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Introduction Générale

usages traditionnels et d'isoler des composés d'intérét thérapeutique potentiel.

Le but essentiel de ce travail porte sur I’isolement et purification des métabolites secondaires
notamment les flavonoides contenus dans la phase butanolique de I’extrait du genre
Centaurea basant principalement sur les différentes techniques de séparations
chromatographiques tels que la chromatographie sur colonne et couche mince et nous
essayerons de déterminer les composés isolés a 1’aide des méthodes spectroscopique comme
1"UV- Visible, RMN proton et carbone 13.

Ce manuscrit est divisé en quatre chapitres principaux :

Le premier chapitre est consacré sur une €tude bibliographique impliquant la structure,
classification, substitutions, biosynthése et activité biologique des flavonoides.

Le deuxiéme chapitre est également réservé aux techniques et méthodes nécessaires a la
séparation, la purification et I’établissement des structures des flavonoides.

Le troisieme concerne la partie expérimentale qui porte sur I’étude chimique de I’espéce
Centaurea Omphalotricha de point de vu extraction, séparation et purification de ses
métabolites secondaires et nous terminons dans le quatriéme chapitre par 1’analyse

structurale des composés obtenus suivi par une conclusion générale.
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Chapitre I Les Composés Flavoniques

I- Flavonoides :

I-1- Introduction :

Les flavonoides font partie d’une classe de composés naturels largement répandue chez les
végetaux. Is sont trés présents dans les feuilles, les graines, I’écorce et les fleurs de plante, ainsi
dans les aliments d’origine végétale (Iégumes, céréales, légumineuse, fruits, etc.) et les boissons
(vin, thé, cacao, etc.) cette présence est en grande partie influencée par des facteurs génériques et

des conditions environnementales [8].

Récemment. de nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes sont trés riches
en flavonols, flavones ct flavanones [9Y].

Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits et représentent une
source importante d'antioxydants dans notre alimentation. lls forment une sous-classe des
polyphénols. lls ont ét¢ découverts par Albert Szent-Gyorgyi en 1936 qui a regu pour cela le prix
Nobel de physiologie ou médecine, en 1937. Dans les années 50, Jack Masquelier, de I'université
de Bordeaux entreprend une étude des composés flavaniques de 1'écorce de pin et des pépins de
raisin et dépose des brevets sur la purification des procyanidines oligoméres (ou pycnogénol) et

leurs utilisations thérapeutiques[10].

I-2- Définition :

Flavonoides (de flavus. « jaune » en latin) est le terme générique pour des composés basés

sur un squelette a 15 carbones. qui a son niveau le plus simple, consiste en deux cycles phényles,
les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6). Le pont en C3
entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le cycle C (Fig. 1) [11, 12].
Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils sont considérés comme les pigments quasiment universels des
végétaux. Tous les flavonoides (plus de 6500) possédent le méme élément structural de base, a
savoir I’enchainement 2-phénylchromane (Fig. 2) [13].

e T e e ey
3




Chapitre I Les Composés Flavoniques

Fig. 1 : Squelette de base des flavonoides Fig. 2 : 2-Phenylchromane

I-3- Classification des flavonoides :

I-3-a- Flavones et flavonols:

Tous les types de flavonoides dérivent de la 4, 2’4", 6’-tétrahydroxychalcone (Fig. 3) et
par conséquent, possedent tous au moins trois hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’

(Fig. 4). Cela étant, 'un d'entre eux peut étre absent.

0

Fig. 3: 4, 2°4°, 6’-tétrahydroxychalcone Fig. 4 : flavanone

Dans plus de 90% des cas, le cycle A des flavones et flavonols ( Fig. 5 et 6) est substitué par
deux hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou
éthérifiés.  D'autres  substitutions  sont possibles avec des [réquences variables: hydroxyles
libres ou éthérifiés en C-7 et/ou en C-8, méthylation en C-7 ou en C-8, implication du C-6 et/ou
(-8 dans une liaison carbone-carbone avec un sucre. Dautre part, dans plus de 80% des cas, le
cycle B est substitué en C-4° ou disubstitué en C-3" et C-4’, ou moins fréquemment 3° 4° 5
trisubstitué; ces substituants peuvent étre des groupes hydroxyles (OH) comme ils peuvent

4
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étre  des méthoxyles  (OCH3). Les autres positions (C-2° et C-6’) ne sont
qu'exceptionnellement substituées. De plus, les flavonols se distinguent des flavones par la

présence d'un groupement OH en position C-3 [14].

OH 0 ol 2

Fig.5 : Flavone Fig.6 : Flavonol

I-3-b- Flavanones et Dihydroflavonols:

Les flavanones (Fig. 7) et les dihydroflavonols (Fig. §) sont caractéris€és par l'absence
de la double liaison C2-C3 et par la présence de centres d'asymétrie. Les variations structurales
sont de méme nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols
se distinguent des flavanones par |I° hydroxylation de la position C-3. Cette classe de
flavonoides semble un peu moins fréquente que son homologue insaturé rassemblant les

flavones et flavonols [14].

OH OH
HO 0 ‘\\\\ HO 0 “‘\\\\
OH
OH 0] OH 0
Fig.7 : Flavanone Fig.8 : Dihydroflavonol




Chapitre I Les Composés Flavoniques

I-3-c- Flavan-3-Ols, Flavan-3,4-Diols et Anthocyanidols :

A la différence des flavonoides décrits au-dessus, ces trois groupes de molécules
sont toujours hydroxylés en position 3 et se caractérisent par l'absence du groupe carbonyle
en C-4. Cette position peut étre libre (cas des flavan-3-ols (Fig. 9) et anthocyanidols) ou
hydroxylée (cas des flavan-3,4-diols (Fig. 10)).

Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont & l'origine des polyméres flavaniques appelés

proanthocyanidols ou tanins condensés [14].

\

OH

OH
OH

Fig.9 : Flavan-3-ols Fig.10: Flavan-3,4-diols

L’anthocyanidols le plus fréquent et le pélargonidol (Fig. 11).

OH
®
HO =Y O\I@
T
I - OH
OH

Fig.11 : Pélargonidol
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Les anthocyanosides sont caractérisés par l'engagement de I'hydroxyle en position 3 dans
une liaison hétérosidique. On trouve parmi ces composés, le pélargonidol-3-O-glucoside et le

cyanidol-3-O-rutinose ou kéracyanine.

I-3-d- Chalcones et Aurones :

Les chalcones (Fig. 12) différent des autres types de flavonoides par l'ouverture du noyau
pyranique central, elles sont constituées par deux unités aromatiques reliées par une chaine
tricarbonée, cétonique, o, B-insaturée. Le noyau B est assez fréquemment non substitué, alors que

les substitutions sur le cycle A sont le plus souvent identiques a celles des autres flavonoides

[14].

PN N
\ Ny

O
Fig-12¢ Chalcone

Les aurones (Fig. 13) sont caractérisées par une structure de 2-benzylidéne coumaranone.

Fig.13: Aurone




Chapitre I Les Composés Flavoniques
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Pour ces deux types de molécules, la numérotation des positions est différente des autres

flavonoides.
I-3-e- Isoflavone et neoflavone:

Les isoflavonoides (Fig. /4) sont moins répandus taxonomiquement. Ces compos€s tres

actifs se trouvent essentiellement chez les légumineuses [15].

