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Introduction

La connaissance par I'homme de l'utilisation des plantes, qu'il s'agisse de plantes
alimentaires, médicinales ou toxiques, est trés ancienne (Sévenet T. et al., 1994). Alors que se
soigner par les plantes est un instinct, qui se retrouve d'ailleurs dans le comportement des
animaux. Cette pratique a engendré d'innombrables croyances sur ce qui sauve la vie et sur les
forces qui lui sont néfastes. Beaucoup de remedes phytothérapiques sont nés des observations,
de l'inspiration et de l'expérience des guérisseurs, devenus des personnages révérés dans
toutes les tribus et chez tous les peuples (Bremness L., 1998). Ces notes, observations et
applications ont été enregistrées depuis des millénaires dans les diverses parties du monde
(Bernadet M., 2000).

Les végétaux supérieurs ont la capacité de synthétiser, par des voies métaboliques
complexes, de nombreux composés qu’ils utilisent pour diverses fonctions adaptatives
notamment en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’ils peuvent subir. Les plantes
renferment donc une large variété de molécules chimiques (peptides, terpénes, polyphénols,
alcaloides...) de propriétés physico-chimiques tres différentes et qui présentent une large
variété d’activités biologiques (antitumorale, antivirale, antimicrobienne, antioxydante
cicatrisante...). Il est par ailleurs aujourd’hui reconnu que les plantes constituent une source
importante de molécules bioactives.

Ces dernicres 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 molécules issus de la synthése 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.

Pour étre valorisés, les composés bioactifs doivent d’abord étre séparés de leur matrice
végétale d’origine. L’obtention de ces molécules nécessite de nombreuses étapes souvent
longues et couteuses, telles que D’extraction, I’isolement par des essais bio-guidés et
I’identification freinant encore leur développement industriel (Michel T., 2011).

En Algérie il en existe 3000 especes appartenant a différentes familles botaniques dont
la famille des astéracées (composées) constitue l'une des plus grandes familles les plus
¢tudiées. Ainsi, les plantes de cette famille ont fait ’objet de nombreuses recherches
phytochimique et pharmacologique durant plusieurs années (Quezel, P. et Santa S., 1963 ;

Medjroubi K. ez al., 2005 ; Akkal S. et al., 2007). C’est dans ce contexte que s’inscrit notre
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¢tude ayant comme objectif I’investigation phytochimique et biologique de 1’espéce Jurinea
humilis DC.

Ce travail est ax¢é sur cinq chapitres essentiels :

Le premier chapitre, consacré a 1’étude bibliographique de la famille des astéracées,
renferme une breve présentation suivie d’une description botanique de cette famille, et du
genre Jurinea

Dans le deuxieme chapitre, nous aborderons une classe importante des métabolites
secondaires, Cette étude inclus une bibliographie sur les polyphenols et les flavonoides,
permettant ainsi leurs définitions, leurs classifications et éventuellement I’illustration de
quelques intéréts thérapeutiques.

Le troisieme chapitre concerne le stress oxydant, sa définition ainsi qu’une mise au
point sur les radicaux libres et les antioxydants dans la nature.

Dans le quatriéme chapitre nous exposerons les matériels et les méthodes relatives a
nos travaux, dans cette partie nous nous intéresserons aux dosages des polyphenols totaux,
des flavonoides totaux, de la caractérisation de ces métabolites par chromatographie. Ainsi
qu’une présentation des techniques de I’activité antioxydante étudice.

Enfin, le dernier chapitre, sera réservé aux résultats obtenus, aux discussions et
interprétations concernant la teneur en composés ciblés et 1’activité étudiée. Suivis par une

conclusion générale.
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Chapitre I : Les astéracées

I.1. Famille des Astéracées : morphologie, date d’introduction et distribution.

La famille des Astéracées (Composées) est la plus vaste famille de la division des
spermatophytes, avec plus de 900 genres et au moins 12 000 espéces répandues sur toute la
plancte. Les composées sont relativement moins abondantes dans l'ancien monde que dans
I'Amérique du Nord ou elles forment environ un huitiéme de la flore vasculaire. Elles sont
probablement apparues a la fin du Cétacé ou au début de 'Eocene, et le point d'origine parait
étre la région andine de I'Amérique du Sud ou elles constituent aujourd'hui un quart de la flore
vasculaire. Les traits saillants de la distribution géographique de cette immense famille ont
une grande portée biologique.

Les tribus des Astérées et des sénecionées sont toutes cosmopolites ou a peu pres. Les
Cichoriées, les Cynarées et les Anthémidées appartiennent surtout a I'nhnémisphere nord. Les
Calendulées et les Arctotidées sont africaines. Les Vernoniées, les Eupatoriées, les
Hélianthées, les Hélénices et les Mutisiées sont essentiellement américaines. La grande tribu
des Inulées appartient surtout a l'ancien monde. Les especes extra-tropicales communes aux
deux hémispheres ne sont guére plus d'une quarantaine (Moreau F., 1960).

L'Afrique, I'Australie et I'Amérique occidentale paraissent posséder les représentants
les plus anciens du groupe. L'Afrique offre la plus grande variété de témoins isolés des types
éteints. L'Amérique andine posséde quelques espéces qui se rapprochent du type que 1'on peut
considérer comme le type primitif de la famille enticre.

