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INTRODUCTION GENERALE

Aujourd'hui, la recherche de nouvelles molécules médicamenteuses d'origine naturelle est

basée sur la répartition des plantes médicinales par des études ethnobotaniques qui

permettent de réaliser des inventaires de plantes d'une zone ou d'un pays, puis par des

études phytochimiques et pharmacologiques, Ainsi, on peut citer le cas de la prostatine

extaite d'une Euphorbiaceae qui pounait devenir une molécule importante contre le SIDA

ou encore I'anémisine d'Artemisia annua utilisée actuellement contre les formes rebelles

du Plasmodium etc. (Sevenet, 1994). De ce fait la valorisation des ressources naturelles est

une préoccupation qui devient de plus en plus importante dans de nombretx pays africains,

asiatiques et même euro-américains.

La conception et la réalisation de notre travail s'inscrivent dans le cadre des recherches

menées par l'équipe "Ethnobotanique et Pharmacologie" du Laboratoire d'Ingénierie

Moléculaire et Biochimie Pharmacologique (LIMBP) de I'Université de Metz et dont I'un

des thèmes principaux est la recherche pour contribuer à Ia valorisation de la flore

médicinale dans le domaine de la santé et de I'alimentation par des résultats scientifiques.

Noûe démarche dans la réalisation de cette thèse s'inscrit également dans le sens de la

thématique de cette équipe universitaire et qui consiste en une prospection ethnobotanique

dans les différentes régions du monde, une sélection des plantes utilisées par la

pharmacopée traditionnelle, un répertoire des utilisations traditionnelles consistant en des

relevés ethnobotaniques, I'extraction, I'analyse et I'isolement de principes actifs, les

molécules isolées ou les fractions obtenues enrichies de celles-ci font I'objet de tests

d'activités biologiques et éventuellement pharmacologiques. Notre recherche est axée vers

I'identification de supports polyphénoliques et terpéniques d'exfiaits d'arbustes africains

sélectionnés, dans ce travail, les plus importants sont en I'occurrence Annona cuneatct

Oliv., Anisophyllea dichostyla R. Br. du Congo etArgania spinosa L. (Skeels) du Maroc.

La reconnaissance d'Anisoplryllea dichostyla et d'Annona cuneata, prescrites, a eu lieu sur

le terrain sous la conduite du guérisseur prescripteur ou d'un guide désigné par lui dans les

conûées de Kwilu, Lemfu et du Kwango, situées dans la province de Bandundu et de

Kikwitt en république du Congo. Toutes les données concemant ces deux arbustes sont

inédites. En effet, parmi 181 plantes qui ont été recensées au cours de cette enquête

ethnobotanique (de décembre 1998 à septembre 1999) organisée par I'lnstitut de

Recherche en Sciences de la Santé (IRSS), dans la ville du Kikwitt et dans la sous région

rurale du Kwilu et du Lemfu, 58 guérisseurs appartenant aux tribus respectivement de



Bunda Wongo, Ding4 Pende, Yansi et Mbala ont été intenogés. Parmi eux, Mr. Nsimba,

agent de développement de I'Armée du salut à lfusangulu, Madame Tshibuabua

guérisseuse et collaboratrice de I'ANAMED Kasai, Mr Mukala pasteur Kimbanguiste,

collaborateur de I'ANAMED Kasai, Ingompa Jean, agent du brueau de développement du

diocèse catholique de Luebo au Kasai occidental, Madame Ndaya guérisseuse à Luebo,

collaboratrice de I'ANAMED Kasai, la Soeur ThéÉse, religieuse de la congÉgation des

Sæurs de Saint Vincent de Turin, guérisseuse fiaditionnelle à Kikwit, Àlr. Booto Buangi,

guérisseur naditionnel à Gemena province de I'Equateur au Congo et enfin Ntangu Mpasi,

guérisseur traditionnel à Lemfu/Bas-Congo.

Leurs données ont été confirmées par le dispensaire saint Joseph de Médecine Naturelle de

Kikwitt (RDC), mais aussi par des praticiens de niveau universitaire, ainsi que des

animateurs pastoraux. Des monographies rédigées par des étudiants de I'lnstitut Supérieur

de Kikwit confirment que les deux espèces congolaises étudiées dans ce travail sont parmi

celles les plus indiquées dans la médecine traditionnelle congolaise.

Le recueil des données ethnobotaniques concenrant les trois plantes étudiées dans ce travail

a été fait sur un questionnaire d'enquête à plusieurs rubriques: I'identification des

guérisseurs susmentionnés, la récolte, les noms locaux, la préparation de la drogue, les

indications et les contre indications, I'administration et la posologie, et enfin les effets

indésirables, les interdits et les rituels.

L'intérêt du travail entrepris est la valorisation des substances naturelles susceptibles de

présenter un intérêt pharmacologique à partir de la biomasse végétale médicinale et

alimentaire africaine.

Après avoir analysé ces études ethnobotaniques, il s'est avéré qu'1. cuneata et A'

dichostyla sont effectivement parmi les plantes les plus indiquées dans la médecine

traditionnelle congolaise pour lutter principalement contre la verminose, I'anorexie, ainsi

que I'asthénie sexuelle entre autres maladies.

La troisième espèce étudiée dans ce travail, Argania spinosa L.(Skeels) (l'Arganier) est

une espèce endémique du Maroc et dont les intérêts d'utilisations médicales et alimentaires

n'ont pas été rigoueusement exploités. De plus, c'est face à la dégradation de I'Arganier

marocain qui constitue actuellement un véritable désastre, tant du point de vue écologique,

que socio-économique que notre choix sur cette espèce a été orienté.

Nous avons tenté de déterminer les vertus alimentaires, médicinales et cosmétiques de

I'huile extraite des amandes des fruits de cette espèce. En effet la pulpe et I'amande dont



on extrait I'huile représentent la principale richesse et les composants les plus intéressants

foumis par I'Arganier.

Pendant nos investigations, Argania spinosa et Anisophyllea dichostyla feront I'objet de

fravaux plus approfondis en vtre de mieux comprendre leurs potentialités

pharmacologiques.

Nous nous sommes orientés dans un premier temps vers I'identification des composés

chimiques d'A. cuneata. les profils de ses exnaits semblent être pauvres en composés

polyphenoliques, ainsi, les huiles essentielles de cette espèce ont été étudiées, Cette étude

préalable a été jugée utile vue la spontanéite d'A. cuneata au Congo et vue la nouveauté de

sa composition chimiqu€ en huiles essentielles extraites des écorces du tronc. Une étude

comparative a été aussi faite en identifiant I'huile essentielle des écorces du tronc d'une

autre espèce du geffe Annona; Annona senegalensis L. Ces deux espèces pourraient

présenter un intérêt économique.

Nous avons poursuivi notre recherche par une étude phytochimique approfondie des

polyphénols d'Anisophyltea dichostyla R. Br., cette espèce a fait I'objet d'étude pour la

première fois dans ce travail.

Dans un deuxième temps, nous nous soflrmes consacrés à l'étude d'Argania spinosa, nous

avons étudié I'huile extraite des amandes des fruits de cette espèce, Trois formes de cette

huile ont fait I'objet de cette étude (une huile alimentaire et aussi dite esthétique et une

huile seulement alimentaire provenant des coopératives Targanine à Tamanar, région

d'Essaouira au Maroc et enfin une huile extraite industriellement foumie par la société

Mille et une huiles, Paris, France). Les caractéristiques physico-chimiques (indices des

peroxydes, les valeurs de p-anisidine et de diènes conjugués, ainsi qu'une méthodologie de

résonance magnétique nucléaire ou RMN), nous ont permis l'étude de l'évolution

oxydative des différentes formes de cette huile. Nous avons par la suite, étudié la

répartition des acides gras ainsi que leurs positions dans le glycérol par RMN de I'huile

alimentaire et esthétique.

L'identification chimique des extraits étudiés et leurs dosages ont été aussi réalisés, en

effet I'insaponifiable de I'huile d'argan et principalement son contenu en vitamines

rapportées par les auteurs mais ayant fait I'objet de conûoverses, ses hydrocarbures

majoritaires et ses polyphénols, ont fait également I'objet d'étude lors de ce travail.

Puis nous avons validé à I'aide d'une batterie de tests principalement in vitro, les

propriétés antiradicalaires des extraits méthanoliques des parties utilisées des plantes

susmentionnées.



Nous avons mis I'accent plus particulièrement sur I'activité antioxydante directe des

différents polyphénols isolés des trois plantes. En fonction de la solubilite des produits et

des extraits obtenus, nous avons choisi la méthode d'étude du dynamisme de la xanthine

oxidase jugée par chromatographie tiquide à haute perfomrance (CLHP)' en système

aqueux selon le procédé d'Owen et a1.,1996. La fraction dite "Farsap" issue de I'huile

d'argan a été aussi étudiée et vue sa lipophilicite, son activiæ antioxydante a été évaluée

par le modèle du pcarotène-Acide linoléique.

En conclusion ganérale, les résultats seront discutés sur les composés polyphénoliques

obtenus qui semblent jouer un rôle important dans le domaine de la chirnio-prévention

contre certaines maladies en particulier celles liées à un stress oxydant'



CHAPITRE | : ETUDES ETHNOBOTANIQUES DES

PLANTES SELECTIONNEES

l-1- Annona cuneata Oliv.

l-1 -1- Etude ethnobotanique

Le genre Annona couwe une région s'étendant principalement sur les 24 territoires autour

de la ville de Kinshasa. Dans les çnvirons de Kinshasa les savanes arbustives dominent,

celles-ci sont remplacées sur les sols sablonnerx, dans la plaine de Ndjili et sur les

plateaux Bateke, par des savanes herbeuses dépourvues d'éléments ligneux. Le bord du

Pool de Malebo est caractérisé par des prairies et des forêts marécageuses. Des galeries

forestières s'accrochent aux rivières Ndjili, Nsele-Lukunga et Mbombo-Lumene et aux

bords du Fleuve en aval de Kinsuka.

Les écorces fibreuses et aromatiques, le bois avec des bandes tangentielles, le parenchyme

flrn sont parmi les caractères qui donnent aux Annonaceae leur aspect indubitable. Dans les

forêts riches d'Aruronaceae au bassin supérieur d'Amazon, quelques espèces, telles que ,4

cherimola (chérimolier), A. muricata, A. squamosa (pomme douce) et A. muco'ta sont

cultivées en raison de leur fruit comestible. En Espagne méridionale, le chérimolier, est

une espèce subtropicale économiquement importante. L'Espagne est le producteur

principal dans le monde du Chérimolier et son amélioration agronomique avait intéressé

Encina et al. en1994.

Les espèces doAnnona sont largement distribuées et la conservation de leurs ressources

génétiques a gagné un degré d'attention mondiale. Les plus importantes des espèces

incluent L diversifulia et A. glabra, cultivées en Inde occidentale comme plantes

médicinales plutôt que fruit.

A Senegalezsis est répandue dans toute I'Afrique tropicale, au Sénégal, au Congo, au

Keny4 au Soudan, en Rhodésie du Nord (Zimababwe actuellement) et en Afrique du Sud.

Elle est également présente dans les Comores et à Madagascar. Une plus petite espèce

relative, Annona cnneata, se renconre en Angol4 en Zambie, en Zimbabwe et dans le

Bas-Congo, plus particulièrement dans les régions Tumba-Mani, M'vuazi, Kasangulu

(plateau de Bateke), Kasai (Dingq Bassin de ta Lufuna), Bandundu (Kahemba, Kiartza,

Kikwit), Bas-Katanga (Kaniama), Enclave de kabinda (I.N.E.A.C., 1951).

La famille des Annonaceae et vu sa grande taille (130 genres et 2300 espèces), est

chimiquement I'une des familles les moins connues des plantes topicales.



Seulement 320 produits naturels de 150 espèces appartenant à 41 gerrres ont été recensés

en 1982 par le Bæuf et al.

Récemment un certain nombre d'Annonaceae est devenu important dans la recherche

pharmaceutique en raison doune large gamme d'activités biologiques (Alali et al,1999), et

plus particulièrement les possibilités cytostatiques (Amaro et al., 1998) et insecticides

(Chopra et a1.,1956), dues principalement à une galnme de constituants chimiques dérivés

d'acides gras (acétogénines) (Fujimoto et al,1994).

Une certaine attention a été portée sur cette famille dès le 20è" siècle, À compter de 1983.

Des 2300 espèces estimées que comporte cette famille, 900 sont Neotropicales, 450 sont

africaines, et la partie restante est asiatique.

La classification historique réalisée par Fries (1939) a été faite principalement sur la base

des caractéristiques florales des Annona. A. cuneata a été classée dans la section 7, sous-

section 2 dans la clé de détermination du genre Annona'

C'est une plante vasculaire, à graine, appartenant à la classe des dicotylédones, à I'ordre

des magnoliales et à la famille des Annonaceae.

rr Feuilles à la fois simples, alternes, à nervation entièrement pennée, limbe profondément

découpé (bipinnatiséqué) se terminant en segments à sommet aigu, de 19'23 x I 1- 12 cm,

discolore ;
> Plante sans épines ou/et aiguillons ;

r+ Folioles (segments) pliées ;

r+ Fleurs de moins de 2 cm de long ; - .

r+ Nervures non sécantes ',

rr Inflorescences non urcéolées, à réceptacle ouvert ;

t Infnrtescences charnues contenant I seul

akène;

Genre z Annona

Espèce.,{z nona cuneata (Oliv.) R.E. Fries, Schwed. R}rod. (Robyns, 1934)

Synonymie z A. senegalensÎs var. cuneata Oliv. (De Wild., 1906)

A. cuneata, a été aussi décrite par Oliver. Cette plante est connue sous les noms

vernaculaires (dialecte) par mulolo, lolo-kia-ndambi, lolo, kilolo ki nkufi (Kikongo)' Nlolo

(Kiyaka), olol, Mulolo (Bandundu), tshilolo (Lueba). En république démocratique du

Congo, cette espèce est utilisée dans la médecine traditionnelle principalement sous forme

de décocté des écorces de ses racines conûe I'hernie, la stérilité féminine, I'asthénie

sexuelle et contre les parasitoses (verminose, amibiase....).



Por.n les maux de ventre, les feuilles fraîches d'A. cwteafa sont mâchées et le suc est avalé

et I'efflet est immédiat.

l-1 -2- Description botanique

Annona cuneata Oliv. est un arbuste des savanes africaines ; facile à reconnaîte par ses

glos boutons floraux, ovoides, jaunâtre, courtement pedicellés par I ou 2 à 3 darrs l'æ<e des

feuilles alternes ; ses fleurs jaunâtre à 3 petits #pales verts, 3 grands petales extérieurs

valvaires, épais, jaunes et 3 petits pétales intérieurs valvaires, et à I'intérieur, sur un

receptacle, une masse de minuscules anthères sessiles entourant un groupe centrale de

carpelles, solitaires ou géminees, à pédicelle réfléchi, de 1,2-2,2 de long, généralement

bibractéolé à la base, pubescent; sépales de 4-5 mm de long et de 3-4 mm de large,

apprimés-pubescents à I'extérieur ; étamines de plus ou moins 2 mm de long; connectifs

papilleux au-dessus des thèques ; carpelles cylindriques, de plus ou moins de long, ses

frnits charnus, globuleux de 5 à 8 cm ; de long, à surface écailleuse ou réticulée contenant,

dans une pulpe orangée, nombreuses graines entourées d'une arille savoureuse (Aubréville,

r950).

Ce sous-arbrisseau à rhizome épais atteignant 30-40 cm de long et l5 cm de diamètre, tiges

aériennes renaissant généralement à chaque saison de végétation. Feuilles à pétiole de 5-13

cm de long, pubescent-lanugineux; limbe obovale, oblong à oblong-elliptique, cunéiforme

ou obtus à la base, de 9,5-24 cm de long et de 4,5-7,5 cm de large ; papyracé ; éparsement

pubérulent à glabre au-dessus, finement pubescent en dessus; nervures secondaires 7-10

paires. Fruits plus petits qu'un æuf, squameu(, orange intense (I.N.E.AC, l95l).

l-2- Anisophyllea dichostyla R. Br.

l-2-1- Etude ethnobotanique

La famille des Anisophylleacea comprend seulement 15 geffes et 140 espèces

(Schwarzbach et dl., 2000). Anisophyllea dichostyla (Synonymies Anisoplrytlea

quangensis Engl. Ex Henriq, A. poggei Engl. ex De Wild.& Th.Dtu., A. fructiculosa

Engl.& Gilg., A. dichostila Engl. & V. Brehm., A. brachystila Engl. & V. Brehm. ou

encore A. pochetii Duvign. & Dewit), est un arbre connu par région sous les noms locaux

suivants (dialecte): Baiosswe (Kitetela), Fungwa (Kiyaka), Kindulu (Kimbala), Mbungu,

Kikongo (Mfi.rngu, Mfintg*A Mfirngu mfungu), Bandrurdu (Mundulu, Lukwanga), Lingala

(Mbila esobe), Kisonge (Mololo) et enfin à Pangi ya lenge (Kiyombe).

Elle se présente sous forme d'arbuste buissonnant dans les brousses et comme arbre dans

les lisières des forets. Malgré sa valeur médicinale et sa forte consommation, la littérature



est extrêmement pauvre en ce qui conceme la monographie de ce genre de la famille

d'Anisophylliaceae.

Cette espèce se renconte en R.D. du Congo plus paniculièrement au Côtier Moanda,

Tshoa Boma, Kanzi et Boma-Bananq au Bas-Congo dans les régions Kaonga, Kimuenza,

Kinshasa, Bationgo, Kinanga, Ndembo, Mvuazi, Lusolo, Ntadi, Luvituku, Kimvula,

Mpese, dans la région de Bandundu (au Bolobo, Ibali, Mushie, Idiofa Kwango), à Kasai, à

Katang4 et enfin au Gabon, en Angola et en Zambie.

En République du Congo, A. dichostyla est utilisée contre I'amaigrissement, l'amibiase, la

diarrhée, I'anorexie et la verminose. Deux cuillerées à café de I'infusé de poudre de

l'écorce de la racine dans un verre d'eau (trois fois par jour avant les repas) sont prescrites

pour ces traitements,

l-2-2- Descri ption botanique
A. dichostyla est une espèce frès polymorphe et est remarquable par ses feuilles alternes, à

3 ou 5 grandes nervures longitudinales, joignant la base au sommet. Les feuilles sont

ovées, lancéolées, cunéiformes, aiguës à la base, coriaces ; jeunes recouvertes sur les 2

faces d'une pubescence opprimée, mais adultes, elles sont glabres.

L'inflorescence en fascicules d'épis axillaires, représentées par des fleurs solitaires

seulement axillaires. sur un axe non ramifié ou sur un æ(e embranché, aux bractées

nombreuses et persistantes. Les fleurs, à feuilles caduques, non égrappées, 4 pétales

unisexués dans la partie supérieure, non chamues, 8 étamines. Ovaire inféré à 3-4 styles

courts.

Fruits : prunes jaunes, ovoides, sessiles, mesurant 3 cm de long, comestibles ; couronnés au

sommet par les restes du calice et des styles (Aubréville, 1950).

l-3- Argania spinosa (L) (Skeels.)

l-3-1 - Etude ethnobotanique

Cette troisième espèce (Arganier) étudiée dans ce travail est endémique du Maroc.

Selon les données, I'apparition de I'Arganier date de l'ère tertiaire, époque à laquelle il

serait répandu sur une grande partie du Maroc (Maire, 1925 ; Boukhobza et a1.,1988).

C'est une espèce xéro-thermophile qui appartient à la famille tropicale des Sapotacées,

dont elle est la seule représentante septentrionale dans la region méditerranéenne.

Le derivatio nominis du genre Argania serait le village d'Argana" sinré au sein de

I' arganeraie, au Nord-Est d'Agadir.



C'est un arbre forestier-ftuitier-fourrager dont I'espérance de croissance est d'tute dizaine

de mèftes. I-e fruit (la noix d'argan) renferme des amandes nès riches en huile. Ses racines

vont chercher fort loin dans le sol la centaine de millirnètres d'eau annuelle nécessaire à sa

vie. Pour économiser les avaricieuses ressources hydriques, I'Arganier peut

sporadiquement se défolier, retrouvant à I'aubaine de nouvelles précipitations, son aspect

touffir.

Les Phéniciens commerçaient son huile dans leurs comptoirs établis tout au long de

I'Océan Atlantique. Plus récemment, comme au XVIIIè siècle, bien des voyageurs et

diplomates anglais donnent dans leurs récits des rapports documentés de la densité de

I'arganeraie d'Alors (in Mhirit, 1999).

Selon Boukhobza et Pichon-Prum, 1988, la première mention de I'Arganier remonte au Xè

siècle, où Ali ibn rodhwân avait décrit I'usage de ses fruits sans mentionner sa description.

Aux XIè et XIIè siècles, respectivement, al-Bekrî et al-ldrissi (in Boukhobza. 1988),

décrivaient également I'usage des fruits.

Pour la première fois, la description de I'Arganier sous le nom "arjân" est donné par ibn-

al-baytâr dans al-mufradat al-adwîya wa'l agluiya fraduit par Leclerc, 1877'1883. Ibn al-

baytar consacre trois monographies à cet arbre et à ses parties : I'arbre sous le nom

"a.jân" dit argân, son fruit sous la monographie"liz al-birbir" (amande de berbère) et

I'huile de fruit qu'il I'appelle "zayt as-sûdân" (huile de Soudan).

Al-Hassan bin Mohammad al-Wazân al-Zaghûyàtî, (Jean Léon I'Africain) dans sa

"Description de I'Afrique" parle des arbres épineux qui produisent un fruit appelé argân.

Nous n'avons pas trouvé la mention de cet arbre dans les ouvrages de la médecine et de la

botanique arabo-persanes.

D'après ibn al-baytâr: "le mot arjân" est un terme berbère et c'est le nom d'un arbre qui

se trouve dans le Maghreb extrême, dans la province du Maroc. Il a des aiguillons très

piquants, et donne un fruit de la forme d'une petite amande appelée vulgairement "lûz al-

berber".

Par aillenrs, sous la monographie de "zÀy| as-soudân" il mentionne : qu'il s'agit de "zayt

al-harjân" que les berbères du Maroc appellent "andân", "axgân" et arqân", un arbre de

haute taille, épineux, donnât un fruit du volume d'une petite amande et contenant un noyau

que I'on recueille, que I'on triture et dont on extrait I'huile dans les environs. Elle est

douce contme I'huile d'olive.

Déjà ibn al-baytâr décrivait le procédé d'obtention de I'huile des amandes du fruit dans les

villages de Hâhâ et Rijrâjâ (dit : Rigrâgâ).



Etymologiquement les mots argan et Arganier (l'arbre) proviennent du mot berbère

"arjân" qui, dans le language courant s'est transformé en "argân" ou "arqân"- Ce terme

dérive probablement du "rajnah" qui, en arabe veut dire "rester enfermé dans un lieu

déterminé". En effet I'Arganier est un arbre endémique au Maroc, d'où il reste enfermé

dans une zone bien limitée.

D'autre pd, pou désigner I'Arganier on emploie aussi le mot "arqân". Ce mot montre

une fransformation linguistique du mot "arjân" ; ou encore par I'usage de son huile,

comme produit cosmétique, il semble qu'il existe un rapprochement de ce produit au terme

"al-arqân" qui désigne les feuilles du henné (Lawsonia inernis), également employées en

cosmétique naditionnelle pour rendre les cheveux plus beaux, et aussi corlme cicatrisant

des plaies cutanées. Ici on constate un usage traditionnel commun du henné et de I'huile

d'argan, pour rendre la peau plus douce et plus belle, d'où probablement I'usage du mot

"arqân" pour désigner cet arbre.

L'arganeraie (târgân|, exemple type d'ethnobotanique reposant sur 3 composants

prinCiparu< : arbre, hOmme et chèwe (= "arad", pour le mâle et o'tatat", pour la femelle),

il joue un rôle socio-économique très important.

L'arganeraie étant la propriété de l'état, la population locale qui conserve aussi le droit de

procéder à des cultures intercalaires (Bellakhdar, 1997), peut profiter de cette forêt. A

l'époque du gaulage, elle est découpée en enclos provisoires (= "akal"), dans lesquels la

population locale travaille uniquement pendant la saison de la récolte.

Toutes les parties de I'Arganier sont employées par toute une population, d'une zone

désertique et défavorisée qui en tire profit.

Déjà le bois de I'Arganier, de couleur rouge est dur, d'où il est utilisé pour I'obtention d'un

excellent charbon.

Les fruits, les feuilles ainsi que le résidu d'extraction de I'huile (le tourteau) ou "zikmum"

constifuent une source de nourrinre et d'engraissement des animaux.

Cet arbre outre son huile, fournit également des produits tannants. En ce qui concerne cette

huile, déjà ibn al-baytâr mentionnait son utilisation dans la médecine : "l'huile est

avantageuse contre la surdité chronique et les maur d'oreille. Pour resserer le ventre, on en

donne à la dose d'une drachme".

Aujourd'hui I'huile est utilisée traditionnellement, en onction sur les cheveux pour les

fonifier, et aussi comme produit cosmétique str la peau, dans le traitement des peaux

sèches et ridées. Elle est également employée contre les acnés, les gerçures et les brûlures.

Aussi, elle rentre dans les préparations aphrodisiaques, comme dans la préparation de
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"amlo" ou âmlû" qui est un mélange des amandes grillées et moulues et I'huile d'argan.

Ou encore poru la preparation de "bsiso', un mélange de la farine d'orge, du miel et de

I'huile d'argan qui est considéré comme fortifiant chez les habitants de Habâ.

Enfin, I'huile d'argan est utilisée au même titre qu'une autre huile végétale dans les

préparations culinaires, notarnment dans la Égion de Souss d'Essaouira où on prépare avec

I'huile, ce qu'on appelle "tagumamt", une huile oftande constituée de pain, de viande

boucanée (= "hli"), de miel et de beurre. Aussi elle est utilisée por.r la préparation de "al-

mandaq", un aliment fonifiant à base de semoule de I'orge et I'huile d'argan destiné aux

enfants.

L'Arganier constitue la deuxième ressource forestière marocaine, après le chêne vert,

sensiblement à égalité avec le thuya. Il couwe une superficie de plus de 828.000 Ha (à peu

près de 2l millions d'arbres) (Ayad, 1989). L'arganeraie assure la subsistance des ruraux,

et donc limite le phénomène de I'exode rural, de plus, il joue un rôle environnemental dans

la protection des sols contre l'érosion et dans les régions montagneuses, il facilite la

pénétration de I'eau, ce qui entraîne une alimentation accrue de la nappe phréatique. De

même I'Arganier est considéré dans les régions de I'extrême sud comme la ceinture verte

contre la désertification, en effet I'arbre protège par son ombre I'herbe pastorale et les

plantes. L'Arganier fructifie dés l'âge de 5 ans. Il fleurit au mois de Mai-Juin, le fruit

paraît vers la fin du mois suivant ou au début d'août, il continue à croître lentement jusqu'à

l'époque des pluies, qui commence à tomber en septembre. À partir de cette époque il

augmente de volume et à la fin de mars de I'année suivante, il est prêt pour la cueillette.

Après la récolte, les fruits sont exposés au soleil en couches minces afin de sécher la pulpe.

Nous signalons que la periode de récolte a une certaine influence sur le rendement en huile

car les amandes les plus mûres sont aussi les plus riches en huile.

La production fruitière varie selon l'âge de I'arbre, la densité du peuplement, le milieu et la

pluviométrie. L'ordre de grandeur est de 8 kg/arbre/an, soit 128000 tonnes/an pour

I'arganeraie marocaine avec une densité moyenne de 200 souches/ha.

La production potr 100 kg de fruits mûrs donne 60 kg de fruits secs dont 30 kg de pulpes

sèches et 30 kg de noyarur. Ces 30 kg de noyau( donnent environ 27 kg de coques et 3 kg

d'amandons. Selon les estimations un hectare d'arganeraie foumit environ IZKg d'huile.

Les dimensions du fruit varie de 17 à 30 mm de long et de l0 à 17 mm de large. Sa couleur

est verdÉitre avant maturation, puis elle évolue vers le jaune ou jaune-brun clair suivant les

arbres. La couleur sombre se développe après abscission.
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L'Arganier est une espèce végétale reconnue endémique du Sg$ atlantique marocain

depuis 1877 (Griesbach, 1877) où son aire de disfiibution géographique principale s'étend

entre les embouchr:res de I'oued Tensift (au Nord) et I'Oued Souss (au Sud), soit entre 29o

et32o de lattitude Nord, ce qui en fait le représentant le plus septentrional de la famille des

Sapotaceae, essentiellement topicale.

Des colonies isolées d'Arganiers se touvent également au Nord Est du Maroc du côté

d'Oujda, dans les monts des Bénisnassen, et dans le Sud Ouest d'Algérie.

L'Arganier est une essence thermophile, peu exigeanæ sur le plan pluviométrique depuis le

bord de la mer jusqu'à 1500 m environ sur le versant Sud du Haut-Atlas occidental. Cette

essence se développe en ambiance bioclimatique aride, de variante tempéÉe à semi-aride

dans la zone du littoral entre Safi et Agadir (in Mhirit, 1999).

Cet arbre appartient à I'embranchement des phanérogames (plantes à fleurs, qui se

reproduisent par graine), à I'embranchement des gymnospermes, à la classe des

dicotylédones, à la sous classe des gamétopétales et à l'ordre des ébénales. Cet ordre

comporte 4 familles qui sont : les Sapotaceae, Ebenaceae, Styrracaceae et la famille des

Symplocaceae.

L'Arganier appartient à la famille des Sapotaceae renfermant huit genres : Syderoxylon,

Tsebona, Bumelia, Argania, Chrysophyllum, Pouteria, calocapum et Pltcnandra, le genre

Argania est constitué d'une seule espèce endémique du Maroc, Argania spinosa (ou

Argania syderoxylon L., Siderorylon spinosum L. Elaerandron argqn Retz).

l-3-2- Description botan ique
C'est un arbre de grande taille pouvant atteindre l0 mètres à tronc court et tourmenté ayant

un suc laiteux. Son écorce rugueuse est craquelée. Ses branches et ses rzrmau( très étalés

sont à extrémités épineuses. Ses feuilles persistantes, altemes, coriaces, lancéolées et plus

pâIe sur la face inférieure, son tonc est formé de plusieurs tiges entrelacées, la ramification

commence à environ I mètre du sol. La floraison a lieu au mois de mai.

Les flerus jaune verdâtre sont hermaphrodites, éclosent au printemps en petits glomérules,

à I'aisselle des feuilles, portent cinq sépales poilus, cinq pétales verdâtre profondément

séparés. L'ovaire velu donne à maturité, une baie verte de la taille d'tme grosse olive,

renfermant 2 à 3 graines tès dures (Ozend4 1977).

Ces fruits sont des drupes ovoïdes, striées de rouges, leur mésocarpe contient un suc

laiteux qui s'épaissit au contact de I'air. Ils ont le plus souvent un seul noyau, plus
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rarcment deux, voire trois. Ovales à coque épaisse, dure et $gs lisse et de couleur brun

pâle. Le fruit entier se compose de 43 % de péricarpe,2,5 oÂ de coque et4,4 o/o d'amande.

Selon la forme et la dimension, six types de fruits ont été distingués : firsiforme, ovale,

apiculé, goutte, arrondie ou globuleuse (Jaccard, 1925).

L'accroissement moyen en circonférences de I'arbre est de 1,35 à 1,80 cm/an selon les

stations, en hauteur il varie de 20 à 30 crn/an durant les premières années (Jacard, 1925).
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CHAPITRE ll : MATERIELS ET METHODES

ll-1-1- Pour l'étude d'Annona cuneafa oliv. et Annona

I I-1. MATERIEL VEGETAL

Les échantillons des écorces des racines d' A. cuneata et d'A. senegalensls (photo 1) ont été

récoltés en juillet 1999, dans la région de Bandundu autour de la ville de Kikwit, dans la

province du bas Congo dans la contrée du Lemfu'

Les écorces ont été séchées à I'ombre. pendant une dizaine de jours, puis réduites en

poudre par pilage dans un mortier à bois, un spécimen d'herbier a été déposé à I'Herbarium

de I'NERA (Institut d'Etude et de Recherches Agronomiques) à Kinshasa'

Les caractères organoleptiques des écorces des racines :

- Couleur mzIITon,

- Odeur aromatique.

- Goût amer

Les huiles essentielles ont été obtenues par entraînement à la vapeur d'eau des écorces du

tronc et des tiges (hydrodistillation) à partir de 150 g de poudre du végétal'

20 grammes de poudre des écorces des racines, ont fait I'objet d'extraction par 500 ml de

méthanol pendant 3h en utilisant un appareil soxhlet après délipidation par I'hexane.

L'extrait méthanolique obtenu a fait I'objet de travaux ultérieurs

: Annona senegalensls Pers.
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ll-1-2- Pour l'étude d'A

Le matériel végétal est constitué des écorces des racines d'Anisophyllea dichostylaR. Bt.

(photo 2) et a été récolté aussi en juillet 1999, dans la région de Bandundu autour de la

ville de Kikwit. dans la province du bas Congo dans la contrée du Lemfu.

Les écorces ont été séchées à I'ombre, pendant une dizaine de jours, puis réduites en

poudre par pilage dans un mortier à bois, un spécimen d'herbier a été déposé à I'Herbarium

de I'NERA (lnstitut d'Etude et de Recherches Agronomiques) à Kinshasa.

Les caractères organoleptiques de lapoudre des écorces des racines sont :

- Couleur mÉuron clair et présence de grains noirs,

- Odeur indéfinissable.

- Goût amer

Cette poudre est soumise à I'extraction en utilisant une lixiviation à I'aide de I'hexane et

du méthanol.

Sur l20g d'écorces des racines desséchées et pulvérisées sont délipidées par I'hexane et

imbibées au contact d'eau distillée, la percolation s'est poursuivie à I'aide de 1,5 I de

Méthanol pour amorcer I'extraction pendant 4 heures.

L'extrait obtenu est évaporé et le résidu a été lyophilisé et a fait I'objet de travaux

ultérieurs.

Anis ophyllea dic hos tYIa

Photo 2 : Anisophyllea dichostylaR. Br.
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L'huile d'argan est extraite des amandes des fruits (photo 3) par des méthodes artisanales

traditionnelles (Elghazouli, 1969). Les procédés artisanaux d'obtention des huiles sont les

suivants :

Le concassage de la coque pour extraire I'amande se fait à la main à I'aide de pierres, les

amandes sont mises à sécher dans des vases de terre cuite. Elles sont tonéfiées comme des

grains de cafe, dans des plats en terre ou de fer ou sur une pierre plate chauffée sur un 1'eu

doux. On les amène à une couleur brune et on évite leur carbonisation en les remuant. Les

amandes grillées sont, après refroidissement, moulues dans un moulin à bras traditionnel.

On obtient une substance pâteuse qui ressemble à la pâte d'amandes mais de couleur

brune. Cette pâte malæ<ée est mise dans un vase. Pour extraire I'huile, on verse de I'eau

bouillante au-dessus et on la presse avec les mains. On continue la manipulation jusqu'à ce

que la pâte devienne dure, plus elle I'est, mieux on aura extrait I'huile. La pâte devenue

solide est de couleur noirâtre et d'un goût amer.

L'huile laissée au repos, devient limpide et de couleur brunâtre. Après décantation, le

résidu appelé aussi tourteau contient encore une gnnde quantité d'huile qui sert d'aliment

pour le bétail, car il est très riche en glucides.

A partir de 100 kg de fruits et 8 à l0 heures de travail, 55 Kg de fruits séchés sont obtenus

dont 25 Kg de noyaux produisent 4 Kg d'amandes et 2 Kg d'huile. Le taux d'extraction par

rapport au poids des amandes est d'environ 45 %. Cette forme est destinée au:< besoins

alimentaires.

I'

Photo 3 : Argania spinosa (L'Arganier)

r6



Le même procédé est appliqué sans que les amandes soient tonéfiées. L'huile qui en

résulte est destinée à I'alimentation et à la cosmétique.

La troisième forme étudiée dans ce navail est obtenue par un industriel Par pressage

mécanique.

Pogr obtenir une huile avec un rendement satisfaisant, I'extraction par solvant est aussi

effectuée par les Laboratoires Pierre Fabre. En effet les amandes du frtrit d'Arganier sont

soigneusement séparees des débris du pericarpe puis réduites en poudre dans un broyeur à

meules ou à cylindre. Cette poudre est soumise à une extraction avec un solvant apolaire de

type hydrocarbure, éventuellement halogéné, dans un appareil d'extraction approprié, en

acier inoxydable de préference, afin de ne pas apporter d'impuetés métalliques risquant de

catalyser I'oxydation. Après séparæion du végétal épui#, le solvant est évaporé. On

obtient un extrait tipidique jaune paille, d'odeur agréable. Les solvants utilisés sont soit le

cyclohexane, I'hexane, I'ether de pétrole, chloroforme, éthane ou l'éthylène.

Les formes alimentaire et esthétique étudiées dans ce travail, ont été fabriquées par

pression mécanique et nous sont fournies par I'association Targanine, à Tamannar, région

d'Essaouira (Maroc). La variété commerciale a été obtenue de la société "Mille et une

huiles", Paris (France).

pour des études de comparaison, I'huile d'olive extravierge provient de la société Zait,

Grtinstadt en Allemagne et I'huile de tournesol provient du marché local d'Heidelberg.

II-2. SOLVANTS

Les solvants utilisés pour les exûactions proviennent de chez Prolabo redistillés deux fois

par nos soins sur une colonne vigreux. Les solvants organiques, de qualité CLHP,

proviennent de la maison SDS (Frærce) ou Across (Belgique). L'eau a été bidistillée et les

solvants CLHP ont été filnés sur un filtre Millipore (Supelco, USA) en nylon (0,45 pm,47

mm de diamètre) et sont dégazés pax passage aur( ultrasons, les échantillons analysés en

CLHP sont préalablement centrifugés et dilués avant injection.

i l-3- CHROMATOGRAPHIE SUR GOUCHE MINCE (CCM)

C'est une technique que nous avons utilisée généralement en monodimensionnel, pour

suiwe les étapes d'extraction, de fractionnement ou de purification. La CCM a été conduite

sur plaques de silice 60 F25a (ART. 5554) sur support plastique (Merck, Darmstadt,
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Allemagne), les phases mobiles utilisées en chromatographie sur couche mince (systèmes

S-1 à S-4) ainsi que les révélateurs utilisés sont les suivants :

il-3-1-

(s-l)
(s-2)
(s-3)
(s-4)

PEG-4000

Méthanol q.s.p.

- Iso-octane, Acétate d'éthyle, Acide acétique

- Chloroforme, Méthanol, Acide acétique

- Acétated'éthyle, acideformique, Eau

- Butanone, Acétate d'éthyle, Acide formique, eau

4,514,511

9/l/gouttes

6lv l

5t3nt l

Avant toute révélation par un réactif, les fluorescences ou leurs extinctions en lumière UV

(254 et 365 nm) sont notées.

Le réactif est ainsi pulvérisé

Après pulvérisation, la plaque est chauffée pendant 5 mn à 100 oC. Les tâches sont

observées sous lumière UV à 365 nm.

ll-3-2-1- Pour les dérivés ûerpéniques

Le tableau I récapitule les deux révélateurs choisis dans ce travail pour la révélation des

composés terpéniques.

Tableau I : Révélateurs utlllsés pour les dérivés terpéniques

ll-3-2-2- Pour les PolYPhénols

En plus du Évélateur décrit par Krietchevsky, 1963, le réactif de Neu dont la composition

est la suivante, a été employé (Brasseu et Angelot, 1986) :

Réactifs de NEU : Acide amino-2-éthyldiphénylborique lg

5g

100 ml

ll-3-2- Révélateurs

Réactifs Composition Méthodologie Sites d'action Couleurs

Vanilline
sulfurique

So lu t ionde2gde
vanilline dans 100
ml d'une solution
méthanolique à20o/o
d'acide sulfurique.

- Pulvérisation
- Chauffage à
i'étuve (2 rnn
à 100 "c).

Alcools supérieurs,
produits
carbonylés,
phénols, terpènes

Rouge brique,
bleu-vert,
violet.

Anisaldehyde
Krietchevsky, 1963 Pulvérisation Terpènes et

oolwhénols
Rose, violet.
orange
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II4- EXTRACTION

L'extrait méthanolique de l'huile d'argan a été obtenu selon le procédé d'Owen et al.,

2000a, b et c, légèrement modifié et cette opération ainsi que la préparation de

I'insaponifiable des huiles étudiées sont décrites dans le chapitre V. La fraction nommée

désorrnais Farsap a fait I'objet de l'étude de I'activité antioxydante en utilisant le modèle

du Éaarotène-acide linoléique et a été obtenue en présence d'une solution KOH 1 M dans

50 ml de méthanol.

Pour ce qui suit, nous décrivons les procédés utilisés pour I'extraction des plantes

congolaises

il4-1- rodistillation

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation en utilisant un appareil

préconisé par la Pharmacopée française X' Edition, 1983 (figure 1). Cette méthode

consiste en un entraînement à la vapeur d'eau in situ des constituants le la drogue au

contact de I'eau distillée.
,50

. r =

'o-  a
=l
El-'- l

,-J-

Flgure l: Appareil pour la débrmlnaton dec hulleo essantieltes dans les drogues végétales

(pÉarmacopde mnçaise )C Ediûon, l9t3) (dlmenelons de chaque partie de l'apparoil sont en mm)'
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ll4-2- Lixiviation

La lixiviation est un procédé d'extraction qui consiste à épuiser tme substance par passage

de solvants tels que I'hexane et le méthanol, qui entraînent tout ce qui leur est soluble, à

travers nne poudre (Goris et Liot, 1942). Les drogues pulvérisées (r4' cuneata et A.

dichostyla) qui sont utilisees ont été humectées avec de I'eau distillée avant cette opération.

Par cette operation nogs avons obtenu I'extrait hexanique d'A. cuneara ainsi que les

extraits hexanique et méthanolique à partir d'A. dichostyla.

L'extracteur soxhlet est un dispositif qui permet d'obtenir une tisane améliorée. L'appareil

soxhlet comporte un ballon dans lequel le solvant est chauffé et vaporisé, un réfrigérant qui

condense les vapeurs et un extracteur à I'intérieur duquel, on dispose une cartouche

poreuse qui contient le produit à extraire et dans lequel retombe le solvant condensé par le

réfrigérant. Un siphon permet de vider périodiquement I'extracteur. La solution chargée du

produit à extraire retoume alors dans le ballon où se concentrent les extraits.

Nous avons effectué cette opération pour I'extraction de 20 g de poudre à I'aide du 500 ml

de Méthanol d'Annona cuneata.

La lyophilisation est une méthode de dessiccation douce qui consiste à éliminer

progressivement I'eau d'un produit préalablement congelé.

Cette opération a été effectuée sur des fractions aqueuses, obtenues après CLHP semi-

préparatives et contenant le produit pur recherché.

Les résidus aqueu( ont été congelés puis lyophilisés et les lyophilisats ont été conservés

dans des ballons (50 evou 100 ml) préalablement pesés à tempéranre ambiante, à I'abri de

la lumière, de la chaleur et de I'humidité pour des travaux de purification si nécessaire ou

d' analyses RMN ultérieures.

De même, les fractions hydrométhanoliques ont été concentrées par évaporation sous

pression réduite, à une température inférieure à 45 "Cjusqu'à l'élimination complète du

méthanol. Les phases aqueuses résiduelles ont été ensuite congelées et lyophilisées.

Le lyophilisateur Christ alpha4 muni d'une pompe à palette type EDMI2 aété utilisé.

ll4-3- Extraction au soxhlet

| 1.4-4- Lyoph ilisation
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II.5- SEPARATION ET ISOLEMENT

Des techniques chromatographiques combinées ont éte utilisées

purifi cation des Produits.

pour la stratégie de

| | .5.1.Ghromatographiesurco|onneàpression@

L'élution a été réalisée par simple gravité de'solvant, la faible pression d'élution et le débit

important (3 à 5 mUmin) ajustés manuellement permettent en général un fractionnement

rapide. La hauteur de la colonne utilisée est d'environ 25 fois la dimension de son

diamètre. Le poids du support est de I'ordre de 30 à 100 fois celui de l'échantillon.

Les opérations complètes sont renouvelées autant de fois que nécessaire pour I'obtention

d'extraits sufftsants pour les opérations de purifications ultérieures.

Les éluats sont finalement regtoupés puis filtrés et enfin évaporés avant toute purification

par CLHP semipréParative.

Cette opération a été effectuée pour les extraits méthanoliques d'zl. dichostyla et I'huile

d'A. spinosa.

C'est une chromatographie dite préparative. Les plaques commerciales de silice Merck

(Art. 5531) d'un demi-millimètre d'épaisseur sont activées par passage à l'étuve à 100 'C

pendant l0 h environ.

L'échantillon est déposé en ligne au bas de la plaque. Après développement, les bandes

correspondantes auc produits à séparer sont révélées en lumière UV ou au moyen d'un

réactit sur une petite portion latérale de la plaque.

Les bandes sont prélevées et les substances séparées sont recueillies.

Cette technique a été utilisée pou la pwification finale des composés polyphénoliques d',4.

dic ho s ty I a de leurs homo lo gues triterpéniques.

ll-5-2- Chromatoqraphie sur couche épaisse (CCE)
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ll-5-3-1 - CLHP semipr6Parative

La séparation par CLHP semipréparative a été faite à I'aide d'une colonne C-18 (Latek,

Eppelheim, Allemagne), de 25 cm de longueur (5 pm) et de l0 mm de diamètre intérieur.

La chromatographie est réalisée sur un ensemble Work Station Hewlett-Packard (HP) sous

contrôle d'un ordinateur HP chemstation opérant dans un environnement WindowsrM.

L'appareil comporte une pompe 1100, permettant d'effectuer des mélanges binaires avec le

méthanol et I'eau acidifiée et un détecter.u polychromatique HP 1040 M (Diodes Array

Detector ou DAD, Agilent).

La colonne est équilibrée avec du méthanol et 70 à 100 pl d'échantillon (extraits

méthanoliques) préalablement filtrés sur un filtre Millipore (Latek C-18, Allemagne) sont

injectés. Puis l'élution se fait avec un gradient de concentration au cours duquel I'eau ultra

pure acidifiée s'enrichit en méthanol (0 à I00 %)'

La durée totale du chromatogramme est de 50 min, le débit est fixé à 3 ml/min.

La température de la colonne est stabilisée à 30 oC par un four et la détection est faite à

278 wn. Les pics élués de la colonne sont collectés sur des microplates HP 220 et sont

regroupés entre eux avant d'être concentrés puis lyophylisés.

La méthode nommée montpr. 1 a été utilisée pour la séparation des extraits méthanoliques

des trois plantes étudiées.

pogr la séparation des produits de I'hémisynthèse des dérivés mono-, di-, tri- et

tetraméthylether de I'acide ellagique, cette même méthode a été utilisée : Les proportions

des solvants utilisés pour montpr.l sont présentées par le tableau 2.

pour la séparation des composés terpéniques d'1. dichostyla,la CLHP semipréparative a

été aussi utilisée dans les mêmes conditions chromatographiques à I'exception de la phase

mobile qui est dans ce casi, composée de 80 % de méthanol et20 o/o d'une solution aqueuse

(2%o acide acétique dans I'eau bidistillée). Puis l'élution se fait avec un gradient de

concentration au cours duquel la phase mobile s'enrichit en méthanol jusqu'à 100 oÂ,

pendant 20 min, enfin 100% de méthanol sont maintenus pendant l0 min. La détection est

faite dans ce cas à 210 nm.
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Tableau 2: Proportlons de l'éluant utlisées pour la séparadon et l'lsolement des composés étudiés

Montpr. I
Temps (min) ZVo acide acétique dans I'eau bidistillée % Méthanol

0 95
t5 75 ) \

20 60 40
24 50 50
25 0 100
50 0 100

ll-5-3-2- CLHP analytique

Nous avons appliqué cette méthode pour la caractérisation, le dosage des composés

phénoliques de I'huile d'argan ainsi que des extraits méthanoliques d'1. dichostyla et d''4.

cuneata. Cette même technique a été utilisée pour la caractérisation et le dosage des

tocophérols de I'huile d'Argania spinosa.

L'analyse CLHP a été conduite sur un même appareil Hewlett-Packard (HP) 1090, munie

d'une colonne C-18 (Latek, Eppelheim, Allemagne), de 25 cm (5 pm) de 4 mm de

diamètre intérieur. La détection des phénols a été suivie à 278 nm à température ambiante.

