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et / Contribution a d'étude chimique de !'Antemisia herba _alba Ass0 .

baumé/ L'objectif de ce Zravail est L' isodement et L'identification des conatituanis
Chimiques fe L'Antemisia herba alba Asso. Nous avons pu situen les Uflférnentes classes
e composés chimiques pan des tests phytochimiques préliminaires .

['étude de d'huile essentielle de la plante pan C P G a pewmis 1'itentifien

77 conatituants .

Notre travail sun da composition des lactones sésquitenpeniques e da plante a
bbouti @ da mise en évidence qualitative de la santonine et a d'isolement pan les
techniques chromatographiques 1'un composé dont nous avons entamé L' identification.

ibject / Contrnibution o Chemical Situdy of Aﬁﬁgmi4ia Hernba Alba Adfg A

We have been able to sont out the differents claszes of chemical conatituenits
by préliminary phytochemical tesis .

The study of the essential oil of the plant by gas chrnomatography has hedpez
s 2o identify eleven (11) constituents .

The wonk on the composition of sesquitenpene lactones of the plart hcs
b Llowed us to identify qualitatvely the santonin and the isodation by chromatography
£ a corstituent whose iientification has been stantel .
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L'un des osjectifs de 1'Z tude chimique des substances

naturelles est la recherche de nouveaux agents therapeutiques.

L'utilisation des plantes en médecine populaire est &
l'origine de nombreuses recherches entreprises afin d'obtenir des

composés plus actife et moins toxiques.

L'étude de la composition chimique des végétaux présente
aussi un intér&t pour leur classification botanique.

Il est certain gque l'apparition des nouvelles méthodes
physiques de séparation et d'analyse, de plus en plus précises et
puissantes, rendent & l'heure actuelle l'isolement et 1l'identi-
fication de 1la structure des composés nzturels plus rapide et plus
efficace. Cette étape de la recherche, permettant la connaissance
compléte de la structure <d'un composé naturelle, ouvre la voie a
sa synthése totale ou partielle et & celle d'analogues structuraux

dont il peut “tre intéressant d'évaluer 1'ictivité pharmacologique

L'irtemisiz herbhs alba est communément utilisée en
Algérie comme rem3de populaire. E11: est a--réciée comme vermi-
fuge, diurétique, &molli:nt, antis -smodique. Cette large utili-
sation de 13 plante, nous a incité 3 entreprendre 1l'étude de sa

composition chimique.
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CLASSIFICATION BOTANIQUE

Embranchement
Sous embranchement
Clas:
Sous T

Orcre
Famille

Sous famille
Tribu

Genre

Espéce

DE L'ARTEMISIA HERBA ALBA ASS50 (1)

Spermaphytes ou phanérogsmes
Angiospermes

Dicotylédones

Gamopétales

Astérales

Lzrposies

Radiées

Anthemiddees

Artemisia

Artemisia herba alba Assao
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2 LA FAUILLE LES COMPOSEES (1,2)

La famille des composées, est la famille la plus vaste
des phanérogames avec pras de 1000 genres et 15000 espéces. Elle

est considérée par beaucoup d'auteurs  comme la plus évoluée.

Les composées sont surtout représentées dsns les régions
bempérées et froides du globe. Ce sant des plantes généralement
herbacées, avec des feuilles isolées, simples, sans stipules. Leur

inflorescence =st tout & fait caractéristique : c'est un capitule

entouré de "rocs:cs 2n oun ou plusieurs rangs formant un involucre.
Les fleurs sont 4y :upiis souvent & l'aisselle de paillettes ou
d'écailles. Le fruit est un akéne, 13 nraine n'z pas d'albumen.

Au point de vue biochimique, c'ec. unc famille hétérogéne dont les
principes actifs sont trés variés (3) : huil:s essentielles,
lactones sesquiterpeniques, flavonoides, coumarines, tanins,
saponosides, compoasés acetyléniques ou polyireg.les alcaloides

sont trés rares.

3 LYARTEMISIA HERBA ALBA ASSO

L'Artemisia herba alba Asso, est conmue en Algérie sous
le mom de cheih ou ormoise (4). Elle est aussi appelée Seman-contz-

de DBarbarie (3).

Cette plante couvre pré2s de six millians d'hectares
dans les steppes d'nlgérie (5). ElLle se présente sous Turee de
buissons blanc laineux de 30 & 40 cm de hauteur. Les feuilles sont
longues, étroites ct espacées, les capitules, ovoides & involucre
scarieux, c. artent 3 & 3 fleurs jaundtre, alors que le fruit est

un akénes« (Ficuze 7).
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Notre €tude =st effectuée sur 1=z plante poussant dans la région

des PORTES DE FER /BIBANS) Wilaya de Bordj Bou Arréridj. Elle a

ct

(61

= ceuillié pon  fleurie, & la fin du mois d'Acut, séchée & 1l'air
libre, 3@ l'chscuritc.

Un échantillon de lz plarte, a été 1lientifié ¢ 1l'herhsrium du
département de Botanique de 1'Institut Nation<l d'Agronomie, comme

&
gtant celui d'Artemisia herba alha Asso.
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Les travaux de 1'étude de la composition chimique de
1'Artemisia herba alba Assa furent entrepris au deébut du siecle.
Les premiers travaux concernent l'huile essentielle.

M.E. Grimal (6), 2 obtenu par entrainement & la vapeur d'eau
de 1'herhs fraiche et non fleurie de 1'Artemisia herba alba Asso,
une huile essentielle jaune verddtre dont 1'odeur est agréable.

A partir de 150kg d'herbe, il a isnlé 450g d'essence, suilt 0,;3%:
Il 2 étudié cette essence et 3 obtenu la% résultats suivants

d 15 = 00,9456 ; NDZU = 1,47274 3 iﬁij:;~15°1ﬁ' s IA = 6,46 ;
IE = 489,23 ; correspundant & 31,23 % d'ether CH3 COGC,,Hy ,

24,54 % d'alcool C10 H16 O. IE de 1l'essence acetylée 135,38 ce
qui correspond, aprés soustraction de 1l'alcool contenu dans l'es-

sence rrimitive sous forme d'ether 5 12,69 % d'alcool libre.

Cette essenc- st trés soluble dans 2 & 2,5 parties d'alcool a
70° s réfrigorée = 12°C. elle ne se solidifie pas.

La distillation sous vic: donne des fractions contenant du
camphéne gauche ; du ci -ol et cu am, lice. Ses éléments a point

d'ébullition plus &levé, traités par 1'anhydride phtalique,
dennent une faible proportion d'unm alcool qui n'a pas été encore
studié. L'eau m2re de saponification de 1'essence additionnée
d'acide sulfurique dépose un melange d'acides gras dont l'analyse
de ses sels d'argent, indigue qu'il contient les acides caprigurf

et caprylique.

M.Mo. Schimmel and Cie. (6) ont regu d'Egypte une herbe qui
porte le nom de Chieh. Cette plante s'emploie chez les arabes et
les touareqgs en infusion comme tmmlient et diurétigue. Le
professeur Heckel 2 Marseille a examiné ce végétal et a déclaré
sous réserve gue cette herbe est probablement une Artemisia
herba alba. Son opinion a été confirmée par une £tude ultérieure
faite par le Docteur Giessler conservateur de 1'Institut Botanique

de 1l'Université de Leipzig.
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Par entzaine zn’ .eur d'eau, cette plante donne 1,6%
d'huile essnntielic jau~itre gqui sent 1la tuyon: =t margue 3

IE de l'essence acetylée = 40,7 o .+ s.luble dans 2,6 volumes
et plus dl'aleool a 70°%, La feibles & d:@s indices d'ether et
d'acetylation donne & conclure que cette essence contient trés

peu d4'é&€léments saponifizbles et alconliques.

Un second lot de cette herbe n's cédé que 0,58% d'essence sensi-
blement différente de la précécdente. Elle est jaune brundtre et
sz distingue par une odeur piquanie qui &tait effacée dans
l'essence obtenue antérieurement, psr contre l'arome de thuyone
ou de si3nge n'apperait qu'au bout de quelques temps. La princi-
pale di“férence réside dans 13 modification du sens de la dévia-
tion polarimZtrique. La ncuvelle essence est dextrogyre alors que
l'ancienne &tait levcgyre, 12 ncuvzlle renferme également besu-
coup plus d'2l*ments alcooligues. Toutes ces divergences pour-—
raient s'expliquer par le fait que la premidre fois la distil-

lation 3 ét® faite sur l'herbe fleurie :lors gue les fleurs du

second 1ot n'é-  ient pas encore tr3s développées.

