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“~duction
Depuis iongtemps, 1a vie de 'homme a ¢t¢ efroitement lice aw monde des plantes ,ces
Jernjers ont éte utilisée comme source de Nutrition,mais ¢ealentent au tant que reméde a ses
sonnples malaises aussi
[ utilisation des plantes a des fins thérapeutique remonte aux temps les plus reculés, mais ce
net qu . partir du 19¢me siecle, que la médecine scientifique a commence a s’intéresser aux effets
Wsiologiques on terme defficacité thérapeutique. mais aussi de toxicité [18].
[.a madecine traditionnelie | tant particelicrement dans nos compagnes utilise toujours
sient Jes riantes medicinales du fait de leurs action pharinacologiques a cause de certatns
ccipes actifs gu elle renferment ces composes actifs est naturellement présent dans ces plantes. ils
spferent sa verius thiérapentique parmi les quels . on peut citer tles Havonoides, les
“oldes Jles terpenoides. . pouvant entrer dans la composition de certain medicament tels
s fstoposid.
Cependant Putilisation des extraits bruts pouvait. mettre au danger  les malades fraites par la
niesence éventuclie des toxiques dans certaines Plantes.
est pourquon, on doit connaidtre les principes acfifs vertus therapentique dans chaque plante.
A fin de les purifier, identifier, et caractériser dans notre éiade nous nous sommes intéressés
i extrais ﬂavono‘fdiqucs de Kanunculus repens 1.
Laayant pour objectif Pextraction, purification ot identitication de ces principes actifs.
vour cela, nous avons appliqué quelques méthodes a savoir
- métheae d’estraction par les solvanis.

iCthode dhanalyse chromatographie a savour Ia clironimtoginiie sur papier,et sur couche mince









s caraciéristiques de fa plante:

I essentiel des caractéristiques de Ranunculus repens 1., est résumeé dans le tableau . [1,9]

Tab.J - Les caractéristiques de la plante Rannuculus repens 1.

Nom scientiflique

Renmnculus repenis

Nom commun

Renonculus rampente

¢

Synonvme (s) du nom commun

Bouton d’or

Origine du nom

Lenom de  nre signitie petite grenouille car certains

especes vivant dans des endrotis marécageux.

{labitat

Tres conimune, se repcontre dans les Hieux ombragés et

suffisamment humides (prairies. jarding. chemins) jusqu’a
2300m. present en Allemagne, Suisse, ltalie. . ctc.

Rarc : France, Angleterre.

Desceription de la semence

Dimension . 2,0-3,5mm

Couleur : Taune, Brun.

Ferme lenticulaire (un coté plus bombe que I'autre)
Marginée a bac grele en crochet de 0.5 2 1 mm.
Ornementation : parol. Verruquens.

Fruit contenant les araines.

!

Description de la plante adulte

Hauteur : 30 a 40 cm.

Tige florifére, ascendante plusieurs {ois divisée, sillounée.
Feuilles velus |, radieale largement, péticlees | tripartites
lobes cux. Mémes profonddément divisés, lobe médiaux a
long pétiolule, feutlles coulinaives. Supéricures petites,
presque sesaile,

Fleurs jaune, isolces terminades, sépales dressés fruits
nombreux.

Période réeolte

La plante cst plus riche en prncipe aciit un peu avant la
floration . mais elle congerve plug an moeins ses

caracteristique toute fa belle saison,

Pousse vegetative

Plantes a port rompant et a stolons (tiges qui courent sur le

sol et qui s enraciuent aux necuds)

;_57\:»‘ NS

La médectne de cotie plante est austique,elie peut |

provoquer des brulures buccales, st elle et machoe.

s



N (B "1 onoides
3.1- Definition des Mavonoides :
Le nom flavonoide est dérivé du mot grec FLAVUS qui veut dire jaune. [6]
Les flavonoides désignent Pensemble des composés phénoliques de faible poids
moléculaire, synthétisés par les végétaux chlorophylliens. ce sont des pigments presque
toujours hydrosolubles. On les trouve dans des vacuoles a '¢tat d'hétérosides ou comme
( ituan  part 1 r Jhis ot A
tissus ligneux (bois) et parfots des feuilles et des fruits. | 7]
3.2- Structure et classification :
3.2.1- Structure :

Le squelette de basc des flavonoides & 15 atomes de carbone est constitué de deux cvcles en

" (A et B). relics par une chaine en Cs. Cette structure est représentée par la figure 2[12].