Pour la séparation des composés phénoliques, la phase mobile est la même que celle

décrites sous les conditions de la CLHP semipréparatives (montpr.l). Le temps global de

I'analyse est aussi de 50 min. L'extrait méthanolique a été 5 fois dilué dans le méthanol et

20 pl ont été injectés. Le débit est fixé à I ml/min.

Pour I'analyse des tocophérols (en dupliquât), 20 pl d'une solution (huile, dichlorométhane

1/1) ont été injectés dans les mêmes conditions chromatographiques à I'exception d'un

programme isocratique avec du méthanol (100 %), la détection a été faite à 295 nm. Le

temps total de I'analyse est de 20 min, le dosage des différentes formes des tocophérols a

été effectué par rapport à leurs homologues de réference en utilisant un étalonnage exteme

entre 0 et 500 p/ml. Après chaque opération, la colonne est lavée avec du

dichlorométhane pendant l0 min et reconditionnée par la suite avec du méthanol pendant

aussi l0 min avant I'injection suivante.

ll-5-3-3- Programme CLHP de I'activité antioxydante utilisant le
système xanthine/xanthine oxidase D

Le programme CLHP, pour évaluer I'activité antioxydante des produits et des extraits des

trois plantes étudiées a été effectué selon le procédé d'Owen et al., 1996, 2000a. Le

protocole détaillé de cette technique est décrit dans le paragraphe II-8-2, sur l'étude de



I'activité antioxydante. La détection des hydroxylations de I'acide salicylique ou de

I'hypoxanthine en présence ou en absence des extraits étudiés a été suivie à deux longueurs

d'ondes différentes : 1= 278 et à 325 nm, respectivement pour suiwe I'hydroxylation de

I'hypoxanthine et celle de I'acide salycilique. La calibration de la CLHP a été réalisée par

nos soins, les résultats sont concomitants avec les travaux d'Owen et al,1996. Toutefois le

tampon dans lequel évoluait I'hypoxanthine et I'acide salicylique, doit être

impérativement préparé extemporanément pour la reproductibilité de cette méthode. Les

profils CLHP de I'hypoxanthine et I'acide salicylique et de leurs produits d'hydroxylation

respectifs sont illustrés par les figures 2 et3.

Pour suivre I'hydroxylation de I'hypoxanthine, en chromatographie à paire d'ions, nous

avons utilisé comme phase mobile une solution tarnpon aqueuse contenant 0,005 M du

tetrabutylammonium à pH égale à 4,6 (ajusté par I'addition de gouttes d'acide formique,

6%).

ta phase stationnaire est constituée de polymères en forme de sphères chimiquement

modifiées par transformation des surfaces en des sites ioniques. Ces phases permettent

l'échange de leurs contre-ions mobiles avec des ions de mêmes signes présents dans la

phase mobile. Cette séparation repose donc sur les coefficients de distribution ioniques

entre les deux phases.

La chromatographie est conduite sur un chromatographe, Hewlett-Packard HP 1090, avec

une colonne C-18 (Latek C-18, Eppelheim, Allemagne),25 cm (5 prm) et 4,6 mm de

diamètre intérieur.

Pour suivre I'hydroxylation de I'acide salicylique, les conditions de la chromatographie

ionique CLHPTVIDAD, sont les mêmes que celles décrites dans la méthode montpr.l, la

détection des phénols a été effectuée dans ce cas à 325 nm et le profil chromatographique

obtenu est représenté dans la figure 3.
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II-6- TECHNIQUES D'IDENTIFICATION

ll-6-1- Chromatographie en phase gazeuse couplée à la
spectrométrie de masse

ll-6-1-1- Pour les huiles essentielles d'Annona cuneata et

d'Annona senryalensis

Nous avons utilise un chromatographe équipé d'un détecteur de masse quadripolaire,

modèle HP 8970, la séparation a été réalisee sur une colonne capillaire remplie de silice

fondue DB- I (polydimethylsiloxanne) (25 m x 0,13 mm, 0,25 pm). Le gaz vecteur est

I'hélium fonctionnant à un débit de 0,9 mVmin.

I pl de chaque solution hexanique respectivement d'huile essentielle d'Annona cuneata et

d'A. senegalensls sont injectés. La programmation de température du four est de 50'C

pendant 3 min et de 50oC à220"C à 5oC / min pendant 30 min.

La colonne traverse I'interface chauffee à 200 oC du spectromètre de masse ; le courant

ionique est de 220 1tA,la vitesse de balayage effective est de I scan/s par spectre pour un

domaine de masse allant de 30 à 450 uma. L'énergie d'ionisation est de 70 eV.

La quantification a été faite par le calcul des pourcentages de chaque composé identifié en

utilisant la méthode de normalisation interne sans tenir compte des différents facteurs de

réponse des composés elués.

ll-6-1-2- Pour l'insaponifiable et I'extrait méthanolique de I'huile

d'argan, de I'extrait méthanolique d'A. cuneata et d'4.

dichostyla

Le chromatographe utilisé est de type (HP) 6890 couplée à un spectromètre de masse

quadripolaire type HP 5973. La séparation a été réalisée sur une colonne capillaire OV-101

(30 m, 0,25 mm di,0,25 prm épaisseur du film). Le gaz vecteur est I'hélium à un débit de

38 ml/sec.

I pl d'échantillon est injecté via un injecteur à axe vertical avec auto-échantillonneur

constitué d'un caroussel porte échantillon, qui permet d'enchaîner plusieurs dosages. La

températue du four est la suivante : de 100 "C à 270 oC à 4 oClmin, enfin 270 oC est

maintenue pendant 20 min. La tanpérature de I'injecteur est de 250 oC. La température de

la ligne de transfert est de 320 "C.
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Les conditions utilisées an Impact Electronique sont les suivantes: La

source ionique est de 250 "C,l'énergie d'ionisation est de 70 eV, les

sont utilisees en mode de monitoring d'ions sélectionnés (SIM).

Avant injection 50 pl d'extait méthanolique sont additionnés de 100

température de 37 oC durant 15 min jusqu'à dérivation totale.

température de la

mêmes conditions

pl de BSTFA à la

ll€-2- Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de
masse (LC/MS)

Les analyses LCÀ{S ont été effectuées sur le Thermofinnigan TSQ 7000 (USA) en mode

négatif. Le flux provenant du chromatographe est separé par un Splir post-colonne, ainsi

90% du solvant est éliminé et lOyo sont introduits dans la sowce ESI. Les paramètres

utilisés sont identiques à ceux décrits dans la CLHP avec un débit de 0,5 ml/min. Nous

avons appliqué différents modes d'analyse (SIM, SI et Scan) en fonction de I'expérience

réalisée. En mode SIM: l'.Ion Trap stocke sélectivement les ions présélectionnés, puis les

scanne de manière à fournir une trace ionique de chaque ion. Ceci permet d'augmenter la

sensibilité de I'analyse. Les extraits sont analysés en UV dans la phase mobile.

L'analyse par spectrométrie de masse ESVMS préconisée pour des produits polaires et peu

volatiles, a été effectuée en mode négatif. Dans cette analyse, les ions sont émis

directement dans la phase gazeuse à partir de gouttes chargées. Ce qui permettra

I'ionisation des composés qui sont ensuite introduits dans le spectomètre de masse sous

forme d' ions pseudo-moléculaires monochargés ou multichargés.

ll-6-3- Chromatographie en phase gazeuse (CPG) (colonne
rem

Cette chromatographie analytique en phase gtveuse, a été utilisée pour la quantification du

sqtralène. L'appareil utilisé est un chromatographe modèle HP 5890, munie d'un détecteur

à ionisation de flamme (FID) et d'une colonne remplie (3% OV-l), de 3m ' 0,5 mm de

diamèûe intérieur. L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 30 ml/min.

2 pl d'une solution (1g d'huile additionnée de 5 ml de dichlorométhane contenant 100 pg

de l'étalon interne) sont injectés "On column". La programmation de la température est la

suivante : 160 'C (l min), de 160-260 oC à 4 oC/min, 260 'C pendant 20 min, la

température de I'injecteur est de 250oC, alors que le détecteur est maintenu à la

température de270 "C.
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Les spectres d'absorption dans I'ultraviolet sont réalisés sur un spectrophotomètre

KONTRON modèle UNVIKON 930.

Des cuves standards de quartz sont utilisées. Les solutions sont préparées par dissolution

d'une faible quantité du composé (- 0,1 mg) dans 100 ml de MeOH pour analyser les

composés isolés après hydrolyses.

Cet appareil a servi aussi pour le dosage des pigments de I'huile d'argan, et lors du calcul

des diènes conjugués formés (selon Chan and Leveff ; 1977\ pendant l'étude de

I'autoxydation de I'huile d'argan et enfin, il a servi pour le dosage de I'activité

antioxydante de la fraction dite Farsap de I'huile d'argan.

ll-6-5- Résonance ue Nucléaire

Les paramètres relevés sur un spectre de RMN unidimensionnel sont :

- le déplacement chimique (ô), exprimé en ppm, et défini par la relation suivante :

- 6 -vatom - v TMS / fréquence de I'appareil (en Hz) ; il est comparé àcelui d'une

substance de référence, le TMS (tetrarnéthylsilane). Au signal de résonance de ce produit.

la valeur 0 est affectée arbitrairement.

- la constante de couplage (exprimée en Hertz) est une donnée qui permet d'apprécier

I'infbrmation et I'effet liés aux spins des noyaux voisins.

Ces deux paramètres, ainsi que I'intégration des signaux, sont essentiels pour interpréter un

spectre de RMN du proton.

Le spectre obtenu en RMN du Carbone renseigne par ailleurs, sur le nombre et la nature

des carbones.

En RMN bidimentionnelle, les tâches des signaux pourraient être faites directement par des

prévisions chimiques de déblindage en utilisant les regles empiriques d'incrément du

Spectool et par rapport à la banque de données RMN (22000 spectres) en utilisant le

logiciel WIN SpecEdit.

Pour résoudre les ambiguités restantes des tâches, des spectres ont été obtenus à partir des

composés par des expériences de découplage sélective ou de conélations homo- (COSY45,

COSY DQF) ou hétéronucléaire (HMQC ou COLOC) et quand il est nécessaire, les

stéréochimies ont été déterminées à I'aide des séquences NOE et les expériences ROESY.
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Ces méthodes sont décrites dans le chapitre,IV'traitant les méthodes d'identification par

RMN des produits essentiellement isolés d'A. dichostyla.

La modélisation moléculaire a servi de guide pour nos atributions pour le triterpène d'1.

dichostyla, les déplacements sont exprimés par Chemdraw 6.0 (Cambridge soft, m4

Cambridge) et le modèle moléculaire est obtenu par Chem3D, utilisant le champ de force

MM2.

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été mesurés sur un appareil

Bruker AMX-500 Rheinstetten, Allemagne, fonctionnant à une fréquence de 500 MHz.

Comme solvants deutériés, nous avons utilisé soit le DzO, soit MeOH-ù ou encore le

CDCI3 ou le DMSO (Cambridge Isotope Laboratories Inc., USA).

Les spectres de résonances de lH pour les huiles d'argan alimentaires et esthétique ont été

enregistrés sur un appareil Brucker, AC-250, fonctionnant à une fréquence de 62,8 }vIHz

pour 'H.

Les spectres de résonances du l3C pour les huiles d'argan ont été enregistrés sur un

appareil Brucher AM-500 MHz et en utilisant les mêmes séquences de pulses et les

conditions décrites par Mannina et al., 1999.

II-7. CONTRÔIES PHYSICO-CHIMIQUES

lt-7 -1- acide

L'hydrolyse acide des hétérosides d'1. dichostyla (rhamnoglycosylé et glucoglycosylé) est

réalisée au bain-marie bouillant pendant deux heures en présence de HCI 5N. L'aglycone

est extrait de I'hydrolysât par l'éther. La présence des sucres est confirmée, après

neutralisation de I'hydrolysât par le carbonate de baryum, par CCM en présence de

témoins, à I'aide de systèmes spécifiques.

Les extraits méthanoliques (10 pl de chaque) à partir d'A. spinosa et d'A. cuneata,

tansferés dans des tubes de verre de 15 ml de volume, séchés sous vapeur d'azote sont

repris dans 100 pl d'acide sulfurique (0,5 M), I'hydrolyse est conduit pendant 3 h à 37 "C.

Après incubation, 100 pl d'eau distillée sont ajoutés, la fraction hydrophobe est extrait par

la suite avec 2 ml d'acétate d'éthyle, après décantation pendant 24 h, I'extrait acétate

d'éthyle, évapore est repris dans 100 pl de méthanol puis dérivatisés en présence de

BSTFA à37 "C pendant l5 min pour enfin être dérivatisé et analysé par GC/ÏvIS.

L'hydrolyse basique est conduit en présence d'une solution de potasse de 100 g/l en

présence de l0 pl de solution méthanolique, après incubation, le milieu est acidifié par



ajout de gouttes d'HCl et enfin I'hydrolysât est extrait comme décrit pour I'hydrolyse

acide.

ll-7-2- Indices de contrôle de I'oxydation de I'huile d'arqan

Nous avons utilisé quelques indices pour contrôler I'oxydation des huiles d'argan et de

toumesol à 63,5 oC. Les valeurs des peroxides ou Vp, diènes conjugués ou DC ou encore

les valeurs de p-anisidine ou p-Av sont des indices très utiles pour apprécier les étapes

primaires et secondaires d'une détérioration oxydative. 25 ml (de chaque) de I'huile

d'argan esthétique et alimentaire ainsi que l'huile de toumesol ont été soumises à un stress

thermique dans les conditions de stockage rapportées par udaya et al.,1995.

ll-7 -2-1 - Diènes conjugués

Cette expérience a été conduite selon Chan and Levett, 1977,in Ulrich et a1.,2000. En

effet, l'évaluation de la stabilité des huiles a été effectuée en analysant chaque 24 h

I'absorbance en UV à 234 nm des échantillons dilués dans I'iso-octane aux concentrations

donnant des absorbances inférieures à L

ll-7-2-2- Valeurs des peroxides {AOAC, 1gg0)

C'est par définition le nombre de pg d'O2 actif du peroxyde (ROOH) contenu dans un g

de corps gras, susceptible d'oxyder I- pour libérer 12 exprimée en mmol /I(g ou en

milliequivalent d'O2 actif Æ(g de corps gras. Ip (mmoVKg) : 1116 Ip (frglg) = t/8 Ip

fuglù.La réaction du dosage est la suivante :

ROOH * 2112H --+. ROH * t2 * H2O

12 * 2S2Os2 -_+ 2l-* SaO62'

Le dosage de cet indice a été suivi selon la méthode suivante, un minimum de 59 de

I'huile, en présence de 30 ml du mélange acide acétique/chloroforme, dans les proponions

3:2 vlv en présence de 0,5 ml d'une solution saturée d'iodure de potassium (83,2 g de KI /

40 ml eau). Après agitation pendant 10 s, 30 ml de I'eau desionisée sont ajoutés, la couleur

de la phase supérieure devient malTon, la phase en dessous est transparente, le mélange est

gardé au repos pendant l0 min à la température ambiante et titré avec une forte agitation

par exactement 0,01 M de thiosulfate de sodium. 0,5 ml d'arnidon (l% dans CHCI3) est

ajouté comme indicateur de dosage et la fin du dosage est estimée quand la phase

supérieure pasise du jaune au noir et la phase organique reste grise claire.

Ip=$*1rJ75*1000 où S est le volume en mI de fin du dosage, N=0,01 N.



al-7-2-3- Valeurc des p-anisidine

L'indice de p-anisidine ou p-Av permet de déterminer les composés aldéhydiques .c-

insatr.ués essentiellement. Le principe est basé sur la reaction en solution acétique entre les

composés aldéhydiques présents dans l'échantillon et la p-anisidine pour donner un

complexe coloré jaune absorbant à 350 nm.

Par convention, I'indice de p-Av est 100 fois la valeur de la densité optique d'une solution

de I g de matière grasse dans 100 ml d'un mélange de solvant et de réactif.

50 ml d'une solution Sr à 2 oÂ mlv d'huile d'ægan solubilisée dans du propanol-2, est

additionnée de 50 ml d'une solution Sz (3. l0-2 M de p-anisidine dans I'acide acétique

glacial/propanol-2 : lll). Les solutions sont mélangees et la densité optique (DO) est lue à

350 nm.

ll-7-3- Galcul des indices de Kovats pour I'ldentification des
huiles essentielles

Pour caractériser les propriétés de rétention, on utilise à la place des temps de rétention, les

indices de rétention de Kovats pour la série homologue des n-alcanes servant de substances

de référence. Il donne la position relative d'un pic de substance dans un chromatogramme,

interpolé à partir des temps de rétentions de n-alcanes voisins. Cet indice est utile pour la

comparaison des données de rétention obtenues par plusieurs auteurs dans differentes

conditions puisqu'il est presque indépendant de plusieurs paramètres et des conditions

chromatographiques en phase gazeuse. Dans une série homologue, on obtient d'abord une

relation linéaire entre le logarithme du temps de rétention logt, et le nombre de carbones du

composé paraffinique. L'indice de rétention est donné par: I- 100(y-x)(logt,a-

logt *)/(logt*r-logtr") + 100x. x et y représentent le nombre de carbones des n-alcanes

précédant ou suivant la substance A, avec les temps de rétention nets correspondants.

II-8. ACTIVITES ANTIRADICALAIRES

ll-8-1- ETUDE DES TBArs PAR SPECTROFLUORIMETRIE

Les analyses spectrofluorimétriques des produits de peroxydation de I'huile d'argan et des

esters d'acide linoléique, linolénique et arachidonique, ont été effectuées sur un appareil

type KONTRON SFM 25 après formation des substances réactives avec I'acide
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thiobarbinuique (TBArs) paç,.cpndensation. Des cuves standards de qtnrtz spécifiques ont

été utilisees. Les paramètres suivants ont été choisis :

High voltage : 500 ; Response : I i ,t"mi= 526 nm et lo.= 541 nm.

La peroxydation de I'huile d'argan a été effectuée en présence du réactif de Fenton selon le

protocole de Nishiyama et a1.,1993: le milieu réactionnel est constitué de 2,5 mmol (KCl

0,3 M, tampon Triznra 0,1 M), le pH à7,4 est ajnsté en ajoutant quelques gouttes d'HCl, I

ml FeClz, l0-3 M ; 50 pl HzOz,l0'3 M, 100 pl SDS (10 %) et 1,35 ml H2O q.s.p. Le témoin

est constitué de 2,5 ml (KCl 0,3 M, Tris, 0,1 M) auquels on rajoute 100 prl SDS 10 % et

2,45 ml d'HzO q.s.p. Les solutions sont agitées doucementpendant l8 h à 37 "C dans des

tubes plastiques à hémolyse. La peroxydation est stoppée en ajoutant 50 pl de BHT à 4 %

dans I'ethanol.

Les tubes ont été couverts avec du papier aluminium pendant I'incubation pour éviter toute

influence de lumière sur la peroxydation.

Les essais de la réaction de condensation, ont été réalisés en triplicat dans des tubes

Eppendorffs en présence de I'acide thiobarbiturique selon le procédé de Wasowicz et al.,

1993.Le protocole est détaillé dans le chapitre VI.

ll-8-2- Etude de la catalvse de la xanthine oxvdase par CLHP

Les extraits méthanoliques sont obtenus à partir de 200 g de chaque huile étudiée dans 50

ml de méthanol. La même procédure d'extraction est maintenue, et le résidu obtenu est

repris par I ml de méthanol prêt pour doser son activité antioxydante.

La méthode de dosage employée pour tester I'activité antioxydante des produits purs et des

extraits méthanoliques obtenus, est basée sr.u le procédé décrit par Owen et al., 1996. La

préparation enzymatique est composée de 73 mg d'EDTA, du fer ferreux (32,7 mg), de

I'hypoxanthine (20,5 mg) et de 125 mg d'acide salicylique (SA) auxquels on additionne

19,05 ml de KzHPOq (1M) et de 30,95 ml de KHzPO+ (l M), ce mélange est repris dans

500 ml du tarnpon phosphate (PO+, 0,1 M). Le pH est ajusté à7,4 par addition de gouttes

d'HCl. Les expériences ont été conduites en dupliquât (l ml, volume final), dans des tubes

plastiques de 15 ml de volume. Le témoin est le Trolox, les concentrations sont ajoutées

(en dupliquât) dans des tubes plastiques de 15 ml, puis évaporées sous vapeur d'azote. Le

tampon est ajouté (l ml), 5 pl du mélange xanthine oxidase dans le sulfate d'ammonium

(3,2 NI) dans le rapport volume l:5 sont rajoutés ponr initier la réaction. Après incubation

pendant 3h, à37 "C,20 pl du mélange réactionnel sont analysés par CLHP.



Quand les concentrations,de différents produits sont étudiées, 0, 5, 10,25,50, 100, 250 et

500 pl de differents extraits méthanoliques ont été alors respectivement additionnés dans

les tubes en plastiques'

Les mélanges réactionnels après I'incubation sont centrifugés à 5000 rpm. puis filtrés avant

injection.

L'hydroxylation de I'hypoxanthine en xanthine et en acide urique est suivi à270 nm (point

isosbéstique de I'hypoxanthine et de I'acide urique) utilisant un détecteur UV à ba:rette de

diodes. L'acide salicylique et ses produits hydroxylés sont séparés en incorporant

exactement 40%o de méthanol dans la phase mobile, dans le ca.s de la chromatographie à

pair d'ions ou en utilisant la méthode montpr.l, la détection est faite à325 nm représentant

i,o* des acides 2,3- et 2,5-Dihydroxybenzoiques. La quantité du diphénol produite est

calculée à partir des courbes standards des deux formes 2,5-DHBA et 2,3-DHBA en tenant

compte de leurs coefficients de réponse, et sont construites à partir du chromatogramme

obtenu à 325 nm dans I'intervalle 0-1000 pM en absence d'antioxydants. La

chromatographie est suivie à température ambiante. Les courbes d'étalonnage obtenues

font part du protocole de cette méthode au chapitre VI.

0,2 ml d'une solution A (1 mg pcarotène + 10 ml CHCI3), auquelle on rajoute 5 ml de

CHCll, la solution est protégée à I'abri de la lumière et de la chaleur, cette solution

présente une absorbance ma.ximale à 470 nm en UV-Visible (Spectrophotomètre UV type

I-INVIKON 930) de 0,48. Une solution B consiste en I ml de la solution A à laquelle on

rajoute 20 mgd'acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Cette solution B est évaporée'

reprise dans 50 ml d'eau distillée préalablement oxygénée par barbotage d'oxygène

pendant l5 min et sous agitation. L'émulsion formée doit être fraîchement utilisée'

La cinétique d'absorption à 470 nm est suivie pendant 120 min à 50 "C et sous agitation

continue. À intervalles de temps réguliers de 15 min et en présence ou sans antioxydant' Le

blanc est constitué de 20 mg d'acide linoléique,200 mg de Tween, I ml de la solution A et

50 ml d'eau oxYgénée.

Les solutions méthanoliques ainsi que la fraction Farsap (0,2 ml) sont testées à des

concentrations de 100 mg/I. Les solutions méthanoliques sont utilisées avant et après leurs

I Sr3- Dosage quantitatif de I'activité antioxydante de_la fraction
Farsap de l;huiie d'argan en utilisant le modèle du p-carotène-

acide l inoléique
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hydrolyses des deux-variétés d'huile étudiees pour le dosage, les résultats sont exprimés

en : pourcentages d'inhibition I Aa = (&onsor&.hantilbn&ontrot) ' 100.

Ro = Ln (Ar/Ax) ' l/t, t= 15, 30, 45,60,100, 120 (taux d'oxydation).

Cae= [As(120)-Ac(120)] tAc(O)-Ac(120) I - 1000 (coefficients d'activité

antioxydante) où A est I'absorbance et t représente le ûemps de la réaction.

il-g- ToxlclTE AIGUE
Nous avons utilisé des souris Swiss, de sexes mâles âgés de l0 à 1l semaines provenant du

cente d'élevage Janvier (Lyon), elles séjournent dans une pièce à 20 'C tl, équipée d'une

photopériode de 12 h. Eau et croquettes sont fournies à volonté.

Une semaine d'adaptation des souris dans leurs cages a été nécessaire.

Le protocole a consisté en la recherche de la dose létale (DLs6) responsable de 50 oÂ de la

mortalité. La vanété alimentaire de I'huile d'argan a été administrée par voie orale, le

goupe témoin a été traité dans les mêmes conditions en utilisant I'eau à la place de I'huile.

Les aiguilles d'intubation l6 G-3 sous reférence 42553 ont été fournies par polylabo

(France)

Les souris sont placées dans des cages en lot de 10.

II.1O. STATISTIQUES

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations de 3 essais pour le calcul des

valeurs d'hydroperoxides, des valeurs de p-anisidine, de diènes conjugués et des calculs

des TBArs, sauf pour la RMN tH de I'huile d'argan où les valeurs représentent la moyenne

de deux déterminations. Les comparaisons statistiques dans le test d'activité antioxydante

utilisant le modèle du pcarotène ont été déterminées en utilisant le test de student alors

que les interactions entre les antioxydants utilisant le modèle de la xanthine oxidase dans

les extraits méthanoliques des huiles, d'A. cuneata et d'A. dichostyla et I'inhibition de

I'attaque des espèces réactives d'oxygène sur I'acide salicylique sont évaluées en utilisant

le modèle de régression linéaire multiples. Les CIso sont calculées à partir de la

table (Jendel Scientific programm).
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CHAPITRE III- INVESTIGATION PHYTOCHIMIQUE
D'AA"\'O NA CU N EATA PERS.

lll-1- Extraction

L'extraction (Schéma l) a été Éalisée sur 20 g des écorces des racines préalablement

desséchées. L'épuisement à I'aide du méthanol après délipidation (hexane, 1,5 l), a été

effectué pendant 3 heures en utilisant un appareil soxhlet. 500 ml de méthanol ont été

nécessaires à cette opération.

l,9l g du résidu qui représente 9,55 o/o du rendement ont été obtenus après évaporation du

méthanol. L'extait méthanolique est prêt à être étudié.

,ll-2- Séparation et purification

Avant toute tentative de purification, I'analyse a été tentée par des techniques

chromatographiques, principalement la chromatographie sur couche mince (CCM), la

chromatographie en phase gazeuse (GC/MS) et la chromatographie liquide haute

performance analytique (CLHP).

Nous avons fait appel à la technique CCM en utilisant le système de solvant S-l pour

I'extrait hexanique d'A. cuneara (schéma l). Cet extrait semble être riche en composés

réagissant avec le réactif à la vanilline sulfirique et à I'anisaldehyde. Plusieurs produits

(pigments chlorophylliens, acideS 916, composés terpéniques), font part de ce mélange.

Notre but a été de faire une délipidation ou une prépurification pour entamer I'isolement

des produits plus polaires qui nous intéresse.

Nous avons utilisé la technique CLHP (cf. Matériels et Méthodes) et la méthode choisie est

montpr. 1. Le profil de I'extrait total méthanolique obtenu après délipidation est représenté

dans la figure 4. Nous sommes intéressés aux produits présentants une absorption

mæcimale supérieure à 280 nm dans I'extrait méthanolique et des temps de rétention

supérieurs à 20 min dans les conditions utilisées. En revanche, les differents produits de cet

exnait méthanolique d'1. cuneata présentent respectivement des temps de rétention faibles

(entre 5 et20 min) et une absence d'absorption à 340 nm à I'exception d'un seul composé

qui élue à41,28 min dans les conditions utilisées et présente une absorption ma:<imale vers

315 nm.

Ce composé (le produit 8 ) pounait probablement se rattacher à une structure de flavone

(figure 4). Son spectre UV est presenté par la figure 5,p.39.
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Schéma l: Protocole d'extracdon des constitrants des écorcec des racines d' A. cuneata Ollv.

Analytical high performance liquid chromatograph of a
methanolic extract of Annona cuneata

Figure 4: Chromatogramme CLHP de I'extrait méthanollque des écorcos dec racines d'Annona cuneata Ollv.
Cofonne l-atek RP C-18, 250 mm, 4 mm d.l. (5 pm), Eluant Méthanol, (2a/o aclde acéûque dans l'eau), gradienl
d'éluûon mongr.l, déblt I mfmin.
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lll-3- ldentification

Une identification plus approfondie de cet extrait a été tentée par chromatographie liquide
en utilisant le détecteur de Masse (LC/IV[S/DAD). Le spectre de masse en ESI/MS du
produit 8 ne donne aucune réponse, probablement liée à son instabilité.
De plus, les résultats de la CCM en utilisant le système de solvant S-4 à partir de I'extrait
méthanolique d'A. cuneata qui sont indiqués dans le tableau 3 montrent un profil pauvre en
produits qui nous intéresse.
Tabfeau 3: Données rÉcapitulatives de I'exarnen par CCil (S-4) de I'exûait méthanotiqu e d, A.
cuneeb

Les données de la CCM (S-4), ainsi que l'observation du chromatogramme en lumière UV
à 365 nm et les colorations obtenues font apparaître une seule tache orange probablement
attribué au composé 8.

Sur la figure 5, le spectre UV enregistré présente une première bande (B I) située à 320
nm' attribuée au chromophore cinnamoyle et une deuxième bande (BII) à 275 (295 ep.) nm
due au chromophore benzoyle, une troisième bande pourrait être attribuée à un autre
chromophore à 215 (230 ep.) nm. Ce spectre renseigne sur une structure de flavone car la
bande BI < 350 nm esr caracréristique des flavones (Mabry, 1970).
Il serait facile de pouvoir identifier ce produi! mais nous n'avons pas pu obtenir sa stabilité
en ESVMS.

Sur la base des données des spectres UV et de Masse obtenues par LC/]vIS/DAD, la clé de
détermination des 8 composés détectés et identifiés est la suivante :
l. = acide-3,4-dihydroxy benzoique

2. = acide p-hydroxy-benzoique

3. = 3,4-dihydroxy benzaldehyde

4.= p-hy droxy benzaldehyde

5. = inconnu (M-H' = 387,2M-H'= 775)

6. = inconnu (nous n'avons enregistré aucune réponse en ESI/l\ds)

Fluorescence à 254 nm Fluorescence à 365 nm Coloration à l'aide
du réactif de Neu

0,05
0,12
0,18
0,27
0,92
0,92

Extinction
Extinction

Orange
Extinction

orange
extinction

Jaune pale
Jaune pale

Jaune
Bleu
Jaune orange pas claire
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7. = acide ferulique

8 = inconnu (en ESI/MS, nous n'avons enregistré auc'ne réponse).
Le travail d'identification est poursuivi par GC/MS après hydrolyse acide (technique
décrite dans Matériels et Méthodes) de I'extait méthanoliqte d'A. cttneata, cette analyse
s'est révélée nettement plus sensible que la CLHP et ceci pour tous les composés
phénoliques sous leurs formes aglycones identifiés.

Le tableau 4 Écapitule le profil chromatographique obtenu par GC/TvtS de cet extrait
méthanolique. Sur ce tableau sont présentées, treize strrctures détectées dans les écorces
des racines d'A- cuneata, leurs temps de rétentions et leurs masses respectives sont aussi
rapportés. L'acide ferulique, vanillique, syringique et le tyrosol sont parmi les phénols
détectés dans I'extrait méthanolique des écorces des racines d,A. cuneata.

Tableau 4: tableau Écapitulatif des dlfférents composés identifiés par GC/MS dans l,extrait
méthanollque d' A. cuneata

TR (mn) Composés Principaux ions détectés (Masses)

16,5 Acide-3,4-dihydroxybenzaldehyde 73. 147, 193,267,292

16,8 Acide-p-hydroxybenzoique 73, 126, lg3, 223, 236. 292
22,1 Acide dihydroxybenzoique 73, 193,31 1,  355, 270. 370
28.3 Acide ferulique 73, r31,249,323, 339
21,5 Acide vanillique 73, 223, 253, 267, 292, 297, 3 12
14,0 Vanilline 73, 93, 147, lg4, 209, 224

17,2 Alcool vanillique 73,179,209,269,299

19,4 Homovanillate "73, 147, 193,217,312

l0 , l p-Hydroxybenzaldehyde 75, 93, I 17, l5 l, I7g, lg4
24,0 Acide syringique 73, 93, I l7 , 131 , 253 , 297 , 312, 327 . 342
15,2 Tyrosol 73,179,267,292

19,l Syringaldehyde 73, 93, 209, 224, 239, 254
44,5 Squalene 41, 69,95, 137, 410

deemps
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Figure 5: Spectre en UV du produit E identifié dans l.extrait méthanolique d,A. cuneata

Après cette investigation, nous avons ensuite jugé utile de travailler la fraction volatile de

cette espèce à partir des écorces du tronc et des tiges. En effet les écorces traitées de cette

espèce présentaient une odeur aromatique forte. L'étude comparative sur I'identification de

la composition chimique des huiles essentielles d'A. cuneata a été réalisée par rapport à

l'érude d'une autre espèce du même genre A. senegalensis.

lll-4- Etudes des Huiles essentielles
Nous nous sommes orientés donc vers I'identification complète du chromatograrlme

obtenu par GC/MS des huiles essentielles provenant des écorces du tronc et des tiges d'1.

cuneata et d'A senegalensls et ainsi de déterminer les indices de rétention pour chaque

composé mis en évidence par rapport aux produits paraffiniques de référence. Les résultats

sont récapitulés dans Ie tableau 5.

Les huiles essentielles des deux espèces sont étudiées et les rendements de leurs

extractions respectifs sont de 0,16 et 0,3 yo pourl. cuneata etA. senegalensis en utilisant

un appareil préconisé par la Pharmacopée française 1Xè'" édition, 1983-1996). Les

compositions chimiques de ces huiles sont établies au moyen de la chromatographie en

phase gazeuse couplée avec la spectrométrie de masse (GC/MS).

Dans la littérature, une étude comparative a été effectuée par rapport aux fractions volatiles

de différentes espèces de la famille des Annonaceae (Ekundayo et al,1989) et a fait état de

présence de plus de 200 composés parmi lesquels les monoterpènes tels que a-pinène, ft
pinène, myrcène, p-cymène, limonène, linalool et l,8-cinéole étaient les composés

majoritaires. Par ailleurs, dans une autre recherche, Fekam et al., en 1996 avaient aussi

observé la composition chimique des huiles essentielles de 9 espèces appartenant à la

famille des Annonaceae provenant du Cameroun. Entre autres espèces, les feuilles et les

fruits d'1. senegalensls se retrouvaient pauvre en huiles essentielles avec cependant une
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prédominance des monoterpènes tels que a-phellandrène, a-pinène, myrcène et I'O-

cymène.

Dans notre travail, 25 composés ont été identifiés dans I'huile essentielle d'A. cuneata. La
teneur en sesquiterpènes est de 19,7 yo, on trouve aussi 9 sesquiterpènes dont le
germacrène D (9,0 Yo),est le composé majoritaire et 17 monoterpènes représentantgl Vo
de I'huile. Le sabinène (39,9 %o) étant le monoterpène majoritaire dans I'huile.

D'A' senegalensis, nous avons identifié 24 composés, les hydrocarbures monoterpéniques

sont à 84,22 yo,36 Yo de p-cymène est retrouvé. a-pinène (8,3 yo),le limonène (4,8 %), des

monoterpènes oxygénés tels que le linalol (1,6 yo),le Z-sabinol et le thymol (0,4 yo) avec

d'autres composés sesquiterpéniques tels que le ftcarryophyllène (1,7 o^).

Les spectres de masse des composés majoritaires détectés dans les deux huiles sont
présentés par la figure 6.

L'examen du tableau 5 montre qu'il existe chezle gewe Annonavn groupe important de

monoterpènes. La littérature (Ekundayo et a1.,1989) indique aussi une intervariabilité de la

qualité et la quantité des huiles essentielles dans cette famille qui dépendent des effets

pédologiques, de I'origine et de la partie traitée de la plante.

Les écorces des tiges d'A. senegalensis se sont avérées plus riches en composés volatils

(0,1'6 %) que les fruits (0,08 %) de la même espèce mais provenant du Cameroon (Fekam

et al.,1996).

l l l-5- Conclusion :
Dans ce chapitre, I'investigation phytochimique a montré que la GC/MS était une méthode
plus sensible dans la caractérisation des phénols 

.d'1. 
cuneata. Ainsi nous avons pu

démontrer la présence entres autres dérivés de I'acide ferulique, vanillique, tyrosol et
I'acide syringique. L'étude faite sur les huiles essentielles des deux espèces du genre
Annona à partir des écorces du tronc et des tiges est aussi accomplie pour la première fois
dans ce travail. 39 composés ont été caractérisés dans les huiles essentielles des deux
espèces étudiées, avec une nette dominance des monoterpènes. Après avoir analysé et
interprété les profils GC/MS des deux huiles, nous avons calculé les indices de Kovats
pour chaque composé, nous avons mis en évidence la présence de p-cymène comme
produit majoritaire (36 %) dans la fraction volatile des écorces des tiges d'A. senegalensis
alors que le sabinène avec un taux de 40 % de I'huile représente le composé majoritaire
dans I'huile essentielle d'A. cuneata.
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Tableau 5: Compositions chimiques des huiles essentielles des espèces d'Annonaétudiées

I R Composés A. cuneata A. senegulensis

934 a -thyène t ,4 2 ,12

944 a -prnene 5 , 1 8,3

)77 Sabinène 39,9

)80 myrcène 9,2

)81 Âpinène 1,0 3.9

)97 A-2 carène 0,5

1008 a-ohellandrène 0.4 25.0

r020 a-teminène 0,6

1026 p-cymene 0.8 36,0

1030 limonène 5,8 4.8

1030 & phellandrène 4,9

103 I 1,8- cinéole

1033 Z-B-ocimène 2.0

I 063 r terpinène 1.3

I 080 Sabinène hvdrate t ,0

1089 Teminolene 0.3

1093 Linalool 3,8 1 . 6

I t 8 l Terpinen-l-ol ! . J

l  193 a-teminéol l . l

1222 Z-sabinol 6.9

I 328
r341
r 354

Thymol
éelemene
a-cubebene

0,4
3,0

0.5

1380 ft-cubebene 0.4

l 3 8 l
1394

a-copaene
l- elemene

0,2
3,8

0.9

1420 &carrvophyllene 0,9 t ,7

1430 E-a-bersamotene 0,5

t446 relemene 0,3

1453 a-humulene 0,5 0,4

1466 f-ionone 0,2

1,01472 Germacrène D 9,0

1496 a-muurolène 1 , 0

1527 àcadinène 0,4

1540 a-cadinène 0.2

1556 Elemol t ,6

I 560
l 6 3 l
t642

Germacrène B
a-muurolol
a-cadinol

0.4
0,4
0,6

-A. Annona - IR: Indices de rétention
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Figure 6: Spectres de masse des produib maloritaires p-cymène et Z-sabinène
resp€ctlvement des deux espèces étudiées A. senegalensis et A. cuneata
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CHAPITRE lV : INVESTIGATION PHYTOCHIMIQUE
D'AA"SOPHYLLEA DICHOSTYLA R. BT.

lV-1 - Extraction

Anisophyllea dichostyla R. Br. a été récoltée dans la région du Lemfu à Kinshasa (Congo)

en Juillet 1999. L'extraction des polyphénols a été faite dans des solvants alcooliques tels

que Ie méthanol, le mélange hydrométhanolique (20:80) ou encore avec I'acétone/eau

(75:25). Des essais préliminaires ont montré la présence de tannins dans I'extrait

méthanolique d'A. dichostyla en nombre intéressant, un groupe de métabolites rarement

rencontré dans les plantes supérieures (Kashiwada et a1.,1990). En effet, une solution du

macérât alcoolique obtenue des écorces des racines d'A. dichostyla, dosé à 5%

d'équivalent plante sèche, développe en présence d'une solution aqueuse de chlorure

ferrique à lolo une coloration bleu noirâtre. Le profil en chromatographie sur couche mince

(CCM) utilisant le système de solvant S-4 est récapitulé dans le tableau 6, les résultats

indiquent I'absence des structures de types flavones et flavonols réagissant spécifiquement

avec le réactif de Neu. Notre extraction a été conduite sur 120 g d"4. dichostyla (écorces de

ses racines) par percolation. Ainsi et après délipidation par I'hexane, le marc résiduel a été

repris par 1,5 I de méthanol pendant 4h. Lors de nos prépurifications, I'extrait métanolique

a fait l'objet de séparations chromatographiques sur colonne ouverte (CC) (schéma2)'

Tabfeau 6: Récapitulatif du profil CCM de I'extrait méthanolique d'A. dichostyla, (système Sn avec

- : réaction négative

lV-2- Séparation et purification des constituants

La chromatographie sur colonne a été menée en utilisant 5 g de I'extrait méthanolique total

d'A. dichostyla R. nommé CC1, qui ont été immobilisés sur une colonne de silice de

diamètre 2 cm et 50 cm de longueur, un gradient d'élution à I'aide du dichlorométhane,

méthanol a été utilisé comme éluant (cette opération est répétée 5 fois). Les différentes

fractions obtenues sont nommées désormais CCz, CCr, CC+, CCs, CCo, CC7, CCs, CCq et

réactif de Neu pour la

Plante Fluorescence à
254 nm

Rf Fluorescence à
365 nm

Rf Couleur après révélation
par le Neu (Sr)

Anisophyllea
dichostyla

exûncuon
extinction
Violette

extinction
extinction
extinction

0.08
0 .  l 3
0 .18
0.23
0.85
0.91

jaune
jaune
Bleu

Jaune pale
Jaune pale

violet

0.08
0 .13
0 .18
0.23
0.85
0.91

rose pas clair
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120 g des écorces des racines d'A. dichostyla

Résidu

extrait méthanolique

I
évaForation 

I
*

Résidu
méthanolique

Résidu méthanolique

Extrait hexanique Non étudié

Résidu (cholorophylle,
carotenoides, tocopherols,
terpénoides, huiles essentielles

(R = 0,12 %)

Chromatographie sur colonne extrait hexanique non étudié
(3 fois) (silice GF5e, 50 cm,

250 ml hexane extrait DCM non étudié

250 mIDCM

gradient d'elution
DCM dans du Méthanol

CCs CCt CCro

Schéma 2: Protocole d'extractlon et de séparation des constituants d'Antsophytlea dtchostyta

R.Br.
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CCro et qui sont examinées à leurs tours par CLHP-UV-DAD (figure 7). Le tableau 7

récapitule les volumes des solvants d'élution qui ont servi pour la séparation

chromatographique à pression afrnosphérique des fractions d'A. dichosryla. Ainsi les

masses des fractions obtenues respectivement à I'aide de I'hexane, du dichlorométhane et

du gradient d'élution (MeOH dans du dichlorométhane) sont aussi récapitulées dans ce

tableau 7.

Les fractions CCz et CC: obtenues respectivement à I'aide de I'hexane et de

dichlorométhane ne contiennent pas de polyphénols et donc ne seront pas étudiées. En

efflet, sans la présence de méthanol, nous ne notons aucun décrochage des composés

polyphénoliques qui nous intéressent. La chromatographie sur colonne en utilisant un

gradient d'élution (MeOH dans CHzCIù (CCq, CCs, CCe, CCz, CCs, CCq et CCro) (schéma

2) s'est avérée importante et les extraits obtenus, contiennent des tannins vrais

oligomériques ainsi que des ellagitannins qui seront confirmés dans ce travail.

Tableau 7: Tableau récapitulatif des Ésultats de la chromatographie sur colonne de silice de CCt
d'A. dichostylaR. Br.

La figure 7 représente les chromatogrammes des différentes fractions obtenues après

prépurification de I'extrait méthanolique (CCr), 20 pl de chaque fraction ont été

respectivement analysés par CLHP en phase inverse. Le programme CLHP utilisé est celui

décrit dans Matériels et Méthodes (montpr. l). Les profils CLHP-UV-DAD de I'extrait

méthanolique total (CCr) ainsi que celui des sept fractions obtenues sont représentés dans

la même figrue 7.

Les analyses par CLHP de CCr, CC+, CCs, CCa, CCt, CCs, CCs et CCro ont permis de

révéler la présence de seize produits dont sept sont majoritaires. Tous ces produits seront

séparés par CLHP en mode semi-préparative ultérieurement. En règle générale, en phase

inverse, plus leurs temps de rétention sont élevés, moins les poids moléculaires des

Solvants Quantité en ml Eluats obtenus
Masse (me) Appelation

Hexane 2s0 25.5 CC,
DCM 250 18 .2 CCr

l% MeOH dans DCM 250 60.5 CCa
2S%MeOH dans DCM 250 86.3 CC'
5% MeOH dans DCM 250 186 CCr

l0% MeOH dans DCM 250 r56 CCr

20% MeOH dans DCM 250 2s0.8 CCe

30% MeOH dans DCM 2s0 224.3 CCs

50% MeOH dans DCM 250 s03.7 CC'n
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produits augmentent (Defreitas et al., 1998). Les chromatogrammes ci-dessus montrent

nettement les différents pics justifiant d'une bonne résolution et d'une bonne efficacité de

la colonne dans les conditions utilisées.

Notre séparation appelle à quelques commentaires, en effet, dans la première partie du

chrornatogramme de I'extrait méthanolique global (CCl) (0-20 min) apparaissent entre

autres dérivés des proanthocyanidines monomériques majoritaires. La deuxième partie du

chromatogramme (2040 min) montre une série de pics bien résolus pouvant êne attribués

à des dérivés de tannins ellagiques, ces structures sont confrrmées parallèlement par

LCII,IS qui sera détaillée ultérieurement. Dans nohe analyse par CLHP, les composés

dérivés de I'acide ellagique ou ellagitannins s'éluent à des temps de rétention plus élevés

que les procyanidines. La séparation dans les conditions utilisées nous a permis le

fractionnement des extraits CC+ à CCs par CLHP semipréparative.

Par ailleurs la séparation des fractions polymériques des procyanidines ainsi que des

procyanidines galloylées quand elles existent est diffrcile par CLHP et ceci est dû

principalement au gand nombre d'isomères et aux dérivés possibles de ces structures. Par

exemple, la littérature montre que I'analyse des tannins par CLHP n'apporte pas de

solution à la séparation d'extraits tanniques des plantes composées de mélanges de

proanthocyanidines et de proanthocy'anidines galloylées (Lea, 1982; Ricardo-dasilva,

1990 ; Tanaka et al.,1992; Rigaud et a1.,1993 Suarez et al.,1996; Guil len et al ',1996 ;

Hamerstone et al., 1999 ; Ding et al, 1999; DePascual-Teresa et a1.,2000 ; Sanoner et al.,

1999 ; Palomino et al., 2000). L'isolement de tels composés nécessite I'utilisation de

multiples méthodes de purification et une séparation par CLHP en phase normale ne s'est

avérée être efficace que lorsque I'extrait tannique ne contenait pas de proanthocyanidines

galloylées (Hammerstone et al., 1999). Cette même méthode a été appliquée par Cheynier

et al. en1997, mais sans grand succès. Cependant, dans notre travail, nous avons réussi à

obtenir une bonne séparation dans les conditions utilisées nous permettant les

fractionnements de CCc à CCro. Par ailletrs, et en CCM, en utilisant le système de solvants

(S-l) (frgure 8a p. 49), I'extraction à I'aide du méthanol semble plus efficace que I'extrait

hydro-méthanolique (méthanol / eau, 80 : 20), en effet, la solubilité des tannins dépend de

leur degré de polymérisation. Les tannins à faibles degrés de polymérisation (DPm < 6)

sont plus solubles dans le méthanol que ceux à DPm plus élevé (>6). Notre extraction s'est

basée sur cette particularité (Karshesy et al., 1992). En oute, d'après la littérature, les

oligomères sont moins abondants que les polymères dans les plantes et sont les plus

extractibles. Des fractions CCa et CCo, deux produits Anisrr et Anis15 sont obtenus par



précipitation et sont recristallisés dans le méthanol, et ont ensuite fait I'objet d'une analyse

par RMN. Lès profils des premiers spectres RMN indiquent que même après délipidation

(respectivement les fractions obtenues CCz et CCt), des lipides residuels ainsi que des

composés triterpéniques contaminaient toujours nos produits recherchés. La repurification

par chromatographie sur couche épaisse (CCE) en utilisant le système de solvant (S-1)

(figure 8b) et aussi par CIHP (conditions décrites dans Matériels et Méthodes) ont été

réussies et les composés nommés désormais Attis11, Anisro et un triterpène Aniszz sont

obtenus à l'état pur et seront analysés à nouveau par RMN ultérieurement. Aniszz a été

obtenu principalement de la fraction CC+ et a été co-chromatographié par rapport à

d'auffes triterpènes existants dans I'huile d'olive (acide maslinique et oléanolique) (figure

8b). Avant d'établir la stnrcture d'Anis27, nous nous sommes orientés vers l'isolement et la

purification des 14 autres produits détectés dans la fraction méthanolique d'1. dichostyla.

