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Introduction générale

Ces derniéres années, Quelque plantes aromatiques ont suscité beaucoup d’intérét
dans le domaine thérapeutique. En effet, les substances naturelles extraites de ces plantes ont
permis de grandes avancées en raison de leur valeur ajoutée dans la préparation de nombreux
produits en particulier dans les domaines nutraceutiques, pharmaceutique, la cosmétique et
les parfums. Les enjeux politiques, économiques, sociétaux, et environnementaux incitent
également les industriels & innover sur le plan technologique et & améliorer I'efficacité
énergétique et environnementale de leurs procédés, grace au développement d’une chimie
dite verte en remplacement des procédés chimiques traditionnels [1].

Fait intéressant, les antioxydants naturels font I’objet de nombreuses recherches et une
nouvelle voie vers D’exploitation des métabolites secondaires généralement et les
polyphénols particulierement tant dans la santé et vis-a-vis des maladies pernicieuses (cancer)
que dans I’industrie agro-alimentaire. Ces composés qui sont représentés par la famille des
polyphénols sont largement recherchés pour leurs propriétés biologiques : antioxydantes, anti
inflammatoires, antiallergiques et anti-carcinogénes. Notant que 1’efficacité puissante de ces
substances a stopper les réactions radicalaires en neutralisant les radicaux libres est due
principalement a leurs structures phénoliques avec la présence des groupements hydroxyles.
Pour cela, les progreés dans le domaine des antioxydants sont accentués d’ou le nombre de
plantes médicinales disponibles commercialement est de 1’ordre de 1800 espéces aux Etats-
Unis [2]. Ce présent travail s’inscrit dans ce contexte.

Pour le présent mémoire, nous proposons un plan en quatre chapitres :

Le premier chapitre de ce manuscrit, est une étude bibliographique consacrée aux plantes
médicinales, englobant les procédés et les techniques d’extraction des molécules bioactives,
les métabolites secondaires et leur classification.

Le deuxiéme chapitre, sera consacré a un apercu général sur la famille des astéracées, ensuite
nous détaillerons le genre Centaurea en abordant leurs métabolites secondaires les plus
courants.

Le troisieme chapitre aura pour objectif, la description des composés phénoliques en
particulier les flavonoides, leur biosynthése et quelques activités biologiques attribués. Les
méthodes de dosage des composes phénoliques par spectrophotométrie UV seront présentées.
Et enfin, le quatriéme chapitre, sera réservé a I’é¢tude chimique et structurale des flavonoides,

cette classe des polyphénols qui taille la part du lion dans les recherches modernes.
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Chapitre | Les plantes médicinales

I.1. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales s’entendent des maticres premicres botaniques, aussi connues
sous le nom d’herbes médicinales, principalement utilisées a des fins thérapeutiques,
aromatiques et/ou culinaires, ou en tant que composants entrant dans la fabrication de
cosmétiques, médicaments, aliments naturels et autres produits de santé naturels. Elles sont
aussi le matériel de départ des produits naturels transformés a valeur ajoutée tels que les

huiles essentielles, les extraits secs et liquides et les oléorésines [1].

1.2. Les extraits naturels des plantes médicinales

La demande industrielle de plantes médicinales et aromatiques est indéniable, et ce
grace a la production accrue de formulations thérapeutiques de plantes, de cosmétiques a base
de plantes et de compléments alimentaires a base de plantes.

De nos jours, il est devenu difficile de trouver un procédé de fabrication dans
I’industrie cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire et de la parfumerie qui, directement
ou indirectement, n’utilise pas I’extraction. En cosmétique, les extrait naturels sont en pleine
progression et a ’origine d’un grand nombre d’innovations, de nombreuses formulations ont
été mises au point en rajoutant des extraits de plantes riches en polyphenols réputés pour
leurs pouvoirs antioxydants. Dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques [1, 2-3], les
procédés d’obtention des actifs naturels concourent largement a la fabrication d’extraits

objectives.

1.3. Procédés de préparation des extraits naturels

Avant d’entrer dans les procédés de fabrication d’extraits, les plantes peuvent subir
differents traitements (séchage, coupe ou broyage, ...).
L’extraction solide-liquide consiste a mettre en contact un solide et un liquide et de séparer
grace au liquide un ou plusieurs composés solubles, « les solutés >>, contenus dans un
matériau solide insoluble (la plante). Le liquide d’extraction est appelé <« solvant >, Le

composé soluble peut étre solide ou liquide [2, 4].

1.3.1. Les techniques conventionnelles d’extraction des molécules bioactives
+ Infusion : C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de
I’eau bouillante sur les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin

d’extraire leurs principes médicinales. Elle convient pour l’extraction de parties
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délicates ou finement hachées des plantes: feuilles, fleurs, graines, écorces et racines,

ayant des constituants volatiles ou thermolabiles comme les huiles essentielles [5, 6].

Figure 1 : Infusion des feuilles de la camomille

<+ Décoction: Elle convient pour ’extraction de matiéres végétales dur ou trés dur : bois,
écorce, racines, ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : I’acide
salicylique). Elle consiste a faire bouillir les plantes fraiches ou séchées dans de I’eau

pendant 10 a 30 min, pour bien extraire les principes médicinaux [5,6].

Figure 2 : Décoction d’une plante médicinale

<+ Macération : La macération est une extraction solide-liquide dans lequel le composé
bioactif (soluté) a lI'intérieur de la matiére végétale est extrait par un solvant spécifique
pendant une période de temps bien déterminée (plusieurs heures, voir plusieurs jours).
L'efficacité du processus de macération est déterminée par deux facteurs principaux la
solubilité et la diffusion. La macération est le choix le plus fréquent des chercheurs vu
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la simplicité de la mise d’un systéme d’extraction par macération. L’inconvénient de

la macération est la longue durée d’extraction réduite toutefois par agitation [7].

Figure 3 : Macération par solvant

<+ Distillation: C’est une pratique trés ancienne utilisant la vapeur d’eau pour récupérer
les principes volatiles. Développée par Jabir Ibn Hayyan (Geber 721-815) qui a rajouté
I’alambic a I’ancien appareil de distillation pour la réfrigération, mais utilisée par Al
Kindi (Alchindius 805-873) et Ibn Sina (Avicenne 980-1037) pour la préparation des
parfums. Les eaux distillées ou hydrolats, sont obtenues par distillation de la plante
(feuilles, tiges...), alors que les eaux florales sont obtenues de la méme maniére mais a

partir des fleurs [7 ,8].

Figure 4 : Distillation traditionnelle des fleurs de roses (Rosa damascenna)
Pratiquée a ce jour a Constantine
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+ Extraction par reflux et par Soxhlet : L'extraction par reflux ainsi que par Soxhlet

est basée sur un procéde de distillation qui est largement utilisé dans les laboratoires et
les industries alimentaires et non alimentaires. Le procédé consiste a chauffer une
solution a ebullition puis a renvoyer les vapeurs condensées dans le ballon d'origine.
L’extraction par Soxhlet differe de I’extraction par reflux par le placement de la

matiére végétale dans une cartouche et non pas dans le ballon [9] (figure 1.6).

g
Coolant (H20) out

Condenser ———
Coolant (H20) in
-

Paper thimble

Solid material
being extracted

Solvent passes
through the
thimble wall

Figure 5 : Représentation schématique d'un extracteur Soxhlet

+ Extraction par méthodes d’extraction conventionnelles successives: Cette

technique consiste a utiliser deux méthodes d’extraction conventionnelles

successivement dans le but d’obtenir des molécules bioactives hautement purifiées

1.3.2. Les techniques vertes d’extraction des molécules bioactives

+ Extraction assistée par ultrasons (UAE): L’extraction assistée par ultrasons

consiste a traiter sous ultrasons un solide, sec ou humide, en contact avec un solvant.
Le phénoméne des ultrasons consiste a créer des bulles de cavitation dans le solvant
permettant de dénaturer la paroi de la cellule veégétale. Les ultrasons permettent
d’accélérer ’extraction et de réduire le ratio solvant/soluté ce qui conduit a un
meilleur rendement d'extraction des composeés bioactifs. Deux types d’équipements a
ultrasons sont couramment utilisés dans les laboratoires. Le premier est le bain a
ultrasons qui est couramment utilisé pour la dispersion de solides dans un solvant ou

pour le dégazage des solutions. Le second équipement, une sonde a ultrasons, est
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beaucoup plus puissant en raison d’une intensité ultrasonore délivrée sur une petite

surface (pointe de la sonde) par rapport au bain a ultrasons [3, 7, 10].