PR
2

Fig.2- Squelette de base des flavonoides



-Classification:

Les favonoides sont classe selon leur structure biochimique et leur niveau d’oxydation

wvele centrale Cy | a savorr :

o 11 Représente 'ensembles des classes des flavonoides : [S]11]

Nom Stucture | Radicaux Caractere
chalcane R~ Sont dépourvues
( isoliquiritigénine de I"hétérocycle
: cent
i R=0H Butéine
1
= —
aurones o Les auronces
. sont
caracterisees
par une
structure de
i 2-BENZY LIDE
; ECO UMA
“ RANONE
1 isoflavones R=}= daidzcine s Caractérisé par
! R=Clt: feurs propriétés
‘ formononétine ocstrogeéniques
R=11= 2.3 dihydros
] equot
|
1 —— ——e— e
| Mavenes: 2 =11 apieenos eutre dans
VRO uidolol, la composition
de la substance
farincuse
i
|
j
A -




1 €01

R=0l=ériodictyol

sont dérives des
flavones par
Paddition d’un
nouveau groupe
hydroxyle en
nosition

Lo
composes de ce
groupe ont une
double liaison
de moins que
les flavones

dans leur

héterocycle

flavonols | a ] -
}
{05
)H\ ;Q\ . }l.\[i_
NVAVANIWE
TRy
| Bilcy ©
G NN 2
l \ls \Lﬂ Ql
on ¢
_Havonones
Anthocya
nidols.

3-3 Biosynthése des flavoneides :

RI=R2=H:
pelargonnidol
R1=0H, R2=":
cyanidol
R1=0OCH3
R2=1 péonidol
R1=R2== Ol :
delphinidol
R1=R2=CH3 :

maividol

R1=0OCH3 , R2=0H
1 pétunidot

existent en
milieu acide
sous la forme

cationique.

Les flavonoides proviennent de la conjugaison de deux voies shikimate et acétatemalonsic,

Figure 3
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Fig3. Biosynthese des flavonoides
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4-Les Roles des flavonoides :
Les flavonaides sont dens toutes les partics des végétaux supérieures | racines, uges, [ouilles,
fleurs, pollens, fuits, giains, bots. . ext. bes Javonoides possédent les roles suivants
411 ¢ biologign
D’apres MERGHLEN, 1985 ; on distingue 03 types (3]
*Role attractif : “ition insee leurs ™
*Roles protecteny : photo protecaon vis a vis de UV [2]
*Roles adaptatil : jouer un role dans les chaines d”oxydoiéduction [2].
4.2 Role physiologique :
Les flavonoides joueni un role dans @ o crolssance | respiration Jia morphogencse, ainst
les équilibres enzymatique interviendraicnt a dillérents stades du développement [2].
4.3Rdle pharmuacologivuce
Surtout agire sur des maladies tel que : manifestation de la {ragitité capillaire, les imaladies
veineuses [3].
Autre action : agissent sur le métabolisme, ils sont des luxatits et des purgatifs {2]
Ii- les Méthodes d’études des flavonoides :
1-L’extraction des flavonoides :
Les ¢tapes de U'extraction des flavonoides sont les sutvantes
-’extraction hydro-éthanolique.
-Paffrontements - la phase aquense oot allvonice pai trots solvants différents
-aftrontement par I’éther.
-affrontement par acétate d’¢thyle
-affrontement par le n-butanol
-evaporation a scc.
2- La séparation et purification des flavonuoides
2.1- la séparation :
La séparation des produits flavonoiques se fait essentiellement par des méthodes
chromatographiques en une autres

1. -chromatographie sur coloniic.