La structure des isoflavones ne différe des autres flavonoides que par la présence du cycle B en

position 3.

/\__/O\

0]

Fig. 14 : Isoflavone

Les neoflavones (Fig. 15) sont caractérisées par la substitution entre le groupement carboxyle et

le noyau B dans le squelette des flavones. [16].

O O

Z

Fig.15: Neoflavone
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Les neoflavones sont des flavonoides rares, cette rareté est due a leur faible présence dans la
nature contrairement au flavones et flavonols. [17].

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et
B et la chaine en C3 intermédiaire.

A I’état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une ou

plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés. La partie du flavonoide autre

que le sucre est appelée aglycone [18]

o Lesaglycones :

Les flavonoidee aglyconce sont des composés possédant quinze atnmes de carhane et sanf

caractérisés par une structure commune. On distingue:

ousdanc

1,3-Diaryl 1,2-Diaryl
Flavonoides Isoflavonoides 1,1-Diaryl
Néoflavonoides
Ce sont des composés trés variés, le noyau A est habituellement substitué en 5 et 7. Le noyau B,
dans la majorité des cas, est substitué par une fonction oxygénée en para ou en méta et para [19-20]

Les aglycones sont généralement toxiques et peu solubles.
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e [Les hétérosides :

Les hétérosides résultent de la combinaison, avec élimination d'eau, du groupe réducteur d'un sucre

avec l'aglycone [21]. Les hétérosides sont de deux types:

a) - Les O-hétérosides

La liaison entre l'aglycone et la partie osidique se fait par I'intermédiaire de I'nydroxyle en 7 chez les

flavones et les flavanones et, en 3 chez les flavonols.

R-OH + HFO-R’

b)Y Les C hétérosides

La liaison s'établit entre le carbone anomérique de l'ose qui est généralement le glucose et le carbone 6 ou 8

de l'aglycone qui est le plus souvent une flavone.

R—EH + H—O}—c\ R,

I-4- La substitution du squelette flavonique:

Les différents processus de substitution intervenant pour l'élaboration du squelette

flavonique sont & |'origine de 'extraordinaire diversité structurale flavonique.

Le nombre, la nature et la position des substituants sur l'aglycone sont subordonnés au

fonctionnement des systemes enzymatiques.
I-4-a- L'hydroxylation:

Les hiydroxyles originels sont en position 5, 7 sut le noyau A el 4' sut le noyau B, tous les

autres seront des extrahydroxyles.

10
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OH

HO 0
OH o
Apigénine

I-4-b- La méthylation:
[I'y a deux voies pour substituer le noyau flavonique:
1-4-b-1- O-Méthylation:

La méthylation des hydroxyles originels et des extrahydroxyles se fait sous l'action de I'enzyme 0-

Meéthyl-transférase comme donneur du groupement méthyle (fig. 16) [22].

aH OMe
/'%T ) KH/ OH
HO [ . |
~. A\ /\| v \\Q/ l'iO\_‘ N R

_ —~— |

SAM  SAH

OH 0O

OH o}

Lutéoline Chrysoriol
Fig .16: Transfert enzymatique de Lutéoline a Chrysoriol.

[-d-h-2- C-Méthylation:

Le radical méthyle se lie au cycle benzénique par une liaison carbone-carbone. La C-méthylation

ge fait habituellement on C 6 ot/ou C &, parfoia en d'antres pasitions (C-3 ¢t C-7).

11
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Ha
HO 0]
OH
OH o]
8-C-méthyl galangine

I-4-c- La glycosylation:
II'y a deux voies pour substituer la molécule du sucre sur le squelette d'aglycone.

1-4-C-1- O-glycosylation:

Dans ce cas, la liaison s'effectue entre un OH phénolique et un OH alcoolique d'un sucre sous
l'action de I'enzyme O-glycosyl-transférase et un donneur du sucre comme le UDP-Glu (Uridine

diphosphate glucose) (fig. 17) [23].

OH OH

OH OH
HO O HO O
OO 3-glucosyl transférase OO

OH
OH O UDP-GLU UDP OH O

OoGLU

Ouercétine 3-Glucosyl quercétine

Fio LT, liunsferd engyrmutiyue de Quercéilne d J-Glucosyl quercetine

12
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I-4-C-2- C-glycosylation:

La liaison s'effectuée entre la molécule du sucre et le carbone de l'aglycone, cette liaison résiste
a I'hydrolyse acide [24].

OH
arab
HO 0
glu
OH o]
Schaftoside

Si un deuxiéme sucre devait se rattacher a la molécule flavonique, il viendrait se lier soit avec un autre

hydroxyle phénolique soit avec le OH alcoolique du sucre déja fixé, mais dans d'autres structures

on peut avoir les deux cas [25].

13
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I-5 — Biosynthése :

De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine
biosynthétique commune et par conséquent, possédent tous un méme squelette de base a
quinze atomes de carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B),
reliés par une chaine en C3,

Leur biosynthése (Fjg 6) se fait a partir d’un précurseur commun, la 42 4 6 -
tétrahydroxychalcone. Cette chalcone de couleur jaune est métabolisée sous I’action d’enzyme,
la chalcone isomérase, en flavanone (1) : naringénine. C’est sur cette demiére qu’agit
ensuite la flavone synthase ou la (25 )-flavanone-3-hydroxylase pour donner la formation de la
flavone (2) : apigénine ou le dihydroflavonol (3) : (2R, 3R)- dihydrokaempférol, respectivement.
Les deux enzymes fonctionnent différemment, la premiére introduit la double liaison entre les
carbones C-2 ¢t C-3, tandis que la deuxiéme catalyse I’ hydroxylation du carbone (-3. Le
dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4-réductase, se
métabolise en flavonol (4) : kaempférol ou en flavan-34-diol (5) : leucoanthocyanidol,
respectivement. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3-ols (6) et anthocyanidols
(7).Cependant, les étapes ultimes de leur formation ne sont pas encore élucidées. Le pélargonidol

(7). sous I’action de la 3-O-glycosyltransférase, se transforme en anthocyanoside (8): pélargonidol-

3-glucoside (F1g. 1) [13]-

14
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OH o

4,2' 4 .6"-tétrahydroxychalcone

chalcone-isomerase

flavone-synthase
e ——

OH o
(1) flavanone:naringénine

(2S)-flavanone-3-hydroxylase

OH o]

(3)dihydroflavonol:(2R,3R)-dihydrokaempférol

bl Tssnnldarddire g

B —
OH

OH OH

(5)flavan-3,4-diol:leucoan thocyanidol

Y OH

S

£ J

1 \E l II ~ 3-OU-glucosyl-transt érase
S~ ek Sy

un

",

(/)anthocyanidol:pélargonidol

OH
H
Hom\

OH o

(2)flavone:apigénine

Sy, AOH

' R
OH
| \ HO. 0. /
HO DL, Ny 2 I
I'lavonol-synthase B
OH & * Ok o

(4)flavonol:kaempférol

g ~OH
. O. __‘.\\\U
1964
OH

(6)flavan-3-ol:afzéléchol

Yy
m\[/\fé\\l)\/
A PN l N L
] ULLy

OH

(8)anthacyanoside:pélargonidol-3-O-glucoside

Fig .18 : La biosynthésa des flavonoides (Bruncton,1999) .
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I-6- Propriétés et activités biologiques des flavonoides :

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer & la couleur des plantes et
notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un effet
attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, ce qui assurent par ce biais, une étape
fondamentale de sa reproduction [26].

