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Introduction

Introduction:

La phytothérapie, traitement basée sur les plantes médicinales, connait actuellement
un progres. En effet, dans toutes les cultures, la tradition attribue aux plantes toutes
sortes de vertus, et en particulier, des vertus thérapeutiques (OMS, 2010).

Plusieurs raisons motivent le recours aux traitements par les plantes médicinales.

Les médicaments synthétiques produisent plusieurs effets secondaires. Par contre
I’action d’un extrait végétal brut n’est pas toujours identique a celui du produit isolé
ou synthétisé, le médicament d’origine végétale est en général mieux toléré par
I’organisme (Lakshmi Srinivas et al., 2013).

Les métabolites secondaires, constituants majeurs de plantes médicinales,
apparaissent comme une ressource thérapeutique prometteuse, qui fait I’objet de
nombreuses recherches pour le développement de nouveaux médicaments.
Parmi ces produits, les polyphénols, les tanins, les saponines, les quinones, les
flavonoides, les terpénes, les stérols et les alcaloides, qui sont largement utilisés en
thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires (Chawla et al., 2012).
Inhibiteurs enzymatiques, antioxydants, cytoprotecteurs (Atmani et al., 2009).
Notamment comme gastro-protecteurs et dans le traitement des maladies gastro-
intestinales (Amirshahrokhi et Khalili, 2015).

Notre choix s’est porté sur les métabolites secondaires, précisément les saponines de
Clematis flammula. Une plante qui appartient a la famille des Renonculacées. Elle est
dénombrée en Algérie parmi les plantes médicinales représentant un large arsenal
thérapeutique, en raison de sa richesse en métabolites secondaires (Atmani et al.,
2011).

Dans cette étude, notre but s'est dirigé vers la séparation par CCM des constituants de
trois extraits des feuilles de cette plante, acétate d'éthyle, éther de pétrole, et

n.butanole. Le dosage des saponines a été aussi réalisé.
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I.1. Plantes médicinales

Les plantes médicinales ont été, pour longtemps, la seule source de substances actives
utilisées pour traiter des maladies et des maux. Récemment les plantes médicinales présentent
un intérét particulier pour la recherche scientifique. Elles sont sélectionnées sur la base de

leur utilisation en médecine traditionnelle par la population (Trouillas et al., 2003).

Le médicament a base de plantes est un "complexe" de molécules, issu d’une ou plusieurs

especes végétales (Chabrier, 2010).

Selon la jurisprudence en France : « une plante est dite médicinale lorsqu'elle est inscrite dans
la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinal ». Les plantes médicinales sont
caractérisées par des propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines ou
animales. Elles sont considérées comme des médicaments exclusivement vendus par des
pharmaciens. Cependant, certains sont toujours en vente libre notamment en Algérie. Les
métabolites secondaires sont des composants majeurs des plantes médicinales (Trouillas et al.,
2003), y compris les saponines qui se trouvent largement répandues dans les plantes, comme

Clematis flammula (Chawla et al., 2012).

1.2. Métabolites secondaires

1.2.1. Définition

«M¢étabolite secondaire» ce terme est utilis€ pour décrire une vaste gamme de composés
chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions périphérique indirectement
essentielles a la vie des plantes. Telles que la communication intercellulaire, la défense, la

régulation des cycles catalytiques (Hartmann, 2007).
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1.2.2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés parmi eux: les
composés phénoliques, les saponines, les terpenes et les alcaloides. Chacun de ces groupes
renferme une trés grande diversit¢é de composés qui possédent une trés large gamme

d'activités en biologie humaine (Krief, 2003).

1.2.3. Role des métabolites secondaires

a. Fonctions pour la plante
Les métabolites secondaires peuvent étre des moyens de signalisation et d’interaction entre les
plantes et les animaux disséminateurs. Certains métabolites secondaires interviennent dans les
mécanismes d’attraction des animaux nécessaires a la dispersion des graines et des insectes
pollinisateurs par I’intermédiaire de couleurs et d’odeurs (Krief, 2003).

b. Fonctions pour I'étre humain
Les métabolites secondaires végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie,
en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Ces composés sont en grande mesure

illustrés en thérapeutique (Bahorun, 1997).

1.3. Saponines

Les saponines (Figure 3) sont des métabolites secondaires (Hartmann, 2007), qui sont
généralement connus comme des composés non-volatils, tensio-actifs qui sont principalement
distribués dans le régne végétal (Vincken et al., 2007). Le nom «saponine» est dérivé du mot
latin sapo, qui signifie «savony». En effet, les molécules de saponines dans 1’eau forment une
solution moussante. L'é¢tude de (Mayank et al, 2011), rapporte que les saponines existent
dans les plantes sous forme biologiquement active et sont impliquées dans la phyto-protection

antimicrobienne.
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En effet, les saponines trouvent de nombreuses applications dans l'industrie alimentaire et
dans I’industrie cosmétique en raison de leur propriétés moussante. Les applications des
saponines s’étendent a 1’agriculture, pour l'assainissement des sols (Chan et al., 2008) et en

tant que pesticides naturels (Chen et al., 2007).

HO.,

Figure 1: Structure chimique de la solanine, une saponine rencontrée chez toutes les Solanacée

(Garai, 2014).