Les fractions obtenues sont recueillies à I'aide d'un collecteur automatique sur des

microplates HP 220, elles sont analysées aussi par CCM en utilisant les différents systèmes

S-1, S-2 et S-3, pour vérifier leurs degrés de pureté, les produits purs obtenus sont

directement lyophilisés et analysés par RMN. Nous avons remarqué que les conditions

opératoires dépendent étroitement de la composition chimique de I'extrait d'A. dichostyla

en particulier sa teneur en composés lipophiles. La séparation dans les conditions utilisées

nous a permis le fractionnement de CC+ à CCe'

- de CCa,,le profil nous a permis I'isolement d'Anisrs et ainsi par précipitation nous avons

obtenu Anisro.

- de CCs, le profil nous a permis I'isolement d'Anis1, Anisr, Anisrs et Anisro.

- de CCo apparaissent la montée d'Aniss, Anisg, Anisrr et Anisrr.

- de CCz et CCs ont été purifiés Anis2, Anis4, Anis5, Anis7, Aniss, Anisle, et Anis12.

D'autres fractions ont été obtenues avec des profils différents, ce sont les fractions CCs et

CCro. Ceci indique probablemerit la présence de procyanidines polymériques qui sont

moins concentrées dans I'extrait CCr étudié. Plus le poids moléculaire augmente, moins la

séparation des pics est bonne. De ce fait, la deuxième partie du chromatogramme (20'40

min) correspond atx oligomères et aux polymères éluant sous la forme d'un large pic

irrésolu. De ces fractions Anisr+, Anisr et fuiis6 ont été aussi obtenus à l'état pur' La

principale différence des profils CCs et CCro Par rapport aux autres fractions est due très

probablement à un rapport plus élevé entre les tannins polymériques et les tannins

monomériques ou oligomériques à faibles poids moléculaires dans I'extrait méthanolique

d'A. dichostylaR.Br.
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lV-3- Garactéristigues chromatographiques et spectrales
(LC/MS/DAD) des produits isolés

Dans ce paragraphe et avant toutes analyses par RMN, les résultats acquis sur les

caractéristiques en chromatographie liquide et sur la spectrophotométrie UV seront

confirmés par chromatographie liquide couplée avec la specfiométrie de masse (LCA4S)

(conditions décrites dans Matériels et Méthodes) et dans certains cas le recours à des

produits de référence a été suffisant. En LCl]vIS, les diftrents produits d'A. dichostyla

s'ionisent ûès bien en mode négatif. En effet, ce sont des composés riches en électrons, qui

par la présence des phénols su le cycle benzénique, peuvent facilement perdre un proton.

Les intensités fortes des ions moléculaires en mode négatif pourraient aussi expliquer leurs

abondances dans I'extrait méthanolique d'1. dichostyla.

Nos conditions expérimentales en LC|MS étaient optimales par rapport aux composés que

nous avons analysés, en effet, la séparation, la résolution et la durée de I'analyse étaient

satisfaisantes. Nous avons procédé par la suite à des analyses des différents ions

caractéristiques préalablement sélectionnés. Tout le chromatogramme (CCr) a été

caractérisé par cette analyse. Grâce à ce mode, chaque molécule a été détectée. C'est ainsi

que chaque monomère procyanidique ou oligomère ainsi que les ellagitannins sont

partiellement caractérisés mais leurs stéréochimies restent toujours inconnues et les

structures exactes seront conf-rrmées par RMN ultérieurement dans ce travail.

L'analyse par LCAvIS des proanthocyanidines oligomériques est aussi largement décrite

dans la littéranre (Nawwar et al., 1997 ; Lecchi et al., 1998 ; Fulcrand et al., 1999 ;

Lazarus et al., 1999 ; Salminen et a1.,1999, Rohr et a1.,2000 ; Friedrich et a1.,2000 ; Ross

et a1.,2000). Une bonne séparationdes composés estobtenue sur colonne RP-Crs et par

élution, un gradient eau/acétonitrile/acide formique ou acide acétique est souvent utilisé

(Hammerstone et at., 1999). La présence d'un acide réduit les interactions entre les

composés et la phase mobile, diminuant ainsi la larger.u des pics du chromatograrnme et

favorise la déprotonation des proanthocyanidines, il augmente aussi le nombre d'ions

formés en solution et améliore ainsi la sensibilité de la méthode @eak tailing). Nos essais

réalisés au laboratoire ont monté que les proanthocyanidines s'ionisaient beaucoup mieux

en mode négatif et la presence d'acide dans notre mélange pour les analyses LCAvIS a été

aussi maintenue. Dans ce qui suit, nous récapinrlons les résultats obtenus par LClÏvIS et par

CLHP analytique et semipreparative des 16 produits détectés et isolés d'A. dichostyla.
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lV-3-1- Gomposé Anisl

Ce produit se présente sous forme d'une poudre blanche et un temps de rétention en CLHP

de 8,5 min, dans les conditions décrites dans Matériels et Méthodes. Le spectre UV (figure

9) indique des absorbances à 242 et à 280 nm. Le spectre de masse enregistré en ESIAvIS

en mode négatif (figure 10) présente quelques fragments caractéristiques. En effet, dans

ces conditions, la presence d'un ion moléculaire à 451 uma est confirmée, indiquant une

formule brute de CzrHznOu et renseigne sur une structure dérivée d'épicatéchine. La masse

et le temps de retention indiquent une glycosylation. Ceci est conditionné par la nature de

I'aglycone (en phase inverse, plus une molécule est chargée en sucres et plus elle migre).

Cette hypothèse est aussi confirmée par la présence du pic à289 uma obtenu par perte d'un

hexose, de plus le contrôle chromatographique après hydrolyse confirme une structure

hydrolysable et donc de type O-hétéroside. C'est donc à fortiori, l'épicatéchine glucoside.

UV spectrum ofPeak-l (epicatechin glucoside)

o

o

û
D

Flgure 9: Spectre en UV du composé Anlsl

Mass/charge ratio

Flgure l0: Spectre de Masse en ESI/MS (mode négatlQ du composé
Anist

Negative ESI spectrum of Peak-l epicatechin glucosirle)

5 l



lV-3-2- Gomposé Anis2

Le composé Anisz est un produit qui se présente sous la forme d'une poudre amorphe

blanche, il présente un temps de rétention de l2,l min dans les conditions décrites dans

Matériels et Méthodes. Son spectre de masse (figure I l) présente un pic de base à 577 uma

et renseigne sur une stnrcture d'épicatéchine dimer. Le pic à 425 uma est probablement le

résultat d'un rearrangement de type Diels-Alder. Ce produit presente deux maximums

respectivementà240 et 280 nm (figure l2).

Negative ESI spectum of Peak-2

W specirum of Peak-Z (epicatechin:epicatechin dimer)

MasYcharge ratio

Figure I 1: Spectre ds masse en ESI/MS (mode négatiQ du
composé Anls2

Figure l2: Spectre en UV du composé Anis2
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lV-3-3- Gomposé Anis3

Ce produit se présente sous forme d'une poudre blanche amorphe et présente un temps de

Negat i ve  ES lspec t rum o f  Peak-3  (ca tech in )

(M .H)

UV spectrum of Peak-3 (catechin)

o

g
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s

a

to

a æ t o o s s i l

Absorbance (nm)

Figure 13: Spectre de masse (ES!/MS)en
mode négatif d'Anis3
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Flgure l4: Spectre en UV du produit Anis,



rétention de 13,2 min en CLHP, son spectre de masse obtenu en ESVMS (figure 13) et

celui en W (figure 14) indiquent respectivernent une masse de 290 uma et deux

absorbances à 240 et à 280 nm. C'est une stnrctune qui se rattache de par ses données

chromatographiques et spectrales à une sbucture de la catéchine.

lV-34- Gomposé Anis+

Ce produit de couleur blanchâtre s'élut à 13,5 mn, et présente les caractéristiques

spectrales liées à une sûxrcture trimers de la catéchine. Son spectre de masse enregistré en

ESVMS et présente un pic de base à 865 uma (figure l5). Nous notons aussi la présence de

Negative ion ESI of Peak-4 (epicatechin fimer)

MasVcharoe ratio

Figure 15: Spectre de masse en ESUMS (en mode
négatif) d'Anisa

deux absorbances maximales à240 et 280 nm (frgure l6).

UV spectrum of Peak4 (Epicatechin trimer)

Absorbance (nm)

Figure 16: Spectre en UV d'Anisa

lV-3-5- Composé Aniss

D'après les caractéristiques chromatographiques, le temps de rétention de ce produit est de

UV spectrum of Peak-S (epicatechin)

Absorbance (nm)

Flgure 17: Spectrc de ilasse en ESI/illS (mode
négatlQ du prodult Anls5

Negative ion mass spectrum of Peak-S (epicatechin)

Mass/charge ratio
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Flgure lE: Spectre en UV du produit Anis5



14,3 min, les spectres eù UV et masse (figures 17 et l8 ci-dessus), montrent deux

absorptions maximales à240 et 280 nm et un pic de base à289 uma. Ce produit se rattache

à la stnrcture d'epicatéchine.

lV-3-6- Gomposé Aniss

Ce produit se présente sous forme d'une poudre blanche amorphe, son temps de rétention

est de 17,3 min, sa masse est de 442uma déduite du pic moléculaire (figure 20) et ses

absorbances se situent à 230 et à 280 nm (figure l9). Ces résultats nous renseignent sur une

structure d'épicatéchine contenant un fragment gallate qui est observé par les ions

fragments à 169 et289 uma. Toutefois, le spectre permet aussi d'observer une masse à 884

qui correspond aussi à la dimérisation du produit.

Negative ESI spectrum of Peak-6
UV spectrum of Peak€

ê p 2 È s s p l D d

Absorbance (nm)

Figure 19: Spectre en UV du composé Anls5

Mass/charge ratio

Figure 20: Spectre de Masse en ESI/MS (mode négatif) du produit
Anlst

lV-3-7- Composé Anisz
Ce produit a été isolé à l'état de traces, et présente le même ion moléculaire en mode

négatif (577 uma) que le produit Anis2, et donc renseigne sur une stnrcture isomère

probablement catéchine/epicatéchine (dimer) puisque son temps de rétention (18,6 min) est

différent de celui d'Anis2. Les liaisons interflavonoides seront confirmées par RMN.
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lV-3-8- Composé Anisa

Ce produit présente un temps de rétention de 21,6 min et un ion moléculaire de 477 uma

(spectre de masse est représenté dans la figure 2l), le spectre UV obtenu en CLHP/DAD

présente 3 absorptions maximales respectivement à 215,275 et 370 nm et renseigne sur

une stnrcture d'acide ellagique methoxylé lié à un sucre (figure 22).

Negative ion ESI of Peak-8

UV spectrum of Peak-8 (methoxyellagic acid glucoside)

Massi/charge ratio

Figure 2l: Spectre de masse enregistré en
ESUMS (mode négatif) du composé Anis6

Absorbance (nm)

Figure 22: Spectre en UV du composé Anist

Vl-3-9- Composé Anise

Ce produit présente en UV, 3 absorbances respectivement à 220, 270 et 300 nm (figure

23), son spectre de masse obtenu en ESVMS renseigne sur une masse moléculaire égale

439 uma, dont on déduit facilement un fragment vanillate par la présence du pic à 289 uma

(figure 24).

UV spectrum of Peak-9 (epicatechin homovanillate)

Flgure 23: Spectre en UV du composé Anise

Absorbance (nm)
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Negative ESI spectrum of Peak-9 (epicatechin homovanillate)

(M.H)

(M-homovanillate)

Mass/charge ratio
Figurc 24: Spectre de masse enregistrÉ en ESI/MS (mode négatiQ du produit Anis,

lV-3-1 0- Composé Anisro

Le comportement en CLHP/DAD est à la faveur d'une structure dérivée d'acide ellagique.

Le temps de rétention est de 24,8 min. La masse obtenue en ESVMS (figure 26) (330 + 146

uma) renseigne sur un hétéroside contenant probablement un sucre rhamnose, les 3

absorbances respectivement à215,265 et à 365 nm sont aussi enregistrées en UV (figure

2s).

Negative ESI spectrum of Peak-10
UV spectrum of Peak-10
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Figure 25: Spectre En UV du prodult Anisrs l2O 1€ dr

Mass/charge ratio
Figure 26: Spectre de masse en ESI/MS (mode
négatif) du composé Anisle
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lV-3-1 I i Composé Anisrr
Les données préliminaires chromatographiques CLHP/DAD, montre un temps de rétention
à25,3 min, une masse de 489 (figure 28) dont I'intensité est trop faible, toutefois

UV spectrum of Peak-11
iSl of Peak-1 1 (methyl dimethoryeltagic acid glucoside)

Mass/charge ratio

Frgure 27: spectre en uV du composé Anis,, 
Figure 28: spectre de masse en ESI/MS (mode négatif) d'Anis'

des pics corespondants à des adduits HCI ou acétate sont aussi enregistrés. Le pic à 327 à
100 % renseigne sur une glycosylation de I'acide ellagique (perte d'unité à 162 uma).
L'UV (figure 27) conforte cette structure (absorption à2I5,276 et360 nm), il s,agit d'une
structure d'acide ellagique glycosylée et methoxylé.

lV-3-1 2- Gomposé Anis12
Ce produit présente un temps de rétentionà26,5 min. D'après la masse (figure 29) et I'UV
(figure 30), ce composé est identifié à un dérivé d'acide ellagique méthoxylé contenant un
sucre pentose probablement arabinose ou xylose.

Negative ESI mass spoctrum of peak-l2

ï(M+0
W spectrum of Peak-12
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Figure 29: Spectre de masse en ES{MS
(mode négatif) du composé Anis12

Absorbance (nm)
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Figure 30: Spectre en UV du produit Anis12



lV-3-1 3- Composé Anis13

Ce composé possede un temps de rétention de 21,8 min et est identifié par LCÀ4S/DAD

(figure 3l et32) à un dérivé d'acide ellagique méthoxylé et rhamnoglycosylé.

Negative ESI mass speclrum of Peak-13

UV spectrum of Peak-13 (methoxyellagic acid rhamnoside)

Figure 3l: Spectre de masse en ESI /MS (en mode
négatiQ d'Anis,3

Figure 32: Spectre en UV d'Anist,

lV-3-14- Composé Anisr+

Ce composé présente un temps de rétention de 28,4 mn. En UV, trois absorbances à 260,

300 et 365 nm (figure 33) sont enregistrées, une masse déduite de l'ion moléculaire à 315

uma (frgure 34) et est identifié aussi à un dérivé d'acide ellagique monomethoxylé.

Negative ESI mass spectrum of Peak-14 (methoxyellagic acid)

UV spectrum of Peak-14 (methoryellagic acid)

Absorbance (nm)

Figure 34: Spectre de masse en ESUMS (en mode
négati$ du produit Anisla
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Figure 33: Spectre en UV du produit Anistn
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lV-3-1 5- Composé Anisrs

Ce composé s'élut 33,1 min et présente 3 absorbances à 215, à265 et à370 nm (figure 35),

le spectre de masse (figtre 36) indique une structure d'acide ellagique avec deux

groupements methoxy, structure que nous allons confirmer par RMN.

Negative ESI mass spectrum of Peak-15

Flgure35: Spectre UV du produit Anis15

lV-3-1 6- Composé Anis15

Ce composé est identifié par LCIMS/DAD (figures 37 et 38) à un dérivé d'acide ellagique

qui pounait se rattacher d'après sa masse à une structure C-methyl et deux groupements

méthoxy. Nous confirmerons ou nous infirmerons ces hypothèses par RMN.

Negative ESI spectrum of Peak-16

UV spectrum of Peak-16 (methyl dimethoxyellagic acid)

Absorbance (nm)

Figure 38: Spectre en UV d'Anis15
Flgure 37: Spectre de masse en ESI/MS
(mode négailQ d'Anls15

Mass/charge ratio

Figurc 36: Spectre da masse enregistré en ESI/MS
(mode négatiQ du produit Anis15
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Les produits sont identifiés sur la base de ler.us caractéristiques chromatographiques et

leurs confirmations a été faite par le biais de leurs caractéristiques spectrales UV et masses

et en nous inspirant aussi des données de la littéranre. D'une manière générale, on assiste

à 2 ou 3 longuer.us d'ondes d'absorptions en UV et sur les spectres de masse des

procyanidines, on assiste à des fragmentations de type retro Diels-Alder ainsi que la

presence du pic moléculaire comme pic de base pour la majorité des produits identifiés,

enfin la présence de I'ion t2M-H]- est fréquente dans les speches de masse enregistrés.

Sgr la figrne 39 sont présentés les chromatogruunrnes de I'extrait méthanolique total et les

différents profils correspondant aux ions sélectionnés par ler.rs masses respectives qui

dérivent majoritairement des procyanidines identifiées dans A. dichostyla et qui sont :

1. epicatechine glucoside

2. epicatechine dimer

3. catechine

4. epicatechin trimer

5. epicatechine

6. gallate d'epicatechine

7. epicatechin/catechin dimer

8. acide-methoxyellagique glucoside

9. vanillate d'epicatechine

Sur cette même figure, sont aussi présentés les profils des différents produits qui dérivent

des ellagitannins identifiés dans A. dichostyla et qui sont :

I 0. acide dimethoxyellagique rhamnoside

I I . acide monomethylether methylenedioxyellagique glucoside

1 2. acide monomethoxyellagique arabinoside ou xylopyranoside

I 3. acide monomethylether ellagique rhamnoside

14. acide monomethoxyellagique

15. acide dimethylether ellagique

I 6. acide monomethylether methylenedioxyellagique

En utilisant le Mode d'Ions Sélectionnés et le Monitoring d'ions sélectionnés (Selected

Ion Monitoring) (SIM) et en connaissant leurs stnrctures, il nous a été possible de

sélectionner au préalable une liste d'ions et d'obtenir en conséquence letrs traces SIM.
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ces informations nous ont permis de dresser ra clé d'identification représentée dans le

tableau g ci-dessous. Dans ce dernier, sont récapitulées nos données sur les caractéristiques

chromatographiques (temps de rétentions), les aires des pics' les masses respectives et les

masses des lots des produits obtenus ainsi que leurs éventuelles identifications

préliminaires. Dans ce travail, les structures principales seront confirmées par RMN mono-

et bidimentionnelle ultérieurement'

fableau E: Llsb dgs lons obsr néaatlf sur le soectno ESlilf,S de

Identité APCI.ESI
IM.HI

TR
(mn)Composés

Anisr
- 

A"it,

Quantité
en mg

Aires des
pics

451 8,5
5,1 r733 Epicatéchine glucosloe

577 12,l
6,8 5087 Epicathéchine drmer

289 13,2
Anis3

Anisa

Attitt

Anise

2,7 l06l Catechrne

86s 13,5
J r J 2480 Epicathéchtne tnmer

289 14,3
10,6 t0524 Epicatecntne

44r 17, l
2,9 2823 Gallate d'ePtcatecrune

) t  I 18,6
Anisz

Anise

753 EpicatechtrVcatecrun slmËr

477 21,6
374 Acide methoxYe ttaglque

glucoside

439 22
Anisq

Anisro

A"tt;

289 Epicathéchlnevarul tare

475 24,8
342 Acide dimethoxYeltaglquç

rhamnoside

489 1 5  1

9,1 geZl lAcide-3'+-methyleneoroxy-
I 3'-o-
I

I methYlellagiqueglucoside
447 26,5

Anisrz 1,7 3645 Acide methoxYettaglquç

arabinoside

46r 27,8
Anism

Anisrc

189 MethoxYellaglque

rhamnoside

315 28,4
1,7 r066 Acide methoxYettagrque

329 33,1
Anisrs 2,3 392 Acide dimetnoxYeuagrqus

327 35,5
Anis16 8,0 4401 Acide-3,4-methyleneoloxY

3'-O-methYellagique

: temPs
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|v4-Ana|yseparGhromatographieenphasega;zeusecoup|ée
avec la sPectrométrie de masse

Les résultats de l'analyse par ccM, représentés par la précédente figure 8b p' 49' ainsi que

les premières études préliminaires par RMN nous laissent suggérer que nous soyons en

présence d'un Eiterpène Aniszz dans la fraction CC+ et CCo' L'analyse par GC/I\4S après sa

purification a été aussi effectuée. Les chromatogrammes ainsi que les spectres de masse de

ce triterpénoide comparés avec ce'x de 'acide oréanolique et 'acide maslinique

(triterpènesdel,huiled'olive)sontreprésentéssurlafigure40.

Aniszr a été obtenu à l'état pur par ccE (sr) et aussi par GLHP (chromatogramme est

présenté Par la figwe 41)'

par a'reurs et pendant que nous tentions ra séparation de nos produits par .LHP

semipréparative, ces derniers présentaient des temps de rétention légèrement différents par

rapport à l'analyse par GLHP analytique' Nous avons tenté d'identifier d'autres produits

issus de la cLHp semipréparative par Gc/]vIs après leurs hydrolyses et leurs dérivations'

Ce sont les fractions CC+ et CCo qui ont fait I'objet de cette étude' les résultats de cette

étude sont récapitulés dans re tableau 9. Les stnrctures de ces produits sont établies aux

moyens des temps de rétention et des masses respectives et doivent être isolées et

confirmées par RMN. Nous allons définir ensuite seulement les différentes fragmentations

du Lariciresinol (figure 42), produit qui se rattache à une structure de lignane à noyau

tetrahydrofurane et donc waisemblablement le plus important' Les différentes

fragmentations les plus probables sont en parfait accord avec les résultats publiés par

.  / { i - ' -a  / -? \

ffi;;;ru, ui,"*."n ron du fragment à223 vrraabsent dans notre spectre (figure 43)'

r^ rr--^rr.-^ --r êc/tlS des fractlons CC1 et CCo -

IdentitésTabhau Y: laeleôu t"l=I
Masses

Composés Temps de rétentton
l rmn\

Non determtnee
Anisre KI'a= zË,4oY

r79
? ? R

TYrosol
Acide isP&nulique-Anisrg RT"=l5,UU

RT"=25.56
Â-ci<te-vanillique312

Aniszo Ton deterlqile"
Aniszr Non déteqlq!
Aniszz tariciresinols16
Anis23 Non déterminée
Aniszr Eomovanillate

Acide vanilliqueRTo=18,85
RTu=20,25

zl )
312Aniszs

28r
326
215
312

Vanlllme
Syringine

Homovanillate
Acide v444!!que

Aniszo RT"=IE') I
RTu= 18,85
RT.= 1E,94
Rr.1?-!É9-
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Quelques spectres de masse (figures respectives 43'44) mettent en évidence la

caractérisation partielle de quelques phénols détectés tels que de I'acide vanillique'

isoferulique, la syringine, la vanilline et le lariciresinol' D'autres composés ont été aussi

détectés mais le'rs seuls spectres de masses respectives, ne permettent pas d'établir leurs

stnrctues.

Semi-preparative HPLC of Anis"7 yidding Anis-16 and Anis 27
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lv-s- Analyse par Résonance Magnétique Nucléaire

lV-5-1- Rappels

La résonance magnétique nucléaire à haute résolution est une méthode physique essentielle

pour I'analyse des structures et les conformations moléculaires grâce aux progrès

considérables accomplis dans la méthodologie de cette technique durant les 20 demières

années (développement de spectromère à haut champ, augmentation de la puissance des

ordinateurs, découverte de la RMN multidimensionnelle comprenant nombreuses

séquences d'impulsion). La RMN est devenue un outil indispensable pour I'analyse des

produits naturels complexes.

L'étude strucfurale d'un produit naturel nécessite dans un premier temps I'enregistrement

des spectres lD (RMN, tH, t'C) dans les meilleures conditions possibles (recherche des

conditions de dissolution, de concentration, de température etc.). On peut ainsi obtenir des

renseignements importânts sur les déplacements chimiques et les constantes de couplage.

Des expériences d'irradiation sélectives et de découplage peuvent aussi être réalisées, pour

identifier les signaux complexes d'un système de spin.

Malhenreusement, dans les molécules complexes cornme c'est le cas des produits naturels,

I'information sur les déplacements chimiques et les constantes de couplage sont parfois

inaccessibles dans les spectres de RMN classiques à une dimension à cause du

recouvrement des signaux.

De plus les expériences d'irradiation sélectives et de découplage sont diffrciles à réaliser à

cause de signaux mal résolus et superposés. Il est d'autre part fastidieux d'utiliser ces

techniques lorsque de nombreux découplages sont nécessaires.

Les méthodes de RMN à 2 dimensions (RMN, 2D), offrent des améliorations considérables

dans la résolution des spectres et permettent I'obtention directe de toutes les informations

d'un même t1pe. Ces généralités ont pou but de présenter les différentes stratégies de

RMN 2D utilisées pow la détermination particulière de la plupart des structures isolées

d'A. dichostyla dans notre travail.

Nous nous intéresseronsi non pas à la description mathématique et à I'explication des

sequences d'impulsion, mais à l'évaluation pratique des spectres et à leur importance dans

l'élucidation des structures.

Les principales experiences de RMN 2D sont répertoriées dans le tableau 10. Nous

exposerons ici les differentes techniques ayant été utilisées pour la détermination de nos

sû:rcrures. ,it /'willb\
\\1N
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Expériences F2 FI Mécanisme

COSYLR ôn, Jtru âH, "IHH
H  H ( Hè-èJ

n / H g n = 1 , 3

COSY ôn, "/Hn ôr, "/nn
(-" H

Lt- t
i4rH

ROESY ôc, Jcc D. Q. fréquence în
C-C

tJ"= a

FIIVIQC ft ou ô.r âH, "/HH
( l  î
\rC-C

r./cH ou r"/Nn

HMBC ô ùt,Jan 6 x4,,

Lt- t )
"./cn (Èl)

Tabteau l0: Princlpales expérlences de RllN 2D, Informaûon contenue dans les axes de ftéquence

Fl et F2 et con{ladonc obseruéèe.

lV-5-1-1- RMN homonucleaire COSY

L,une des techniques de RMN 2D les plus importantes est I'expérience COSY'

(Homonuclear COnelated SpectroscopY) dont les spectres montrent les déplacements

chimiques du proton dans deru dimensions Fl et F2. Deux types principaux de signaux

apparaissent dans cette expérience.

Les pics de la diagonale (Fl = F2) représentent le spectre original obtenu dans cette

expérience lD, les taches hors du diagonale montrent l'existence d'un couplage scalaire

(Jsn) entre deux noyaux. Ces taches apparaissent de façon symétrique par rapport à la

diagonale et sont centrées aux coordonnés correspondants aux déplacements chimiques des

deux noyaux couPlés.

Toute rangée ou colonne passant à travers un multiplet donné sw la diagonale, contient

tous les signaux de conélation potr ce spin'

Les corrélations s'arrêtent quand il y' a un carbone quaternaire ou un hétéroatome sarls

spin nucléaire. Un exemple théorique d'une surface COSY est illustré dans la figure 45'

Malheureusement, I'expérience COSY ne peut dans le cas de molécules complexes' fournir

l,information suffisante pour I'identification des systèmes de spin RMN lH, ainsi, lorsque

les systèmes de spin sont compliqués et présentent des chauvauchements de multiplets' il

est nécessaire de recourir à des expériences COSY plus performantes (COSY-DQF'

COSyLR) pour obtenir une meilleure resolution et satisfaire ces confiaintes.
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Flguro 45: Spectre GOSY d'un syetème de spin AB' Les plcs dlagonaux sont en dlsperclon et ces

tâches de corÉlatlon (cercles) sànt en absorpûon dans les deux dlmenslons mais avsc un sens

altemé (* ,-).

lv-5-1-2- RMN hétéronucléaire : Expériences invenses

Dans le cas de molécules complexes dont les signaux en RMN du proton sont superposés'

l'ætribution des résonances est impossible à I'aide des seules expériences homonucléaires'

on a alors recours à la RMN héteronucléaire du carbone 13 ou azote 15'

La RMN héteronucléaire apporte donc une nouvelle dimension plus sélective en

information : la disparition des déplacements chimiques est de plusieurs centaines de ppm

dans le cas du t3C, le nombre de résonances du l5N est plus faible que celle de lH' sur une

gamme de quelques dizaines de PPm'

Etant donné que le rapport signal sur bruit doune expérience RMN est directement

proportionnel au produit des rapports gyrométriques des noyaux excités et détectés' il en

résulte qu'une expérience dans laquelle on détecte les noyaux l3C ou l5N a une sensibilité

beaucoupplusfaiblequ,uneexpérienceréaliséesurlesprotons.

Potg résoudre ces problèmes, des expériences dites inverses sont effectuées dans lesquelles

I'excitation et la détection se font str les protons'

Le principe de base est schématisé dans la figure 46 et repose sur le transfert de

polarisation entre un proton et un noyau X peu sensible rendu possible par I'existence d'un

couplage scalaire,Ix-u.
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Figure 46: Schéma d'une expérlence "invet5e" : délocffon invetse d'un noyau peu sensible x par

un noyau H avec lequel il esi couplé, it y'a Ûansfert de pohrisadon du proton sur X' évoluûon de X

et rctransfert Pour détectlon sur H

rv-s-r-2-r- IIMQC

L'expérience HMQC (rH-detected chemical shift correlation via Multiple Quantum

Coherence) est une expérience inverse qui pennet de metEe en évidence les couplages

scalaires hétéronucléaire à travers une liaison covalente. Dans le cas du carbone, elle

montre la liaison de tel atome d'hydrogène à tel atome de carbone. L'expérience offre une

augmentation de sensibilité considérable comparativement à l'expérience conventionnelle

de corrélation hétéronucléaire HETCOR (HETeronuclear chemical shift CORrelation) dans

laquelle le noyau à faible rapport gyromagnétiqrc y est détecté directement pendant la

période d' acquisition.

Dans le cas du carbone, seuls les signaux pour le CHn ou n > I sont visibles : il n'y'a pas

d'information concernant les carbones quatemaires. Lorsqu'on est en présence de protons

inéquivalents sur un même carbone, on obtient detx signaux distincts qui sont

généralement petits car I'intensité de la tache de conélation est distribuée en deux parties'

tv-s-l-2-z- COLOC

Equivalente à I'expérience HMBC (rH detected chemicals shift correlation via Multiple

Band Coherence, I'expérience COLOC (COnelated spectroscopy via LOngue range

Coupling), est une expérience inverse Eès sensible qui permet de déterminer les couplages

lointains lH - t'C (à travers 2, 3 ou 4 liaisons covalentes), foumissent ainsi des

informations stuctqrales importantes. Elle est particulièrement intéressante dans les

molécules contenant plusieurs carbones qr'raternaires'

lV-5-2- ldentification

Les rcsultats préliminaires obtenus par LCIùIS et CLHP/DAD ont permis I'isolement et

I'identification des Produits, ces

bidimentionnelle.

résultats seront confirmés par RMN mono et
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L'utilisation d'un spectromèfre (Spectromètre AM-500: ll,7 Tesla, lH = 500,137 Nfrfz;

t3C, 125,6 MHz) et la prédiction de différents déplacements chimiques, effectuée par

Chem Draw nous ont permis de dresser une interprétation aussi exhaustive que possible

pogr les produits essentiellement dérivés d'acide ellagique. La catéchine, l'épicatéchime et

l'épicatéchine gallate sont aussi confirmées sur la base de leurs spectes RMN obtenus. La

confirmation des structures a été aussi faite par rapport aux données dc la littéranre quand

elles existent.

W-5-2-f - Acide ellagique

Acide ellagique a été enregistré dans CDrOD / CDCI3 (l:1) + TMS, 30oC
rH: SR =7370,90 Hz, CHCII =7,582 ppm, CHDzoD = 3,3472, TMS = 0,0

t3c' sR = 69564,5 Hz, TMS = o

Ellagic acid, C2 sYrn.

ClaH5Og
Exact Mass: 302,0063

La numérotation que nous avons adoptée est celle utilisée dans la littératr.re (Nawwar e/

al., 1994 et Li et al., 1999). Les données RMN pow I'acide ellagique (structure de

référence dans notre étude) sont résumées dans tableau 11

nt-5-2-2- acide ellagique, dérivés O-methyl ethers.

Selon les stuctures représentées ci-dessous, il y'a detx possibilites potr les dérivés mono

et 4 possibilités pour les dérivés dimethyl de I'acide ellagique. D'autres structures peuvent

être rencontrées contenant un pont méthylène enûe les OH adjacents.
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OH

4 Mr (C1)

OCH3

3,4 daMe (Cll

3'O+ræthyl-3,4+tæthyle nedioxY
ellagic acitl

Cl5HsOs
Eract Mags:328.0219

mono0methyl dhgic acids

OCH3

3 l',1ê (Ct)

diometlrylellaghacids rr..,fiil'$,frT.or*

OH OH

OCH3

Cl5HgOs
Eract Mass:316.0219

OH

OCH3

3,4'diûie (G1)

4'O.mdhyl.1,4meffi Ylenedioxy
ellagh acid

OCH3

3,3'diMe (C21)

H3C0

3',i0'dl0methyl.l,4+ethylenedioxy
ellagic acid

GrillroOô
Erad l/hss:342.0376

OH

4,4'dii/h (C2x)
= nasutinc

OCH3 OCH3
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Anis.: Sa masse molaire est de 316,02 uma., les premières données de la RMN dans

CDrOD à37"C montre que ce composé contient un mélange d'autres composes dérivé de

I'acide ellagique méthYlethers.

Dans le spectre lH enregistre dans CD3OD, nous distinguons 4 singulets qui sont observés

dans la région où les groupes -OMe apparaissent, avec les valeurs en ppm suivantes

(intégrales): 3,982 (1,96); 3,945 (3,39); 3,715 (1,38); 3,503 (3,34); plusieurs autres

signaux, dans certaines cas des singulets larges, sont aussi observés à 8,54 (l = 0,27),7,35

(0,59), 7,28 (0,g5), 7,09 (0,41), 7,02 (1,01) , 6,99 (a,26),6,89 (0,08), 5,36 (0,44), et 5,31

(0,41).

Anisrs: Ce produit possède une masse molaire de 330; la RMN a été enregistree dans

DMSO-d6 à37oC. Ce composé montre une quantité du matériel gras et plusieurs signaux

qui pourraient être des methyl ethers de I'acide ellagique. En RMN lH, les singulets

suivants et leurs intégrales (entre parenthèses) sont observées : 8,53 (0,22); 7,27 (0,40);

7,08 (0,51);7,06 (0,25);5,35,5,33,5,31 (0,70 total) ;  3,947 (3,00);  3,706 Q,04);3,502

(1,78).

IV-5-2-3- acide mono- et dimethyl ellagiques repuriliés

Après purification par CCE d'Anisr+ et Anis15, en utilisant le système de solvant St, les

nouveaux composés sont soumis alors à la RMN dans DMSO-d5 pure à 37oC,les spectres

se retrouvent pures.

Anisra: Acide etlagique mono-methyl ether

Le spectretH lfigure 47) monte des singulets larges à7,490 (1,06);7,377 (1'00); 4,021

(3,22). Quelques impuretés sont observées à 3,500 (0,13) et à 3,163 (l'13). Le pic -oH à

4,2 ppm est très large et donc les phénols -OH ne sont pas détectés individuellement

(échange chimique). Nous notons pas d'effet 'H NOE détecté du -OMe à 4,02 ppm avec

H5 ou H5', consistant donc avec la localisation du groupe -OMe en position C-3. Les

données de RMN l3C renseignent sur une structure d'acide-3-O-metho:ryellagique (figure

48) (Tableau l2).

Anisrs: acide ellagique di-methyl ethers

Les données de la RMN rH montrent detx singulets larges: 7,483 (2,00) et 4,034 (6'18);

3,3 (large -OH), consistant avec le dérivé dimethyl avec une symétrie Cz. Alors que le
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signal -OMe a le même déplacement chimique que pour le dérivé mono-methyl, la

structure est assignée cornme étant I'acide- 3n3'-di-O-methyl ellagique

Le problème des Ésonances larges reste toujours à résoudre (echanges chimiques du

solvant ou existence d'impuretés paramagnetiques). Par conséquent, d'autres mvaux sur

les dérivés methylethers ont été effectués par acidification du milieu à I'aide de I'acide

trifluoroacétique (ATF) et ont permis de résoudre le problème de la largeu des pics due à

l'échange de -OH. En effet une goutte d'acide trifluoroacetique-d1 est additionnée à 0,15

ml de CDIOD en présence du TMS, et la solution est ajoutée dans le tube RMN du produit

Anisrs. La couleur jaune bnm disparaît et l'échantillon reste en solution. L'enregistrement

du spectre de RMN tH 
1figure 49) a montré dans ce cas des signaux très bien résolus, et il

nous a été possible d'analyser en RMN et le carbone '3C et les corrélations CH 2D

(Tableau 13). Les résultats pour chaque moitié de la molécule sont consistants avec les

données pour I'acide ellagique et le dérivé 3,3'-di-O-Me.

Ce résultat est confirmé par la RMN t3C 
1figut" 50). La littérature (Bindra et a1.,1988; Li

et al., Lggg) indique que I'identification du -OMe à C3 ou C4 peut être facilement faite du

spectre t3C d"s groupes methyl (ca. 6l'62 ppm ou 56'57 ppm, respectivement). Les

produits communément rencontrés ont le -OMe en C3 et -OMe ou -O-glycoside en C4.
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ly-5-2-4-Acide ellagique à ponts méthytènes Anisl6métangé au triterpène Aniszz

Fréquemment mentionné dans la littérature avec un groupe méthylène ponté entre les

hydroxyles en C3 et C4 (nomenclature: -3,4,-methylenedioxy- ).

Les groupes -OH restants peuvent être methylés ou liés à des saccharides.

La RMN rH a montré que l'échantillon Anisr6 enregistré dans du DMSO-d6 contient 2

composés majoritaires A et B.

La proportion molaire de A par rapport à B est de 0,2 et 1,0 respectivement.

A: c'est un dérivé d'acide ellagique de formule CrotleOs avec 2 protorui aromatiques

singulets, un groupe OMe, et un CHz singulet et I'effet tH NOE ne donne aucune réponse

entre OMe et H5', aussi le déplacement l3C pour le -OMe indique son attachment en C3' et

non en C4'.Le composé est donc probablement I'acide-3'-0-methyl-3r4-methylenedioxy

ellagique, et il est déjà décrit dans la littérature (Atta-uratrman et a1.,2001) que nous

confirmerons après purifi cation.
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ANIS-7

Exasr fillÏi8h.rtt
B: Le second composé dans Anisp6 est un triterpène C$FIagOl (MW = 456,36),les données

RMNt3C (tableuu l5) confirment la formule moléculaire brute mais démontrent clairement

qu,il ne s'agit pas de l'acide oléanolique mais plutôt d'un isomère avec la double liaison

C=C sans protons attachés, en position 13,18 ou 9,8- et non en 12,13-ene'

Ce produit a été repurifié par CCE et par CLHP. Par CLHP, la repurification nous a permis

d'obtenir 5 mg du produit, le triterpène semble très pure et les données spectrales de RMN

lrHetr3C; enregistrées dans du DMSO (figures 51 et52) sont résumées dans le tableau

15. La masse du produit est confirmée aussi par GC/IvIS, la RMN l3C aidée par

I'expérience DEpT (Distortionless Enhancement by Polarisation Transfert) revèle la

présence de deux carbones oléfiniques tetrasubstitués (6733,22; 133,71), un gloupement

carboxylique à 6179,54, cinq autres insaturations seraient attribuées à 5 cycles formant le

squelette du triterpène. Ce triterpène contient un seul carbone oxygéné tertiaire à 116'71'

Les données de la RMN '3C d'Aniszz , donnent 7 C-CH: singulets, 11 groupes CH2,2 CH,

I CHOH, I COOH, 2 C=,6 Co que nous attribuerons par la suite. Les structures possibles

sont I'isomère 13,18-ene de I'acide a-boswelique ou encore I'acide bryonolique (8,9-ene)'

Les déplacements chimiques mesurés avec les correlations one-bond CH sont résumés

dans le tableau 15 et les valeurs des déplacements chimiques sont concordants avec celles

de I'ester de I'acide bryonolique, rapportées par Kamisako et a\.,1984 (tableau l8).

En RMN lH (ng*. 5l) (tableau l5), les signaux de résonnance des méthynes oléfiniques

sont absents, ce qui conforte notre hypothèse de la migration de la double liaison de la

position 12,13 àcelle 8,9 très probablement et la clé de détermination de la structure est le

proton H-lS (R) déblindé par rapport de H-5 (S) par sa proximité de COOH" Les

expériences COLOC confirment ces hypothèses (tableau l6)'

Des données de RMNttc 
"n,l'ra-(fignre 

52) (tableau l5), nous distinguons 30 signaux

attribuables au squelette triterpénique, Nous distingUerons parmi ces signatx' sept groupes

méthyles (ô15,88 (C-24); 617,12 (C-27); ô19,58 (C'25); 121,7(C-26) 128,02(C-23);
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80,93(C-28) ; 82,51(C-30), six carbones quatemaires à ô 39,35 (C-20) ; &1,26 (C-14) ;

88,34 (C4) ; dE7,02 (C-10) ; 86,63 (C-13); 8;0,47 (C-17); onze groupes méthylènes

5'18,77 (C-6);120,07 (C- l l ) ;127,57 (C-2);624,55 (C-15);829,97 (C-21);127'01 (C'

7); 629,97 (C-19) ; 129,70 (C-12) ; 83,96 (C-22); 84,62 (C-1) ; 86,66 (C-16), trois

groupes méthynes 6M,17 (C-18); ô50,13 (C-5); 616,71 (C-3), deux groupes méthynes

insatnres 6733,22 (C-8) : 6133,71(C-9) et un (COOH) à 5179,54.

Les différents méthylènes du triterpène ont été codés pax un label (de A à K), les 3

méthynes par la lethe Q, R et H, les carbones quaternaircs avec les lettres Q1-Q6 et enfin

les deux oléfiniques avec les lettres Ol-O2 (figure 53) pour mieux permettre la suite des

séquences COSY45 et HMQC et ainsi de confi.rmer la structure du triterpène et sa

stéréochimie. Quelques spectres de corrélation (One band C-H et COSY45) sont présentés

par les figures 54 et 55 respectivement.

Le tableau 16 récapitule tous les résultats des séquences en RMN bidimentionnelle

(ROESY, COLOC inclues) qui nous ont servi pour la confirmation finale de la structure

d'Aniszz. D'autres séquences RMN 2D ont aussi été réalisées, lc tableau 17 récapitule les

résultats des séquences 2D plus performantes, telles que le ROESY QFS et COSY DQF

(Double Quanta Filtre) du triterpène. Des singulets intenses des groupes méthyles non

couplés sont fortement réduits. Par conséquent, nos résultats nous ont permis la

confrrmation et I'apport de certaines caractérisations spectrales ainsi que la stéoréochimie

par le calcul des constantes de couplagezi et 3-l du triterpene (tableau 17). Comparées aux

données de la litéranue (Kamisako et ol., 1984), les prédictions des différents

déplacements chimiques obtenues par Chem Draw et les données comparatives par rapport

aux données de la banque rWinSpecEdit ainsi que nos données expérimentales sont

résumées sur le tableau 18 et confirment de part les valeurs faibles des DRMS, la structure

du titerpène. A la lumière de ces données la sfiucture du triterpène est I'acide-3phydroxy-

D:C-friedoolean-8-en-29-oique nommé acide bryonolique.

Nous notons que ce triterpène existe sous deux formes conformères, la forme S (D:E'

bateau-bateau et la forme F (D-E, chaise-chaise). Nos données en RMN nous permettent

d'établir que le triterpène, que nous avons isolé adopte la conformation F, obtenue aussi

par modélisation en utilisant les formules empiriques dans le programme Chem3D et

représentée ainsi dans la figure 53. Dans cette figure ont été représentees en plus de la

stucfiûe de I'acide bryonolique isolé celles de I'acide oléanolique et I'isomultiflorinol,

ainsi que la numérotation adoptée selon la littéranre.
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Figure 5l: spectre de RMN rH d.Anier, - aclde bryonollque enreglstsé dans DMSO-d6 à 500 MHz
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Flgure 52: Spectre de RMN t3C d.Anlsr, - acide bryonollque enreglstré dans DMSO-d5 à 125'76 MHz
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Anisro pur: Après repurification d'Anist6 par CCE et par CLHP. Par CLHP' nous avons

obtenu 2 mg de ce produiq nous notons éiiRMN tH, l"s mêmes signaux que dans Anist+ et

-15 et des singlets larges consistants avec un dérivé d'acide ellagique et qui sont observés

avec les valeurs de ppm suivantes (intégrales) :7,309 (1,00),6,813 (1,08), 6,248 (2'25),

3,g0g (3,34), 3,503 (6,15). Alors que le singulet à 3,503 ppm appalaît dans tous les

composés (Anisrc à ro), il est assumé donc qu'il correspond à une impureté.

Les quatre autres signaux cités en dessus sont consistants avec les dérivés monomethyl

ether d'acide ellagique possèdant un pont méthylène (voir Anis1l en bas)- Nous ne

décelons pas d'effets tH NOE détecté du groupe -OMe (3,909 ppm) avec d'autres protons

de la molécule, c'est donc une structure acide-3'-O-methyl-3,4-methylenedioxy

ellagique.

La mêrne procédure que celle utilisée pour Anis15 est conduite en RMN pour Anis16.

La couleur jaune brun disparaît après addition d'ATF, cependant, après une heure, une

quantité significative de l'échantillon précipite. L'addition en plus de CDrOD ou CDCIr

n'a pas permis de solubiliser l'échantillon.

L'echantillon a été analyse après 2 jours de r€poq 0,4 ml de DMSO'I+ a étp ajouté au

précipité dans le tube RMN, l'échantillon a été complétement dissolu et les données de

RMN lH. Les données de RMN l3C sont résumées dans le tableau 14 et sont en accord

avec les données de la linérature (Atta-Urahmann et al'2001).

IV-5-2-5- Les glycosides de I'acide ellagique.

Anisrr: identifié cornme étant le 4'-O-fto-glucoside d'Anisro. Cette structure est

confirmée par les signaux caractéristiques pour le groupe méthylène 3a, et le 3'-OMe. Le

site de la glycosylation C4'est confirmé par I'observation d'un fort effet lH NOE du H5' et

le Hl du glucose. Nous ne notons aucun effet NOE observé du groupe 3'-OMe'

L'échantillon contient aussi 10 d'impurités (terpènes (steroide?)) visibles dans le sepctre

de RMN tH, avec des groupes oléfiniques et possiblement liés à tur monosaccharide.
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Les spectres de RMN lH et l3C enregistrés dans le DMSO sont présentés par les figures

(56,57 respectivement) et sont en parfait accord avec les données rapportées par Li et al.,

1999 et les résultats du dépouillement des ces spectres sont récapitulés dans le tableau 19.

dans I'article (Atta-Uralrmann et a1.,2001) (tableau l9), il y'a une elreur évidente dans

I'attribution des carbones G2 et G5 du glucose. Dans la figure 58 sont représentées les

corrélations COSY tH-tH de la partie glucose d'Anisrr.

f2 f,7 ?.0
(DFQI

i3'€Me

lDFrù

Figure 56: Speare de Riltl rtt 50O tfHz do I'acide- 3'-O-methyl-3,4-methylenedloxy cllaglque- 4'-ùfto-
glucopyranocide (9 mg In DMSO-d6, 37C)
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Figure 57: spec'tre de RMN '"c à 125,76 MHz d'Anis,r par rapport au TMS dans cDroD / DMso-
d6,2  :1 ,  30oC.
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Anis12 : les données de RMN rH et r3c enregistrés dans du DMSo-d6 (figure 5g)(tableau
20) indiquent une formule moléculaire CzoHreOrz avec le carbone 4 attaché au sucre de
I'acide-3-o-methyl ellagique. Le glucoside montre 4 cHoH et I groupe cHro avec cl en
configuration P'Les protons du sucre Hl - H4 et H5b sont tous en position axiale

(couplage 3J large par rapport aux protons voisins, alors que H5a est équatorial). Les
données de RMN l3c sont concomitantes avec un pn-xyropyranose (arabinose sous forme
pyranose ou furanose sont clairement exclues).
un faible effet IH NoE a été détecté enrre le proton H5, et le Hl anomérique du sucre,
suggérant une glycosylation en position c4. Nous ne notons aucun effet NoË observé du
groupe 3'-o-methyl, indiquant qu'il ne suive pas Ie site de ra glycosylation. La liftérature
décrit I'acide-3,3'-di-o'methyr eilagiqu e-4-o-B -o-xylopyranoside (Li, 1999;Khac, r 990;
sinha, 1999); r'acide-3,3',4'-tri-o-methyr eilagique-4 -o-p -o-xyropyranoside (sinha,
1999); et ses glucosides correspondants (Nawwar et ar.,r9g2 ; Khac et ar., 1990 ; Li et ar.,tgee).
La structure d'Anisrz est |acide-3'-o-methyr eilagiqu *4-o-fto-xyropyranoside.
A notre connaissance,. la linérature ne décrit pas encore ce produit.