On peut €galement noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur gout
désagréable, peuvent jouer un role dans la protection des plantes.

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contrdle de la croissance et du
développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec les diverses
hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent également un rdle de phytoalexines,
¢’est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une
infection causée par des champignons ou par des bactéries.

Par ailleurs, les flavonoides présentent un intérét thérapeutique qui date de la découverte de la
vitamine C par Szent Gyorgyi (Prix Nobel, 1937), chercheur de I’Université de Szeged
(Hongrie). qui a constaté que les symptdmes hémorragiques du scorbut, liés a la fragilité ou
I"hyperperméabilité des vaisseaux, étaient guéris par des extraits de paprika ou de jus de citron,
riches en vitamine C ct flavonoides. Cette action a été appelée propriélé vitaminique P (P étant la
premiére lettre du mot permdéahilité) [27]

Malgré ces premiers résultats prometteurs, les recherches ne permirent pas ensuite d’attribuer un
r0le essentiel aux divers polyphénols du monde végétal. A partir des années quatre-vingt, c’est la
découverte du réle des radicaux libres dans les processus pathologiques qui a relancé I’intérét pour
ces molécules dont les propriétés antioxydantes sont trés marquées|[28].

Des études ¢pidémiologiques ont montré qu’une consommation réguliére de fruits frais et de
[Cgumey diminue le risque de développeinent des maladies cardiovasculares et d"apparition de
certains cancers [29]. Ces effets sont attrihués, en partie. anx econcentrations relativement
importantes des flavonoides présents dans les fruits et les légumes.

Les [lavonoides sont également reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par
exemple les activités : anti-allergiques et antivirales [30-31], anti-inflammatoires [32-33].

Ces activités sont en général attribuées a leur capacité a piéger les radicaux libres, chélater les

lons métalliques ou inhiber les enzymes responsables de la formation des radicaux.

m
-_—
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Chapitre II Analyse structurale des flavonoides
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II- les méthodes de séparation, purification et d’analyse des flavonoides :

II-1- Les méthodes de séparation et purification des flavonoides:

La séparation des composés phénoliques est fondée essentiellement sur la
technique de chromatographie qui est une méthode physique de séparation basée sur les
différences d’affinités des substances & analyser & I’égard de deux phases, 1'une
stationnaire ou fixe et ’autre mobile. Selon la technique chromatographique mise en jeu,
la séparation des composants entrainés par la phase mobile résulte soit de leur
adsorption et de leur désorption successives sur la phase stationnaires soit de leur
solubilité différente dans chaque phase [34].

Le principe de séparation commence d’abord par I’extraction d’une quantité
importante de plante macérée dans du méthanol ou de 1"élliuiol (sulvant polaire) en
présence ou non d’eau. Aprés filtration et concentration, 1'extrait obtenu additionné d’eau
distillée subit des affrontements successifs par des solvants de polarité croissante menant
ainsi & une séparation partielle en fonction de la polarité des constituants. En général, ce
travail débute par le chloroforme qui permet I’extraction des aglycones méthoxylés ef
hydroxylés, puis par I’acétate d’éthyle qui permet I’extraction des aglycones polyhydroxylés
et monoglycosylés, et en dernier par le #-butanol qui accéde aux hétérosides polyglycosylés.
Les phases organiques ainsi obtenues sont séchées, concentrées et soumises & la batterie
chromatographique pour la séparation. Les techniques usuelles utilisées pour la séparation

des flavonoides sont en général :

- Chromatographie sur colonne.
- Chromatographie préparative sur papier.

- Chromatographie préparative sur couche mince

17



Chapitre IT Analyse structurale des flavonoides

II-1-a- Chromatographie sur colonne :

la chromatographie sur colonne peut étre une méthode préparative ;
elle permet en effet la séparation des constituants d’un mélange et leur
isolement a partir d’échantillons dont la masse peut atteindre plusieurs grammes.
Elle présente cependant plusieurs inconvénients
- De grandes quantités de solvant sont nécessaires a 1’élution.
- La durée de I’¢lution est généralement trés grande.
- La détection des composés exige une attention constante.
C’est une technique basée sur des phénoménes d’adsorption. La phase solide,
le plus souvent la silice ou 1’alumine, remplit une colonne de longueur et de
section variables : 1’échantillon en solution concentrée est déposé en haut de la
colonne et la séparation des composants résulte de 1’écoulement continu d‘un
¢luant traversant la colonne par gravité ou sous I'effet d’une faible pression. On
peut utiliser comme éluant un solvant unique ou bien accroitre progressivement
la polarit¢ de I’éluant de fucon 3 accélérer le déplacement des composés [35].
Les molécules sont entrainées vers le bas a des vitesses variables selon leur
affinité pour I’adsorbant et leur solubilité dans I’éluant. Le chromatogramme se
développeen formant une successivn de zones cylindriques qui se séparent en
migrant vers le bas. A mesure que chaque zone s’écoule de la colonne, on la
recueille.
Six facteurs dont dépend la séparation :
- L’adsorbant (gel de silice, polyamide SC6).
- Eluant (mélange de solvants).
- Dimension de la colonne.
- Remplissage de la colonne (remplissage par voie humide et remplissage par voie
seche).
- Dépdit des produits a analyser.
- La vitesse d’élution.
Le but de la chromatographie sur colonne est d'effectuer une premiére purification et de

parfaire la sélectivité des produits isolés.

e e e
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Le support chromatographique étant le polyamide SC6 "polycaprolactame" qui permet la
séparation des produits phénoliques en général et les produits flavoniques en particulier, et
cela par sa "fonction carbonyl- amide" qui donne lieu a de fortes liaisons hydrogénes
avec les groupements hydroxyles des composés flavoniques [36].

Avant la confection de la colonne, l'adsorbant est mis en suspension dans le solvant de base
(toluéne ou eau) sous agitation magnétique afin d'homogénéiser la bouillie formée avant
de l'introduire dans la colonne (30 g de polyamide pour 1 g de l'extrait). Le choix de la taille de la
colonne (longueur et diamétre) est fonction de la quantité de I'extrait brut a étudier. Ce
dernier, est solubilisé dans un minimum de méthanol est introduit a l'aide d'une pipette
pasteur sur les parois de la colonne confectionnée. Selon la nature des molécules flavoniques
deux systémes de solvants peuvent étre utilisés: toluéne enrichi de méthanol ou eau enrichie de
méthanol.

La progression des différentes substances, suivie en lumiére UV dicte les changements de la
polarité du mélange €luant d'un gradient 4 un autre.

Les fractions collectées sont controlées par chromatographie sur couches minces, celles qui sont

pures sont évaporées a sec et reprises dans du méthanol.

