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Abreviation

IPP : isopentényl pyrophosphate.

ASP : acide aspartique.

CHCL3 : Chloroforme.

EtOH : Ethanol.

MeOH : M¢thanol.

BuOH : Butanol.

AcOETt : Acetated’¢thyle.

Na,S0, : Sulfate de sodium anhydre
FeCl; : chlorure ferrique.

CCM : Chromatographie sur couche mince.
RMN : Résonance Magnetique Nucleaire.
FCR : Folin-Ciocalteu.

SM : Solution mére.

1H : Spectre du proton.

CDCI13 : Chloroforme deutéré.

d : Doublet.
dd : Doublet de doublets.

J(Hz) : Constante de couplage exprimée en Hertz.
ppm: Partie par million.
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Introduction générale

Introduction géneérale

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal, voire 1’unique recours de la médecine de nos grands-parents, cependant,
malgré le développement de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine
moderne de traiter un grand nombre de maladies qui €taient souvent mortelles, les
plantes médicinales et les remeédes qu’on pouvait en tirer ne furent jamais totalement
abandonnés et les gens ne cesserent jamais de faire appel a la médecine traditionnelle,
ce qui a conduit a maintenir vivante une tradition thérapeutique connue depuis nos
anceétres.

Actuellement 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime qu’environ 80% des
habitants de la terre ont recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en
tant que soins de santé primaire [1]

L'Algérie possede un large éventail de plante médicinale grace a sa situation
biogéographique et climatique d’ou la nécessité et l'importance de ce travail de
recherche.

Ligsrie = By vl

Figure 1: Carte géographique des plantes en Algérie



Introduction générale

Dans le cadre de notre mémoire de master, nous nous sommes Intéressés
al’especeCentaureaparvifloraappartenant a la  famille des  Composées
ducdtéphytochimique, en se basant sur ces compositions chimiques particuliérement
riche en métabolites secondaires notamment les flavonoides.

Notre travail a caractére phytochimique est constitué de deux parties : une partie
bibliographique comportant deux chapitres :

» Le premier est consacré aux principaux métabolites du genreCentaurea.

» Le deuxiéme renfermera un apergu bibliographique sur les différentesméthodes
d’analyses physico-chimiques.

Une deuxiéme partie représente notre travail personnel, elle est constituée également
de deux chapitres :

» Le premier il comporte :Screeningphytochimique, macération, extraction de la
plante, teste des différentes phases obtenues sur plaques CCM, dosage totaux des
polyphénols et flavonoides.

» Le deuxiéme reporte les résultats obtenus ainsi que leur discussion.

Notre mémoire est terminé par une conclusion générale qui résume en quelques lignes
notre travail.



Chapitre | Les métabolites secondaires du genre Centaurea

I-1-Introduction :

Les plantes et les animaux produisent une grande gamme impressionnante de
diverses substances chimique. La plupart de ces produits sont basés sur le carbone
ils sont connus sous le nom de métabolites primaires et secondaires. Les
métabolites primaires sont communs pour toutes les espeéces et peuvent éEtre
subdivisé aux protéines, lipides et acides nucléiques, les métabolites secondaires
peuvent étre subdivisés aux terpenes, shikimates, polyketides et alcaloides.

Cette classification est basée sur les moyens par lesquels sont synthétisé, les
métabolites secondaires peuvent étre communs ou spécifiques a une espece donc
les especes qui ont le méme modele de production de métabolites secondaires
peuvent étre classés par leur métabolites ¢’est la taxonomie [1].

Lafamille descomposées constituent la plus vaste subdivisionduregne
végétal.Cette famille comprend en effet 13 tribus, 1000 genres et 23000 especes

2].

Parmi les 1000 genres de cette famille le genre Centaureaqui compte environ 700
especes et 600 sous-especes [3]. Il est répandu aussi bien sur le territoire algérien
qu’en Europe, le bassin méditerranéen, I’ouest de 1’ Asie et le continent américain.
Ce genre est présent en Algérie en majorité dans 1I’Est et le sud-Est dont les
especes sont sahariennes [4].

Dans notre travail nous nous sommes intéress¢ des métabolites secondaires du
genre  Centaurea, qui font un objet de plusieurs études et recherches
phytochimiques qui ont révélé la présence des composées phénoliques notamment
les flavonoides [5], de composés acétyléniques [6], de terpénes [7], d’alcaloides
[8], et de stéroides [9].



Chapitre | Les métabolites secondaires du genre Centaurea

I-2-les composés aromatiques ou phénoliques :

1-2-1- Généralités :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils sont
essentiels dans l'interaction de la plante avec son environnement (signaux de
reconnaissance entre les plantes, résistance, la tolérance des végétaux a des stress
vari¢s...) [10].

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques (Cq) portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (OH).Ces
compos€s présentent une grande diversité de structures, ya a plus de 8000
structures phénoliques identifiées [11].

[-2-2- biosynthése des composés phénoliques :

Ces composés sont issus par deux grandes voies biosynthétiques :

A / La voie de shikimate :

Appelée également la voie de phénylpropanoide, c’est la voie principale dans la
biogeneése du noyau aromatique emprunte 1’acide shikimique (acide en C¢-Cy)
lequel donne naissance a I’acide phénylpyravique puis a 1’acide cinnamique (Cs-
C;) a partir de la phénylalanine [12].

B/ la voie d'acétate malonate:

Ce mode de formation plus secondaire consiste en la cyclisation des chaines
polycétoniques, elles-mémes obtenues par condensation de groupement acétates.
La condensation des groupements acétates ne se fait qu’apres carboxylation de
I’acétyle CoA en malonyl-CoA [12].



Chapitre | Les métabolites secondaires du genre Centaurea

I-2- 3- Principales classes des composés phénoliques :

Les composés phénoliques constituent une famille de molécules organiques
largement présente dans le régne végétal.Caractérisés par la présence de plusieurs
groupements phénoliques [13].

Tableau 1 : Principales classes des composés phénoliques.