La majorité des plantes médiévales que nous avons choisies est répartie surtout en
Europe, Asie et I’Amérique du Nord. Une distribution géographique sauvage importante de
cette famille existe aussi en Turquie, Canada, Inde, Iran et les pays Baltes (Ivancheva S. et

al., 2003). En Algérie, il en existe 109 genres et 408 especes (Quezel F. et Santa S., 1963).

I.1.1 Description botanique

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur (Créte P.,
1965). Les Astéracées ont la caractéristique commune d’avoir une inflorescence en capitule,
c’est-a-dire une multitude de fleurs sans pédoncule regroupées sur un réceptacle et entourées
de bractées florales. Cette structure en forme de coupe ou de collerette est appelé un involucre
(Barkely T.M. et al., 2006).

Ainsi, contrairement a I’opinion populaire, ce qu’on appelle une « fleur » de tournesol,
de marguerite, de pissenlit,... n’est en réalité pas une fleur mais un capitule de fleurs entouré

de bractées blanches ou jaunes.
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Fleur

Bractée

florale Réceptacle

Figure 1.1 : Le capitule des Astéracées.

La fleur des Astéracées est trés particuliere : les étamines sont soudées par leurs
anthéres déhiscentes vers 'intérieur. Sous les stigmates sont situées des "brosses a pollen".

L’inflorescence est ordinairement un compact de fleurs sessiles tubulées et/ou ligulées
soustendu par un involucre de bractées disposées sur un a plusieurs rangs (figure 1.2). Les
bractées peuvent étre herbacées, scarieuses ou épineuses. Sur le réceptacle, les bractéoles, si
elles sont présentes, peuvent prendre la forme d’écailles, de soies ou de paillettes. Le capitule
est entouré a la base généralement par 1 a 6 séries de bractées dont l'ensemble forme

l'involucre.

Fleurs
tubuleuses

L eucanthemum vulgare Carduus nutans piatylepis
Taraxacum officina

Figure 1.2 : Types de fleurs des Astéracées.

Les fruits sont des akénes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus

(figure 1.3) qui favorise la dispersion des graines par le vent (Usher G., 1966).
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Figure 1.3 : Pappus des Astéracées.

Les feuilles sont le plus souvent alternes. Elles peuvent aussi étre opposées ou réunies
en rosette principale (Paquerette) (Usher., 1966 ; Gaussen H. et al., 1982).

Pour déterminer la plupart des plantes de cette famille, il est nécessaire de récolter des
capitules défleuris, portant des fruits miirs ou au moins déja bien formés. L'observation

desbractées de l'involucre est également trés importante (Boutaghane N., 2013).

I.1.2 Utilisations et intéréts économiques des Astéracées :

De nombreux taxons sont importants économiquement pour I’alimentation: Cichorium
intybus (la chicorée, le chicon : witloof), Cynara scolymus (I’artichaut), Lactuca (les laitues),
Scorzonera et Tragopogon (les scorzoneres et salsifis)...D'autres le sont comme plantes
oléagineuses : Helianthus annuus, Carthamus tinctorius. De nombreuses espéces des genres
Calendula, Aster, Chrysanthemum (s.1.), Cosmos, Echinacea, Helianthus, Liatris, Rudbeckia,
Tagetes, ..; sont utilisées a but ornemental.

Notons aussi la présence de certaines substances répulsives chez Anthemis,
Chrysanthemum, Matricaria, etc. (pyréthrines, qui ont servi de base a la synthése
d’insecticides non toxiques pour les homéothermes), et de I'inuline (polymeére de fructose),
utilisée notamment dans I’agro-alimentaire et en médecine, extraite de Cichorium intybus ou
d’Helianthus tuberosus.

Certaines especes sont trés envahissantes en dehors de leur aire naturelle, ce qui

entraine des impacts économiques et écologiques importants dans de nombreuses régions du
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monde. On peut citer quelques exotiques envahissantes importantes en Europe : Ambrosia
artemisiifolia (plante trés allergisante, d’origine nord-américaine, trés présente dans le couloir
rhodanien mais atteignant aujourd’hui la Lorraine), Helianthus tuberosus (le topinambour, le
long des riviéres), Senecio inaequidens, (le sénecon du Cap, d’origine sud-africaine et

omniprésent en Europe occidentale) (Suzanne A., 2002).

I.2.Présentation du genre Jurinea

Le genre Jurinea Cass (dédi¢ au naturaliste suisse André Jurine, de Geneve, 1780-
1804), tribu Cynareae, famille Asteraceae, compte environ 250 espéces de cette famille, ce
dernier est trés répandu aussi bien sur territoire européen qu’en sud ou est de 1’Asie, son
central et le bassin méditerranéen (Danin A. et Davis P.H., 1975). En Algérie, il existe une
seule espece dont le nom Jurinea humilis DC. (Quezel F. et Santa S., 1963).

Ce genre est caractérisé de la maniére suivante : L'involucre, plus long que large, est
formé de nombreuses bractées étroites, allongées, aigu€s, sans appendice a leur sommet.
Chaque anthére porte a la base deux étroits prolongements qui sont fendus chacun a leur
extrémité inférieure, Les fruits figurent ara peu un cone renversé ; ils sont a 4 angles bien

manques.