L2 nouvelle essescs odasnte l%; propriétés suivantes @

d 15° = 00,8994 i fi=+ 105571, NU .Gn: 1. 086884 TAa=4.,6 ; IE= 35,0

IE de l'asssence acétyléc = 163,3 1" =2s: scluble dans 1,0 vo-
& :

lumzs e’ plus d'alcool & (0° avec dépd! de paraffine.

M.lieP Jeaucard et C. Satie (6) ont retizd p<r distillation

de la plante enti2re ; provenant d'rlgérie, une essence rouge Hrun
dont 1l'odeur ressemble & cells de 1'Absinthe, elle présente les
propriétés suiv:ntes :

d 9° 5 =0,9540 ;3 IA = 6,4 ; IE # 66,5 ;3 IE de l'essence
acetylé: = 129,5.

Elle contient environ 15% de phénolsparmi lesquels l'ether
diméthylique du pyrogalleol occupe la premi3re place. 1'essence

débarassée cde ses phénols distille entre 175°C et 200°C, elle 65
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parait contenir de 1lu thuyone et de 1'alcool thuyylidﬁet

Une autre étude (7) faite sur 1'Artemisia herba Alba d'Algérie
montre quo l'essence contient du camphéne du cinéael du camphre,
du geraniol et des acides caproique et caprylique & l'état
d'esters. Le rindement en essence est de 0,3%. C'est unec huile

jaune verdatr: ur tr>s agréable et a saveur forte. Elle

présente les propridézés suivantes i

20 i P .
d15 = 0,9456 3 Ny " = 1,4.274 ;[o7 ~152 30!

Elle est trés soluble danmns 1'alcool & (U .



Plus tardy en 1961 Gildmeister et Hoffman (8), publient les
résultats de leurs recherches sur la composition chimique de

l'huile essentielle d'Artemisiz herba alba Asso.

Recemment YASHPHE J, R. SEGAL et Coll (9) ont &tudié 1'activité
Aotibactériale de 1"huile de la plante.

Vers les années 1970, des recherches sur d'autres constituants
chimigue de 1'Artemisia herba alba furent réaliséss.

La compositic | 'es lactones sesquiterpenigues du genres Artemisia

a fait 1'oLjet dvs trov:ux de plusieurs équipes de recherche: (10)
Cet inter&t particulier. est basé sur le fuit gque certains
composés renfermant le - oupement rethylzne ‘.f - lactone sont

doués de propriétés cytotoxiques et antitumorales (11).

Ainsi S.M. Khafagy et Coll (12) publient en 1977 leurs travaux
sur 1'Artemisia herba alba d'Egypte. Ils réussissent & isaoler et
identifier la sentonine:un lactone sesquiterpenique dont la plante

a été considérée dépourvue jusqu'alors.

La composition des lactones sesquiterpeniques d'Artemisia herba

alba du Desert Negev en Moyen Orient sst.l'ohjet des traveux de
R. Segal et Coll.

En 1976, ils rapportent 1l'isolement & 1'état pur et 1l'identifi-
cation de 1z structure de trois lactones sesquiterpeniques, ap-
pelés herbolides A, B et C (13). Les recherches plus récentes de
cette équipe ont abouti & l'identification d'autres lactones

sesquiterpeniques : les herholides D, E, F et le desacetylherbo-

lide A (14, 15.

L'étude de 1'Artuwisio harba alba de Gebel Katherina (Sinai) ef-

fectuée par M.™, Gordon t L.H. Zalkow montre la pxésence de :

11 P_ H= tatridin D ; 3= oxo = 171 L = H= tetridin D et 11 =H

gallicin ¢ des lactones sesquiterp:niqu=ss de structure germa-

cranonlide (16 ;3 17 ;3 18).
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Les résultats des études menées par ces équipes, conduisent & la
conclusiun, gque 1'Artemisia herba alba Asso contient des lactones

sesquiterpeniques trés variés.

Les flavonoides de 1l'Artemisia herbs alba sont étudiés par AJM
Saleh et Coll | 9). Ils isolent de la plante d'Egypte huit
flavonoides ¢lycus cos.

Une étude des flavonoides d'Artemisins herba albs d'Algérie est

entamée et donne des résiltats ass: encourageants (20).



Chapitre:

PHYTOC

ol

PR

HMIQUES

ELIMINAIR!

26




15

Avant d'entamer une £€tude détaillée de la composition
chimique d'une plante, il est nécessaire d'effectuer des tests
phytochimiques préliminaires, afin de déterminer les différentes

classes des composés s'y trouvant.

Ce sont des tests qualitatifs basés sur des réactions colorées,

caractéristiques des groupements fonctionnels.

Etant donné que la composition chimique d'une mé&me espéce végétale
varie selon la région ol elle se développe et selon la période
de la cueillette, nous avons jugé indispensable cette recherche

préliminaire.

Les données de 1. bitliographie (16) ont orienté notre travail
sur la recherche des : flavonoides, quiniones libres ; coumarines,
tanins, saponosideés, stirols, terpines, alcaloides, lactones.

Les tests phytochimiques préliminaires sont «ffectués soit a
partir d'un déecoeté 23 5%, soit & partir d'un oxtrait étheré ou

chloroformique. Nous avons utilisé les techniques décrites par

Paris et Nothus (21).
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1 Recherche des flavonoides :

e e+ o i e 0 e e i a—e

Les flavonoides sont des pigments jaunes, généralement poly-
phénoliques. Ils sont tr2s répandus chez les végétaux. lls se

présentent souvent sous forme d'héterosides ou flavonosides dont

les génines sont des dérivés du flavone: Ux_Jq€>
et du flsvonol: (E:[ﬁ,l‘\

opn **

certaines flavrmnoides présnetent des propriétés antiseptiques.
Des recherchrs entréprises par Kostanetski et Perkin ant permis

de trouver des ~_thedce ¢t synthése de ces produits naturels-

(22}

La recherche des flavonoides est foite sur le décccté, par la
réaction de la myanidine.

 ml du décoctéd & 5% #ww+ additionnés de 5ml d'alcool chlo-
rhydrique (alcoll 3 95° - eau permutée - acide chlorhydrique
concentré, & pairties égales en volume) ; puisg de quelques coupeau
de magnesium et de quelgues gouttes d'alcool isoamydinue. La
réaction est positive lorsqu'il y a apparition d'ume coloration
rose-orangé ou rose violacé dans 1la couche surnageante d'oloonl

isoamylique.

Nous avohs obtenu une coloration rose orangé ; 1a réaction est

positive.

2 Recherche des tanins :

Les tanins sont <es substances polyphenoligues de structure
variée, de sa’/-ur agtringerte, ayant la propriété de tanner la
peau (c'est & dire we la rendre imputrescible). Cette aptitude
est liée a leur proprléti de sg combiner aux proteines. Leur poids
moléculaire est compris =ntre 500 et 3000. Tls sont tr3s répandus

dans le r&gne végétal.
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D'aprés la constitution chimique des différents tanins, nous

pouvons cistinguer deux groupess
- Les tanins hydrolysables qui sont des polyesters de glucides
et d'acides phenols. Selon le nature de ces derniers, nous

Z distinguons les tanins galliques et ellagiques.

-~ Les tanins condensés dont la structure est voisine de celle
des flavonoides. Ils sant formés de deux ou plusieurs
molécules de flavanne - 3- ols (catéchols ou catéchines)

ou de flavanne - 3- 4 diols (2).

Ls recherche des tanins est faite sur le décocté, par la réaction

colorée au chlerure ferrique.

A2ml cde décoccé, nous ajoutons guz2laoues gouttes d'une solution
aqueuse de chlorure ferrique 3 2%. La resction est positive s'il
y a zpparition d'une coloration brun-ve 't (tanins catéchiques) ou

bleu-1oir (tanins galliques).

Nous avons obtenu une coloration bleu noir, ceractéristique des

tanins galligques.

3 Recherches des coumarines @

Les coumarines sont des dérivés de la benzo . JA-pyrone
Elles se présentent dans diverses especes végérales.
Leur fonction physiologique dans les plantes n'est pas connueése.
Certaines coumarines synthétigues sont utilisées comme anticoa-
gulants, d'autres toxiques pour les poissons sont connues sous le

noms de poiscns végétaux comme le bergaptene et l'imperatorene.