Figure 6 : Extraction par ultrasons

+ Extraction assistée par micro-ondes (MAE) : Les micro-ondes sont des ondes
électromagnétiques non ionisantes avec une gamme de fréquences de 0,3 a 300 GHz.
Les micro-ondes sont capables de pénétrer dans les biomatériaux et de générer de la
chaleur en interagissant avec les molécules polaires comme l'eau. L’interaction entre
les micro-ondes et les molécules polaires conduit a un surchauffage interne et une
perturbation de la structure cellulaire facilitant la diffusion du composé bioactif a
partir de la matrice végétale [3,7].

»

Réfrigéranta _____
air

»

[ AAAALLLS

Huile essentielle

l_ﬁ. LAAAALAALY

Phase acqueuse

\ .

Décoction —

Micro-Ondes ———

Figure 7 : Extraction par microonde
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= Extraction accélérée par solvant (ASE) : L’extraction accélérée par solvant (ou PLE
: extraction par liquide pressurisé) est une technique d'extraction moderne utilisée pour
I’extraction des molécules bioactives en utilisant des solvants a haute température et
haute pression, mais sans atteindre le point critique. L’extraction accélérée par solvant
se caractérise par un temps d’extraction court (15-25 minutes) et un volume réduit de
solvant utilisé (15-45 ml) [11].

Figure 8: appareillage de I’extraction accélérée par solvant

= Extraction par fluide supercritique (EFS) : L'extraction par fluide supercritique est
une technique d'extraction verte utilisée pour I'extraction d'une grande variété de
molécules bioactives. L'extraction par fluide supercritique présentant les avantages
d'étre rapide, sélective et économise les solvants. L'état supercritique se produit
lorsque la température et la pression du fluide sont élevées au-dessus de son point
critique. Le dioxyde de carbone (CO,) est le solvant le plus utilisé dans I'extraction par

fluide supercritique [12].

(=) .
o's te.‘(
SCHEMA DE PRINCIPE
D'EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

| | B

A’

\/

V! | P |
| A Ilﬂ""":ybqu. + eoxtrme »

Figure 9 : Extraction par CO, supercritique
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I.4. Activités biologiques des extraits naturels

Ces derniéres années, les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans de
nombreux domaines. En effet, avec un public de plus en plus réticent a consommer des
produits contenant des moléecules issus de la synthese chimique, un certain nombre de secteurs
industriels (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) se tournent de nouveau vers
I’incorporation de ces molécules d’origine naturelle, aux caractéristiques chimiques et
biologiques originales, dans leurs formulations. La valorisation de ces principes actifs
d’origine naturelle représente donc un potentiel économique énorme.

L’ Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un véritable réservoir
phylogénétique, avec environ 4000 espéces et sous-especes de plantes vasculaires [12 ,13].
Cependant, la flore médicinale algérienne reste méconnue jusqu’a nos jours, car sur les
quelques milliers d’espéces végétales, seules 146 sont dénombrées comme médicinales [14].
Le tableau suivant recense quelques plantes médicinales (extraits), leurs usage et méthodes de
préparation [12, 15,16].

Tableau 1 : Liste de quelques plantes médicinales recensées, leurs usages thérapeutiques
et leurs modes de préparation

Famille Taxon Parties utilisées Usage Mode de
thérapeutique préparation
Alliaceae Allium roseum L. Bulbe Digestif et
Allium antiseptique Décoction,
triquetrum L. Vermifuge et poudre
hypotenseur
Apiaceae Daucus carota Racines et Dépuratif Infusion
subsp. Maximus graines
(Desf.) Ball
Eryngium Diurétique Infusion
maritimum L. Feuilles
Ferula communis Digestif Poudre
subsp. Feuilles
communis L.
Helosciadium Diurétique et Décoction,poudre
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nodiflorum (L.)
W.D.J. Koch
Asteraceae Calendula

arvensis L.

Dittrichia
viscosa (L.)

Greuter

Pulicaria odora
(L.) Rchb.

Asteraceae

Scolymus

hispanicus L.

Silybum
marianum (L.)
Gaertner
Solidago

virgaurea L.

Fabaceae Ceratonia siliqua
L.
Lotus
corniculatus

subsp.

Feuille

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Capitules,

Feuilles,Racines

Capitule

Feuilles

Fruits et écorces

Feuilles

antispasmodique

Antiseptique, Infusion
anti-
inflammatoire et

cicatrisant Infusion
Traitement des
rhumatismes, des
bronchites, des
maladies du
systéme urinaire
Cicatrisant et Poudre
anti-
inflammatoire
Infusion, poudre
Digestif,
diurétique et

antirhumatismale

Décoction
Antidépresseur, Infusion
antioxydant
Diurétique
antioxydant
Antidiarrhéique Décoction
Traitements des Infusion,
insomnies décoction

10
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corniculatus L.
Lamiaceae Ajuga iva (L.) Plante entiére Contre les Décoction,poudre
Schreb. troubles
gastriques, les
douleurs
rhumatismales,
les regles
douloureuses
Lamiaceae Artemisia Feuilles Stimulant Infusion
arborescens L digestif
Lamiaceae Lavandula Feuilles et fleurs  Traitement de la Décoction
stoechas L. grippe, bronchite,
et douleurs
d’estomac
Lamiaceae Mentha Feuilles Traitements des H. Essentielle,
suaveolens douleurs infusion
subsp. gastriques et des
diarrhées
Lamiaceae Thymus Contre les Contre les H. Essentielle,
munbyanus troubles gastro-  troubles gastro- infusion
subsp. Coloratus intestinaux, intestinaux,
bronchites et bronchites et
infections infections
Oleaceae Olea europaea L. Graines L’huile, trés Huile
nourrissante,
équilibre le taux
de graisses dans
le sang
Polypodiaceae Polypodium Rhizome Trés bon laxatif Décoction
cambricum

11
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subsp.cambricum
L.

Rutaceae Ruta chalepensis
L.

Rosaceae Crataegus
pentagyna
Cupressaceae Tetraclinis

articulata

Racines Contre les maux
d’estomac, les
affections de
I’appareil

respiratoire

Fruits Photoprotective

Feuilles Antioxydante

Décoction

Ultrasons

CO2

supercritique

Allium triquetrum L Calendula arvensis L

Silybum marianum (L) Ajuga iva (L)

Figure 10 : photos représentatifs de quelques plantes médicinales

1.5. Les métabolites secondaires

1.5.1. Généralités

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base

(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) [17], qui participent a la

structure de la cellule végétale ainsi qu'a son fonctionnement de base [18]. Ces métabolites

sont aussi définis comme des molécules qui se trouvent dans toutes les cellules végeétales et

nécessaires a leur croissance et a leur développement [19].

Par opposition les métabolites secondaires ne sont pas issus directement lors de la

photosynthése mais sont synthétisé a partir du métabolite primaire et résultent des réactions

chimiques ultérieures [20].

12
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1.5.2.Définition des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en

trois grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides [21, 22].

1.5.3. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires dépassant actuellement 100 000 substances identifiées, Ils
appartiennent a trois grandes familles:

v Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,

banthocyanidines, tanins et les quinones).

v’ Les terpénoides et leurs dérivés.

v' Les alcaloides [17].
Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possedent une trés

large gamme d'activités en biologie humaine [23].

1.5.3.1. Les alcaloides
Les alcaloides sont d’origine naturelle, le plus souvent végétale. Ce sont des
substances organiques azotés et basiques, doués, a faible dose, de propriétés
pharmacologiques marquées. A ’état naturel, ils sont généralement salifiés par les acides
organiques (tratrates,maliates,....) ou combinés a des tanins [24].
On peut les subdiviser en trois classes : Alcaloides vrais, protoalcaloides et pseudo alcaloides.
v Alcaloides vrais: ils se caractérisent par une importante cytotoxicité, expose une vaste
activité physiologique, la plupart sont des bases stables, elle comporte un ou plusieurs
atomes d'azotes dans le cycle.
v Protoalcaloides: se sont des amines simples comme les acides aminés et d'autre
alcaloides comme Mescaline, Ephédrine.
v Pseudo alcaloides: regroupe les composés azotés, non dérivés des acides aminés;
I’incorporation de 1'azote dans la structure se fait en phase finale; comme la caféine
[25].
D’un point de vue biologique, les alcaloides présentent diverses activités a faible dose,
analgésiques (morphine), anesthésiques locaux (cocaine), antibactérienne, anticancéreuse....
[24,26].