Nombre de C Classe Exemple/origine
Cs Phénols simples Hydroquinon ,catechol
C6-Cy Acides phénols Acide salicylique
Acide cinnamique Acide cafféique, Acide férulique (café, pomme)
Ce-C3
Coumarines Esculétine ,Scopolétine (Citron )
(C6-C1)2 Lignanes Pinornésol (Pin)
(C6-Cin Lignines Bois,noyau des fruits.
Flavonoides Apigénine ,Lutéoline,quercétine (fruit)
C6-C3-Cq Isoflavonoides Génistéine( Soja)
Anthocyanes Pélargonidine,Cyanidine et delphinidine
(C6-C3-Co)2 Biflavonoides Amentoflavone
(Co-C3-Coln Tanins Propélargonidine , Pr(Tc-yanidine, Prodelphinidine
(Raisin rouge )




Chapitre | Les métabolites secondaires du genre Centaurea

I-2-4-Les flavonoides :

Les flavonoides présentent un squelette de base a 15 atomes de carbone, fait de
deux cycles benzéniques Cg reliés par une chaine en C; [14]. Comme la figure 2 le
montre :

Figure 2 : squelette de base des flavonoides.

1 - L.a biosynthése des flavonoides :

les flavonoides résultent de la condensation de 3 groupement acétate ( fournis
sous forme d’acétylCoA) avec I’acide 4’cinnamoyl-CoA, cette condensation
conduit a la formation de 2 noyaux benzéniques A et B réunis par une chaine de 3
atomes de carbones ( hétérocycle C ).

La chalconesynthase ou flavonesynthase assurant I’addition des unités malonates.

Leurs différentes modalités de synthése a partir des chalcones( hydroxylation des
noyaux aroamtiques, méthylation, degrés d’oxydation de la chaine médiane) sont
encore imparfaitement connues.la formation des iso flavonoides résulte d’une
transposition secondaire du noya aromatique[12].La biosyntheése des flavonoides
est résumée dans la figure 3, les enzymesqu'elle implique sont :

1. Chalcone synthese

2. Polyketide réductase

3. Chalcone isomérase

4. 2-Hydroxyisoflavone synthase
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HYDRATES DE CARBONES
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: \n"_.a HO\H/l — (kA
0 0
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Aceryl-CoA

ERie
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Figure 3 : La biosynthese des flavonoides [15].
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2 - Les différentes classes des flavonoides :

Le tableau 2 rapporte les différentes classes des flavonoides :

Tableau 2 : Les différentes classes des flavonoides [16].

Classes Structures chimiques R3’ R4’ R5’ Exemples
H OH H 1 Apigénine
Flavones OH OH H 2 Lutéoline
OH OCH3 H 3 Diosmétine
H OH H 4 Kaempférol
Flavonols OH OH H 5 Quercétine
o0 OH OH OH 6 Myrecétine

Flavanols e O ° O = | OH OH H 7Catéchine

R H OH H 8 Naringénine

Flavanones o

o L 9Eriodictyol

H OH H 10 Pelargonidine

! OH OH H 11Cyanidine

HO. O.
(1=
Anthocyanidines =

H OH OH | 12 Delphénidine

OH OH OH 13 Genisteine

Isflavones
H O-Glu |OH 14 Daidezine
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3- Les propriétés des flavonoides :

Les flavonoides posseédent des :

Propriétés anti-inflammatoires [17].

propriétés antivirales [18].

Propriétés anti-cancérigeénes [19].

Propriétés antiradicalaires [20].

Propriétés anti microbienne [21].

Effet anti diabétogéne et cytoprotecteur[22].

propriétés antioxydantes et piégeurs de radicaux libres [23].

I-3- Les Terpénes :

Les terpeénes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs
unités isopréniques [24], ils constituent une ligne de recherche énorme du point

de vue médical, chimique et génétique.

—

15 Tsoprene

mn

Figure 4 : Squelette de base des terpenes

I-3-1- L.a biosynthése des terpenes :

Le véritable précurseur universel de tous les terpenes est I'acide Mévalonique qui
se forme a partir de la condensation de trois unités acétates apres réduction par le
NADPH [25].
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Vs 0 H OH

condensation M HO C\M NADPH 4o C\M \>\/\
( SCoA 1 SCoA 2 scoa — 2 SCoA — HOC 0

\_ acetoacetyl-CoA  -CoASH ;

\H/SCM N HMG-CoA
0 ﬁr hemithioacetal
acetyl-CoA 0
Acetyl-CoA 0 NADPH
N4
HO—P—0—ADP
/ OH
)\/\ - )\/\ o (ou SN ZATP o C\>\/\
X opP AL\ — HO
OPP |somerase ! phosphorylation OH
DMAPP IPP L opp séquentielle de - MVA

I'alcool primaire
en pyrophosp hate

Figure 5 : la synthése de l'isopenténylpyrophosphate (IPP)

L’addition de I'unité (IPP) avec son isomere forment le géranyl-diphosphate
(C10), condensé avec une autre molécule IPP forment le diphosphate de farnesyl

(C15) a I’origine de sesquiterpenes etc.

Pere stéréospécifique

/J\/\ | geproton | | F
: —_— | Monoterpénes
oPp /I\:/ MDPP )\/\/Y\ T RS S P

DMAPP geranyl PP IGFF)

-Menthol

-Limonéne
Géraniol
)‘\V\,J%A/I%/\ —_— Sesguiterpénes
app c15
tarnesyl PP . .
vitamine A
- - - s — Diterpénes 1!}‘- scareol
C20 l"'acide abietique

geranylgeranyl FP

/J\A/]\A/J\/\/\r\/\/\/\l/ —s triterpénes IJitamineD,Phﬂostérols I
squalens C30

Figure 6 : la synthese des différentes classes des terpenes

1-3-2- Les différentes classes des terpéenes:

Selon le nombre d’entités isoprénique les terpenes sont classés en :

1- Monterpéne :

A 10 atomes de carbone c’est des molécules 1égeres, ils peuvent étre linéaires ou
monocyclique ou bicyclique[26]. Quelque exemples sont reportés dans la figure
7
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OH

16 Myrcene (laurier) 17 Limoneéene ( citron) 18 Menthol (menthe)

Figure 7: Structure de quelques monoterpenes et leur source

2- Sesquiterpéne :

Une molécule de sesquiterpéne est formée de 15 atomes de carbones, ils peuvent
étre Linéaire, Monocyclique, Tricyclique. Présente dans les huiles essentielles.
Une large gamme de sesquiterpénes contiennent un cycle y-lactone ils sont
connus sous le nom des sesquiterpene lactones [27].

CHs

AN AN s

20 Alpha-farnéséne

CH(CHg),
19 Béta-Cadinéne

Figure 8: Structure de quelques Sesquiterpene

3- Diterpéne :

Ayant un squelette principal formé de 20 atomes de carbones, Lesditerpénes sont
trées répandus et trés variés de leurs structures, Les différentes classes des
diterpenes sont distribuées selon 1'ordre alphabétique de leur référence [28].
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OH
21 Phytal

/Y\/YVOH
22 Vitamine A

OH

OH

24Scaréol

Figure 9: Structure de quelques diterpéenes

4- Triterpéne :

Ils sont trés répandus dans la nature, formés de 30 atomes de carbones. La plupart
destriterpenes sont des alcools, sous forme libre ou glycoside (les saponines) ou
ester. Les stérols (cholestérol,squaléne...) sont des dérivés de triterpénes.