1.3.1. Propriétés biologiques des saponines

Les propriétés biologiques de ce métabolite secondaire ne sont pas limitées a la protection des
plantes, car de nombreuses espéces végétales a forte teneur en saponines sont utilisées en
médecine traditionnelle, comme notamment les racines de Bupleurum falcatum L et de Panax
ginseng (Fu et al., 2005), pour ne citer que quelques exemples. Les saponines retiennent
I’attention aussi bien pour leur exploitation industrielle en lien avec leurs propriétés
biologiques différentes, parmi eux: anti-inflammatoires (Wang et al., 2008), antiulcéreuses
(Nwafor et Bassey, 2007), antifongique (Carotenuto et al., 1999), anti-diabétique (Luo et al.,
2008), anti-obésité (Zheng et al., 2007) et anticancéreuses (Jabrane ef al., 2011).
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1.3.2. Autres activités

a. Activité hémolytique
Les saponines ont le pouvoir de rompre la membrane érythrocytaire (membrane solide mais
souple jouant un role important dans la déformabilit¢ du globule rouge, et retenant
I'hémoglobine). La propriété hémolytique est généralement justifiée par 1’interaction entre les
saponines et les stérols de la membrane érythrocytaire. Ce qui conduit a 1’éclatement de la
membrane, provoquant ainsi une augmentation de la perméabilité suivi de la perte de

I’hémoglobine (Tabassi et al., 2006).

b. Effet sur la membrane plasmique
Les saponines facilitent la libération intracellulaire de I’ion potassium K+
ainsi que la lactase déshydrogénase (enzyme intaracellulaire participle a la glycolyse), ce qui

montre leur role dans la déstabilisation de la membrane plasmique (Wassler et al., 1990).

c. Activités anti-inflammatoire
Les saponines isolés de la partie aérienne de Dianthus barbatos présentent les activités
analgésique et anti-inflamatoire (Cordell et al, 1977). L’activité anti-inflammatoire a
¢galement été prouvé par d’autres travaux sur des saponines isolées de Polygala japonica

(Wang et al., 2008).
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1.4. Structure des saponines.

Structuralement, les saponines peuvent étre classées en deux groupes selon la nature de la
génine (qui est définie comme le groupement aglycone ou non glucidique de la saponine), les

saponines a génine stéroidique et les saponines a génine triterpénique (Mayank et al., 2011).

1.4.1. Les saponines a génine stéroidique

Ces saponines (Figure 2) sont presque exclusivement présentes chez les Angiospermes

monocotyledone Le squelette a 27 atomes de carbone comporte habituellement six cycles.

Comme exemple les saponines isolées de la famille des Alliaceae (Raju, 2004).

- H

HO

Figure 2: Structure générale des saponines stéroidiques ( Diosgénines) (Raju, 2004).
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La (Figure 3) illustre des exemples de saponines a génines stéroidiques.

s 7 spirostans

H
¢ P,
B-\g’SA/
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Figure 3: Exemples des saponines a génines stéroidiques (Gaoussou, 2012).
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1.4.2. Les saponines a génines triterpéniques

Ces saponines (Figure 4) apparaissent en grande majorité dans les Dicotylédones, par exemple
la famille des Polygalaceae (Garai, 2014). Les sapogénines triterpéniques, comme la majorité
des triterpénoides, sont issues de la cyclisation du (3S)-2,3-époxy-2,3-dihydrosqualéne.
L’oléanane, I'ursane et le lupane sont les squelettes les plus communs. Plus que 50% des
saponines connues peuvent &tre attribuées a I’oléanane, plus précisément a I’acide oléanolique

et a ’hédéragénine (Garai, 2014).

Aco*”
28

Figure 4: Structure générale des saponines triterpéniques (Garai, 2014).
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La (Figure 5) représente quelques exemples de saponines triterpéniques.

HO

acide madécassique saikogénine F

R = CHj3 : acide oléanolique
R = CH,0H : hédéragénine
R = CH,OH, OH 2, 16« : acide polygalacique

R = CHO : gypsogénique

R = COOH, OH 2B : acide médicagénine

R = COOH, OH 28, 27 : presénégénine

HO'

W

acide bétulique abrusogénine

OH

HO R =H : protopanaxadiol

W

Tl

R = OH : protopanaxatriol

Figure 5: Exemples des saponines a génines triterpéniques (Gaoussou, 2012).
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1.4.3. Sucres

Les sucres constituent la partie hydrophile des saponines. Une ou plusieurs chaines osidiques
peuvent substituer les génines triterpéniques ou stéroidiques pour former les saponines.
Celles-ci peuvent étre constituées d’une a douze unites osidiques en chaine linéaire ou

ramifiée. (Perrone et al., 2011).

La (Figure 6) représente quelques exemples des sucres les plus courants au niveau des

saponines.
OH - OH oH o
0] HO
HO Y MOH
HO OH | wo OH OH
K OH
D-glucopyranose D-galactopyranose D-xylopyranose
" HOOG | o BH
0 HO i il
HO OH =
HO OH OH
OH OH OH

acide D-glucuronigue

L-arabinopyranose D-apiofuranose

O HO O
HO o] OH
HO OH HO
OH HO OH OH

OH

D-fucopyranose L-rhamnopyranose

D-quinovopyranose

Figure 6: Les différents sucres constitutifs des saponines (Perrone et al., 2011).
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L.5. Chromatographie

C’est une méthode qui sépare les constituants d’un mélange par entrainement au moyen d’une
phase mobile (liquide ou gaz) le long d’une phase stationnaire (solide ou liquide) (Audigie et

al., 1982) emprisonnée dans une colonne ou fix¢é sur un support (Rouessac et al., 2000).

I.5.1. Chromatographie sur couche mince

< Définition

C’est la technique la plus répandue et retenue dans la pharmacopée, caractérisée par sa

rapidité, sa sensibilité et sa facilité de mettre en ceuvre (Herrabielle et Paris, 1980).