1.2.1 Description botanique de ’espéce Jurinea humilis DC.

Jurinea humilis ; Plante vivace a souche courte, ligneuse, acaule ou a tige trés courte,
feuilles verdatres en dessus, blanches-tomenteuses en dessous, pennatipartites a segments
étroits, roulés en dessous par les bords.

Le capitule assez gros, solitaire au centre de la rosette de feuilles, I’involucre
subglobuleux a folioles extérieures tomenteuses étroitement lancéolées, courbées en dehors au
sommet ou appliquées, les intérieures glabres, scarieuses, acuminées.

Les akenes fortement rugueux, papilleux au sommet, a aigrette blanchatre 4-5 fois plus longue

avec des fleurs purpurines (Quezel F. et Santa S., 1963).
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Figure 1.4 : Photo de la plante : Jurinea humilis DC.

(http://www.tela-botanica.org)

1.2.2 Répartition géographique de I’espéce Jurinea humilis DC.

Elle est présente beaucoup plus dans 1’ Algérie, I’Espagne, la France et le Maroc

Figure L.5 : Répartition géographique de 1’espéce Jurinea humilis DC.
(http://www.tela-botanica.org)
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1.2.3 Place dans la systématique
Régne : Plante

Embranchement : Spermatophytae
Classe : Dicotyledoneae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Jurinea

Espeéce : Jurinea humilis DC.

1.3.Travaux antérieurs
1.3.1 Sur la famille

Derniérement, un grand intérét était orienté vers les études chimio systématiques et
chimio taxonomiques basées sur les métabolites secondaires présents dans les plantes
supérieures; parmi ces études on compte plusieurs renfermant la famille des Astéracées.

En se basant sur les investigations phytochimiques ; différentes espéces appartenant a
cette famille, biosynthétisent une variété de substances naturelles (les stéroides, les
anthocyanes, les alcaloides, les flavonoides et les sesquiterpenes ...). Mais les sesquiterpenes
lactones (STLs), occupent la classe la plus étudiée parmi ces métabolites, et sont considérées
comme des marqueurs chimio taxonomiques dans la famille des composées suivie des
flavonoides (Ayad R., 2013).

Durant la recherche consacrée aux composés anti-tumoraux isolés des plantes, les
lactones sesquiterpéniques prennent une importance croissante notamment grace a leurs
activités sur différents types d’organismes et systemes. En effet, elles forment un des plus
large groupes des composés cytotoxiques et anti-tumoraux d’origine végétale, dont la majorité
a été isolé de la famille des « Astéracées ».

a titre d’exemple : le parthénolide (Structure 1), une molécule antileishmanienne ;
isolée de Tanacetum parthenium (L) Schultz-Bip, (ou grande camomille) appartenant a la
famille des astéracées, ce principe actif a été décrit comme un inhibiteur de la transcription du
facteur NF-Kb (facteur impliqué dans I’activation du processus inflammatoire) qui inactive
I’oxyde nitrique synthétase (iNOS). Il peut aussi inhiber la formation d’cedéme sur des rats et
des souris en inhibant la réponse inflammatoire et montre une propriété antidouleurs (Calixto

J.B.etal, 2001 ; Kwok B. H. et al., 2001).
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Structure 1

Dans lautre coté, on trouve I’artémisinine (Structure 2), un excellent anti malarique,
le principe actif a été isolé d’Artemisia annua (Armoise annuelle) appartenant a la méme
famille (Astéracées) par les scientifiques chinois en 1972, I’artémisinine, une sesquiterpene
lactone renfermant un motif d’un peroxyde endo dans leur structure (Heinrich M. et al.,

2004).

Structure 2

L’algérianine (Structure 3), récemment isolé du Centaurea africana, toujours de la
méme famille des astéracées, exerce une activité cytotoxique trés importante (Seghiri R. et

al., 2009).
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Structure 3

1.3.2 Sur le genre

Concernant le genre Jurinea les études phytochimiques et biologiques sont trés
limités, ces études révelent la présence des huiles essentielles, les lactones sesquiterpéniques,
les triterpénes pentacycliques, les acides phénoliques et les flavonoides (Hiilya O. et al.,
2011).

En dehors de la composition chimique des espéces de ce genre, Pas de recherches
pharmacologiques et biologiques sur les espéces Jurinea ont été précédemment effectuée, a
l'exception de l'activité antimicrobienne de Jurinea de Bornm. , ’activité anti oxydante, anti
bactérienne et anticholinesterase de Jurinea consanguinea DC. (Kirbag S. et al., 2009).

1.3.3 Sur P’espece
Selon nos conaissances et nos recherches bibliographiques, aucune publication sur la plante

Jurinea humilis DC.

Chapitre
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II. Les polyphenols
I1.1. Structure et Classification

Les polyphénols sont quantitativement les plus importants métabolites secondaires des
plantes. I1s possedent une grande variété de structures allant de composés contenant un simple
noyau phénolique (acide phénoliques) a des composés polymériques complexes comme les
tanins (polymeres de catéchine et épicatéchine présentant plusieurs dizaines d’unités).

