.
NaOAc: 250sh, 282, 336. NaOAc + H3B0O3: 283, 337

* §5,7,3’,4’- tetrahydroxyflavone ( Lutéoline )

OH

HO 0 O

- Fluorescence : Violette
-Ryx 100 : 28 (S1),05(S2)
- fmax €n nm BIl — Bl: MeOH: 252, 261sh, 343. NaOH: 266, 397.

AlCl3: 273, 320, 421. AICIL + HCI: 275, 289, 352, 3835.
NaOAc: 265, 397. NaOAc + H3BOjs: 259, 373.
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*K 5,6,3° - trihydroxy - 7,4’- diméthoxyflavone ( Nuchensine )

OH

‘ OM
MeO @) Q ‘
|

e

HO

OH O
- Fluorescence : Violette

-Rex100:62(S81), 10(S2),25(S1")
- Amax €n nm BIl — Bl: MeOH: 244sh, 282, 342. NaOH: 290, 380.

AICl3: 260, 299, 375. AICH, ~ HCL: 257, 295, 3635.
NaOAc: 250, 280, 388. NaOAc +~ H3BOj: 248, 282, 340.

*® 5,6,3°,4° - tetrahydroxy - 7 - méthoxyflavone ( Pédalitine )
OH

MeO 0) O

HO

OH

OH O

- Fluorescence : Violette
-Ryx 100:48(S81),08(82),10(S1’)
« Amax € nm BII — BI: MeOH: 242sh, 283, 344. NaOH: 240sh, 386.

AlCl;: 273, 301, 420. AICI; + HCI: 259, 296, 373.
NaOAc: 266, 393. NaOAc + H3;BOj: 261, 290sh, 364.
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Comme le montre si bien le tableau ci-dessus, on peut classer les différentes tflavones
aglyconiques présentes au sein des deux especes du genre Sa/via étudiées en tenant compte de leur
varibilité structurale du noyau Acomme suit :

Distribution
Modes de substitutions
sur le noyau A S.phlomoides S.balansae
5,7-OH (+++) (+-)
5~-0OH~-7-0Me (+) (-)
5-0OH-6,7-0Me (++) (++)
5,6 -OH-7-0Me (-) (++++)

Tab.3.11. Substitutions du noyau A chez Salvia étudiées.

(nbrede+) = nombre de molécules correspondantes.
(-) = absence // " "
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Les aglycones de flavones isolés et identifiés chez le genre Salvia a travers ces deux espéces
présentent des similitudes mais aussi certaines différences du point de vue purement structural et le
tableau ci-dessus le montre bien. La différence la plus prononcée est sans doute le mode de substitution
5,6 - OH — 7 - OMe du noyau A aussi bien a base d’ Apigénine que de Lutéoline. Signalé absent chez
I’espece S. phlomoides, un nombre de quatre molécules répondant a ce dit mode de substitution figure
parmi les produits de S.balansae. Cette forme de structure n’est pas trés présente chez le genre Salvia
comme ¢’est indiqué précédemment dans le second chapitre puisque elle est classée parmi les structures
rares et la molécule 5,6,4° — OH - 7 — OMeflavone ( Sorbifoline ) détéctée chez S.balansae en est le
parfait exemple en plus qu’elle constitue une premiére citation pour tout le genre Salvia. La seconde
remarque de taille concerne la substitution du noyau A du type 5 — OH — 7 — OMe. Détéctée chez
uniquement 1’espéce S. phlomoides et représentée par la molécule 5,4’ — OH — 7- OMeflavone ou la
Genkwanine, pourtant elle est considérée comme commune pour le genre Salvia.

Mis & part ces deux points, les autres structures détéctées chez I’une ou I’autre espéce étudiée
correspondent parfaitement aux données de la littérature et la présence de I’aglycone de flavone
5-0OH-6,7,4" — OMe ( Salvigénine ) en est la preuve d’ol une autre confirmation du statut de cette
molécule au sein du genre Salvia. Il en est de méme pour les composés possédant un noyau A du type
5,7-OH et 5-OH-7-OMeflavone classés plutét comme ubiquistes ( présents dans 70% des cas étudiés )
et des composés ayant un noyau A du type 5-OH-6,7-OMe et 5,7-OH ( présents a hauteur de 50% des
cas ) et sont représentés ici respectivement par la molécule Cirsimaritine ( 5,4°-OH-6,7-OMeflavone ) et
I’homologue de le Lutéoline qui est le Chrysoériol ( 5,7,4’-OH-3’-OMeflavone ).