En CCM, les composés sont partagés entre deux phases : I’une stationnaire dite adsorbant qui
est généralement du gel de silice ou d’alumine (Dobarganes et al., 2002), et 1’autre mobile
représentée par un mélange de solvants qui entraine les composés par migration. La migration

dépend de la polarité des extraits et des solvants utilisés.

11
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I1.1. Matériels
I1.1.1. Matériel végétal

Dans notre présent travail, on s’est intéress¢ a la présence des saponines dans trois extraits
différents de Clematis flammula. Les feuilles de cette plante (Figure 7A) sont utilisées en
infusion ou cataplasme sur le genou pour soigner I’arthrose et les maladies a caractcre
inflammatoire comme ’ulcére gastrique et la recto-colite. Ces deux derniers font 1’objet d’un
projet de recherche du laboratoire de Biochimie Appliquée. Les fleurs (Figure 7B) sont plutot

décoratifs.

(A) (B)

Figure 7 : Photographies originales des feuilles (A) et fleurs (B) de Clematis flammula.

12
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I1.1.2. Classification (Areej, 2007)

Reégne : Plantae

Embrancgement : Spermatophyta

Classe : Dicotyledones

Ordre : Ranunculales

Famille : Ranunculaceae

Genre : Clematis

Espéce : Clematis flammula.

11.1.3. Les noms vernaculaires

Les noms vernaculaires de cette plante se résument par le suivant :

Francais : Clématite brilante

Anglais : Fragrant Virgin's-bower

Espagnol : Jazmin de monte (Areej, 2007).

Arabe : ) Gendy

Berbere : azenzou ,zenzou

13
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I1.1.4. Description

Clematis flammula est une plante herbacée grimpante (Boutin et al, 2010). Elle est
vigoureuse a feuilles bipennées, caduques (tige aérienne annuelle), ligneuses, légérement
poilues, épaisses de couleur verte, tige cylindrique, avec de faibles cotes ovales a lancéolées;
les fleurs sont blanches odorantes. Cette plante est caractérisée par une floraison en période

d’été (de juin a aolt) (Atmani et al., 2011).

11.1.5. Habitat

Clematis flammula est une plante méditerranéenne qui croit en Espagne, en Italie et en

Turquie, mais beaucoup plus dans la région Kabyle en Algérie (Atmani et al., 2011).

I1.2. Méthode

11.2.1. Récolte

La récolte de Clematis flammula a été effectuée dans la forét d'Azru' n Bechar, commune

d'Amizour au mois de mai 2016.

I1.2.2. Broyage

Les feuilles de Clematis flammula ont été séchées dans un endroit sombre et aéré et ensuite

broyées et tamisées jusqu'a I'obtention d'une poudre fine (60 um de diamétre).

I1.2.3. Extraction

L’extraction des saponines a €té entreprise suivant la méthode de Maamria et al, (2014).
C’est une extraction sélective qui implique plusieurs solvants. Le schéma de I’extraction est

montré dans la (Figure 8) ci-dessous:

14
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Poudra vagatals (800 g}

hiacération pendant 3 jours & température ambianta

V

Ethanol-H:0 (70:30 V/V, 8L x 2)

Nl
Evaporation
N
Extrait (hydro aleool) agueux (0,5 L) wiv
F _.Il_t[ “'Ether da pétrela 0,5 L x 3
Phase 1: Ether da patrola {3 g) Phase aqususaviv

Acstate d'éthvle 0, 5L x 3

0"

Phase agususe viv Phasa 2: Acatate d’athvla (8 g)

' [_—l o1 n-butanel0 5L x3
1 £

-

N

Phasz agueuss Phase 3:n-butanol {40 g)

Figure 8: Protocole d’extraction (Maamria ef al., 2014).

Le protocole d'extraction nous a permis d’obtenir trois phases. Phase 1: éther de pétrole (3g),

phase 2: acétate d'éthyle (8g), phase 3: n-butanol (40g).
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I1.3. Tests phytochimiques

Plusieurs tests phytochimiques ont été entrepris pour révéler la présence des saponines dans

les trois extraits.

11.3.1. Test de Libermann-Burchard

Les trois extraits acétate d'éthyle, éther de pétrole et n-butanol ont été traités avec quelques
gouttes d'acide anhydre bouillir et laisser refroidir. Ensuite, de l'acide sulfurique concentré a
¢té ajouté sur les cotés des trois tubes a essai. L’apparition d’un anneau brun a la jonction des
deux couches avec une couche supérieure qui devient verte, indique la présence de
triterpénoides alors que la formation d'une couleur rouge foncée indique la présence de

stéroides (Hostettman et Marston, 2005).

11.3.2. Test de formation de mousse

Une solution de 2 mg/ml des trois extraits acétate d'éthyle, éther de pétrole, et n-butanol sont
mélangés avec de 1'eau dans trois tubes a essai. Apres agitation, la formation d’une mousse

stable serait une indication de la présence de saponines dans les extraits.