13
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Figure 11 : Structures de quelques alcaloides

1.5.3.2. Les terpénes

Les terpenes constituent un vaste groupe de métabolites secondaires, qui sont des
hydrocarbures naturels de structure cyclique ou non (acyclique, monocycligque, bicyclique ou
tricyclique) [27], résultant de la combinaison de plusieurs unités d'isoprénes (CsHsg) et ont
pour formule de base des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (CsHg), [28].
Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpenes
avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,...etc)

[29].

=

1lsoprene

Figure 12: Structure de base de I’isopréne.

Selon le nombre d’entités isopréniques les terpénes sont classés en :
- monoterpéne a 10 atomes de carbone.
- sesquiterpene a 15 atomes de carbone.
- diterpene a 20 atomes de carbone.
- tri, tétra a 30, 40 atomes de carbone etc. [30]

La figure 13 montre quelques exemples des différents types de terpenoides.
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Isopréne = terpéne

AN

N

Hemiterpene : Isopréne

Monoterpéne : Nérol, myreéne

Sesquiterpéne : la chaine de la chlorophylle, vitamine E
Diterpéne : Huiles essenticlles

Triterpéne : Phytostérols

Tetraterpéne : caroténoides

Polyterpéne : protéines, ¢ytoquinine

Figure 13 : Quelques exemples des différents types de terpenoides

1.5.3.3. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux (plantes),
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,

ester, hétéroside. . .etc. [30].

OH

Figure 14 : Squelette de base des polyphénols.

Les principales classes de composants phénoligques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent

plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines [31].
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Tableau 2 : Les classes les plus importantes des composés phénoliques dans les plantes

[32]
Nombre d’atome de Squelette de base classe
carbone
6 C6 Phenols simples, benzoquinones
7 C6-C1 Acides phénoliques
8 C6-C2 Acétophénone, acide
phénylacétique
9 C6-C3 Acide hydroxycinnamique ,
polypropéne, coumarine,
isocoumarine
10 C6-C4 naphtoquinone
13 C6-C1-C6 xanthone
14 C6-C2-C6 Stilbéne , anthraquinone
15 C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides
18 (C6-C2) 2 Lignanes , neolignanes
30 (C6-C3-C6) 2 biflavonoides
(C6-C3) n lignanes
n (C6) n catecholmelanine
(C6-C3-C6) n (tanins condensés)

Vu I’importance des plantes médicinales et leurs métabolites secondaires, dans ce qui suite
nous serons intéressé au genre Centaurea et ses métabolites secondaires les plus courants,
ainsi qu’une étude détaillée des polyphénols et des flavonoides, molécules prometteuses dans

le domaine thérapeutique sera présentée.
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Il. Les Astéracées
I1.1. Généralité sur la famille des Astéracées

La famille des Astéracées aussi appelée « famille de 1’Aster » ou « Composées », Le
mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur [1, 2]. Cette famille
a pour nom scientifique ASTERACEAE Martinov (1820) ou encore COMPOSITAE Giseke
(1972). C’est la plus large famille des Dicotylédones avec plus de 1600 genres et 23 500
espéces du monde entier, dont environ 109 genres et 408 especes en Algérie [3,4]. Cette
immensité systématique est disponible par sa répartition a travers tous les continents et se
caractérise par son pouvoir d’adaptation aux milieux climatiques et pédologiques les plus
divers [5]. Les genres les plus importants du point de vue nombre d’espéces sont: Senecio
(1500 especes), Vernonia (1000 especes), Cousinia (600 espéces) et Centaurea (600

especes).

11.2. Distribution géographique de la famille Astéracée

La famille a une distribution mondiale, des régions polaires aux tropiques, colonisant
une grande variété d'habitats. C’est une famille cosmopolite avec une diversification plus
importante au niveau des régions seches, comme par exemple, dans le bassin méditerranéen,
le sud de I’Afrique, le Mexique et I’Amérique du Sud ainsi qu’au sud-ouest des Etats-Unis.

Moins fréquentes dans les foréts tropicales humides [6,7].

11.3. Utilisation et intérét des Astéracées
11.3.1. Economiques

Cette vaste famille est économigquement importante, elle fournit des plantes
alimentaires: la laitue est la plante la plus cultivée de la famille, suivie de l'artichaut, de
I'endive, du salsifis, de la chicorée, de l'estragon et du tournesol. De nombreuses autres
especes ont une utilisation ornementale, telle que la marguerite, le dahlia, le zinnia, le cosmos,
le chrysanthéme et l'aster. Plusieurs espéces sont utilisées en pharmacie: 1’Arnica (Arnica
montana L.), la camomille (Matricaria chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de

chat (Antenaria djioca Gartn), le tussilage (Tussilago farfara L.). [8]

11.3.2. Ecologique
Les Astéracées sont melliferes et trés utiles pour maintenir la biodiversité des insectes.

Leurs fleurs sont visitées trés souvent par des insectes généralistes. Un massif d’asters fleuris
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dans les jardins est par exemple un bon moyen de surveiller la santé et la diversité de la
population d’insectes de votre région: il doit bourdonner en permanence et étre entouré de
multiples especes de papillons. Méme les pissenlits, si honnis qu’ils soient, sont un apport
important de nourriture pour les abeilles et autres, importants, car présents en maillage
presque continu dans le paysage (bords de route, pelouses).

Particulierement diversifiées dans les régions seches, les Astéracées sont importantes

pour maintenir la stabilité des milieux xériques [9].

11.3.3. Thérapeutique

La famille des Astéracées fournit des espéces trés importantes d’un point de vue
thérapeutique, ce qui n’est pas surprenant étant donné le nombre de genres qu’elle contient.

De nombreuses especes sont utilisées en médecine traditionnelle et sont associées a un
panel d’activités thérapeutiques aussi large que la diversité de cette famille. Dans de
nombreux cas, 1’effet thérapeutique de ces plantes médicinales a été corrélé a la présence de
métabolites secondaires de types lactones sesquiterpéniques, caractéristiques de cette famille.
L’un des cas les plus connus certainement est celui de I’artémisinine, une lactone
sesquiterpénique aux propriétés antipaludiques, isolée d’Artemisia annua, longtemps utilisée

en médecine traditionnelle chinoise [10].

11.3.4. Plantes ornementales

De la marguerite aux asters, en passants par les fringants gazanias, nombreuses sont
les Astéracées qui ornent nos jardins et nos balcons. Les espéces courantes sont de solides
plantes incontournables, par exemple un massif d’asters d’automne est capable de s’installer
sur des terres trés ingrates, tout en les améliorant peu a peu ; la camomille a fleurs doubles, les
soucis ou les cosmos se resseément d’eux-mémes d’une année sur I’autre et sont idéals pour le
jardinier insouciant ou débutant. D’autres ont des besoins plus précis, mais deviennent tres
généreuses, heleniums, doronics, et enfin certaines sont de vrais petits bijoux, des plantes de

collections : Townseldia, Mutisia coccinea, Helichrysum milfordiae ... [9].

I1. 4. Le genre Centaurea
11.4. 1. Introduction
Le genre botanique Centaurea regroupe de nombreuses plantes de la famille des

Astéracées (ou Composées), assez proches des chardons et des cirses, mais qui s'en

21



Chapitre II: Le genre Centaurea

distinguent surtout par leurs feuilles non épineuses. Il est distribué aussi bien sur le territoire
algérien qu’en Europe méridionale, dans le bassin méditerranéen, a I’ouest de 1’Asie et sur le
continent Américain [11,12], En Algérie, il est représenté par 45 espéces dont 7 d’entre eux
sont localisés au sud «Sahara» [13,14].