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales.
Ils sont synthétisés par I’ensemble des végétaux et ils participent aux réactions de défense
face a différents stress biotiques (agents pathogénes, blessures, symbiose) ou abiotiques
(lumiere, rayonnements UV, faible température, carences). Les polyphénols contribuent a la
qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, astringence, ardme,
amertume) (Visioli F. et al., 2000).

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est directement li¢é au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre
fonction : éther, ester, hétéroside (Visioli F. et al., 2000).

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non flavonoides
dont les principaux composés sont : les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les
lignines et les coumarines (Hoffmann D., 2003). et les flavonoides, dont on caractérise
principalement : les flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines,

proanthocyanidines et flavanols (Pincemail J. ez al., 2007).

I1.1.1. Effets biologiques des polyphénols

Ils ont la capacité¢ de moduler I’activité d’un grand nombre d’enzymes et de certains
récepteurs cellulaires. En outre, in vitro, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour
leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et
anticancéreuses.

Plus de deux cents études ont été réalisées sur 'impact de la consommation de
végétaux sur la santé. La plupart ont mis en évidence une baisse du facteur de risque pour de
nombreuses affections (infarctus, cancers du poumon, du c6lon, de I’estomac, du rein...)

Les polyphénols présentant une activité antioxydante sont de plus en plus étudiés. En
effet, 'oxydation est un phénoméne largement répandu aussi bien dans le domaine
alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique (stress oxydant). L’ingestion de
polyphénols par I’intermédiaire des fruits et des Iégumes pourrait permettre a notre organisme

de renforcer ses moyens de défense contre les processus d’oxydation qui menacent
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quotidiennement nos cellules, méme si les mécanismes mis en jeu dépassent sans doute
largement la réduction directe des espéces oxygénées réactives par les polyphénols

(Muhammad K., 2010).

Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

T

Détoxifiant s POL?PHENOLS ——> Anti-inflammatoire

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure Il.1: Effets biologiques des polyphénols
(Martin S. et Andriantsitohaina R., 2002).

I1.2. Les flavonoides

Le terme flavonoide provenant du latin « flavus », signifiant « jaune », désigne une
trés large gamme de composes naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Les flavonoides sont a
I’origine des tintes brunes, rouge et bleus des fleurs et des fruits. Certaines plantes sont
réputées pour leur richesse en flavonoide : par exemple : le thé, le raisin, les origines, les

pommes, le cacao, la grenade, le cassis et les myrtilles ou encore le caf¢). (Seghiri R., 2009).

11.2.1.Définition

L’appellation « flavonoide » rassemble une trés large gamme de composés

polyphénoliques formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones ces composés
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représente le groupe de composé phénolique le plus répandus : plus de 9000 structures

naturelles ont été isolées et caractérisées (Harborne J. B. et Baxter H., 1999).

Figure I1.2 : Structure de base des flavonoides

Ces composés sont réputés pour leur caractére antioxydant, neutralisant les radicaux
libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de maladies. Ils sont donc a
I’origine d’effets physiologiques bénéfiques pour I’organisme humain et méritent I’intérét

croissant que la recherche leur porte (Raskin 1. et Ribnicky D., 2002).

I1.2.2.0rigine des flavonoides
11.2.2.1.Biosynthése

Les flavonoides sont synthétisés au niveau des chloroplastes a partir de cinnamoyl-
CoA (provenant du réticulum endoplasmique). Certaines molécules flavoniques quittent les
chloroplastes et s’accumulent dans les vacuoles (anthocyanes).

Selon le degré d’oxydation de I’hétérocycle formé en général par condensation avec OH
phénolique du noyau A et la chaine latérale de I’acide cinnamique, on distingue un grand
nombre de variétés de flavonoides (Merghem R., 2009).

Les composé de départ sont la molonyl-CoA et les dérivés —CoA de D’acide
cinnamique (cinnamoyl-CoA) : ces derniers se forment avec I’intervention de cinnamoyl-CoA
ligase. C’est I’acetyl-CoA carboxylase qui prépare le malonyl- CoA ou trois molécules de
cette derniere et la cinnamoyl-CoA produisent a I’aide de la chalcone synthase, la structure de

base en C-15, sous forme d’une chalcone soit la 4,2°,4°,6’ tetrahydroxychalcone (Richter G.,
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1933). Cette chalcone est I'intermédiaire caractéristique de la biosyntheése des divers
flavonoides. Elle est en équilibre avec les flavonoides.

La chalcone est métabolisée sous I’action de la chalcone isomérase en flavanone :
Naringénine. C’est sur cette derni¢re qu’agit ensuite la flavone synthase ou la (2S)-flavanone-
3-hydroxylase pour donner les flavones: apigenine, dihydroflavonol et (2R-3R)-
dihydrokaempherol respectivement. Les deux enzymes citées fonctionnent differement : la
premiére introduit la double liaison entre les carbones 2 et 3, tandis que la deuxiéme catalyse
I’hydroxylation du C3.

Le dihydroflavonol en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4-
réductase, se métabolise en flavonol, kaempferol ou en flavan-3,4-diol et leucoantholyanidol
respectivement (Ono E. et al., 2006).