La benzo ol-pyrone ou encore la coumarine & l'odeur trés agréable
du foin frais. ~lle est utilisée en parfumerie. (23)

La recherch:c (es reumarines est effectuée sur le décocté. Les
coumarines scni extraikes par l'éther éthyliqu: et mises en 32vi-
dence par leur fluorescerce bleue - i .t rodirt.ée en présemce
d'ammoniaque.

vt Al Setylid: s & {
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1ml de décocté, sont extraits p:r 5ml d'éther éthylique. La
phase étherée est séchéde sur sulfute de sodium anhydre, puis éva-
porée a sec. Le résidu est dissout dans quelques gouttes de
chloroforme =t dé8nnsé sur du papier & chromatographie. La réaction
est positive si nnus - SErvons, par examen aux U.V & 366nm, une
fluorescence bleuc qui vire au hleu-vert sous l'influence de
vapeurs d'ammoniague.

La réaction est positive.

4 Recherche des quinones libres :

Les quinones sant des dicétones cyliques conjuguées. Ce sont

des agznts d'oxydz.ion doux. Elles sont toutes colorées.
- Les paraguinones sont généralement jaunes ou orangées.
- Les orthoquinones sont plus foncées, souvent rouges.,

Les quinones constituent la catégorie la plus importante des
dicétounes dans la nature (24).

Les quinones libres sont mises en Svidence par la réaction de

Borntr3ger sur un extrait chloroformique de 1la drogue.

2g de drogue pulvérisée sont humectés par gquelques gouttes

d'acid:z chlorhydrique au 1/10, puis mis & macérer quelques heures

dane 20ml de chloraforme. Aprés filtration, la solution chloro-
formique est misc cn c-ntact avec de l'ammoniaque dilué au demi
La réaction est positi.: lorsqur. pcor agitation, la phase aqueuse

alcaline se colore en rose plus ou moins vif.

Psur notre plante la réaction est négative ; elle ne contient donc

pas de quinones libres.
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) R@cherche_des stérols st des terp:nes i

Lzs terpznes sont des hydrocarburss coustisnds Alanités ddan
tiqus=s en C5 de méme squeletteo qua 1l'isopriue. Noua disthitrgrons 3
* Les monoterp2nes : ce sont des hydrocarburee en C10 présunts

dans les huiles essentislles.

. ce sont des hydrocarbures en C15 | ;s nts

H

* Les sesquiterpénes
dans les huiles essenticlles, et dans les constituants am rCs

des végetaux.

¥ Les diterp®nes : ce sont des hydrocarbures en E285s als

canstitucnt les résines végetiles.

¥ Les triterpnes : ce sont des hydrocarbures en C30 qui cons-
tituent lu partie inseponifioble des plantes les saponins ¢t

les glicosides.

s Les +itraterpenes ¢ C40 présents dans les caroténoides, co-

s
lorants dos végitaux
* Les polyterpenes (C5)n prisunts dans le caoutchouc naturel.

“+ant constituants des huiles sssentielles, les terp&nes sont
utiiisés en parfumerie et dans 1'industris cosmétiquc. Beaucoup
d'sutres : glucosides, vitamines, saponins, sant utilisés en méde-
cinc, Certains sontiutilisés comme détergents et résines. (23) .
les stérols sont des camposeés renfermant un squelette
cyclopunianophenantrﬁnique plus ou moins hydrogéne. Leur f-- A

génirale est i

piak
_///\\i}fj\
MO
e e
1T e g
A
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Beaucoup de ces compesés sont des alcools. Ce sont des corps
présentant les caractd®res de solubilité des graisses, ils sont
insoponifiables. Certaines phytostérbls sont des stimul@Rtsccar—
diaques. Les stérols sond tr2s répandus dans le rzgne snimal et
végétal. (25).

La rechzrche des terpénes &t des stérols est faite sur le résidu
d'éviporation d'un extrait éthéré de la drogue. L3 réaction utilisde

o

est celle de Lieberman Buchard.

1g deo drogue pulvérisée ast mis a macérer dans 20ml d'éther
éthylique pend nt 24h. Aprés filtration et évaporation du solvant
le résidu est dilssoutl ¢ ns d'anhydride acétique. L'addition
d'1ml d'acide sulfurigue concentrs provoque l'apparition d'une

coloration mauve viranti au vert

La réaction est positive pour notre plante, nous avons obtenu une

cocleration rose foncé virant asu vert foncé.

6 Rccherche des saponosides

Les saponosides sont trés répandus dans lé régne végétal. Ce
sont des glycosides ne cuntenant pas d'azote. Selon l'aglyconec

X

ils sont triterpenoides et steroides.

Tous les saponosides présentent un groupcment hydroxyle 1ié & des
D- glucose, D- gilactose, D- xylose ou L-ramnose. Les saponosides
ont des propriétés tensioactives, ils ont unec 2ction héwmaglytique

assez farte : ils détruisent les globules rouges (25)

La recherche des saponosides est basée sur 1s propriété qu"ont les
solutions squeuses deé sapohosides de donner par agitetion une

mousse persis’ nte. Naus gpérorns sur le décocté, si 1ls recherche
est positi:e. 10u3 offectuons alues un indice de mousse selon la

technique de 12 ;[ ~-rm-copée frangalige.
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15ml de décocté sont placés dans un tube . essai de 160mm de
hsuteur et de 16mm de diameétre: La lecture est effectuée apreés
agitation pendant 10 secondes et repos pendant 10 minutes. La

hauteur de mousse obtenue est mesurée en Cms

Nous avons obtenu une hauteur de mousse de 1 cm.

7 Recherche dzs alcaloldes :

Les alzaloides sont des composés organiques azotés d'origine
végétale, de caract®res basihue ct de composition chimiquec assez

complexe: Ils sont dotés d'une activité biologique intense.

Actuellement plus de 1000 alcealoides sont connus. Ils sont classés

Selon la stru-ture de la partie de la molécule caontenant l'azote

c'lest 13 cleussiiic - -Z2n chimique.
Selon leur action pharc:cologique
Selon les espeéces végér :les les © ntooant.

Dec r=cherches récentes ont montré l'efficacit? des alcaloides

comm- étant des agents anticancerigénes (26).

Ls rccherche des alcaloides se fait & l'aide de la réaction de
pragendorff sur les extraits obtenus en milieu acide et en milieu

"alcalin.

Extraction en milieu acide 3

5g de drogue pulvérisée sont mis 3 macérer pendant
54h dans 25ml d'une solution aqueuse a 5% d'acide
chlorhydrique, La phase aqueuse, apres alcanisation par
1'ammoniaque concentrée, est extraite par un mé&lange
sther éthylique - chloroforme (3 : 1 V/V). La solution
organique séchée sur le sulfite de sodium anhydre, est
gvapnrée 3 sec sous pression réduite. Le résidu est
rep-is or quelques ml d'acide chlorhydriquc dilué au

1/'11—.



Extraction en milicu alcalin :

5g de drogue pulvérisée sont imbibés d'ammoniazque
demi, puis mis 3 macérer pendant 24 h dans un mélange
€ther éthylique« chloroforme (3 : 1 V/V).

L'extrait organique est traité par une solution

agueuse & 5% d'acide chlorhydrique.

Réaction de caractérisation :
Elle est faite sur les solutionsnscides provenant des

extractions en milieu acide et en milieu alczlin.

On ajoute aux .olutions acides quelques gouttes du réactif de
Dragendorff. En nriser:z d'alcaloides, nous ohservons la formation

d'un ptrécipité de coulcur orange & rounaz-hriqus.
g

La réaction de Dragendoiff s'est :r°c négative.
B Recherche des lactones sesquiterpeniques

Les lactones sesquiterpeniques renferment le groupement .i.s
liés & des eycles de structure germacxanglide, endesmanolide;

guaianclide ou cadinanolide (10°)

La recherche des lactones essquiterpeniques est faite sur l'extr=i-

chloroformique de 12 plante.