Le genre Centaurea compte environ 700 espéces et 600 sous-especes [15] Les
investigations phytochimiques réalisées sur ce genre de plantes montrent que les centaurées
sont tres riches en metabolites secondaires: notamment les lactones sesquiterpéniques [16], les
flavonoides [17], les composés acétyléniques [18], les alcaloides [19] et les stéroides [20]. La
plupart des lactones sesquiterpéniques isolés de genre Centaurea sont de type germacranolide,
guaianolide, élémanolide, eudesmanolide...etc. Les germacranolides et les guaianolides sont

les composés les plus abondants de ce genre [21].

11.4.2. Description botanique du genre Centaurea

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. Le plus souvent, leur couleur varie entre le rose, le
pourpre et le violet, mais il existe aussi quelques especes a fleurs jaunes. Le réceptacle plan
ou subplan 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 [3].

Les Centaurées sont des plantes a résine ou a essence sans latex, ils se multiplient par
touffes ou par semis, généralement au printemps. Elles se rencontrent sur différents types
d’habitats tels que, les déserts et les semi-déserts, les pentes raides, les hautes montagnes, les
terres arables, les zones a inondations périodiques, les zones séches et partiellement exposées
au soleil [22].

11.4.3. Les métabolites secondaires les plus courants du genre Centaurea

Comme nous 1’avons mentionné précedemment, le genre Centaurea est une source
importante dans le régne végetal qui produit de nombreux produits naturels : notamment les
lactones sesquiterpeniques et les flavonoides. Les composés qui caractérisent ce genre sont
connus pour leurs activités biologiques diverses notamment 1’activité antioxydant et l'activité
cytotoxique [4, 23].
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Figure 15 : Métabolites secondaires isolés a partir des centaurées Algérienne
(1977-2018) [4]

4+ Les lactones sesquiterpeniques du genre Centaurea
Les investigations phytochimiques effectuées sur les espéces du genre Centaurea ont
révélé que les sesquiterpénes lactone de type guaianolides, germacranolides, elemanolides et
eudesmanolides sont les composés les plus rencontrés dans ce genre contrairement a d’autres
types [24,25].

Eudesmanolides

Elemanolides

Germacranolides

Guaianolides

Figure 16: Nombre de lactones sesquiterpenes isolés a partir des centaurées Algériennes
(1977-2018) [4]
Les tableaux ci-dessous illustrent quelques structures courantes des lactones

sesquiterpénes et des flavonoides isolés a partie des centaurées algériennes

Tableau 3 : Quelques lactones sesquiterpénes isolées a partir des centaurées Algériennes

Sesquiterpéne lactone Nomenclature Taxa Type
Cnicine C. africana Germacranolide
O\HJ\/\OH C.calictrapa
I C. foucauldiana
C. lippii
- C. papposa
o C. parviflora
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C. sulphurea
C. tougourensis

Isocnicine ; C. foucauldiana elemanolide
O ~on C. maroccana
5 C. papposa

C. parviflora
C. tougourensis

Cynaropicrine; C. africana
Sauprine C. omphalotricha Guaianolide
C. musimomum

8a-0O-(2’- C. maroccana Eudesmanolide
WO oH hydroxymethyl-2°-

butenoyloxy)-

N sonchucarpolide

il

+ Les flavonoides du genre Centaurea :
Les flavonoides sont largement distribués dans les espéces du genre Centaurea :
» L’apigénine, I’hispiduline et la jaceosidine sont les flavones les plus répandues dans ce
genre.
» La quercétine, kaempférol et centaureidine sont les flavonols les plus rencontrés dans ce
genre.

* Les flavonoides O-glycosylés sont plus abondants que les C-glycosylés

Flavanones 1
Flavanone glycosides 2
Flavone C-glycosides 6
Flavonols 11
Flavone O-glycosides 11
Flavonol glycosides 13

Flavones o1

Figure 17: Nombre des flavonoides isolés a partie des centaurées Algériennes
(1977-2018) [4]
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Tableau 4: Quelques flavonoides isolés a partir des centaurées Algériennes

Aglycones

Nomenclature

Taxa

Type

Apigenine

C. calcitrapa
C. furfuracea
C. maroccana
C. nicaensis
C. omphalotricha
C. tougourensis

Flavone

HO. I
MeO

Hispiduline

C. acaulis
C. africana
C. furfuracea
C. melitensis
C. maroccana
C. incana

Flavone

Nepetine

C. africana
C. foucauldiana
C.incana
C. melitensis
C. microcarpa
C. nicaensis
C. sulphurea
C. tougourensis

Flavone

Jaceosidine

C.diluta Subsp.
algeriensis
C. foucauldiana
C. melitensis
C. nicaensis
C. sulphurea
C. tougourensis
C. parviflora
C. pullata

Flavone

Kaemferol

C. tougourensis

Flavonol

6-methoxykaemferol

C. incana
C.microcarpa
C. nicaensis

Flavonol
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Centaureidine

C. africana

Flavonol

Naringenine

C. fragilis

Flavanone
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I11. Les polyphénols
111.1. Définition

Les polyphénols, dénommeés aussi composés phénoliques, constituent une famille de
molécules trés largement répandues dans le régne végétal et qui appartiennent a leur

métabolisme secondaire [1, 2].

Polyphénols

Flavonoides Acides phénoliques Stilbenes Lignanes
v v l
| Acide caféique || L’acide chlorogénique || Acide férulique Resvératrol Sécoisolariciresinol
5 4 o HO////’" COOH OH oo CHLOH
o oV S SR -
\ OH o O \ HO. N Ho CH,OH
:@A)L o 7 OH O
HO o O
L HO OH oo
Flavones flavonols flavanones flavanols isoflavone Anthocyanidines
" 0
D ) & \
(ALe] (e o o
OH O o @ C
° o o O Z
Luteolin R;=R,= Quercétine R;=R,=OH Hespérétine R, = OH Catéchines R; = R, Génistéine R, = Cyanidine R,;=OH R,=H
OH Rs=H R, = OCHj,4 =OHR3;=H OH Delphinidine Ry =R, =
Apigenin R;=H Kaempferol Ry=R,=H Naringénine R; = H Gallocatéchine R1 Daidzéine R; = H OHI o
R2:0H sIZ_OH . RZ =0OH = R2 - R3 =OH * (soja) Malvidine R;= R,=
" yricétine B 5 _ * . OCHj3
(parcely,celery, R,=R,=R;=OH Eriodictyol R; =R, = (The, cacao, Pélargonidine R;=R,= H
capsicum pepper) *(oignon,chou OI—_| cho_colat, fruits et Pétunidine R, = OCHs
frisé,brocoli, poireau, * (jus d'orange, de haricots) R, =OH
tomate cerise, Pomme, pamplemousse et de * (baies, cassis, cerise et
baie_s, les haricots , thé citron) vin rouge)
et vin rouge)

Figure 18 : Classification des polyphénols
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On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne
sont pas strictement indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances jouent un
role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement [3], contribuant ainsi a
la survie de l’organisme dans son écosystétme. Le terme « phénol » englobe
approximativement 10000 composés naturels identifiés [4, 5].

L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle
(OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [6, 7]. Donc la
désignation générale «composés phénoliques» concerne a la fois les mono, les di et les
polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions
phénoliques [8]. Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de
structures différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur
le squelette de base. Ces structures peuvent également étre diversement substituées

(glycosylées, esterifiées, acylées...) [9].

111.2. Classification

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre
de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. Une classification des
polyphénols naturelle en quatre catégories a été proposée comme ci-dessus [9]:

Les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes et les flavonoides.

111.3. Les flavonoides
111.3.1.Généralités sur les flavonoides
Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phenoliques. Ils interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense
contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes [10]. Ce sont des
pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On les trouve dissous dans la vacuole des cellules
a I'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes [11].
D’un point de vue structural, les flavonoides sont des composés possédant un squelette
de base a quinze atomes de carbone, constitués de deux noyaux aromatiques (cycles A et B) et

d'un hétérocycle central de type pyrane (cycle C) [12].
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Figure 19 : Structure chimique de base des flavonoides

Plusieurs études ont souligné que les flavonoides de différentes sources botaniques
agissent comme anti-oxydants puissants encore plus que la vitamine C [13]. Cette action est
due principalement a la configuration catéchol du noyau B. cette activité s’exerce surtout dans
les milieux émulsionnés car ils sont peu solubles dans les phases lipidiques et protégent
efficacement les lipoprotéines ou liposomes [14].