_F = = = =

25 Le squalene

Figure 10: Structure de quelques triterpenes

5- Tetraterpéene :

C’est molécules possédent 40 atomes de carbones, Les plus répandu sont les
caroténoides. Ces pigments sont caractéristiques des fruits (tomates, abricots...),
des graines (mais), des racines (carottes...).
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27 Lycopene

Figure 11: Structure de quelques tétraterpenes

6- Polyterpéne :

Hydrocarbure terpénique de formule générale (CsHg),(avec n supérieur a 3), le
caoutchouc naturel est un composé qui en dérive.

28 Caoutchouc naturel

Figure 12: Structure de caoutchouc

1-3-3- Les propriétés des terpénes :

Les terpénes sont connus par leurs activités cytostatiques, insecticides, anti-
inflammatoires et analgésiques [29].

Les terpénes, principaux constituants des huiles essentielles, qui sont des
meélanges complexes, employés depuis les temps reculés pour leurs effets
thérapeutiques,  présentent des  propriétés  antiseptiques,  digestives,
antispasmodique, sédatives, irritantes, cicatrisantes.... Dues surtout a leurs
constituants terpéniques [30].
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I -4-L.es alcaloides :

Les alcaloides représentent un groupe de métabolites secondaires tres diversifiés
retrouvés chez les organismes vivants, ils ont un large rang de types structuraux,
de voies de biosynthese et d’activités pharmacologiques. Ils sont des composés
cycliques contenant un ou plusieurs atomes d’azote [31],typiquement comme les
amines primaires, secondaires, ou tertiaires et cela confére la basicité a l'alcaloide.

I-4-1-Les différentes classes des alcaloides :

On distingue trois grandes classes des alcaloides selon qu'ils possédent ou non un
acide aminé comme précurseur direct, et qu'ils comportent ou non un atome
d'azote dans un hétérocycle :

A- Les alcaloides vrais :

L’atome d’azote est inclus dans un hétérocycle, la figure 13 montre des exemples
d’alcaloides vrais.

\

N 29 Nicotine 30 Hygrine cH,

HsC N

Figure 13 : Exemples d’alcaloides vrais

B -Les pseudo-alcaloides :

Ils ne possedent pas d’azote intra-cyclique et 1’incorporation de 1’azote dans la
structure se fait en phase finale, quelque exemples de ces alcaloides sont indiqués
dans la figure 14 :

OH
CH,CH,CHj, N
\
N H o
H

(©)

1 Coniine 32 capsaicine

Figure 14 : Exemples de Pseudo-alcaloides
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C - Les proto-alcaloides :

L’atome d’azote est inclus dans un hétérocycle, I’Hordénine et la Mescaline sont
des exemples de proto-alcaloides représentés dans la figure 15 :

CH; H;CO
/©/¥N\ NH
CH 2
OH 3 H3CO
o OCH;
3 Hordénine 34 Mescaline

Figure 15 : Exemples de Proto-alcaloides

1-4-2-La Biosynthese des alcaloides :

Les figures 16 et 17 montrent la biosynthése de quelques exemples des différentes
classes d’alcaloides [12] :

Glycérol P + Asp Ornithine

' |
e 676@

| T
~ N CH;
CH;

Ac nicotinique N-methyl pyrrolidine Nicotine

Figure 16 : La biosynthese de la nicotine (alcaloide vrais)

(@]
o
CH,CH,CH;
é
CO-SCoA CH,
N H
H

malonyl-CoA o
* Coniine

N Lysine

Figure 17 : La biosynthese de la conine (Pseudo-alcaloide)
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1-4-3-Propriétes des alcaloides :

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de
métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systéme nerveux
central ils agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme
stimulants (caféine, strychnine,...), anticholinergiques (atropine). Certains jouent
le r6le d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antipaludiques (quinine) [32].
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II-1-Le criblage phytochimiques (screening):

Ce sont des techniques (des réactions physico-chimiques) qui permettent de
déterminer les différents groupes contenus dans un organe végétal, les groupes
phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les polyphénols
(flavonoides, coumarines, anthocyanes, tanins), les terpénes, les saponosides, les
stéroides, les stérols, les alcaloides.... etc.

11-2- L.’étude phytochimiques des flavonoides :

Une étude phytochimique d’une plante passe impérativement par les étapes
suivantes :

2-1-Récolte, séchage et broyage de la plante

2-2-Extraction par les différents solvants

2-3-Séparation et purification en utilisant les techniques chromatographiques
parmi lesquelles on cite :

2-3-1- Chromatographie sur colonne (CC) :

Elle est basée sur ’utilisation d’une phase stationnaire comme le gel de silice, la
cellulose ou le polyamide et une phase mobile constituée par divers systémes de
solvants comme ¢luant. Elle est la plus utilisée pour la séparation des quantités de
mélanges importantes et complexes [1].

2-3-2- Chromatographie sur papier (CP);

Il s’agit de la méthode chromatographique la plus ancienne permettant de séparer
des mélanges complexes polaires, comme les glycosides, la chromatographie sur
papier Wattman reste couramment employée, en raison de son faible cott, de sa
facilité d’utilisation et de son efficacité de séparation [2].

2-3-3- Chromatographie sur couche mince (CCM) :

C’est une technique analytique rapide et simple, utilisée au cours de la séparation
des différents métabolites. Elle repose principalement sur le phénomene
d’adsorption. Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits, (mélange
complexes de métabolites) et aux échantillons biologiques. Elle permet d’avoir une
idée globale des métabolites présents dans un extrait et permet un contrdle aisé et
rapide de puret¢ d’un composé lorsque les conditions opératoires sont bien
déterminées.
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11-3-L.es technique d’identifications structurales des Flavonoides :

I1-3-1- L.a fluorescence sous lumiere de Wood des flavonoides :

L’examen des flavonoides sous lumiére UV 365 nm est tres utilis€é pour leur
I’1dentification. Tous les flavonoides apparaissent sous UV sous forme de spots
colorés, permettant d’avoir des renseignements pour déterminer leur structure [3-4].
Le tableau 3 résume la relation entre la fluorescence et la nature du produit.

Tableau 3 : Relation entre la fluorescence et la nature du produit flavonique.