I

Chromatographie préparatif sur papier

(oS

Chromatographie préparatif sur couche mince CCM.



2.2- 1a purification.

La purification est un complénient indispensable de la séparation, elle consiste a eliminer les
composés mineuses, tels que fes impureiés des solvants et des particules des substrats polyamide, et
sephadex entrainées lors de Uétupe de séparation.

- colonne de polyanude.
- 7 Tuseph
- controle de pureté par chromatographie liquide a haute performance (HPLC).
3- L’identification des lavonoides
Pour identifier les flavonoides on analysant par la fluorescence lampe UV | il y a d’autres
techniques d’analyse structurale
-Spectrométrie de masse S.M

Résonance magnétique et nucleéaire RIMN |1+






B- ETUDE EXPERIMENY AL .
I-Matériel et Médiede :

Notre travail est base sur L plante de Rasunceulies Repenrs 1 oen vae d étudier
biochimiguement comment eatrait, puilicr, el identidier les flavonoides & partir de cette plante, peur
cela on procede plusieurs élapes .

I.1- MATERIEL N _ SETAL :

L accueillette de la plante - On récolie une quantité suftisamment de la piante a partir
de la région de en mois de mais,

1.2- Les Méthodes :

1.2.1- L’extraction des finvonoides ¢
Lextraction de ces prncipes actil lavonaidique sont extrait seton Ly protocole

experimental résume dans le schenia géncrale, et a savoir les étapes sulvanies
1.2.1. 1-Séchage
Apres lavage par Peau distiliée on fain séchage a Paire libre pendant 3 jour,
et ausst a l'aide de 'étuve a 1" :40% pendant 2 heure.
1.2.1.2- Broyage :
Nous broyons les feuilles de la plante dans un mortier a sec jusqu’i
I'obtention d’une poudre tres fine 31g
1L2.1.3-L’extraction hydro-éthanclique
Nous prendrons 3 g de la matériel veégétal (poudre).nous Versons le melan,.
(cau distillée + éthanol), (30,70), le volume totale et de (500ml, 150m! d eau et 350
mt d’éthanol) dans un flacon. On laisse macerer pendant 72 heur,
La fifiranon du mélange hydro-etlmnolgque con bitre le mélange au
papier filtre, cette opération petmet de récupirer fes substances organiques et notamment fey

flavonoides



sehidia penérale des étapes d extraction

Matériel vegdial } des flavonoides

braver 31 ¢

Macéraiion
72 heures

v

L Filtration ‘

; CNromatograpnie sur |
Evaporation a sec . o
T=80° papier whatmane N°= 3 ;
v et sur les plaques Silice |
Reprise par .
EN
L eau ‘1
R 1
|
v

1

Décantation 24 heur }

t

v

Recupération de la phase Recuperation par i

¢ leuse par la filtration

| methanol dans des
1 tubes a hymolyse_
~ 5 7 h‘
Affrontement par {’ether . Phase éther
[ie
™
-

i N

Phase aqueuse

v ]

I — . o
i > - : s SVEPOTE oo
Atlrontement par Phase acétate d’éthyle | Dyaporation

Iacétate d"éthyl ML

v

Phase aqueuse.

v

Affrontenient par n- S
b Phase n-butanol |,
butano! l“ -

4

Phase aqueuse

-



Vévaporalicn a see s se Tt dans le but de séparer Pextrait sec de lu
phase aqueuse et ce-cl se réalise prace au rola vapeur 4 température 80%¢. Nous woons

k]

recupére 105ml Dlextrant tatale, a cause de la difticulié o évaporé Peau au roravape on utihse
I"étuve pendant une heures 4 1=00"¢
On ne peut pas obienie extrait sec | i fa fin on récupere 10 mi de Pextrait

k]