I1.3.3. Test d'hémolyse

0,2 ml de solution d’extraits (préparés dans 1% de solution saline normale) ont été ajoutés a
0,2 ml de sang a 10% dans une solution saline normale. Apres agitation, une centrifugation a
¢été effectuée. L’apparition d’un surnageant rouge comparé avec le tube témoin contenant 0,2

ml de sang mélangé avec une solution saline révelerait I’hémolyse du sang par des saponines.
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I1.4. Dosage des saponines totaux :

La détermination quantitative des saponines dans les extraits de Clematis flammula a été

réalisé suivant la méthode de Ncube et al. (2011) illustrée dans la (Figure 9) ci-dessous:

Extrait 1.2 mg'ml {50% mathanol)

230 yl solution d'axtrait acide oléancliqus 10meg'ml

L

250 pl vanilline (8%)

L

2,5ml acids sulfurigus {72%%)

Incubation au bain marins 60°C pendant 10 min

L
drmin refroidissemeant

W

Lacture 344 nm

Figure 9: Protocole de dosage des saponines totaux (Ncube et al., 2011).
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Une courbe d’étalonnage utilisant I’acide oléanolique (10-100ug) a permis le calcul des
concentrations en saponines des trois extraits en ug équivalents acide oléanolique/mg

d’extrait (ug eq AO/mg extrait).

IL.5. Chromatographie sur couche mince (CCM)

IL.5.1. Principe

Un petit volume (5-15ul) de I’échantillon a analyser est déposé a environ 1 cm du bord
inférieur de la plaque (Rouessac, 1995), qui est ensuite immergée dans une cuve
chromatographique contenant un mélange de solvants. Celui-ci monte par capillarité le long
de la plaque et entraine avec lui les composants de I’extrait a analyser a des vitesses
différentes suivant leur solubilit¢ ce qui permet leur séparation (Mounia, 2010). Cette
technique a été réalisée dans le but de caractériser les composés phénoliques et les saponines

des trois extraits de Clematis flammula.

I1.5.2. Conditions chromatographiques

Pour la migration des composés, deux systémes de solvants ont été préparés.

I1.5.2.1. Systemes de solvant

¢ systémel: chloroforme: méthanol: acide acétique: eau (100: 15: 0,5: 0,3).

*» systéme2: acétate d’éthyle: acide acétique: acide formique: eau (100 :11 :11 : 26).

11.5.2.2. Dépot de I'échantillon

Les trois extraits éther de pétrole, acétate d’éthyle, et n-butanol ont été préparés a 10 mg/ml
dans du méthanol. Les extraits ont été déposés (4ul) sur la plaque en plus des standards qui
sont la diosgénine (saponine stéroidien) et l'acide oléanolique (saponine triterpéniques), ces

derniers préparés a 5 mg/ml dans du méthanol.
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I1.5.3. Développement des plaques

La plaque est placée verticalement dans une cuve contenant 100 ml de systéme solvant de
fagon a ce qu’elle trempe sur une hauteur de 0,5 a 1 cm environ. On laisse alors le solvant
monter le long de la plaque par capillarité. Au cours de son ascension, le solvant va entrainer
les différents constituants du mélange déposés en bas de la plaque, les constituants les moins
retenus par I’adsorbant étant entrainés plus facilement (Gaoussou, 2012). La migration dépend
de la polarité¢ des extraits et des solvants utilisés (Rouessac et al, 2000). A la fin de la

migration, la plaque est séchée.

I1.5.3.1. Révélation par lampe UV a 312 nm
Les plaques ont été observées sous lampe UV a 312 nm. Les saponines ont une fluorescence

rouge a 312 nm (Hostettman et Marston, 2005).

I1.5.3.2. Révélation par I’anisaldehyde
L’anisaldehyde réagit avec les saponines pour donner une couleur jaune pour les saponines
stéroides (Diosgénine) et violet ou bleu violet signifie la présence des saponines triterpénoides
(Acide oléanolique). L anisald¢hyde est préparé comme suit:
¢ Solution A: 0,25ml anisaldehyde.
% Solution B: Preparation de 50ml alcool (90% methanol, 5% acide sulfirique, 5% acide
acétique).

M¢élange Solution A - Solution B (0,25ml/50ml).

19



Chapitre 11 Matériels et méthode

I1.5.3.3. Rapport frontale

Le rapport frontal ou rétention frontale (Rf) est caractéristique d’un produit dans un éluant donné et

pour une phase stationnaire donnée (Mounia, 2010).

=

Rf =

Ou H représente la hauteur parcourue par le front du solvant entre la ligne de base et le front
du solvant et h la hauteur parcourue par un composé¢ entre la ligne de base et sa position au
moment de la révélation. Deux corps présentant le méme rapport frontal R sur la méme

plaque sont identiques ou similaires.

En comparant les rapports frontaux des « spots » de l'échantillon étudié¢ aux rapports frontaux
de ceux des molécules de référence (diosgenine et acide oleanolique), il est possible de

déterminer la présence de saponines dans 1'extrait.

I1.6. Dosage des fractions chromatographiques des saponines

Les « spots » de saponine sur les plaques de CCM révélées précédemment par 1’anisaldehyde
et observées sous la lumiére UV (312 nm) sont grattées, dissous dans du méthanol (400 pl),
centrifugées pour se débarrasser de la silice (3000 rpm/min), puis dosées suivant la méthode

de Ncube ef al. (2011), décrite ci-dessus (Figure 9).
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II1.1. Résultats et discussion

L’objectif de ce travail est la détection, caractérisation par CCM et dosage, des saponines
dans trois extraits différents de C. flammula : acétate d’éthyle (AE), éther de pétrole (EP), et
n-butanol (NB). La détection des saponines a été d’abord entreprise par des tests

phytochimiques.

II1.2. Tests phytochimiques

L’objectif des trois tests phytochimiques, le test de Libermann-Burchard, le test de formation
de mousse et le test d'hémolyse est la détection des saponines dans trois extraits différents de

C. flammula : acétate d’éthyle, éther de pétrole, et n-butanol.

1I1.2.1. Test de Libermann-Burchard

La figurel0: (A, B, C.) ci-dessous montre les résultats du test de Libermann-Burchard.