Jaune pale Dihydroxyflavonols sans OH libre en 5

\urones avec OH libre en 4’ et quelques chalcones avec OH ¢

Jaune fluorescent
2o0u en4d

Aurones sans OH libre en 4’

Jaune vert brillant Flavanones sans OH libre en 5

Jaune orange Flavonols avec ou sans OH libre en 5.

Flavones et flavanones 5-O-substituées.

Bleu-claire Flavonols avec OR en 3 et sans OH libre en 5.

5,4’-Dihydroxy flavone ou 3-O-substitué¢
Noire-Violette flavonols avec 5-OH, 4’-OH.
Quelque flavanones avec OH libre en 5

11-3-2-Révélation :

Parmi les méthodes de révélation; la révélation chimique est une technique
fréquemment utilisée en chromatographie sur couche mince, si les composés sont
incolores a I’aide de révélateurs ils seront transformer en taches colorées.
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Lors de La migration des constituants de 1’échantillon sur la plaque CCM, On peut

déterminer pour chacun d’entre eux ce qu’on appelle: le Rapport frontal (Ry) ou
coefficient de migration :

Rf= X= Distance entre I'origine et la tache du produit aprés élution
Y= Distance entre I'origine et le front du solvant apres élution

- .
A
+ L
=
Z|x
: Y
oem A sefe e oo pee oo - - e dépot de l'echantillon a
l'aid d'une pipette pasteur

Figure 18 : Schéma d’'une plague CCM

Un soluté tres soluble dans la phase fixe aura un RF faible ; trés soluble dans la
phase mobile, son R sera €levé et proche de 1.

I1-3-3-Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) :

La RMN est une méthode puissante utilisée dans la détermination structurale des
composés organiques inconnus. Elle fournit des informations telles que, les
différents types d’hydrogenes présents dans la molécule analysée et les différents
types d'hydrogenes présents dans I’environnement électronique [5].

Les tableaux 4 et 5 contiennent quelques déplacements chimiques et constante de
couplages des protons du noyau A et B des flavonoides [6].
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Tableau 4: Déplacement chimiques et constantes de couplage des protons du noyau A

Protons du noyau A (H-5) (H-6) (H-8)
Nature du flavonoide S, ppm J, Hz S, ppm J, Hz S, ppm ], Hz
5,7 - OH 6,0-6,2d 2,5 6,3-6,5d 2,5
5-0OH, 70R (R=Gluc.) 6,2-6,4d 2,5 6,5-6,9d 2,5
7-OR (R=H, sucre) 80 d 9 6,7-7,1 dd (9,0; 2,5) 6,7-7,0d 2,5
5, 6, 7-OR R=H, sucre
5,7, 8-OR 6,3 S 6,3 S

Tableau 5 : Déplacement chimiques et constantes de couplage des protons du noyau B

Flavone (4-OR) 77-79d 8,5 6,5-7,1d8,5

Flavonol (4-OR) 79-81d 8,5 6,5-7,1d8,5

11-3-4-Spectrophotométrie UV-visible :

C’est une technique tres importante pour I’identification des structures des
flavonoides. Ce dernier est caractérisé par deux bandes d’absorption principales : la
bande I et la bande 1II. figure 19.

i
o
< |
I
i R
Absorption donnant i| Absorption donnant
la Bande 11 L 1O | ; laBandel
" Benzoyle | Cynamoyle —F

Figure 19 : Les bandes caractéristiques d 'un squelette flavonique.
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La bande I: Située entre 304-385 nm, elle est attribuée a I’absorption du noyau B
conjugué avec le groupe énone donnant la forme cinnamoyle.

La bande II : Située entre 250-280 nm, elle est attribuée a 1’absorption du noyau A
conjugué avec la fonction cétone donnant la forme benzoyle [7].

La nature des flavonoides peut étre déterminée selon les valeurs de la bande I et la
bande II le tableau 6 montre la relation entre le squelette flavonique et la position
des bandes I et I1.

Tableau 6 : Position des bandes I et 1l en fonction du type de flavonoides

Flavones 310-350 250-280
Flavonols (3-OH libre) 350-385 250-280
Flavonols (3-OH substitué) 330-360 250-280
Isoflavones 310-330 245-275
Flavanones et dihydroflavanols 300-330 275-295
Chalcones 340-390 230-270 faibles intensités
Aurones 380-430 230-270- faibles intensités
Anthocyanidine et anthocyanines 465-560 270-280

L’addition de divers réactifs au flavonoide permet de localiser les substituants sur
le squelette flavonique ou en général la présence d’un hydroxyle libre provoque un
effet bathochrome (déplacement vers les grandes longueurs d’ondes). Pour une
méthylationou glycosylation des positions 3, 5 et 4’ hydroxylées, un déplacement
hypsochrome est noté par la bande I, par rapport au spectre de référence pris dans le
méthanol.

20



Chapitre I
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Tableau 7 : Les informations obtenues en présences des réactifs

304-350 250-280 Flavones
MeOH 352-385 250-280 Flavonols (3-OH)
350-380 250-280 Flavonols (3-OR)
+44 a 65
1)- avec stabilité d’intensité 4-OH
NaOH C . ye .ps ,
2)-avec diminution d’intensité 3-OH et 4-OR
une nouvelle bande entre 320-335 7-OH
5 5- OH
AICL/MeOH +20a45
+ 60 3-OH
. Ortho di OH (noyau B)
AICL+HCVAICI A Ortho di OH (noyau A)
+ortho di OH (noyau B)
17 a 20 5- OH (avec 6- oxygénation)
+35a55 5-OH flavone et 3-OMe
AICl; +HCl/MeOH
+50260 flavone
3- OH avec ou sans 5- OH
+52a20 7- OH
Déplacement trés faible 7- OR
NaOAc /MeOH Diminution d’intensité 6,7;7,80u3,4 di OH
Avec le temps
Le spectre se décompose 5,6,7:;5,7,80u3,3 4 —
Avec le temps tri OH
NaOAc + H;BO; +12a36 3’, 4 di OH
+5al10 6, 7, 0u 7, 8 di OH
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11-4- Etude quantitative :

11-4-1-Dosage des polyphénols totaux :

Les constituent une large gamme de molécules chimiques, dont leur nature
chimique et teneur sont extrémement variables d’une espéce a une autre. Plusieurs
méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des polyphénols
totaux. L analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu est la plus utilisée [8].

» Principe :
Le dosage des polyphénols se fait avec le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et

Rossi), qui en milieu alcalin se réduit en oxyde de tungsténe et de molybdéne
donnant une couleur bleue en présence de polyphénols.