- la reprise par 'cau bouiliante : on trouve,

- 10 g de matier végétal - > 100mld”
- 3lg de matier végétal ——— —> xml

- donc le volume total qu’on trouve et 310 ml
- 310-10 =300ni
On ajoute 300 ml d’eau bouillant a notre extrait (10ml) pour obtenir 310 ml, puws on le laisse
descendre pendant 24heures, aprés an fait la filtration alin d’¢liminer les impuretés. Le voluine
finale de Pextrait est de 300mi.
Ce melange on I” appele, Ia phase cqueuse ¢t on le récupere dans une fiole.
L2 0 4-Lraffrontemeid :
Nous attrontons la phase aqueuse par trois solvants dittérents
-Ethler @ Solvant préférentiel des aglycones fluvonique.
-Acétate d'éihiyple - solvant prétérentiel des mono glycosides.
- #-butanol : solvant prétérentiel des dit et tri glvcosides..
* Alfrontement par Péther :
Nous avons déversé a lu phase aqueuse 100m! d’éther.
On fait lagitation énergétique apres un repos de 10 min,
On met le melange dans une burette, deux phases sont obtenues :
-L.a phase ¢ther en haut.
L phase squense en bas.

La phase aqueuse est remise dans un flacon a descendie. abin de
procéder a une 2éme extraction par ether dans le but de recuperer le maximum de produit | alors
que la phase éther est récupérer dans un becher.

* Affrontement par acétate d’éthyle :
La phase aqueuse obtenue apres altrontement a I édher, on repete les

mémes opérations mais avec un autre solvant qui est Pacctate d’éthyle.



Les phases aquenses récupcrer, on ajoute 100m! d’acétuie d éthvle
apres une agitation énergétique on remet le miclange dans une burette avec un repos de 10mun, on
trouve deux phase

- La phase d’acctate dethyle en naul.
- La phase aqueuse en bas.
La phase aqueuse est remisé dans une fiole afin de répéter lopération

o précédement, alors que ta phase d’acétate

ph fc I i

d’éthyle est récupéré dans un bécher.
* Affronterzient par le n_butanole :
Méme techinique que precédement seulement le solvant utilisé est le n-
butanol, on récupéere deux phases
-Phase aquease dans un tlacon.
-Phase n-butanol dans un bécker
1.2.1.5- Evaporatw i see
Les difterents phases
-Phase d’cther.

*hase d’acétate d"éthy’

-Phase n-butanol.
On les concentres a sec:
-Pour la plasc acétate d’éthyle d’un rotavapeur, la température est de 50°c et
la rotation de 4.
-Pour la phase éther d’une étuve, la température est de S0%c.
. our la phase n-butanol d’une ¢tuve, la température est de 707c.
1.2.1.6- Récupération par le méihanol :
Les extrail sees sont ensuite récuperés par le méthanol
Pour Pextrait d’¢dher on récupere par 4 ml de methanol dans un tube
hémolyse.
Pour les deux autre extrait acétate d’éthyle, et n-butanol le mérme
opération.

Les différents extraits sont prét pour "analyse chromatographique.



.- Fractionnement chromategraphique des flavonoides :
[Les méthodes sont destinces a scparer les differents constituent d'un inélange , probleme
fodamentaleent bocl
Cette séparation peut étre destinée soit a analyser le mélange soit a isoler des constituants
peur etudier ultéricurement.
Nous avons essai¢ avee deux méthodes de chromatographie pour réaliser notre étude.
-Ch na ipl vt papier (whatman N°=3)

-Chromatographie sur couche mince. (Silice)

1.2.2-1-Chromatographie sur papicr :
* principe :
(Test une chre  atographice liquide  iguide correspond a une suite de transfert
- la quelles "unc des phases est fixée, 'autre mobile, la phase fixée est dite phase stationnaire :
empreigne un support sohde. La phasc mobile se déplace par aravite ou par capillarite.
“Moade d’opératoire :
Nous avons appliqué la méthode de cliromatographics analytique sur papier comme
wemier essal, done on a utilise e papier whatman N7=3.
Cette étude la pour les deux dimension :
-Chromatographie monodimensionnclle.
-Chromatographie bidimensionnelie.
1.2.2.1.1- Chromatographic sur papicr monodinmensionnelie :
Nous avons utilisé 3 papiers de whatman (20.20), nous réalisons sur les
sapiers 3 dépots (2em de hauteur), correspondant chacun a une phase |
Papier! : phase Ether
Papicr : phase acétate d cthvle
Papier3 : phase n-butanoie
Gréce a une pipette pasteur qu on @ bien concenlrer les 3 phases sur
Jes papiers et on les séché par un seche cheveuox.
Ne  avons utilise un seul systeme de solvant est e supvant
Toluene/mcéthanol/cther de pétrole/ acétaie ¢ ¢thvle (10/20/20/20)