Les aurones dérivent directement des chalcones;

L’oxydation des flavanones suivi de réarrangement, c’est-a-dire le déplacement d’un
groupement aryle de C-2 a C-3 en présence d’enzyme Isoflavone synthase conduit a la
formation d’isoflavone ; elle est considérée comme une réaction spécifique pour la biogenése
des isoflavonoides (Kochs G. et Grisebach H., 1986) ou le composé 2-hydroxy isoflavone
est considéré comme un intermédiaire (Stotz G. et al., 1984).

L’introduction d’une double liaison entre C-2 et C-3 dans les flavanones conduit a la
formation des flavones cette réaction est catalysée par deux types d’enzymes différentes:

La flavone synthase I et la flavone synthese I (FNSI et FNSII);

L’hydroxylation des flavanones en position 3 conduit aux dihydroflavonols, cette
réaction est catalysée par I’enzyme flavanone 3-hydroxylase;

Le dihydroflavonol est considéré comme un intermédiaire direct pour la synthése des
flavonols et des flavan-3,4-diols. Ce dernier est un intermédiaire biosynthétique dans la
formation des proanthocyanidines des anthocyanidines et catéchines (flavanols);

Les flavonols sont formés par I’introduction d’une double liaison entre C-2 et C-3
dans les dihydroflavonols en présence d’enzyme flavonol synthase.

Toutes les étapes de la biosynthése des flavonoides ne sont pas encore clairement
¢lucidées, mais elle constitue I'une des plus élaborées en rapport avec les métabolites

secondaires (Heller W. et Forkmann G., 1986 ; Macheix J. J., 2005).
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Figure I1.3 : Les voies métaboliques intervenant dans la biosynthése des flavonoides.

Tableau II.1 : Molécules impliquées dans la biosynthése des flavonoides

Enzymes Intermédiaires synthétisés
2.1 CHS (Chalcone synthase) Chalcone
2.2 CHI (Chalcone Isomérase) Flavanone
2.3 FS (Flavone Synthase) Flavone
2.4 F3H (Flavanone-3-Hydroxylase) Dihydroflavonol
2.5 FLS (Flavonol Synthase) Flavonol
2.6 Chaine enzymatique (FNR, ANS, GT) | Dérivés anthocyaniques
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A T’état naturel, les flavonoides se trouvent souvent sous forme de glycosides. Unc'ou
plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycolyses. La partie du flavonoide autre

que le sucre est dite : aglycone.

I1.2.2.2.Classification des flavonoides
Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possédent
le méme ¢élément structural de base. Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B reli¢ a I’hétérocycle C dans les
positions 2, 3 (Figure I1.4).
» Dans la position 2 : le flavonoide est appelé Flavane.
» Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyle la flavane est appelé
Flavanone.
» Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est
nomm¢ Flavone.
» Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné
par le nom de Flavonol.
» Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane (Bouakaz I.,

2006).
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Figure I1.4 : Représentation des principales classes et sous-groupes des flavonoides au niveau
de I’hétérocycle C.
4+ Flavone et flavonols
Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué¢ par deux hydroxyles phénoliques
en C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. D’autre part, le cycle B est
substitué en C4’ ou di-substitué en C3' et C4' par des groupements OH ou méthoxyles OCHj.
Les flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 (Morreel K. et al., 2006).
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+ Flavanones et hydroflavonols
Les flavanones et les dihydroflavonols sont caractérisés par 1’absence de la double
liaison C2 -C3 et par la présence de centres d’asymétrie. Les variations structurales sont ici de
méme nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols.

Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones par 1’hydroxylation de la position

C3 (Ono E. et al., 2006).
v P
OH

O
Flavanone Dihydroflavonol

/N

#+ Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du groupe
carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou hydroxylée
(flavan-3,4-diols).

Les anthocyanosides sont caractérisées par I’engagement de I’OH en C3 dans une liaison
héterosidique. On trouve parmi ces composés, le palargonidol-3,4-O-glucoside et le cyamidol-
3-O-rutinose ou keracyanine (Bruneton J., 1999).

Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont souvent a I’origine des polyméres flavoniques

appelés proanthocyanidols ou tannins condensés (Bruneton J., 1999).

flavan 3-ol
T o

anthocyamdinel

# Chalcones et aurones

Les chalcones sont différents des autres types de flavonoides cités au-dessus :
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Les chalcones ont leur noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux
unités aromatiques reliées par une chaine tricarbonée, cétonique et insaturée. Le noyau B est
assez fréquemment non substitué, alors que les substitutions sur le cycle A sont plus souvent
identiques a celles des autres flavonoides. Les aurones sont caractérisées par une structure de
2-benzylidéne coumarone (Bruneton J., 1999 ; Ono E. et al., 2006).

Néanmoins, selon d’autres auteurs que la classification des flavonoides inclue aussi le
groupe des anthocyanes. Ceci en raison de la grande similitude structurale de ces derniers
avec les flavonoides ; et plus précisément avec les anthocyanidols (Sarni-Manchado P. et

Cheynier V., 2006).

OH L .
| 6 SN i o
= CH—<'\ //
o /< N

0 4 \
Chalcone Squelette Auronc

I1.3. Activités biologiques des flavonoides

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées
dans le domaine médical ou on leur reconnait des activités biologiques et pharmaceutiques.