(A) (B) (€)

Figure 10: Résultats du test de Libermann-Burchard des trois extraits. (A): Ether de pétrole; (B):
Acétate d'éthyle et (C): n-butanol.
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Les résultats du test de Libermann-Burchard dans la figurel0 montrent la présence d'un
anneau brun qui est couvert par une couche supérieure de couleur verte dans les trois extraits
de C. flammula éther de pétrole (10A), acétate d'éthyle (10B) et n-butanol (10C),ce qui indique la
présence de saponines triterpenoiques dans les trois extraits (Hostettman et Marston, 2005).
D’apres ces mémes auteurs (Hostettman et Marston, 2005) les saponines stéroidaux doivent

donner une couleur rose a pourpre avec ce test.

1I1.2.2. Test de formation de mousse

Les résultats du test de formation de mousse de trois extraits de C. flammula AE, EP, NB sont

montrés dans la figure 11: (A, B et C).

(A) (B) (©)

Figure 11: Résultats du test de formation de mousse des trois extraits. (A): Acétate d'éthyle ; (B):

Ether de pétrole; (C): n-butanol.

La formation de mousse stable dans les trois extraits révele la présence de saponines qui sont
caractérisés par leurs propriétés, tensioactives en se dissolvant dans 1’eau (Mayank et al.,

2011).
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I11.2.3. Résultats et discussion du test d'hémolyse

La figure 12: (A, B, C, D) ci-dessous montre les résultats du test d'hémolyse.

(A) (B) (L8] (D)

Figure 12: Résultats du test d'hémolyse (A): Tube témoin (C: control) contenant 0,2 ml de sang a

10% dans une solution saline normale diluée avec 0,2 ml de solution saline normale. (B): Acétate

d'éthyle ; (C): Ether de pétrole; (D): n-butanol.

Les résultats du test d'hémolyse (Figure 12), pour 'acétate d'éthyle (B), I'éther de pétrole (C),
et le n-butanol (D), permettent de noter la couleur rouge du surnageant comparé au témoin
(A) surtout dans le cas du sang de souris mélangé avec I’extrait d’éther de pétrole ou la
couleur rouge foncée révele une hémolyse trés forte des hématies du sang. Ceci suggere une
concentration plus élevée des saponines dans cet extrait. En effet, en contact avec les
hématies, les saponines se combinent avec le cholestérol et les autres stérols de la membrane
érythrocytaire ce qui entraine une modification de la perméabilit¢ membranaire d’ou

formation de pores et libération d’hémoglobine dans le milieu externe (Tabassi et al., 2006).
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I11.3. Résultats et discussion de la chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une technique rapide non cotiteuse, mais plutdt
qualitative pour caractériser les métabolites secondaires des plantes. Elle est basée sur le
partage des composés de trois extraits AE, EP, NB entre I’adsorbant solide fixe (gel de silice)
et la phase mobile (systeme de solvant). Chacun des composés des trois extraits est soumis a
une force de rétention par adsorption et une force d’entrainement par le systeme de solvant.
L’équilibre qui en résulte aboutit & une migration différentielle des composés de trois extraits
AE, EP, NB a analyser, ce qui permet leur séparation (Rouessac et al., 2000).

Deux facteurs interviennent lors de I’interaction entre le systéme de solvant et le mélange de
composés de trois extraits de C. flammula. Premiérement, la solubilité, on doit étre en mesure
de dissoudre les composés de trois extraits dans les systémes de solvant pour que la migration
se fasse. Deuxiémement, la polarité du systeme de solvant va déterminer a quelle vitesse les

constituants des extraits migrent (Lapronik et al., 2005).

Les trois extraits : EP, AE, et NB et les deux standards la diosgénine et 1'acide oléanolique ont
subi une chromatographie sur couche mince avec deux systemes différents, dans le but de

déterminer le meilleur systéme pour la séparation des saponines de ces extraits.

¢ Systémel: chloroforme: méthanol: acide acétique: eau (100: 15: 0,5: 0,3).

+» Systéme2: acétate d’éthyle: acide acétique: acide formique: eau (100 :11 :11 : 26).

La chromatographie sur couche mince aide a mieux caractériser les saponines des trois
extraits de Clematis flammula, en comparant leurs différentes caractéristiques (migration (Rf)
et couleur sous UV et par révélation avec 1’anisaldéhyde avec les différents standards : 1’acide
oléanolique représente les saponines triterpeniques, alors que la diosgénine représente les

saponines stéroidiques.
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I11.3.1. Résultats et discussion de la plaque 1
I1.3.1.1. Révélation avec I’anis aldéhyde

¢ Systémel: chloroforme: méthanol: acide acétique: eau (100: 15: 0,5: 0,3).

% Temps de migration: 2h 15min.
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Figure 13: Plaque 1: Chromatographie sur couche mince de trois extraits de Clematis flammula dans
le systémel: chloroforme: méthanol: acide acétique: eau (100: 15: 0,5: 0,3). AE: acétate d’éthyle EP:

éther de pétrole et NB: n-butanol, et les standards suivants: DI: diosgénine et AO: acide oléanolique.

Les Rf et couleurs des composés de la plaque 1 aprés révélation par 1’anisaldéhyde sont

représentés dans le tableau L.
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Résultats et discussion

Tableau I: Rf et couleurs des composés de la plaque 1 aprés révélation par 1’anisaldéhyde.