3'€-methyl ellagic acid 4-O-p0-xytopyranoside

C2sH16012
Exact Mass: 44g.0642

7J\

(4

86



a

x2x3
x4 3'

X5
5:' i'

7,7'-

r60 155 140 r35 t30 125 120 115 fio 105
(ppm)

65759095

3'-OlUe 'l
x4xz

4.3 4.2
(ppm)

Flgure 59: Spectre RMN (a . t3C, b. tH) enreglstré dans DIIISO-d6 à 500 MHz d'Anis'2

Tabfeau ll: Données de RMN pour l'acide ellaglque (l:l GD3OD / CDCI3 ,37"C, rolatlve au TMS)

. la numérotation est prisc de la licératurc; les atfibutions sont effectuecs à partir des corrélations Long'Range CH' b les

multiplicités définics pour les r3C sont en lettres mqjuscules direcæmcnt anachés aux protons (S,D,T,Q) et en lettres

minuscules celles obtenues par couplage Long'Range CH.
rbr = linebroadening, probablement due au couplage 2H via les groupes OD ou par effets dcs échanges chimiques'

5.0 4.9

5 ,5 '

Couphges CH Li' 1999
(DMSO-d6)

Prédictions
(Chem Draw
6.0)

Pos.
,rc mult. .H mult , t .J tl ,J ,rc .H t tc .H

I 13,649 Sd (br)+ 7,2(H5) ca" 1,0 (H5') n2,2 1 2 5 . 1

2 36,902 S (br)* ca" 1,0 (H5) r 36,3 140.5

3 40,342 Sd 7,01 (H5) | 39,4 143,  I

4 4t,756 Sd 2,95 (H5) 148,0 t43,7

5 l t,645 D (brX 7,59 s n.d. l 10 ,2 7,47 r 16,0 7,40

6 08,806 Sd l ,7r (H5) 107,6 t23,9

7 6r.242 Sd (br) 4,0 (H5) 159,0 r 64,0
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Tableau 12: Données de RMN-pour l'acide'3-Gmethyoxy ellagique (Anis 1a) dans DMS(Id6 / CDroD

sonances larges

ii3"#';ii?; des r3c sont basé.es sur r91.c91e]"1::i:1:,in::,:"1',,";"i'.'3.;:*:.il'îË'ls à cr' c3'

CTetle-oMeàc1,"""iËËîJpournsntî '"f .ul" iuu"ip**uroi i tavecl 'acideéllagiqueetle3'3'-
di-O-Me ether.

Tabreau 13: Données de RMN de 'acide-3n3,-di-o-methyr elragique dans DMSo^lG + so/s cDroD +

ôEil-acementschimiques

i'r i to"u deTFA et TMS,30oC
;;rrer"tffi cn (coloc)
détectées de H5 ou II5'

P"édi"tioot (Chem Draw

6.0)
ttc tH

,J 2J 'J J
pos. lrc mult. H mulL

124,7+ H 5 + H5'
I n2.45 S

1 138,9
S) 141,99 147,8+ H5,3-OMe

140,64 S

S
142,1

s

?

4 152,47 I15 ,6 7.46
f

5 l 1 l , 8 l D 7,536
I

123,6
6 I13.04 S

164,0
I

7 159,39 S
56,3 3,73

a 4,081 s3-OMe 61,24
+ H 5 t25,1

S
+ H5'

I 112,74
+ 140,5

2' 136,65 S
+ 143,1

S

S
3' 139,90 143,7+
4', 148,48 7,40I16 ,0
5' I10 ,82 D 7,489 S +

t23,9
108, l3 S

+
6', 164,0+
7', 159,30 S

2,544DMSO 39,522
3,222cD3oD 48,003 't ^on 1 i11

d ans DMSO-<IO

rle TF'A et TMS.30oC (Anisrs)
ffiJ-ssz: DMso-d6 Bindra'

1988
Prédictions
(Chem Draw
6.0)

Nawwrr, l9E2
(DMSOd6)

rH

(pyridine)

,rc ,H
-T r3c 'H llc

3J'-di-GMe

"c
4,4'-di-o-Mepos.' t"c Mutt. ll

t24.1
l l l , 8 I  I1 ,68

I I  I  l ,7 l S, br 138,9
l 4 l , l 14 l , lE l4u,vz

) t41,22 S

s5; 136,32 147.8
140,2
îsl,o

llru,Ju
3 140,19 r52,13 t50.27 l4'z,l

4 152,03 S, br E,0l I  15 ,6 1.46
l l l , 4 7,52 l l 1,52 I07,U7

) I I 1,40 D 7,527 S 123,6
I12,0 I12,06 I  13,55

6 I  12,14 S 164,0
158.3 15E,37

7 158,46 S 56,6s 4.23 56,3 J . t )

a 4,053 s 60,9 4,0E 60,91
3-OMe 60,Y'[

s,v br
4-OH lu,  /

cDroD 47,572

DMSO 39,473 2,508
"aO pure à37 "C:7,4E3 (H)')' 4,UJ.+ \J,

de très larges lcs (lans lJlvtù\,

"Pos. : Positioq 
bmult' : multiplicité
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Tableau 14: Données de RÙIN pour I'acide'3'-o-methyl'3"1-methylenedioxy-ellagique dans DMso-d6'

37oC (Anisropur).
Attr-Urahmann, 2001
(pyridinedS)

Prédictions Par
Chem Draw 6.0

Po3.
lrc I mult, .H mult ttc 'H t"c .H

I I 16,04 S l t2.0 t24,4

z t 3 t,00 S l 3 l . l 138,5

J 13E.25 S l38.0 t46,2

4 149,95 S 1 50.1 146,E

) 103,78 D 7.521 s 104.{ 7,74 I14 ,0 7,50

6 I r2.58 s I 14 .9 r23,2

7 r 58,20 S t 58.9 164.0

3a t04, t6 T 6.368 s 104.6 6,30 9t ,3 5,90

I I 10,98 S 1i l .2 t24,7

) l 1 4 r,55 S 143,0 l38,9

J t40,24 5 142.0 147.8

4', t52,91 S 153,5 t42,1

5' I  12 , t0 D 7.536 s I13 .5 8,04 I  15,6 7,46

o' I  10.91 S I 14.0 t23,6

7', 157,57 S r 58.0 ral,0

3'-OMe 60,84 +,044 6  1 .5 4.  l6 56,3

toutes les auf celles en italique sont confirmées avec 'J et des corrélat;ions long-range CH;italique
attributions de C6,6' eT.C2,2'sont basés sur les valeurs décriæs dans la littérature.
b déplacements chimiques tH pour Anis15 + -zz (CLHP) dans DMSO-ù6,37"C, sont H5,5'= 7'309,6,813;

H3a= 6,248,3'-OMe = 3,909.
Tableau l5: Données de RMN préliminaires pour le triterpène dans Anls,u (DMSO-d6' 37'C).

type ,rc mult. .II mulL type Itc mult. tH mult.

cooH t79,54 S I 1.85 s (br) CHr 32.39 a 1,099 s

c= 133,71S CHr 30,90 a 0.986 s

c= t33,?2 S c 30.45 S

CHOH 76,7r D 2.93 dd CHz 29,89 T 2,27E;1,550m ; m

CH 50,1 3 D 0,952 dd CH: 29,73 T 1,537; 1,200m: dt

CH u. l7 D 1.426 m CHz 29,30 T 2.057:1,278dm; m

c 4t,25 s CHr 28,04 a 0,892 s

c 39,35 S CH: 27,56 T 1.493 s

c 38,34 S CH: 27,00 T 2,06;1,77 dm; m

c 37,02 S CHz 24,50 T 1"43;1 ,29m : m

c 36.63 S CHr 21,71 a 0,915 s

CHz 36,66 T 1.62:1.275 m ; m CH: 20,06 T r,E74 5

CHz 34,62 T 1,682; 1,02 dt; td CHr 19,5E a 0,882 s

CHz 33.96 T 1,99:0,81 td; dm CHr tE,77 T 1.632: r,29r m ; m

CHr 1 7 , t 5 a 0,847 s

CHr 15,88 a 0,6E0 s
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Tableau 16: Données de Rt[N (COLOC-S, COSY-50 et ROESY) d'Anis27, mélangé d'Anlsr6 dans DMSO-d6'

COLOC (fieo. lHl
brt iaible
Ml1
M5 :  E12 .11
M3
ùt6, M3
M1 R > 8 1 .
M7. M4 5

M5 . F 1
C 5 + H [,12>M6>M3K1, H2 or l€

cosY-s0 M2 1 .  K 1
coné|. COSY45 coré|. ROESY
1.J2 >>F2 M4, S(ax), F2(ax) M4 1

G1.G2 ,4. Q > G1(eo). F2(ax) ùt4 v7.  F1.
41.42 > M6 Vf3 > M2 > A1 .l2a >> MG (42 tocsv) M2> M6
H2, K1,K2 U 3 = M 2
H1.  K1.K2
F2, J1,J2 F2. M5 M5
F1.  J1 .J2 .  M5 1 > R
D2.81.B.2 .M2 D2. M6 M2
D1.  B1.82 )'l>(B2a.H2à,B1e > M2
A 2 > R > 8 1 . M 1 {2. R > M1=M6 M1
4 1 .  R U1 =M2
12. E12. M6 (faible) vt6 il/|6 R ouKl

11.  E12.  M6 v t 3 > R
82.D1.D2 > A1 32a>>M6 > M1, D2(eq): (Dl a tocsv) M1
81.D l .D2 vt1.  M2.  81 >> D1
J2 .Q ,F1 ,F2 =2
J1 .  Q .F1 .F2 vt5
c 2 . G 2  >  G 1 .  E 1 2 vt3 D

' t. G'l.G2> 812
K2. H1.H2. M3 vl6 M3
K 1 : H 1 . H 2
t1,t2 > c1,c2 vls. M6 > F1. t1.12
;2. S. C2 > C1 vl4

G1.  S .  C1.C2 u5. M7
A1 faible q 2 . 8 2 > A 1  > 8 1  > R , M 6 > M 2

Dl fort 32. R > H1. A2. D2 > M3 > M1. M7 D1
M7 fort vt7. o. s. G1>G2. E M7 s
K l > M 6 R > t2. H1. C1>812,C2,1<2 > M2 > M6 K1
F2 u7. G2.812 > F1. J2 S F1
1 2 > R > M 3 > 1 1 )1 > 812. K1 > A1, 81, 11, K2 K1. t2
M 4 > S )2.  M3 > M4 > J2> G1 v t4>s

90



Tableau 17: Données de RMN après I'analyse du Hterpène Anls27 pure ca6Ha3o3

fMl.l 2D oour Anisr': COSY-4S, COSY DQF, ROESYQES, X}{çOEB9-
iMsi-iJ--. 310-R: Etr(-Hl =7793,87, sR('"c) = 29820,12
-lffitÉâc r{ec Cnrélatians CH i

330: 1 COOH. 2 Co=, 1 CHOH, 2CH,'11 CHz 7 CH3 sirslets, 6 Cq
Type de C Code du Signal Attribufione Dépt. C Dept H mult stéréochim. '{HH) .4HH)

000H c29 179.il
so2 Co 31 c9 133.72

)2 c8 133.4
so3 Co e1 c14(C13) 41.27

2 c20 39.3€
c3 c4 38,3

4 c10 37,03
l5 13(C14) 36,
t6 c17 30.4i

ro 'CH I c3 76.71 2. cld ax 1 0 , 7 ; 5 , 4

S c5 50.13 0.95€dd ax 12.4: 1.5
R 1 8 4 , 1 8 1.423d 8.3

)H2 H 1 6 36,6€ 1.62i td ax
1.271 so

1 34,62 1.685dt eq 3.3: 3.3 1 3 , 1
'1.027td âx 12.7:5.2 1 3 . 5

D )22 33,ff 2. td ax 14,2 :3 ,9 1 3 8

0.792dt eo 1 3 . 1

A ) 1 9 29.98 2,297 ]q < 2 15,34
1,53C ax 7.9 1 5 . i

i-] 1 2 29,70 1.55 J 3q < 3 12.3
1 .19€dt ax 8,8; 8,8 1 3 . 5

B c21 29.42 2,073dm aq < 3 1 3 . 5
1.265rd ax 14:4,5 13,6

J c2 27.57 1,500 eo
1.481 ax

c c7 27.02 2.052dd eo
1.782m ax

K 1 5 24.52 1.435ld ax 1 3 . 4 : 4 . 6 13,5
1.273 eq

E c11 20.07 1,87Sm ax.eq n.d.

)6 18.77 1.632id eo 12.7

1.29€ ax 13:  12 .3 :5 ,8 13

cH3 M1 )30 32,53 1 . s
M2 328 30,94 0.988s

,23 28.02 0,89! I

M3 c26 2't ,71 0.91Ss
M5 c25 19.5€ 0.88(s

c27 17.13 0.85i s
M7 c24 15. 0.684I
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Tableau l8: Comparaison entre les Données de RMN théoriques (bases de données) et celles
obtenues par modéllsation moléculaire utilisant le champs de force Mll2 par Chem 3D avec nos
valeuts expérimentalee et avec celles dE l'ester d'aclde bryonolique décrit dans la llttérature

Les déplacements chimiques expérimentales sont donnés par le tableau l5

hédictiong des dept ''C littér?turE

SpecEdit (20000 Spectres) RltlN dépt DB (ca.
8{0 soectral

PrÉdictions Ghem
Draw 6

Kamisako et al..1984

Jusqu'à 6 Sphères Jusqu'â 4 sphères Depl. Utilisant les
ncréments

acide bryonolique
methyl ester dans
CDCIa

PrËdi. ppm Exp. - PÉd. Préd. Exp. - PrÉd. Préd. Exp. - Préd. DôpL - E)Q. Diff.
{Aniszz
- esterl

Diff. Corrig.

moyennes
enrrioées

36,0 -1.38 38.t -3.58 27.i 6,92 35.C -0.377 0,078
28.C -0.4: 26,8( 0.77 25.1 't.81 27,E -0.330 0,125
79.0 -2,, n.78 1,0 i 79.7 -2,98 78.S -2.187 -1.732

39. .0.6€ 41,5C -3.15 35.( 3.35 38.€ -0.452 0,003
50.0 0 .1 52.7C -2.57 48,9 1 .2 i 50,f -0,366 0.08ç
19.0 .0.23 19.7€ 1.O2 25.5 -7 .13 19.2 -0.428 0,027
27.C 0.02 26.7C 0.32 28,: 1.28 27.( -0,582 -o.12i

134.0 -0.7€ 137.8€ 4.67 140.1 -6.88 133,! -0.677 -u,zzz

134,C -0.2e 135.0C 1 .29 140.1 -6,38 134.C -0.285 ^ , 1 ' 7 f

37,C 0,03 37.65 -0.62 3 1 . C.JJ 37,I -o.473 -0 ,01 t

21.C -0.93 22,24 -2 .17 25.2 -5,13 20,i -0.627 - v . t t t

30,c -0,3r u.32 4,62 34,S -c., 30,3 -0,596 -0 .141

37.C -0.3i 42.08 -5.4€ 39.€ -2.97 37.1 -0.470 -0 .015

42.C -0,7i 4.0? -2.81 41.i 4.4 41.t -0,535 -0,08c
26.0 -1.45, 25.92 -1.37 26.4 -1 .8 ! 25,C -0.447 0.008
37,0 -0,34 30.34 6,32 3 1 , 5 5 ,1€ 37,C -0,340 0 , 1  1 5
3 1 . C -0.53 38.41 -7.94 30.4 0.07 30,ç -0.426 0.029
45.C -0,82 49.35 -5,17 4.5 -0.72 44.1 -o.524 -u.uo:

3 1 . C 1 . O 2 39.01 -9,0 28.2 1 ,78 30.8 -0.824 -0.369

40.c -0,65 43.27 -3.92 39,5 -0.15 40.5 1 .144 -U .OYU

30,c -0,5e 28,8e 0,54 28.1 1 ,32 29,€ -0.476 -0.021

34,C -0,04 30.34 J,Or 30,5 3.4€ 34.4 -0.43S 0,016
22.C 6.02 22.8Ê 5 . 1 € 19.2 8.82 28,C 0,023 o.478
22.C € . 1 1 22.8e .6,97 19.2 -3.31 15,e 0.289
19 .C 0.59 19.4€ 0 . 1 1 20.€ - 1 , 3 1 19 .ç -0.312 0,143
22.C -0.2ç 23.7C -1 .99 1 8 . 1 3,61 22.1 -0,392 0,06:
18 .C -0,87 18.8? -1.74 18 .5 -1.37 17.1 0.027 0,482
26.C 4,94 20.38 10.5€ 22.e 8,14 31.2 -0,26C 0.1  95

185.C -5,46 181.28 -1.74 1 8 1 . C -1.4Ê 179,2 0.u2 0.79i

33,C -0.47 19.10 13.4i 19 .€ 12.73 32.9 -0.371 0.084
Sommes
r{ae narréec

144,31 738,63 687.5€Moyenne
ies difi.

-0,455

N 3C 3C 3C
DEV. RIUIS 2,23 5. 4,87

Déterminées par
Chem Draw 26.
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Tabfeau 19: Données de Rtl{ pour I'acide-3'-@methyl-3,4-methylenedlory ellagique-4'-a.ho-

gtucopyranosido (Anls,,) dans CDsOD / DMSO-d6 (2:f ) + TllS' 30'C

" t o u t e s l e s a t t r i b u t i o n s s f c e u x e n i t a l i q u e ; . o e f f e t N o E d e G 1 e t 4 '
= 6.7yo;" système de spin du 2è" ordrè. d Li, 1999: ca. 20 mgiml, temp' ambiante' Atta'ur-rahilir2^09]-

**o'ir"iài'ri,ilnitsur les déplacements; les protons diglucose i. ,ont pas attribués, pour ''c les

attributions des déplacements de G2'G5 ne sont pas corrects'

Donnécs RIUN

(nMsod6)d

Données RMN
(pyridine'd5)'

pos. u c ' nult rH mult 'Jru ttc ,H trc ,H

I n6,22 S l4.E 1t2.6
', t 32.39 S 30.8 t32.1

3 139,33 S 38.0 t3E.9

4 l5 1.62 s 50,3 l 5 l , I

5 t04,70 D 7.472 s 03,7 7,29 104,0 7,74

6 I12,73 S ll,2 I  r5,9

7 r59.06 S 57,6 15E.0

3a 105,23 T 6.350 s 104,5 6,34 t04,6 6,33

l I 14,53 S n2,9 I 13,2

z', 142,25 S 140.8 142,0

3', 142.97 S t41,7 142,7

4' l 52,88 S l5 l , 9 153,0

5' r 13.49 D 7.8E0 s n2,3 1 1 < I  13 ,5 8,44

6', l  13,28 S l l l , 8 I 14,0

7', 158,40 S 157,0 158.6

3'-OMe 62,24 a 4.t62 s 61,6 4 ,1  I 6t,7 4,23

4'-O-p-cl r02,37 D 5 .1  57 d 7.40 (1.2) 101 .4 5 .  l 4 102.8 5.85

G2 74,20 D 3,486 d d ' 9.1(2 ,3) 73,2 3,40 78.3 n.d.

G3 77,39 D 3.457 t ' 9 ,1(3,4) 76,4 3.40 79,0 n.d.

G4 70.38 D 3.362 d d ' 9.7 (4,5) 69,4 3,25 74,6 n.d.

G5 78,04 D 3,192 ddd 2,30(5,6a); 5,43 (5,6b)
.tn a 3,50 70,9 n.d .

G6 6 1 . 5 1 T a:  3,819
b: 3,653

dd - I 2,05(a,b) 60,5 3,75;  3,56 62,1 n.d .

NOE de Gl et 4'
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Li, 1999: 3J' di-O-Me- +O'F
xylopyranoside

Pos.
rtc I mulL 'H mult tJns trc rH

I S I  14 , l

) S t40,8

J S l4l ,E

4 S t 5 l , l

) I  l3.52 D 7,692 S i l t ,E 7,74

6 S l l l , 8

7 S | 58,2

3-O-Me 6 t ,5 4,06

S il 1,0

2l S 141 ,5

J S r40, I

4', S t52,7

5' 112.27 D 7.55 l s i l  1,4 1 i )

6', S |2,7

7', S 158,3

3',-O-Me 6t,96 a .t.160 s 3'-O-Me 60,9 4.03

4-O-
p-sr

104,84 D 4,7E3 d 7,s6 (r,2) t01 ,6 5, r4

S2 74,72 D 3.s62 dd 9,1(2,3) 72,9 3.33

S3 77,36 D 3,462 dd 8.9 (3,4) 76,0 3,32

S4 71, t6 D 3,û7 ddd 5,3 (4,5a)
r0.4 (4.5b)

69,1 3,38

S5 67.2r T a: 4,008
b :3 ,441

dd

dd

-l I,a (a"b) 65,7 3,82
3,33

Tabfeau 20: Données de RMN pour Anisr2 in CD3OD, 30'C (3'-O-motryl ellaglc ecld 4-O-ho-

rylopyranoside).

" t2 carbones quaternaires non encore attribués: 162,60; 162,20;156,66; 153,53; 152,36; 143,35; 141,56;
lot obtenu Anisl2 ne nous a pas permis139,23: 116,96; 115,43; ll4,4l;99,16 ppm car la masse du

I'obtention des spectres de conélation CH.
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IV-5-2-G Les procyanidines monomériques

Anis5: Le produit Aniss se présente sous forme d'une poudre blanche, et présente un temps

de rétention de 14,3 min. En RMN 
tH 

lfrg*" 60), on distingue deux doublets dédoublés

correspondant arrx protons 4o et 4.0 du noyau C de la molécule, respectivement à 2,86 et2,74

ppm, ur proton attribué à H-3 en position equatoriale à 4,17 ppm. Le proton à 4,81 ppm est

attribué àH-2 en position æciale dans la molécule, deux singulets conespondants aux protons

6 et 8 respectivement à 5,95 et 5,95 ppm, H-2', et H-5' etH-7'résonnent respectivement à

6,98;6,75 et 6,82 ppm.

En Rlvnll3 C eajna.,(figure 61), on distingue 15 signaux attribuables au squelette flavanique,

Nous distinguons parmi ces signaux, six groupes méthynes aromatiques, deux CH

aliphatiques et 6 carbones quatemaires.

À h lumiere de ces données, la structure de Aniss est I'epicatéchine. Ces résultats sont aussi

en accord avec celles déjâ rapportés par Clui et al,1992.

Ces attributions sont confirmées en exploitant les modèles isotopes formés (isotopomers),

observés après deutération partielle du composé Anis5. Après deutération pendant 2l jours à

22 jor.us, les résultats des expériences d'enregistrement dans CDIOD des spectres lH, lD ainsi

que les séquences de différentiation : NOE et les corrélations 2D et COLOC, sont récapitulés

dans le tableau 21.

Anis3: Le composé Anisg est un produit de couleur blanche, il présente un temps de rétention

par CLHP de l2,l min. La caractérisation spectrale a montré que ce composé se rattache à

une structure de la catéchine. Err effet, le spectre de RMN 
tH 

,t RN,[N '3C 
1figure 60)(figure

62), sont superposables à ceux d'un composé de référence enregistré dans les mêmes

conditions. La valeur de la constante de couplage ..2,3 confirme la position axiale du proton

H-3 et donc la structure de la catéchine. Toutefois, des travaux par RMN ont été conduits afin

de pouvoir discerner entre les diftrents protons et les carbones et ainsi contribuer à un apport

approfondi sur quelques points de cette structure comme pour Anis5 (quelques commentaires

portants sur les résultats d'enregistrement des spectres 'H, tD après22jours et les corrélations

CH 2D après 26 jours sont insérés dans le tableauZ2).
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Ces structures sont aussi confirmées par comparaison de leurs spectres avec ceux des produits

de référence en utilisant un spectromètre RMN AC-250 MHz.

Flgure 60: SpectFs enrcglstrés dans CD3OD par lepport au TMS respecûvement d'Anls5 et Anis3 à 500 MHz'

ilIF' elr 
' 

elz e]o s.8 5.8 s.4 s.2 5.0 l.s I'e 4.4 4'2 4.0 3'8 3.6 3.4 3'2 3'0 2'8 2'6

f f i . s ] e ' s ] l . s ] z . s . o l . r l . s a . * l . z 4 . 0 3 . 8 3 . 6 3 . 4 3 . 2 3 . o 2 . 8 2 . 6
(ppm)
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1 s0 i40 t30 120 1 t0 100 gb ao r'o oo s'o 40 30
{ppml

Figure 6l: Spectre de RMN r3C enreglstré dans CDCI, à 500 MHz du produit Anis5

150 t40 i30 120 rio rôo gb Bo 70 60 50 40 30

Flgure 62: Spectre de RMN t3C enreglsté dans CDGI3 à 500 MHz du prodult Anls,
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Aniso est un produit de couleur blanche, ses caractéristiques chromatographiques' ainsi que

son spectre de masse renseignent sur un dérivé de I'epicatéchine, nous avons déjà déduit du

spectre de masse rur fragment correspondant à I'acide gallique' la position de ce demier est

aussi déærminée. Le reste de son spectre RMN lH est superposable à celui de l'épicatéchine

déjà identifiée avec un déblindag e de 0,22;1,35 et 0,13 ppm respectivement pour les protons

(H2, H3 et H4) dus à la stnrcture gallaæ

(-).ep!.atcchln3{r{t llàtê

G22H13O1g
Eracl Msss: i[420!t0o

Ce produit, contient quelques impuretés lipidiques et acétates' En outre' nous notons la

présence aux alentours de lI1lio de substances secondaires (voir signaux additifs pour le

fragment gallate lfzu,6u et pour la catéchin e H2"H6'. Le spectre tH a 500 MHz est présenté

dans la figure 63 et les donnees sont résumées dans le tableau 23' Nous notons que les

singulets H6 et Hg de la catéchine sont à peu près équivalents donnant comme il apparaît

dans la figure r-rn seul signal avec une intégration de 2 protons'

L'ordre des déplacements chimiques est le suivant : H2' > H6' > H5' et est le même que celui

de l'épicatéchine et le couplage de H3 montre qu'il est en position équatoriale comme

l,épicatéchine. H2(ax) montre seulement un pic large du au couplage faible avec H3 etH2"

H6' du noyau aromatique. Le déblindage H3 (de 1,35 ppm) relative à celui de la valeur

trouvée par rapport à l'épicatéchine (4,173) indique aussi que le fragment gallate est lié en

position 3-OH. Le singulet à 6,948 ppm avec une surface de 2H est atfiibué aux protons

H2u.6u du fragment ga[ate qui apparaît à 7,Ossppm dans l'E[agitannin-l (corilagin).

L'effet NOE, attribué au proton 4 par inadiation du proton H-6" confirme clairement que

l,hydroxyle en position 3 est occupé par I'acide gallique. Nos données sont toute à fait en

accord avec celles rapportées par cui et al.,lgg2. A la lumière de ces données' la stnrcture

d'Aniso est (-)'epi'catechinS-O-gallate'
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La RMN l3C 
1fig*e 64{tableau 23) a éte aussi effectuée après avoir maintenu l'échantillon

pendant 28 jours dans CD3OD et une deutération étendue à C6,C8 a été produite comme pour

les catéchines. Le specte obtenu lH indique seulement 0,3 H des protons restants pour

H6+H8; le spectre t3C indique que le proton H8 est complètement échangé par le deutérium et

donc le carbone C8 ne pourrait pas être détecté avec cenitude, C6 présente 25oÂ par rapport à

I'intensite nomtale et indique par consequent2lo/o de H et 75o/s deD.

3(eq)

5.50 5.45
(Ppm)

4(ax) 4(eq)

2.90
(ppm)

Flgure 63: Spec{re de RMI{ rH enreglstré au l" jour dans CD3OD à 500 MHz d'Anls5

6'

6,8
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ANlS.t, 125.?6 f$l{z'13C, c8..(' h dlt acqulrition

partlal douteraûon st C6, C8

làô 160 i.o t3o 1fr rro loo 9o æ m 60 50 a0 30

(pÊril

Flgure 64: Specfe de RMN r3C enregistrÉ dans CDGI3 apds 28 jouts à 125,76 MHz du Produit Anis6

Tabteau 2l: Données de RMN d'Anis5 (-)-épi-catéchine, mesurées dans CDIOD à 30'C; à 500 MHz

pour lH età 125,76 MHz pour t'G 
, -

ÉxPériences : 'D, 'H
' 'c (DEPT-135)

àns CDgOD: 'D, 'H, "C
Aorès 22 iours. enreoistrement des spectre

Cui, 1992 CD3OD

pos, toc Itlult. 1H MultJStéréo /(H,H
toc H

z 79,85C D 4,810 m (ax) Non résolu 80,€ 4,81

67,475 D 4,173 ddd (ax) 4,55'{3eq, 4ax)13,0
oJ(3eo.4eo): 1.4 "J(2ax,3eq)

68,3 4 , 1 8

4 29,247 T 2,864 dd (ax) 16,6 'J(4ax,4eq) 30,0 2,85

2,743 dd (eq 2.73

4a(10) 100,134 s 100,9
q 157,971 S 158.7

6 96,461 D 5,95€ d 2,32 -J(6,8) 97,2 5,93

7 157.625 S 158,4

I 95.951 D 5,932 d 96,7 5,91

8a (9) 157,363 s 158 ,1

1 ' 132,292 s 133,0

2' 't15,342 D 6,984 ddd 1,98'J(2',6')i 0,4' J(2ax,2') 116 ,16,97

3 145,914 s 146.7

4 145,748 S 1Æ,ê

5' 115,953 D 6,76€ dd 9,15 'J(5"6 ' ) 116 , i 6,75

6' 119.459 D 6,802 ddd 0,5 '{2ax,6') 120,2 6,79

ainsi obtenues via Long-range CH
f t CA implique ôtH de H6 > HB et les attributions de c5,7,Ea sont

ileutération partielle: Aoôaralt plus rapide que celle de la catéchine
'"c G22l)

lsotopomàresc5 pop.% Dépt.
lsotooe

c7 pop.%Dept.
lsotoDe

C8a poq.% Dépt.
lsotooe

i -H.8-H 157,9686 16,7 157,622 18,9 157,3601 18.6

5-H,8-D 157,9455 26,5 -23,1 157,5759 38,3 -46,1 157.3203 29,6 -39,8

â-D.8-H 157,927'l 15. i 4 1 , f 157,575S 46,1 157,3394 12,0 -20,7

3-D. 8-D 157,9019 41.C €6.7 157.530€ 42,8, -91 .1157,299C 39,8 €0,5
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Tableau 22: Données de RMN d'Anlsr - (+)-catéchine mesurée dans GD3OD à 30'C; 500 MHz pour rH et

à125,76 MHz pour t3C.

ppm
Expériences: 1H (1D, 1D NOE Diff.)
'"c (DEPT-135)
+22 iours dans CDgOD: 1D 1H
+æ tours:-O"C;2D CH conéI., corré|. long-range CH (COLOC) dépts. Par Bae et al.,

1994, acetoned6
pos, Déptc. ''C ilult. 'H ilultJSt6rÉo /(H,H)

,"c
a 82.84e D 4.578 dm (ax) 7.49(2ax,3ax) 82,30

68.822 D 3,98€ ddd (ax 3 ,103ax,4ax); 5,42 (3ax,4eq) 68,40
A 28,485 T 2,853 dd (eq) .16,1 (4ax,4eq) 28,00

2,5',1ê dd (ax)
4a fiO' 100.888 s

E 157.575 S
€ 96.368 D 5,93S d 2,32: 'J(6,8) 96,20

157,823 s
I 95.580 D 5,87C d 95,40

8a (9 156,925 s
1 132.249 s 132,10

2 115.294 D 6,845 ddd 2,05 -* J(2"6',); o, 5o " J(2"2ax);
J,3 "J(2"5')

1  1  5 ,10

3 146.228 S
4 146.247 S
5 116 ,153 D 6,768 dd 8,08 "J(5"6')

6 120.090 D 6,723 ddd C,55 "{2ax,6') 1 19 ,80

Expériences de Dlff. NOE
1) L'irradiation de H2' donne 0,3% NOE à H8, pas de NOE en H6
ffii-on ou méthanol) donne 0,9% NoE en tl6 {9,6% rn F|t
ffi sont la clé des attributions de C5,7,9 par long-range CH

ributionsconectesdeC6,C8,identiquentàce||edeCuiefa/.,
1992
Deutération partielle :

piotons aromatiques H6 et H8 sont partiellement d
ffiutressingu|etspour|esisotopomères6.H(8-D) et 8-H(6-D)

quatresignauxréso|usavecdesdép|acementsdusau
déolacements des isotooes liés en 2 et 5.

Dép t . 'H
ft22iI

Dépt.
lsotooe (oob)

lsotopomères Population
lo/"1

H6 H8

ô-H, 8-H 53.6 5.939S5,8704
6-H. 8-D 23.7 5,9392 -0,71C

6-D, 8-H 9.8 5,869€ -0,56C

6-D.8-D 12.9 n.d. n.d.

leotopomèreec5 pop.%Dépt.
lsotope

c7 population% Dépt.
lsotooe

C8a pog.o/o Dépt.
lsotooe

t -H.8-H 157,56 46,5 157,81 49,9 156.9181 47,3

t -H.8-D 157,54 26,3 -23,3157,77 37.4 45,4 156,8741 23,9 44,0

6-D. 8-H 157.52 11.4 -39,€157,77 45,4 156,8955 13,6 -22,6

6-D. 8-D 157,5 15,€ €5,5 157,72 12,7 -93,8 156,8543 15,2 -63,8

Echanqe de H8 plus rapide que H6
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Tableau 23: Données de Rttlil d'Anis5 ' -)-epi-catechine-3-O-gallate, mesurée dans CD3OD à 30'G; à 500
MHz pour rH et à l25,76lfHz pour rrC

et conélations 2D CH ('J)
40 h: masse du lot (< 2 mg) est conélations lonq-ranqe CH

quantité de deutération en C6 et CB compliquent énormément le spectre obtenu

05 "{2',6'); 0,4115 ,193

ddd 0,6'J(6'

J CH. sont détectées les groupes CH 2,3,2',5',6',2",6"
ignaux C6,C8 sont faibles et C5,7,8a montre un dédoublement isotopique due à une deutération > 50% de ces

'outes lès attributions non confirmées par conélations CH sont faites par analogie avec les données de l'epi-

suivants peuvent ète interchangeables: 5,7 et 3',4'
C6 montre seulement 27olo deson intensité due à la deutération: C8 est faible et est tentativement attribué
un doublet isotopomère à 95,96 ppm

Après 28 jours dans CD3OD le spectre 'H montre un singulet avec intégration = 0,3 H pour H6+HB au lieu d'une

C'est consistant avec 25o/o de H6 et 5% de HB restiantes et C8 a été difficile à détecter.

centraldu AB domine à

Dept Déplacements ; pop. Populations; mulL Multiplicité; pos. Positions
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lV-6- Quantification des produits isolés dans I'extrait
méthanof ique d' Ani sop hyl lea dichostyl a

Dans ce paragraphe, nous avons décidé de réaliser le dosage des différents procyanidines et

ellagitannins d'A. diclnstyla. Ce dosage est conduit par CLHP, et concerne les 16 produiæ

détectés, analysés, isolés, purifiés et identifiés dans les écorces des racines d'Anisophyllea

dichostyla R. Br.

Les méthodes de dosage des procyanidines ont fait I'objet de quelques tavatrx qui ont

évolué au cours du temps en fonction de I'avancée technologique. La CLHP a rendu

d'inestimables services au( chercheurs travaillant dans le domaine des substances

naturelles et plusieurs mvaux anciens font part de dosages de I'acide ellagique sous sa

forme aglycone.

L'analyse CLHP de I'acide ellagique ou des procyanidines en phase inverse utilisant

plusieurs systèmes sont bel et bien décrits dans la littérature, nous citons entre autres,

quelques travaur réalisés par Dhingra et al,I988 ; ZhuJ et al, 1992; Viriot, 1994 ;

Shahzad et at, 1996; Versari et al, 1997 ; Daniel et al, l99l; HÊikkinen et al, 1999 ;

Goldberg et al;1999; Adamson et aL.,1999 ; Yoshioka et a1.,2002....etc.

Ces travaux font part également d'utilisations de colonnes de silices greffées, RP-C-18 et

de gradients (ou non) de mélanges éluants (eau, méthanol, acide phosphorique)'

La quantification utilisant une phase inverse et un gradient d'élution à base de I'eau

acidifiée (2%) et du méthanol, des dérivés d'acide ellagique (méthoxylés et sous forme

hétérosides) est rapportée dans ce travail.

Les différents produits isolés d'Anisophyllea sont quantifiés par rapport à leurs

homologues standards d'épicatéchine et d'acide ellagique, dans les mêmes conditions

opératoires d'analyse Par CLFIP.

lV-6-1 - Essais Préliminaires

Les mêmes conditions ont été maintenues pour le dosage,le débit est fixé à I mVmin'

Le volume de I'extrait méthanolique d'A. dichostyla injecté est de 20 pl.

La longueur d'onde Test choisie à278 nm pour le dosage des dérivés de la catéchine et à

250 mais aussi à 278 nmpou le dosage des dérivés d'acide ellagique, en effet, les dérivés

d'acide ellagique présentent une absorption maximale à ces denx longueurs'
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Le même éluant (ZYo d'acide acétique dans de l'eau bidistillée et dégazée) a été choisi pour

la séparation des différents constituants et a été maintenu pour le dosage des deux familles

de composes.

L'appréciation quantitative des 16 composés a été donc rendue possible par méthode

d'étalonnage exteme. Les teneurs des différents produits (procyanidines et dérivés d'acide

éllagique) ont été èstimées par rapport arx produits de Éférence qui sont l'épicatéchine et

I'acide ellagique respectivment.

lV-6-2- Courbes de calibration

Les courbes de calibration sont obtenues par I'analyse (en dupliquât) à partir de

l'épicatéchine et de I'acide ellagique et sont présentees par les figures 65 et 66. Des

réponses linéaires ont été retrouvées entre les aires des pics et les concentrations choisies

en épicatéchine (0-1200 frM) et en acide ellagique (0-1000 pM) repectivement.

Les teneurs en equivalent épicatéchine ou en équivalent acide ellagique par rapport à la

masse sèche d'A. dichostyla sont récapitulées dans le tableau 24.

Ces résultats sont exprimés respectivement en nglml, et sont convertis en 9/120 g et ensuite

en g/kg des écorces des racines sèches d'A. dichostyla.

Flgure 65: Courbe standards de l'épictéchlne obtenue par ÇLHP (analyse en

dupllcat), dans les condltlons décrites cl-dessus

E6

Él
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Ellagic acid

y=25.373x
É = 0.996

0 1æ 2æ 300 400 5æ qro 7m 800 9æ 10m

ÉI

Figure 66: Courbes standards de I'aclde ellagique obtEnue par CLHP (analyse en
duplicat), dans les conditlons décrltes cl-dessus

Tableau 24: Contenu des phénols antioxydants dans I'extrait méthanollque d'l. dichostyla

Composé Aire du pic Epicatechine
pM

acide ellagique
pM

nglml n{1209 mg/kg

Anisl t733 669 t94042 t4 113
Anisz 5087 t964 569587 40
Anisl l 06 l 410 tt8799 8 69
Anisa 2480 9s8 277683 l9 r62
Aniss r0524 4063 l  178363 82 681
Anise 2823 1090 3 r6089 22 184

Anisz 753 29r 843 13 6 49

Aniss 374 62 18793 I l l

Anisç 289 lt2 32359 2 l 9

Anisro 342 5'1 17185 I l0

Anisrr 9627 1602 483753 34 282
Anisrz 3645 606 l 83 160 l3 t0'1
Anisrr 189 31 9491 I 6

fuiisu 1066 t77 53566 4 3 l

Anisrs 392 65 19698 I l l

Anisro 4/,01 732 22tt48 l 5 t29

Anisl-7 et anisç sont calculées à partir de la courbe standard de l'épicatéchine (0-1000 FM); aniss et anisro-re
sont calculées à partir de la courbe standard de I'acide ellagique (0-1000 pM). Les courbes standards sont
obtenues sous les mêmes conditions CLHP que pour I'extrait méthanolique.

y = 6.0112x
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lV-7- Hémi€Ynthèse

Dans ce paragraphe, la synthèse des analogues mono-, di-, tri et tetraméthoxylés en ayant

conrme précurseur I'acide éllagique a été faite. En effet I'importance des méthoxylations

en position ortho, metha ou para est susceptible de diminuer le potentiel redox des

polyphénols plus specifiquement et rend ainsi leur pouvoir antioxydant plus fort. Nous

avons essayé de fairc la synthèse aussi des dérivés à ponts méthylène dioxy, mais cette

demière n'a pas donné des résultats concluants'

La figure 62 suivante monte la réaction de I'acide ellagique en présence du diazométhane'

20 ml (2 mg/ml d'une solution méthanolique d'acide éllagique) a été preparée' I ml de

cette solution est transvasée dans 10 tubes à essais contenant chacun, respectivement : 0,

10,25,50, 100,250,500, 1000,2000,3000 et 9000 pL de diazométhane, la solution est

gardée à température ambiante pendant th'

CH2N2

th ,25 'C

Flgure 67: Synthèse des dérivés méthyl etlrerc à partlr de I'aclde ellaglque

Les résurtats de ra synthèse des dérivés méthyl ethers à partir de l'acide ellagique sont

récapitulés dans le tableau 25, les différentes quantifications ont été réalisées par CLHP en

utilisant la méthode montpr.l (Le chromatograrnme obtenu est présenté sur la figrfe 68).

Le chromatogramme obtenu fait état de présence d'un mélange des dérivés mono-' di-' tri-

et teta O-methylether de I'acide etlagique. Cette synthèse a été effectuée dans différentes

conditions qui sont aussi récapitulées dans le tableau 25. Nous pouvorg conclue que les 4

dérivés sont synthétisés avec un rendement satisfaisant en faisant agir 500 pl de

diazométhane dans les conditions utilisées'

Rr R2 R3 Rn

A OH )H OH OH

B )CHs CH )H 3H

c .)Ct{" OH .)eH, CH

D ccH:ocH33CH. OH

ôcH. ocHsf,cH3

106



mAU .i

l
r75o .:

.i

1500 j

I
1250 i

1000 j

i
t

t30:
I)

!100 -:
a

aliJ:
1

0 j +

(l,u

1+

;i
l o
t\ ,\

5 1 0 1 5 2 ( 1 2 5 3 0 3 5

Figure 6t:
ellaglque

Chromatogramme obtenu résultant de la synthèse de dérlvés methoxylés d'acide

présence de dlazométfraneTableau 25: Méthylaûon de l'acide en

Diazomethane
(llL)

Acide
ellagique

(o/o)

Monomethoxy
(%)

Dimethoxy
(w

Trimethoxy
(o/o)

Tetramethoxy
(%)

0 100 0 0 0 0
t0 100 0 0 0 0
25 97 2 I 0 0
50 94 J J 0 0
r00 88 7 4 Eace 0
250 63 20 l 6 I 0
500 4 l 29 27 2 trace

1000 0 0 3 76 l 9

2000 0 0 0 73 24
3000 0 0 0 7 l 26
9000 0 0 0 53 29
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lV-8- Gonclusion i !

Dans ce chapitre, la caractérisation de 26 produits respectivement dérivés de la catéchine et

de I'acide ellagique a été faite. En plus de la catéchine, épicatéchine, épicatéchine gallate,

épicatéchine dimers et trimers, des ellagitannins ont été identifiées. La RMN

bidimentionnelle nous a permis d'approfondir quelques éléments importants sur les

structures des monométhyl ethers, diméthylether, pontés méthylès et leurs glycosylations

(rhamnoside, xylopyranoside et glucopyranoside) ainsi que pour les procyanidines

monomériques.

t'étude bibliographique sur Anisophyllea montre I'importance de cette espèce,

I'observation motivée et effecfuée au cours des divers essais au cours de ce travail, mettent

en évidence la participation des polyphénols mais soulignent aussi I'importance d'autres

structures triterpéniques identifiées et plus particulièrement la présence de I'acide

bryonolique dans cette espèce. Vraisemblablement, la concentration des polyphénols est

importante darrs Anisophyllea dichostyla et les produits isolés sont de grandes importances

pharmocologiques.

Les expériences effectuées au cours des divers essais de purification et d'identification ont

permis de mettre en évidence les composés majoritaires qui ont été purifiés et identifiés par

CLHP-W-DAD, LC/I4S, puis caractérisés par RMN moderne. Le préfractionnement

d'Anisophyllea a permis d'éliminer les extraits hexaniques et dichlorométhaniques dont les

viscosités et les solubilités rendraient difficile la purification de tous les produits

polyphénoliques qui nous intéressent, néanmoins, nous avons pu purifier et obtenir la

stabilité de nos produits. A notre connaissance, c'est la première contribution

phytochimique qu'une plante du genre Anisophyllea est étudiée.
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GHAPITRE V. INVESTIGATION PHYSICO.CHIMIQUE ET
PHYTOCHIMIQUE D'A RGANIA SPTwOSA (Skeets.) (L.)

V-1 - Caractéristiques physico-chimiques de I'huile d'argan
Le premier intérêt dans ce chapitre entrepris est d'identifier les pol-vphénols de I'huile

d'argan ou autres composés de I'insaponifiable de I'huile d'argan en utilisant

principalement des outils modernes de la chromatographie à haute résolution et de la

résonance magnétique nucléaire.

Nous avons étudié 3 formes d'huile d'argan dont nous avons déterminé les caractères

physico-chimiques et organoléptiques. En effet les indices physico-chimiques

représentent tur important indicateur analytique des corps gras et dont certains de ces

critères offrent encore un intérêt, de nos jours, pour le contrôle de qualité. Ainsi nous

avons déterminé I'indice de réfraction, I'indice d'iode et I'indice des peroxydes pour ces

trois formes.

Le spectre UV enregisEé dans I'isooctane à l% m/v, montre I'absence de pigments

puisque les densités optiques enregistrees à 430; 460; 550; 630 et 670 sont

respectivement de 0,105; 0,102; 0,088; 0,085 et 0,085 (figure 69). Cette absence de

pigment diminue I'oxydation photosensibilisée de I'huile d'argan.

Les résultats de l'étude préliminaire des contrôles physico-chimiques des 3 formes de

I'huile d'ægan confirment le caractère insaturé des acides gras de I'huile. Ces 3 formes

de I'huile d'argan ont aussi été caractérisées par leurs teneurs en insaponifiables. Les

résultats obtenus sont répertoriés dans le Tableau 26 et confortent les données de la

littérature (Farines et al., 1984a).

Les indices d'iodes sont calculés non pas par dosage volumétrique classique mais en utilisant la formule
lt=90to/od'acide oleique + lSlrTod'acide linoléique/l00, les pourcentages des acides gras dans I'huile
sont déterminés ultérieurement.

Tabfeau 262 Caraûérlsûquee de quallté des bols sortæ d'hullec d'argan

Indice de Éfraction (20 "C)
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Figure d9: Spectre enregistré en UV (170 dans l'isooctane) de I'huile d'argan (forme allmentaire).