II-1-b- Chromatographie préparative sur couche mince:

La Chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomeénes d’adsorption [37].
La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi
rigide de matiére plastique ou d’aluminium.
Apres que I’échantillon est déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent a
unc vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant.
Les principaux éléments d’une séparation chromatographique sur couche mince sont
: La cuve chromatographique. la phase stationnaire (gel de silice, cellulose ou le
polyamide), 1’échantillon et I’éluant.
Lotsyue les condilions opératoires sont connues, elles permettent un controle aisé et

rapide de la pureté¢ d’un composé organique. Si I’analyse réalisée avec divers

e o e e e e e e e e ey
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solvants et différents adsorbants révele la présence d*une seule substance, on peut
alors considérer que cet échantillon est probablement pur.
De plus, étant donné que la chromatographie sur couche mince indique le
nombre de composants d’un mélange, on peut I’employer pour suivre la
progression d’une réaction.
La Chromatographie sur couche mince est également la technique habituellement
employée pour rechercher le meilleur solvant, avant d’entreprendre une séparation
par Chromatographie sur colonne.
L’€luant est formé d’un solvant, le tableau suivant résume les systémes de
solvant les plus utilisés pour la séparation des flavonoides:
L'adsorbant utilisé est la cellulose ou le polyamide DC6 (support de choix) en solution
dans I"éthanol (10 g de DC6 pour 50 ml d'éthanol pour 5 plaques de verre 20 x 20 cm).
On, dépose le produit le long de la plaque 4 I'aide d'un capillaire, on laisse sécher avant de
plonger les plaques dans des cuves contenant un systéme de solvants qui peut varier selon la
nature de I'adsorbant et les produils a séparer.
Les systémes de solvant les plus utilisés sont:
S1:4/3/3: toluéne / méthyléthylcétone / méthanol.
S2:60/26/7/7: toluéne / ether de pélrole / méthyléthyleétone / méthanol.
S3013 /%737 1 ean / melhanol / méthyléthyleétone / acétylacctone.
S4: 18/ 1/ 1: méthanol / acide acétique / eau.
Apres développement des chromatogrammes, les produits sont délimités sous lumiére
UV, grattés, élués dans le méthanol puis filtrés sous verre fritté. L'éluant obtenu est €vaporé
sous pression réduite suivis par une ultime filtration sur colonne
La technique CCM a pour avantage [38-39]:

¢ La rapidité avee une durée de développement de 30 mn a 3 h.

* Une grande sensibilité puisqu'on peut détecter des quantités de I'ordre de 1/ 100 pg.

e Une separation plus nette pour les mélanges d'isoméres,
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II-1-c- Chromatographie préparative sur papier:

La technique ressemble a celle de la CCM mais le principe repose sur des
phénomenes de partage. La phase mobile est le plus souvent organique et ’eau ;
la phase stationnaire est constituée par 1’eau elle —-méme adsorbée sur la cellulose
du papier ou liée chimiquement & elle, comme en chromatographie sur
couche mince. L’échantillon mis en solution est déposé en un point repére du papier
et le solvant qui se déplace par capillarité fait migrer les composants de
I’échantillon a des vitesses variables selon leur solubilité [40].

La chromatographie sur papier est employée principalement pour I’analyse de
composes tres polaires tels que les acides aminés, les glycosides flavonique [41] et
les composés polyfonctionnels.

Le support utilisé généralement est le papier Whatman n” 3 (46 cm x 57 cm), les systémes
de solvants ulilisés contienuent souvent de l'aclde acétique pour ameliorer la séparation et
pour éviter les trainces dues a I'ionisation des molécules [42].

Les solvants chromatographiques de bases sont:

1- AcOH: Acide acétique a différentes concentrations.

2- B.A.W: [4/1/5]: n-butanol/ Acide acétique/ Eau.

3- M.A.W [4/1/5]: Méthanol/ Acide acétique/ Eau.

4- T. B. A [3/1/1]: Terliobutanol/ Acide acétique/ Eau.

Cette technique passe par les étapes suivantes:

- Une chromatographie descendante d'une durée de 8 a 16 heures et quelques fois a front
perdu si les substances migrent lentement ou si les Rf sont trés voisins.

- Les différentes bandes de produits présents dans le chromatogramme; sont délimitées
sous lumiére UV 366 nm, sclon leur fluorescence [43].

- Les différentes bandes de papiers sonl découpées puis hroyées pour étre éluées

dans dc 1'¢thanol chaud.

- Apres [iltration, la solution est évaporée a sec puis reprise dans du méthanol pour

une éventuelle chromatographie sur couche mince.

Les avantages de cette technique sont [44]:

- La séparation d'une grande quantité de produit.

e
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- Détacher le maximum d'acides phénols.
II-1-d- Purification sur colonne:
Deux techniques sont utilisées:

 Filtration sur gel de sephadex LH-20; éluant: méthanol. Le LH-20 est un gel
gonflant de maniére différente d'un solvant a un autre, de ce fait on ne peut

travailler en gradient ni changer de solvant une fois I'équilibre établi [40].

e Filtration sur polyamide SC6, éluant: toluéne enrichi de méthanol (un gradient

d'élution de polarité croissante).
II-2- Méthodes d’analyse des flavonoides :

La fluorescence sous lumiére UV, la valeur de Rf dans différents systémes de
solvants, les résultats de la spectrométrie de masse (SM) avec différents modes d’ionisation:
impact €lectronique (IE), ionisation chimique (IC), ¢lectrospray (ESI) et bombardement par
des atomes accélérés (FAB), la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)
avec ses différentes expériences monodimensionnelles (1H, 13C, DEPT) et
bidimensionnelles (COSY, HSQC, HMRC, COLOC, NOESY...) et la spectrophotométric
UV-Visible qui donne des indications importantes sur la nature du flavonoide et son mode
de substitution, sont les techniques utilisées pour I’identification et la détermination des

structures flavoniques.

1I-2-a- La fluorescence sous lumiére de Wood :
["ahsorptinn des substances flavoniques sous lumiére de Wood 4 la longueur d’oude
de 365 nm donne des renseignements préliminaires sur la structure chimique.

Le tableau 1 montre la relation entre la fluorescence et la structure chimique [45].
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La fluorescence Les structures possibles

Flavones avec 5-OH
Violette noire Flavonol avec 3-OR, 5-OH, 4’-OH
Chalcones.

Flavone ou flavonol sans OH libre en 5.
Bleue Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.
Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH

Orange fluorescente Isoflavones
Jaune-verte Aurones
Bleue-verte Flavanone sans 5-OH

Tableau 1 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood et les structures
Flavoniques .

I1-2-b- Facteur de retardement et comportement chromatographique :

La valeur du Rt est définic comme suit

Distance entre I’origine et la tache du produit aprés élution
Rf =

Distance entre I’origine et le front du solvant apres élution

Colbe vulour vorie avee 1a natue du sulvanl ulilise (organlque ou aqueux), le (ype de support
chromatographique (gel de silice, polyamide, cellulose), la nature du produit lui-méme (aglycone
ou glycosyle), ainsi que de la disposition dcs différents subsiitnants sur le squelette flavonique
[46]. Le tableau 2 montre I"influcnce de la substitution du squelette flavonique sur la valeur du

Rf.
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Structure flavonique Rf

Rf diminue dans les systémes de solvants
Augmentation des groupes hydroxyles organiques et augmente dans les systémes de
solvants aqueux
Rf augmente dans les systémes de solvants
Methylation des groupements hydroxyles organiques et diminue dans les systémes de
solvants aqueux
Rf diminue dans les systémes de solvants

Glycosylation organiques et augmente dans les systémes de
solvants aqueux.

Tableau 2 : La relation entre le Rf et la structure flavonique.