Taches Rf AE Rf EP RfNB Rf DI RfAO
1 0,01 0,01 0,03 0,90 0,85
couleur Violet Bleu violet Vert Jaune Bleu violet
2 0,05 0,05 0,07 - -
couleur Violet violet - - -

3 0,14 0,7 - - -
couleur Violet Violet - - -

4 0,46 0,85 - - -
couleur Violet Bleu violet - - -

5 0,78 0,46 - - -
couleur Bleu violet Violet - - -

6 0,85 0,53 - - -
couleur Bleu violet Bleu violet - - -

7 0,89 0,78 - - -
couleur Bleu violet Bleu violet - - -

8 0,92 0,85 - -
couleur Violet Bleu violet - - -

9 1 0,89 - - -
couleur Violet Bleu violet - - -

10 - 0,92 - - -
couleur - Violet - - -

11 - 0,89 - - -
couleur - Bleu violet | - - -
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Le systetme 1 est un systtme couramment utilis€ pour séparer les saponines d’extraits de

plante (Lapronik et al., 2005).

En effet, nos résultats montrent que ce systeme (systéme 1) est adéquat pour la séparation des
saponines des extraits de 1'acétate d'éthyle et I'é¢ther de pétrole pendant un temps de migration
proche de 2h et 15 min. En fait, les deux extraits sont séparés en 9 taches pour I'AE et 11
taches pour I'EP (Tableau I). Par contre, la séparation a été mauvaise pour les composés du n-

butanol ou on a observé seulement deux taches (Tableau I).

Ces résultats confirment que les composés des deux extraits AE et EP sont plus solubles dans
le systtme 1 que ceux du n-butanol, et que la polarit¢ du systéeme 1 est adéquate pour la

séparation des saponines de ces deux extraits, mais pas de ceux du n-butanol.

Les deux extraits AE et EP présentent presque le méme profil chromatographique indiquant
des composés en commun (Figure 13). (La premiére tache d'AE et d'EP. La deuxiéme tache
d'AE et d'EP. La quatriéme tache d'AE et la cinquiéme tache d'EP. La sixieme tache d'AE et
la huitieme tache d'EP. La septiéme tache d'AE et la neuviéme tache d'EP) (Tableau I).

De plus la sixieme tache d'AE et la huitieme tache d'EP présentent la méme couleur et le
méme Rf qui est aussi voisin du Rf de standard pour les saponines triterpéniques, l'acide
olianolique (Tableau I). Ce qui suggere que leur structure est similaire & ce composé de
référence (Figure 5: Acide oléanolique). Des études plus poussées doivent étre entreprises

pour le confirmer.

Par contre, aucun composé des trois extraits ne correspond au Rf et la couleur de la
diosgénine (Tableau I), (Figure 2: Diosgénine), ce qui veut dire que les saponines des trois

extraits sont plutot triterpéniques.
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I11.3.1.2. Révélation par ’UV (312 nm)
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Figure 14: Plaque 1: Chromatographie sur couche mince de trois extraits de Clematis flammula, aprés
révélation par lampe UV (312nm) dans le systémel: chloroforme: méthanol: acide acétique: eau (100:

15: 0,5: 0,3). AE: acétate d’éthyle EP: éther de pétrole et NB: n-butanol, et les standards suivants: DI:
diosgénine et AO: acide oléanolique.
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Tableau II: Rf et fluorescences des composés de la plaque 1 apres révélation par lampe UV (312nm).

Taches RfAE RfEP RfNB Rf DI RfAO
1 0,01 0,01 0,03 - -
Fluorescence | Bleu Blanche Grise - -
2 0,14 0,05 0,07 - -
Fluorescence | Blanche Blanche Bleu - -
3 0,21 0,17 0,07 - -
Fluorescence | Bleu Blanche Bleu - -
4 0,46 0,22 0,19 - -
Fluorescence | Bleu Blanche Bleu - -
5 0,5 0,52 0,45 - -
Fluorescence | Blanche Violette Bleu - -
6 0,57 0,78 - - -
Fluorescence | Bleu Orange - - -
7 0,78 0,85 - - -
Fluorescence | Orange Rouge - - -
8 0,85 0,89 - -
Fluorescence | Rouge Rouge - - -
9 0,90 0,90 - - -
Fluorescence | Rouge Rouge - - -
10 0,95 0,97 - - -
Fluorescence | Violette Orange - - -
11 0,97 1 - - -
Fluorescence | Verte Rouge - - -
12 1 - - - -
Fluorescence | Rouge - - - -
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Le profil chromatographique de la plaque 1 sous UV ( Figure 14) montre que les deux extraits
AE et EP sont séparés en 12 et 11 fractions respectivement avec des composés similaires (de
méme Rf et fluorescence) (Tableau II), mais avec une plus grande intensité¢ dans 1’extrait AE
par rapport a I’extrait EP notamment pour la fraction 5 de I’extrait AE qui montre une

fluorescence blanche, caractéristique des coumarines (Hostettman et Marston, 2005).

Aussi on a noté ’apparition d’une fraction 11 de fluorescence verte qui n’existe pas dans le
profil chromatographique de I’extrait EP. Cette fluorescence a été exhibée par des saponines

(les betaxanthines) de Quinoa (Escribano et al., 2017).

Les fractions 8 et 7 pour I'AE et I'EP respectivement, de fluorescence rouge en général
correspondent aux saponines (qui sont de méme Rf que 1’acide oléanolique) sauf pour la

derniére fraction qui correspond en général a la chlorophylle.