Le réactif FCR, constitu¢ par un mélange d'acide phosphotungstique (H;PW,04)
et d'acide phosphomolybdique (H3PMo,,04), est réduit, lors de l'oxydation des
phénols, en mélange d'oxydes de tungstene (W3O,;) et de molybdéne (MogO,3). La
coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et
posséde une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm. Dans cette
méthode on a utilisé ’acide gallique comme étalon [9].

HO OH

HO

Figure 20: Structure acide gallique
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I11-4-1-Dosage des flavonoides totaux :

La quantification des flavonoides a ¢été¢ effectuée par une méthode basée sur la
formation de complexes treés stable avec les groupements hydroxyles OH des
phénols. Les complexes produits sont de couleur jaune absorbent dans le visible a
420 nm [10].

Figure 21 : Structure de la quercétine
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I11-1-Place dans la systématique :

e

Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Astérales

Famille : Compositae )

Sous-famille : Tubiflores ]

Tribu : Cynarées

UOHON]

Genre : Centaurea

|

Espéce : parviflora ]

Figure 22 : La place systématique de centaureaparvifloraDesf.

II1-2-Description de ’espéce parviflora:

Appendice des bractées sans partie scarieuse blanchatre ou a partie scarieuse peu
marquée; a 8-12 laciniures latérales. Plantes suffrutescentes a la base, de 40-60
cm, trés rameuses, formant des buissons serrés, intriqués. Feuilles supérieures
non décurrentes sur la tige. Petits capitules de 5 mm de large sur 15 mm de long,
solitaires. Appendices a épine médiane fortement récurvée. Fleurs supérieures.
Akeénes pubescents, ventrus, noirs, a 4 stries marquées. Aigrette également le 1/3
de I’akéne.

Assez rare : en sol algérois, Oran et Tlemcen, Constantine, Hauts plateaux. Elle
existe en Algérie et en Tunisie.
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I11-3-Etudes phytochimique de ’espécecentaureaparvifloradest. :

II1-3-1-Le produit végétal :

La plante a été récoltée au mois de juin de I’année 2004, de la région d’Oum El
Bouaghi, Le séchage est effectu¢ a 1’abri de lumiére et d”humidité.

IT1-3-2-L.e Screening phytochimique :

Matériel végétal : les fleurs et tiges de centaureaparviflora séchées sont réduites
en poudre au mortier traditionnel. Le protocole réalisé lors de ce screening est le

suivant:
I11-3-3-1-Recherche des alcaloides |1] :

La présence des alcaloides est établie par la précipitation des sels et la révélation
a P’aide du réactif de DragenDorff (solution aqueuses d’iodo-bismuthite de
potassium) :

» Introduire 5g de la poudre végétale dans un erlen Meyer et ajouter 25 ml de
I’acide sulfurique dilué a (10%). Apres agitation, macération pendant 24 heures
et filtration on procede a un lavage avec eau distillée pour obtenir 25ml de
filtrat.

» Prélever Iml de filtrat et ajouter 3 gouttes de réactif de DragenDorff.

Observation : L’apparition d’un précipité orangé ou changement de couleur
indique un test positif.

I11-3-3-2-Recherche des coumarines [2] :

1 g de la poudre végétale est macérée pendant 24 heures dans 20 ml de 1’éther
di éthylique, 5 ml d’extrait éthéré obtenu sont évaporés a 1’air libre, puis repris
avec 2 ml d’eau chaude. La solution est divisée en 2 tubes a essai. La présence de
coumarines est manifestée aprés ajout dans 1’un des tubes de ’ammoniaque a
(25%) et observation de la fluorescence sous UV 365 nm.

Observation : Une fluorescence intense dans le tube contenant de
I’ammoniaque indique la présence des coumarines.
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I11-3-3-3-Recherche des substances polyphénoliques (tanins):

La solution a analyser est un infusé de 50ml d’eau distillée bouillante sur 5 g de
matiere végétale.

-Tanins catéchiques [3]:
Dans un tube a essai contenant 2 ml de I’infusé, ajouter quelques gouttes de
FeCl; a 1%, I’apparition de coloration ou la formation d’un précipité indique. La
présence de tanins catéchiques.

-Tanins galliques [4]:
2ml de I’infusé précédent sont prélevés est mis dans un tube a essai, saturé en
acétate de sodium puis on ajoute quelques gouttes de chlorure ferrique a (1%).
La formation d’un précipité ou le changement de couleur indique la présence des
tanins galliques.

I11-3-3-4-Recherche des triterpénes, stérols et terpénes:

Elle se fait sur une macération de 5g de matiere végétale pendant 24h dans 50ml
d’un mélange méthanol/eau (v/v 80 :20), ’extrait hydro alcoolique obtenu apres
filtration est soumis une évaporation a sec puis repris avec 20ml de 1’éther di
¢thylique.

+ -Identification des terpénes et stérols[5]:

La phase ¢éthérée obtenue est évaporée a sec, puis reprise par 15 ml de
chloroforme. La solution ainsi obtenue est divisé€s en 3parties :

- La premiére partie : Témoin

- La deuxiéme partie : Ajoutée 3 ml d’anhydre acétique et 3gouttes d’acide
sulfurique concentré. Un changement de couleur rapide est en faveur de la
présence de composeés stéroidiens saturés, cette couleur devenue vert foncé
montre la présence des terpenes

- La troisiéme partie : Ajoutée quelques gouttes d’acide sulfurique. L’apparition
de la couleur rouge cerise montre la présence des stérols insaturés.
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+ Identification des triterpénes [4]:

Un volume de 10 ml d’extrait hydroalcoolique est évaporé a sec résidu obtenu est
dissous dans 0,5ml d’anhydre acétique et 0,5ml de chloroforme.la solution ainsi
obtenue est transférée dans un tube sec ou on rajoute 1 a 2 ml de H,SO, au fond
du tube.

Observation:

a formation d’un anneau marron a la zone de contact des deux liquides révéle la
La f tion d’ e | de tact des deux 1 des révele 1
présence de triterpenes.

111-3-3-5-Recherche des flavonoides et des leuco anthocyvanes|6]:

5g de matériel végétal sont infusés dans 50ml d’eau distillée pendant 15 min,
apres filtration on introduit 6ml du filtrat dans 3 tubes chacun contient 2ml on
ajoute dans le tubel : Iml de NaOH (1N), dans le deuxiéme tube on ajoute 1 ml
d’eau distillée et dans le troisieme tube Iml de HCIl concentrés et quelques
coupeaux de magnésium, on laisse agir 5 minutes.