Les parties eériennes de la plante, sont grossigrement contusées
et couvertes d'éther de pétrole pendant 24 heures. Le solvant est
décanté et le résidu est mis en percolation dens le chloroforme

pendant 72 HEURESE“

L'examen du spectre infrarouge d'un échantillon d'extrait chloro-

-

formique montr~ une bande 2 1??Ucm-1:caractétistique des wg-lactones

(Figure 2).
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Les résultats des tests phytochimiques sont résumés dans

1s tableau suivant

Constituant _|Résult at- du test observations
recherché
Flavecnoides + couleur rose-orange
Quinones libres = =5
C . couleur bleu-vert
aumarines ¥ ons=rtveé en U.V
Tarins + cocleur blé&u-noir
Baponosides + mo&sse 1 cm.
SEEEa] - rouleur rose-foncé
S5térols et lerpenes + vigant au vert-
-foncé
Alcaloides - -
: : 5 1
Lactones sesquil- Bande & 1770 cm-
o +
terpeniques. dans le spectre IR
Tableau 1 ¢+ fN4sultats des tests phytochimigues préliminaires

45 sur 1'Artémisia herba alba Asso.
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L'&tude ctimique d'une plainte consiste en l'isolement
des composés chimiques préSents a 1l'état pur, suivi de leur iden-
tification pasr mesur de leur constanties physiques et par leur - T -
caractéristiques spectrzrzs. Il arrive trés souvent, au cours de
1'étude chimique d'une plante, 1l: découverte d'un produit naturel
inconnu. Dans ce cas, il est indispensable de déterminer la struc-
ture du composé isolé et de réaliser un certain nombre de réactions
chimiquos confirmant la structure proposée . '
Enfin la synthése au laboratoire du produit est 1'6tepe finale
d'une telle recherche.
L'objectif de notre travail étant 1'isolement et l'identificetion
des constituants de 1'Artémisia herba Alba Asso, nous avons fait

appel 2 une variété de méthodes de sép2ration et d'identification.

Nous avens tou: d'abord isolé l'huile essentielle pour pouvoir
ttudier les comstitusnts de 13 plante entrainables & la vapedr

d'eau. Ensuite, nous nous sommes intéressés aux lactones sesquiter-

peniques présents dans 1 plante,
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1 ETUDE DE L'HUILE ESSENTIELLE U'ARTEMISIA HERBA ALBA ASSO

1.1 Génér:zlités sur les huiles essentielles : (2)

Les huiles essentielles appelées égalcment essences, sont
des mélanges complexcs de substances odorantes et volatiles

présentes dans les végétaux. Ce sont géndralement des liquides 2

la températurz or:in.ire. Leur caract2re odorant est 1lié 3 leur
volatilité. Etant txus volatiles, elles peuvent 8tre entrainées
par la vapeur d'eau. Leur densité cst cinéralement inférieure a

1, par contre leur indice de réfraction est scuvent élevé. Les
huiles essentialles sont donées d'un pouvoir rotateoire, et sont
gércrilement incolores ou jaune p3le. Peu solubles dzns 1'esau,
elles lui communiquent leur odeur. Ejles sont solubles dans les
alcools et pratiquement dans tous les solvants organigues.

Les huiles essentielles sont tr2s altérables et sensibles a
1'oxydaticn, mais elles ne rancissent pas. Leur tendance &
polymeriser, &n donnant des produits résineux ainsi que leur zal-

teration limitent leur conservation.

La ccmposition chimigus des huiles essentielles est sasez
complexe. On y trouve géniralemernt : des composéz terpeniques,
aromatiques, des acides organiques, des aldehydes et des cetones

. - rd . - - . » -
de faible poids moléculaire ainsi que deés coumarines volatiles.

Des recherches ont permis d'affirmer que pour une méme
espeéce végétel . il existe des vayiations de las composition
chimique de 1l'huile esscntielle seion le milisu et l'époque de la

végétation.

Les huiles essentielles sort ginéralement obtenues par
entruinement 3 la vapeur d'eau des planles ou de certaines parties
de la plante, ou alors par expression a frolid , Elles peuvent &tre
également obtenues par enfleurage ou par extrdclign par les sol-

vants volatiles.
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Les huiles ¢ -ntirlles sont utilisées en pharmacie, dans 1l'indus-
trie alimentair: 11 que dans 1l'industrie cosmétique.
1.2 : LA CHROMATOGR.[ H€ EN PH:53C GRZEUSE : (27 3 20)

La chromatogaphie en phase gazeuse est une méthode
phusicochimique de séparation des substances volatiles. La sépa-
rat.on est basée sur les différebces du coefficient de partage
des produits & séparer entre un gaz constituant la phase mobile et

un solide constituant 1la phase stationnaire.

La colonne est 1'é&lément essentiel de tout systeme
chromatographique. Elle contient l2 phase stationnaire. Générale-
ment, nous opérons sur des colonnes thermostatées 3 des tempéra-
tures allant de l'ambiante & 350° C ; selon la volatilité de

1'échantillon.

Un g2z porteur inerte traverse la colonne tout au long
de l'essai. Aprés l'évaporation de 1'échantillon et l'entrainement
du mélange par le g3z porteur, les composants du mélange sont
ralentis par a phase stationnaire de la colonne. Le ralentis-
sement de chacurn '.: constituants est fonction de son coefficient
de partage K. Cn cuoncliiuence, entrainé par le gaz vecteur, le
constituant dont le K est le plus [ :ti: quitte la colonne le
premier. A l: sortie de la colenic. 1lis gaz pénétrent dans un
détecteur qui donne un signal proportionnel . la concentration
d- _a substance présente. I1 est dvident gue les constituants d'un
mélange traversent la phase stationiaire & des vitesses différentes
et quittent la colonne & des intervalles de temps différents. Le
temps pendant lequel le composé reste dans la phase stationnaire
est apjelé temps de rétention tR’ il peut Btre déterminé& & partir
de chromatogramme : l'enregistrement du processus chromatographig.e

Etant donné que le temps de rétention dépend du cofficient
de partage, lequel est une grandeur physico-chimique propre a uR

e . i Y
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composé dans des conditions bien diterminées, tR peut étre
considéré comme une car :ctéristi. . gu.alitative du compose.
Cependant, le fait que le temps de rétention dépend de plusieurs

paramétrey parfois difficilement contrdlables, sa détermination

n'est pas toujours reproductible.

L'utilisation de la C.P.G. pour l'analyse qualitative
est basfe sur le fait que dans les mEmes conditigns d'analyse,
les composés ayant les m8mes temps de rétention sont identiques.
Ainsi la méthode d'identification par des é£talons consiste a dé-
terminer dans les mémes conditions les temps de rétention des
composants du mélange & analyser et ceux des €talons. La compa-

raison de ces caractéristiques permet l'identification des

composés présents dans le mélange.

Une autre application de 1a C P G pour l'analyse quali-

tative, est connue sous le nom de méthode des rajoutss Elle

consiste & sjouter dans le mélange & analyser une certaine guan-
tité d'un 3talon, 3i == dernier est présent dans le mélange, le
pic du chromatogramme lui correspondant augmente. Si par contre
il n'y est pas, il app:cait comm. un constituant en plus. Les

résultats obtenus par sette mdthcoe nutbont poas trée cencluamts, car
pirfois le pic correspondant & 1'étalon ajouté, englobe quelques

uns des pics veisins. Ceci rend 1'identification incertaine.




1.3, ¢ PARTIE EXPERIMENTALE :

1.3.1. 3 Extraction de l1l'huile essentielle par entrainement

Pour extraire l'huile essentielle d'Artemisia herba albs
nous avons u. 1isé la méthode communément utilisée : l'entraime-
mnt & la vepsur

Cette méthod: consiste & mettre la lonte grossiérement
contusée dans un récipicnt, trav.rse T un caurant de vapeur
d'rau. Les constituants voletiles de ia plante, pesu solubles dans
1'cau, sont entrainés et condensés. L'huile c-st séparée du distil-

lat par décantation (29).

L'appareillage que nous 3vons utilisé pour l'extraction

de 1'huile essentielle par cette méthode est représenté a lz

figure (3). I1 est constitué d'un ballon de deux litres, & trois
cols, contenant 13 plante. Ce ballon est d'une part relié & deux
hallons chaudiéres lui fournissant la vapeur d'eau, et d'autre
part & un réfrigérant qui sert & condenser les vapeurs d'eau
contenant 1'huile extraite de la plante. Le réfrigerant est relié
par son extrémité & un ballon recette. Pour assurer une bonne
distribution de 13 vspeur & travers la plante, nous avons 1. i
introduit & 1'extrémité des conduits de vapeur un tube persé a

différents endroits.

Nous =vons eoumis & l'extraction par entrainement & la vapeur
d'eau 300g de plonte rundant quatre heures et receuilli un litre
de distillat. Apr2s décantation & 1':-ide d'ampoules a décanter,

nous avons obtenu une huile jaun--clzir, d'odeur agréable. Pour
récupérer complétement 1'huile du distillat, nous avons procédeé

& un relargage avec du NaCl.