111.3.2. Classification des flavonoides

A I'état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides, une
ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycoslyés, la partie du flavonoide autres
que le sucre est appelée aglycone ou génine.

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthylation, de degré de polymeérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C, c'est -a-dire, la présence de double liaison C2-C3, du groupe
3-OH et la fonction 4-oxo [15]. En basant sur leur squelette (la figure 19), les flavonoides
peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines, flavones, isoflavones, flavanes,
isoflavanes, flavanols, isoflavanols , chalcones et aurones... [16].

» Flavones
Les flavones comme tous les flavonoides ont une structure C6-C3-C6 avec en C3 I’apparition
d’un hétérocycle porteur d’un groupement carbonyle et d’une insaturation. Ce sont les
flavonoides les moins fréquents dans les végétaux [17].

» Flavanones
Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la
présence d’un centre de chiralité en C2 [18, 19]. Les agrumes constituent la principale source
alimentaire de flavanones. Les flavanones ont une structure similaire a celle des flavones mais

ne possedent pas d’insaturation au niveau de 1’hétérocycle.
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> Flavonols
Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et d’une
double-liaison en C2-C3. IIs peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit sous forme
d’hétérosides. Les sucres les plus souvent impliqués sont des aldoses: D-glucose et L-
rhamnose [9,17].

» Favan-3-ols
Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine sont la catégorie de flavonoides la plus complexe.
Ces composés vont des simples monomeéres, (+)-catéchine et son isomeére (-)- épicatéchine,
jusqu’aux oligoméres et polymeres, les proanthocyanidines. De plus, les flavan-3-ols peuvent
étre estérifiés par 1’acide gallique ou hydroxylés pour former les gallocatéchines (épicatéchine
gallate, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate) [19].

» Anthocyanidines
Les anthocyanidines : Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables
et hydrosolubles, rouges en milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement
alcalin [20].

» Isoflavonoides
Les isoflavonoides constituent une grande et trés diversifiée sous classe des flavonoides. Ils
dérivent d'une structure 1,2-diphénylpropane [21]. Ce sont des composés presque spécifiques
de la famille des Fabacées. Cette spécificité est probablement due a la présence dans cette
famille de 1’enzyme responsable du réarrangement du 2-phénylchromone (flavanone) au 3-
phénylchromone (isoflavone) [9].

Tableau 5 : Quelques classes distinctes des flavonoides (Formule, source et

propriétés)

Classe Formule Source Propriétés
Flavanol Raisins, thé, cacao Anti-oxydants naturels.
0 Anti-cancéreuses.

Flavonol Oignon, pomme, Anti-histaminique.
brocoli, fruits Anti-inflammatoire.
rouges Anti-oxydants.
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Flavanone ) = . Les agrumes : Neutralisation des radicaux
1 i - -
. e *@s orange, citron, libres.
2 6' 11 .
. 5 pamplemousse, Amélioration de
5 4

mandarine, orange  |'absorption de la vitamine
ameére C.
La prévention des cancers
de la peau

Isoflavanone Soja Phytoestrogénique.

» Chalcones et Aurones
Les chalcones sont des flavonoides ne comportant pas d’hétérocycle C. IIs sont prénylés le
plus souvent sur le noyau A tandis que le noyau B reste peu ou pas substitué.
Les aurones sont des isomeres structuraux des flavones. lls ont une structure proche mais
différente de la plupart des autres flavonoides. Ces molécules dérivent de la chalcone. En effet
dans les cas des aurones, la chalcone se ferme en formant un cycle a 5 atomes, alors qu'elle

forme un cycle de 6 atomes pour les autres flavonoides [9].

chalcones aurones ° 4

Figure 20 : Structure de chalcones et aurones

111.3.3. Biosynthése des flavonoides

Les flavonoides se trouvent d'une maniere systématique dans touts les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes: racines tiges, bois feuilles, fleurs
et fruits. 1ls possedent tous le méme élément structural de base, car ils dérivent d'une origine

biosynthétiqgue commune.
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Le cycle A est formé a partir de trois molécules de malonyl-coenzyme A (malonyl-
CoA), issues du métabolisme du glucose, mais par la voie du shikimate via la phénylalanine
qui est convertie en une seule étape enzymatique pour p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-
CoA se condensent en une seule étape enzymatique pour former une chalcone, la 4,2',4',6'-
tétrahydroxychalcone (réaction catalysée par la chalcones synthétase).

Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone, réaction catalysée par la chalcone-
isomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant a un seul
énantiomére 2(S)-flavanone: la naringénine. Ce cycle s'hydrate ensuite pour former les

différentes classes de flavonoides [22]. (Figure 20)

Métahadisme du flucose
b

| l

AcktybCoA zh IuIHﬁe
phénylii Emine
o o OH O
X c-mM(}H | | |
Coa H( HO
3 malomyHCoA O O 0

‘ peounmermal-Cod p-ocoumarate cinnamate

i WH {OH
- @ HO O 2-‘*)
le= réactinng uliéricures

H{
@ - C — = aboutissent aux principales
chises de flavonasides

OH O oH O
42" 4 o'=tetrmhydroxychalonne naringiénine

Figure 21: Schéma de la biosynthése des flavonoides illustrant les voies de I'acétyle
CoA et de la phénylalanine.

La chalcone"4,2',4',6'-tétrahydroxychalcone™ est métabolisée en différente classes de
flavonoides: flavanone, aurone, flavanol, flavones, anthocyane et flavonols (Figure 21).
Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituant (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A

et B et la chaine en C3 intermédiaire.
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Phénylalanine + 4 coumaryl-CoA
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Figure 22: schéma illustrant les différentes réactions enzymatiques conduisant aux

principales classes de flavonoides.

111.3.4. Localisation et distribution
De fagon générale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits
Aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels

que le glucose, I’arabinose. Ils peuvent en outre étre des monomeres ou des Oligoméres [12].
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Dans la plupart des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosidique dans les
vacuoles des fleurs, des feuilles, des tiges ou des racines. Les flavonoides aglycones,
notamment les flavonoides simples et polyméthylés sont plutdt présents sous forme de cires
dans les feuilles, les écorces, les bourgeons floraux [23].

Tableau 6: sources alimentaires des flavonoides

Flavonoides Aliment
Flavonols
Kaempférol Radis, brocoli, thé noir
Quercétine Oignon, pomme, olive, tomate
Myricétine Canneberge, vin rouge
Quercétine-3-glucoside Oignon
Quercétine-3-rhamnoglucoside(rutine) Thé noir
Flavones
Chrysine Peau des fruits
Apigénine Persil, thym, romarin, céleri
Lutéoline Persil, céleri
Lutéoline-7-apiosylglucoside Poivron rouge
Flavonones
Naringénine Fruits des genres citrus
Hespertine7- Jus d’orange

rhamnoglucoside(hesperidine)
Naringenine-7- Jus d’orange

rhamnoglucoside(narirutine)

Flavan-3-ols
Epicatéchine Thé vert, thé noir
Catéchine Thé vert, thé noir, pomme
Epigallocatéchine Vin rouge

Anthocyanidol

Cyanidol Cassis,myrtille
Malvidol Raisin, fraise, cassis
Apigénidol Framboise, fraise
Isoflavones
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Genisteine-7-glucoside Soja

Daidzeine-7-glucoside Soja

111.4. Méthodes de dosage des polyphénols par spectrophotométrie UV

Chez les végétaux, plusieurs milliers de composes phénoliques ont été caractérises
jusqu'a nos jours présentant des variations qualitatives et quantitatives. De ce fait, diverses
méthodes de séparation, de dosage et d'identification de ces composés ont été adoptées pour
étudier aussi bien la quantité et la qualité de ces composés. Certaines méthodes telles que les
chromatographies sur papier, sur couche mince ou sur colonne ont été utilisées pour réaliser
une approche qualitative primaire sur le matériel végétal inconnue. Cependant la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et I'électrophorese capillaire (CE) sont
de loin les techniques les plus performantes pour la séparation et le dosage des composés
phénoliques [24].