Les deux standards acide oleanolique et diosgénine n’ont montré aucune fluorescence ce qui
est en accord avec la littérature (Hostettman et Marston, 2005). Par contre, les composés de
méme Rf ont donné une fluorescence rouge ce qui démontre que leur structure n’est pas

identique a celle de 1’acide oleanolique.

L’extrait NB a révélé plus de quatre fractions (Tableau II) en contraste avec la révélation par
I’anis aldéhyde qui n’a révélé que deux. La fluorescence est bleu ce qui correspond plutot a

des coumarines qu’a des saponines.
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I11.3.2. Résultats et discussion de la plaque 2

Les résultats de révélation par I’anis aldéhyde de la plaque 2 sont montrés dans la figure 15.

+» Systéme2: acétate d’éthyle: acide acétique: acide formique: eau (100 :11 :11 : 26).
% Temps de migration: 2h 35 min.

% Révélation: Anisaldehyde
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Figurel5: Plaque 2: Chromatographie sur couche mince de trois extraits de Clematis flammula dans le
systéme2: Acétate d’éthyle: acide acétique: acide formique: eau (100 :11 :11 : 26). EA: acétate

d’éthyl, EP: éther de pétrole et NB: n-butanol, et les standards suivants: DI: diosgénine et AO: acide
oléanolique.
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Les Rf et couleurs des composés de la plaque 2 ont été calculés et sont représentés dans le

(Tableau III).

Tableau III: Rf et couleurs des composés de la plaque 2 apres révélation par I’anisaldéhyde.

Taches AE EP NB DI AO
1 0,01 0,01 0,01 0,90 0,85
couleur Violet Violet Vert Jaune Bleu violet
2 0,03 0,03 0,02 - -
couleur Violet Violet Vert - -

3 0,13 0,14 - - -
couleur Violet Violet - - -

4 0,46 0,47 - - -
couleur Violet Violet - - -

5 0,78 0,71 - - -
couleur Violet Violet - - -

6 0,85 0,87 - - -
couleur Bleu violet Bleu violet - - -

7 0,89 0,85 - - -
couleur Violet Bleu violet - - -

8 0,92 0,89 - - -
couleur Violet Violet - - -

9 - 0,92 - - -
couleur - Violet - - -

Les deux extraits AE et EP présentent presque le méme profil chromatographique indiquant
des composés en commun (Figure 15). (Tache 1: AE, EP. Tache2: AE et d'EP. Tache 6: AE et
tache 7 d'EP. Tache 7 d'AE et tache 8 d'EP) (Tableau III). Le n-butanol n'a pas migré, ce qui
veut peut-étre dire que le systéme chromatographique (systéme 2) n'est pas adéquat pour la

séparation des composés de cet extrait.
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De plus, la sixieme tache d'AE et la septieme tache d'EP présentent la méme couleur et le
méme Rf, qui est aussi voisin du Rf du standard pour les saponines triterpéniques, l'acide
olianolique (Tableau III). Par contre, aucun composé des trois extraits ne correspond au Rf et
la couleur de la diosgénine (Tableau III), ce qui veut dire que les saponines des trois extraits

sont plutot triterpéniques.

Le gel de silice est polaire (Dobarganes et al., 2002), et a par conséquence une plus grande
affinité pour les composés polaires: un composé peu polaire est peu adsorbé. Un composé
polaire est trés adsorbé. Les molécules chargées ne migreront habituellement pas sur gel de
silice, elles sont trop polaires. Donc le choix du systéme de solvant qui fait migrer les
composés est donc trés important. Notre intérét pour la présence des saponines dans les trois
extraits de C. flammula a fait qu’on a choisi deux systémes appropriés pour ces métabolites

secondaires.

Seulement, les résultats du systéme 2 (Figure 15) montrent que ce systeme est moins adéquat
pour la séparation des trois extraits de Clematis flammula par rapport au systéme 1 (Figure
13), lorsqu'on compare entre les résultats chromatographiques des plaques CCM et le nombre

des composés séparés (plaque 1: Figure 13. Tableau 1. Plaque 2: Figure 15. Tableau III).

De méme que pour le systetme 1, ce systetme n’a pas été appropri€¢ pour la séparation des
composés de ’extrait NB ce qui veut dire que les constituants de cet extrait ne sont pas

soluble dans les solvants utilisés.

La révélation sous UV du systeéme 2 n’a donné aucun résultat.
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II1.4. Dosage des saponines dans les extraits AE, EP et NB de C. flammula

Le calcul des concentrations en pg équivalents (eq) acide oleanolique (AO) a été fait sur la

base d’une courbe d’étalonnage (10-100pg).

Les résultats montrent une différence significative dans la teneur des trois extraits avec la
concentration la plus élevée (631 ng eq AO/ mg d’extrait) pour 1’éther de pétrole suivi par
I’acétate d’éthyle (255,7 pg eq AO/ mg d’extrait) et le n-butanol (68,9ug eq AO/mg

d’extrait).
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Figure 16: Concentrations des trois extraits (EP: Ether de pétrole; AE: Acétate d'éthyle et NB: n-
butanol) en équivalents ug acide oléanolique /mg d’extrait (eq ug AO/mg extrait). Le test Anova
montre une différence trés significative (p<0,001) entre les extraits acétate d’éthyle et éther de pétrole

compargs avec 1’extrait du n-butanol.