Le rendement de la distilliation est de 0,408%.

Nous avons déterminé la densité et l'indice de réfractim:
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de 1'huile, et nous Aavo constaté que les valours de ces constantes
physiques sont tr:s nrocli2s des v . ur: de xéférence (6]
Valeurs i | '
Constantes Mesuree . référence
physigues it
Densité : d,|5G U,9415 0,9456 _l
2( - '
Indice de réfractiol Ny 1,4730 1,47274 |

Tableau n° 2 : Constantes physiques de 1'huile essentielles

d'Artemisia herba alba Asso

Nous avons effectué l'analyse de 1l'huile essentielle avee

un chromatographe PYE.UNICAM série 304 Philips & détecteur a io :

ionisation de flamme (FID) et & intégrateur {figure .4).

Neu= -v-ne effectud un certains nombres d'essais préli-
minairee dans le hwt 4 trouver les conditions optimales pour une
medllenre séparation des constituants de 1'huile. Ceci nous a
permis de fixer notre chi ix sur 1 ~ol-7ne analytique en verre :

dont les caractéristiques sont les suivantes

Dism tre intérieur = 4mm

Longueur = 1,5m

Phase stationnaire = 10% PEG 20M (20000) ; lavée a l'acide, non
traitee-

Support inerte = Diatomite WED

Granulométrie = 100 - 120 mesh.

Température limite d'utilisation égale 225° C.

Les analyses effectuées & des températures de la colonne de 130°C
et 150°C nous ont montré que la2 température de 150°C donne de
meilleurs résultats. En faisant varier 1'attenuation de 32 ; 64 ;

128 et 512, nous nous sommes renduscompte que 1'atténuation 64

R e L |
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convient le mieux. Ainsi nous avons fixé les conditions opératoires
suivantes
Débit de gas vecteur (N2) = 30ml/mn.
Débit d'air = 333ml/mn
Débit d'hydrogdne = 33ml/MHn
Température de la colonne = i5G°C
Température d'injection = 170°C
Température du detecteur = 200°C
Attenuation = 64
Vitesse du papier = 0,5
Volume injecté =0ful

Le chromatogramme de 1'huile essenti:lle représenté a
la (figure 5) nous a permis de mettre en évidence 26 constituants.
Pour identifier les constituants de .'huile essentielle, nous
avons utilisé la méthnde d'identifiecation per des étalons. Pour
cela, nous avons effectué l'analyse de 1'huile et des étalons
dans les méimes conditions. Les chromatogrammes obtenus sont re-

r ésentés sur les figures 6 a 16.

En comparant les temps de retention des e&talons & ceux
des conctitusnts de l'huile, nous avons réusai a en identifier

guelgues uns.
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:+ Résultats et interprétation

D-ns le tableau suivant, nous rapportons les résultats

de l'analyse de 1'huile essentielle par CPG.

Temps de retention , ’ ]
Niméro = e w1y . . |% dans 1'huile |
mL_ Constituant de iét 1o Wem ou eauRess essentielle du ;
du pic ufhdile cs— S-CR iidentifes. cempasé identi-|
éentiElle. fié.
3 0,-97 0,83 alcool éthyli- .9,26T
que
3
1,2 1,28 ol _pinenc 3,206
6 1349 1,48 camph&n: 9,694
1,67 1,64 |l ﬁapir%ne 1. 580
1,89 1,02 | ~).phelendrs 0,66
ne.
9 2,22 2,419 Cinésel' 11,076
¢ o
11 23 2563 p — cymene 1,23
15 4,97 4,93 ester méthyli- 12,377
que de l'acide
caproigue.
18 6306 6,62 camphre 29,000
21 8,02 By ~_ phelandre- 1y 026
%  ne
!
24 I 49,90 41,86 | ol terpinéol. 2,028

Tableau : n-3, Rézultats de l'analyse

d'Artemisia herba alba

de l'huile

Asso par C

essentielle

PG .
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Nous remarquons gue pour le pic n® 10 les tempe de retention ci
constituant de 1'huile et de:1'étalon présentent une différence .
de 2/10. Pour &tre slr que ce pic correspond bien 3u camphkrs
nous ayvons utilisé 1la méthode des rajouts. Pour cela nous avons
ajouté dans 1l'huile essentielle quelques gouttes de campt pur
gt nous avons enregistré son chromastogramme (figure 17)- Nous
remarquons que le pic n® 15 correspondant au camphre augmente.

Cela coinfirme bien le résultat donné plus haut.

J'autre part, nous avons pu constaté l'absence dans
1'huile esso- -'=1le des composés suivants dont les temps de
rétention ne ficurcnl nas dens le chromatogramme de 1l'huile :
1imonene (2,03) , l'estsr méthylique de 1l'acide caprylique
(3,54) ; 1'aldehtyde Cqy (5,71) , lteszer nwéthylique de l'acide
ca-rique (7,49).

Les chromatogrammes correspondants sont représentes
sur les figures 10 & 21.

Dans le tableau n°3 , figurent aussi les pourcentages des cons-
tituants identifiés. Nous remarquons que 1l'huile essentielle
d'Artemisiz herba albs Asso est constituBe essentiellement de
camphre ; d'ester méthylique de 1'acide caproique ; de cinéol

de camphéne et de A -piné&ne.

constituant de l1'huile %

Camphre 29 , L8t

ester méthylique de 1l'acide 1253107

caproique.

Cinéol 11,076

camphér 9,694

s .opirene 3,206

Ia@}giq_qfﬁ ¢ paurcent.ges des 3ti<uants majoritaires dans

1'huile 2ssentiel!. d'artemisia herba slba Asso.
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Le pic n® 14, du chromatograomme de 1l'huile essentielle

nt le temps de rétention est de 4,69 et le pourcentage est de

14,696% n's pu 8tre identifi‘, car il ne correspondait & aucun
des étalons dont nous disposionse.
Le pic n® 2 ; du mBme chromatogramme ; dont le tem

*

de rétention est de B,85 correspond & l'acétone utilisé pour

le ringage de la seringue avant chusgue injection.
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2 ETULE DES LACTONES SESQUITERPENI JUES D'ARTEMISIA HERSA ALGA
ASSO

A ﬁecherche de la santonine

1. : Uescription de la santonine:- {3)

La santonine devrait &tre arp-lee santonolactone,

car c'est une substance non azotée de formule brute E15 H1ﬁ 03.
Elle a 3té ic.'cée en 1730 par Kahler, mais la détermination de
sa structure a nicessitd de nombreux travaux, en particulier
vers 1930, ceux de Clem. et Ccll. et de Ruzicka. Elle cristal-
lisé en petits prismes :rncolores . :nissant a la lumigére, subli-
mables, fortement lévogyres. Elle st irés peu soluble dans
1'eau froide, un peu plus scluble dans 1l'alcool, 1'éther et le

henz3ne surtout & chaud, tr3s scluble dans le chloroforme, in-

soluble dans 1l'ether de pétrole.

La molécule de santonine possiéde deux cycles hexago-

naux, une fonction cetonique et un anneau lactonique.
("H,_

/‘\l/\

‘,\\ L\/)\\\ CH

: CH_ (}_w/

-~

9

Sa structure présente quatre carbanes assymétriques, d'ol 16
isomdres optiques possibles. Mais deux seulement ont été ren-
contrés dans la nature : la santonine uraﬂrbment dite et 1la

L ~4 - santonine : Tg = 171 5°C 5 (2 Qg = = 117,6° (ethanol).
La L ® santon; en différ»e par mon point de fusion et sen
pouvolir rotat2:

~3

La santonine 3t présente .ns les parties aériennes
de la plante, mais sa tocneur varis =t _asse par un maximum dans

les capitules au début de la floraison.



_A3

Le semen cuntra (les capitules d'nrtemisia Cina Berg
contenant la santonine), était connu et employé comme vermifuge
par les anciens Grecs et Romains: Actuellement il est toujours
utilisé en pharmacie comme vermifuge, mais depuis quelques

années, la santonine s'est avéréeun produit de base de la

synthidse des c¢irivés avant un effet cytotoxique et anticancé-
rigéne, d'ol l'intérét accrue vis a vis de ce produit naturel

La ssntonins n'est pas (épourvue de toxicité envers
1'homme et les animaux = sang chauc : clle peut provoquer des

tr_ulles senstriels. A dose toxique (0,50g chez 1'adulte) c'est

un cison convulsivant.