111.4.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC)
+ Maéthode de Folin-Ciocalteu

L’estimation globale des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, est la
méthode la plus commode car elle est fondée sur une réaction colorée dont on mesure
I’intensité en spectrophotométrie UV ; Cette méthode est basée encore sur les réactions
d’oxydoréduction, le réactif de Folin- Ciocalteu, acide de couleur jaune, est utilisé comme
oxydant, il est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique(H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO12040).

Lors de I"oxydation des polyphénols, le Folin est réduit en un mélange bleu d’oxyde
de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne(MOgO23), en présence de carbonate de sodium.
L’intensité de la coloration est proportionnelle aux taux des polyphénols présents dans les
extraits des plantes [25]. La coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise
entre 725 et 770 nm (La plus retenue dans les protocoles est 765 nm) est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux [26].

+ Lecture directe de I’intensité a 280 nm
C’est une méthode simple et n’est pas couteuse, elle est largement utilisée dans les
laboratoires ; elle consiste a mesurer dans 1’UV, 1’absorbance des extraits préparés a 280 nm,
absorbance caractéristique des électrons délocalisé des cycles benzeniques des polyphénols
[27].
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111.4.2. Dosage des flavonoides totaux (TFC)

La voie de dosage la plus connue et retenue dans les laboratoires est celle de
trichlorure d’aluminium (AICl3). Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH)
libre, en position 5 qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré
(jaunatre) avec le chlorure d’aluminium. Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux
¢lectrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme
donneur d’¢lectrons. La coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise vers
430 nm est proportionnelle a la quantité de flavonoides présents dans les extraits végétaux
[25].

I1.5. Activités biologique des flavonoides

Les flavonoides sont depuis longtemps reconnus comme des molécules possédant un
nombre remarquables d’actions biochimiques et pharmacologiques. Suggérant que ces
composés peuvent affecter significativement les fonctions de multiples systémes cellulaires.
Certaines d’entre eux (essentiellement dans des préparations a base de Rutine, et de
Quercetine) sont depuis longtemps employées empiriqguement dans la pathologie circulatoire
en tant que veine tonique et vacuole protecteur [28].

+ Activité anti-oxydante :

Les flavonoides ont été découverts dans les années 30 par Albert Szent-Gyorgyi,
lauréat prix Nobel, en tant que des composés avec l'activité anti-oxydante prononcée [29].

Les flavonoides sont considérés comme des agents antioxydants trés puissants en raison de
leur structure, se rapportant en particulier a la position des groupements hydroxyles sur les
noyaux aromatiques, et la capacité des composés aromatiques a supporter une délocalisation
électronique. Ces dernieres années, un intérét particulier a été accordé aux propriétés
Anti-oxydantes des flavonoides [30,31].

Les donnees de la littérature [9,17] montrent une mise en évidence de certaines
relations entre la structure chimique du flavonoide et I’activité antioxydante :

% La présence du groupe hydroxyle 3-OH lié a la double liaison C2=C3, et son
emplacement adjacent au groupement carbonyle de 1’hétérocycle (C) en position C4
est exigé pour la grande efficacité de I’activité antioxydante. Cette activite atteint son

maximum quand le noyau B est substitué par un systeme orthodiphénolique.

X/
°e

La O-méthylation des substituants hydroxyles du squelette flavonique réduit I’activité

antioxydante des flavonoides.
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¢ Les groupements hydroxyles en position 3, 5, 7, 3°, 4’ participent dans 1’inhibition de
la peroxydation lipidique.

% La capacité antioxydante des flavonoides revient a leur aptitude & former des chélates
métal-ion, par I’ensemble (3-hydroxy, 4-0xo) ou (5-hydroxy, 4-0xo).

% Les groupes hydroxyles 5-OH, 7-OH, et la double liaison C2=C3 qui sont des
sites potentiels de réactivité, sont essentiels pour 1’activité inhibitrice des flavonoides
de I’enzyme Xanthine oxydase et du radical peroxyde produit par cette derniére.

+ Activité antibactérienne
Il a été¢ rapporté que les extraits de plantes et beaucoup d’autres préparations
phytochimiques riches en flavonoides ont possedé une activité antimicrobienne [32], les
flavonoides sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de
toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhésines microbiens, les
protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [33].
+ Activité antiallergique
Les effets antiallergiques sont attribués a 1’influence des flavonoides sur la production
de T’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase Ca’**dépendante, ces deux derniéres sont responsables de la
libération de I’histamine a partir des mastocytes et des basophiles. Les effets antiallergiques
de la quercétine, il a trouvé que ce flavonoide exerce ses effets, en inactivant 1I’enzyme
ATPase Ca2+dépendante, de méme I’action de la quercétine est supérieure a celui du
cromoglycate de sodium utilisé comme médicament antihistaminique. [34].
+ Activité anti-inflammatoire
In vitro, plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de I’acide
arachidonique plaquettaire. C’est ainsi que la myricétine et la quercétine bloquent 1’action des
cyclo-oxygénase et lipoxygénase a des concentrations relativement élevées. A faibles
concentrations, c’est la lipoxygénase qui est inhibée préférentiellement. Certains travaux
suggérent qu’ils posséderaient une bonne activité anti-inflammatoire sans les effets
indésirables de type ulcérogene [35].
+ Activité anticancéreuse
Depuis longtemps, on associe le cancer et le type d'alimentation, de nombreux
chercheurs ont étudié le rdle des nutriments dans le développement des cancers. Plus

récemment des recherches expérimentales suggerent que les flavonoides sont parmi les
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substances susceptibles, de retarder voire d'empécher I'apparition de certains cancers, tout en
réduisant d'une maniére spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains [36].
4 Activité anti-ulcere
Dans des expériences réalisées sur des rats, la quercétine et la naringénine ont montré
un réle important dans la réduction de ’ulcére et la protection des cellules gastriques. Il a été
suggeré que la quercétine exerce son activité via un mecanisme complexe impliquant la
production de mucus, le piégeage des radicaux libres et également 1’inhibition de la

production de leucotrienes [34].
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IV. Etude chimique des flavonoides
IV. 1. Extraction
Il existe différentes méthodes d’extraction des composés phénoliques dans la littérature,
notamment les flavonoides [1, 2, 3, 4]. L’une de ces méthodes est adoptée par les laboratoires
algériens dont leurs étapes essentielles sont résumées ci-dessous :
» La macération de la matiére végétale broyée, dans une solution hydroalcoolique (éthanol
/ eau, ou méthanol / eau), genéralement cette opération est répétée trois fois pour extraire
le maximum de principes actifs.
» Extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de polarité croissante, les
solvants les plus utilisés sont :
e Le dichlorométhane ou le chloroforme : permettent I’extraction des aglycones
apolaires (méthoxylés, et peu hydroxylés).
e L’acétate d’¢thyle : permet I’extraction des aglycones de polarité moyenne
(polyhydroxylés et monoglycosylés).
e Le n-butanol : c’est le dernier solvant qui accede aux hétérosides polyglycosylés
et méme les hétérosides C-glycosylés.
» L’évaporisation a sec des extraits obtenus, puis la pesé de chaque extrait, pour un

éventuel traitement de séparation chromatographique.

IV.2. Séparation et purification

Les flavonoides généralement, constituent une part des mélanges complexes isolés des
extraits des plantes ; donc des séparations et purifications sont nécessaires pour une analyse
adéquate. La séparation des composeés flavoniques est reposée essentiellement sur les différentes
techniques chromatographiques telle que :

e La chromatographie d’adsorption sur colonne (CC)

Elle est basée sur I’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 éluant.
Elle est utilisable surtout pour la séparation des quantités importantes de mélanges complexes [5,
6].
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e Lachromatographie préparative sur papier (CP)
Basé sur I’utilisation d’une surface plane de cellulose considérée comme support maintenant par
imprégnation, une phase stationnaire liquide, les systemes de solvants les plus utilisés dans cette
technique sont :

v L’acide acétique 15 et 30% (systéme aqueux).

v Le n-butanol / acide acétique / eau : (BAW) : 4 /1 /5 (phase organique).

e Lachromatographie préparative sur couche mince (CCM)

Depuis le début de 1960, la CCM a été utilisé pour I’analyse des flavonoides ; c’est une
méthode simple et rapide pour la séparation de ces composés, ainsi la purification, en utilisant les
diverses phases stationnaires et les systemes de solvants appropriés.