II-2 -c-La spectrophotométrie UV-Visible :

(Test la méthode la plus importante pour Iidentification des structures flavoniques. Elle est
basée essentiellement sur I’enregistrement d*un spectre dans un milieu alcoolique (méthanol ou
¢thanol) qui sera caractérisé par deux bandes d’absorption principales, la bande I et la bande II
[47].

Ces deux bandes représentent les ahsarptions dang le pracho 1TV des ehramcplivsies LU UL
le squelette flavonique. Ainsi, la bande I présentant un maximum d’absorption entre 300 et 400
nm, est attribuée a I’absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du
groupement carbonyle avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, elle donne donc, des
renseignements sur les variations structurales du cycle B et ’hétérocycle C (Fig. 19). La bande II,
présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, est attribuée a I’absorption du systéme
benzoyle qui dérive de la conjugaison du gronpement carbonyle avec le noyau A ct donnc dcs

fvnations sur les vatiations structurales du cycle A [37] (Fig. 19).
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Fig. 19: Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique

Le tableau 3 donne I’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en milieu
méthanolique pour quelques types de flavonoides.

Type de compose flavonique Bande I Bande II
Flavones 320-350 250-270
Flavonols 352-385 250-280

Flavanones 300-330 245-275

Tableau 3 : Relation entre le maximum d ‘absorption en UV et le type de flavonoides.

e maximum d’absorption d’une telle ou telle bande dépend du nombre et de la position des
groupements hydroxyles ou mdéthoxyles sur le squelette  flavonique. L augmentation du
nombre de groupements hydroxyles fait déplacé le maximum d’absorption vers des longueurs
d’onde plus élevées, par contre la substitution des groupements hydroxyles par des groupements
méthoxyles ou glycosyles fait déplacé ce maximum vers des longueurs d’onde plus courtes [48].



Chapitre II Analyse structurale des flavonoides

%

II-2 -c-1-Addition de réactifs :

Le spectre méthanolique d’un composé flavonique sera modifié par addition d’un certain
nombre de réactifs tels que NaOH, AlCI3, AICI3+HCI, NaOAc et NaOAc + H3BO3. Ces réactifs
réagissent avec les groupements hydroxyles par formation de sels et de complexes qui se
traduiront sur le spectre UV par des déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des
bandes d’absorption, permettant la localisation des hydroxyles libres sur le squelette
flavonique.

a)  l'addition de AICI; et AICI; + HCI :

L’addition de AICl; a la solution du flavonoide dans le méthanol méne & la formation de
complexes entre les hydroxyles ortho, I’hydroxyle en 3 et la fonction carbonyle et I’hydroxyle en
position 5 et la fonction carbonyle [49].

Ce qui entraine un effet bathochrome de la bande I. L’addition de HCI dans ce méme échantillon
provoque la disparition des complexes instables (complexe formé entre deux hydroxyles) et le
maintien des complexes stahles (hydroxyle et carbonyle). Ceci se manifeste par un déplacement
hypsochrome de la bande I par rapport 4 celui en présence de AICI3 et bien évidement un effet
bathochrome moins important par rapport au spectre dans le méthanol pris comme référence.

b) l’addition de NaOAc + H3BO3 :

Le H3BU3 est additivnné & I'échantillon en présence de NaOAc et les inlormations apportées
indiguent I"existence ou I’absence de systémes ortho dihydroxyle sur le cycle B ou sur le cycle
A (6, 7 ou 7, 8) & cause des complexes formés. 1’effet qui observé est un déplacement
bathochrome de la bande I par rapport au spectre enregistré dans le méthanol [50].

¢) ['addition de NaOH et de NaOAc :
» NaOH :

L'addition du NaOH indique le nomhre et 13 position des hydroxyles libres sur le aquelette

flavonique essentiellement les OH des positions 7, 4 ot 3 par un eflzt bathochromique de la
bandc I, accompagné ou non d’une augmentation d’intensité renseignant ainsi sur un 4°-OH libre
ou substitué. Dans ce spectre, la présence d’un 7-OH libre est déduite de "apparition d’une
nouvelle bande entre 320 f 335 nm. Par conlre la décompasition de 17érhantillon APTes cing
minnfes indique In présence gimultanée d’uu 3 O11 ¢l ' un 4°-OIT Libres.
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» NaOAc:
Ce réactif sert a détecter les groupements hydroxyles essentiellement celui de la position 7
par un léger effet bathochrome de la bande 11, il ionise les OH les plus acides comme les

hydroxyles des positions 3, 7 et 4 [50]. Le tableau 4 donne les informations obtenues

des spectres en présence de réactifs [43, 48, 49].

Déplacement (nm)
G o Interprétation
Neseki Bande I Bande II
310-350 250-280 Flavone
MeOH 330-360 250-280 Flavonol(3-OR)
350-385 250-280 Flavonol(3-OH)
Bande I +40 4 60 avec stabilité 4'-0OH
d’intensité i
Bande I +50 a 60 avec ,
diminution d’intensité SHOH et HEe
Faible déplacement
avec diwinulion 4'-OR
NaOMe d’intensité
(NaOH) Apparition d’'une 3éme 7 OH
bande entre BI et BII -
Absence de bande entre "
320-335 7Ok
g;“éf";’ el 5-OH (seul hydroxyle
Inflexion. hibre]
MeOH +60 3-OH
Bande I -30 & -40 Ortho di OH sur le noyau
AICI3+ S B
HCl/ Ortho di1 OH sur le noyau
ALCI3 Bande I -20 4 -25 A (en plus ortho di OH
sur le noyau B)
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Bande I +35 4 55 5-OH
AICI3+ . 5-OH (avec 6-
HCI/ Bande I +17 a 20 oxygénation)
MeOH Bande I +50 a 60 3-OH ou 3-OH et 5-OH
Bande IT +5 a4 20 7-OH
7-OR

Bande II déplacement trés faible

NaOA :

ME;OHCI Diminution d’intensité avec le temps | 6,7; 7,8 ou 3',4'di OH
Bvandfg Itleii spectre se décompose 5,6,7; 5, 7,8 ou3, 3’4"
HNEE s tri OH

NaOAc+ Bonde I +12 4 36 s B DE

H3BO3 =
+5 410 6,7 ou 7,8 di OH

Tableau 4 : Informations obtenues des séries spectrales UV-Vis.
II-2-d- La spectrométrie de masse :

Cette technique permet la détermination du pic moléculaire des aglycones qui donne
globalement le nombre et la nature des substituants hydroxyles ou méthoxyles[53, 54].

Les pics de fragmentation caractéristiques fournissent des renseignements utiles, notamment
sur les structures des substituants des noyaux A et B [23):

Cette technique connait un véritable succés dans ce domaine avec le développement de divers
mode d’ionisation permettant I’analyse des structures glycosylés a I’état natif tels que la FAB, et
I’électro-spray.

De nos jours, la spectrométrie de masse trouve diverses applications grace au couplage avec les
techniques chromatographiques. Ces techniques de con plage permetlent des analyses trés

rapldes ot tron rigoronnen
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II-2-e- La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) :

Tres précise et tres efficace, elle est couramment utilis€ée et permet entre

autre :

- Lalocalisation des protons de la molécule [55].

- Dedéterminer le nombre, la nature et la position des sucres [51,56].

- D'identifier les liaisons C-sucre et O-sucre.

- D’identifier les substituants acylés et leurs sites d’acylation.

- L’identification des substituants oxygéneés.