V-2- Détermination de la composition chimique de I'

insaponifiable

La fraction insaponifiable d'un corps gras correspond à I'ensemble de ses constituants

qui, après hydrolyse basique (saponification), sont très peu solubles dans I'eau et

solubles dans les graisses. Généralement l'insaponifiable des huiles contient des

molécules de hauts poids moléculaires non volatiles et qui possèdent une solubilité

faible dans les solvants aqueux, ainsi son analyse par chromatographie en phase gazeuse

nécessite une température assez élevée jusqu'à 300 oC, en plus de sa dérivation. Ces

composés sont constitués majoritairement d'alcools aliphatiques, phytostérols,

triterpenes et tocophérols en plus de pigments tetraterpéniques.

La méthode d'extraction de I'insaponifiable de I'huile d'argan est représentée sur le

schéma 3.

Avec cette méthode une fraction relativement plus enrichie en insaponifiable (réaction

totale) a été obtenue pour la variété commerciale et alimentaire. Après saponification de

I'huile, I'insaponifiable est extrait à I'aide de I'hexane, pds évaporé sous vide jusqu'à

l,obtention d'trn résidu sec. On récupère 0,97 o/o de I'insaponifiable de I'huile

esthétique, l,IYo dela variété comrnerciale et 1,02 % pour la variété alimentaire'

Sur le schéma 3 sont présentées les différentes étapes nécessaires à I'obtention de I'

insaponifiable dont la composition chimique et le rendement en composés stéroliques et

en squalène sont aussi oPtimales.
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400 ffg d'huile

KOûi(1æ/o)
dtrF [lteOH (5m)
sonication
æihtion à 30'C, 24fl

Solution obt$ue

Extraction liquideliquide (3 fois)
10 nt l-t2o
20 nt l'lexare
1 rd EIOH
4itation

phæe phase aqrcuse

50 pl de sddion CH2C|2

Séfur so..ts vapeur d'azde
+ RSTFA
à 37 15 nin

GCYNÆ

Schérna 3: Obten0on de t'lnsaponif,abole enrichl de squabne et de stérols de I'hulle d'argan

esthéûque

I N/bSO4
I evaponation du solvant

I t*nt" de résidu €vec 10 n{ CFhAz
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Cette composition chimique de I'insaponifiable a été déjà étudiée par Farines et al.,

1981 ; 1984b, cependant, note investigation a été orientée principalement vers :

l- La quantification des stérols que nous avons réalisée par GC/MS.

2- L'identification des hydrocarbures principalement le squalène ainsi que sa

quantification car cet hydrocarbure non encore identifié dans I'huile, peut en

I'occurrence contribuer à la stabilité de I'huile et à son pouvoir antioxydant.

Au cours de cette étude, nous avons étudié les 3 formes de I'huile d'argan, la variété de

I'huile d'olive et celle de I'huile de toumesol.

V-2-1- Stérols de I'huile d'argan

Un stérol consiste en un système cyclopentano-perhydrophénanthrénique contenant une

fonction alcool secondaire en position 3, estérifié par un acide gras généralement, une

double liaison en position 5 ou 7 (ou 5 et 7), la chaîne latérale a une structtre spécifique

en position 17.

Le contenu des stérols dans I'insaponifiable des trois formes de I'huile d'argan étudiées

(tableau 27) (figure 70) ainsi que pour I'huile d'olive et I'huile de tournesol a été

déterminé par GC/MS. Les stérols majoritaires identifiés et quantifiés par étalonnage

interne en utilisant un standard interne 8-pandrostan-3,17-dione, sont le schotténol (48

%) et le spinastérol (40 %) alors que psitostérol est le composé majoritaire à la fois

dans I'huile d'olive et dans I'huile de tournesol.

Des quantiæs mineures de methylstérols et de dimethylstérols (triterpènes) ont été aussi

détectées. Nos résultats conoborent les données de la littérature (Farines et a1.,1981,

Boukhobza eta1.,1988 et Charrouf et a1.,1999).

Les stérols de I'huile d'argan qui sont le spinastérol et le schonénol sont très rares dans

les huiles végétales et sont caractéristiques de cette huile et peuvent en I'occurrence

permettre la détection d'adultération de cette huile comme par exemple le cas du Âz-

stigmastérol, abondant et indicateur d'adultération dans les huiles de tournesol et de

carthame.
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Tableau 27: Conbnu.en stércls dans les hulles éttdléeo

Stérols Tvoe d'huile
Argan

alimentaire
Argan

esthétioue
Argan

commerciale
Olive Toumesol

Schotténol 142 !  l l 137 !.7 163 r  l l Nd Nd

Spinastérol l t 5 r7 l00r l l 5 l r 9 Nd Nd

E8-22 9r  I l l  +0 15r l Nd Nd

&sitosterol Nd Nd Nd t56  t3 312 r  l 8
Campestérol Nd Nd Nd t2 ! l 5 l I J

Stigmastérol Nd Nd Nd Nd 37  ! 2

autres 29 x l ) A + ) 28r.2 l 5 l  +  l 0 + 77  ! 2

Total 295 *-20 272 + l0 357 t23 319  r  14 477 t23

o
o
tr
r!
E
g
f
o
{

a

a

* sonr les dimethylstérols 24-methylenecycloarténol(47 t 3 mg/100g) et cycloeucalénol (104 t 7
mdl00)
Données exprimées en mg/100 g (analyse en dupliquât par GC/MS)
Nd : Non déterminée

10.00 15.80 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 4t.uu âu.uu ci.uu bu.uu

Time (minutes)
Flgure 70: Prolll des stérols et de squalàne de !a varlété esthétlque Cd fnulU d'argan débrminé
à partlr de l'lnsaponlflable par GC/ilS

l. 5-pandrostan-3,17-dione (standard interne), 2. Squalène,
3. Stigrnasta- ù8,22-diene-3' Pol, 4. Spinastérol, 5. Schotténol

30.00 35.00 40.00

Time (minutes)
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V-2-2- Squalène

Quoique communément très connu comme hydrocarbure triterpénique et existant dans

les huiles, I'identification et la quantification du squalène n'ont pas été encore

rapporrées pour I'huile d'argan. Du profil GCÀ{S de la fignre précédente (figwe 70), le

dosage du squalène dans I'insaponifiable de I'huile d'argan a été déterrniné aussi par

étalonnage interne. Le tableau 28 présente les différentes concentations en squalène

dans I'huile d'argan comparée aux taux retrouvés dans I'huile d'olive et ceux de I'huile

de tournesol qui sont analysées dans les mêmes conditions par GC/lvIS en plus de la

GC/FID. En GCÆID, nousiavons eu recours à I'utilisation d'une colonne remplie OV-1,

et les résultats pour cette étude sont aussi satisfaisants en utilisant ce détecteur à

ionisation de flamme, mais l'inconvénient de cette méthode réside dans I'usure de ces

colonnes lors de la séparation de la matière gftNSe en général. Le changement de

colonne est nécessaire après une moyenne de 10 injections (Owen, et a1.,2000a).

Le dosage par GC/FID a été effectué (figure 7l) dans I'huile entière, en effet, I'huile des

trois variétés a été diluée dans de I'ether et a été analysée par GLC en utilisant 5p

androstan-3,17-dione, comme étalon interne selon le procédé d'Owen, et a|.2000a qui

est aussi décrit dans Matériel et Méthode. Sur la figure 71,le choix de cet étalon est

compatible avec notre analYse.

D'après nos résultats (Tableau 28), I'huile d'argan contient une quantité appréciable en

squalène qui est en moyenne égale à 313 t 4 mgkg. La variété esthétique est

légerement plus riche (32t ! 6 mg/100g) que les deux autres variétés, les différences

sont statistiquement non significatives. Le contenu en squalène dans I'huile d'argan est

comparable à celle de I'huile d'olive et est nettement supérieur à I'huile de toumesol.

Tableau 2t: Le contenu en squalène dans les hulhs étudlées

Catculée en uûltsant SÊanOrostan-3,ù-dlone (GC-ilS, 50 pg/ml; GC, I mg/ml) comme étalon

Inteme. Goeûclent de réponse pour TIC ' 0,E3; réponse pour FID ' 1, Nd - non déterminée'

Type d'huile Méthode
GC-MS GC.FID

Argan (alimentaire) 314 i  I 319r3

Arsan (esthétique) 32t t6 3 l l  ! 2

Argan (commerciale) 303r4 275 ! l

Olive 399r0 Nd

Tournesol 6r0 Nd
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Figure 7l: Chromatogfiamme mettant en évidence le squalène dans I'huile esthéSque obtenue
par GLC. I g de l'hulle esthétlque dans 5 ml du dichlorométhane, colonne OV-l

l.S : Internal standard=$pandrostan-3,17-ong detecteur FID, fac'teur de correction=l

V-3- Détermination de la composition chimique des acides
gras, monoacylglycerols et des tocophérols

V-3-1- Acides gras et Monoacylglycerols

Nous avons étudié le profil des acides gras dans les 3 formes de I'huile d'argan, de

I'huile d'olive et de I'huile de tournesol après saponification incomplète des huiles.

Le protocole d'obtention de cette fraction est le même que celui représenté par le

schéma 3 p. i1l, sauf, I'utilisation de la potasse méthanoliqne a été remplacée par une

solution de potasse (10%) dans I'eau bidistillée. L'utilisation de la potasse à l0% dans

I'eau bidistillée est souhaitable dans ce cas pour éviter la dégradation des tocophérols en

milieu basique fon. L'analyse des tocophérols (produits faisant I'objet de controverses

dans la littérature) a été faite à la fois par GC/IvIS en mode SM et par CLHP analytique

en phase inverse ultérieurement.

Les mêmes conditions d'analyse de cet insaponifiable par GC/}{S sont maintenues et

sont décrites dans le chapitre Matériels et Méthodes.
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La silylation par le Bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacétamide ou BSTFA est appropriée

pour I'estérification des acides gras et la trans-esterification des triglycérides. Les

siloxannes formés fixent I'eau et diminuent la polarité et la viscosité du milieu et

rendent par conséquent la réaction de dérivatisation totale. Le screening analytique de la

fraction insaponifiable des huiles étudiées est représente sur la figure 72. Dans I'ordre

d'élution decroissant" on identifie, les acides gras, les mooacylglycérols, le squalène et

ensuite les tocopherols selon leurs masses respectives. Les stérols dans ce cas n'ont pas

été détectés

Utitisant les conditions d'analyse, le profil représenté sur la figure 72 ala particularité

de pouvoir caractériser sans co-élution les différents acides gras, les monoacylglycérols,

le squalène et les differents isomères des tocophérols dans I'huile d'argan. Les

pourcentages des différents acides gras identifiés et leurs homologues

monoacylglycérols, pondérés à 100, sont récapitulés dans le tableau 29.

L'examen de ces résultats appelle divers commentaires tant de point de vue qualitatif

que quantitatif. t'étude par GC/MS révèle quatre acides gras majoritaires dans les

huiles de I'Arganier. La mesure des temps de rétentiorL I'observation des ions

moléculaires (pics de base) caractéristiques ainsi que l'étude des spectres des masses et

leurs comparaisons avec les fragmentations de la bibliothèque spectrale permettent cette

identifrcation.

Une mise en parallèle de nos résultats avec celles de la littérature (Farines et al', 1984a;

Charrouf et al., 1999) révèle une convergence notable, en effet les trois formes de

I'huile: esthétique, alimentaire et commerciale mettent en évidence la présence de

I'acide oléique, linoléique, palmitique et stéarique. L'acide linolénique rapporté à l'état

de traces n'a pas été détecté dans ce travail. En revanche, nous avons pu identifier non

seulement les acides gras majoritaires dans I'huile mais en plus, les monoacylglycérols

de ces différents acides gras présents dans I'huile, la méthode nous a aussi paru

intéressante puisque ces résultats sont associés à la détection des différents isomères du

tocophérôl qui ont été aussi mis en évidence, on assiste également à h detection du

squalène simultanément. Par cette analyse la mise en évidence du squalène et des

tocophérols en plus des acides gras des huiles a nécessité une réaction de saponification

incomplète en milieu basique faible.

L'étude comparée par rapport à I'huile d'olive (13,5 yo), montre que I'huile d'argan

contient plus d'acide linoléique que I'huile d'olive mais en contient moins que I'huile
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de tournesol. Ce qui la classe aussi parmi les huiles semi-siccatives avec un indice

d'iode qui dépasse 100 par la présence d'acides gras polyinsaturés.

Poru les trois formes de I'huile, on ne note pas de différences significatives dans la

composition en acides gras majoritaires identifiés, ainsi analysés, les pourcentages sont

les suivants : I'acide palmitique 16,4, 16,5 et 15,6 Yo, acide stéarique 4,2,3,7 et 8,5 %o,

acide oléiqne 43,1, 45,0 et 4L,2 Ys et acide linoléique 36,4, 35,0 et 37,9 %

respectivement pour la forme alimentaire, esthétique et commerciale.

Les teneurs des monoacylglycerols majoritaires détectés dans I'huile d'argan sont

récapitulés aussi sur le tableau 29 et montre aussi la prédominance de dérivés oleioyle et

linoleioyle respectivementT9,6; 82,1 et 78,2Vo pour la variété alimentaire, esthétique

et commerciale.

D'après nos résultats, nous constatons que les acides gras de I'huile d'argan sont à 80 %

des acides gras insaflués, de plus selon nos résultats, les rapports : acides gras insaturés

majoritaires et acide gras saturés majoritaire (AGI / AGS) sont de 3,85 ; 3,96 et 3,28

pour la variété alimentaire, esthétique et commerciale respectivement. L'analyse des

acides gras de I'huile d'olive italienne, extravierge (obtenue de "Zut", Gritnstadt,

Allemagne) et celle de I'huile de toumesol (provenant du marché local d'Heidelberg,

Allemagne) par GC/MS, permet de situer I'huile d'argan en terme des acides gras qui le

composent par rapport à ces deux huiles, et les résultats sont présentés par

I'histogramme de la figure 73.

ableau 29: Composltlon des lipides dans I'huile Argan (acide gras et rggf(,ts

Acides gras composition (%) dans I'huile d'argan

Alimentaire Esthétique Commerciale

acide Palmitique 16,4 16,5 15,6

acide Stéarique 4,2 ) t l 8,5

acide Oléique 43,1 45,0 41,2

acide Linoléique 36,4 35,0 37,9

Monoacylglycerols

palmitoyl 15,9 14,0 18,0

stéaroyl 4,5 3,4 3,9

oléioyle et linoléioyle 79,6 82,6 78,2
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Figure 72; proffl GC/MS des acldas gras de I'huilc d'argan esthéffque et de ses monoacyl

gljcérols l.acide palmitlqm,2. Acide tlnoléique,3. Aclde oléique,4' Aclde stéarique' 5'

ùônoacylglycerol d'acide palmitlque, 6. Monoacylglycérol d'acide llnoléique' 7 '

Monoacylglycérol d'aclde oléique, E. Monoacylglyc{rol d'acide stéarlque, 9. Squalàne' 10. F

tocophérol, I l. ltocophérol, 12. 6tocophérol.

Flgure 73: Comparalson de la composlflon en acldei. gras de l'hulle d'ollve, toumesol et I'huile

d'argan I (allmentalre), argan 2 (esthétlque) et argan 3 (commerclale).

Time (minutes)

Comparaison des chaines d'acides gras des huiles
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V-3-2- Les tocophérols

La vitamine E se réÊre à la famille de huit lipides, composes antioxydants largement

distribués dans les plantes. Dans les huiles, les taux de ces formes varient avec le type

de I'huile. La presence de 3 formes æ, yet &tocophérols dans les ftois formes de I'huile

d'argan étudiées est confirrnée par GC/ÏVIS (en mode Scan d'Ions Sélectionnés) ou SI.

Les chromatograrnmes obtenus de chaque forme ainsi que ler.rs spectres de masses

respectifs sont indiqués sur les figures 74.

ion 502 (47.42 min)

Flgurc 74: Sl en mode Scan dec dlfrÉrents tocophérols détrrmlnés par GC/ilS dans l'lnsaponifiable de I'huile

d,argan esthéûque. (a) ion sétecdoné (mlz a7al Cu âTocophérol, (b) son specÛe de masse; (c) ion sélectionnér

(miz zlst) du '-TocopitO-t "t 
(d) son specÛe de masse; ion sélecdonné (m/z 502) de l'ætocophérol et (f) son

spectre de masge .

o
C)
c
o
E
C
I

ll

oo
o
E

tt

ion 474 (42.47 minl

ion 488 (44.27 min)

3æ 3lt0

Time (minutes)
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L'examen par spectroscopie de masse (figure 74) indique des fragmentations similaires

ainsi que les mêmes ions moleculaires majoritaires et qui sont en accord par rapport aux

données de base. Par exemple, le spectre de la forme æ (figure 74) indique un ion

moléculaire à 502 um4 correspondant à la masse de l'æ-tocophérol trimethylsilylé (100

oÂ),le fragment à m/z: 237 correspond à une élimination de la chaîne propyl, celui à

mlz:73 uma conespond à la chaîne isopropyl.

Par CLHP-UV des huiles entières (figure 75) en phase inverse, les pics aux mêmes

temps de rétention que les formes standards ont été identifiés'

Les résultats quantitatifs des tocophérols, obtenus par CLHP, sont présentés sur le

tableau 30. La quantification des tocophérols a été effectuée par étalonnage exteme. Les

courbes de calibration par CLHP (aire du pic et volume d'injection) ont été préparées

(cinq points en double) pour chaque forme des tocophérols dans du méthanol, et les

valenrs des coeffrcients de corrélations sont retrouvées supérieures à 0,99 (figure 76).

Les concentrations retrouvées varient toutefois dans les ftois variétés d'huiles étudiées

et au sein même des 3 formes de I'huile d'argan. Les différentes concentrations relevées

et converties par rapport à la masse d'un kilograrrme de I'huile sont les suivantes: 629

È 28 mg/kg pour la variété esthétique, 636 t l8 mg/kg pour la variété alimentaire et 660

+ Zmglklpour la variété commerciale (tableau 30). ot, let ôtocophérols ont été ainsi

identifiés et quantifiés. La méthode CLHP utilisée a été conduite par rapport à nos

conditions propres expérimentales et en ne nous inspirant pas des conditions de la

littérature. Comme on peut le constater snr le chromatogramme CLHP (figure 75), les 3

tocophérols e Tet ôpeuvent être séparés en un temps moins de 8 min, la forme la

moins polaire étant la moins retenue. Dans noEe expérience les pics ont été fiès bien

résolus. Les résultats indiquent aussi une stabilité des tocophérols durant I'analyse. En

phase polaire, les différentes formes de tocophérol s'éluent dans I'ordre æ, F, y et 6,

mais dans note cas en utilisant une colonne RP C-18, I'ordre d'élution est inversé. L'æ-

tocophérol est élué en dernier du fait de I'interaction minime de cet analyte qui diminue

fortement à cause du gène stérique causé par les deux méthyles dans cette forme.

D'après la littéranrre, l'élution est d'autant plus effrcace quand on est en présence d'un

gradient de concentration dans le cas de la chromatographie liquide ou de température si

nous optons pour la chromatographie en phase gazetse, mais dans notre cas, un mode

isocratique avec du MeOH coûrme phase mobile en CLHP a été suffrsant.
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'ableau 
30: Conienu des tocophérols dans les hulles éfrrdlées en

Type d'huile Tocooherols
T d 6 Total

Argan (alimentaire) 480r7 35t1 122 tl0 636 r 18
Argan (esthétique) 465 +21 4+3 120t5 629 !28

Argan (commercial) 504r4 46 ! .2 l l l t4 660 +2
Olive 26! 1 l90r l 42t2 257+3

Tournesol 39 532!6 0 572+6

Dans I'huile d'argan, la concenhation du ptocophérol varie de 465 t 21, pour la variété

esthétique à 504 + 4 pour la variété commerciale, les concenûations en æ-tocophérol ne

sont que de 35 + | ù 46 !2 etenfin le ôtocophérol varie de I 1 I ! 4 à l22t 10 (mg/kg).

Dans ce tavail, les données montent que c'est la forme ptocophérol qui est la forme

majoritaire dans I'insaponifiable de I'huile et représente plus de 75 o/o du mélange des

tocophérols. Ce résultat est clairement démontré par CLHP et est jugé et confirmé par

GC/MS en mode SI.

Nous notons parmi nos résultats que les études effectuées dans ce tavail sur I'huile

d'olive et I'huile de tournesol sont en parfait accord avec la littérature et montrent la

prédominance de I'a-tocophérol dans ces deux huiles. Ce qui conforte nos résultats par

rapport à I'huile d'argan et la reproductibilité de nos deux méthodes en I'occurrence la

CLHP et la GC/lvIS.

La méthode CLHP se voit nès sensible et intéressante en utilisant une colonne en phase

inverse. D'après la littérature, I'utilisation d'une phase fixe apolaire ne permet

malheureusement pas la différentiation ente les isomères B et 7 (Kamel-eldine et al.,

2000), mais sous réserve d'une interesterification au préalable, ces isomères sont

séparables en utilisant des colonnes Octadecylsiloxannes. Dans ce travail I'isomère 7 a

été confirmé par GC/IvIS en mode SIS, et ce résultat n'exclut pas du tout au moins la

discordance trouvée par rapport aux données relatées par Boukhobza et a/, 1988, qui

suggère la prédominance de I'a-tocophérol dans I'insaponifiable de I'huile d'argan. De

plus, dans les huiles végétales, les rapports entre la forme F et f sont généralemnt très

faibles.

En GC/IMS, I'utilisation de la technique d'ionisation en mode d'acquisition: la

détection d'ions sélectionnés ou SI (Selected Ions en mode Scan) ou encore ions extraits

du mélange a été adoptée. Le but de cette analyse a été de détecter les tocophérols dont

les caractéristiques et les traces spectrales sont connues.
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V4- Méthode d'étude de I'altération thermooxydative
de l'huile d'argan

Les méthodes de déterrrination de I'altération tbermooxydative sont nombreuses et

variées. Le processus d'autoxydation d'une huile est affecté par sa composition en

acides gras, leurs degrés d'insaturation, la présence et I'activité des pro- et antioxydants,

la pression partielle de I'oxygène, la surface exposee à I'oxygène et aussi les conditions

de stockage de cette dernière. Nous présentons dans ce paragraphe les méthodes plus

spécifiquement adaptées au contrôle de I'oxydation qui se développe à ternpérature de

37 "C et à 63,5 oC et enfin d'apprecier larésistance des acides gras de l'huile d'argan

comparee à celle de I'huile de tournesol.

Après avoir caractérisé essentiellement les trois formes de I'huile d'argan et étudié leurs

compositions chimiques, nous avons tenté l'étude de leurs évolutions oxydatives tout au

long du chauffage, afin de pouvoir estimer leurs stabilités. Bien entendu, plusieurs

méthodes permettent de connaître les caractéristiques physico-chimiques d'une huile à

un moment donné, nous nous sommes posé la question de rechercher la durée de

conservation de I'huile et donc sa résistance à I'oxydation. Théoriquement cette dernière

ne peut être mesurée que par un essai réel de conservation dans des conditions proches

des conditions naturelles. Cependant et en raison de la durée, ces essais pratiques de

vieillissement dans des conditions normales sont peu utilisés et nous avons eu recours à

des essais accélérés d'oxydation, qui donnent des réponses plus rapides.

La figrrre 77 montre les différents réarrangements les plus probables dans I'auto-

xydation des corps gras et plus particulièrement les huiles végétales type linoléique

soumises à un stress thermique.

L'huile d'argan est une huile polyinsaturée due à sa teneur en acide linoléique, qui fait

partie des acides gras polyinsaturés, I'autoxydation de cette huile sous I'effet de la

chaleur, lumière ou ions métalliques génère des produits hydroperoxides (rancissement),

ces hydroperoxides peuvent êfie suivis par iodométrie par le calcul des valeurs des

peroxydes (Vp). On peut également suiwe le rancissement en calculant le taux de diènes

hydroperoxydes (DC). Par ailletrs la détérioration de I'huile génère des produits du

deuxième stade d'oxydation tels que les aldéhydes, cétones, alcools, alcanes,

alcènes...etc. La mesure de ces produiæ se fait généralement à I'aide des test TBArs, de

p-anisidine, de Krebs....etc.
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Dans ce tavail, nous avons fait appel à des chauff[ages, sans lumière, de I'huile d'argan

(formes alimentaire et esthétique) en plus de I'huile de toumesol à 37 oC et à 63,5 oC.

C'est un test connu sous le nom du test de l'étuve, ainsi, tout au long du chauffage, nous

avons déterminé pour ce test de stabilité oxydative à 37"C et à 63,5 oC, les valews des

hydroperoxides et les valeurs de p-anisidine (p-Av). Les diènes conjugués (CD) sont

estimés selon le protocole de Chan and Levett, 1977 inUlrich et a1.,2000.

Les protocoles des dosages des hydroperoxydes, des diènes conjugués et des produits

secondaires sont detaillés dans Matériels et Méthodes.

V4-1- Test de l'étuve à 37 'C

Quelle que soit la forme de stockage, les paramètres les plus influençants sont la

lumière, I'air, les traces de métaux et la température comme nous I'avons déjà

susmentionné.

Nous avons tenté d'étudier ce dernier paramètre en fonction des caractères

organoleptiques ainsi que les changements physiques qui en découlent.

La température de 37 'C pendant une période de 30 à 35 jours affecte légèrement I'huile

d'argan durant le stockage, nous n'avons pas noté de période d'induction avant l6jours,

à cette température, pour la variété esthétique et non plus avant l8 jours pour la variété

alimentaire, les différences étant statistiquement significatives G<0,05) (figure 77).

On entend par période d'induction une valeur en hydroperoxydes supérieure à 20 meq

Ozl kg d'huile (Economou, l99l).

La figure 78, illustre l'évolution à des intervalles de temps réguliers de 5 jours, des

valeurs des peroxydes, on note I'absence de rancissement (détérioration de I'odeur). Les

valeurs des peroxydes ou Vp sont inférietrs à 70 meq/Kg. Nous avons constaté que sur

un cycle de 35 jours, le taux des hydroperoxydes devient à peu prés constant à partir du

20èt' jour, et renseigne sur le début de leur décomposition en produits secondaires

(degxième stade de I'oxydation) pendant que la peroxydation de I'huile se poursuit donc

progressivement.
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V4-2- Test de l'étuve à 63'5oC

A cette température, les phénomènes d'oxydation se voient amplifiés par rapport à la

températwe de 37 oC. Les valeurs de p-anisidine ou VpA ont été déterminées en faisant

agir en milieu acide acétique, la p-anisidine sr.r les aldéhydes formés, I'adduit formé est

suivi par spectrophotométrie à 350 nm et indique par conséquent l'évolution des

produits secondaire du deuxième stage d'oxydation de I'huile (figure 79).

Les valeurs de diènes conjugués ou CD (figure 80) représentent aussi un indicateur plus

rapide et plus simple que la détermination des Vp et pAv. L'oxydation des huiles est

accompagnée par une augmentation d'absorbance en UV. L'examen

spectrophotométrique UV nous a fourni des informations utiles sur la quatité de I'huile

d'argan, sur son état de conservation et sur certaines modifications dues au processus de

dégradation, les absorptions mesurées, aux longuer.rs d'ondes prévues sont dues à la

présence de systèmes diéniques et triéniques formés. L'oxydation de l'huile d'argan

sous la condition de ce test à 63,5 oC, exprimée en valeur des peroxydes à différents

intervalles de ûemps est représentée dans la figure 81.

Sur la base de ces courbes obtenues [pAv] (figrue 79), [CD] (figure 80) et [Pv] (figure

81), en fonction du temps, I'huile d'argan semble être plus résistant par rapport à I'huile

de toumesol qui est étudiée aussi par nos soins dans les mêmes conditions, en effet les

valeurs des hydroperoxydes pendant toute la cinétique d'oxydation de I'huile d'argan

sont inférieures à 150 meq OzlKgà la température de 63,5 oC'

La tbrmation des produits secondaires ne commence qu'à partir du 5 è" jou, et suit une

cinétique semblable à celle des hydroperoxydes, la valeur de p-anisidine atteint une

valeur muimale de 8,7 au24è^' jour, une légère chute de I'absorbance peut être du au

fait que les produits d'oxydation formés se volatilisent.

Il convient toutefois de souligner que I'on a mesuré des valeurs d'hydroperoxydes

relativement fortes au début du traitement (figrre 81) et ceci pour les deux formes

esthétique et alimentaire, ceci peut être attribué au fait que les huiles ont été conservées

à peu prés 4 mois au frais (4 oC) avant manipulation, ce qui suppose qu'il ait pu y avoir

initiation à la dégradation pendant le stockage, mais la valeur mæcimale des

hydroperoxydes ne dépasse pas 150 meq d'Oz/kg, donc nous tentons attibuer cette

stabilité à la présence d'antioxydants, tels que les vitamines, squalène déjà identifiés

mais aussi des polyPhénols.
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Cinétique des Valeurs de p-anisidine

s
À10

i + argan alimentaire i
,-+argan esthetique

tournesol

I

0:
10 20 30

Durée en jours

Figure 79: Cinétique des valeurs de p-anisidine à 63,5'C
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La stabilité de I'huile d'argan ne saurait toutefois signifier une absence de dégradation

de I'huile due au chauffage, en effet tous les indices étudiés (Pv, p-Av, DC) évoluent

proportionnellement avec la durée du stockage. Une remarque importante par rapport à

l,huile de tournesol est que pendant nos dosages, les valeurs trouvées se tassent toujours

vers une valew constante que ce soit par rapport au CD, pAv ou Pv. Nous concluons

qu'au cours de I'activation oxydative due au ftaitement thermique' on assiste à une

stabilité d'hydroperoxydes de nafire oléiques et linoléiques dans I'huile d'argan'

L'observation de I'indice de p-anisidine des deur formes d'huile esthétique et

alimentaire, au cours du chauffage et en la comparant par rapport à I'huile de tournesol

(figure 79), permet de relever une stabilité marquée pendant le deuxième stage

d'oxydation de I'huile d'argan, car les valeus de p-anisidine ne sont pas très fortes. Le

maximum est au-dessous de 9, au cows du haitement thermique utilisé pour les deux

formes de l,huile. La chute légère de cet indice au 20è*' jour, explique l'évaporation des

produits de dégradation, et peut être aussi due à la polymérisation des acides gras qui

prend place à partir du 20èt' jour. Enfin' nous avons remarqué que par rapport aux trois

indices suivis, les tendances pour les deux formes esthétique et alimentaire étudiées à

63,5 oC sont similaires, sous des différences statistiquement non significatives.

Les tests que nous avons utilisés ne sont pas d'un emplois courant, et ne sont pas encore

normalisés, en revanche des tests dit de Rancimat, sont parmi les tests figurants dans les

cahiers de charges des sociétés mais demandent un matériel adéquat qui nous a empêché

de les réaliser.

Il est aussi délicat d'extrapoler nos résultats par rapport à la stabilité oxydative de

I'huile d'argan dans les conditions normales ou naturelles, en effet les voies de

formations des hydroperoxydes ne seraient pas les mêmes et donc les produits

secondaires qui en résultent sont différents et n'ont pas forcément les mêmes impacts

sur les qualités organoleptiques des matières grasses, en revanche, nos tests sont tout à

fait adaptés à la détermination de I'efficacité comparée des antioxydants qui peuvent se

trouver dans I'huile. De plus, il est suggéré que chaque jou sous le test à l'étuve à 63,5

oC est equivalent à un mois de stockage à température ambiante (Evans et al.,1973)'

Ces résultats, constituent par conséquent une contribution nouvelle qui permet de situer

la stabilité thermique de I'huile d'argan peu connu par rapport à doautres huiles

végétales communément connues comme I'huile d'arachide, I'huile d'olive et I'huile de

tournesol.
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v-5- Application de la RMN pour l'étude de la stabilité de I'huile
d'argan et sa composition triglycéridique

V-s-l - RMN du Proton
peu de travau( exploitant la RMN du proton, pour l'étude de la composition et la

stabilité thermique des huiles ont été rapportés. Nofie démarche nous a confirmé que la

méthode RMN est une technique performante dans la caractérisation thermique des

huiles, en particulier celle de I'huile d'argan, les specfres enregistrés (figure 82)'

correspondent au( resonances du proton de I'huile totale alimentaire. Deux

enregistrements ont été accordés à cette forme en dupliquat au cours de la cinétique de

consewation de I'huile pendant 30 jours et à intervalles de temps réguliers de 5 jours'

La figure 82 représente le spectre de RMN tH de I'huile d'argan à température

ambiante. L'avantage de cette technique RMN tH p- rapport à la RMN l3C, et que

cette dernière nous permet d'obtenir des informations sur les produits minoritaires et

plus particulèrement les produits formés par oxydation tels que les aldehydes, alcools,

cétones, époxides....etc. En haut de cette figure est représenté le spectre de RMN lH de

l'huile d'argan (forme alimentaire) après 35 jours à 63,5 oC. Sur cene figure, on détecte

après 35 jours la formation des produits secondaires (â = 8 ppm) conespondants aux

produits du deuxième stage d'oxydation de I'huile d'argan'

Les attributions en RMN lH 
lenregistré dans CDCII à 250 MHz) des protons des

differents triacylglycérols contenus dans I'huile d'argan mettent en évidence:

Des protons oléfiniques sous forme de multiplets, se situant entre 5,2 et 5,5 ppm. le

proton 2 du glycérol résonne vers 5,26 ppm.

Hr et Hl du glycérol résonnent respectivement à 4,1 et 4,3 ppm' ces deux signaux

peuvent être interchangeables.

Les protons bis-allyliques et méthylènes allyliques des chaînes poly-insatwés

apparaissent respectivement à2,78 et 2,05 ppm.

Les CHz en a de C=O sont observables à2,35-2,25 ppm, les CHz allyliques résonnent

entre 2,1-1,9 ppm, les protons d'acylglycérol (H1 et Hl) résonnent à haut champs par

rapport à leurs homologUes non acylés c à d les protons du glycérol dont les

déplacements se sinrent respectivement à 2,3 et 1,6 ppm. Les protons méthylènes se

situent vers 1,2 ppm, les protons des méthyles satués se situent vers 0,8 ppm'

Une fois le spectre du proton de I'huile d'argan alimentaire est dépouillé, nous avons

suivi par intégration l'évolution de ses protons, bis-allylique, oléfiniques et aliphatiques
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Flgure 82: RMN rH de I'hulle d'argan (variété allmentalre) dans CDCI3 à 250 MHz.
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durant 30 jogrs afin de pouvoir estimer la stabilité de ses acides gras dans le temps. En

effet la spectroscopie de RMN tH dontr" habituellement une relation satisfaisante entre

les surfaces des pics intégrées et le nombre des noyaux sous ces surfaces.

La figure 83 illustre les rapports d'évolution des protons aliphatiques et oléfiniques

ainsi que le rapport des protons aliphatiques et protons diallylmethylènes de I'huile

d'argan alimentaire.

Adhvarhyo en 2000, rapportent que plus le rapport entre les CHz saturés et le

pourcentage des CHz bis allyliques est grand plus l'énergie d'activation de la réaction

d'oxydation est grande et plus I'huile résiste à I'oxydation. Les méthylènes bis-

allyliques sont les plus sensibles à I'oxydation.

Une augmentation en oléfinique diminue l'énergie d'activation à I'oxydation' Le

tableau 31 récapitule les différents pourcentages des rapports aliphatiques/oléfiniques

R- et aliphatiquesibisallyliques R.6. D'après ce tableau, I'huile d'argan est I'huile où le

rapport entre le pourcentage des méthylènes satr.ués est le plus grand, on note aussi le

pourcentage le plus faible des méthylènes bis allyliques suivi de I'huile de canola.

Les spectres obtenus en dupliquat pour cette variété alimentaire démontre clairement

une résistance à I'oxydation par rapport aux autres huiles étudiées de la même manière

par Udaya et a1.,1995, s'agissant de I'huile de canola et de I'huile de soja, en effet le

rapport des aliphatiques et oléfiniques est presque constant dans le cas de l'étude de

I'huile d'argan alors que le rapport des diallylméthylènes et aliphatiques augmentent

entre le 25 et le 30èt" jour, cettç tendance caractérise le deuxième stage de I'oxydation,

càd la formation d'endoperoxydes intermédiaires. Un réarrangement probable permet de

générer des produits carbonylés.
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Tableau 3l : Les dlfrérents pourcentagoc (allphatques, oléflnlques et allyllques de l'huile
d'argan en comparaison avec d'autrcs huiles

: Udaya et al.,1995
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V-5-2- RMN du Carbone 13

La distribution des acides gras sélectivement sur les trois positions du glycérol requiert

gne série de processus biochimiques (hydrolyse de I'acylglycérol et puis sa purification

par CLHP) suivie par d'autres analyses chromatographiques généralement en phase

inverse (Dotson et al.,1992 et Kallio et a1.,1994).

La méthode la plus courante consiste à raiter I'acylglycéride purifié à i'aide d'une

lipase clivant spécifiquement la liaison ester de la partie centrale du triglycéride et à

caractériser I'acide gras libére, ceci permet une distinction entre les positions extérieures

( I et 3) et la position interne du triglycéride. Il est donc clair que ces expériences

biochimiques sont longues, difficiles et consomment une quantité importante

d'échantillon.

Les méthodes chromatographiques directes s'avèrent aussi laborieuses et nécessitent

non seulement I'analyse chromatographique mais en plus, des calculs mathématiques et

des répartitions statistiques selon lesquelles le nombre des carbones et la nature des

acides gras qui forment le triglycéride sont pris en considération. En effet le nombre des

triglycérides que renfemre un corps gras naturel se différencie entre etuc par la nature

des acides gras qui les composent et par la position de ces demiers sur le glycérol.

Globalement, ceci se traduit par des differences au niveau du poids moléculaire et de

I'insaturation. En ne considérant que les chaînes grasses, il est d'usage de parler du

nombre de partition NP, c à d la condensation en carbone dont on soustrait deux fois le

nombre de double liaison de la molécule : NP=Nc-2n où Nc : carbones et n : nombre de

doubles liaisons. Par exemple, la trioléine possède un nombre NP égale à 48.

Il est connu depuis assez longtemps que la chromatographie de partage à polarité

inverse (c à d phase apolaire fixe et phase mobile polaire) permet de séparer les chaînes

grasses en fonction de leur nombre de partition (NP).

En CLHP, il est souvent fait usage de silices de faible granulométrie avec greffons

octadécyles et utilisant des mélanges binaires à base d'acétone ou d'acétonitrile, mais

I'un des problèmes majeurs rencontrés est la détection des solutés compte tenu de la

structure des triglycérides, en effet la réfractométrie s'impose mais n'est pas très

sensible et I'utilisation de la phase mobile reste limitée puisqu'un mode isocratique

s'impose aussi. Ces méthodes sont toutefois grossières, car d'une part on observe

fréquemment que des tiglycérides de compositions différentes possèdent des nombres
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de partitions identiques, et d'autre part, il arrive que des inversions apparaissent au

niveau des élutions dans le processus de separation des triglycérides.

Nous avons donc jugé utile de confirmer la répartition des différents acides gras sur le

glycérol de I'huile d'argan et l'étude de leurs régiospécificités Snl,3 ou Sn 2 dans le

glycérol, par résonance magnétique nucléaire (RMN), ceci permet d'éviter des

méthodes chromatographiques longues conrme la CLHP et surtout la GC qui demande

le changement Épété de colonnes quand on affaire aux séparations des triglycérides.

Dans la pratique de la RMN, c'est la RMN à haute résolution à 150, 9 MHz qui permet

d'étudier mieux la structure moléculaire des huiles.

En RMN l3C, la fréquence de résonance n'est pas identique pour les différents carbones

de chaque molécule, celle-ci se trouve évidemment influencée par I'environnement. Il

s'ensuit des déplacements caractéristiques par rapport à un composé de référence. C'est

donc cette méthode que nous avons utilisée pour I'analyse totale des triglycérides de

I'huile d'argan en nous nous inspirant des conditions de la linérature (Mannina et al,

r9e9).
Des dépouillements partiels des résonances des carbones t3C du triester du glycerol ont

été déjà rapportés dans la littérature (Gunstone et al., 1990; rWollemberg et a1.,1990,

Liken et a1.,1995 a,b; Liken et al., 1997 et O'Connor et al.,1999), cependant ils ne

possèdent aucune preuve de leurs exactitudes.

Mannina et dl., 1999 avait cependant, fait I'effort d'étudier en plus de la

régiospécificité, I'influence d'un certain nombre de paramètres tels que la concentration

de I'huile en fonction des valeurs des déplacements chimiques. Ce même auteur aflirme

aussi que la résonance dans la région des carbonyles était la plus affectée par la position

des différents acides gras qui constituent le tiglycéride.

Dans note tavail, les spectres de RMN l3C des deux formes alimentaire et esthétique

de I'huile d'argan enregistrés dans les mêmes conditions rapportées par Mannina et al.,

1999, sont présentés par la figure 84. Le dépouillement de ces deux spectres met en

évidence des carbones oléfiniques qui sont observés entre 130,3 et 127 ppm. Ces

oléfiniques sont particulièrement attribués arx chaînes d'acide gras oléiques et

linoléiques pour I'huile d'argan, puisque sr.r la base de sa composition, ce sont ces deux

acides gras mono- et di-insaturés majoritairement présents dans I'huile, le a{H2 de

C=O est observé entre 34,3 et 33,6 ppm, les carbones cis allyliques résonnent entre

27,5-26,5 ppm, les trans allyliques s'observent vers 32,5 ppm, les bis allyliques

résonnent entre vers 26-25 ppm,les 3 ftCH2du carbonyle résonnent à25-24 ppm, les 3
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méthyles terminaux résonnent ente 14,5-13,5 ppm et enfin les carbones du glycérol se

situent entre 60 à72 ppm. Ces attributions ont été déduites des travaux d'Adhvarhyo er

a1.,2000 concernaût I'identification par RMN de I'huile d'olive.

Les donnees disponibles dans la littérattue (Mannina et al., 1999), et de notre propre

étude systématique sur les triglycérides de I'huile d'argan démontrent en haute

résolution de la RMN t3C. et dans la région relative aux carbonyles, que ces synthons

carbonyles sont effectivement capables de discerner entre les chaînes acylées saturées

de leurs hornologues insaturés et aussi ils permettent rapidement la détermination de la

position de I'estérification.

Sr.p le spectre de RMN du carbone 13 (figure 84), eruegistré dans CDCII de I'huile

d'argan à 500 MHz, nous distinguons les signaux C:2 et C-1,3 des chaînes.

triglycéridiques et ils sont attribués sur la base de I'intensité du signal relatif de la

région des carbonyles évoluant dans le rapport 2 :1.

Ces carbonyles se situent dans denx ensembles de résonances différents, les plus

débtindés (vers 173 ppm) représentent les acylglycérols estérifiés en I et 3, les plus

blindés (172 ppm) sont attribués aux 2-acylglycerols.

La RMN du carbone 13 nous a donc offert une alternative rapide et une procédure

simple dans l'évaluation de la composition chimique des triglycérides de I'huile

d'argan.

pour le dépouillement du spectre de RMN l3C de I'huile d'argan et ainsi la

détermination sur les positions Sn 1,3 et Sn 2 des quatre acides gras majoritaires. Nous

devons considérer que :

l- Les carbonyles dans les positions différentes de glycérol ont des déplacements

chimiques différents.

2- Le déplacement chimique dépend de differents types de chaînes d'acides gras

à I'exception de certains acides gras saturés qui fort heureusement ne font partie de

I'huile d'argan. Ainsi et sous réserve que nous connaissions les acides gras qui

composent I'huile d'argan qui sont I'oleique,le linoléique et les acides gras sattlrés :

Les signaux dans la Position Sn lJ :

l- Le signal à 173,22 ppm est du aux chaînes saturées : Stéarique et palmitique,

représenté par S dans la figure 84.

Z- Le signal à173,21ppm est attribué à I'acide eicoséno'r'que et vaccénique

3- Le signal à173,19 ppm est du à I'acide oléique

4-Le signal à 173,18 ppm est attribué aux chaînes d'acides gras linoléiques
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Les signaux dans la position Sn 2 :

1- te signal à172,28 est du à la présence d'acide oléique

2- Le signal à172,22 ppm est du à l'acide linoléique.

Pour calculer le percentange d'acide gras, il nous a suffit de mesurer I'intensité des

signaux carbonyles à 173 et à 172 ppm pour les six signaux obtenus dans I'huile

d'argan. Par conséquent et après intégration relative des signaux de résonance des deux

variétés esthétique et alimentaire, les potncentages molaires des diftrentes chaînes

d'acides gras pÉsentes dans I'huile et la disnibution de leurs positions dans le glycérol

est la suivante :

Chaînes Sn-1.3

Variété alimentaire Variété esthétique

20,7 yo

30,3 yo

0,9 vo

19,4 yo

1.5,3 yo

13,3

Saturés

Oléique

Eicosénorque

Acide linoléique

Chaînes Sn-2

Oléique

Linoléique

20,5 oÂ

28,9 yo

I%

18,4 yo

17,2oÂ

13,9 Vo

La répartition des differents acides gras sur les trois positions du glycérol est une

caractéristique fine des corps gras. Dans ce travail, le plus important n'était pas de

reconstruire tout le profil triglycéridique, mais plus spécifiquement, de donner la

répartition des acides gras dans les deux positions interne et externe du triglycéride par

RMN. Pour I'huile d'argan, les acides gras saturés stéarique et palmitique estérifient

principalement la position I et 3 du glycérol.

Nous soulignons aussi que I'acide oléique et I'acide linoléique estérifient

préférentiellement la position interne du glycérol.

Ces caractéristiques seraient un outil précieux dans la détection des adultérations de

I'huile d'argan. Très stricte les normes du Conseil Oléicole lnternational (CIO) limitent

à 2 % la teneur des acides gras saturés dans la position 2 du glycérol. L'acide

linolénique reste indétectable par RMN et ceci confirme aussi nos analyses par GC/LIS.
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Dans ce paragraphe, nous avons pu mettre en évidence la prépondérance des 4 acides

glas déjà identifiés par GC/tvIS, par RMN. Nous notons que les acides glas insaturés

sont pÉsents dans tous les triglycérides constituant I'huile d'argan, en revanche, les

acides gras satr:rés sont absents ou très faiblement présents dans la position 2 du

glycéro1.

Nos résultats sont concomitants avec les travaux déjà rapportés par Maurin et al', 1992,

aussi, ce résultat représente un agrément fort quant à la biosynthèse lipidique générale

établit par Gustone, 1967.

La mise en parallèle de nos rézultats avec ceu( déjà obtenus par GC/ÙIS révèlent

cependant quelques divergences. En effet, alors que nous décelons de manière

indubitable l'acide eicoséno'r'que et I'acide cis-Vaccénique, la GC/MS ne peut pas les

mettre en évidence, au moins dans les conditions utilisées, des co-élutions sont en effet

à craindre dans ce genre d'analyse. Une identification optimale par RMN est donc utile.

Cette étude nous a fourni encore d'autres informations quant à la composition chimique

de I'huile d'argan. La mise en évidence de la technique de RMN pour l'élucidation

structurale des corps gras reste encore limitée à quelques Laboratoires très spécialisés

dans ce domaine. De plus. cette analyse peut être un complément à la distribution des

acides gras pour le contrôle et I'authenticité d'une matière grasse, deu:< raisons encore et

pour lesquelles nous avons opté pow cette analyse de I'huile d'argan.
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v-6- composition chimique de I'huile d'argan en composés
polyphénoliques

V.6-1- Introduction

La vitamine E était le premier phénol étudié, plusieurs études ont montré son utilité

contre l'oxydation des lipoprotéines et donc par inférence la prévention contre

l,atherogenèse. La régénération de I'a-tocophérol dans les LDL humaines a aussi été

observé non seulement en présence d'acide ascorbique mais aussi en présence de

composés phénoliques doses dépendantes. Une activité antioxydante importante a été

aussi observée dans le cas de la consommation de I'huile d'olive (Katsouyanni et al''

1986 ; Berry et al.,l99l). L',une des sotuces naturelles des polyphénols sont les huiles

végétales, une particularité est resérvée à I'huile d'olive qui contient aux alentours de

800 mg/kg (Owen, 2000a, b et c)'

Après avoir étudié la régiospécificité des triglycérides et la composition de

l,insaponifiable. Nous avons situé les conséquences d'un Stress thermique sur I'huile

d,argan afin de déterminer sa stabilité par différentes méthodes, les résultats nous ont

démontré une bonne qualité d'huile d'argan par rapport à d'autres huiles végétales'

Dans ce paragraphe, nous étudierons les composés phénoliques de I'huile d'argan' La

littérature montre que les huiles de graines ne contiennent pas de composés phénoliques,

toutefois, il a été cité par Chimi et al' en 1988 que I'huile d'argan en contient atx

alentours de 56 mdkg dont I'acide caféique et I'oleuropeine ont été déjà identifiés'

V -6-2- Extraction et identification

Tout d'abord, l'extraction des phénols a été effectuée selon le protocole d'Owen' et al''

2000a b et c. Le schéma 4 illustre les étapes d'extraction des phénols' Brièvement 2 g

de l'huile d'argan alimentaire (en niplicat) sont extraits chacun à I'aide de 10 ml de

méthanol, après avoir vortexé (2 min), une centrifugation (5000 rpm pendant 30 min) a

été néceSsaire, l'extrait méthanolique est par la suite aspiré à I'aide d'une pipette

pasteur, séché sous vapeur d'azote,puis repris par I'acétonitrile (2 ml) et extrait 3 fois

par l'hexane (1 ml). La fraction acétonitrile, séchée sous vapeur d'azote' reprise dans du

méthanol (1 ml), a fait I'objet de travaux ultérieurs'

L'hydrolyse, la GC/JvIS et la CLHP sont les techniques que nous avons utilisées pour

l,identification et l,analyse de cet extrait méthanolique à partir de I'huile d'argan qui est

susceptible contenir des polyphénols'
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50 pl de la fraction méthanolique sâls hydrolyse préalable sont dérivatisés en présence

de 100 prl de BSTFA, les siloxannes formés pendant 15 min à 37 oC (temps total de

réaction) sont analysés rapidement. Une deuxième fraction de I'extrait méthanolique (10

prl) est hydrolysée en milieu acide ou basique selon le protocole décrit dans Matériels et

Méthodes. L'hydrolyse en milieu acide a donné des resultats plus intéressants qu'en

milieu basique dans notre cas.