Tableau 7 : Les systemes les plus utilisés pour la séparation des flavonoides par CCM

Flavonoides Systéme de séparation

Tol-Hex-MEC-MeOH ; (60:30:10:5) Aglycones méthoxylés
Tol-MEC-MeOH ;(4 :3 :3)
Tol-Ep-MEC-MeOH ;(60 :26 :10 :10)
MeOH-AcOH-H,0 ;(18 ;1 ;1) Aglycones polyhydroxylés est glycosylés
H,0-MeOH-MEC-Acac ;(13:3:3:1)
H,0O-EtOH-n-BuOH-AcOH ; (50:25:20:2)

La purification ultime des composés phénoliques isolés se fait généralement sur une

colonne de sephadex LH20 en utilisant le méthanol comme éluant.

IV.3. Les techniques d’identification structurale des flavonoides
IV.3.1.Facteur de retardement et comportement chromatographique (Rg)

Le facteur de retardement (Ry) est défini comme étant le rapport de la distance entre la
tache du produit et 1’origine d’une part, et la distance entre I’origine et le front de solvant d’autre
part. La valeur du Ry varie avec la nature du solvant utilisé (organique ou aqueux), le type de la
phase stationnaire, et la structure de flavonoide lui-méme (aglycone, glycosylé, différence de
disposition des substituant sur le squelette flavonique) [5,6]. Le tableau 8 montre 1’influence de

la substitution du squelette flavonique sur la valeur du R¢
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Tableau 8 : la relation entre le Rt et les structures flavonique [7]

Structure flavonique R¢
Augmentation des groupes diminue dans les systéemes de solvants organiques
hydroxyles R, et augmente dans les systemes de solvants aqueux.
Méthylation des hydroxyles R augmente dans les systémes de solvants

organiques et diminue dans les systemes de
solvants aqueux.

Glycosylation Ry diminue dans les systéemes de solvants organiques

et augmente dans les systémes de solvants aqueux.

Et la valeur R¢ du est définie comme suit :
Distance entre I'origine et la tache du produit apres élution
Rf =

Distance entre I'origine et le front du solvant aprés élution

IV. 3.2. La spectrophotométrie UV-visible

C’est la méthode la plus importante pour 1’identification des structures flavoniques. Elle

est basée sur I’enregistrement d’un spectre dans le méthanol, ce dernier est caractérisé par deux

bandes d’absorption principales:

* La bande I: présentant un maximum d’absorption entre 300 et 385 nm, elle 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 I’hétérocycle C.

* La bande II: présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, elle est attribuée a

I’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement carbonyle avec le

noyau A, et donne des informations sur les variations structurales du cycle A [8, 9].

46



Chapitre 1V : Etude chimique des flavonoides

Tableau 9: Relation entre le maximum d’absorption en UV et le type de flavonoides

[7]
Type de composé flavonique Bande | Bande 11
Flavone 350-350 250-270
Flavonol 352-385 250-280
Flavonone 300-330 245-275
Isoflavone 300-330 Ep 245-275

Le spectre méthanolique d’un composé flavonique sera modifié par 1’addition d’un
certain nombre de réactifs tel que: NaOH, NaOAc, ALCIl; H;BOset HCIL. Ces derniers
réagissent avec les groupements hydroxyles par formation des complexes qui se traduira sur le
spectre UV par des déplacements  bathochromiques ou hypsochromiques des bandes
d’absorption, permettant la localisation des hydroxyles libres, sur le squelette flavonique.

La nature du réactif et I’effet qu’il produit sur le spectre d’absorption apportent des indications
sur la structure des flavonoides
Les étapes d’enregistrement des spectres en présence de réactifs sont effectuées selon les

étapes suivantes :

> Premiere étape :
On enregistre le spectre d’absorption dans le méthanol neutre puis immédiatement apres 1’ajout
d’une goutte de NaOH ensuite on enregistre apres 5 minutes.

» Deuxieme étape :
On enregistre une premiere fois le spectre d’absorption dans le méthanol, puis a cette solution
on additionne AICI3 et on enregistre le spectre d’absorption.
Apres cette opération on rajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique puis on enregistre le
spectre de cette nouvelle solution.

> Troisiéeme étape
On enregistre dans la solution méthanolique puis on ajoute NaOAc (sec) et on enregistre le
spectre, apres cette opération on rajoute a cette solution quelques gouttes de solution saturée

d’acide borique puis on enregistre le spectre d’absorption.
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Le tableau suivant résume les principaux déplacements des bandes | et Il en présence des reactifs

Tableau 10: les principaux déplacements des bandes I et 11 en présence des réactifs [7]

Reactifs Déplacement nm Interprétation
Bande | Bande 11
310-350 250-280 Flavone
330-360 250-280 Flavonol(30R)
MeOH 350-385 250-280 Flavonol
+44 a +65
1- Stabilité OHen 4’
NaOH d’intensité /MeOH
2- diminution ORen4’etOHen 3
d’intensité
3- intensité diminue Ortho di OH sur A OU ortho di
avec le temps OH surB
(décomposition)
Nouvelle bande / MeOH 320-335 OHen7
+5a+20 OHen?7
NaoAc Déplacement faible | OH en 7 avec substituant en

C6 ou C8

Pas de
déplacement

ORen7

NaOAc + H3BO3

+12 a +36
+05 a +10

Ortho di OH sur B
Ortho di OH sur A (6,7) ou
(7.,8)

AICI3 Une seule bande entre Ortho di OH sur B avec 5-OH
420-430 5(flavone)
Une seule bande entre Ortho di-OH sur B avec 5-
440-460 OH (flavonol)
+17 a +20 5-OH avec une 6-OR
MeOH/
(A|C|3+HC|) +35 a+55 5-OH
+50 a +60 3-OH avec ou non 5-OH

AICI3/(AICI3+HCI)

-20 a -40 avec sommet
Ou égaulement entre
(350-360)

Ortho di-OH sur B

-20 2 25 nm

Ortho di OH sur A et ortho
di OH sur B ou tri —OH sur B
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IVV.3.3. La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La résonance magnétique nucléaire ou RMN est une technique utilisée pour I'analyse des

structures de nombreuses molécules chimiques.

<+ RMN monodimensionnelle:

o Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire du proton (RMN-H?) [6,8, 10] :

C’est une méthode qui informe sur I’environnement des protons flaoniques qui résonnent

généralement entre 6 et 8 ppm, elle permet de connaitre :

» La position et le nombre de divers protons portés par le flavonoide

> Le nombre de substituant méthoxyles portés par le squelette flavonique.

» Le nombre et la nature des sucres liés a I’aglycone.

» Analyse des signaux provenant des protons

+ Proton du noyau A : Lorsque le noyau A est disubstitué par des OH en 5 et 7, les protons H-

6 et H-8 présentent deux doublet, respectivement entre 6 et 6,25 ppm avec une constante de

couplage J= 2,5 Hz et entre 6,39 et 6,56 ppm avec la méme constante de couplage. La

substitution des OH en positions 5et/ou7 conduit au déblindage des deux protons voisins. Le

tableau suivant représente quelques déplacements chimiques des protons du noyau A.

Tableau 11: Déplacements chimiques des protons du noyau A

Protons du noyau A

H-5 H-6 H-8
Nature du flavonoide | %ppm | J, Hz d,ppm J,Hz | &,ppm J, Hz
5,7— OH / / 6.0-6.2 d 25 | 6.3-65d 2.5
5-OH ,70R (R= Gluc) / / 6.2-6.4 d 25 | 65-69d 2.5
7-OR (R=H, sucre) 80 d 9 6.7-7.1dd | 9.0-25 | 6.7-7.0d 2.5
5 6,7-OR 6.3 s 6.3 s
5,7,8-OR (R=H ,sucre)
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+ Protons du noyau B :

Le déplacement chimique des protons du noyau B se trouve entre 6,5-8,1 ppm. Ce
déplacement chimique est basé sur les substituants dans le noyau B et le degré d’oxydation du
noyau C. Quand le noyau B est monosubstitué en 4°, les quatre protons H-2°, H-3°, H-5" et H-
6’ présentent deux doublets dont les constantes de couplages sont identiques (8.5 Hz). Les
protons H-2’ et H-6" résonnent toujours a des champs inférieurs a ceux des protons H-3’ et H-

5’. Le tableau suivant représente quelques déplacements chimiques des protons du noyau B.