La santonine a €té retrouvéedans plusieurs esp2ces
d'Artemisia, mais en quantité vaoriablel La systématique trés
compléxe de ce genre a rendu difficile 1'identification des
plantes productrices. De plus, il semble exister des races
chimiques & 1'intérieur d'une méme espéce, d'al des indications

cantracifétoires.

En raison du monopole russe de la production
d'Artemisia Cina, (l'espéce contenant le plus la sontonine)
des difficultés de son acclimatisation hors de son pays d'origine
et de la synth2se laborieuse de la santonine, des recherches

ont été effectuées pour trouver d'autres sources de santonine.

insi :n 1971 Khafagy #t Colls (12) ont isolé la san-
tonine des czpitules flesuries d'Artemisia herha alba Asso
d'Egypte: Ceci nous a incité & recnarciher ia santonine dans - la

plante.
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2. Partie expérimentale:

2.1 : Tests qualitatifs de 13 santunine : (3)

Nous avons effectué tout d'abord des tests qualitatifs
pour éviluer la présence de la santonine dans 13 plante. Ces
tests sont habituellement utilisés pour la caractérisation de cc
composé en vue de la selection rapide et pour gliminer les
drogues dépuurvues ou piuvres en santuninc.

Lz caractérisation qualitative de la santonine peut
8tre effectuée par :

a) Sa coloration rouge 2vec les alcalis
b) La réaction de Qazilbash
c) Chromatographie sur napier ou sur couche mince.

d) Chr:matogaphie en phase gazeuse.

Ne disposant pas c'un étalon de santonine, nous n'avons pas pu
Utiliser les méthudes chromatographiques. Nous nous sommes danc
limités aux réactions colorées. cur cela nous 3vons OopEéré sur

les extraits alcnoliques et benzenique des capitules de la
plznte non fleurie.

* 1g des capitules sont portés 2 reflux dans 1l'éthanol
Apres filtration et addition de 12 soude, le filtrat
se colore lentement en rcuge.

% La réasction de Nazilbash consiste & traiter 1l'extrait
benzenique par le méthylate de sodium. En présence de
santonine, 13 couche inférieure se colore en rouge.
Cette réaction est trés sensible.

Les deux tests se sont avérés positifs, ceci nous a amené a

tenter l'isolement et éventuellement le dusage de la santaonine.

2.2. 3 lsolement et dosage de 1la santunine;(S)

L'isolement de 12 santonine est basé sur l'extraction
de celle ci par un solvant organique. Sa parification & 1l'état

de santoninei  de baryum, soluble dans 1'eau, puis la précipi-
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tation de la santonine par addition d'un acide.

Four le dusage de 13 santunine, nous avons utilisé la
méthode précanisée p2r la pharmiacopée frangaises

5 & 10g des capitules sont triturés avec de 1'_mmoniaque
jusqu'a 1'sbtention d'une masse consistante que nous
sechons 4 1l'air. Cette cpération a pour but de fixer les
résines qui se disscudr:ient dans le benzene, par lequel
nous épuisons ensuite la drogue. L'extrait benzenique est
évaporé et le résidu, treité au bain-marie bouillanti par
une sclution d'hydrate de bLaryum. I1 se forme un santoni-
nete de baryum, solublé dans 1l'esu. Nous filtrons immédia-

tement et naus lavons le filtre 3 1'eau froide. Les

filtrats réunis et refroidis & 1'abri de 12 lumiére, sont
additionnés d'un excds d'acide chlorhydriques.

Nous laissons alosrs cristalliser 13 santonine dans un endroit
frais. Aprés 24 heures, elle ggt rccawgillie suy filtre_pu ersuset
taré. Le précipité est lavé avec une petite quantité d'eau,

séchi deux heures 3 100°C et pesé jusqu'au poids constant.

3. Résultats et discussion :

Nous avons réussi 2 isoler des cristaux blanes jaunis-—
sant & 12 lumi2re, hien solubles dans le chloroforme et 1'étha-
nol. Cependant le dosage gravimétrique de la santonine, s'est
avéré tr>s délicat, en raison de la présence de résines venant
souiller le produit isolé. Pour cette raison les essais que nous

-

avons effectué n'ant pas &té reproductibles.
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1
o ‘ ‘ ‘
InEssai- 'Eiz:iedTé%a :Ziiinggel?g) Ide sgntonine
oy * '5,0000 : 0,0045 0,030
3 10,0000 0,0099 Did;;’”“‘"*'
3 | 10,0000 0,012 0,121
Tablesu n® 5 : risultats du dosage gravimétrique de la santonine =

Evidemment il serait tr>s imprdédent d'annoncer un résultat moyen
des dosages effectués, &étant donne le srand 8cart entre les essais
et 1'imprécision du dosage gravimétrique dans le daomaine des
fail,les concentrationss

A notre avis, un traitement minutieux d'un échantillon
de la plante dans le but d'écarter les résines, ainsi que l'uti-
lisstion de méthodes plus sensibles et plus précises, telle que 1=a
chromatographie en phase gazeuse (3 condition gu'un échantillon
suthentigue de santonine soit disponible) peuvent permettre un

dosage correcte et concluant.

Lz ncn reproductibilité des dosages gravimétriques, nous
a amené 3 supposer que la santonine isolée n'est pas pure. D'autre
part la quantité du produit obtenu étant trés faible, nous
n'avons pas pu l'identifier par la mesure de ses constantes

: ] :
physiques :Tp ; (= ]% , ou par ses caractéristiques spectrales

N&anmoins, la recherche de 1la santonine dans un échan=
tillon de 1s ~l:nte au début de la floraison nous semble plus
justifiée, étant Jonné que la quantité de ce produit atteint un

v

£qgétation.

F

maximum pendant cette peériode de la
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B- RECHERCHE D'AUTRES LACTONES SESQUITERPENIQUES

L'examen du spectre infra rouge de 1' extrait chlorofor-
mique d'Artemisia herba alba Asso, montre la bande d'absorption
caractéristiqus du groupement lactone (Fioure 2).

De plus Seg=l ¢t Coll, constatent que la composition des lactones
sesquiterpeniques dzns 1: plante se développant dans différentes

régions du Moyent Orient est assez variée (14).

=
s s Lactones ) » oz
Région cesquiterpeniques Formule développée.
s ELAT o=
_ CH
2. Rao EL HIKMA Santonine PP

3. SINAI 11 - B -H tatridin D J::::?;f\wxo“
BT ey CH

S !
3 oxo 11 P tatridin D
e, : C.H:
0 ™M | B
) E N SN ok
OH ciy,
] U
11 & H Gallicin b )_,C.Hq
57 ]
4. SEDE BOQER herbolide A | : D__C_Cki
F"HB/ 1 3
("*\\1/ 0
1
~ |
\ ____CHE |
CHy :




_ 5§

ocn O~ E=CHz
MO 7]
herbolide B /¥\\U
?’NV/L\P'CH
1 3
CH3  oteo
- 0 iC =CH
. . CHy !.‘ -
g herbolide C //Qg/)“\U
!
™"\ CH
i ! %
| CH,\O i
! | 2 O—=%=0
[ _
§. MIZPE R/MON| herbolide A, B, C.
herbolide D HQCH&Q__%tCHB
8]
\\f?\j/”\MECHS
CHy G ~0

desacetylherbolide A r/\\Lik\

herbolide E /[:

| herbolide F
| -

RO

;7“\/)
L‘

~
L

o

=

_CH
=0

Tahleau n° 6 : Composition des lactones sesquiterpeniques dans

1'Artemisia herba alba Asso



59.

Pour isoler les lactones sesquiterpeniques de 1'rArtemisic
herba alba de Mizpe Ramon ; Segal et Coll ont procédé & une sépa-
ration de 1l'extrait chloroformique de la plante par chromatogra-
phie d'absorption sur colwnne de gel de silice. L'élution avec
une solution d4sogropanol a 2% dans l'ether de pétrole, a permis
d'isoler les herbolides A,B et C ; lesquels ont &té purifiés et

identifiés.

Nous cvons tenté, en se basant sur ces travaux, d'isoler
un des lactones sesquite-peniques do la plante. Four cela nous
avons Utilisé différentes méthodes -“e siparation et d'identifi-

cation dont nous donnons un bref apergu.