Les tableaux 5 et 6 contiennent quelques déplacements chimiques et constantes de couplage
des protons du noyau A et du noyau B [57].

3, 7, 8-OR

Protons du noyau A (H-5) (H-6) (H-8)
Nature du flavonoide 3, ppm J, Hz o, ppm J, Hz o, ppm  J, Hz
5,7-0H 6,0-6,2 d 25 6,3-6,5 d 2,5
5-0OH, 7-OR (R=Gluc.) 6,2-6,4 d 2,5 6,5-6,9 d 2,5
7-OR (R=H, sucre) 8.0 d 9 6,7-7,1 dd (9,0;2,5) 6,7-7,0 d 2,5
3,6, 7-OR R=H, sucre 63 " 63 2

Tableau 5 : Les déplacements chimiques et constantes de couplage des protons du noyau A.

Protons du noyau B
Nature du flavonoide

(H-2’,H-6")
0, ppm

J, Hz

(H-6’ ,H-5%)
o, ppm J,Hz

Flavone (4’-OR)

7,7-719 d 8.5 %

I'lavonol (4°-01R)

7.9-8,1

d 8,5 =

Tableau 6 : Les déplacements chimiques et constantes de couplage des protons du

noyau B.
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I1I- Etudes phytochimique de ’espéce Centaurea omphalotricha
Coss. & Durieu ex Batt. & Trab. Pubscens

ITI-1- Description botanique du genre Cenfaurea :

Les centaurées sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, a feuilles
alternes. Comme pour toutes les composées, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitule
multiflores homomorphes ou dimorphes, entourées d’un involucre ovoide ou globuleux a
bractées imbriquées sur plusieurs rangs. Dans le cas des centaurées, les fleurs sont toutes
tubulées, multiflores homomorphes ou dimorphes, celle de la périphérie (souvent stériles)
s’ouvrant largement en cing lobes. Leur couleur varie le plus souvent entre le rose, le pourpre
et le violet, mais il existe aussi quelques espéces a fleurs jaunes. Ces fleurs entourées d’un
involucre ovoide ou globuleux & bractées imbriquées et inégales sur plusieurs rangs, a la
maniére des artichauts. Ces bractées peuvent étre ciliées (cas le plus fréquent) ou épineuses.
Tenr ohservation cst essentielle pour déterminer les espéces. Le réceptacle plan ou sub plan
est garni de soies abondantes. Les fruits sont des akénes longs ou ovoides, lisses, a hile latéral,
profond, barbu ou non, portant une aigrette assez courte, simple ou double, persistante ou
caduque [58].

I11-2- Description botanique de ’espéce :

Corps des bractées moyennes et appendices conenlores, plante sahariennes et vivaces.
Fleurs jaunes, plante glabre ; multicaule ; ¢lancée (40-50 cm) et rigide. Feuilles lancéolées,
entiéres ou lobulées a la base, coriaces et pétiolées, gros capitules (2 cm de large sur 3 de
long), bractées avec 3-7 épines latérales courtes. Akénes jaune clair, de 3-4 mm, aigrette aussi
longue ou plus longue que le corps [58].

I11-3- Place dans la systématique :

Linbrancheceul Auploypuringy
Classe Dicotylédones
 Ordre ‘ ' Astérales
Famille Compositae
Sous-famille Tubiflores
Tribu Cynarées
Genre Centaurea
Espéce Omphalotricha
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I11-4-Etude bibliographique:

Les seuls travaux effectués sur les parties aériennes de ’espece Centaurea omphalotricha
Coss. & Durieu ex Batt. & Trab ont montré que cette plante est trés riche en composés

phénoliques [59].

En effet I’étude de la phase dichlométhane de I’extrait hydro-alcoolique de cette espece a

permis la séparation et la détermination structurale de :

v’ quatre  Flavones: 3,7-dihydroxy-6-méthoxyflavone ~ Oroxyline A, 5,7-
dihydroxyflavone Chrysine Ténaxine II et 5,7,2’-trihydroxyflavone Un Flavonol :
Quercétine

v" Deux Triterpénes pentacycliques a squelette lupane et ursane : Lupéol et Taraxastérol
respectivement

v" Deux Stéroides : B-Sitostérol et Daucostérol .

5,72 -trihydroxy-6-méthoxyflavone (Ténaxine 1I) 3,7,2 -trihydroxyflavone
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b [N ITEED
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HO
OH
(al}]

o Lup-20(29)-én-3-ol(Lupéol)

[-Sitostérol-D(+)glucopyranosyle(Daucostérol)

180, 19a-urs-20(30)-én-3[-ol(Taraxastérol)
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ITI-5-Travaux personnels:

I11-5-1- Extraction de la plante :

La plante a été récoltée au mois de Mai de 1’année 2004, de la région de Béchar, apres
séchage dans un endroit sec et aéré a I’abri des rayons solaires, les parties aériennes broyees
sont pesées (m=2600 g) et mises & macérer dans un mélange hydro alcoolique dans les
proportions (80 :20).

Apreés filtration, concentration a une température n’excédant pas 35°C, L’extrait brut obtenu
est dissout dans une quantité d’eau distillée a raison de 400 ml pour 1kg de matiére seche.

La solution obtenue est épuisé 3 fois par du chloroforme. La phase organique séchée par
(Na,SO,4 anhydre), filtrée et concentrée a sec & une température n’excédant pas 35°C, donnant
un extrait chloroformique delOg. La phase aqueuse est reprise et épuisée successivement 3
fois avec I’acétate d’éthyle, puis cinq fois au n-butanol. Les deux phases organiques sont
séchées au sulfate de sodium anhydre (Na;SOy) filtrées et concentrées a sec pour donner 9.8 g
pour I’extrait Acétate d’éthyle et 41,8 g de I’extrait Butanolique.

Le protocole d’extraction est résumé dans la Figure 20.
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Matiere végétale
m = 2600g.

* Macération a froid dans un mélange
EtOH/HO (80 : 20 ; v/v) 3 fois 24h
+ Filtration

y

Extrait
éthanolique

* Concentration non a sec (t = 35°C)
* Dilution avec 760 ml de H,0O
g distillée.

A
I Filtrat

* Extraction par du CHCI; 3fois
* Décantation

- 4

Phase Phnan
dyueuse organique

= Extraction par de I’AcOEt un foi « Séchage par
= Décantation Na,S0, anhdre
y « Filtration

* Concentration a4 35°C

A

Phase Phase v
saueus organique Fm
* Extraction par « Séchage par Na,SQ, anhydre m=10g Y

Le n-butarol 3 fols * Filtration ~~ o R
r- Décantation « Concentration a t =35°C

Phase Phase
aqueuse organique

+ Séchage par Na,SO, anhydre
+ Filtration
* Concentration 4 60°C

Extrait AcOEt
m=981g

v

Extrait n-butanol \
m=418¢
® &

Fig. 20 : Protocole d’extraction.
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Chapitre III Travaux personnels

I11-5-1-1- Etude d’une fraction de I’extrait Acétate d’éthyle (feuilles) :

Les essais chromatographique menés sur cette fraction sur des plaques analytiques de gel de
silice a permis de choisir le bon systéme d’élution de la colonne, en effet une masse de 420
mg a été dissoute dans le minimum de solvant (MeOH) puis elle a été¢ mélangé avec un peu de
silice puis séché sous vide jusqu'a ’obtention d’une poudre homogeéne, cette poudre a été
déposée sur une colonne de gel de silice (55 g) préparée dans le CH,Cl, puis éluée ensuite
par CH,Cl, enrichi progressivement par ’acétate d’éthyle.