L'analyse de cette fraction méthanolique avant et après hydrolyse en utilisant des

techniques développées telles que la CLHP couplée à un détecteur à barettes de diodes

n'ont pas permis de détecter des composés de natures phénoliques en nombre

intéressant, le profil de chromatographie liquide analytique nous a permis d'avoir les

informations nécessaires sur le contenu de certains phénols, identifiés par rapport aux

temps de retention de leurs homologues standards dans les mêmes conditions de

I'analyse (figure 85).

L'extraction à I'aide d'un mélange hydrométhanolique (50/50) dans les mêmes

conditions n'a pas donné non plus des résulats exploitables.

Par ailleurs et pour leurs détections et leurs confirmations frnales, non seulement la

GC/lvIS s'est avérée plus sensible et donc a été utilisée mais en plus une hydrolyse acide

a été nécessaire. Utilisant cette technique, les composés majoritaires identifiés sont

I'acide vanillique, I'acide syringique, I'acide ferulique plus le tyrosol

(chromatograûlmes présentés par la hgwe 86). L'acide p-Hydroxybenzoique, I'acide

3,4 dihydroxybenzoiQue, la vanilline, le p-hydroxybenzaldehyde ont été aussi détectés à

l'état de ûaces.

Nous n'avons identifié I'acide ferulique qu'après hydrolyse de I'extrait méthanolique,

ce qui suggère probablement sa forme glycosylée. Les différents phénols ont été

quantifiés par rapport à leurs homologues standards par étalonnage externe, les réponses

obtenues (analysées en double), sont retrouvées linéaires ente les aires des pics et les

concentrations des composés recherchés. Les différentes réponses entre les aires des

pics et les différentes concentrations étudiées après dérivation par le TMS de I'acide

syringique et du tyrosol (de 0 - 30 pglml), et pour les acides vanillique et ferulique (de

0 à 50 p/ml), sont présentées par la figure 87. Le dosage (SI) en mode Scan par

GCÆ\rIS de ces différents produits phénoliques montre que leurs concentrations sont

faibles en comparaison avec celles de I'huile d'olive (tableau 32). Les spectres de masse

des produits majoritaires qui sont l'acide vanillique, syringique, ferulique et le tyrosol
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sont présentés par la figwe 88. Nous avons par la suite, tenté une exffiction à partir

d'une m.rsse d'huile plus imponante pour I'obtention des produits phénoliques.

l0 g d'huiles

I
E  x  t r a  i t  m  é  t h  a  n  o  l i q  u  e

I
V  o  r t s  x  e  t  a  g  i t a  t i o  n

5  0  0  0  r P  m
2  m  i n  )

- -

\ \
H  y  d  r o  l y  s  e  G  C  - M  S

(

\
H  P  L  C  I U  V

Er*
fr eoo
8l soo

F'*
; 3 m
t zoo
8r *

0

e  t  G  C  - M  S
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Tableau 32 : Contenu en phénols détectés dans les huiles

Données exprimées s par raPport à deu< essais par GC-

MS relativement au coirbés standards de témoins authentiques aux concentrations

allant de 0 à 50 Pg/ml'
*Détectes dans I'extrait méthanolique uniquement après hydrolyse acide et inclus

l'isomère cls.
iinyÀo*ytytosol, secoiridoides, lignanes et flavonoides déterminés par CLHP (Owen

et al,2000ac).

1 4 0  1 6 0  1 A O 220 240

Mass /cha rge
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Nous avons entamé cette extraction à l'aide du méthanol et le protocole est représenté

dans le schéma 5.

L'expérience a été conduite sur 209 g de I'huile d'argan dans 50 ml de méthanol' sous

agitation forte durant 2 h. Lors, de nos prépurifications' la phase méthanolique obtenue

aprèsfiltrationafaitl'objetdetravauxphytochimiquesultérieurs.

Laseparationdesconstituansaétémenéepalchromatographie

utilisant le système de solvant (DCM' MeOH' O' l' 2'5' 5' l0'

volume de chaque fraction de l'éluat est de 250 ml'

Unedélipidationàl,aidedel,hexaneetdudichlorométhaneontété
aussi nécessaires

avant d'utiliser le gradient d'élution choisi'

Nous avons utilisé une prépgrification par chromatographie su colonne' les fractions

ont été recueillies manuellement pour chaque système d'élution utilisé' Elles sont

analysées directement par CLHP-W'

o L'éluat hexanique n'a pas été étudié, en effet, il ne contient pas de phénols'

oL',éluatdichlorométhaniqueestconcentréjusqu'àconsistancehuileuseetn'apasété

non plus étudié,le profil CLHP ne renseigne sur aucune structure phénolique'

Les polyphénols déjà identifiés ont été retrouvés dans les fractions obtenues à partir de

2,5et5%duméthanoldansdichlorométhane'Cesdernièresfractionscontiennenten

plus certains composés qui ne sont pas de nature phénolique' on assiste néanmoins à des

absorbances maximales vers 27g nm (figure 89) mais leurs masses respectives ne

renseignent sur aucune structure recherchée, d'autres composés ne sont pas détectés en

w à 278 nm,mais apparaissent clairement sur les taces sIM (voir profil GC/MS p'

r42) eten cLHp/uv/DAD (figure gg), ces structures méritent une attention particulière

en perspective de nos recherches. Nous continuerons nos tavatx afin de pouvoir les

identifier. Les extraits méthanoliques obtenus à partir de 200 autres grammes de I'huile

parlamêmeméthoded,extractionontserviporrrl'évaluationdel'activitéantioxydante

danslesystèmehypoxanthine/xarrthineoxidaseauchapitreVlsuivant.

snr colonne CC en

20, 30 et  50 %1, le
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209 g d'huile d'argan alimentaire

50 ml MeOH
Agitation
15 'C

Extraction LIQ-LlQ

Sumageant

J*n."n,ration
5 g du Résidu
obtenu

Eluat
Hexanique nog

Eluat di
non étudié

Chromatographie sur colonne
(1Smm, 300 mm)
150 g de silice

250 ml Hexane

250 ml CH2C|2

(CH2C|2 MeOH)

Gradient d'élution

sov'

Argl Arg2 Arg3 Arg4 ArgS A196 ArgT

\\\l//
\ \ \ t / /
\ \\t/ /

{ ,

fractions étudiées par CLHP

Sch6ma 5 : Protocole d'extractlon et de séparatlon par Chromatographle sur colonne des
frac,tlons polyphénollques obtsnues sulte à la chromatographle sur colonne (CC) de l'extrait

méthanollque de I'hulle d'argan
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Flgure E9: Chromatogrammes CLHP de la fraction Arg, obtenus par Chromatographie sur

colonne des phénols de l'huile d'argan montrant l'étendu des composés absorbants à 27E nm'

colonne Latek, C-lE, 25 cm, dl. 4 mm, 5 Fm, gradient MeOH, CH3COOH (2%)

Vl- 7- Gonclusion

Les structures des molécules identifiées dans I'huile d'atgan, sont schématisées dans la

figure 90. L'identification des acides gras et l'étude des effets du stress thermique sur

les caractéristiques organoléptiques de I'huile, l'étude de la régiospécifrcité des

triglycérides dans I'huile d'argan, I'identification et dosage des tocophérols, des stérols

ainsi que du squalène dans I'huile et enfin, la caractérisation des phénols détectés dans

I'huile d'argan et leurs quantifications, ont fait I'objet d'étude lors de ce travail.

Pogr la caractérisation de ces structures, leurs profils par GC/FID, GC/lvIS et par

CLHP^IVIDAD ont été accomplis. L'identification aussi à I'aide de la LC/ÏvIS/DAD a

permis un travail d'identification plus approfondie.

D'après Chimi et al., en 1988, il a été rapporté dans cette huile, la présence d'un seul

acide phénol, I'acide caféique et d'un secoirridoide : I'oleuropeine. Alors que I'acide

caféique est un produit naturel nès antioxydant, I'oleuropeine ne manifeste aucune

activité antioxydante dans le système xanthine oxidase (Owen et a1.,2000a). Durant nos

travaux, d'autres composés ont pu être identifiés, tels que I'acide syringique, ferulique

et vanillique en plus du tyrosol. En revanche l'oleuropeine et I'acide caféique sont
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indétectables, aussi bien dans la variété alimentaire que dans la variété esthétique mais

aussi dans la variété commerciale. Donc dans notre recherche concernant les différents

phénols de I'huile d'argan, nos résultats apportent de nouvelles données importantes

compléttant les études réalisées auparavant, en particulier celle de Chimi et al,1988, on

pourrait supposer que I'absence d'identfication de ces phénols par les travaux

précédents soit liée au fait que le stade de manrité du fruit de I'Arganier n'était pas

sufEsant d'un point de vue métabolique. On pourrait suggérer également que le temps

de conservation avant I'extraction de I'huile peut aussi influencer sur la quantité et sur

la qualité des phénols, nous supposons que, la récolte des fruits et I'extraction de I'huile

qui nous ont été données ont été effectuées sur un stade avancé de marurité, en effet

I'acide caféique est un précurseur de I'acide ferulique par méthoxylation qui peut être

d'une origine chimique ou enzymatique. Le tyrosol que nous avons identifié est aussi un

produit d'hydrolyse de I'oleuropeine. Les phénols identifiés par GC/IMS avec certitude

sont: le tyrosol, I'acide vanillique, I'acide ferulique et I'acide syringique. Nous avons

détecté aussi I'acide p-hydroxybenzoique, I'acide-3,4-dihydroxybenzoic, le p-

hydroxybenzaldehyde et la vanilline mais à l'état de traces.

Dans cette étude, nous notons aussi la présence inattendue et surtout majoritaire de la

forme T tocophérol, ce qui est à notre connaissance n'a pas été rapporté par les données

de la littérature.
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CHAPITRE VI- RECHERCHES DES ACTIVITES
ANTIRADICALAIRES

Vl-î- lntroduction

Durant la lipoperoxidation, les antioxydants agissent par differentes voies en se liant aux

ions métalliques et en jouant le rôle d'éboueurs de radicaux libres. Ils interviennent donc

dans la décomposition des peroxydes. Toutefois in vivo,les radicaux libres formés peuvent

endommager les biomolécules tels que I'ADN et les protéines surtout membranaires.

Le pouvoir antioxydant dépend de plusieurs facteurs au titre desquels la structue du milieu

joue un rôle important. Dans les systèmes aqueux, I'appariement de l'électron libre du

radical a,a'-dipicrylphenythydrazine ou DPPH fait intervenir une coloration du violet au

jaune et renseigne sur la présence de molécules donneurs d'hydrogène dans les milieux

testés. Dans le cas du modèle exploitant le dynamisme de I'activité de la xanthine oxidase,

(modèle étudié dans ce travail), les substances testées renseignent sur un pouvoir

antioxydant préventif. En système lipidique, la méthode d'oxygène actif ou AOM (Actif

Oxygen Method) est communément la plus pratiquée, cette dernière méthode est utilisée

dans le cas des huiles végétales et au cours de laquelle on détermine les valeurs de Vp, DC

et p-Av que nous avons étudiées pendant ce travail (Chapitre V). On peut citer également,

en émulsion aqueuse, les tests du pCarotène, TBArs, Krebs.... Etc. qui sont souvent

utilisés.
'Nous 

nous sommes fixés pour objectif dans ce chapitre, de rechercher les activités

antioxydantes et antiradicalaires des extraits méthanoliques des plantes congolaises

étudiées. Nous nous sommes fixés également I'objectif de doser I'activité antioxydante

d'extraits méthanoliques de I'huile d'argan et aussi de sa fraction insaponifiable dite

Farsap et de ses différents phénols pris isolément et qui sont identifiés dans ce havail. Ceci

permet de confirmer ou d'infirmer les verfirs thérapeutiques et cosmétiques de cette huile.

L'huile d'argan est une huile type oléique-linoléique et I'existence d'une concentration non

négligeable d'acide linoléique (acide gras poly-insaturé), rend I'hypothèse de sa faible

Ésistance à I'oxydation par rapport à d'autres huiles végétales. Or I'expérimentation nous

a monté que sa capacité de résistance est relativement marquée même si elle reste toujours

inferieure à celle de I'huile d'olive, en effet nous avoffi démonhé que sa période

d'induction se situe aux alentours de 3 jours. Pour I'huile d'olive, la période d'induction à

la température de 63,5 oC a été évalué par Yan et a1.,1998 à 4 jours.
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Poru étudier ces activités antiradicalaires, plusieurs systèmes sont possibles comme nous

I'avons déjà mentioruré, en effet un composé peut êhe antioxydant dans un système et pro-

oxydant dans un aute. Les types de réactions et d'antioxydants sont variables.

Vl-2- Méthode de I'Estimation des TBArs

Dans ce paragraphe, nous avons dévetoppé une méthode pour la détermination de la

péroxidation lipidique dans les huiles et en particulier I'huile d'argan. La méthode est

inspirée de la mesure des TBArs, dosés par spectrofluorimétrie selon le procédé de

\tr/asowicz et al., 1993, alors que le milieu dispersé et dans lequel évolue les produits

d'oxydation est celui préconisé par Nishiyama et al.,1994, ce milieu ainsi que la détection

spectrofluorimétrique sont détaillés dans la partie "Matériels et Méthodes". Brièvement,

nous avons préparé six solutions aqueuses en triplicat de 5 ml de volume final chacune.

Ces solutions contierment respectivement 20 1tl de I'huile esthétique, huile alimentaire,

acide linoléique et son ester, I'ester linolénique en plus de I'ester arachidonique et évoluant

chacune dans le milieu susmentionné (schéma 6). Ensuite ces solutions subissent une

peroxydation durant l8 h, à 37 "C en présence ou sans le réactif de Fenton, 600 pl de

chaque milieu réactionnel sont additionnés à 600 pl d'une solution TBA (Acide

thiobarbiturique) préparée à partir de (TBA 14,5 mM; Acide acétique 8,75 M) et 30 pl

H2O. Après des essais temps, la réaction de condensation a nécessité une heure à 100 oC,

respectée souvent par plusieurs auteurs, en effet la formation de I'adduit appréciée par la

fluorescence se révèle plus concentrée et plus stable après I heure. L'adduit de MDA-TBA

absorbe à 532 nm et émet à 553 nm mais dans nos conditions, I'adduit de MDA absorbe à

526 nm et émet à 541 nm. Le chauffage, le temps de réaction et le pH du milieu peuvent

être la cause d'une surestimation des TBArs dans ce cas. Dans notre cas, norri avons

travaillé dans un milieu de pH égale à7,4.

Les fluorescences obtenues sont rapportées, plus elles sont gtandes, plus I'appareil est

sensible et les valeurs sont rapprochées.

La courbe de calibration a eté obtenue en faisant agir 30 pl du mélange

tetraethoxypropane (TEP, l0r M +vHzO) + 600 pL HzO + 600 prl d'acide thiobarbiturique

(TBA) (6 points en double correspondants à des concentrations allant de 0 à 100 ng/ml ont

été choisis), une très bonne corrélation a été trouvée en suivant la fluorescence en fonction

de la concentration de I'adduit (f = 0'9936,y = 0,3532x + 3,8016) (figure 9l)'

Srrr I'histogmûrme (figrre 92) sont ainsi présentées, les valeurs de la peroxydation des

différents substrats utilisés en présence du réactif de Fenton, en I'occurrence, les quantités
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des TBArs formées à partir de I'acide linoléique et son ester éthylique ainsi que I'ester

linolénique et l'ester arachidonique. Enfin, dans les mêmes conditions, I'huile d'argan

esthétique et I'huile d'argan alimentaire subissent la même réaction et les résultats

indiquent que par rapport à la même quantité (20 pl du corps gras), I'huile d'argan (les

deg:< formes) se retrouvent moins sensibles par rapport aux acides ou aux esters d'acides

gfas étudiés. Les valeurs des TBArs calculées à partir de I'huile d'argan sont retrouvés

égales à 34 t 5 nglpl. D'après ce qui précède, il semble évident que les résultats obtenus

dépendent fortement des paramètres expérimentaux. Pour améliorer la reproductibilité de

cette méthode, il nous a semblé qu'une commande stricte des paramètres expérimentaux

tels que la synchronisation de la réaction et la température doivent ête soigneusement

contôlées.

-  0 ,25  mmol  Tr izma buf fe r
-  0 , 7 5  m m o l  K C I
-  sDS (0 ,s%)
-  1  p m o l  F e C 1 2
-  0 , 5  p m o l  H 2 0 2
-  H 2 O  q s p

So lu t ion  ob tenue

137 'C ,  
18h

Solu t ion  Obtenue

I  ox idat ion s toPPée Par
I  add i t i on  de  50  P l40 ,6  BHT dans  E tOH
T

solut ion A homogein isée

I  OOOt r t  +  600  p l  TBA +  30  m l  H2O

I  too 'c  th

Solu t ion  B

I
T

M esures spectrof luor im étr iques
les quant i tés des TBArs sont calculées
par rapport  au standard externe TEP

LE blanc est const i tué avec la même solut ion B en absence du réact i f  de Fenton

Schéma 6 : Protocole expérimental de perorydation des corps gras en utlllsant le réactif de Fenton

so lu t ion  aqueuse (5  ml )
20  t r l  hu i les  ou  es ters
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Figure 91: courbe standard (analyse en triplicat) du tetraethoxypropane
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Vl-3- Evaluation de I'activité antioxydante des phénols de I'huile
d'A. sprnosa, dê I'extrait méthanolique d'A. dichostyla et d'4.
cuneata en utilisant le modèle de la xanthine oxidase

Vl-3-1- Principe et validation de la méthode

Malgré que I'oxygène soit essentiel pour la vie, il représente une substance toxique pour

I'organisme, en effet il fait état de toxicité due à un excès de formation de superoxydes. Le

système enzymatique hypoxanthine/xanthine oxidase (XO) est connu pour produire I'ion

superoxyde et I'hydrogène peroxyde en présence d'oxygène. Ce système joue un rôle

important dans le catabolisme des pr.rines et est largement distribué dans les espèces (des

bactéries à I'homme) et dans divers tissus de mammiftres. La XO est une source

importante de radicaux libres d'oxygène, en catalysant la formation des ions superoxydes

O 2', elle s'implique dans la voie principale de conversion de I'hypoxanthine en xanthine et

de la xanthine en acide urique libérant spécifiquement Oz'.

Enz-H2 -----> EnZ + 2H* + 2Oz

Enz'H2 ------+ Enz + 2H- + 2H2O2

Alors que plusiews méthodes peuvent être utilisées pour produire I'anion superoxyde, c'est

le cas par exemple des réactions enzymatiques utilisées dans le domaine biochimique, le

couple xanthine/xanthine oxidase constitue un système de choix performant en biochimie

pour l'étude des réactions mettant en jeu I'anion superoxyde.

Notre expérience est conduite in vitro selon le procédé d'Owen et al., 1996. Les

mécanismes de production des radicaux hydroxyles sont décrits par la figure 93. Dans

cette figure, le mécanisme global de la réaction proposée pour la xanthine oxidase incluant

les étapes de conversion eVou du catalyse des produits formés est élucidé.

Quand on inclut le fer dans ce système, I'ion superoxyde réduit le fer III en fer II et le fer

Il-chelaté réagit avec du peroxyde d'hydrogène pour produire le radical hydroxyle

fortement réactif avec les biomolécules. L'approche la plus souhaitée est d'utiliser des

molécules aromatiques telles que I'acide salicylique pour détecter ces radicaux hydroxyles.

Dans notre modèle, les produits formés de I'attaque du radical hydroxyl sur I'acide

salicylique incorporé dans le système sont I'acide 2,5-dihydroxybenzoique et 2,3-

dihydroxybenzoique acide obtenus dans le rapport 5:1.
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Flgure 93: Flgure illustrant lEs réactlons de la génération des espèces réactives d'orygène
dans fe système hypoxanthlneixanthine oxldase (Owen et aL, 19961

Q'-+ Felll (SOplrlUEDTA (500pM)+ 02+ Fell/EDTA

HeQ+ FeIUEDTA-> FelllÆDTA + Cl1' * OH-COOH

cooH

Q'-+Felll/EDTA +

H2Q+Fe||/EDTA + FelllÆDTA+CFl'+OH-
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Cette méthode a été déjà utilisée par Halliwell et al., depuis 1978 et il a été démontré qu'en

utilisant la colorimétrie, la détection des produits hydroxylés d'acide salicylique (utilisé

comme préctrseur d'hydroxylation) avait presente diftrents inconvénients, que ce soit par

rapport à la chimie de la réaction ou ausi par rapport à la sensibilité de la méthode. Notre

approche était de relier la méthode de chromatographie ionique à haute performance

(CLHP) à la quantification des produits d'hydroxylation dans le système

hypoxanthine/xanthine oxidase.

Cette méthode CLHP semble être une méthode idéale pow suiwe le dynamisme de

I'hypoxanthine/xanthine oxidase et ainsi I'hydroxylation de l'acide salicylique et de

I'hypoxanthine. Les conditions chromatographiques et les profils CLHP obtenus

rcspectivement de I'acide salicylique et de ses produits d'hydroxylation, acide salicylique

(22 min), acide Z,3-dihydroxy benzoiQue (13,6 min) et I'acide 2,5-dihydroxybenzoique

(10,5 min) ainsi que celui de I'hypoxanthine et ses produits d'hydroxylation et leurs temps

de rétention respectifs sont reproduits par nos soins et sont concomitants avec les résultats

obtenus par Owen et a1.,1996. Ils sont par ailleurs présentées dans le chapitre [I sous les

paragraphes II-8-2 et II-5-3-3.

Alors que la détection à la longueur d'onde ), à 325 nm a été effectuée pour suivre

I'hydroxylation de I'acide salicylique, I'hydroxylation de I'hypoxanthine et la formation de

I'acide nrique ont été suivies à )" = 278 nm.

Les courbes de calibration obtenues en duplicat après quantification des dérivés hydroxylés

sans la présence d'antioxydants sont présentées par la figure 94'

Les aires des pics ont été enregistrées en fonction des concentrations des acides

dihydroxybenzoiques et de I'acide urique entre 0 à 1000 pM (5 points en double). Un

exemple des résultats obtenus est détaillé dans ce qui suit pour I'extrait méthanolique d'1.

cuneata (EMAC).
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Vl-3-2- Extrait d'A. cuneata Oliv.

Dans ce paragraphe, nous allons évaluer par la technique utilisant le dynamisme de la

xanthine oxidase, le pouvoir antioxydant de I'extait méthanolique d'A. cuneata (EMAC).

Les deux produits (2,3-;2,5-DHBA) issus de I'hydroxylation de I'acide salicylique sont

quantifiés par étalonnage externe, dans les mêmes conditions en présence d'EMAC. Les

volumes utilisés de cet extrait EMAC sont de 0-500 prl. Les produits finis de

I'hydroxylation de I'acide salycilique ont été suivis à 325 nm.

Les résultats sont récapitulés dans le tableau 33. Dans ce tableaq la somme des aires des

pics relative à l'acide- 2,3- et 2,5- dihydroxybenzoiQue, ainsi que les concentrations

calculées à partir des volumes testés et enfin les pourcentages d'inhibition sont rapportées.

L'inhibition de I'extrait méthanolique des écorces des racines d'Annona cuneata sur la

formation des radicaux libres formés par le système xanthine oxidase est représentée dans

la figure 95. Sur cene figure, I'extrait EMAC semble peu efficace et confinne ainsi les

résultats précédents, en effet, son profil en matière de composés polyphénoliques est

pauvre par rapport à I'extrait méthanolique d'1. dichostyla (EMAD) que nous étudierons

aussi dans ce chapiue.

La figure 96 montre que I'extrait EMAC abaisse relativement le signal obtenu et la CIso

est calculée à72 pl par la table utilisant le programme "Jendel Scientific Programm".

Tableau 33: Tableau récapitulatlf donnant en pM les concentratlons des acides benzoi:ques obtenus
en fonctlon des volumes d'EMAC utlllsés
Volume
(rrl)

Aire des pics
(2,5-DHBA)

)< -
DHBA
(uM)

Aire des
pics (2,3-
DHBA)

) 7 -

DHBA
(uM)

DHBA
(pM)

Moyenne
DHBA
(uM)

RSD % DHBA

0 348
355

130
r32

215
212

152
150

282
283

283 0,24 100

) 329
32r

t23
1,20

205
196

t45
r39

268
259

263 4,68 93

10 279
28r

104
105

176
166

t25
n8

229
223

226 3,17 80

25 261
254

97
95

t52
t52

108
108

205
203

204 l ,3 l 72

50 r98
199

74
74

tl7
t23

83
87

t57
l 6 l

159 2,31 56

100 158
136

59
5l

99
96

70
68

t29
119

124 5,17 44

250 107
t04

40
39

60
77

43
55

82
93

88 5,47 31

500 62
88

23
J J

54
5l

3E
36

6 l
69

65 3,79 23

RSD : déviation standard relative
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Vf €-3- Extrait méthan ol iq ue d'Anis o p hyl I ea dic h ostyl a

La figure 97 représente I'activité antiradicalaire de I'extrait méthanolique total d'1.

dichostyla (EMAD) mesurée dans le système enzymatiqræ IilVXOD et permettant de

déterminer la capaciæ de cet extrait à piéger les radicaux libres 02' générés par le système

xanthine oxidase. Les volumes d'extrait méthanolique testés sont de 0 à 500 pl. Nous

distinguons immédiatement la forte capacité antioxydanæ de cet extrait méthanolique par

rapport à celui d'A. ctmeata.

Ces résultats indiquent que I'extrait EMAD démontre une excellente activité antiradicalaire

et possède une CIio faible de I'ordre de 46 prl pour I'inhibition de la formation des acides,

2,5- et 2,3dihydroxybenzoiQue (D[{BA) et dc seulement 7,44 pl pour inhiber de 50 Yo la

formation de I'acide urique produit à panir de I'hydroxylation de I'hypoxanthine.

r- DHBA (lCso = 46 (trl)
-o- Uric acid (lCuo = 7 .44 VL)s

lC
o(U
o
=

cl

o

I
I

\ \
q 

t-a=-

\=-r
\-a--)

80

100 200 300 400 500
extrait métanolique d'Anisophyllea dichostyla (EMAD) (Ul)

Flgure 97: Inhlbltlon de la xanthine oxidase par I'extrait méthanollque EMAD (en pl) obtenu de
l'écorce des raclnee d'A. dlchostyla
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Vl-34- Édraits d'huile d'argan

L'évaluation basique du potentiel antioxydant des extaits méthanoliques des 3 formes de

I'huile d'argan a été aussi étudiee par nos soins.

Avec ces 3 formes, I'activité antiradicalaire des extraits méthanoliques issus de I'huile

d'olive extravièrge, de I'huile de tournesol et des différents acides phénols qui ont été

identifiés dans I'huile d'argan ont éte aussi étudiés. Pour cette étude le temoin vitamine E

sous une forme soluble (Trolox) a été utilisé.

La forme Trolox, n'est auhe que la vitamine E, dont on a substitué la chaîne phytyle par un

groupement carboxylique le rendant soluble dans le système aqueux tel que le nôtre.

Les résultats sont représentés sur la figure 98.

L'extrait méthanolique total, ainsi que chaque phénol détecté dans I'huile d'argan

interviennent dans la production in vitro des espèces réactives d'oxygène et donc

principalement contre I'anion superoxyde généré par le système hypoxanthine/xanthine

oxidase utilisé.

Ces résultats démontrent que les extraits de I'huile d'argan alimentaire, et la variété

commerciale sont plus antioxydants, que I'extrait méthanolique de I'huile esthétique, mais

très clairement moins effrcaces que I'extrait méthanolique de I'huile d'olive, toutefois,

I'extrait méthanolique de I'huile d'argan est plus actif que I'extrait méthanolique à base de

I'huile de tournesol.

Les 4 phénols majoritaires détectés dans I'huile d'argan sont plus antioxydants que la

forme Trolox, mais le potentiel antioxydant de I'exrait méthanolique total de I'huile

d'argan ne semble pas corréler avec les différents phénols identifiés dans I'huile. (figure

e8).
Les valeurs des CIso décrivent cette situation et sont récapitulées dans le tableau 34.

Les CIso calculées utilisant la table du modèle statistique "Jendel Scientific Programm"

sont répertoriées dans le tableau 34. Comp*6ss ainsi à celle du Trolox, elles sont

respectivement potu le tyrosol, I'acide vanillique, I'acide syringique et I'acide ferulique et

enfin le trolox égales à 2,51 1,63 ;2,2; l,l7 ; 12,24 mM. Ce qui permet de classer les

diftrents acides phénols par ordre d'activité décroissante suivante : acide ferulique > acide

vanillique > acide syringique> tyrosol > trolox. L'effet réduit de I'acide vanillique par

rapport à I'acide ferulique semble être justifié. En effet l'absence du noyau

hydroxycinnamique limite I'activité antiradicalaire'

La synergie et I'additivité des activités antiradicalaires des différents acides phénols

identifiés n'ont pas été observées dans notre cas. Nous avons effectué et étudié I'activité
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antiradicalaire de I'acide vanillique, syringique, ferulique plus le tyrosol afin d'évaluer

aussi leu potentiel contre les radicaur hydroxyles dans le système hypoxanthine/xanthine

oxidase.

- -A2
_--'- A3-7- oo----*-- so

a
É
-
Ê

1oCI

s0
so
7 0

6 0

5 0

4 0

3 0

2 0

1 0

0
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Flgures 9t: Détectlon de l'atténuadon des espàces réacdves d'orygÔns par A: les

CffOtsnts extraitc méthanollquec dcs hulles éirdléea: A1. Argan allmentalre' A2' Argan

estfiéûquc, A3. Argan commcrclale, OO. Hulle d'ollYe, 3O. Hulle de toumerol, B: les

Ofiéron-te aAàee ptrOnots matorltalres détectés dans t'hulle d'argan. Le TROLOX a été

udllsé commo an0oxydant tÔmoln dans cetb étude
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Tableau 34: Concentration Inhibitrlce des acides phénolc indlviduels de I'attaque

d€s ROS sur I'acide sallclyllque dans le modèle in vltro hypoxantlrine/xanthine
oridase

Vl4- Evaluation de I'activité antioxydante de la fraction Farsap en
utilisant le modèle (ftCarotène-acide linoléique)

La réaction des composés organiques avec I'oxygène de I'air est un processus chimique

important. Dans le cas des huiles, les oxydations se déclarent au niveau des doubles

liaisons lipidiques. La facilité avec laquelle une huile s'oxyde dépend du nombre

d'insaturation et de leurs réarrangements. A degrés d'insaturations égales, les huiles

végétales sont plus stables que les huiles d'origine animale, ceci est du à la présence dans

les premiers des produits antioxydants en qualités supérieures.

En général, deux mécanismes existent pour défrnir les réactions non enzymatiques entre

I'oxygène et les acides gras insatr:rés. Il s'agit de I'autoxydation et I'oxydation

photochimique sensibilisée, le premier a été plus abondamment décrit car il se déroule dans

des systèmes purement chimiques alors que le deu,rième nécessite I'intervention d'un

initiateur qui est souvent r:ne molécule biologique.

Avant que I'oxygène et I'acide gras n'interagissent, I'un des deux doit être activé :

Soit le composé oléfinique est convertit en radical allylique stabilisé par résonance, c'est le

cas de I'autoxydation.

Soit I'oxygène est élevé à l'état singulet, plus rcactil c'est le cas de la photosensibilisation.

Alors que la photosensibilisation est un phénomène rapide, ne nécessitant ni formation de

radicau< libres ni période d'induction, I'autoxydation est Égit par un mécanisme

radicalaire procédant en 3 étapes : Une initiation, une Propagation et enfin la terminaison.

Nous avons opté pour le choix cette dernière méthode pour l'évaluation de I'activité
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antioxydante des extraits de I'huile d'argan et plus particulièrement, sa fraction

insaponifiable que nous nommons désormais Farsap'

sur le plan pratique, le dosage a été réatisé par mesure de la densité optique de solutions à

100 mg^ d'extraits méthanoliques de I'huile esthétique et alimentaire, des huiles entières

ainsi que de la fraction Farsap de I'huile d'argan. Le temps de dosage est estimé à 120 mn'

La lecture des densités optiques a été faite toutes les 15 mn.

Cette méthode comporte la préparation de pcarotène, I'acide linoléique et I'extrait à doser

dans une émulsion aqueuse enrichie d'oxygène et placée dans un bain thermostaté à 50 'C'

Ces conditions correspondent à des conditions optimales de température, d'oxygène et de

lumière favorisant I'oxydation de I'acide linoléique et accélérant la production des produits

d'oxydation réactifs et par conséquent la reaction de décoloration du pcarotène'

Les courbes donnant la densité optique en fonction du temps pour les extraits sont

représentées sur la figure 99. Des essais préliminaires sur un antioxydant modèle (a'

tocophérol) ont été effectués pour vérifier la répétabilité de la méthode. La répétabilité a

été calculée à 4,8 Yo par rapport à 15 essais utilisant 20 mgll d'a-tocophérol. Un tube

témoin sans antioxydant est aussi préparé dans les mêmes conditions'

Ces essais nous ont permis d'estimer le temps total du dosage à 100 mn, temps au bout

duquel nogs ne notons plus d'évolution significative de la valeur de la densité optique

(DO), néanmoins, les Do à120 mn ont été aussi enregistrées.

Avec la fraction Farsap, nous avons rencontré un problème lié à la solubilité dans

l'émulsion aqueuse, cependant la concentration de 100 mg/l de Farsap est à la fois soluble

dans le méthanol que dans le milieu réactionnel. Le méthanol, en effet, ne pose pas de

problème par rapport au milieu dispersé utilisé (Acide linoléique-Eau-Tween 40).

Nous avons également rapporté la courbe de densité optique en fonction du temps,

correspondant à une solution témoin sans antioxydant, ainsi que celle d'a-tocophérol

(TOC) que nous avons fixée arbitairement à 20 mgfl'

La figure 99 monfie une série de courbes régulières dont les allures reflètent le pouvoir

antioxydant de chacun des extraits et il est possible de classer les produits sans ambiguité

selon leurs activités antioxydantes ou leurs coeffrcients d'activité (la méthode de calcul est

décrite dans Matériels et Méthodes).

Nous avons observé sur cette figure, 3 types de courbes d'allures différentes.

La première série de courbes se situe juste au niveau de la courbes représentant I'a-

tocophérol soit juste au-dessous. Ces courbes conespondent à des extraits présentant une
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activité antioxydante élevée à la concentration à laquelle nous avons travaillé, de plus nous

avons remarqué une stabilité de la décoloration du carotène à partir de 60 mirt et ce jusqu'à

la fin du dosage.

La deuxième série de courbes correspond à des courbes qui declinent plus rapidement, ce

qui traduit une activité plus faible.

Enfin le contrôle et les huiles entières conespondent à une absence d'activité antioxydante.

Nos résultats appellent à quelques commentaires :

L'huile d'argan esthétique et alimentaire ne manifeste pas une activité antioxydante (HE,

HA respectivement dans la figure 99, mais, ses extaits Farsap et phénoliques (EMHC,

EMHA respectivement de la variété commerciale et alimentaire) représentent des fractions

antioxydantes. Ceci est jugé par I'inhibition significative de la décoloration du pcarotène

suivie par spectrophotométrie UV à 470 nm.

Pour classer les differents extraits selon leurs pouvoirs antioxydants, nous avons établi à

partir des courbes une échelle d'activiæ antioxydante atfibuant pour chaque extrait un

coefficient d'activité dont les valeurs sont déterminées et colligées dans le tableau 35, et

implique le classement par ordre d'activité décroissante suivant : Farsap > TOC > EMHA

> EMHE.

Farsap de I'huile alimentaire a manifesté une activité plus importante que I'extrait

méthanolique de I'huile à 100 mg/I. L'extrait méthanolique, quoiqu'ilprésente une activité

antioxydante relativement marqué, semble contenir de faibles concentations en composés

phénoliques dérivés d'acide cinnamique, à I'exception d'acide ferulique qui est le composé

majoritaire dans cette fraction méthanolique.

Cependant, après hydrolyse, I'extrait méthanolique présente une activité importante que

celui de I'extrait méthanolique sans hydrolyse, en effet I'hydrolyse consiste à libérer les

différents phénols rattachés aux sucres, et donc le pouvoir réducteur des différents produits

augmente pogr piéger les différents radicaur libres formés ce qui est frès probablement le

cas puisque I'acide ferulique a été identifié après hydrolyse suggérarrt ainsi sa

glycosylation.

La fraction Farsap susceptible de contenir un taux élevé d'antioxydant parmi lesquels le a

tocophérol est le composé qui justifie de par ses propriétés pharmacologiques plus

intéressantes que la forme alpha, et valorise ainsi I'endémicité et le pouvoir Hnéfique de

I'huile d'argan pour son utilisation alimentaire et cosmétique. Dans notre étude la fraction

dite Farsap surpasse I'a-tocophérol en terme d'activité antioxydante et pourrait donc offrir
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une alternative faisable quant à la commercialisation de cette fraction cornme antioxydant

alimentaire.

Tableau 35: paramètres utitisés pour l'étude des propriétés antiorydantes des extraits de I'huile

d'argan en utilisant le modèle du ftcarotène-acide linoléique
Farsap est le plus actif dans I'ensemble (p<O'OS; par rapport l'6tocophérol

: extrait méthanolique I'huile alimentaire après hydrolyse,
esthétique après hydrolyse

-a- Contrôle

+  E M H A

*--+*.*- HA

0,6

0,5
Abs.
(470 0 ,4
nm)

0,3

0,2

0,1

Temps de réact ion en min .

*  F a r s a P  1 0 0  m g / l  H E
-+ EMHE #  tocophero l

Figure 99: Courbes de densités optiques en fonction du temps indiquant la décoloration des

carotènes en présence ou sans antioxydants issue de l'huile d'argan
HE : Huile Esthétique ; HA : Huile alimentaire ; EMHA : Extrait méthanolique de l'huile allmentaire ;
EMHE : Extrait méthanolique de l'huile esthétique ; Farsap
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Vl-s- Etude de la toxicité aiguë de I'huile d'argan

Les animaux, répartis en 4 lots de 10 souris chacun, reçoivent par voie orale un traitement

d'huile. Les témoins reçoivent seulement I'eau distillée pure dans les mêmes conditions'

Le volume administré est respectivement: 0, 50, 100 et 150 mVkg. Immédiatement après le

gavage gastrique à I'aide des volumes choisis de I'huile d'atgan, les sor:ris ont été placées

dans des cages individueltes avec libre accès à I'eau et à la nourriture. Une demi'heure

après le traitement, [e comportement de I'animal (activité locomotrice, caractère'

démarche....), son aspect exærieur (peau, les yeux, fouÏufe...) ainsi que les fonctions

(respiration, selles, et urines) sont enregistrés. Aucune mortalité n'a été comptabilisée

dr.sant nos expériences pour les 4 doses utilisées. Les animaux ont été observés et pesés

toutes les heures, après 4 heures, I jour, 2jours etjusqu'au 7ètt;our'

pour chaque lot, nous avons comparé les observations faîtes sur les animaux traités par

rapport au lot témoin.

Les résultats ont montré que I'huile d'argan administrée par voie orale, aux doses de 50 à

150 mUkg, ne présente aucun effet indésirable. La seule constatation pouvant être relevée,

concerne I'activité motrice qui diminue très visiblement pour les doses 100 et 150 ml/kg

(durant les 15 premières minutes après I'injection).

Nous n'avons relevé aucgne difference de poids pour les souris du lot traitées comparés au

Iot témoin durant 24 heures après le uaitement.

Les toxicités aiguës de I'extrait aqueu( d'Anisophyllea dichostyla et d'Annona cuneata ont

été déjà réalisé par Konda et a1.,2000, résultats non encore publiés et n'ont montré à leurs

tours aucun signe de toxicité aiguë sur les animaux.

Vl-6- Conclusion

Dans ce chapitre, l'évaluation basique de I'activité antiradicalaire en utilisant le système

HypoxanthineDftnthine Oxidase a été faite pour les différents extaits méthanoliques d',4'

cuneata, d'A. dichostyla et ainsi que les extraits méthanoliques des diftrents formes de

I'huile d'argan et enfin les composés phénoliques individuels présents dans I'huile d'argan.

Nous avons observé en conséquence, un effet antioxydant remarquable de I'extrait

méthanolique d'A. dichostyla (Clso= 7 ,4 pl).
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La fraction dite Farsap a été aussi étudiée par le modèle .4e décoloration du p'carotène et

elle nous a permis aussi d'observer d'autres propriétés antioxydantes rema^rquables, avec

un coefficient d'activité qui a atteint plus de 706.

Les différents phénols détectés dans I'huile ont montré un effet suppresseur majeur de

I'activité de la xanthine oxydase même si nous n'avons pas observé d'effet de synergie ou

d'additivité pour ces phénols identifiés. Or la xanthine oxydase est une enzyme qui

intervient dans la carcinogenèse et on a montré que ses inhibiteurs ont un effet chimio-

préventif sur les cellules cancéreuses (Owen et aL.,2000b).

L'huile d'argan contient un nombre de composes structurellement hétérogènes, présents à

faibles concentrations. Ces substances en majorent la stabilité et sont bénéfiques pour la

santé en prévenant des processus d'oxydation par les radicaux oxygènes. La présence de

ces composés vient s'ajouter à la composition bénéflrque de I'huile en acides gras de telle

manière que I'on puisse recommander I'huile d'argan comme l'une des principales sources

de matières grsses de I'alimentation quotidienne.

L'activité antioxydante de I'extrait méthanolique des écorces des racines d'A. dichostyla

est mesurée vis-à-vis des espèces oxygénées telles que le peroxyde d'hydrogène (HzOz) et

montre une activité antioxydante très prononcée, en effet cet extrait contient des dérivés

d'acides éllagiques et des procyanidines, et démontre immédiatement sa forte capacité

antiradicalaire par rapport aux autres extraits et produits purs isolés et testés dans ce

travail.

Les composants mineurs de I'huile d'argan qui ont été évoqués plus haut ne se limitent pas

à avoir des effets bénéfiques sur la santé : ils sont également importants pow la durée de

conservation et la stabilite de I'huile d'argan. Des études ont montré, indépendamment les

unes des autres, qu'il existe une forte corrélation ente la teneur de I'huile d'olive

extravièrge en composés phénoliques et sa stabilité (Baldioli et al., 1996 Gutietrez et al.,

1999 et Apparicio et a1.,1999). Cette hypothèse est confirmée aussi dans ce tavail puisque

les extraits méthanoliques des écorces des racines d'A. cuneata et de I'huile d'A. spinosa

ne semblent pas être très effrcaces et cela est justifié par rapport à leurs compositions

qualitatives et quantitatives comParées à celle d'A. dichostyla.

Les activités antioxydantes de la fraction Farsap et I'extrait EMAD sont bien établies et

sont rigoureusement vérifiés, il nous appartient pour les confirmer d'étudier leurs

comportements en milieu cellulaire pour se rapprocher des conditions in vivo. Ce fravail

fera I'objet des perspectives de ces recherches.
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CHAPITRE VII :
GENERALE

DISCUSSIONS ET CONCLUSION

La médecine traditionnelle a longtemps été décrite comme désuète et inefficace face à une

médecine moderne en plein essor. Achrellement, les chercheurs tendent à porter de

I'importance aux traitements utilisés par ces peuples "primitifs" qui utilisent des cocktails

de plantes pour guérir leurs maux (Haslam et a1.,1998). Une attention particulière a été

donnée à des tribus provenant d'Amérique utilisant des plantes riches en polyphénols.

Elles sont utilisees principalement en tant qu'anti-inflammatoires, digestifs, diurétiques et

dans le naitement de I'hypertension artérielle. Des études ont montré des differences

pharmacologiques en fonction de différentes classes de polyphénols (Xu et al., 1994,

Okuda et a1.,1999 et 2000). Il a été démontré que les peuples utilisant une alimentation

riche en antioxydants sont moins exposés à certaines formes de cancer (Hertog et aL.,1999)

ou à des maladies cardiovasculaires (Hertog et al.,1993 ; Vinson et al',1995 )'

De ce fait, I'ingestion des polyphénols peut aider à la prévention de certaines maladies

(Vinson et al., lgg5 ; Bohm et a1.,1998). Une étude épidémiologique dans divers pays a

montré que la consonrmation du vin rouge qui contient des quantités importantes

d'anthocyanes et de procyanidines poumit être à I'origine d'une réduction du risque de

mortalité due aux maladies cardio-vasculaires (Renaud et al., 1992). Ces composés

pourraient réduire les perturbations oxydatives variées qui aggravent les maladies

chroniques et les états physiopathologiques comme pal exemple I'infarctus et

I'athérosclérose. Néanmoins, la question de la potentialité pharmacologique de ces

constituants en tant que médicaments reste toujours soulevée. En effet, Spencer et al. en

1988, rapporte que les polyphénols consommés en quantité importante de manière

quotidienne (50 à 100 mgj) peuvent grâce à leur caractère polyphénolique interagir avec

les protéines de surface des cellules, récepteus, enzymes et de ce fait, être à I'origine

d'activités non spécifiques sur de nombreux processus physiologiques. Par ailleurs, la

plupart des pollphénols après administration orale, sont éliminés rapidement sous formes

de dérivés conjugués. Cela signifie que la quantité de substance administrée peros doit être

extrêmement élevée pour atteindre un niveau sanguin suffisant eu égard à la

biodiponibilité. Les polyphénols et plus particulièrement les tannins ont la particularité de

se complexer agx protéines et aux polysaccharides (Cheynier et al., 1992 ; Haslam et al',

l98S). Ces composés possèdent une multitude de groupements hydroxyles, capables de

former des liaisons hydrogènes avec plusieurs sites des protéines ou de polysaccharides. Si
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ces molécules sont capables de se complexer avec les protéines, il est possible qu'ils

puissent bloquer les sites actifs des enzymes, inhibant ainsi leur activité. Selon Haslam er

al. en 1998, toutes les enzymes sont inhibées par les polyphénols in vitro'

Depuis 1980, on note gne renaissance de I'intérêt des polyphénols dû aux énormes progrès

dans le développement des méthodes de screening biologique utilisant des enzymes et des

systèmes cellulaires. Ainsi qu'au nombre accru d'études in vivo et des études cliniques.

Parmi les enzymes les plus intéressants affectés par les polyphénols, Middletton et al. en

lgg3 cite la protéine-kinase C, la protéine kinase dépendante de I'AMPcyclique, la

cyclooxygénase, la lipoxygénase, I'enzyme de conversion de I'angiotensine, I'adénylate

cyclase, la tanscriptase inverse, la protéinase HIV I, et la topoisomérase.....

Les mastocytes, basophiles, neutrophiles, éosinophiles, plaquettes, macrophages,

lymphocytes, cellules hépatiques, neurones et cellules cancéreuses figurent parmi les

principaux types cellulaires modulés par les polyphénols.