1: Methodes de séparation et d'identification utilisées

1.1 : La chromatogrz2phie d'adsorption sur colonne : (30, 31)

La chromatographie sur colonne est 1'une des premieres
méthodes de séparation des constituants d'un mélange, qui fut
découverte . Elle consiste & intiroduire le mélange & analyB6r
au sammet d'une colonne constitude d'un tube de verre vertical,
ouvert aux extrémités et rempli d'un aHsorbant pulvérulant appelé
phase stationnaire. Un solvant, appelé éluant, est ajouté au som-
met de 12 colonne. I1 entraine les constituants du mélange & des
vitesses différentes. Ceci conduit a 12 fermation de zones de
compesés purs séparées. de zones d'adsorbant pur. Les composeéd

colorés se sér:rent facilement, c3r les zones qu'ils forment dans

1'.d3nrbant somt *ien visibles. Le problame est plus complexe
lorsque les constituants du mélonge sont incolores. Doins ee cas,
i1 est necessaire de reczuillir douy 7 ~tions de volume égal de

12 solution & 1= sortie de 13 colcnne. Chacune des fractions est
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analysée par chromitonriphie sur couche mince. Le solvant des
fractions contenint un seul et méme compose est évaporé, et le
résidu est identifié pair la mesurede ses constantes physiques ou

par ses caractiristiques spectrales.

1.2 : La chrom:tsgrophie sur couche mince @ (25 , 30)

Comme toutes 1-°s autres + chniques chromatographiques,
la chromatogaaphie sur couche mince est également utilisée pour

séparer les constituants d'un mélange.

Le principe est le méme, mais au lieu d'opérer sur colonne, on
op2re sur des plajques de Verre recouvertes d'un adsorbant conve-
nable. L'&chantillon est déposé sur une ligne droite appelée
ligne de start. Une autre droite appelée ligne de front est trac-
% 10 ou 15 cm de la ligne de start. La plaque est ensuite placeée
dans une cuve contenant généralement un mélange de solvants,
appélé &luant. Ce dernier monte par capillarité dans la couche
d'adsorbant entrainzant avec lui les constituants du mélange a des
vitesses différentes. Cette opération est appelée développement
de la plaque. D&s que le solvant atteint lz ligne de front, 1la

plaque est alors retirée de la cuve. Apr2s séchage, la plaque est

soumise & un treiteosnt afin de rendre visibles les taches, formées

par les substzonces non colorées, séparées lors du developpement
de la plague. Ce tuait=ment est appslé révélation. I1 s'effectue
par pulvérisation d'un rZactif approprié sur la plaque, suivi d'un
séchage 2 1'étuve. Scuvent 1l'adscroant 2st additionné d'un produit

fluorescent, lequel permet la localisation des taches au cours de
1'exposition de 1la plague & 1la lumiére ultra-violette de conrte

longjueur d'onde 234 pm.

Les constituants du mélange sont identifiés par leur

facteur de rétention Rf = a/b.
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ol : a est la distance en (cm) entre la ligne de start et le centre
. de ta tache.
b est la distance en (cm) entre la ligne de start et la ligne
du front.
Le facteur de rétention dépend de 1z nature des compos£s
analysés, de 1'a sorbent et des solvants =2insi que de la concen-
tration de ces derniers. [l est indépend:nt de la longueur de la

plague.

Fvidemment lorgsque deux composés ont les mémes Rf, ils

gont identigyes.

133 : La smactroscapie infma-rouge : (31)
Suits =u ¢Gveloppement de la technologie et 1l'apparition
d'instruments de mesurc perfectionnés, les méthodes spectroscopiques

ont vu leur utilisztion s'accroi®r: ¢ ns le c.maine de 1l'analyse
organique. La spectroscopie infra rouge occupe une place impor-
tante dans ce domaine. Elle s'intéresse auX liaisons interatomiques
des molécules. Les atomes d'une molicule oscillent autour d'un
point o0 les forces d'attraction entre noyaux et tldctrons équi-
1i-rent les formes de répulsion entre gléctrons et noyauX.

La fréquence de ces oscillations dépend de la masse des atomes 7is

en jeu et de 1l'énergie des lizisons.

I1 est possible de faire varisr 1l'amplitude du mouvement
oscillatoire en fournissant de 1'énergie sous forme d'un rayon-
nement infra-rouge dont la fréquence correspond a celle de 1'oscil-

lation naturelle de la molécule. Celle ci absorbe le rayonnement
incident qui ciminu en 1a traversant.
Fn chimie organigue, on s'untéresse surtout & 1'ahsorption

du rayonnement infra-rouge se faisant dans le domaine de langueur

d'onde comprise z=ntre 2,35 um et 195 um, ce qul correspond & un
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: : A 1 1
nombre d'onde compris entre 4000 cm-' et 660 cm- donnant des

renseignements sur les mouvements étirement et de flexion des

molécules., GZnéralement, l'intensité des bandes d'absorption dans
1'I.R. s'exprime en pourcentage de rayonnement transmis ou 3alors

en pourcentage cde rayonnement absorié.

Il arrive parfois que certaines modifications de struc-
tures survenant 3 d'autres endroits de 12 molécules, affectent
trés peu les mouvements d'étirement et de flexion, de sorte gue
la connaissance des fréquences carectéristiques des différents
groupes, peut permettre de reconnzitre dens le spectre d'un com-

osé& inconnu, l&s bandes correspondant & ces groupements.
y P

I1 faut signaler, que sous l'influence de phénoménes
stériques ou electriques, il se produit un décalage des fréquences
caractéristiques de certains groupes. Gé&néralement, ces deécalages
sont sssez failbles, mais ils peuvent parfois Etre beaucoup plus

importants et conduire & de fzausses conclusiomssi 1l'on ne s'en

rend pas compte.

Dans le +t:ble=u suivant sont données les fréquences d'ab-

sroupements fonctionnels (32)

sorption caractéristigques de guelqu

1 : IR R R . . SR R W O 0E x e 8
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Igp}ggg_q?_: . FrZouencecs d'absorption caractéristiques de quel-
gqucs yrou-oement fonctionnels
Groupements 3/ 4 g Mouvement \I s
Fonctionnels 1LJHQU*ur 2 it i Durillatoice| inEenalte
_ QGS
—~ CH3 ! 2970 - 2950 : Forte
2615 - 2665 3 Forte
1465 - 1440 %6 Moyenne
1380 - 1370 % Moyenne |
740 3
) &
- CHZ2 2930 - 2915 o Forte i
v
2060 -~ 2840 Y Forte
1400 - 1450 & Moyenne
723 = 120 wY‘(na 4) Moyenne
Cycloalcanes 1650 -~ 1550 Q:: = C Variable
Lactone 1730 - 1760 Je = o Forte
| 1280 ~ 1158 Ve - o
Acétote 1740 - 1730 Ve = o Forte
-c -o —-CH3 1860 - 1000 Ve - 0 Forte
(@]

vyt Vibration de valence assymétrique

. Vibration or valence symétrique

-

5 . Mpuvement de ciseau assymeétrique, aymétrique

g : Torsion
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2 : PARTIE EXPERIMENTALE :

2.1 & Isolement d'un lzctone sesguiterpenique ;

Nous avons opéré de la maniére suivante :

3005 de plante contusée sont trempés pendant 24 heures
dans 1'ether de pétrole (TebL = 40- 60). Le solvant est retiré,
et 13 plante est mise en percolation dans le chloroforme. Apres
72 heures, le chloroforme est sépsré de la plante et évaporé sous
vide. Le résidu ohtenu est chromatographié sur colonne de gel de
silice 60 Merck (Figure 22). Le poids de gel de silice utilisé est

20 a 30 fois celui du résidu.

L'slution par 1l'isopropanol & 2% dans l'ether de pétrole
H I i pe

a fourni 21 fractions de 20 ml chacune.

Naus =2 -rc srocédé ensuite & 1l'analyse, des fractions
receuillies s .- ~hcomo tographie sur couche mince de gjel de silice
Celui ci =st additionné ¢'une subst nce fluorescente permettant
1'observation & 1'U.V. cus plaques déve_oppeess

Apr>s avoir tracé les lignes de start et de frant, nous avons

dénosé sur les plaques a des intervalles régulisrs une goutte de

chacune des fractions.

Pour le développement des plaques nous avons esssyé trois

mélaenges de solvants :

* pcetate d'é&thyle - méthanol (80 ¢ 20 - V/V)
* Acetatec d'éthyle - méthanol (25 ¢ 75 = V/V)
* Isopropanol & 2% dans l'ether de pétrole - chloroforme

(99 :+ 1 = V/V).