Observation:

-En présence des flavonoides les colorations suivantes : rouge, jaune-rougeatre,
rouge a rouge violacé, rouge foncé ou violet ou bleu, jaune et rose peuvent étre
observées.

3 éme

- La coloration rouge au tube confirme la présence des leuco anthocyanes.

I11-3-3-6-Recherche des saponines|[7]:

5g de matériel végétal sont infusés dans 50ml d’eau distillée pendant quelques
minutes puis ils sont soumis a une agitation pendant quelques minutes.

Observation:
L’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines.

I11-3-3-7-Recherche des anthocvyanes|8]:

5g de matiere végétale est infusé dans 50ml d’eau distillée bouillante pendant
15mn ; filtré et complété a 50 ml. A 5 ml de I’infusé on a ajouté 5 ml d’acide
sulfurique a (10%) puis 5 ml de ’ammoniaque a (10%).
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Observation :

La coloration bleu-violacée indique la présence d’anthocyanes.

I111-3-3-8-Recherche des quinones|[9]:

5 g de poudre végétal humectée avec quelques gouttes de HCI puis sont macéré
avec 10ml d’éther de pétrole pendant 24 heures, 2 ml du filtrat obtenu est repris
par 2ml de NaOH (10%).

Observation :
La coloration rouge —violet indique la présence des quinones.

I11-3-2-Extraction par macération :

100g de la poudre végétale (fleurs / tiges) séchées et broyées sont mises en
macération dans un mélange hydroalcoolique (méthanol/Eau ; 70 : 30 ; v/v)
pendant 24 heures 4 fois a température ambiante. Les filtrats obtenus chaque fois
sont réunis et évaporés presque a sec au moyen d’un évaporateur rotatif.

Le résidu sec est repris dans 40 ml d’eau distillée non bouillante avec modération
(I’intérét de 1’utilisation de I’eau distillée tiede c’est pour récupérer le maximum
de I’extrait hydroalcolique).

La solution aqueuse est transférée dans une ampoule pour une extraction liquide-
liquide par des solvants de polarité croissante :

e Extraction par I’éther de pétrole.
e Extraction par le chloroforme.

e [Extraction par I’acétate d’éthyle.
e Extraction par le butanol.

NB.La quantité du solvant est déterminée a partir du volume total,on prend le
1/3.
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La poudre végétale (Fleurs/Tiges) broyées
M = 100g

1)-Macération a froid 6 fois dans
(MeOH/H,0) 70 :30, (24 h)
2)- Filtration puis concentration non a sec

Extrait hydrométhanolique }
ﬂ e Dilution par H20 (40ml)

e Filtration

La phase aqueuse

Na;SO4

La phase éther /
Filtration Ether de pétrole (x1)

Evaporation

La phase aqueuse

Na2S04
La phase chloroforme <
CHCl; (X4)

CHCL;,=102mg Filtration
CHCl3;y= 93mg Evaporation

La phase aqueuse

La phase acétate Na,SO4

AcOEt=77 mg
AcOEt=82 mg

AcOEt (X3)

Filtration

La phase aqueuse

La phase butanol N2,S04
BuOH~=1.80 g ( | BuOH (X7)
BuOH~ 2.87 g Filtration

Evanoration

La phase aqueuse

Figure 23 : Les différentes étapes d'extraction
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Les extraits obtenus (Chloroforme, Acétate d’éthyle, n-butanol), ont été testés sur
plaques chromatographique de gel de silice (CCM) avec des systémes de solvants
appropriés, les plaques ont été visualisées sous lumiére Wood (254nm et 365nm),
révélées avec un révélateur a base d’anysaldehyde puis chauffées a 100°C,
pendant trois minutes. Les plaques sont représentées dans la figure 24.

1) L’extrait chloroforme (Fleurs-Tiges):

Sous UV 254nm  Sous UV 365nm Apres révélation C

Figure 24 : Plaque CCM de L extrait chloroforme (Fleurs-Tiges)

La plaque CCM confirme la similitude des deux extraits chloroforme des tiges et
des fleurs, cette phase se présente sous forme de cristaux jaunes, ces dernier ont
subis un lavage avec du méthanol et quelques gouttes de CHCI; 1’opération a été
répété plusieurs fois. Les cristaux obtenus sont dissous dans le CHCl; testées sur
plaque, ¢luée par le systeme CHCI;/ acétone (9/1). La plaque montre un spot
unique de couleur noir- violette sous la lumiere de Wood (365nm) et une couleur
jaunatre avec les vapeurs d’ammoniac ce qui laisse envisager une molécule de
type flavonoides c’est le composé C qui sera soumis a une étude structurale.
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2)- L’extrait Acétate d’éthyle (Fleurs-Tiges):

Sous UV a 254nm Sous UV a 365nm  Apres révélation

Figure 25 : Plague CCM de L extrait Acétate d’éthyle (Fleurs-Tiges.)

3)- L’extrait n-butanol (Fleurs-Tiges):

Sous UV a254nm Sous UV a 365nm  Aprés révélation

Figure 26 : Plaque CCM de L extrait n-butanol chloroforme (Fleurs-Tiges).
Le plaque analytique confirme la similitude des extraits fleures et tiges,

dans cette phase on a remarqué la présence d’un précipité¢ abondant, il
sera I’objet d’une autre ¢tude phytochimique et structurale.
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1V-4-Quantification des polyphénols et des flavonoides:

IV-4-1- Dosage des composés phénoliques totaux:

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide
gallique de différentes concentrations a partir d’une solution mere (2mg/2ml).

Pour la gamme d’étalon :

500 pg/Ml ey 0.50 Ml de SM + 0.50 ml d’eau distillé =Al
400 pg/m]  =——)p0.40 ml de SM + 0.50 ml d’eau distillé —i
300 pg/ml == (.30 ml de SM + 0.50 ml d’eau distill¢ = = A3
200 ug/Ml e 0.20 ml de SM + 0.50 ml d’eau distillé = mmp A4
100 pg/ml ey 0.10 ml de SM + 0.50 ml d’eau distillé —l
50 pg/ml e 0.05 ml de SM + 0.50 ml d’eau distillé )

Préparation de P’extrait de plante : une masse de 1 mg d’extrait est dissoute
dans un volume de 1 ml d’eau distillé pour obtenir la solution mere.