Les travarx de Bors et al. en 1995 ont signalé I'effet antioxydant et piégeur de radicaux

libres de ce groupe de métabolites. Des méthodes utilisées ponr déterminer le pouvoir

antioxydant d'une substance consistent à mesurer I'inhibition d'espèces radicalaires

engendrées par la peroxydation lipidique ernymatique ou non enzymatique. D'autres

méthodes utilisent la stimulation des phagocytes (leucocytes) qui libèrent des radicaux

libres variés et I'inhibition est mesurée par la méthode de chimiluminescence. Des

méthodes physico-chimiques corrme la résonance parurmagnétique électronique (RPE)

permettent de mesurer le potentiel redox d'une substance. Une autre approche est la

détermination de I'effet inhibiteur de la S-lipoxygénase provenant de leucocytes de porc ou

de preparatons enzymatiques végétales. Les polyphénols ont la particularité d'inhiber la

peroxydation des lipides, en agissant comme donneur de proton et accepteur de radicaux

libres, stoppant ainsi le mécanisme d'autoxydation (Okuda et a1.,1989, Teissedte et al.,

1996, Bohm et al., 1998; Debra et dl., 2001). Si I'on considère des relations

stnrcfises/activité, une moitié catéchol dans le noyau B, une fonction 4-céto avec une

double liaison 2,3 et des groupes OH libres en position 3 et 5 sont des caractéristiques

structurales pour ture activité antioxydante optimale.

Les polyphénols préviennent I'initiation (ou la mutation) et la promotion(ou progression),

deruc phénomènes qui interviennent durant le processus de développement d'une tumeur

carcinogenèse (le cas d'hydroxytyrosol est représenté par la figure 100), mais sans doute,

ces métabolites ont aussi fait l'objet de nombreuses contoverses. Une cinquantaine de
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flavonoides ont présenté une action mrrtagène principalement in vitro dont les plus actifs

sont la myricétine et la quercétine (Shamon, 1994).

Le cancer, mais aussi I'athérosclérose, le vieillissement sont autânt de processus vitaux

affectés par les polyphénols. La chimio-prévention constitue donc un domaine d'intérêt

largement exploité au cours des dernières années. L'effet biologique et pharmacologique

des polyphénols est évalué principalement à I'aide de nouvelles techniques de

pharmacologie, de biochimie et de biologie moléculæe (in vivo et in vitro). En outre, les

thérapies utilisées dans le traitement des maladies sont souvent urccornpagnées d'effets

secondaires aussi débilitants et même plus dans certains cas que les effets de la maladie

elle-même. Les études montrent que les antioxydants natuels peuvent prévenir sinon

soulager certains formes de ces maladies. Des ûavaux, actuellement en cours, aussi bien

que des futures recherches, apporteront des éléments supplémentaires sur le rôle spécifique

des antioxydants naturels dans la prévention et le ffaitement des cancers pax exemple sans

effets secondaires.

Nous ne pouvons pas situer les effets chimio-préventifs des polyphénols sans décrire

certaines autres activités physiologiques qui leurs sont aussi attribuées, notamment comme

diurétiques (fleurs de genêt), antiulcères gastriques, anti-inflammatoires (racines de

réglisse). Cetuc-ci possèdent également des propriétés vitaminiques P agissant

essentiellement sur I'insuffisance veineuse : diminution de la perméabilité et augmentation

de la résistance des capillaires (Ikan er al.,1969).

Concemant I'activité anti-inflammatoire, associée aux inhibiteurs de la cycloxygénase, les

plus efftcaces sont la galangine d'Alpinia fficinarum avec' une CIso = 5 pM

(Indométacine: CIso =1,15 pM), la wogonine, une 8-méthoxyflavone de Scutellaria

baicalensis (CIso = 5,6 pM), la morusine, flavonoides prénylés de Morus alba (lCso=|O

pM) et ensuite par activité décroissante quercétine, (+)catéchine, phlorétine, lutéoline et

morine.

L'activité antihypertensive potentielle a été démontrée, le mécanisme fait intégrer de

puissants inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE). Des glycosides

procyanidiques de Rhamnus lycioides ont présenté des effets antihypertenseurs puissants

chez le rat à la dose de 3 mgÆQ en I.V. voisins de ceux du captopril (20 pglKg en I.V.)

(Terrencio et al., 1991).

A partir de Carthamus tinctorius, plante utilisée en médecine traditionnelle chinoise dans

le traitement des maladies cardio-vasculaires a été isolée la tinctoramine (glycoside de

quinochalcone contenant un azote (Mesehly et al,1995). Cette molécule a montré, dans un
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test utilisant une électrophysiologie sur des myocytes ventriculaires de chien, une

inhibition selective du courant calcique d'environ 42% àune concenfration de 10-5 M qui

est proche de celle du dithiazem (CIso = 6.10{ M).

Guenjev en 1977 a rapporté aussi les effets cardio-vasculaires et notamment la résistance

capillaire, obtenue avec un mélange purifié de mono-C-glycosyl flavones et de leurs

dérivés O-glycosylés extraits de feuilles de Crataegus monagtna jack (Rosaceae).

Nombreux sont aussi des flavonoides qui ont été évalués pour leurs actions antivirales, les

virus impliqués dans les maladies respiratoires (vins coxsachie), les virus de I'hépatiæ B,

de I'herpes simplex, de I'herpes génital et le virus HIV-I, sont parmi ceux ayant suscité le

plus d'intérêt dans les études réalisées. Il a été montré par (Che et al., l99l) que la

catéchine presentait aussi des activités in vivo conre le virus de I'hépatite B et le virus de

I'herpes simplex.

La plupart des composés destinés à inhiber les rétrovirus sont considérés comme des

inhibiteus de la transcriptase inverse. Parmi les composés testés par une équipe japonaise,

flavones et flavonols ont présenté une forte activité anti-HIV-RT dose-dependante avec

une CI5e <0,5 pglml (Ono et a1.,1990).

Les beuvrages, légumes, fruits, huiles végétales sont les principaux sources d'antioxydants

naturels. Il a été démontré que le thé vert avait d'excellentes propriétés antioxydantes

(Vinson et al.,1995; Benzie et a1.,1999 ; Labenbrik et al.,1999 ; Miketova et al-,2000 )

dues d'une part, à ses catéchines qui ont la propriété de neutraliser les radicaux 'OH et

'OOH grâce à leur potentiel redox bas. Les catéchines sont aussi les polyphénols

principaux et les plus significatifs dans le thé (Gratram et a1.,1992). Une revue plus récente

a suggéré que les effets bénéfiques du thé seraient reliés à une consommation élevée chez

les populations à haut risque (Kohlmeier et al.,1997). Cette hypothèse appuis les récentes

conclusions que cette consommation serait associée à une diminution d'incidence de

cancer du sein de stage I et II chez les femmes au Japon (Nakachi et a1.,1998)'

Cette synthèse montre bien les effets inhibiterus des polyphénols sur la formation des

carcinogènes réactifs en bloquant certaines réactions d'oxydation produisant un ADN

anormal. Ils inhibent par conséquent la formation d'un produit stable, le 8-hydroxy-

désoxy-guanosine (8-OHDG), un marqueur des dommages oxydatifs de I'ADN'

D'autres études ont regardé d'autre part, le pokntiel anticarcinogène de I'acide ellagique

(2,3,7,8-tefrahydroxy[1]benzopyrano[5,4,3,-cde]benzopyran-5,1O-dione), ce composé

possède une place préviligié et est souvent rencontré dans les fruits (Shatuzad et a1.,1996,

Versari et al., lggT). L'acide ellagique entre autres dérivés connus possède des vertus
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chimio-protectrices (Gerhauser et a1.,2003). L'acide ellagique est plus efficace que la

quercétine. Plusietrs mécanismes ont été suggérés pour expliquer son inhibition de la

cancérogenèse. Les topoisomérases sont des enzymes entraînant des torsions de I'ADN

pendant la réplication et la transcriptiorq responsables du développement de la tumeur. La

quercétine est antagoniste des topoisomérases I et II produites par les cellules tumorales.

Sur plusieus lignées de cellules cancéreuses, la quercétine a induit I'apoptose (mon

cellulaire programmée) dans des cellules tumorales, aboutissant à la fragmentation de leur

noyau et à la condensation de la chromatine nucléaire. L'acide ellagique plus que la

quercétine provoquait une augmentation significative du glutathion r€duit et une

diminution de la lipoperoxydation. L'acide ellagique s'est montré donc plus efftcace, ce

qui pounait expliquer qu'il ait de meilleures propriétés anticarcinogènes que la quercétine

(Khanduja et al., 1999).

Nous avons focatisé ce travail sur la recherche des produits susceptibles de présenter une

activité antiradicalaire en prospectant quelques arbustes médicinaux africains originaires

du Maroc et du Congo. Après des screenings phytochimiques, les plantes ou parties de

plantes renfermant des polyphénols ont fait I'objet d'étude d'activite antioxydante en

exploitant la technique de la xanthine oxidase, une enzyme impliquée dans la

carcinogenèse (Owen et al. 1996, 2000b). Por:r les composés lipophiles, le modèle

chimique de I'acide linoléique etle ftcarotène a été utilisé'

Les tannins condensés et les ellagitannins isolés dans ce travail à partir d'A. dichostyla

représente une famille de flavonoides ftres, mais sont aussi parmi les groupes de

métabolites les plus antioxydants et les plus actifs biologiquement. Les ellagitannins ont

démonfié un large spectre d'activités antitumorales (Ikshiwada et al., 1992; 1993).

Les monomères condensés et plus particulièrement la catéchine ont démontÉ de tès fortes

activités antiradicalaires contre la peroxidation lipidique (Kondo et al.,1999), ainsi que des

effets protecteurs contre certaines maladies telles que le cancer et les maladies

cardiovasculaires (Hertog et al., I 993).

L'effet protecteur de la catéchine est amplement décrit par Brown, 1980 et Ames, 1983

dans les plus prestigieuses re\rues scientifiques.

En outre les dérivés qui contiennent une structure galloylée, comme I'epicatéchine gallate

qui est aussi isolée d'A. dichostyla ont déjà montré une très forte activité contre les anions

superoxydes (Oz' ) (Ricardo-dasilva et al., l99l ; Cheynier et al., 1992: Potterat et al.,

1997 et Plumb et a1.,1993). La taitle des proanthocyanidines polymériques joue aussi un

rôle important. Les dimères, trimères et tetramères ont une activité antioxydante plus forte
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que les oligomèresde taille supérieure (Plumb et a1.,1998; Ursini et a1.,2001). Dans ce

travail, des oligomères dimers et timers de la catéchine et de l'épicatéchine ont été aussi

identifiées.

Anisoplryllea dichostyla est utilisee au Congo principalement contre I'anorexie. Les

froubles cliniques tels que I'anorexie se manifestent surtout chez les femmes et sont

associés à des conséquences médicales graves (Wiseman et a1.,1998). Le jefine chronique

qui caractérise I'anorexie peut mener à des anomalies endocriniennes, à I'ostéoporose, à

I'hypotension, à I'hypothermie, à I'anémie et à rure diminution de la croissance durant

I'adolescence (\Miseman et al., 1998). Parmi les problèmes psychologiques que doivent

aftonter les personnes souffrant de I'anorexie, mentionnons la dépression, une diminution

de la libido, LLn sommeil perturbe et de I'irritabilité (Yager et al., 1994). Dans d'autres

travaux, les données biochimiques et symptomathologiques des bovins intoxiqués par les

plantes sont bien connues, les auteurs ont associé cette intoxication à des tannins présents

dans les glands des chênes et qui rendent souvent I'animal anorexique. Mais I'on ne sait

pas encore si ces intoxications sont dues à la présence de tannins galliques ou de leurs

métabolites (Savey et a1.,1985 ; Lorgue et a1.,1987).

Les différents tannins extraits, isolés, purifiés puis identifiés et confirmés dans l.

dichostyla, dérivent de deux noyau( de tannins differents : I'acide gallique dimérisé (ou

acide ellagique): I'acide-3-O-methyl ellagique, I'acide- 3,3'-di-O-methyl ellagique,

I'acide-3'-O-methyl-3,4-methylenedioxy ellagique, I'acide ellagique 4-O-rhamnoside et

I'acide-3'-O-methyl ellagique- 4-O-fto-xylopyranoside, I'acide-3'-O-methyl'3,4-

methylenedioxy-ellagique- 4-O-fto-glucoside et des proanthocyanidines monomérique,

telles que la catéchine, l'épicatéchine et l'épicatéchine gallate ainsi que les dérivés dimer et

trimer qui sont aussi parmi les principaux constituants identifiés dans ce travail. Cette

identification nous a permis de confirmer que les proanthocyanidines présentes dans l.

dichostyla sont de la famille des procyanidines ainsi que de tannins ellagiques et non des

tannins galliques présumés affaiblir et provoquer I'anorexie chez I'animal. Ces demiers se

métabolisent par voie d'hydrolyse afin que la biogenèse des ellagitannins prenne place. La

séparation chromatographique à basse pression des composés phénoliques d'1. dichostyla,

nous avait fait apparaître d'autres stuctures se rafiachant atD( tannins condensés

monomériques et oligomériques. De plus, nous avons aussi identifié une substance

triterpénique se rattachant à I'acide bryonolique. La spectroscopie nousi a permis d'avoir

toutes les informations utiles sur cette molécule extrêmement rare dans la nature et

rencontré spécialement dans la famille des cucurbitacées (Tabata et a1.,1993).
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Akihisa et al.,lgg4,ont démontré que I'acide bryonolique agit sur I'inflarnmation induite

chimiquement. Il a été aussi rapporré que ce triterpene a induit une activité antiallergique

supérieure à celle de I'acide glycyrrhétinique isolé de la réglisse. 600 mg/kg de I'acide

bryonolique injectés pax voie intraperitonéale sur des rats ont démontré une

hypersensibilité retardée et sensiblement absente également chez les souris contrairement à

I' acide glycyrrhétinique.

En outre et contrairement à I'acide glycyrrhétinique, I'acide bryonolique n'a montré non

seulement peu de toxicité mais aucun effet secondaire évident sur des souris sans altérer

l'activité de legr enzymehépatique (ô4-oxidoreductase-4,5-pdihydrocortisone) impliquée

dans le catabolisme des stéroides (Tanakaet al',1991)'

Mais, il reste à savoir, dans quelle mesure les composés polyphénoliques ou triterpéniques

que l'on a isolés d'A. dichostyla peuvent contribuer pharmacologiquement contre

I'anorexigène

De cette plante, nous

prendre connaissance

majoritaire.

Nous notons que dans Anisopltyllea dichostyla, des dérivés de I'acide ellagique,

méthoxylés et glycosylés sont aussi abondants'

En plus de ses vertus biotogiques et pharmacologiques, I'acide ellagique est utilisé depuis

1996 comme antioxydant alimentaire au Japon (MHU/, 1996)' Donc la recherche de

dérivés d'acide ellagique dans des ressources naturelles et le développement d'une

méthode de leurs caractérisations qui soit sensible et optimale sont nécessaires'

Dans le cadre des études pharmacologiques anterieures (résultats de notre Laboratoire, non

encore publiés), l'activité antimicrobienne de I'extrait méthanolique d'Anisophyllea

dichostyla a été testée stg des 22 souches microbiennes provenants des prélèvements

pathologiques des malades des centres Hospitaliers à I'Hôpital de Thionville (France) et

qui sont souvent impliquées dans les affections pulmonaires' gastro-intestinales et

'rogénitales. Les concentrations minimales inhibitrices (CMD de chaque genne testé ont

été calculées. L,extrait méthanolique avait globalement un spectre d'action

particulièrement large stu l'ensemble des souches testées. Le pouvoir antimicrobien le plus

prononcé a été révéIé sw 72,7o/ode bactéries gram+ (CMI = 5 mg/ml)' alors que 62'50Â de

bactéries gram- ont une CMI égale à l0 mglml'

avons aussi quantifié tous les 16 produits isolés afin de pouvoir

de I'effet-dose de cette plante. L'épicatéchine étant le composé
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Des énrdes de toxicité aiguë ont aussi été réarisées dans notre Laboratoire et révèlent une

absence de toxicité aux doses testees de I'extrait méthanolique des écorces des racines d"4'

dichostyla(Konda et al',2000, resultats non publiés)'

Notre travail consistait donc en I'identification de potyphénols de ressources naturelles

végétales de trois buissons de la flore africaine. ce tavail représente à part entière un large

examen dans lequer d,autres métabolites tels que les huiles essentieiles qtrand elles existent

ont été identifiées dans ces plantes. L'huile essentielle doA' cuneata était plus riche en

dérivés sesquiterpéniques (19,7 o/o de I'huile) que son homologue du même genre qu'est

Annona senegalensl's et est constituée aussi de plus de 39 oÂ de sabinène' L'identification

de tous les produits avec leurs spectres dç masses respectives et de leurs indices de Kovats

a été faite. Le p-cymène est le monoterpène le plus abondant dans I'huile essentielle d'l'

senegalensls. Cette différence dans I'abondance ente p-cymène et Z-sabinène' permet la

différentiation entre ces deux espèces : Annona cuneata et Annona senegalensis' cette

étude pounait en effet être utile dans des études sur la systématique du genre Annona'

Dans ce travail, d'autres structures polyphénoliques plus particulièrement des acides

phénols dérivés d'acide benzoique mais aussi de I'acide cinnamique ont retenu notre

attention, d'une part par rapport à leurs champs d'activités biologiques larges' et d'autre

part à leurs lipophilicités. Les screenings phytochimiques préalables nous avaient amené à

sélectionnet Argania spinosa pour cette étude'

Dans le Sud ouest Marocain (région de Souss), cette espèc e Argania spinosa (l'Arganier)

est endémique du Maroc. c'est une plante oléagineuse qui est source de biosynthèse

lipidique et d' antioxydants lipophiles'

Elle fournit une huile alimentaire et esthétique et est recherchée pæ I'industrie cosmétique

pour ses substances bienfaisantes. Nous avons ainsi recensé les principales classes

chimiques de son huile, identifié et étudié leurs propriétés antiradicalaires. Des données

locales ethnobotaniques assez détaiuées ont aussi fait l'objet d'un travail de tenain pour la

première fois sur cette esPèce'

La consommation des lipides est positivement corrélée pour provoquer plusieurs maladies,

plus particulièrement le cancer du colon (Armstrong and Doll' lg75)' le cancer du sein

(Lavechia et a1.,1988), le cancer de la prostate (Chan et al',1998)' le cancer de I'ovaire

(Rish et al., lgg4)ou aussi l'atherosclérose (Kuller et al', 1997) ainsi que les maladies

coronariennes (Gerber et ar., rgg4).Récemment, cependant des données épidémiologiques

ont démontré que non seulement la quantité des lipides consommés, mais aussi le type des

corps guls qui sont importants dans I'ethiologie de certaines formes de cancers (Bartsch er
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al.,lggg').L'huile extraite des amandes des fruits de I'Arganier, constitue environ 25 oÂ de

I'apport en colps gras dans l'alimentation du Sud-Ouest du Maroc (Collier et Lemaire,

lg74'). L'huile extraite du fruit de I'Arganier possede en effet, de nès bonnes qualités

diététiques. Nous avons démonré que les acides gras de cette huile sont à plus de 80 % des

acides gras mono- et polyinsanrés et donc possèdent des fonctions multiples pour la santé.

Les acides gras de I'huile d'argan sont à chaînes longues, I'acide linoléique qui est un

acide gras polyinsangé est précurseur des prostaglandines, prostacyclines, leukotriènes et

thromboxanes, hormones que I'on connaît depuis les années 30, produites par des

organismes tels que la prostate d'où lew nom et dont on sait qu'elles conhôlent de

nombreux processus dans notre organisme, dont la pression sanguine, I'hémostase ou aussi

comme ûaitement préventif contre les maladies cardio-vasculaires. Les acides gras

essentiels tels que I'acide linoléique présent dans I'huile d'argan, intervient aussi bien

dans I'activité mitotique, que dans le maintien de I'intégrité des membranes des

kératinocytes épidermiques et de la kératinisation, et on lui a attribué également la fonction

de barrières et de perméabilité de l'épiderme. La correction d'une carence en acide

linoléique permet de retarder le vieillissement cutané puisque celui-ci est lié pour une part

à cette carence et aussi dans le développement cérébral, cet acide gns, possède également

des propriétés hypocholestérolémiante et antiatherogènes. Il a été rapporté, que chez

I'animal carencé en acides gïas essentiels, I'effet de I'huile d'argan, après application

locale une fois par jour et pendant 4 jours (0,3 ml d'huile), avait démontré tme diminution

de la perspiration cutanée et I'atteinte de la valeur normale a nécessité seulement 9 jours

(Bouktrobza et al., l98S). Cet acide doit donc figurer dans I'alimentation suivant des

proportions respectives qui optimisent son intégration dans les voies métaboliques.

Quelques études réalisées essentiellement sur les aspects chimiques, physiques et

technologiques de I'huile ont été déjà réalisées. Cependant, I'huile d'argan a fait I'objet

d'un nombre relativement réduit de travaux. Il a été rapporté par Farines et a1.,1984a, sur

un échantillon d'huile recueilli par extraction au soxhlet, les caractéristiques physico-

chimiques telles que la masse volumique, I'indice de réfraction, I'indice d'acide, l'indice

de saponification, I'indice d'iode, la teneur en eau ainsi que le teneur en insaponifiable, nos

résultats sont tout à fait concomitants avec ces études et les valeurs respectives sont

répertoriées dans le chaPitre V.

Dans [a fraction glycéridique, les glycérides di- et ti-insatués sont majoritaires (Berrada,

1972; Huyghubaert et Hendricks, 1974) et les principau acides gras sont l'acide oléique

C18: l  (45,2yo),1 'acidel inoléiqueClS:2 (34,6Yo),1 'acidepalmit iqueCl6:0 (13,5o/o),
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I'acide stéarique C18 :0 (5,7%). L'acide linolénique Clï :2,I'acide arachidique C20 :0 et

I'acide myristique, C14 :0 sont reûouvés à l'état de traces (Manrin et al., 1992, Charrouf et

al., 1999). Le rapport du pourcentage des acides gns polyinsaturés (linoléique +

linolénique) à celui des acides gras saturés (myristique + palmitique + stéarique) est de 1,8

et est très voisin du rapport 1,50 recommandé par les nutritionnistes.

Farines et al., I984a; Maurin et al, 1992 et Rezanka et al., 1999 ont aussi étudié ces

tiglycérides par chromatographie en phase gazeuse. Selon leurs études, I'huile

renfermeraitg4,5 %o de ttglycérides, 0,68 Vo de diglycérides, 0,65 o/o de monoglycérides et

0,9 o/o d'insaponifiable. Dans ces mêmes études, il a été signalé que par rapport à la

répartition des acides gftls sur les positions Sn du glycérol, I'huile d'argan aurait un profrl

qui se rapproche de l'huile d'arachide, ainsi respectivement 42,8 Vo,50,0 oÂ et 34,6 % des

acides gras estérifient préférentiellement la position Sn-I, Sn-2 et la position Sn-3.

Si I'huile est constituée pour I'essentiel (99 %) de triglycérides, elle contient, par ailleurs,

un nombre non négligeable d'autres composants.

La fraction insaponifiable, qui représente en poids environ I Yo de I'huile, possède des

caractéristiques physiques et organoleptiques spécifiques, en particulier une odeur de

noisette et une couleur brune. Cette fraction a fait I'objet de recherches, elle contient des

stérols (20%),le schotténol et le spinastérol étant majoritaires, des hydrocarbues non

identifiés en plus des carotènes (37,5Yo), des tocophérols (7,5o/o), des xanthophylles

(Boukhobza et a1.,1988) et des méthylstérols (20%) (Farines et al.,l98l).

Des niterpènes (Oulad-aLi et al., 1996), des triterpènes saponines (Charrouf et al.,1992 et

Alaoui et a1.,2002) ont été identifiés à partir du tourteau.

Les structures triterpéniques identifiées dans I'huile d'argan sont : le lupéol, le

butyrospérmol, le tirucallol, pamyrine, le méthylène-24- cycloartanol et le méthylstérol:

le Citrostadiénol et enfin le 7 avénastérol et le stigmastadiène 8,22 ol-3- P -(24 S) (in

Boukhobza et a1.,1988) (Farines et al.,l984b).

L'étude analytique qualitative et quantitative de I'insaponifiable par des techniques

chromatographiques et électrochimiques a révélé la présence en quantité appréciable de

tocophérols sous forme d, 9, T et ôtocophérols dont la forme a a été rapportée comme

dominante (in Bouktrobza. et a/, 1988). Par ailleurs, I'insaponifiable d'une huile d'argan

extraite avec des solvants organiques avait une teneur en tocophérols totatx variable selon

les auteurs, de 167 mdkg (Berrada, lg72,Huyghebaert et Hendricks, 1974) à 635 mg/kg

(in Boukoubza et al., 1988).

r79



Selon Boukoubza et al. en 1988, le dosage de ces tocophérols a eté réalisé par la méthode

d'Emmerie-Engel modifiée en utilisant le pouvoir réducteur des tocophérols en présence

des sels ferriques. La teneur en tocophérols a été calculée et était retrouvée égale à 620

mg/Kg. L'identification des differents tocophérols a été effectuée par chromatographie

liquide haute performance, la fraction insaponifiable débarrassée des caroténoides par

passage sur terre à foulon est chromatographiee sur une colonne analytique de silice, les

résultats ont montré 70 % d'a-tocopherol par rapport au totum tocophérolique. Les 30 %

restantes rassemblent les isomères P, Aet f,qrre Charrouf et a1.,1999, les considéraient

comme les isomères le plus effrcaces du point de rnre propriétés antioxydantes.

L'identification des isomères d-, Ê, y et ùtocophérol avait cependant fait I'objet de

controverses, certains auteurs rapportaient 70 % d'a-tocophérol et environ 30 % du

mélange F, f et ô (Boukhobza et al., 1988; Rahmani et a1.,1989) tandis que d'autres

trouvent une majorité de ôtocophérol (70%) et environ 30 % du mélange a, B et 7

tocophérol (résultats non publiés). Par ailleurs, I'huile d'argan semble être pauvre en

caroténoides et, par conséquent, en provitamine A (Huyghebaert et Hendricks, 1974.

Collier et Lemaire, 197 4).

Le limbe de la feuille, la tige et l'épine de I'Arganier ont été recemment identifiés comme

étant très riches en flavonoides (Tatrouch et a|.,1998).

D'autres études se sont concentrées sur les propriétés pharmacologiques de I'huile ou des

substances qui y sont présentes. En effet, du tourteau, les saponines triterpéniques, ont

revélé une activité mollucicide, fongicide, antibactérienne et larvicide. L'étude de

I'activité anti-inflammatoire des saponines a été menée in vivo str des ædèmes de

diftrentes origines et a révélé un pouvoir anti-inflammatoire atteignant celui de

I'indométacine, les saponines se sont révélées être des analgésiques périphériques

puissants de type acide acétylsalicylique, mais dénuées de toute activité analgésique

centrale de type morphine. Les saponines peuvent être utilisées en association avec des

anti-inflammatoires non-stéroidiens inhibiteurs de la cycloxygénase dont les effets seraient

ainsi réduits pour une égale efficacité (Alaoui et a1.,1998).

L'extrait aqueu( lyophilisé des feuilles d'Argania sptnosa (L.) Skeels. a été testé sur des

modèles de stress valides dans notre Laboratoire ( résultats non publiés) et a provoqué

après administration intraperitonéale chez la sotris, ure augmentation significative de la

latence (a0 me/kg (p<0.001) et 80 mg/kg (p<0,01); vs contrôle) et une diminution des

nansitions à la dose de 80 mdkg (p<0,01) par contre aucune modification sur le paramètre
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locomotion n'a été enregistree, ce qui laisse suggérer que pour ces paramètres, I'exûait

aqueux des feuilles d'Argania spinosa a un effet chlorazépate-like avec un effet

anxiolytique probable. Cependant, cet exmit reste sans effet sur les redressements et la

relatence.

Dans ce travail nous avorui étudié tout le profil chimique de I'huile, y compris sa fraction

niglycéridique. Ainsi, en utilisant ture méthodologie RMN, la régiospecificité des

différents acides gras dans le glycérol a donné des résultats qui sont concordants avec les

résultats de la littératue (Mawin et al., 1992 et Rezanka et al., 1999), en effet le

dépouillement des spectres des carbones en exploitant la région des synthons carbonyles

nous a permis de reconstruire aisément les positions des acylglycérols. Cette méthode

s'avère être rapide dans le cas de l'étude des huiles hybrides ou d'autres huiles végétales

non encore étudiées et permet ainsi d'éviter des méthodes plus longues comme nous

I'avons déjà signalé.

La présence de monoacylglycérols, composés largement utilisés comme émulsifiants,

additifs alimentaires et pharmaceutiques, a été aussi confirmée par GC/SM dans ce travail'

Leurs préparations industrielles par action de la lipase ont été rapportées par Bornshever et

al . ,1995.

Les produits terminaux de la lipoperoxydation (LPO) représentés par les TBARS

(substances réagissant avec I'acide thiobarbiturique), ont été aussi étudiés. L'augmentation

significative des TBArs (P < 0,05) mesurés par spectrofluorimétrie de I'acide linoléique

comparativement à I'huile d'argan nous a fourni une information utile quant à la présence

éventuelle d' antioxydants dans I'huile.

Nous avons aussi démontré que la fraction Farsap de I'huile d'argan possède aussi un fort

potentiel antiradicalaire dans le modèle chimique, avec un coeffrcient d'activité qui

dépasse 706 etprobablement dû à une synergie de ses composants vitaminiques.

Pour cette fraction Farsap, les perspectives sont prometteuses dans la mesure où la

vérification de ce synergisme s'exprime encore mieux dans un milieu physico-chimique et

physiologique différent (pH, présence de coenzymes....Etc.). L'étude du comportement de

cette fraction en milieu cellulaire pour se rapprocher des conditions in vlvo est programmée

en perspective de ces recherches.

Le but final de notre étude complète de trois formes de I'huile d'argan est que la vitamine

principale est le ptocophérol et non I'a-tocophérol, et est donc clairement en désaccord

avec les rapports de la littérature (Boukhobza et Pichon Prum, 1988). La raison de cette

non-conformité est probablement methodologique, parce que dans notre étude, les
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stnrctures des vitamines ont été confirmées par GCMS et par CLHP et leurs nominations

sont claires.

Manifbstement, la quantité des tocophérols presents dans I'huile est fonction de plusieurs

facteurs. Bien que les données scientifiques sur ce poinl soient relativement minces, il

semble que la variété de I'amande de I'Arganier et sa matuité ainsi que les conditions et la

dnrée de la conservation jouent un rôle capital. L'huile d'argan contient le atocophérol à

des teneurs allant jusqu'à75 Yo du total des tocophérols.

Des données récentes in vivo (Jiang et a1,2000) indiquent que le 7-tocophérol peut être un

antioxydant beaucoup plus important que I'a-tocophérol. Tant le ltocophérol et son

métabolite 2,7,8-trimethyl-2-(p -carboxyethyl)-6-hydroxychroman (fCEHC) qui est

principalement excrété dans I'urine, à la différence de I'a-tocophérol et son métabolite

correspondant, inhibent I'activité de la cyclooxygenase. Aussi, il est remarquable que le

supplément avec de fortes doses de I'a-tocophérol épuise le plasma et les tissus du F

tocophérol. Par contre le supplément en atocophérol augmente toutes ces deux formes

(Jiang et a|,2000).

Il est fortement probable que les régimes fournissant les quantités substantielles de a

tocophérol protègent contre les espèces réactives d'oxygène médiateurs de I'inflammation'

In vitro, il est difficile de comparer I'effrcacité relative des tocophérols avec d'autres

antioxydants phénoliques. ,In vlvo, les tocophérols sont incorporés dans les membranes des

cellules et leurs capacités d'antioxydants sont modulées par la concentration de la vitamine

C. Dans le cas d'antioxydants phénoliques, le maintien d'un environnement antioxydant

exige un apport en continue de ces substances phénoliques, mais dans le cas des

tocophérols, I'incorporation stable dans la membrane de la cellule et la régénération de la

semi-quinone (produite après I'interaction des espèces réactives d'oxygène) au composé

parental par la vitamine C (Halliwell and Gutteridge, 1993) rendent leur pharmacologie

plutôt différente et leur demi-vie beaucoup plus longUe. Par conséquent I'huile d'argan

représentant une source diététique principale de 7^tocophérol peut conférer des effets

pharmacologiques et biochimiques favorables potu la santé de la population marocaine qui

la consomme, dans une façon quelque peu difTerente de celui de pays dans le bassin

Méditenanéen où un apport en continue d'antioxydants phénoliques obtenus d'olives, des

fruits, des céréales et de I'huile d'olive s'impose.

Le F tocophérol est pharmacologiquement plus intéressant que la forme 4 quant à son

activité antiradicalaire et prévient aussi et plus spécifiquement contre les radicaux
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peroxynitrites. Par conséquent I'huile d'argan avec un taux élevé de 7-tocophérol pounait

exercer gn effet biologique important contre les maladies dégénératives. En effet, il a été

démontré que le T tocophérol est le tocophérol le plus efftcace dans la neutralisation des

effets néfastes de I'ozone et I'oxyde nitrique (Cooney et al.,1993 ; Jiang et al., 1997). Les

principaux agents polluants alimentaires, les nitrosamines, font partie des substances les

plus cancérigènes chez I'homme.

La vitamine E constitue toujonrs une molécule efftcace conte le cancer provoqué par des

lésions oxydatives. Dans de nombreux modèles animaux, il a été monfré que la vitamine E

protège contre les cancers de diverses localisations (Shklar et a1.,2000). De plus, des

études chez I'homme ont montré que les faibles taux sériques ou plasmatiques de vitamine

E, s'accompagnent d'une élévation du risque de cancer du poumon, du col de I'utérus et de

la prostate. Les essais d'intervention conduits chez I'homme jusqu'à présent ont eux aussi

donné des Ésultats initiaux prometteurs.

Outre ses effets bénéfiques prévus dans les rnaladies des cancers et depuis les années 1980,

plusieurs études épidémiologiques ont été menées pour évaluer le lien entre la prise de

vitamine E et les maladies cardio-vasculaires. Il a été noté une inhibition de I'agrégation

plaquettaire après prise de vitamine E à des doses supérieures à 270 mg d'a-

tocophéroVjour (Freedmann et al., 1996). Ces résultats indiquent que la vitamine E

pounait exercer des effets bénéfiques à l'égard des maladies cardio-vasculaires par divers

mécanismes. Cependant, comme ces études ont été conduites avec des supplémentations en

vitamine E synthétique à hautes doses, il reste à savoir si ces effets peuvent se manifester

avec une prise de vitamine E naturelle aux doses naturellement présentes dans des aliments

tels que I'huile d'argan.

Jusqu'à présent, I'c-tocophérol fut considéré conlme étant la forme la plus active de

vitamine E. Cependant, les récentes recherches suggèrent que non seulement I'oc-

tocophérol mais le i"tocophérol est aussi actif biologiquement, et que les produits à base de

vitamine E devraient contenir ces deux tocophérols polr en tirer le ma,ximum de ses

bienfaits (Christens et al.,1997 et Jiang et a1.,2000).

Un autre point semblable à I'huile d'olive, I'huile d'argan (comparé à beaucoup d'autres

huiles) contient un taux en squalène relativement élevé qui est suggéré être protecteur

conte le cancer de peau.

L'huile d'argan pourrait être utilisée comme émolliente et cornme source d'ingrédients

bénéfiques en cosmétique, le taux du squalène est à raison de 321 mg/100 g, I'huile

1 8 3



d'argan esthétique en contient quelque 2o/o de plus avec donc un taux supérierx à 0,3 % de

I'huile. Les hydrocarbures dans les huiles sont présents en quantité genéralement inferieure

à 0,2 Vo,l'exception est faite sur I'huile d'olive qui contient 0,5 yo et constitué aussi et

principalement de squalène (Owen et a1.,2000a).

Il apparaît qu'une bonne partie du squalène apportée par I'alimentation est effectivement

convertie en cholestérol chez I'hornme. Cependant, cette majoration de la synthèse du

cholestérol ne s'accompagne pas d'élévations sensibles des taux sériques de cholestérol,

peutéte parce qu'il y a simultanément augmentation de l'élimination fecale (Standberg er

a1.,1990). Une étude particulièrement intéressante indique que I'addition de squalène à un

protocole thérapeutique utilisant la pravastatine à faible dose a majoré ltefficacité de ce

médicament pour abaisser la cholestérolémie (Chan et al.,1996). La plupart de ces études

ont étudié I'effet du squalène appliqué localement ou administé par voie systémique sur

des cancers chimiquement induits de la peau, du côlon et du poumon chez la souris. Dans

leur ensemble, les résultats montrent clairement que le squalène alimentaire exerce

d'incontestables effets anticarcinogènes (Rao et al., 1998; Smith et al., 1998). D'autres

essais ont montré que là où il est pris comme supplément en diététique, l'évidence a prouvé

aussi qu'il a des effets préventifs contre la carcinogenèse (Newmark et al.,1997).

Le squalène est supposé être partiellement responsable de I'effet bénéfique de I'huile

d'argan car d'auûes recherches renforcent son effet chimio-préventif contre certaines

formes de cancers (Rao et al., 1998). Kohno et al, 1995 ont rapporté que le squalène est la

cible première éboueure des radicaux superoxydes sur la surface de la peau.

Nous savons que le squalène est un produit communément connu, mais sa présence dans la

majorité des ressources végétales reste à l'état de traces.

De plus, les effets des stérols contenus dans I'huile d'argan et plus particulièrement le

spinastérol sont documentés pour provoquer une réduction certaine du taux de cholestérol

dans le plasma et le foie des souris, modulés aussi par une augmentation de I'excrétion

fecale (Uchida et al, 1983). Le potentiel antitumorigène du spinastérol a été aussi bel et

bien démonté par villasenor et al en 2000, tandis que le schotténol est démontré être un

anticancérigène avec un potentiel cytotoxique prononcé (Arizawa et al., 1985), ces deux

stérols rares dans les huiles végétales se retrouvent dans I'huile d'argan.

La quantité totale des stérols dans I'huile d'argan vierge varie dans notre étude de 272 à

357 mgll}Og. Parmi les facteus, qui influent sur cette teneur, figurent probablement aussi

la variété des amandes et leur degré de manrité. Dans I'huile d'atgan, les principaux
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stérols, sont le spinastérol (100 à l5l mg/kg) et le schotténol (137 à 163 mg/kg) qui

représententjusqu'à 88 % du totum stérolique.

La vitamine E est le composé majoritaire dans I'huile d'argan, et il est tès probable qu'en

raison d'effets de synergieo I'association de ce micronutriment avec des autres composants

minegrs (stérols, squalène et acides phénols) présents dans I'huile d'argan exercent des

effets benéfiques plus importants que la soillme des différents composants pris isolément.

La classe des phénols présente dans I'huile d'argan regroupe des composés phénoliques

simples comme l'acide vanillique, I'acide ferulique, le tyrosol et I'acide syringique. En

moyenne, ces phénols simples sont pésents à ure concentration totale inférieure à 5 mglkg

d'huile d'argan.

D'après leurs stucfiires, les phénols de I'huile d'argan ne sont pas des chélateurs de

métaux, ils peuvent agir seulement comme des donneurs d'hydrogène, et leur efficience

peut aussi être due à leur lipophilie, laquelle peut faciliter leur incorporation dans des

domaines lipophiliques des membranes du liposome et donc conÊre une activité

protectrice. Les chélateurs de métaux, en effet, sont généralement hydrophiles et peuvent

caruier une inhibition non significative dans les systèmes lipidiques à n'importe quelle

concentration.

L'effet des monophénols contre la lipoperoxydation est fortement amélioré par une ou

deux substitutions par un groupement methoxy en para ou ortho de I'hydroxyle. L'acide

ferulique et vanillique sont suggérés donc ête des antioxydants forts. Néanmoins I'acide

ferulique est détecté sous sa forme hétérosidique dans I'huile d'argan avant hydrolyse,

toutefois, les phénols in vivo seront transférés et hydrolysés à leurs formes aglycones dans

des conditions spécifiques similaires qu'in vitro. Des flavonoides glycosylés ont été

rapportés être hydrolysés enzymatiquement à leurs formes génines durant le métabolisme

d'absorption, et I'aglycone résultant agit comme antioxydant in vivo (loku er al.' 1998).

Ainsi, sa teneur élevée en phytostérols, en acide oléique et en tocophérols et la présence de

quelques phénols antioxydants est une caractéristique intéressante de I'huile d'argan, qui

contribue à ses effets favorables sur la santé et lui confère des effets chimio-préventifs.

En conclusion, notre organisme est en pçnnanence soumis a un sfiess oxydant, associé au

métabolisme de I'oxygène dans nos cellules. Ce métabolisme est utile potr la production

d'énergie, |a défense des micro-organismes pathogènes ou la détoxification de molécules

toxiques. Mais il a aussi des effets délétères str les tissus et induit ule augmentation du

risque entre autres pathologies, des cancers ct des maladies cardio-vasculaires. La
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consornmation d'antioxydants naturels tels que les polyphénols contribue à limiter ce stress

antioxydant et probablement réduire ces pathologies.

L'étude snr des plantes dans notre Laboratoire, nous a conduit à choisir Anisophyllea

dichostyla,comme plante extr&nement intéressante vue son profil polyphénolique qu'elle

représente. Nous avons aussi abordé, les recherches sur les huiles essentielles des écorces

du tronc et des tiges de deux espèces d'Annona, deux plantes congolaises de la famille des

Annonacea.

Notre étude a été poursuivie dans un deuxième par des investigations physico-chimiques et

phytochimique de I'huile du fruit d'Argania spinosa, sa valorisation par ailleurs par le biais

de ces substances antioxydantes peut être un moyen de relancer durablement son

exploitation.

En ce qui concerne cette huile, les travaux que nous avons réalisés ont permis

d'approfondir largement les connaissances acquises et celles jamais encore rapportées dans

la littéranue, c'est ainsi qu'il a été mis en évidence la présence inattendue dans

I'insaponifiable de la forme Tdes tocophérols qui était majoritaire (environ 75o/o).L'a-

tocophérol déjà cité dans la littérature était minoritaire et ne représentait au ma<imum, pas

plus de 46 mgkg. Ce résultat a été confirmé non seulement par CLHP couplée à un

détecteur de diodes d'array, mais aussi par GC/SM en SI en mode Scan et en travaillant

parallèlement sur d'autres types d'huiles végétales tels que I'huile d'olive et I'huile de

tournesol.

L'identification des différents phénols majoritaires dans l'huile reste un challenge et leur

confirmation a mis en évidence, I'acide vanillique, syringique, l"acide ferulique et enfin le

tyrosol en quantités plus appréciables que d'autres retrouvés à l'état de fraces.

Nous rapportons également la présence en concentration importante par raPport à d'autres

huiles végétales du squalène dans I'huile d'argan.

Les extractions et les analyses ont été couplées par des tests d'activités antioxydantes

réalisés en parallèle sur les extraits qui ont permis de révéler une activité biologique

importante pour ces plantes médicinales, à savoir, I'activité antiradicalaire des differents

composés plus particulièrement cetx de nature polyphénoliques.

Ce navail nous a donc permis de réaliser un modèle d'étude scientifique pouvant être suivi

ponr traiter une grande quantité d'information concernant les enquêtes réalisées sur les

plantes médicinales renfermant des stnrctures polyphénoliques ou sur des plantes

oléagineuses sources de composés antioxydants, il peut aussi êûe exploité comme sources

d'analyses de routine des antioxydants polyphénoliques naturels.
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Les écorces des racines et des troncs d'A. cuneata, d'A. senegalensis e't d'A. dichostyla, ont

été classées puis préparee par séchage et broyage avant d'êEe soumises à des épuisements

successifs, diftrents les uns des autres par les résultats souhaités: des extraits hexaniques,

méthanoliques ainsi que des huiles d'Argania spinosa, ont été obtenus, identifiés et ainsi

couplés à des tests d'activités antiradicalaires.

Pour chacune des plantes ou parties de plantes utilisees, ont été fractionnés et étudiés par

hydrodistillation et / ou par méthodes chromatographiques (CC, CCE, CLHP/DAD, GC-

FID ou GC-MS ou encore pour des analyses plus pointues la LCÆSIÂ{S/DAD) les

extraits susmentionnés.

Les stnrctr.ues obtenues ont été caractérisées par des méthodes physiques combinées, plus

particulièrement la spectroscopie de résonance magnétique, la spectroscopie de masse, et la

spectrophotométrie IJV selon la masse du lot du produit obtenu. La RMN bidimentionnelle

principalement COSY45, COSY DQF, ROESY QFS, NOESY et COLOC ont été aussi

utilisées et nous ont apportées des données spécifiques sur quelques points importants des

stnrctures isolées.

Nous avons dégagé les particularités des techniques de préparation et d'analyse des plantes

étudiées.

Les observations concernant la relation "groupe de métabolites / maladies" peuvent être

utiles pou orienter un tavail de recherche dans le domaine chimique ou clinique pour ces

matières premières végétales étudiées.

Toutefois I'utilisation des antioxydants alimentaires ne peut être effrcace que par l'étude in

vivo de la bio-disponibilité, de I'absorption, du métabolisme et enfin de la

pharmacocinétique pour arriver à exnapoler tous les résultats in vitro à des situations

humaines in vivo, à note connaissance aucune étude sur le métabolisme in vlvo des

antioxydants naturels alimentaires n'a été faite.

La recherche de lessources renouvelables, abondantes et moins chers de composés

antioxydants suscitent aussi un intérêt attractif mondial. Les antioxydants naturels sont

spécialement promettetrs à cause de leurs prix modestes. Cependant d'autres recherches

sur I'optimisation des extractions, sur la connaissance du mécanisme d'action in vivo et sur

I'assimilation des produits naturels antioxydants restent toujours nécessaires à décortiquer.

Ce travail a fait I'objet de trois publications dont deux sont publiées dans des revues

internationales à comités de lecnre et une troisième soumise et a aussi fait I'objet d'un prix

de la meilleure cortmunication affrchée lors d'un Congrès International.
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ABSTRACT: The composition of the essential oils of the Annona senegalensis Perc. anrt Annona cuneutct
L' (Annonaccae) stem barks is reported. GC and CC-MS analyses showed p-cymenc (36.0go) ls rhe mosr
abundant comPonent of A. senegaletrsri, whilst sabinene (39.97o) was the main component of A. cuneata. a-and
p-Pinene, (5. l% and 9.2%), p-phellandrpne (4.91o), limonene (5.87o) and g€rrnacrene D (9.0Vo), were rhe major
constituents of A,. cuneata; those of A. senegalensis.srem bark oil werc a-phellandrene (25.0%), c-pinene (g.3zo).
Z-sabinol (6.9%) and limonene (4.87o). Copyright @ 2002 John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Annonu senegalensis Pers. is cultivated in tropical Africa
by seeds. coppicing, or roor suckers. In northern Nigeria
the ripe fruits are eaten. The inhabitants of the 'savanna

belt' of Nigeria use the shoots as signposs and suppons
for thatched roofs because of their resistance to termites.
In traditional medical practice, the seeds are used to
eliminate licer the stem bark to kill intestinal worms2
and the root bark to u€at cancer.3 In Congo, the plant is
prescribed as an additive in medicine for asthma and a
decoction of the stem barks is used to cure cephalgia.

Various parts of A. senegalensi.s have been found
to have antimalarial,4 antitumour,3 antitrypanosomal,s
macrofilaricidal,6 and insect growth-rcgulatory pro-
perties.T The reported chemical 

"omponenls 
of A. sene-

galensis include iannins and free amino acids from
the stem bark,E ençkaurenoids from the root bark,e.l0
essential oils from the fruits,ll.ls and (-)-roemerinel2
from the leaves and acetogenins from the seeds.13

A review of the volatiles of Annonaceae spp. have
been published by Ekundâyo;ra rnore than 200 volatile
conrponents have been characterized as constituents of
Annonaceae spp. thus far. The essential oils consist
mainly of mono- and sesquiterpenoids, with typical con-
stituents being c- and p-pinene, myrcene, p-cymene,

tConespondcnce ro: Rachid Soulimani, Laboratoirc d'tngénierie
Moléculaitt et de Biochimic Phannacologique (LIMBp). Erhnob-
otany lnd Phannacology Depanmcnt. Univcrsity of Mctz, Bd. Générat
Delcsraint Campus Bridoux. 57070 Mcra France.
E-mail: soulimani @zeus.univ-mctz,fr

Copyright @ 2002 John Mtcy & Sons. Ltd.

l imonene, linalool and 1,8-cineole. Fekamls observed
the arorna note in the essential oil of the fruit of nine
Attnona spp. from Cameroon. It is noticeable that the
fruits and leaves from A. senegalenss are poor in essen-
tial oil, in which monoterpenes such as a-phellandrene.
a-pinene, myrccne and ocimene predominate.