Ils sont notamment : antiallergiques, anti-inflammatoires, antihypertenseurs, anti-
influenzas, antifongiques, antivirales, antiulcéreux, antiradicalaires, et on leur reconnait
¢galement une activité anti-malaria.

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant
I’enzyme aldose réductase. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine posséde un effet

hypoglycémiant chez des animaux diabétiques (Seghiri R., 2009).

I1.4. Activité anti-oxydante

Dans les années 30 Les flavonoides ont été¢ découverts par Albert Szent-Gyorgyi,
lauréat prix Nobel, en tant que des composés avec l'activité anti-oxydante prononcée (Hodek
P. et al., 2002).

Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par : Le pi¢geage direct des

especes réactives de l'oxygéne (ERO), La suppression de la formation des ERO par
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I’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans-leur

production, La protection des systeémes de défense antioxydants de ’organisme (Boudiaf K.,

20006).

I1.4.1. Propriétés pro-oxydantes

Certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de l'atteinte oxydative de ' ADN,

des protéines et des glucides in vitro. Alors, le potentiel pro-oxydant de ces composés ne doit

pas €tre négligé dans le mécanisme d'action des flavonoides (Athamena S., 2009).

11.4.2. Relations structure — réactivité

La preuve des effets protecteurs des anti-oxydants est fondée sur diverses ¢tudes. Il a

¢té montré que les flavonoides agissent comme des fixateurs de plusieurs especes oxydantes

telque ’anion peroxyde (O,)), le radical hydroxyle ou les radicaux peroxydes.

Les données de la littérature montrent une mise en évidence de certaines relations

entre la structure chimique du flavonoide et I’activité antioxydante :

R/
A X4

X/
L X4

X/
L X4

>

o
*

X/
L X4

La présence du groupe hydroxyle 3-OH li¢ 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 (Cook N. C. et Samman
S., 1996). Cette activité atteint son maximum quand le noyau B est substitué par un
systéme orthodiphénolique.

La O-méthylation des substituants hydroxyles du squelette flavonique réduit I’activité
antioxydante des flavonoides (Yokozawa T. et al., 1998 ; Cao G. et al., 1997).

Les groupements hydroxyles en position 3, 5, 7, 3°, 4 participent dans I’inhibition de
la peroxydation lipidique (Shahidi F. et Wanasundara P. K., 1996).

La capacité antioxydante des flavonoides revient a leur aptitude a former des chélates
métal-ion, par I’ensemble (3-hydroxy, 4-0xo0) ou (5-hydroxy, 4-oxo) (Kitta K. et al,
1992).

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

et al., 1998).

Un type particulier de flavonoides, les isoflavones (2), suscite beaucoup l'intérét des

chercheurs :
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Figure IL.5 : Structure de base d’une flavone (1) et d’une isoflavone (2).

En effet, les activités biologiques diverses de la génistéine (4°, 5, 7- trihydroxyisoflavone)
ont fait ’objet de nombreuses études publi¢es durant les dix derniéres années.

La majorité de ces études ont porté sur les activités pharmacologiques de la génistéine
comme inhibiteur de thyrosine kinase, sur ses activités chimiopréventives contre le cancer et
les maladies cardiovasculaires et essentiellement sur son activité phytooestrogénique
(Gordon H. M., 1998).

Les recherches ont prouvés que 1'augmentation du nombre de groupements hydroxyles (-
OH) sur le noyau A ou B provoque une augmentation dans l'activité anticancéreuse, la double

liaison C2-C3 est nécessaire pour activer cette effet (Harborn J. B., 1998).
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I11.1. Définition de stress oxydant

Des molécules prooxydantes appelées radicaux libres ou espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) sont produites quotidiennement dans I’organisme. Ces derniéres sont
cependant controlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est
rompu en faveur des radicaux libres (figure II1.1). Toute fois, une production excessive de
ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer

la balance oxydant/antioxydant (Christophe P. et al., 2011 ; PapazianL., 2008).

Antioxydants

Pro-oxydants

Figure I11.1 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que 1’exposition aux radiations
ionisantes (exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution,
le contact avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise
de certains médicaments, la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de
surcharger les réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante

(Poirier J., 2004 ; Massy Z., 2006 ; Chatard J., 2003 ; Médart J., 2009).

I11.2.Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces ¢éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se
réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées
deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine.

Ils sont produits dans notre organisme sous 1’action de radiations ionisantes, de rayons
UV, ou au cours des réactions enzymatiques. Ce mécanisme peut mener a un désordre dans

les structures moléculaires, en oxydant les lipides membranaires, les protéines cellulaires, les
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acides nucléiques, provoquant ainsi la mort cellulaire avant d’étre neutralisés (Marfak ‘A.,

2003).

I11.3.Qu’est-ce qu’un antioxydant

Les antioxydants sont des molécules qui, lorsqu’elles sont présentes a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, retardent ou stoppent le processus
d’oxydation, et ainsi régulent I'équilibre redox cellulaire (Aruoma O. L., 1996).