Le suivi de la séparation de la colonne et le rassemblement des fractions a été établit sur la
base de leur apparition sous I’'UV visible, les résultats finale sont récapitulés dans les tableaux

suivants :
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Tubleau 7 : Résuliuls de lu séparaiion par chromulvgruphic sur colvnne.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 | MI0O | M1l | MI2 | MI3

N°de
Jraction

1-2
3-12
13-27
28-35
36-42
43-57
58-71
72-91
92-108
109-121
122-137
138-140
141-142

Pot de méme
composition

Tableau 8 : Regroupement final des fractions issues de la colonne.

IT1-5-1-1-A- Etude de la sous-[raction MS5:

L'analyse de la sous-fraction M5 (11 mg) par une plague analytique de gel de silice CCM,
utilisant comme systéme d’élution le CH,Cl,/MeOH (46 :04) a montrée que cette fraction
renferme une seule tache majoritaire de coloration noir violette sous la lampe UV a 365 nm et
de couleur jaune apres révélation par 1’acide sulfurique il s’agit d’un produit pur noté MS5.
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I11-5-1-1-B- Etude de la sous-fraction M7:

La sous-fraction M7 (21.8 mg) est soumise a une chromatographie sur plaque préparatif de
gel de silice (GF 254) éluée par le systéme :

CH,Cly/MeOH/H,O (100 :10 :01) a conduit d’isoler un composé pur de coloration noir
violette sous la lampe UV a 365 nm et jaune apres révélation par 1’acide noté¢ M7-3 (11.3 mg).

III-5-1-2- Etude d’une fraction de I’extrait n-butanol (fleurs) :

Plusieurs systémes de solvants ont été essayés sur ’extrait brut de la phase n-butanol en
utilisant des plaques analytiques recouvertes de gel de silice 60 F254. La meilleure séparation
a été obtenue avec le systéme: CHCl; / MeOH dans les proportions (8 : 2). Cette analyse
confirme également leur richesse en composés phénoliques en montrant sous lumiére de
Wood des spots de couleur jaunes, bleus et noir-violets.

10 g de D'extrait ont ét¢ déposés sur une colonne de gel de silice 60 préparée dans le
chloroforme. L’élution a été faite par du chloroforme avec un gradient de méthanol comme le
montre le tahlean 9.
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Tableau 9 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne.

Ie suivi de la composition des fractions est effectué par chromatographie sur couche mince de
gel de silice sur support aluminium. l.es plaques sont visunalisées sous lumiére UV visible
(254 et 365 nm), puis révélées par une solution d’acide sulfurique (CH1COOQH /H,O / HaSQy ;
RO/16/4) ef chanftées 4 100 °C pendant 3min |es pots de méme composition sont rassemblés,
donnanl ainsi 24 [ractions. Le tableau 10 rassemble les résultats de celte colonne.
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m

Fraction A B C D E F G H
pots de
méme 1-4 3-8 9-17 18-22 23 24 29 26-27
composition
Fraction I J K L M N (0] P
pots de
méme 28-33 34-36 37-39 40-43 44-48 50-55 56-61 62
composition
Fraction Q R Ry T U V w X
pots de
méme 63 64 65 66 67 68 69 70
composition

Tableau 10 : Regroupement final des fractions issues de la colonne.

IIT-5-1-2-A~ litude de la fraction Q :

Les tests préliminaires effectués sur cette fraction ont montré que ces deux systémes :

S (I) : CHCl3/méthyléthylcétone/ acétone, en proportion 15/3/1,2.

S (1) : méthyléthylcétone/ CHCl; / MeOH, en proportion 18/12/0,4.

Sont les meilleurs systémes de séparation et montrent ainsi plusieurs taches dont deux sont
bien séparées comme le montre la figure N°21.
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Fig. 21 : Chromatogramme de la fraction Q avec d’autres fractions

Vu la couleur de leur fluorescence sous lumiére UV a 2=365 nm nous nous sommes intéressé
a la tache de couleur noir violet.

Cette fraction a subit une séparation sur plaques préparatives de gel de silice en utilisant dans
une premiére étape comme systéme (I) et dans la deuxiéme étape le systéme (1I).

Cette étude a mené a la séparation de deux produits 4 ’état pur il s’agit de : Q1 et Q2

Le deuxieéme systéme S (1I) a montré également une troisiéme bande de couleur toujours noir
violet sous lumiere UV par apport au premier systéme ce qui nous a poussé & augmenter le
nombre d’élution pour obtenir une troisiéme produit nommé Q3.

38



Chapitre IV :

Resultats et

discussions



Chapitre IV Résultats et discussions

IV-résultats et discussion :

IV-1- interprétation du composé M5 :

L’examen du spectre RMN “C de ce compose (spectre I) montre la présence de quinze
atomes de carbone que nous pouvons répartir comme suit

» huit carbones quaternaires dont:

e unad=181.63 ppm d’un carbonyle.

® cinq a 6 =164.48, 5 =163.65, 3 =161.41, 5 =161.15 et 8 =157.31 ppm caractéristique
d’un carbone oxygéne.

e deux 48=121.13 ppm et 8 =103.52 ppm attribuable 4 un carbone hybridé SP*.

> sept groupements CH dont:
e deux carbones identiques a ¢ =128.4 ppm.

¢ deux carbones identiques 4 8 =115.92 ppm.
e Troisa 6=102.77, 5 =98.87 et § =93.96 ppm.

Carbone C Déplacement chimique & (ppm)
2 163.65
C-3 102.77
C-4 181.63
CS B 161 41
C-0 U8.87
C-7 164.48
C-8 93.96
C-9 157.31

C-10 103.52
C-r 121.13

C-2°, C-6° 128.40

C-3°,C-5° 115.92
C-4 161.15

Tablcau 11 : Déplacement chimigue PC de composé Mo.
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¥, o
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Spectre I : RMN de °C de composé M5

La fluorescence noire violette sous lumiére de Wood est caractéristique d’une flavone ou
d’un flavonol substitué en 3.
L’étude de la série spectrale UV (spectre I1) montre ;

¢ Le maximum d’absorption de la bande I a 335 nm dans le spectre enregistré dans le
méthanol indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone.

e 1’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AL = +
57 nm) avec augmentation de U'intensité lumineuse indique la présence d’un OH libre
en position 4°, I’apparition d’une nouvelle bande & 324 nm est révélateur de la
présence d’un OH libre en position 7.

¢ L‘addition de NaUAc provoguant un déplacement bathochrome de la bande Il (AL = |
& nm) par rapport au spectre MeOH confirme la présence d’un OH libre en 7.

e Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AICL + HCI)
comparativement & celui enregistré dans le méthanol (AA = + 45 nm) indique la
présence d’un OH libre en 5.

e L absence du déplacement hypsochrome de la bande | en comparant les spectres AlCl3
+ HCI et AICls, laisse prévoir I'absence d’un systeme ortho dihydroxylé sur le cycle
B.
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Spectre II : Série spectrale UV du Composé M5
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L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans Ie tableau 12.