On peut comme précédemment, proposer un schéma de biosynthése des aglycones de flavones
isolés & partir des feuilles de I’espece Salvia balansae de Noé et il vient comme suit :
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574-OH 2 OH

HO
3'-OHase
OH O

7-OMT 7-OMT

Y
5,4'-OH-7-OMe —» 5 3' 4'-OH-7-OMe —

6-OHase

6-OHase
5,6,4'-OH-7-OMe —*"MT _ 5 6.0H-7 4-OMe
6-OMT 6-OMT 5,6,3',4'-OH-7-OMe <——
. ]
5,4'-0H-6,7-0Me —+-MT_ 5 0H.6,7.4'-OMe
4-OMT

5,6,3'-OH-7,4-OMe «——-

Fig.3.41. Schéma de biosynthése des composés de Salvia balansae de Noé.
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COMPOSES NOM DISTRIBUTION
ISOLES ET AU SEIN
IDENTIFIES TRIVIAL DES ESPECES ETUDIEES
Genre Mentha Genre Teucrium | Genre Salvia
OH OMe Mlion | Msua | Mpul | T.fla | Tawr | Sphl | Sbal

COMPOSES A BASE D'APIGENINE

574 Apgeine | () [ () [ () [ (5) [ () [0 ()
574 § Hispiduline | (-) | (+) } (=) | (=) } (=) | (=) | €-)
57| 6 [Pemangmne | () | () (5 [ () | () [ () | ()
54 7| Gekwamine | () | (1) [ () [ () | (<) [ (+) [ )
S4 [ 67 | Cwmsmantne | (+) | () [ () [ () | () [ (5 [ ()
5 6,7,4' Salvigénine (-) | (=) | (=) (-) (=) Q) (+)
54| 678 [ Sambomiwol | (1) | () [ (1) | () | () [ () [ ()
5,6,4° 7 Sorbifoline (-) (+) (+) (-) (-) (-) | ()
56 | 7@ | Tadméne [ () [ (&) [ (+) [ () | ) T+ )
5,6,4° 7.8 Thymusine (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
COMPQOSES A BASE DE LUTEOLINE
5734 Lutéoline O T H T T I TsTT e
ST O TOToTeHToroTo
574 | 3 | Chysodiol | (o) | () | () [ () [ () [ (O [ ()
575 | @ [ Diosméine | () | (o) | () [ (D[ () ) [ ()
5,74 6,3’ Jacéosidine (-) (+) (+ (-) ( -L (-) (-)
5.4 6,7,3° Cirsilinéol (-) (-) (-) (-) (+) (-) (-)
5,3',4° 6,7 ’ Cirsiliol (-) (-) (-) (+) (+) (-) (-)
R O 1T OO TIololroe
537 | 7@ | Pmome | () [ () [ O[O @ TG ¢
5 6,7,8,3',4° | 5-Odesme-nobil ( +l ( L ( - L ( i ( -l ( i (.. )
5,3°.4° 6,7,8 Sidéritoflavone (+) (-) (-) (-) (+) (=) (-)
54| 6787 OO TOTOTOTIOTE
36757 Ol OO TIroTrolre
X A DO T OOTETIEOTe
56,3’ 7.4’ Nuchensine ( - ) (- l ( .l (- ) (- L i ) ( )
O AR O OO ToTolTolo
5,6,3°.4° 7 Pédalitine | (-) ! (-) (+) (=) (-) (-) (-)
56,74 3 Nodiflorétine (- ) (+) (-) ( -) (- ) (- ) (- )
5,6,4° 7,83 Thymonine | (+) | (+) | (+) | (=) [ (+) | () T ()
56 [ 783 O 1Ol olToleoTIolo

Tab.3.12. Tableau récapitulatif des flavones isolées et identifiées a iravers ce présent travail,
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CONCLUSION GENERALE

L’hypothése formulée par F.A.T. BARBERAN et E WOLLENWEBER en 1990 au terme
d’une étude phytochimique sur la distribution des flavonoides et particuliérement leur forme
aglyconique { pour ce qui nous concerne ) au sein de la famille des Labiées principaiement
Européennes et qui stipule que du point de vue purement structurale, les composés mis en évidence
possedent quand méme des structures privilégiées dans ce sens que :