Cette définition fonctionnelle s’applique & un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites
molécules hydro- ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence
d’antioxydants dans tous les compartiments de I’organisme, qu’ils soient intracellulaires,

membranaires ou extracellulaires (Cano N. et al., 2006).

I11.3.1. Antioxydants enzymatiques

Pour faire face a ces attaques, les organismes ont développé des systémes d’action
antioxydante qui visent :

= A ¢éliminer les espéces réactives de I’oxygene et les catalyseurs de leur formation.

* A induire la synthése des antioxydants.

= A augmenter lactivité des systémes de réparation et d’¢limination des molécules

endommagges.

I11.3.2. Antioxydants non enzymatiques (naturels)

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils
peuvent se comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes
sur les molécules prooxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition,
empéchant ainsi la réaction de Fenton. Ce type d’antioxydants regroupe un grand nombre de
substances hydrophiles ou lipophiles et ils sont en partie produits par I'organisme au cours de
processus biosynthétiques. Néanmoins le nombre d'antioxydants produits in vivo est trés
limité ; on peut citer parmi les plus actifs : le glutathion (Piquet M. A. et al, 2007), le
NADPH, les dipeptides (Boldyrev A., 1993), I'acide urique (Ames B. N. et al., 1993), 'acide
lipoique (Packer L. ef al., 2001) ou la bilirubine (Stocker R. et al., 1987).

Le taux de ce systeme de défense dans l'organisme est essentiecllement assuré par un
apport alimentaire. Parmi les antioxydants naturels de faible poids moléculaire, on peut citer

les plus connus et les plus importants ci-dessous :
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I11.3.2.1. Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C est nécessaire pour de nombreuses fonctions physiologiques de la
biologie humaine. La plupart des plantes et des animaux peuvent synthétiser l'acide
ascorbique sauf les singes et les humains en raison du manque de ’enzyme gulonolactone

oxydase (Naidu K. A., 2003).

HO

Figure IIL2 : Structure de ’acide ascorbique

Apres ingestion, elle passe rapidement dans le sang puis diffuse de fagon variable dans
tous les tissus. Un apport quotidien minimal d’origine alimentaire est donc nécessaire, celui-ci

provient essentiellement des fruits et Iégumes frais (Fain O., 2004).

I11.3.2.2. Tocophérols (dont la vitamine E)
Les tocophérols sont des composés liposoluble, ils regroupent quatre substance dont
l'alpha-tocophérol aussi appelé Vitamine E est l'antioxydant majeur, la plus active

biologiquement (Wang X. et al., 2006).

Figure I1L.3 : Structure de la vitamine E (I’alpha tocophérol).

L’o-tocophérol a ¢été largement étudiée comme complément alimentaire
potentiellement préventive dans les maladies cardiovasculaires. Il joue un role dans
l'atténuation du stress oxydatif, dans les symptomes des maladies neurodégénératives, et en

particulier dans la maladie d'Alzheimer qui a récemment regu un grand intérét. En
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conséquence, il entrave I'adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales, I'agrégation des

plaquettes et la formation consécutive des plaques d'athérome (Annhazi A. et al., 2007).

I11.3.2.3. Caroténoides

Les caroténoides, sont des pigments fabriqués par les végétaux. Les plus importants
sont le béta-caroténe, I’alpha-caroténe, la lutéine, la zéaxanthine et le lycopeéne. Ce sont eux
qui donnent aux fruits et légumes des couleurs orange, rouge et jaune. Leur fonction
essentielle est de protéger les plantes. La plupart des caroténoides ont une propriété

antioxydante (Causse C., 2005).
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Figure II1.4 : Structure des caroténoides.

Comme ils le font pour les plantes, ils ont des effets bénéfiques sur notre santé
(Rodriguez B., 2004). Ce sont d'excellents pi¢geurs d'especes radicalaires particulierement
vis-a-vis de la lipoperoxydation des phospholipides membranaires grace a leurs structures

(Packer E. et al., 1981).
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I11.3.3. Antioxydants de synthese

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent
dérivés des antioxydants naturels (Lee et al., 2009). Parmi les polyphénols de synthése, on
peut citer a titre d’exemple : la 3,3’, 5,5"-Tetra-t-butyl-biphenyl-4,4'-diol (BHT) qui a montrer

un effet protecteur des cellules neuronales (Duong H. et al., 2008).

BHA

C-(CH,),

Figure IILS : Structure de BHT.

Et le polyphénol dendrimére de synthése syringaldehyde qui a montré une activité
antioxydante puissante selon le test du DPPH qui a été respectivement deux fois et 10 fois

plus fort que la quercétine et trolox. Ce polyphénol de synthése a montré aussi un effet