Réactifs Bande I Autres Bande I Commentaire
bandes

MeOH 335 / 268 flavone
+NaOH 392 324 274 OH libre en 4’
OH libreen 7
+Al1Cl; 382 348 300 274 OH libre en 5

+AICIz/HCl 380 344 300 274 Pas de ortho di-OH
Sur le cycle B
+NaOAc 380 306 276 OH libre en 7
+NaOAc/H;BO; 338 / 269 /

Spectre stable avec NaOH aprés Smn

Tableau 12 : Données de la série spectrale UV du composé M5,

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante :

Rs

Avec Ry, Ry, R3, Ry, Rs, Rs et Ry différents de OH

L’examen du spectre RMN 'H (spectre n° III) montre:
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Chapitre IV

¢ Unsingulet & § = 6.76 ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la structure d’une

flavone.

e Deux doublets d’intégration 1H pour chacun, le
=6.18 ppm (J = 2.0 Hz) attribuables 4 H-8 et H-

e Le doublet de doublet
6.84 Hz et J=2.0 Hz,

premier a § = 6.46ppm, le second & §
6 respectivement.

qui apparait & §=6.92 ppm avec les constants de couplages .J =
permet [atiribution de ce signal d’intégration 2H & H-3’ et H-

57, de méme les constantes de couplages J = 6.84 Hz et J = 2.0 Hz du doublet de

doublet qui apparait 4 § = 7.91
aH-2" et H-6".

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau 13

ppm, permet Iattribution de ce signal d’intégration 2H

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
Chimique (ppm) (JHz)
191 2H dd(6.84 ;2.0) H-2’ ; H6’
6592 2H ad (6.84 ; 2.0) H-3" ; H-5°
6.76 IH q H3
6.46 IH d(2.0) H-8
6.18 IH d (2.0) H-6

Tableau 13 : Données de In RMN 'H.

Ces données complétent la structure précédente et montrent que les substituants inconnus
précédemment sont des protons menant ainsi 4 la structure - 4’, 5, 7-trihydroxyflavone connue
sous le nom Apigénine.
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IV-2- Interprétation du composé M7-3 :

L’examen du spectre RMN "°C de ce compose (spectre IV) montre la présence de quinze
atomes de carbone que nous pouvons répartir comme suit :

> neuf carbones quaternaires dont;
e unad=183.79 ppm d’un carbonyle.
° six a 6 =167.40, & =166.26, § =163.14, § =159.53, § =152.0 et § =147.19 ppm
caractéristique d’un carbone oxygéné,
e deux a3 =123.68 ppm et 3 =104.96 ppm attribuable & un carbone hybridé SP”.
» six groupements CH a § =120.29, § =116.83, & =114.09, § =103.72, & =100.58 et & =
95.35 ppm.

Carbone C Déplacement chimique & (ppm)
C-2 166.26
C-3 103.72
C-4 183.79
C-6 10U.58

- C7 ‘ 167.40
C-8 95.35
C-9 15253

C-10 104.96
C-I’ 123.68
Cc-2 114.09
C-3 147.19
C-4 15953
C-5 116.83
C-6° 120.29

Tableau 14 : Déplacement chimique “C de composé M7-3.
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Spectre IV : RMN de °C de composé M7-3

La fluorescence noire violette sous 365 nm de ce composé est caractéristique d’une flavone
ou d’un flavonol 3-OR.
Les données de la série spectrale UV (specire V. tableau 12) montrent :

Le maximum d’absorption de la bande I 4 350 nm et la fluorescence violette sont en
taveur d’une flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AL = +
52 nm) avec augmentation de I’intensité lumineuse par rapport au spectre MeOH
indique la présence d’un OH libre en 4°, ’apparition d’une nouvelle bande & 329 nm
indique Iexistence d’un OH libre en 7.

T’addition de NaQAc provoquant un déplacement hathachroma de 1a hande T1 (A — 1
5 nm) par rapport au spectre MeOH confirme le OH libre en 7.

La comparaison du spectre en présence de NaOAc et ce méme spectre aprés addition
de H;BO; montre un déplacement bathochrome de la bande I (AA = + 29 nm) dans ce
dernicr est eévélateur de la présence d'un systéme ortho di-OH sur le cycle B. Cette
hypothése est confirmée par Ieffet hypsochrome de la bande I (AL = -37 nm) du
spectre enregistré dans le milieu (AICl; / HCl) comparativement 4 celui enregistré
dans AICls.
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Ces données permettent la proposition de Ia structure partielle suivante :

Avec Ry, Ry, Ry, Rs, Re différents de OH et R; est un H ou un OR.

Réactifs Bande I Autre bande Bande II Commentaires
MeOH 350 255 291 264 flavone
+NaOH 402 329 267 OH libre en 4°

OH libre en 7
+AICl; 422 ] 303 2713 /

+AICI 3/HCl 385 358 297 274 OH libreen 5

Ortho di-OH surle B
+NaOAc 352 254 269 OH libre en 7
+NaOAc/H;BO; 401 / 269 Ortho di-OH sur B
Spéctre stable en presence de NaOH aprés Smn

Tableau 15 : Données de la série spectrale UV.

L’examen du spectre RMN 'H montre (spectre VI) :

* Un singulet a § = 6,3 ppm d’intégration 1H attribuable & H-3, ce qui permet d’opter
pour une structure de type flavone.

* Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H 4 § = 7.26 ppm attribuable a H-
2°, un autre signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a § = 7.25 ppm
attribuable a H-6".

e Lesignal 4 8 = 6.4 ppm, d’intégration 1H atiribuable 3 H-8.

¢ Lesignal 4 8 =6.07 ppm, d’intégration 1H attribuable 4 H-6

e Par ailleurs, le signal sous forme de doublet (J = 6.8 Hz) qui apparait & § = 6.79 ppm,
est attribuable a H-5,

%_—
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Spectre VI : RMN de 'H de composé M7-3
Les données relatives 4 la RMN 'H sont reportées sur le tableau 13.
Déplacement Intégration Multiplicité Attribution

Chimique (ppm) (J Hz)
T.206 725 2H dd (8.4; 2.0) H-2’; HE’
6.79 1H d (8.4; 2.0) H-5’
6.30 1H S H-3
6.40 1H d (2.0) H-8
6.07 1H d (2.0) H-6

Tableau 16 : Données de la RMN 'H
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%

Toutes ces données permettent de dire que le composé M7-3 correspond a :
3,4, 5, 7-tetrahydroxyflavone connue sous le nom Lutéoline.
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Résumé

Ce travail est consacré a I’étude phytochimique d’une plantes endémiques
appartenant a la famille des Composée du genre Centaurea, Ce genre trés
réputé pour accumuler des métabolites secondaires de type lactones
sesquiterpéniques et de type flavonique, Ces deux classes de substances
naturelles sont connues pour leurs activités biologiques diverses notamment
Iactivité cytotoxique et antioxydante.

L’investigation phytochimique des extraits obtenus de cette plante utilisant les
différentes méthodes de séparation chromatographique telles que la
chromatographie sur colonne et couche mince de gel de silice ont permis
I’isolement plusieurs produits & 1’état pur et la détermination structurale d’entre
eux de deux composés flavonique de type flavone il s’agit de I’apigénine et
lutéoline.

Les composés identifiés ont été élucidés principalement a laide des techniques
physicochimiques usuelles notamment la spectroscopie ultraviolette UV et la

résonnance magnétique nucléaire RMN 'H et 1°C.