Procédure :

125pul de chaque solution a été introduit a 1’aide d’une micropipette dans des
tubes a essai, suivis de 1’addition de 500ul d’eau distillé, suivis de 1’addition de
125ul du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 3 min 1250ul de carbonates de
sodium a 2% ont ét€¢ ajoutées, les solutions ainsi obtenues ont été secouées
immeédiatement et sont maintenues a 1’obscurité pendant 90 minutes a
température ambiante. L’absorbance de chaque solution a été¢ déterminée a 760
nm a l’aide d’un spectrophotométre UV-VIS. Le blanc de la réaction ne
contenant pas de polyphénols.

Le protocole de dosage est illustré dans la figure 27 :
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125 pl (d’extrait, acide gallique de différentes
concentrations)

%

+ 500 pl d’eau distillé

%

+125 pl FCR

<

+ 1250 pl de Na,CO; a2%

%

+ 1ml d’eau distillé (90 mn a I’obscurité)

¢

spectrophotomeétre UV-VIS a 760 nm

Figure 27 : Schéma illustratif de la méthode de dosage des polyphénols

I1V-4-1- Dosage des flavonoides :

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions de la
quercétine de différentes concentrations a partir d’une solution mere (4mg/4ml).

Pour la gamme d’étalon :

1000 pg/ml
500 pg/ml
250  pg/ml
125  pg/ml
62.5 pg/ml
31.25 pg/ml

e 2 Nl de SM + 2 ml AIC; i1
m—p 2 ml de SM + 2 ml AICI; A 2
—— 2 mlde SM+ 2 ml AIC; e A3
2 Mlde SM+ 2 ml AlC]; ==p A4

—p 2 Ml de SM + 2 ml AICl;  =—epA6
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Préparation de ’extrait de plante : une masse de 4 mg d’extrait est dissoute
dans un volume de 4 ml d’éthanol pour obtenir la solution mére.

Procédure :

Des volumes égaux de différentes concentrations de la quercétine et une solution
AICl; a (2%) sont mélangés. L’absorbance est mesurée a 420nm, apres
incubation a température ambiante pendant 60 min. Dans les mémes conditions
et de la méme facon sont mesurées les absorbances.

Le protocole de dosage est illustré dans la figure 28 :

les différentes concentrations de la quercétine, extrait

A4
+ AICI3 2%)

5
incubation a température ambiante pendant 60 min

Lecture a 420 nm

Figure Schéma illustratif de la méthode de dosage des flavonoides
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Chapitre IV

Résultat et Discussion

IV-1- Screening :

Tableau 8 : Les différents résultats de screening.

. Résultats

Recherche Fleurs | Tiges

Alcaloides - -
Absence d’un précipité orangé ou changement de
couleur
Coumarines + +
Présence d’une fluorescence
Tanins cathéchiques

++ +

Présence d’un précipité
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-

Tanins galliques ++ +
changement de couleur
Stérols :
- Saturés
, + ++
- Non satureés
changement de couleur
Triterpenes ++ + h
formation d’un anneau marron
Flavonoides
++ +
Couleur jeune
Leucoanthocyanes ++ + .
Couleur rouge
Anthocyanes - -
Saponines ++ ++
Présence d’une mousse persistante
Quinones - -

Absence de couleur rouge —violet

++: Abondant ; +: présence modérée ; - absent.



Chapitre IV Résultat et Discussion

IV.1.1Conclusion et interprétation :

L’analyse de ces résultats expérimentaux nous conduit aux conclusions suivant :

-La majorité des groupes chimiques testés sont présent sont présent en
quantité variable

-Laprésence destlavonoides,tanins,saponines, Leucoanthocyanes, Triterpenes
et coumarineest importantedans lesdifférents organestiges et fleurs
-Une forte présence des flavonoides,saponines, Leucoanthocyanes,
Triterpenes et les tanins dans les tiges et les fleurs
-Absence totale des alcaloides, anthocyanes, quinones et les stérols non

saturés

IV-2- Identification du composé C:

1V-2-1- La fluorescence :

Sous la lumiere UV 365 nm la fluorescence de ce composé est noire-violette,
d’ou I’onpeut déduireque ce composé est un flavone ou un flavonol-3-OR.

1V.2.2- Les résultats de la série spectrale UV-Visible et leur
interprétation :

Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant :
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Tableau 9: Résultats de la série spectrale UV-Visible.

BANDE I BANDE II

Les réactifs Observation
(nm) (nm)
MeOH 339 276 Flavone
NaOH 333 281 Absence de 4 -OH et
7-OH

NaOH+ Smin 333 281 Spectre stable
AlCl; 367 289 5-OH

(AICI;+HCI) 362 289 5-OH avec 6-

oxygénation, pas de
systeme ortho di-OH

NaOAc 339 276 Absence de 7-OH
(NaOAc+H;BO;) 339 276 Absence de systéme
ortho di-OH

La fluorescence noire-violette sous la lumiére UV-Visible 365 nm, et la valeur
de la longueur d’onde de la bande I dans le méthanol a 339 nm, oriente vers une
flavone.

Le spectre enregistré apres L’addition de NaOH dans I’échantillon ne provoque
aucun changement notable par rapport au spectre enregistré dans le méthanol, ce
qui suppose I’absence d’hydroxyles ionisables dans cette molécule. Cette
hypothése est confirmée par le spectre enregistré en présence de NaOAc qui lui
non plus ne présente aucun changement par rapport a celui enregistré dans le
méthanol.

Le réactif (AICl;+ HCI) donne un déplacement bathochrome de 23 nm, de la
bande I ce qui conclut I’existence d’un OH libre en 5 avec une oxygénation en
position 6. D’apres cette interprétation nous proposons la structure partielle
suivant :
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Figure 29 : Structure partielle du composé C.

Avec : Ry, R,, Rg différents de H et R;, Ry, Rs, R;, Rg différents de OH, vu que

Cette molécule ne doit pas contenir de OH ionisable méme par une base forte
comme NaOH.
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Figure 30: Les résultats de la série spectrale UV-visible.
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1V.3.3 Spectroscopie RMN H .

Le spectre RMN 'H (spectre n°1) donne les informations suivantes :
- Un doublet dédoublé a 6 = 7,50 ppm, J= 8,5 Hz et J= 2,1 Hz attribué a
H-6 qui indique la présence de H- 5’ et H- 2.

- Un doublet a & = 7,28 ppm, attribué au proton H-2 .
-A5=6,96 ppm, un doublet (J= 8,5 Hz), attribué¢ aH-5 ’.
- Un singulet a 6 =6,50 ppm, attribué¢ a H-3.

- Un singulet a 6 =6,65 ppm, attribue a H-8.