le mélanue est verse dans un flacon speciale ot an e met los 3 naniers,
el H T

sy



e mcthode permet de mesurer le rapport frontal (R) des dilYérents produits existants dans
|
cooine phase.
Distance entre Porigine ¢t Ja tache de produits (cm)

R — —
Distance entre 'ongine et le front du solvant (¢cm)

Le but de mesurer fe est fa comparaison des valeurs de RF du composé flavonique
eonnu avee ceux de produrt standard cette comparaison donne unic information préliminaire sur Ja
ncure de flavonoide.
Mais mathcurcusement on a pas des RF standard qui nous donne le type de flavonoides qu'on
CIVE,
1.2.2.1.2- Chromatoegraphte sur papier bidimensionnelle :
Cette étape nous permet d obtenir, les empreintes flavonoiques des
~ents phases. Nous avons fait des modifications concernant fes 3 papiers utilisés.
" rourne les papier a 907) . Sur les quelles nous avons r¢alis¢ un dépdt de chaque phase. C’est une
¢ nension faisant appel au mclange de solvants :
L cau distille / éthanol/ n-betano™ " ide acetique (50/25/20/2)
C’est donc une dimension assurant une mcilleuis dispersion ou séparation des
wmposes phénoligues.
1.2.2.2- Chromatographie sur couche mince (CCM) :
L.e deuxieme essai est avec la méthode de chromatographie sur couche mince.
Cette méthode possede le méme principe que la chromatographie sur papier.
Pour analyser les échantillons nous avons répcté fes méimes ¢tapes que précédement
i mcthode de chromatographie sur pay”
On utilise les mémes aystemes de solvant dans chague eas parce gu’ il yv’a un manque

cactit sotvant dans notre laboratoire.






2-Résultats et interprétations :
2-1 . s de la chromatographic monodisieasionnelie

La chromatographie mounodiniensionietle a permet de separer les diflérents spots, on essaic
avec les deux types de chromaiographie, sur papier whatmar: N°=3 et plaques de silice
Mais I’observation des spots n’est pas claire sur les papiers de whatman N2 =3 pour cela on base
notre travail sur les plaques de silice.

Luti tion 777 de T ¢ d” -oir une bonne migration (joue le réle d’un
freineur). Nous avons révélé le nombre de produit et mesurer le Rf de chacun d’eux contenus dans
chaque phase.

Les Résultats sont présente par les tableaux 111, 1V et les {igures 4,5.6,7.8.9

Tab 11 : représente les résultats de chromatographie monodimensionneile sur papier de whatman

Ne=3.
| Les phases Ne=de tache | 'E,f‘kﬁ{({iéﬁ'{.l{—""“im'“'fi{‘—“—“}
B i . wi\ou('e C,.) !
Ether 2 Rouge 0,40 !
3 Marron-rouge 0,56 [
4 Marron 092 |
| L Rouge | 044 -
Acétate d’éthyle 2 Maron 0,49
3 wviaron 0,57
1| Mwon | 037 :
N_butanol 2 Maron 0,69 |
3 Maron-iouge 0,80
4 Rouge 0,97




Tab 1V : représente les résultuts de chromatographic monodimensionnelle sur les plaques de silice

(CCM).