Tableau 12: Déplacements chimiques des protons du noyau B

Protons du noyau B
Nature du (Hy , Hs ) (Hs Hs )
flavonoides ppm J,Hz J,Hz ppm
Flavone (4’-OR) |[7.7-79 d 8.5 6.5-7.1d 8.5
Flavonol ( 4’-OR) 7.9-8.1d 8.5 6.5-7.1d 8.5

+ Protons du noyau C :
Le proton H-3 d’une structure flavone résonne entre 6 et 7 ppm sous forme d’un singulet,
mais dans le cas de flavonols il disparait .
+ Protons aliphatique :
v Protons methoxyle : Ils se présentent sous la forme d’un signale singulet dans

I’intervalle entre (3.4-3.9 ppm) .

v Proton anomérique : Le proton anomérique apparait sur le spectre sous forme d’un
doublet déblindé par rapport aux autres protons osidiques. La valeur de la constante
de couplage permet de distinguer les anoméres B (J = 7-8 Hz) des anomeres a (J = 3-
4 Hz). Pour le sucre de glucose, le proton numérique donne en générale un doublet et
sa constante de couplage est de J = 7Hz, car il est toujours en position  d’aprés la

biogeénése
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Pour le rhamnose, son proton numérique donne un doublet aussi mais sa constante de
couplage est de J =2.5 Hz (position o). On peut aussi reconnaitre le sucre rahmnose par le signal
du groupement méthyle sous forme de doublet entre 0.8-1.2 ppm avec une constante de couplage
de J =6 Hz.

Le déplacement chimique du proton anomerique (H-1") est baseé sur :

o La nature du flavonoide et du sucre
o La position et le type de liaison entre le sucre et 1’aglycone.

v' Autres protons osidiques

Les autres protons osidiques résonnent entre 3 et 4 ppm. lls apparaissent souvent sous

forme de multiplets difficiles a interpréter.

®,

< RMN carbone (**C):
Elle donne des informations utiles et parfois nécessaires pour mieux identifier la
molécule telle que [6, 8,11] :
o Le nombre total des atomes de carbone du composé flavonoique ainsi que leur
environnement.
o La connaissance du type des liaisons —C ou —O des sucres.

Le tableau suivant donne les plus importants déplacements de quelques atomes de carbone [11].

Tableau 13: Les déplacements chimiques de quelques carbones

Nature de carbone Déplacement chimique (ppm)
C-CH3; Aromatique 7-22
Flavone (C-3) 90-135
Flavone(C-2) 155-168
Flavonol(C-3) 135-144
Flavonol(C-2) 136-158

51



Chapitre 1V : Etude chimique des flavonoides

= RMN bidimensionnelles (2D)

Les expériences de RMN bidimensionnelles reposent sur une succession de trois intervalles
de temps, le temps de préparation, le temps d'évolution et le temps de détection. Dans certaines
autres expériences, il peut s'ajouter une autre période avant la détection, c'est le temps de mixage
[12].

= Corrélation homonucléaires:

» COSY (1H-1H):

Cette expérience fournit des informations sur les couplages homonucléaires 2J et 3J

(protons séparés par deux ou trois liaisons) entre les protons voisins et ceux qui sont adjacents.
» NOESY (1H-1H):

Cette technique permet d'observer, dans l'espace, les corrélations entre protons (effets
Overhausser) d'une méme molécule.

= Corrélations hétéronucléaires :

» HSQC ({JH-C):

Cette technique permet d'observer les couplages chimiques entre les carbones et les
protons directement liés entre eux. Toute fois, elle ne permet pas d'observer les déplacements
chimiques des atomes de carbones quaternaires.

» HMBS ((JH-C, *JH-C) :

Cette technique permet de répondre aux problémes précédemment posés, puisqu'elle

permet la détection des couplages longue distance 2JH-C; 3JH-C, et permet de déduire les

carbones quaternaires couplés aux protons.

IV. 3. 4. L’hydrolyse acide des hétérosides :

Cette manipulation concerne dans un premier temps les flavonoides O-glycosylés, elle
renseigne sur la nature du sucre qui peut étre étudié une fois détaché ainsi que celle de
I’aglycone. L’identification du sucre se fait par co-chromatographie avec des solutions
authentiques. Les hétérosides C-glycosylés résistent a 1’hydrolyse acide, cette propriété permet

de différencier ce type de liaison dans les flavonoides glycosylés [6].
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Conclusion

L’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmentée
considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative
ou comme modele pour la synthése de nouvelles substances.

La famille des polyphénols renferme de nombreux composés d'intérét nutritionnel et
valorisables dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique et dans la cosmétologie en
raison de leurs propriétés réductrices (antioxydantes), de leur capacité a interagir avec les
ions métalliques et une grande variété de protéines.

Vu la conjoncture actuelle relative a 1’épidémie de coronavirus/ covid 19 on n’a pas pu de
faire la partie expérimentale, donc notre travail théorique a été repartit en quatre grands
chapitres :

Le premier chapitre a été consacré aux plantes médicinales et les méthodes d’extraction
ensuite le deuxieéme chapitre a porté sur I’é¢tude phytochimique de la famille des Astéracées
et les métabolites secondaires du genre botanique Centaurea puis on s’est intéressé a
I’étude des polyphénols et les flavonoides et leur pouvoir antioxydant mettant en évidence
le dosage des polyphénols et flavonoides totaux. Le dernier chapitre a ét¢ sur L’étude

chimique des flavonoides.
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Résumé

L’objectif principal de ce travail a été la teneur en polyphénols d’une plante médicinale appartenant au
genre Centaurea (famille des Astéracées). Ce travail présente une synthése bibliographique permettant
de définir plusieurs termes abordés dans notre sujet de travail. L’un de nos buts premier était de
présenter un apercu des connaissances concernant les plantes médicinales, les modes d’extraction
conventionnelle et moderne (verte). Nous avons défini les métabolites secondaires et leurs classes les
plus importantes. Une plante appartenant au genre Centaurea, a été choisie en raison de la richesse des
plantes de ce genre voire la famille des astéracées en flavonoides, un groupe tres intéressant des
polyphénols. Ces substances suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, puisque ils
possédent un large éventail d’activités biologiques in vitro liées a leur caractére réducteur résultant de
leurs structures aromatiques stables. Il a paru important donc de décrire et de résumer les différentes
méthodes d’extraction, de dosage (polyphénols et flavonoides) et de séparation chromatographique
(chromatographie sur colonne, chromatographie sur plaques préparatives sur couche mince CCM),
ainsi que les techniques d’identification structurale des flavonoides (Rf, RMN **C, la RMN'H, UV-
Vis, L’hydrolyse acide des hétérosides).

Mots clés : Astéracées ; Centaurea ; extraction ; polyphénols ; flavonoides

Abstract

The main objective of this work was the polyphenol content of a medicinal plant belonging to
the genus Centaurea (family Asteraceae). This work presents a bibliographic synthesis
allowing us to define several terms discussed in our subject of work.

One of our primary goals was to present an overview of knowledge about medicinal plants,
conventional and modern (green) extraction methods. We have defined the secondary
metabolites and their most important classes. A plant belonging to the genus Centaurea was
chosen because of the richness of plants of this genus or even the Asteraceae family in
flavonoids, a very interesting group of polyphenols. These substances are arousing a great
deal of interest in several fields, since they have a wide range of biological activities in vitro
linked to their reducing character resulting from their stable aromatic structures. It therefore
seemed important to describe and summarize the different methods of extraction,
determination (polyphenols and flavonoids) and chromatographic separation (column
chromatography, preparative plate chromatography TLC), as well as the techniques for
structural identification of flavonoids (Rf, *C NMR, H' NMR, UV-Vis, Acid hydrolysis of
heterosides).

Key words: Asteraceae; Centaurea, extraction; polyphenols; flavonoids
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