- Pour le genre Mentha : 5-OH-6,7-OMe, 5-OH-6,7,8-OMe, 5,6-OH-7-OMe, 5,6-OH-7,8-OMe.
- Pour le genre Teucrium : 5-OH-6,7-OMe

- Pour le genre Salvia : 5-OH-6,7-OMe, 5,7-OH-6-OMe

Comme le montre si bien le tableau suivant, cette confirmation n’a pas été absolue et & notre
grand étonnement, en plus des modes de substitutions du noyau A établis, d’autres modes sont
apparus a travers les aglycones polyméthoxylés 1solés et identifi€s chez quelques Labiées
Algériennes. Ce caractére est plus prononcé chez le genre Teucrium, un peu moins chez Mentha et
minime chez Salvia.

En effet, les aglycones détectés possédent des structures ou le noyau A porte des
substitutions bien particuliéres selon que ces produits ont €té isolés du genre Mentha, du genre
Teucrium ou du genre Salvia. Cette hypotheése a été pour nous une référence de choix d’autant plus
que nous avons voulu a travers cette étude, confirmer ces résultats et voir s’ils répondent bien
lorsqu’il s’agit de Labiées non Européennes en I’occurrence celles de la flore d’ Algérie.
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Modes de Distribution au sein des trois genres étudiés
substitution du noyau Genre Salvia Genre Teucrium Genre Mentha
A B &W |{Salvia Salvia B&W |Teucrium |Teucrium |B& W |Mentha |Mentha Mentha
phlomoides | balansae flavum atratum pulegium | suaveolens | longifolia
5-OH-6,7-OMe (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (++)
SOH-6780Me | (=) | (-) G e e O ECOHES () | (+++4)
5,7-0H-6-OMe | (+) (-) () (-) (-) ) -) (+) (+) (-)
5,6-OH-7-OMe (-) (+) (+) (-) (-) (+) (+) (+) (+) (++)
3,6-OH-7,8-OMe (-) (-) (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+++)
5,7-OH-6,8-OMe (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)
5-OH-7-OMe ? (+) (-) ? (+) (-) ? (-) (+) -)
5,6,7-OH ? (-) (-) ? (+) (-) ? (-) (+) (-)
Tab.3.13. Résultats : travaux antérieurs / présent travail. 157




Les résultats obtenus suite a I’exploration de quelques especes appartenant a cette famille de
plante ont mis en évidence en plus d’une diversité flavonique appréciable, quelques particularités
d’ordre structurales. Ces derniéres peuvent a notre sens étre liées directement & 1’ origine

géographique avec tout ce que ¢a comporte comme spécificités notamment la nature du sol, le
climat et la pluviométrie.

Cette étude a montré a plus d’un titre que les espéces Mentha longifolia, Mentha pulegium et
Mentha rotundifolia ; Teucrium atratum Pomel et Teucrium flavum L et enfin Salvia balansae de
No¢é et S. phlomoides Asso sont particuliérement intéressantes vu leur contenu en aglycones de
flavones polyméthoxylés.

En effet, sur le plan écologique, ces especes témoignent d’une forte adaptabilité 4 des
climats différents allant du méditerranéen ( Jijel ) au subdésertique ( Tamanrasset ) en passant par
un intermédiaire ( Batna ). Néanmoins, c¢’est plutdt au nord de I’ Algérie que ces espéces
apparaissent plus adaptées puisque la majorité des Labiées répertoriées y trouvent leurs refuges.

Ceci pourrait étre expliqué par le fait que ¢’est sur cette région que les précipitations sont plus
abondantes et plus étalées durant I’année.

Sur le plan purement chimique et mis & part le genre Sa/via, les autres espéces présentent
quelques originalités puisque aussi bien pour le genre Teucrium que pour le genre Mentha, plusieurs
aglycones de flavones principalement qui ont été identifiés constituent une premiére citation chez
ces genres. 11 faut noter tout de méme que ces résultats dérivent des analyses physico-chimiques
Jjudicieusement choisies et développées sur des appareils de spectroscopie de la derniére génération.

Sur un autre plan et comme le veut la logique des choses, I’identification structurale des
produits isolés doit étre vérifiée sinon confirmée par des propositions de séquences biogénétiques et
ce en partant de précurseurs conventionnels.