Ces résultats montrent que C. flammula est riche en saponines triterpenoides. Aussi, d’autres
plantes comme le quinoa ont montré une dose de saponines (250 pg/mg eq AO/mg extrait)
(Escribano et al., 2017) équivalente a I’extrait acétate d’éthyle, ce qui veut dire que ’extrait

éther de pétrole de C. flammula est plus riche en saponines que le quinoa.
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Chapitre I11 Résultats et discussion

IIL.5. Résultats et discussion du dosage des fractions chromatographiques

Dans le but de quantifier les fractions chromatographiques (fraction 6, fraction 8) des deux
extraits de C. flammula AE, EP respectivement, qui ont exhibées la méme couleur (bleu
violet) et Rf que 1’acide oléanolique sous anis aldéhyde et dans le systéme 1 (Figure 13). Les
spots correspondants ont été grattés, centrifugés pour se débarrasser de la silice et le
surnageant quantifi¢é pour la présence de saponines totaux. Les résultats de dosage des

fractions chromatographiques de saponines sont représentés dans (Tableau IV).

Le calcul des concentrations en pg équivalents (eq) acide oleanolique (AO) a été fait sur la

base d’une courbe d’étalonnage (10-100pg).

Tableau IV : Résultats de dosage des fractions chromatographiques de saponines pour deux extraits

I'AE et I'EP de C. flammula.

. Concentrations (ug eq AO/
Fractions mg dextrait) Ecart-type
Acetate d'éthyle O 120 0 014
Ether de pétrole 0.234 0.014

Ces résultats montrent et confirment la présence des saponines dans les fractions
chromatographiques (fraction 6, fraction 8) des deux extraits AE et EP, respectivement dont le
Rf et couleurs correspondent a I’acide oléanolique (Figure 13). La concentration la plus
¢levée (0,234 pg eq AO/ mg d’extrait) a été trouvée pour la fraction 8 de 1’éther de pétrole par
rapport a la méme fraction de celle de 1’acétate d’éthyle (0,120pg eq AO/ mg d’extrait). Ce

résultat est en accord la plus grande concentration de saponines dans I’EP par rapport a I’AE.
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Conclusion et perspectives

Durant la derniére décénnie, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a
suscité¢ un grand intérét dans la recherche biomédicale. Une telle thérapie prévient
I’apparition des effets secondaires observés, lors de 1’utilisation des médicaments de
synthése chimique.

Clematis flammula est une plante médicinale utilisée dans le Nord de I'Algérie

(kabylie) depuis longtemps pour le traitement des maladies a caractére inflammatoire.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la détection (tests phytochimiques)
dosage et caractérisation par CCM des saponines de trois extraits de C. flammula:

Acétate d’éthyle, éther de pétrole, et n-butanol.

Les résultats de trois tests phytochimiques: Test de Liberman-Buchard, ’activité
hémolytique et les propriétés moussantes des saponines ont révélé la présence de
saponines dans les trois extraits de cette plante. La caractérisation de ces saponines
par CCM a permis de détecter des saponines triterpeniques plutdt que des saponines
stéroidaux. De plus, la composition en metabolites secondaires des deux extraits

acétate d’éthyle et éther de pétrole est trés similaire.

La quantification des saponines totaux a montré la richesse des trois extraits en
saponines, avec le taux le plus élevé dans I’extrait éther de pétrole (631 pug eq AO /
mg d’extrait) suivi par I’acétate d'éthyle (255,7 ng eq AO / mg d’extrait) et n-butanol
(68,9 ng eq AO / mg d’extrait).

La richesse des extraits de feuilles de cette plante en saponines est probablement
responsable des activités biologiques (anti-inflammatoires et anti ulcéreuses) des
extraits de feuilles de cette plante. L’isolement et identification des saponines par
HPLC-MS et RMN permettrait d’identifier des composés responsables de nouvelles
molécules intéressantes et qui peuvent étre  exploitées dans ’industrie

pharmaceutique.
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Résumé

Clematis flammula est une plante médicinale utilisée pour le traitement de diverses
pathologies inflammatoires. Les études précédentes ont permis de révéler des activités
anti-inflammatoire et antioxydante ce qui nous a conduit a caractériser trois extraits de
cette plante (éther de pétrole, acétate d'éthyle, et n-butanol) par CCM. Les tests
phytochimiques ont révélé la présence de saponines dans les trois extraits. Le dosage
des saponines dans les trois extraits a montré la richesse des feuilles de Clematis
flammula en saponines avec le taux le plus élevé dans I’extrait éther de pétrole (631
ug équivalents acide oléanolique / mg d’extrait). La comparaison avec deux standards
I’acide oléanolique et la diosgénine a révélé que les saponines détectés, sont des
saponines tres proches de I'acide oléanolique (saponines triterpeniques). De plus des
fractions chromatographiques ont ét¢ isolées et dosées.

Mots clés: Clematis flammula, Saponines, CCM, acide oléanolique, diosgénine.
Abstract

Clematis flammula is a medicinal plant used for the treatment of diverse inflammatory
pathologies. Previous studies have revealed anti-inflammatory and antioxidant
activities, which led us to characterize three extracts of this plant (petroleum ether,
ethyl acetate, and n-butanol) by CCM. Phytochemical tests revealed the presence of
saponins in the three extracts. The quantification of saponins in the three extracts
demonstrated the wealth of Clematis flammula leaves in saponins, with the highest
level in the petroleum ether extract (631 pg oleanolic acid equivalent/mg extract). The
comparison with two standards, oleanolic acid and diosgenin, revealed that the
saponins detected are very close to oleanolic acid (triterpenic saponins). Moreover,
chromatographic fractions were isolated and quantified.

Key words: Clematis flammula, Saponins, Chromatography, oleanolic acid,
diosgenin.
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