- L’¢étalement du spectre proton de la zone [3,90-4,00] ppm, montre quatre
singulets, correspondant a des groupements méthoxyles a 6 = 3,92 ; 3,69 ; 3,97
et 3,99 ppm.

- un singulet a 6 = 12, 30 ppm, correspondant au OH porte par C-5.

Les résultats de la RMN 'H (CDCls, 250 MHz) sont rassemblés dans le tableau
suivant :

Tableau 10 : Les résultats de la spectroscopie RMN 'H.

1-OCH; s 3,92 /
1-OCH; s 3,96 /
1-OCH,; s 3,67 /
1-OCH;, s 3,99 /
H-3 s 6,50 /
H-8 S 6,65 /
OH-5 s 12,30 /
H-2 d 7,28 2,1
H-5 d 6,96 8,5
H-6’ dd 7,50 8,5:2,1

L’ensemble des données précédentes nous a guidés a la structure suivante :
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Chapitre IV

Résultat et Discussion

tetramethoxyflavone

5-hydroxy-6,7, 3°,4’-

ZONE DES METHOXY ‘
1

N .

| ) J
&

ZONE DESflavonoide

Spectre n°01 : Etalement du spectre RMN-'H de la zone [0 -12.5]ppm.

Les spectres n° (2et 3) montre 1’étalement de la zone [6,5 -7,5] ppm et la zone
[3,90 -4,0] ppm du spectre RMN-'H du composé C.
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Spectre n°02 : Etalement du spectre RMN-'H de la zone [6.5 -7.5]ppm.

Spectre n°3 : Etalement du spectre RMN- 'H de la zone [3,9- 4,0] ppm.




Chapitre 1V Résultat et Discussion

IV -3-Quantification des composés phénoliques :
I1V.3.1 Dosage des phénols totaux :

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique et est exprimée en pg
d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (WgEAG/mg d’extrait).

y =0,005x + 0,169
2 _
35 R? = 0,995

. _»

1 SEass

[ 2

Absorpance nm
N
®

0 100 200 300 400 500 600 700
concentration pg/ml

Figure 31 :LaCourbe d’étalonnage de I’acide gallique.

1V.3.2 Dosage des flavonoides :

La teneur en flavonoide est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’¢talonnage ¢établie avec la quercétineet est exprimée en g
d’équivalent de quercétine par mg d’extrait (LgEQ/mg).
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y =0,002x + 0,067
3,5 R2=0,995
3 /
2,5
E
Q
215 s
®
o
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2 v
<05 /
0
0 200 400 600 800 1000 1200
concentration pg/ml

Figure 32 : La Courbe d’étalonnage des flavonoides totaux.
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Figure 33: Teneur en flavonoides et en polyphénol dans les extraits préparés.

D’apres I’histogramme de la figure, on note les observations suivantes :

- Les teneurs en polyphénols enregistrées, en équivalent d’acide gallique,
sont plus importantes dans 1’extrait n-butanol (183.8ugEAG/mg d’extrait)
que dans I’extrait acétate d’éthyle(81ugEAG/mg d’extrait).

- Par contre les teneurs en flavonoides enregistrées en équivalent de
quercetine sont plus importantes dans 1’extrait acétate d’éthyle (594.5ug
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EAG/mg) d’extrait que dans I’extrait n-butanol (547ugEAG/mg
d’extrait).

- L’extrait chloroforme présentes les teneurs les plus faibles par rapport des
deux autres extraits
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Conclusion général

CONCLUSION GENERALE

Dans ce présent travail nous nous sommes intéressés a I’étude phytochimique de
I’espece Centaurea parviflora. Les critéres du choix de cette plante est dii au fait
que le genre Centaurea a montré d’une part qu’il est doué¢ d’activités biologiques
et d’autre part que c’est un excellent accumulateur de molécules de type
terpénique et flavoniques.

En premier lieu, le criblage phytochimique de I’espéce a révélé la présence des
flavonoides, tanins, triterpénes, saponines et des leucoanthocyanes dans ces
parties tiges et fleures.

Apres extraction du matériel végétal suivi d’affrontements par des solvants de
polarité¢ croissante. Les extraits obtenus (Chloroforme, Acétate d’éthyle, n-
butanol), ont été testés sur plaques chromatographique de gel de silice (CCM)
avec des systémes de solvants appropriés.

L’¢étude de I’extrait chloroforme a permis I’obtention par les différentes méthodes
notamment la RMN et la spectroscopie UV —visible d’un produit et d’établir sa
structure :

- 5-hydroxy-6,7, 3’,4’-tetramethoxyflavone.

En outre, ce travail nous a permis de quantifier les flavonoides et les composés
phénoliques en utilisant des techniques suivantes : La méthode au chlorure
d'aluminium pour les premiers et la méthode de Folin ciocalteau pour les
secondes.
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Résumé

Le présent travail est consacré a une étude phytochimique de 1’espece Centaurea
parviflora Desf.

Dans un premier temps, un screening phytochimique a été réalisé sur deux organes de
la matiere végétale (fleure et tiges). Les résultats ont permis de mettre en évidence la
présence de plusieurs métabolites secondaires notamment les flavonoides et les
terpenoides, etc......

L’¢tude de D’extrait chloroforme a permis I’obtention d’un compose de types
flavonoide, sa structure a été établie par la combinaison des données RMN et de la
spectroscopie UV-Visible, il s’agit de :

5-hydroxy-6,7, 3’,4’-tetramethoxyflavone.
D’autre part la détermination des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides en
utilisant les méthodes colorimétriques a révélé la richesse de I’extrait n- butanol en

composés polyphénoliques et I'extrait acétate d’éthyle en flavonoides.

Mots clés : Centaurea parviflora, métabolites secondaires, screnning phytochimique,
macération, dosage.



Summary

The present work is devoted to a phytochemical study of the specie Centaurea
parviflora Desf.

Initially, a phytochemical screening was performed on two bodies of the plant
material (smells and stems). The results were used to identify the presence of
several secondary metabolites including flavonoids and terpenoids, etc......

The study of the chloroform extract allowed the obtaining of a compound of
flavonoid type, their structure was established by a combination of NMR data
and the UV-visible spectroscopy, it comes to:

5-hydroxy-6,7, 3 ', 4'-tetramethoxyflavone.
On the other hand the determination of the total polyphenol contents and

flavonoids using colorimetric methods revealed the richness of the n-butanol
extract of polyphenolic compounds and the ethyl acetate extract of flavonoids.

Keywords: flavonoids, screening, Centaurea parviflora desf, phytochemical
screening, dosage.
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