En effet, une lecture trés simpliste des trois schémas proposés ( M. longifolia, T. atratum et
S. balansae ) bien que allant dans le méme sens que ce qu’a été réalisé, reste cependant sujet &
quelques remarques liés essentiellement a I’absence de composés qui devaient pourtant y étre. Le
schéma propos¢ pour S. balansae semble étre le plus complet et le fait qu’il n’y a que deux
composés manquants peut, a notre sens provenir de leur teneur plutdt trés faible et par conséquent il
devient trés difficile de les isoler ; d’ailleurs, cette remarque est aussi vérifiée chez M. longifolia et
7. atratum par le billet des produits comme la flavone 5,7,4’-OH-3’-OMe ou la 5,3’ 4’-OH-7-OMe.
Cependant, les flavones ayant un noyau A hydroxylé en 6 et/ou 8, intermédiaires pourtant
nécessaires pour 1’établissement des cartes flavoniques complétes mais aussi cohérentes, font défaut
chez ces deux dernieres especes ; on pourrait éventuellement expliquer cette carence par le fait que
le temps d’accumulation de ces composés au sein de ces végétaux est tellement petit que toute
tentative de les isoler devient impossible.
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Pour ce qui est des perspectives envisageables, on peut les considérer sous différentes
formes, a savoir :

- A _cours terme : établir les cartes flavoniques complétes des especes €tudiées en essayant de
voir si les molécules intermédiaires et pour le moment manquantes par rapport aux relations
biogénétiques proposées aujourd’hui peuvent étre isolées de nos extraits 4 moins qu’elles soient
absentes et qu’elles n’ont pas eu le temps de se former.

- A moyen terme : essayer de confirmer ces résultats avec leur particularités en explorant
un nombre plus consistant d’espéces appartenant a cette famille de plante qui reste
malheureusement et & ce jour mal exploitée avec I’ambition de faire connaitre une partie de la flore
d’Algérie a travers le monde et ce par le biais de ce genre d’étude.

- A long terme : envisager si les conditions s’y prétent, de poursutvre et d’étaler ce genre
d’étude mais d’une maniére plus approfondie ( isoler et identifier d’autres composés du
métabolisme secondaire ) sur des especes de plantes originaires plutét du sud Algérien et
spécialement I’axe ILLIZI - DJANET - TAMANRASSET ou le TASSILIL
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ANNEXES



Spectre de Masse en Impact Electronique du composé 5,7,3",4 -tetraOHflavone.
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Spectre de Masse en Impact Electronique du composé 5,4'-diOH-6,7,3 “triOMeflavone.
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Spectre de Masse en Impact Electronique du composé 5,6-diOH-7,8,3" 4 -tetraOMeflavone,
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Spectre de Masse en Impact Electronique du composé 5,6,4 -triOH-7,8,3 -triOMeflavone.
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Spectre de Masse en Impact Electronique du composé 5,3°,4"-1riOH-6,7,8-triOMeflavone.
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Les figures ci-dessus ( 07 ) mentionnent les Spectres de Masse
des produits de ’espéce Teucrium atratum Pomel.
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ACD/HNMR Predictor (v.7.05)
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ACD/CNMR (v.7.05)
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Summary

In the frame work of the cooperation between Algeria and France, a phytochemical study
with as aid some genus of the Labiateae family of Algeria was lead stressing 8n flavonoids and
especially their aglycones. This chance will allow without doubt to make known a part of the
Algerian Flora remined for a long time forgotten.

This study concemed 07 species: Mentha longifolia, M. pulegium and M. rotundifolia for the
genus Mentha; Teucrium atratum ( endemic ) and 7. fluvum for the genus Teucrium; finally, Salvia
balansae ( endemic ) and S. phlomoides for the genus Salvia.

From the structural point of view, many of isolated and identified compounds
( flavones aglycones ) from aerial parts of chosen species go in the same sens as those isolated from
their European homologues. Simply, some particularities appeared in some studied species and the
concerned aglycones of flavones have never been detected at these genus before and consequently,
they are new at least for the genus as it is the case, for instance for the compound 5,7,4’-trihydroxy-
6,3’-dimethoxyflavone ( Jaceosidin ) present at Menthu pulegium or the compound 5,6-dihydroxy-
7,8,3,4’-tetramethoxyflavone at Teucrium atratum.

The structural determination of isolated molecules hase been realized by combinaison of the
methodes of physico-chemical analysis judiciously chosen and developped on apparatus of
spectroscopy of the last generation.