Naus avons réalisé la révélation & 1l'aide d'un appareil
CAMAG - M.V Betrachter, permettant l'exposition des plaques a la

lumizre U.V de longueur d'onde 254 pm.



b M it Az,

A L S i 05

i

FIG: 34 COLONBE CHROMATOGRAPHIQUE

At <



_66-

Nous =zvons observé une seule tache pour chacune des
fractions de 0 & 11 sur toutes les plaques, alors que les fractions
de 12 3 20 ne mrésentaient pas de taches.

De plus, toutes les taches étant alignées, nous avons conclu gue les

fractions de 0 2 11 contiennent un seul et méme composé.

D'autre part, nous avons remarqué que les mélanges de
’ q

solvants constitués d'acétate d'ethyle et de méthanol provoquent

au cours du d¢ ¢ annement des plaques, la migration du composé
jusqu'a. la ligrn= ce froent (figuee 23). Par contre le développement
est meilleur avec 1'élu=zi* iso-propanol-ether de pétrole-chloro-

forme (figure 24).

L'anzlyse par chromatogophie sur couche mince, nous a

permis de localiser les fractions contenant le composé recherché.

Aprés évaporation sous vide du solvant de ces fractions,
nous avons obtenu un résidu ayant lz consistance d'un gel, de
couleur jaune.pale.

Nous avons procédé ensuite 3 une purification du produit brut por
recristallisation dans 1l'eth=nol et obtenu des cristaux blancs

amorphes. Le rendement de la recristallisation est de 4%.
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2.2 : Identification du-composc isol:d 3

Pour identifier le compost isclé, nous avons déterminé
sa température de fusion, et examiné son spectre I.R.
Ls détermination de la température de fusion est faite en tube
capillaire a l1l'aide d'un appareil Electrothermal Melting point

Apparstus.

Le spectre IR est tracé en pastilles de KBr a 1l'aide
d'un appareil PERKIN - ELMER 9033 G.

37 RESULTATS ET INTERPRETATION =

Nous avons effectué quatre essais de séparation de
l'extrait chloroformique de la plante par chramatographie d'adsor-
ption sur colonne. Les résultats obtenus sont donnés dans le

tableau suivant

Masse du recsidu de . _ e Masse du produit
1'extrait chloratormie .Masse de gei de silice| pr ¢ is0l6 (g)
que. {(g) | 2 |
18,000 : 200,030 0,406
6,500 200,000 0,632
66,666 200,000 0,644
6,666 200,000 0,649

Tableau n” & : Résultats du fractionnement sur colonne de l'extrait

chloroformijue de la plante.

Nous remarquons que le rendement de la séparation est
meilleur lorsque la masse du gel de silice est de 30 fois la masse
du mélange 3 sépareg, ceci est 1ié au pouvoir séparateur de 1l'ad-

sorbant.



L'analyse sur couche minco, nous = permis de déterminer
le facteur de retention du composé isol. 3 Rf = 0,16 dans les

conditions suivantes :

* adsorbant : gel de silice 60F 254
* &luant : isopropanol a 2% dans l'ether de pétrole chloro-
forme (99 : 1 V/V).

Lz détermination de la température de fusion du composé
isonlé, nous a donné la valeur 54 - 55° C

Avent d'évoporer le solvant des fractions receuillies 3
la sortie de la colonne chromatographisye, nous avons examiné les
spectres infra-rouge de chacune d'elles. Nous avons observé deux
bandes d'absorption autour de 1730 cm—1. Par contre dans le
spectre infra-rouge du composeé isolé, apparait une seule bande

d'absorption trés forte & 1729 cm—1 (Figure 25).

Nous =vons alors examiné de plus prés l'absorption du

composé dans ceute rZgion, en augmentant le rapport signal/bruit
de fond de 1's. z2reil. Lc spectre obtenu (Figure 26) montre bien
deux ! bandes fortes ;3 l'une a 1736,4 Dm—1 et 1l'autee a

1728,4 cm—1.

La b=nde a 1736,4cm- 1 pourrait &tre attribuée & la présence d'un
anne=u lactonique. Notre supposition est apparzmment confirmée par
1: présence de deux autres bandes fortes : 1l'une & 1200 cm-1 card—

téristique de la vibration de valence de la liaison C-0 et 1l'autre

a 1125 Dm—1 caractéristique de la vibiration assymétrique du grou-
pement C-0-C.
1

. i -, '
Les b:ndes d'absorption fortes & 1720,4 cm— {VL=0)
3 1 | X . = z '
et moyenne & 1041 cm- {VV*Q,' sont probatblement dies & la
présence d'un groupement acétste CH3 - 0 -~ ;-

-~
-

wi 1
Les bandes d'intensité moyenne & 1602 cm- et 3

11584 t:m--‘| caractéristiques de 1a vibration C = C, montrent 1la
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présence des ¢ .:les liaisons, tandis que la Lande & 945 cm—1
pourrait 8tr= la f:c tucrce d'absorption d'un groupement éthylénique
trans.

Apparemment les doubles . .is..s sont conjuguées entre

elles ou avec un autre groupement, car en géné+-al un systéme
conjugué absorbe & plus basse fréquence qu'un systeéme analogue non
conjugué.

Les bandes apparaissent 3 2950 cm—1 ; 20351 cm—1 et
1463 cm— sont celles des vibrations de valence et de flexion des
liaisons C - H, tandis que les bandes & 1384 cme. (“—'5'5) St 704 e
(¢ CH3) montrent la présence du groupement methyle : ~ CH3.

Cependant toutes ces informations ne sont pas suffisantes
pour décrire la structure moléculaire du composé isolé.

Nous avons essayé de comparer la Tﬁ et le spectre infra-

rouge du composé isolé 3 ceux des lactones sesquiterpeniques isolés

par S5&gsl et Coll.

I1 edest avéré, que la T = 54°C est aussi celle du

désacetyl hertiolide A, mais le spectre IR de ce composé étant

compleétement 4.7 wzrt, nous avons écarté de suite 1'hypothdse qu'il
pourrait s'agir = T ZUMPOSE.

Il est évident 7.e d'autr:s irécthodus d'identifications
du composé isolé, s'imposent : en premier lieu 1l'analyse élémen-

taire 1a détermination de son poids moléculaire et de son pouvoir

rotetcire, suivis des spectrométries UV ,: RM.N. et de masse.



CONCLUSION
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L'étude chimique de 1'Artemisie herbs alba Asso gue n u-
nous avons entz2mé a permis tout d'abord de situer les différentes

classes de composés présents dans la plante.

tn effet les résultats des tests phytochimiques préli-
minaires montrent la présence des : flavonoides, tanins,

coumsrines, stérols, terpénes, sasponosides et lactones sesqui-

terpeniques., P=z: contre laz plante ne contient pas de quinones
libres et d¥sicadicic ==

La méthode. d'exzraction par entrsinem=znt & la vapeur
d'eau, nous a permis d'avc .r accés .. constitusnts de la plante

entrainables & 13 vapeur d'eau. L'étude ce la composition chimique

de 1l'huile essentielle par chromatogr=phie en phase gazause, bien

qu'encoreitrés cartielle a permis l1l'icsantific=tion de 11 composés
§ !

€thanol, i-gaioene, camphene, ?_plnene, ® - phelandrzne, cinéol ;

p-cyméne, ester méthylique de 1'acide csproique, camphre ;

~E-phelqndréne : i-terpinéol.

Nous nous scmmes particulisrement interessés a 1a
composition des lactones sesquiterpeniques de la plante. Cegt inte-
rét est b3sé d'une part sur une éventuelle utilisation de kb
plante comme source de santonine, et d'autre pirt sur une contri-
bution & la classification botanique de cette variété d'Artemisisa

herba alb=,

La présence de la santaonine a2 £€t& mise en évidenee par

des tests qualit=tifs, mais son dosage guazntitatif n'étszit pas

concluants Neus recsrvindons l'utilisation de méthodes plus
sensibles et plus ©ocde s pour évaluer sa guantité.dans la plante,

en particulier au début de la flaorsisan.
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L'utilisation des techniques chromatooraphigues,
telles que la chromatogsaphie u'adsorption sur colcnne et la
chromatoqraphie sur couche mince, nous a permis d'isoler un
compos? que nous n'avans pas pu identifier complétement. Néan-
moins l'examen de son spectre IR. suggdre gu'il s'agit proba-

hlement d'un lactone acétate.

Afin d'identifier ce produit & un des produits déja
isolés de la plante, ou bien de prouver qu'il s'agit d'un

nouveau procuit ; d'autres méthodes d'analyse s'imposent.
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