A decoction of stem barks of A- cuneata L. is used
against venereal diseases, sexual asthenia and sterility
(personal information) but no data have been avail-
able about the chemical composition or pharrnacological
activities of this species unril now.

In addition, the genus Attttona in Senegal is known
to be used in traditional mcdicine for the trearnrent of
various illness, the leaves of A. nmricara L. are eaten and
their decoction is used to cure diabetes and bronchitis.r6
The diverse range of biological activities in Annona
Ied us to investigate the chemical composition of the
essential oil from the stem barks of A. cuileata L. and
A. senegalensrs Pers.

Experimental

Plant Material and Oil lsolation

The stem barks of A. cuneata and A. scnegaletrsis,
were collected around the Lemfu area (Bas Congo)
in the Democratic Republic of Congo (DRC), during
June 1999. After hydrodistillation (4 h) in accordance
with the European Pharmacopoeia, esscntial oils rvere
obrained from A. scnegalensis and A. cuneata in yields
ôf 0.l6Vo and 0.3%, respectively. Voucher specimens



wcrc deposited in the Herbarium at the Institute of Agro_
nomic Research Studies (INERA) in Kinshasa.

SC Analysis

analysis wrus pertbrmed using a 5g92 Hewlett_
ackard gas chromarograph equipped with an FID detec_

or. I pl of the genuine oil was injecred in the split mode
nto a DB-l (polydimethylsiloxane) fused silicacapillary

. 25 m x 0.23 mm, 0.2 pm film thickness.
chromatographic conditions were as fbllows:

tempcrùlurc, 220"C; detector temperaturc,'C: oven tcmperature programmed from 50.C
min), risin_e to 200'C at 3"C/min, with a final hold

of 30 rnin: helium was the carrier gas, with a flow
of 0.9 mVmin.

The relative proportions of individual componenrs
rre expressed as percentages obtalned by peak-area

ization wirhour taking into account ielàtive res_
factors.

ESSENTIAL O|LS OFÂ^rNOlvÂ Spp. STEIvt BARKS J99

6C-MS Analysis

GC-MS analysis was performed on the Hewlett-packard
GC-quadrupole MS system (Modct8920), fined wirh rhc
same GC column progranlme. It was operated at 70 eV
tbr ionization by electron impact at 200.C: etecrron
cunent, 220 pA; vacuum, l0-5 Ton. Mass spcctra were
acquired over a 40-450 amu range at I scan/s.

Identification of the components was based on MS
data in spectrometry tibrary and on comparison of their
mass spectra with authentic reference compounds pub-
lished in the literature.rT

Results and Discussions

After hydrodistillation, rhe oils were submirted to GC
and GC-MS. The resulrs of the GC-MS performed
on the stem barks of A. cuneata and A. senegalensis
occurring in the Lemfu area of the DRC are sum-
marized in Table l. Of 25 componenrs present in the

The

Tabfe 1. The percentage composition of the essential oil from A. cuneata L.and A. senegà/ensri pe-rs.

Retention Index Compounds A. cuneata L,
(Yo)

A. senegalensis
Pers. (%)

934
94
977
980
98t
97

t008
r020
1026
1030
r030
| 031
r033
r063
r080
| 089
| 093
I  t 8 l
r r93
l ) 7 1

t32E
l34l
| 354
r 380
t38l
1394
t420
t430
t446
r453
1466
t472
t496
t5z7
t540
r 556
r560
163 r
t642

c-Thujenc
a-Pincnc
Sabincne
Myrccne
p-Pinenc
ô - 2.Carcnc
a-Phellandrenc
a-Terpinene
p-Cymcne
Limoncne
p-Phcllandrcnc
I,S.Cineole
Z-4-Ocimerrc
y-teçincne
Sabinene hydraæ
Tcrpinolcne
Linalool
Tcrpinen-4-ol
c-Tcrpineol
Z-Sabinol
Thymol
ô-Elemenc
a-Cubcbcne
p-Cubcbene
c-Copaenc
p-Elcmene
p-Caryophyllcnc
E-c-BcrgamoGnc
y-Elemene
c-Humulenc
p-Iononc
Gcrmacrene D
a-Muurolcnc
6-Cadincne
a-Cadincnc
Elemol
Gctmacrcnc B
c-Muurolol
o-Cadinol

t .4
5 .1

39.9
9.2
t .0

2 . t2

v
3.9
0.5

25.0

36.0

ï

0.4
0.6
0.8
5.8
4.9
t . l

1 .3 '
r.0
0.3
3.8
2.3

I
3.0

0.2
3.8
0.9

0.3
OJ

9.0

:

t . 6

i

:

t .6

6.9
0.4

0.5
0.4
0.9

1 .7
0.5

0.4
0.2
t .0
t .0
0.4v
0.4
0.6

pyright @ 2002 John Wiley & Sons, Lrd. Flavour Fragr. J. 2û2: 17:398-4OO
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A. senegalensis oil, 24 werc identified, as well as all 26
conrp()ncnls in thc A. crueatu csscntiill oils.

ln A. senegalensis, l0 monoterpene hydrocarbons
wcrc identified, cornprising (84.22c/o) of the oil, and
tlre rrrnst abundant components were p-cymene (36.00/o),
a-pincnc (8.3%) and limonene @.ïc/o). Oxygenated
rrronoterpr: ncs. including linalool (1.6c/o), Z-sabinol
(6.9c/o) und thynrol (0.4%). werc also identilied. Thc
sesquiterpencs account fbr 8.2c/o of the oil and
atnon-s thcnr p-caryophyllcnc (1.1a/o) showctl the highest
conccntrution.

ïtc stcrrr bark fronr A. senegalenrrs growing in Congo
is rclatively rich in essential oil (0.16%) compared
with the f'ruits (0.087o) of thc sanre species growing in
Crrnrcroon. Ekundayo et ql.tt have reponed. on plant
rnutcrirl collcctcd in Nigcria, thut thc volutilc aroma
composition varies rvith the origin of the plant ancl
the parl ol' plant used. Thc main constituents from the
oil rvere 3-carene, sabinene and cryptone in the fruits
rnd linalool. -seraniol, a-farnesenc and a-cadinol in the
lcuvcs.

ln il. c'uneutu cssential oils, ninc sesquiterpencs
(19.1c/e) were found, with germacrene D (9.07o) as the
nrain conrponent; l7 monotcrpenes (about 80c/o) were
idcntilied. rvith sabinene (39.9c/o) as the rnost abundant
con.stitucnt.

Both csscntial oils contained a-thujcnc, a-pincne, B-
pinenc. a-phellandrene, p-cymene, limonene, linalool,
tr-copaene, a-humulene and germacrene D, but qualita-
tivc itnd quantitldvc vuriations werc obscrvecl in nrinor
and nrajor constitucnts. The volatilc oil lionr A. cuneutu
rvas lbund to be rclativcly richer in sesquiterpenes
(19.7c,t) than the oil l iom A. Serrcguleusis (8.27o).

Thc prcsencc of phenyl dcrivrtives (p-cymene. 36.0c/o)
in such a high percentage of thc essential oil of A. senc-
.r;a/crr.rrs ntukes it strongly odorif'erous and thus it could
be a valuable raw material fbr various pharmaceutic:rl
and cosnretic preparations.

It is also well known that p-cymene is an impor-
tant protluct and valuable intcrmediate in thc chenticll
industry; more panicularly. its convcrsion to yr-ct'csol irt
goo<l yiclds is signil icant.rs TTe significant dit l 'elencc in
thc concentrution lcvcls of these two major componcnts
(sabinene 39.9Vo in the essential oils stcm bark frortt
A. cuneata and p-cymene 36.0Vo from A. settegalettsis)
allows an casy diffcrcntiation betwccrt thcsc two spccics.

AcktwwledgenenLs-Thc Autltoru wish to thank Mr A. Kunda Ko.
rcsc:rrchcr ill thc lnstitutc of Agronornic Re'scarch Studics. l'or col-
lcc'ting and donating thc plant matcrial.
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Consumption of argan oil (Moroaæ) with its unique profile of
fatty acids, tocopherols, squaleng sterols and phenollc _-
compounds should confer valuable cancer chemopreventive
effects
F Khalloukit, C Younosl, R Soulimanil, T Ostert, Z Charrouf2,
B Spiegelhalders, H Bartsch3 and R W Oweng

Iho.ùn oûlhb sb4 wrrb cuduô tlË tdty.dd+

iocoÉ.mft, rqudmq d..otr.nd Crrro[c ltdoxld.ntr In

tfut t ptt ol rtnn od (lloroccat lbo4 llorpcctn

..s[rdc rnd r Éuldr cocttrtrrUd wtdv) rtmo wlt|t e

brrb comprrbon wflfi .tdt! ttùdn o{vr lnd smlloçrr oll

TlË taûy sd.t prda In tho annn ol' werc wry rhnllar'

wlth oltlc erid (,fifr) lnd tholcb rdd (36tlb) and thok

Ëp.cdva trrottolcylglyc.tob p1!6fiÛuun$ Tho m{ot

vitrmr ldrntfftrd w.t rtoco9htd with. n|'|n ot
,f83t11 mgÂEL in contsast to c4ocophcrol wl$dr b thG

m4or rfram.t In olhr. (19otl mglhd and gunf,rycr'oll

(5:t2È6mg/kg). thê 3quslGnr co|*.||t of th. argan olb

was vry ihflrr wità a m..n ot 31 3 t 4 mV1 0O g, whltfi ls

lows than ttrat ol tlrc ollYa oil (499mg/10od but

sfgr*ncanty hlghcr ttran ln tho ggrfrwr oll (6mg/100g).

In contastto dhË.nd tuttû,owolb ln whth &tlbdttol
b prrdomln nq ià. mdor ùtctt d.bct d |tr th. lIEtrn ollt

wcro sdrottcnol (mon l47tlomg/kgù a|Ûd ldn.'fid
(m.d| l22tlomgr'kg). ftr only phsnolb compoundr

otha than tlrr tocoph.rot vltrm.rr u,ltldl coLil.l ba tudlly

d.t!Éi.d and qronlltdrd wrÎ. vrrffic. syt|r|glc lnd t tulb
(probrbly conlsgd.d to glucogr) rddl along wtËt tytoæt

Inftoductlon
Although deta on thc incidcncc of canccr in African
countrics is sparsc and rclatcs mainly to rcgions' it is
evident ther thc dict of thir condncnq which is cspccially
high in plant-dcrived products, confcrs canccr prcvcndon
propcnics on its inhsbitanw. br olamplc' thc incidcncc
of brcast and colon canccr is much lowcr rhan in Wcsrcm
Eumpc and Nonh Amcrica (\flbrld Crnccr Rcscarch
Flrnd/Amcrican Inscicutc for Canccr Rcscarch' 1997).

Upid pcroxidadon, by thc produccion of hrrmful reacdvc
orygen spccicr (ROS) in humrnr, ir now regrrdcd to bc a
major causc of muagcnasis, carcinogcnesir, cardiovascu-
lar discasc and agoing' Antioridants arc bclicvcd to
prcvcnt or dclay thc onsct of thcsc pmccsscs. A trcetisc
on thc rolc ofandoxidants in cancer prcvcntion is givcn in
B*tæh a d (J999,2002).

A rourcc of antiqidants ir scasoning oits' which havc a
high calorific raluc and connin vrrying mouno of

o$eaÎæ o 2oog titlEûtmln r rfr DOI l0.t0t'ror'di0ææ61toa'0'e2d3
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In cordrart to tr rlh vk€er oÛw oll Oggmykd. thc

ffir ot totd Crao[c cofnpotrÛ ir rûundy

low (<5.0rng/lgt Nd.tù.|É!. argnn oil tfll|r ilt hhh

cordl||t ot th. tt mû |tocoPhJol' t$d.rc and otclc

edd lr lkdy ts srhanc. ft. c.ncGt ptrvcrsm.lïrct! ot

tho lformr dci Et4orrla Jæmal of ùncrr Pçnctt'lon

12:n4ô G) 2mg Uppltrcott Wllll.mt lt ltlfldnt

B[oDaûr Jertd d Cr|w Pi.t rôon 2oO3' l tl?-?E

f\qsrlf Atrdoiltr .Éfftily. rg8 où. Gc'ilg HP|C'-lc|tg dr'lt.r.!y

rair pfmrc o-e*Éa r.[|ddt ti.tsL' b@Phdcl' uB'Podftôl'

IGÙO

tLeboraoiæ qhsirifb Holéd.d.i! cr d. Eitdrinic Phunrlognur' Unirlitô

dc MrE C.np6-&itosa Rua Osdo Bmrd' 57070, Mtc. Filrca.
'Dailmd'do Càni., Fstlta Û. SdÉ lhiY!.tfa fht|nd V

itii- rEff Aa",rn ap' I ol + Rrb.t, lilG6 ld bhii('n d lci:dcg md

C.t*nit,f.æLAm OrE. nIcU, h.'hr t{s'Jr'itF ld

280, $6el2o H*Lb..f, Gmnt'

Cmfood.g lo: R W Omt. teÉlcir O.&|gn,i. q!F{-t-{ dr

EUrirb nrmmArr,&ÛriÉ dr uÈ, CmFB &iLiitr ftr Clard'

Baûd.61070,fàt. RE
tu (+4e) sær 42 35e. e{id: r.ffiÔdû:liad.b..g-dr

Rdnd 30 A9.I 2002 Aceet d 5 S.9Hib.2OOl

csscnrist fatry acids, such ar linolcic acid ncccssary for
thc corrcct dcvclopmcnt of humen tissuc (FAO' 1978).
An arccllcnt cxamplc is cxtra virgin olivc oil, which
concrins in addition an abundancc of phcnolic antiox-
idana including simplc phcnols' sccoiridokls and ligtans
(Owcn a al, 2ffiOa,b,c,d).

Argan oil ir a product harvcsæd from thc fruits of thc
ûton trcc Utgûùt $ànosr. hoducrion of argon oil is
cndcmic to south-wcsc Morocco, whcrc it plays a major
ccologic end socio-cconomic rolc (Chrrouf and Guil'
lsumc, 1999; Rszanka and Rczankow' 1999). Howcvcr, in
contrest to othcr scasoning oils, its potcnrial hcalrh-
prorccting propcnics havc bccn little srudied. Thc
iradidonal mcthod for thc production pf argsn oil is by
hand, and is usurlty conductcd by womcn. Thc fnrie of
thc trce erc lrervcstcd and allowcd to dry in thc .sun
bcforc rhc pcricarp is rcmovcd. Thc stoncs (nutg) arc
bmkcn wiù rockr rnd thc kcmals (t-4 in number) orc
eir{ricd in clay conteincn and slowly rorrrcd. Thc
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roaræd kÊm.b arc crudhcd ond kncdcd into e pastc or
dough with hot rertcr. Thc rcsuldng oiU*rær mirauæ is
scpantcd, furnirhing a brown oil çidl a hazclnut tesæ.
Thir ir ærmcd 'food' ugrttn whidl is urcd for culinary
purposc$ An 'accthctic' v?ricry d ugln oil ir rleo
produccd for cormctic purposct withouc rorrdng thc
kcmdr. This brm of thc oil ir uscd frr thc trcatment of
dcrnumlogic discosc (ag acnc), hypctcholcsccrolacmir
and athcrorclcrosir mong odrcr rmldics.

Argm oil ir known $ bc a rich souæc of linolcic acid end
rocophcrolc (Bqrkhobza and FchorPrum' 1988) and m
contein thc phcnolic antioxidma efrcic aqid and
oleuropcin (Chimi d 41, l9E8) dorg with thc ôt'stamll
schottcnol and spinrsrcrol (Bouklpbcr end Plchon'Prum'
1988). Howcvcr, . dcfinitirc d.u oh thc lipid and
andoxident conænt of argrn oil ir spcrsc. Thc objcctive
ofdrir scudy wal æ conduct r cornprchcnsivc cveluation
of thc fatty acid, tocophcrol, squalcnc. stcrol and
phcnolic andoxidrnt conænt of this nutritionally im-
portent scaroning oil cndcmic to Morocco.

Materlals and methods
Stand.d compoun.lt
Tymrol (p-hydroryphcnyl)cthanol, syringic acid' p'hydro'
xybenzoic acid, 3"f'dihydrorybcnzoic acid' Trolo:<, vanillic
acid. vanillin, c-tocophcml. 1-cocopheml' &tocophcrol
and ÈeCls.6HzO. wcrc obuincd from Sigma-Aldrich
(Stcinhcirn, Gcrmany). Fcrulic acid and cthylcncdieminc
tctre-rcctic acid wcrc obtsincd from Fluke Chcmic
(Buchs, Swiecrland)' Accric acid, methanol' hypox-
anrhinc. xanthinc oridæc and srlicrylic acid wcrc obaincd
fmm Mcrck (Darmsadt, GcrmanY).

fla I

Ott!|trld
Thc sedhionrl fod and acsthctic wricdcs of argrn oil
wcrc kindl,y donqtcd by thc Argrn Oil Sômcn's Co-
opcndvc (Iargrnine), Tirmanar (Essaouin rcion), Mor-
occo, Thc commcrcid Rench vrdcty waa kindly donrtcd
$ Miltc ct unc Huilcs Company, Faris, Francc' Thc otre
vfudn olivc oil from ltaly (Apulicn) wæ a gift fmm Zaic
(67265 Griinstadt, Gcrman)') whilc thc sunflower oil was
purchrEd Êom a local supcrmckct in Hcidclbcrg'
Ccrmrov.

Èap|r.dd| dcrtncË
Thir wrr conductcd ar dcscribcd by Owcn 6t al (2OO0c)
wirh somc modificadonr. Thc dry mcthrnolic cxrncts
*ræ nrpctrdcd in acctoniuilc (2.0m1) and c.rnectcd
thrsc timcr wirh hcxrnc (l.0ml) to rcducc lipid
@mptxrcn$. Thc hcsnc oçtictr lrçrê discardcd' and
thc acconiuilc solucions rvcre dried undcr a strcem of
nitmgcn end disrolvcd in mcthrnol (l.0ml) prior o
andysis.

r* r Gornpodtm of llPldt ln th. .t!trn oilt

FNty æid Args of @ipoui6 (%)

CoûiæiJ

âhrilir æË
Slrb r*l
O.5 aù
l.lloLb Eit
Uæq/'tlEJor

hlGilotr
S.ftl
qætrd

ùûdqr

16.6
85

11.2
a7,9

r 0.0
3,e

742

re.5
t7

46.0
36.0

t a.0
3.4

82t

' | E 4
12

,lAl
344

r 5.9
4.6

te.t

o
o
c

9
5
€

| 0,00 20.00 211.00 30,00 36.@
lin (mitrut s)

Ih. lffi.dt.h trttr æid .nd monoæyhilc.td prodb OUS€th.r) in tht errhctc vdrty ol rçon oil a detemùrcd !y GOMSi ettl cegonmcaion

iliÀ-iôX irorll iâ dràbd '13l. (il-Émim raa, (2) rnobic acid, (s).@ rai4 (r) ircli:-aso, (5) monocytglycrd ot-p-iry$c.cid, .
(Cl mmoacf$fcrd d lilobb rÊid, (4 momæVtguo.tla o, okÈ.ci4 €l tttonoqfglyarrd d st .tic sci4 (9) rSd..L. tro, ô'ttooPÛo|'
(111 rtocophæl (121 c-toooCgol.
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Add lrtdrtlt lt
This wrs conducæd æfily ar dcscribed E Owct at d

(2000d).

Un rponii.blc m|tirr
For chc prcparation of unsaponifiablc marær concrrntng

prcAominenity squrlcnc and stcrols, cach oil (4æmg)

was wclt mixcd with KOH (10%) in mcthanol (50m1)

wirh thc usc of sonication in Erlcnmcycr fla'lks (100m1)'

and horizontally shakcn at 30"C for 24 h' Afrcr incubadon'

distitlcd watcr (l0.0ml), crhanol (l.Oml) and hexanc

(20.0m|) wcrc addcd. Thc incubarcs wcrc shaken

vigomusly in scplraory funncls and aftcr panidon thc

hcixanc laycr uas collcctcd. Thc rcmaining aqucous/

alcohol phasc ws cmractcd twicc morc with hcxanc

(20m1). thc honnc cxuæts wcre poolcd, dricd ovcr

anhydous MgSOa and chc solvcnt removcd ia ow' Dty

o..ots ,*r. suspcndcd in dichloromcchano (10'0ml)'

hior to GC-MS, 50pl (dricd undcr nirogcn) of thcsc

suspcnsions wcrc dcrivatizcd with bis(rimcthylsilyl)ri-

fluàaccranridc (BSTFA) (l00pl) at 37'C for 15min'

For thc prcparation of unsaponiliablc mattcr cnrichcd in

rccophcrols, long-chain fatry acids and monoacylglycerols'

thc conccntration of I(OH (106) rcmaincd thc semc but

mcthanol was rcplaccd by distillcd warcr' Afær a similar

incubation pcriod, cxtracrion was conductcd with di-

chlommcthanc (50m1) rwicc' Thc cxurcts wcrc poolcd'

workcd-up as beforc and suspcnded in mcthanol (2'0 ml)

prior to GC-MS.

Hlg||.pcdorn.nct llquld dùromttogrephy (HPLo

Anaiytical HPIÆ of thc mcthanolic êxÛEEIJ wNS con'

ductcd on a Hcwlen Plckrrd (HP)' 1090 liquid

chmmatograph frttcd wrth o rcrrersc'phrrc' C-18 column

(trtcr-Epælhcirn, GcrmgnY) as describcd by Owcn aal

(2000c). Eneluation of thc tocophcrols (in duplicetc)' was

conducæd on thc sâmc machinc and column uring

mcthrnol (100f) âs thc mobile phasc run isocretically

for 20 min. Aftcr cach run, lhc column wrs weshcd wirh

dichlommcthrnc frr 10 min gnd thc column was rccondi-

doncd with mcdrrnol alro for l0 min prior to thc nat

injcccion, lnstrumcnt connol and dro handling wrr by

Îm(miflnc8)

Ihc tocærrrd p.!6lo of ths ærlMic v-blt ot ta) qST.coP-*d,11
(bl o5[ (Gtr vlgin) md (c] anflour:r at aa dddlmæ Dt nrw' t U
ùtiij-,àli"iià i-tà*pttsot, tEt rtocoprrrol. (4) rt@Plr ol'

mcons of an HP Chemstation opcradng in thc Microsoft

Windor,es- sofrrrarc cnvitonmcn!. Prior to analysis

(20p1), thc oils wctc dissolvcd in an cqual volumc of

àichloronrcthsnc. Thc ocophcml conrcnl was monitorcd

at 295nm and quantitated with refcrcncc to standard

curvcs of cach viumcr in thc range &-5([ pglml'

3qu.lcn. rn.lYtir
Squelcnc analysis by gas chome@graphy rvas conductcd

rr dcscribcd bry Owcn a al (Z0fJ,Orc).

C.t dùom.tosraphy. m..t 39€Glromgtry (GC/MS)

This wer conductcd by thc mcthods oT Oven at al

(2000c) on a Agilcnr 5973 mass quadruplc sPcctromcrcr

couplcd to a Agilent 6890 9r chromatogrrph'

A[dorid.nt.rE Y
Thc andoÉdant Épacity of mcthsnolic crcractl of thc

oilr and purc phcnolic compounds wal erscsrcd as

dcÆcribcd by Owen ct al (196' 2000c1'

St Ë39c.
Diffcrcnccs in thc andoxidenr P.nmclcrs wcrc calcu-

larcd by multiplc lincar rcgrcssion. Inhibircry conccnÛil-

o

I
!
È
I
E
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Tùc iocophad pmûb h h. !.rr,[[ic vÛi.ty of ergnn oil rr ddrnùrcd by GC./MS ot |'1c meeponifrHc.trutton (a) Selectcd io ûnlr a74) of ô'
oÀætr.ii 

"rt 

'tU 
nr mrr. cpscrr^un, (c) SÉUcrà ion (n /z 489) of t-roôphs€l .||d (d) itt mds lP6chm (c} Selælcd im knlz âo2l oÉ c'

tocoph.ld 6nd (0 ita tils|3 oFcû!æ

dons (IGso vtlucs) wctc dctcrmincd using chc Tlblc
Curvc progremmc (Jandcl Scicndfrc, Chicogo' tL USA).

Regults
Longdrr||t tfiy.dd tnd lpnorcûlgltcrrol Ptoûld
Thc Aofiles of thc long-chain fatry acidr in rhc thrcc
argan oils (Figure l) studicd wcrc vcry similar and in
accordancc with prcviously publishcd drts (Tlblc 1). Thc
major unmturatcd hrry rcid dcccctcd wrs olcic (Cl8-l r-
9) follo*ed closcly by linolcic acid (C18.4 n-6). Unolcnic
rcid (Cl8-3 r-3) wrr not dcæctcd. On avcngc, of thc
s.tuÉtcd long-chein fatry acids, pdmiric acid (C164)
prcdominatcd with minor amounc of sæaric acid (Cl8-
0), rcprcscnting 16 ̂  d 55% of thc otd rcspcctivcly.

Comprrcd with olivc oil (13.5%) argan contains rathcr
more linolcic (36fr) but lcss olcic acid (43 vcrsus 73%).
Flrnhermorc, ùc argtn oils containcd lcrr linolcic (36%
rærsus 53#) but similar lcvcls of olcic acid ('13 vcrsus
39%) comparcd with sunflowcr oil.

Thc pmfilcs of thc monorcylglyccrob in argan oilr closcly
mirrorcd chcc of thc loq-chein fetty lcids (Tàblc I'
Ftprc l), with olcoyl md linolcoy' predominating

Tocophsol prcfib.
Bccrusc seponifrcadon of thc oils rcsultcd in dcgradation
of thc tocophcml viamcn, cspccidty using 1096 KOH in
mcrhanol, a softcr tcchniquc was sought so that thc

Copyright @ Lippincott Williams & VVilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

ion 502 (,a7.42 min)

flî|r/cha|!o



Crncl drattoO|ËrÉrr .ft.nt ot slln oil Khdldld ta sr' tl

o
2-
9
!.É

Îm(mùunrl

ScrClr od 3fEl prof,r qrth. ætdrGtb yricly of ]grn ol rr driiilit!.|by GlCJiiS d$.||rûeoîôblt fractirn effer aaporificatkn wiÛr KqH

66il ii"ia.d fil op-rrna-.w,1à-ii<ffi'(ùfr-'dir,ûd);($ rq-ili tO t@+gndumas'r'd, ('l) srinr.rill (6) schôtt noL

O[ lypc

Èr.r Co|Ûcrtot rq|rdJr| In th. ollt 3qu.ld|r
Squrlcnc conænt of thc ergan oils was dctcrmincd by

both GLC and GC-MS. Dilution of thc oils in

dichloromcthanc rnd analysis by GLC gavc reæonablc

data but rcquircd conrinual rcplaccmcnt of the colu-mn

packing mrttriel (Owcn a 4t., ZlCxJrr. Thcrcforc a GC-

MS mcthod wes dcvclopcd. This cntails saponifÎcarion of

thc fat wirh KOH (10%) in mcrhanol lcaving an

unsaponifiablc fracdon containing'prcdominandy squa-

lcnc and stcrols (Figurc 4). Although thc squeicnc

cûnrcn! (fbblc 3) of thc threc argan oils war vcry similor
(mcan 3l3t4mdl00E), a slightly highcr contcnr
(32lt6mg/100g) was dctccæd in chc acsthctic vericry.

Thc squdcnc conænt of thc rrpn oils wes somcwhat

lowcr then thet of thc extra virgin olivc oil (499 mg/100 g)

but significantly highcr than in rhc sunflowcr oil (6mg/

lfi)g) samplc.

3t rob
Thc sæml conænt (fNblc 4) of thc un$Ponifi.blc

fiaction nas rbo dcærmincd b GC-MS (Figurc a).

Thc mrjor sæmls dcæcæd in argan oib wcrc' on avcsegc'

schoæcnot (48%) znd spinastcrol (4096) wirh minor

amounts of 6p*rignlirtadicnc-3p-ol. This conrarts
with thc mejor særol in olivc and sunflowcr oil' which is
p-siærtcrol, Oliræ oil rlso contains lcsscr amouns of chc

dimethyl ctcrols mcthylcnccycloanenol and cacloeucarc'
nol, whilc campcstcrol and stigmarrcrol are also dctcctcd

in sunflorcr oil.

Ptrcnollc compoundl
Thc dctccdon of phcnolic compounds in argan oil is a

cheltcnge. Using rcchniqucs dcvclopcd for the comprc-

hcnsivc craluation of Phcnolic compoundr in olivc oil

A|!û (Ëod)

Arge h..d|dict
Args(ffiÉo
o|b (trtrigirl

$rdili

3 l a t  I
32r t6
3O3iil

4e9
6

Ot4rtd b |||gtloogisEM fq d4lid&.rtFb.
c&rid .e|ÙI. urr irol ltrrlJd sÊneoûi€.lt'dion (GoMs.

SOgltng CC l.Oqrn0. Co.t!€ri.n hct b lIC a4oor-0311; tur FO
ûpo.ri-rgi-ot
nd. ml ddmi..L

absolute valucs in thc oils could bc rcliably dcærmincd.

hr this wc tumcd to HPLC, and ùc total amounn of

tocophcrols dctcctcd were vcry similar in thc lhrcc ryP€s

of argan oils (Thblc 2). Tbtal tocophcrol conænt in thc

food. acschctic and a commcrcial Frcnch rariery of argan

oit .rcprcscnrcd 636t18, 629X28 and 660+2mgikg

respecrivcly. This is vcry clooc to dacâ prcviously

rcporccd, Undl now, howcvcr, thc major cocophcrol

r€portcd in argut oil har bccn a'tocophcrol but in thc

cuncnt study, thc data show that the prcdominant

tocophcrol is actually 7-tocopherol, rcprcscndng on

avaage 75' of total cocophctols, comPared with ô'

tocophcrol (1896) and c-tocophcrol (7%). This ir clcarly

shown by HPIÆ (Figurc 2) of thc dilutcd and b'v GC-MS
(Figurc 3cd) drta of the unsaponifiablc fracdon (I(OH

(!ffi) in distillcd wescr) of thc oils. Ar prcviously

rcponcd, thc major rccophcrol in olivc and sunflowcr
oils is c-tocophcrol (Frgurc 2) and thc tosl nlucs

dcærmincd rrc vcry closc to thosc prcviously publirhcd

CTlblc 2).

3 1 e t 3
3 l l t 2
2t6t r

nd
a€
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(@rcn et aI, 20004,b,cd)' such comPounds arc not
rcedily dcrcctcd by HPLC in thc mcthanolic cxtracts. To
dctcct rhc phcnolic comPounds fmm this maaix it is
ncccssâry to subjcct thc mcthrnolic cxlracts to GC'MS.
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Phenolc antblbflt (lt,r)

Æbruarbn d rtrclin o,qgdl 8Fci.a d.i.c[itttù (d By m.lhtrcfio
aûrdr ot th. olr h dtr hyPmrnttlll/rant*l. oûira raEay. Ar
r -bod atEm oil 0qor >2.Oml), Âr2-alûctio eqm d
0C-' >2Jm0, A-3-Êarrch coomccbl ltEûr ot (lqo- l.90ml)'
OO;u|tr yirsn otiv. oil 0Cæ-.1ltt4. SCI-cunîoror oI
rcÉ- >2-0mtl b) Byruûande phnolcoonPoudrd.tâcbd hth.
èib in cqmcriæn to Ttob& VùÉFc irË 0qo - 1 .6ll nM), eyhgic actul
(|qo- 2"20mti0, hndla *id (lCco- l.|?mM), Trolq
0q;- lZ2afltri), lyood (lCLo-2'51 d{tr).

Uring this tcchniquc thc mrjor phcnolics wcrc idcndfrcd
(Flgurc 5) as vanillic, syingic and fcrulic acids plus

syroaol Of chcsc, fcrulic acid wst dctcctcd only in

æid hydrolyeaæs of ûc m€ù.nolic cxtracls suggcadng

ænjugadon rc a sugrr. Thc amounts dæcrmincd

vctc cxrcrncly tow (Tablc 5) and wcrc similar in

crudc crffacts and aftcr fncdonerion by silicic acid

chrcmarography. 2-Hydrorybcnzoic acid, 3"Ldihydroxy-

bcnzoic acid and vanillin værc also identificd in racc

emountr in rhcsc cnrichcd fractions. In addidon' a

numbcr of unidentificd compounds with IJV spcctra

similar to phcnolics wcrc also dctccrcd and warrant

funhcr invcstigation.

Antbrldrnt protll.t of thê ollr
A major bencfit, which can bc dcrivcd fiom consumption

of oilr high in phcnolic andoxidans ir thc abiliry of thc

lerær o scavcngc ROS. That chc':,major simplc phcnols

tyr,osol and hydro:<ytymsol arc bioevaihblc in humans has

bccn shown clcatly by thc studics of Coval a al (2ffi21'

who dcmonstntcd thcir prcscncc in urinc eftcr doily

challcngcs wich olivc oil. Thcsc data also dcmonrtratc rhc

abiliry of tyrosol to intcract with ROS yiclding highcr

than cxpccrcd excrccion raæs of hydroxytyrosol bascd on

thc challcngc givcn. This is consistcnr with the data of

Owcn al aI (2000^) dcmonstraring ûc scavcnging by

ryrosol of ROS gcncratcd by the faccal maffix yiclding

hydroxyryrosol.

Thcrcforc, a basic cvaluarion of thc anrioxidanl Potcndal
of mcthrnolic cxffacç was conductcd. Thc dara show

chet of the thrcc typcs of argan oil, thc crractr of thc

food and Frcnch commcrcid oik arc supcrior to thc

acsthctic varicry. Thc andoxidant capaciry of mcthanolic

cxtracts of thc food and commcrcial Frcnch varictics arc

ctcerly lowcr than that of crra virgin olivc oil but

modcratcly bcttcr thgn sunllowcr oil (Figuæ 60). Thc

andoxidant iapaciry of the four phcnolic compounds

dcfinidræly dctcctcd arc srrpcrior o thc solublc form of

vitamin E lolox (FTgurc 6b) in thc hypo:onthinc/

xrnthinc oxidasc sysccm, but thcir conænt in rhc oils did

not corrclatc with thc rndoxidant capaciry of thc

mcthanolic cxtracts.
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ol in conust to supplcmcntadon with 7-tocophcrol'
which incrcascr both (licrrga al, 2000)' lt is highly likely

rlut dicts providing subsondel amounts of y-cocophcml
pmæct against ROS-mcdietcd influnmttion. In oiaz' it is
diFrcsk ro comparc thc rclativc cfficacy of ocophcrol
vitamcm with othcr phcnolic antiqidnnts. Ia oiov, ùtc

ocophcrol vitarncrs are incorPonæd into ccll mcmbrencs
rnd thcir andoxidanc capacity is modulatcd by thc

conccntration of vitamin C. In thc cr.rc of phonolic

andoxidana, e condnuous supply it requircd to mcinein

ur anriorident cnvironmcnc. but in thc caso of thc

tæophcrol vitatncrs, strblc incorporadon into ccll mcm'

bnncs and rcgcncntion ofthc quinonc rrdicsl (prcduccd

afær inærrction with ROS) to thc Parcnt compound by

vicrmin C (Hdliwcll and Guttcridgc, 1993) rcndcn thcir

pharmrcologr rathcr difrcrent in ther thcir half'life is fer

longce Thcrcforc argen oil ar a rujor dietary sourcc of 7-
tocopherol may confcr hcalth bencfit cffccu on thc

Moroccan popularion in a manncr somcwhag difËrcnt

from thgt of counuics within thc Mcditcnancan basin'

whcæ a conrinuous supply of phcnolic antioxidants is

obtaincd from olivcs rnd olivc oil in addition to thosc

from fruia and vcgctablcs.

Anorhcr point to notc is that similar to olivc oil, argan oil
(comparcd to many othcr seasoning oils) cûtains

rclativcly high conrcnts of squelcnc which is suggcstcd

to bc protectivc agdnst skin canccr (Ncwmark, 1997) nd

enhanccs cxcrction of xcnobiotics in rats and micc
(Kemimura ct d, t9921. 

, ,;

Thc major srcrols idcntificd in argan oils wcrc spinasrcrol
and schotænol, in agrccmcnt with thc litcraturc dats.

Thcsc stcrols ârc vcry rerc in vcgctablc oils. In animal

studics thc cffccts ofspinrrtcrol arc documcnæd to bc a

rcduction in plasma and livcr cholcsrcml lcvcls of micc,

modularcd by incrcasing faccal cholcstcrol cxcrction
(Uchida a al, 1983). Antitumorigcnic potcntial of

spinasæml has also bccn dcmonrtrarcd by Vllascnor

rnd Domingo (2000), whcrcas schotænol crhibis an

ancicarcinogcnic and o4ocoxic potcntial (Ariza'ilâ d 4l'

1985).

Although thc contcnt of phcnolic antioridantr in argan

oils is cxrcmcly low, vanillic, syringic and fcrulic
(probably glycorytaccd) acid, along with ryrosol wcrc

dcfinitivcly idcntilicd and quantiatcd. Thig concasa
wirh r prcvioue publication (Chfuni at aI, 1988) which

idcntificd caffcic acid end olcuropcin ar thc mrjor
phcnolic consci$en6. In the cuncnt stud thcsc wcrc

not dctectcd.

In conclurion, argan oil is shown to contain 7-tocopherol
ar thc major viumcr. Thc oil is rcladvcly rich in squalcnc

but har rary low quandties of phcnolic corudtuenc
( <5 mg/trg), othcr than thc tocophcrol vitamcrs.
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Structur6
Thc smrcturss elucidetcd for somc of thc compounds

dctecæd in argrn oil arc depictcd in Figurc 7.

Dlscusslon
Thc major idcndfiable end-point of this comprchcnsive
study of argan oils is thrr thc prcdominant vltamer ir 7'
tocophcrol not e-cocophcrol and is thercforc clcarly at

odds with rcports in thc literaturc (Boukhobza and

Pichon-Prum. l9E8). Thc rcasons for thir discreponcy arc
probably mcthodological, bccausc in our study thc

srruciurcs of thc vismcrs wcrc confirmcd by GC'MS

and thc assigrmcnc art uncquivocal'

h oioo dstÂ fiigîSa d,20fi)) indicaæ thst 7-cocophcrol
m.y bc g far morc important andoxidsnt rhen c'
tocophcrol, Both 7-toctphcrol and its mcnbolitc

2,7,&uimethyl-2-(fcarùorycchyl)-6hydroxychmman (p

CEHC), which it mainly excrcæd in urinc, unlike a-
rocophcrol and irs corcsponding mctabolitc inhibit
cycfooryçnesc acdviry (Jiang a al, 20ffl1. In addidon'
it ir notcwoahy that supplcmensdon with high doscr of
c-rocophcrol dcplctcc both plasma and cissuc 1-tocophcr-
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Howcrrcr thc dc{initiw prsîcncc and quantitrrin of
wnillic, syringic, fcrulic acid and rytosol arc dcscribcd for
rhc {irst timc. Thc unidcndficd phcnolicJikc conrpounds
wernnt fu nhcr invcrtig[ion.
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Résumé :

Au cours du pÉsent travail, trois especes de plantes appartenant à trois familles différentes dont
une d'origine de la flore marocaine et deux d'origine de la flore congolaise ont été investiguées d'un point
de vue phytochimique etlou physico-chimiques. Il s'agit d'Argania spinosa (Sapotacées), un arbre
endémique du Maroc, et de deux buissons rencontrés en Afrique centrale et ôccidentale et plus
particulièrement au Congo, il s'agit d'Anisoplryllea dictnstyla (Rhizophoraceae) et d'Annona cuneata
(Annonaceae). Ces trois espèces ont fait I'objet d'une étude ethnobotanique sur le terrain et l'évaluation
de la toxicité aiguë de leurs extraits a aussi fait I'objet d'étude lors de ce travait.

Dans le cadre de nos investigations phytochimiques et pharmacologiques, plusieurs composés ont
été isolés et caractérises et leurs profils antiradicalaires ont éte étudiés. L'isotement de tous ces composés
a éæ effectué à l'aide des techniques chromatographiques différenæs. L'élucidation finale des structnres a
été surtout réalisée grâce à des moyens spectroscopiques (RMN, SM et UV). Des méthodes chimiques
(hydrolyse, dérivatisation) ont éæ également utilisées pour confirmer certaines de ces structures.
Pour Annona cmeata, I'identification des huiles essentielles a fait état de présence de vingt cinq
composés qui ont été caractérisés par leu$ temps de rétention, leurs masses et leurs indices de Kovats. Z-
sabinène est le produit majoritaire, æ-pinène, my'cène, pphéllandrène, linalool, ôelémène, pelémène et
garmacrene D sont aussi identifiés), heize autres composés polyphénoliques, principalement des acides
phénols simples ont été identifiés (acide p-Hydroxybenzorque, acide 3,4-dihydroxybenzoique acide
ferulique, acide vanillique syringaldeheyde, vanillin et alcoot vanilique).

Trois formes de I'huile d'Argania spinosa (variétés traditionnelles esthétique et alimentaire et une
variété commerciale) ont fait I'objet d'études approfondies. Les investigations physico-chimiques et
phytochimiques ont permis de situer I'huile d'Argania spinosa par rapport à d'autres huiles végétales
étudiées aussi dans ce travail, ainsi, nous avons déterminé les indices de contrôles physico-chimiques tels
que les indices des peroxydes, de p-anisidine et des diènes conjugués.....). Une étude par RMN a permis
de situer la régiospécificité du profil triglycéridique de I'huile. Les résultats de notre étude ont été
concomitants avec les résultats de la littérature qui utilisent d'autres voies d'identification plus
laborieuses.

L'utilisation des techniques CLHP/UV, GC/SM et la LC|LIS ont permis I'identification de
composés supplémentaires pour la première fois dans cette huile d'Argania spinosa. L'acide ferulique,
vanillique, syringique, le tyrosol, acide p-hydroxybenzoique, vanilline sont les produits majoritaires des
phénols isolés de I'huile.

L'extrait insaponifiable de I'huile, a fait I'objet de controverses par différents auteurs et a donc
été étudié par nos soins. Les hydrocarbures de I'huile d'argan ont montré que le squalène était le produit
majoritaire. Le schotténol et le spinastérol sont des composés stéroliques qui ont été identifiés et aussi
quantifiés et confortent les données de la littérature, cependant, l'étude de la composition en tocophérols a
montré que la quantité de I'isomère Test plus importante que la forme æet est donc en contradiction avec
les données de la littérature. Cette étude a été confirmée par GCÂ4S et par CLHPruV.

Cet insaponifiable a montré une activité antioxydante à 100 mg/l plus prononcée que I'a-
tocophérol, composé témoin dans cette étude.

Pour l. dichostyla,I'investigation phytochimique a montré la présence de 26 composés dont les
tannins condensés et des ellagitannins respectivement monomethorylés, diméthoxylés et à pont
méthylène, ainsi que leurs sucrosides (rhamnose, glucose et xylopyranose) et les principaux structures
sont identifiées respectivement à I'acide 3-O-methyl ellagique, acide-3,3'-di-O-methyl ellagique, acide-3'-
O-methyl-3,4-methylenedioxy ellagique, acide ellagique--4-OpD-rhamnoside, acide ellagique-3'-O-
methyl- 4-O-fto-xylopyranoside, acide-3'-O-methyl-3,4-methylenedioxy-ellagique-  -O-Po-glucoside
en plus des proanthocyanidines monomériques et oligomériques, comme la catechine, epicatechine, le
gallate d'epicatechine, I'epicatechine dimer et trimer ont été isolés et identifiés dans cette plante et ont
démontré le potentiel antioxydant le plus remarquable dans cette étude (7,4 pl de cetæ extrait pour 50 %
d'inhibition) en utilisant le modèle in vitro exploitant le dynamisme de la xanthine oxydase, une enzyme
impliquée dans la carcinogenèse. Un triterpène (acide bryonolique) a été aussi isolé et identifié dans cette
espèce. La RMN bidimentionnelle nous a permis d'apporter des éléments importants sur la stéréochimie
et la configuration de cette molécule.



Abstract

In this thesis, three species of African plants belonging to three dif[erent families were
investigated from a phytochemical andlor physico-chemical point standpoint. These were
Anisophyllea dichostyla (Rhizophoraceae) and Annona caneata (Annonaceae) encountered
particularly in the democratic Republic of Congo and other west African countries and Argania
spinosa (Sapotacees) an endemic tree of Morocco. The oil of Argania spinosa and the roots of
Anisoplryllea dichostyla and Annona cuneata were studied. The three species were the subject of an
ethnobotanic study and also an evaluation of acute toxicity of their extracts and the identifrcation and
quantitation of the phenolic antioxidants they contain was evaluated.
Within the framework of the phyochemical and pharmacological investigations, several compounds
were isolated and characterized and their antioxidant potential was studied. The isolation of all these
compounds was conducted using different chromatographic techniques. The final elucidation of the
structures was by spectroscopic means including nuclear magnetic resonance (NMR), gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), and liquid chromatography-electrospray-mass
spectrometry GC-MS). Where necessary ultraviolet spectrophotometry and chemical methods
(hydrolysis, derivatization) were also used to confirm some of the structures.

In the essential oil of Annona cuneata stem barks, twenty-five compounds were identified and
characterized by their retention times, their masses and their Kovats Index. Z-sabinene is the major

component, (a-pinene, myrcene, pphellandrene, linalool, ôelemene, pelemene and germacrene D
were also identified). In addition thirteen polyphenolic compounds, mainly simple phenolic acids were

identified namely (p-hydroxy benzoic acid, dihydroxybenzoic acid, ferulic acid, vanillic acid along
with syringialdehyde, vanillin and vanillic alcohol).
Three forms of argan oil (traditionalvarieties-aesthetic 4r-rd food plus commercially produced oil) were

the subject of thorough studies. The physicochemical and phytochemical investigations made it
possible to compare the oil of Argania spinosa with other vegetable oils also studied in this work. The
physicochemical indices such as the peroxides, p-anisidine and conjugated dienes values rvere

compared according to the time of storage, to measure the rancidity and the thermal stability of the

oi ls.
A study by NMR made it possible io locate the triglyceridic regiospecificiry" of the profile of

oil. The results of this study confirm those of the literature but the methodology used is more Iess time

consuming.
Use of HPLC, GC-MS and LC/MS allowed the identification of additional compounds for the

f i rst t imeintheoi l  of  Arganiuspinosa.Thephenol icant ioxidantsferul ic,vani l l ic,syr ingicacidsalong
with tyrosol p-hydroxybenzoi'c acid, vani I I in were detected.
The unsaponifiable extract of the oil, is the subject of some controversy in the literature. The major

phytosterol detected in argan oil was squalene with lower amounts of schottenol and spinasterol'

However in contrast to the literature the major tocopherol was found to be gamma-tocopherol and not

alpha-tocopherol. The unsaponifiable fractions of the oils showed antioxidant activity at 100 mgil.

Twenty six compounds (mainly phenolic antioxidants) were detected and identified in

Anisophytlea dichostyla, comprising tannins and ellagic acid derivatives respectively. These were (3-

O-meitryl ellagic acid, 3,3'-di-O-methyl ellagic acid, 3'-O-methyl-3,4-methylenedioxy ellagic acid,

ellagic acid-4-O-rhamnoside, 3'-O-methyl ellagic acid- 4-O-ftD-xylopyranoside, 3'-O-methyl-3,4-

methylenedioxy-ellagic acid- 4-O-fto-glucoside and monomeric proanthocyanidines, such as

catec-hine, epicatechine and epicatechine gallate along with epicatechine dimer and trimer). The total

methanolic extract showed a very remarkable antioxidant capacity (7,4 pl of this extract for 50 oÂ

inhibition) in the hypoxanthine /xanthine oxidase in vitro model. A triterpene (bryonolic acid) was

also isolated and identified in this species. Two dimentional NMR enabled the elucidation of the

stereochemistry and configuration of this compound.
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