(‘“'*,Te‘;‘g'},'a‘_g;;‘q““"“‘l N=de wache % C Couleurs | RE ]
[ N BT 047

2 rouge 0,57

j

3 Veri-rouge 0,65

4 marron 0,69

Ether S Marron-reuge 0,76

) marron 0,82

7 marron 0,80

3 rouge 0,91

9 rouge 0,96
T wanon | 044

2 Marron-rouge 0,49

3 rouge 0,57
B! marron 0,62 |
Acétate d’éthyle 5 Vert | 0,68 i
O Martron | 0,77 {
7 Vert | 0,80 |
3 } Marron 0,7" |

9 Marron 0,86

I - Rouge 0,45

2 Rouge 0,50

3 Rouge 0,66

N butanol 4 Rouge 0,70

5 Pouge 0.79
O I N ron 0,85 |
7 i Rutige 0,02 J






















2-2 Cas de la chromatographie bidimensionnelie :

La chromatographie bidimensionnelle a permert la séparation d’autre produit, mais
dans le cas de la chromatographie bidimensionnelle sur papier le solvant ne fractionne pas les
spots obtenus.

la chromatographier sur plaque de silice ne permet pas de séparer les moiceules, elles

> 25 spots mais avec différentiation de couleurs.

la lecture sous la lampe d’ultra violet (PU.V). a permet d’apprécier le nombre de
flavonoides présent chez lu Runinuizs vepens 1.

les résultat résumer dans le tableau V.

TabV:rep "en ~ résultats de chromatographie bidimensionnelle sur les plaques de silice.
| Lesphases N=spots | Couleurs |
| rouge
2 rouge
3 Vert
4 rouge
Ether 5 Marron
6 marron
7 rouge
5 rouge
L9 maron
B | marron
2 rouge
3 Veit
4 rouge
Acétate d’éthyle 5 rouge
6 Marron
7 rouge
8 Marron
9 rouge
| Rouge
2 Rouge
3 Rouge
N_butanol 4 Rouge
5 Rouge-vert
0 nmarron
7 Rouge
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C- Discutions:

La chromatographie sur papier a permis de révéler un ensemble de 11 spots flavonoidique
provenant des 3 phases différentes a savoir 4 spots pour I’éther, 3 pour la phase acétate d’éthyle
et 4 spots pour la phase n-butanol.

Les résultats montrent que les flavonoides extrait de Ranunculus repens L, a de différent
nature puis qu’ il extraite des flavonoides aglycone, mono glycone et di et tri glycone.

- La teneur des flavonoides glyconiqlie est importante dans notre extrait ce qui pouvait étre
utilisé comme glycophage c’est a dire antidiabétique

- Par ailleurs la chromat~~-aphie bidimensionnelle sur couche mince (CCM) nous adonné un
chromatogramme riche en spots flavonoidique au nombre de 25 ce qui implique que cette
méthode est plus résolutive puisque le nombre de spots a été multiplié par rapport a la
chromatographie sur papier monodimensionnelle d’un coté, e le I’autre coté a montré la
diversité en molécules flavonoidique de notre extrait ce qui constituer un terrain d’étude
approfondie Concernant leur caractérisation dans le but de rechercher de nouvelle molécules
flavonoidique,on essaie leur éventuelle activité pharmacologique dans le domaines

thérapeutique.
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D-Conclusion
wotte étude sur la phytochimic de la plante Ranancalus  pens L1 15| §oe
différents types de tlavoneides a savoir - les tlacvonoides aglycones, les flavonoides monoglyc
et les flavonoides di et triglycoside chacun dans une phase de solvant.
~ <8 principes actifs ..ovonoidiques sont révélés nombreux par les méthodes chromatogr | iquic:
Puisque la chromat~---aphie sur papier nous a d*~%s 11 spots sur le chromatogramme, alors u
la CCM a montré 25 spaots flavonoidiques tous confondus.
Or la CCM bidmmensionnelle n’a pas fractionnée les 25 Sports obtenus par la CCM
monodimensionnelle.

Nous pouvons dire que cctte plante d’une part est richesse en divers flavonoide, elle pour:iit
étre des matériels philotechnique pour essayer d’autre méthodes d'identification et curactérisat:

plus poussées de ses principes actits dans le but de rechercher leur activité pharmacologique.
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