protecteur des LDL humain contre les attaques des radicaux libres (Lee Y. et al., 2009).
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Figure I11.6 : Structure de dendrimére de synthése syringaldehyde.
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I11.4. Polyphénols naturels comme antioxydants
Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogéne. Leurs
structures leurs conférent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes hydroxyle
des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogénes ; ils peuvent réagir avec les
especes réactives de ’oxygene et les especes réactifs de 1'azote, enfin de réaction, le cycle de
génération de nouveaux radicaux est interrompu. Suite a l'interaction avec les espéces
réactives initiales, la forme radicalaire de l'antioxydant est produite, ayant une plus grande
stabilit¢ chimique que le radical initial. L'interaction des groupes hydroxyle de composés
phénoliques avec les électrons m du noyau benzénique donne aux molécules des propriétés
particulieres, le plus notamment la capacité a générer des radicaux libres, ou le radical est
stabilis¢é par la délocalisation. Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques est
¢galement attribué a leur capacité a chélater les métaux ioniques impliqués dans la production
de radicaux libres. Cependant, les composés phénoliques peuvent agir comme des
prooxydants (Laughton M. J. et al, 1989 ; Halliwel B., 2008).
= Les polyphénols peuvent agir selon divers mécanismes (Handique G. et Baruah B.,
2002 ; Rolo A. et al., 2009 ; Chebil L., 2006) :
= Inhibition enzymatique ;
= Chélation des ions métalliques;

= Piégeage des radicaux libres
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IV. Récolte du matériel végétal

La mati¢re végétale a été récoltée durant le mois de juin 2014 des environs de la ville
de Boussaada, nous avons pris en considération toutes les parties de la plante (aériennes, tiges
et racines).

L'opération de séchage est effectuée dans l'ombre, et loin de 'humidité, la masse de la

plante était de 275g.

IV.1. Aspect qualitatif : analyse phytochimique
IV.1. 1.Extraction des composés phénoliques
IV.1.2. Extraction solide-liquide

Aprés le broyage de la plante (275 g), la matiere végétale obtenu est mise a une
macération dans une solution (Eau : Méthanol) chaude jusqu’a ébullition (H,O:MeOH ; 30/
70), cette macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant, elle dure dans chaque
fois 24 heures.

Les solutions obtenues sont alors filtrées et évaporées sous vide a (35-50) °C a I’aide
d’un évaporateur rotatif, l'extrait hydroalcoolique obtenu est dilué¢ avec 300 ml d'eau distillée
(araison de 1 litre pourl kg de maticre seéche), la solution est laissée une nuit puis filtrée.
Cette filtration permettant d’éliminer les graisses, les résines, la chlorophylle dégradée et les

impuretés.

IV.1.3. Extraction liquide-liquide
Apres filtration, la solution devenue brune a subi des extractions successives de type
liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commengant par le
dichlorométhane, puis ’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.
e Le dichlorométhane : solvant préférentiel pour I’extraction des composés apolaires

tel que les terpenes et les acides gras.




Chapitre IV : Matériels et Méthodes

Figure IV.1 : phase dichlorométhane du Jurinea humilis

L’acétate d’éthyle : utilisé pour extraire les composés moyennement polaires tel que

les acides phénoliques, flavonoides aglycones et monoglucosides

Figure IV.2 : phase acétate d’ethyle du Jurinea humilis

Le n-butanol : cette extraction entraine le reste des composés polaires tel que les

flavonoides di-o-glycosides, tri-o-glycosides et les c-glycosides
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Ces affrontements se font dans des ampoules a décanter. La phase aqueuse et le sol
sont mélangés vigoureusement en dégageant a chaque fois les gaz formés. La premicre
décantation reste une nuit pour extraire le maximum des produits, les deux autres reposent a

chaque fois une heure.

Figure IV.3 : phase n-butanol du Jurinea humilis

Les phases récupérées, sont évaporées a sec a basse température pour les deux phases :
dichlorométhane et acétate d’éthyle (40 °C). La phase n-butanol est concentrée a 60 °C.
Les phases finales sont toutes reprises dans le méthanol, pour voir leurs profils

chromatographiques.

Figure 1V .4 : phases récupérées du Jurinea humilis

Le schéma suivant résume les différentes étapes de 1’extraction
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Figure IV.5 : Protocole d’extraction de la plante Jurinia humilis.
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IV.2. Aspect quantitatif
IV.2.1. Dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu

Le réactif de Folin Ciocalteu, mélange des acides phosphotungstique (H3PW;,040) et
phospho-molybdique (H3PMo0,,040), est réduit en présence de polyphénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la coloration est proportionnelle
a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Ribereau-Gayon P., 1968 ; Tanguy
J., 1971).

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotometre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin- Ciocalteu.

Briévement 300ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1500ul de
réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 4
minutes.

Apres I’incubation 1200 pl de la solution de carbonate de sodium Na,COs (7.5%) a été
ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans l'obscurité a
température ambiante. L'absorbance de tous les extraits a été mesurée par un
spectrophotomeétre a 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide gallique (0-200
pug/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg).

IV.2.2 Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides dans un extrait peut étre mis en évidence par le dosage
colorimétrique selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICL) cité par (Djeridane L., et
al., 2006 ; Boudiaf K. 2006).

Pour quantifier les flavonoides dans nos extraits ; 1 ml de chaque extrait et du standard
(dissous dans le méthanol) avec les dilutions convenables a été ajouté a un volume égal d’une
solution d’AlCl; (2% dans le méthanol).

Le mélange a été vigoureusement agité et l'absorbance a 430 nm a été lue apreés 10
minutes d’incubation.

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = a x + b) réalisé par un standard étalon "la quercétine" a différentes concentrations
(1.75-40 pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (pg EQ/mg).
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IV.3.Utilisation des techniques d’identification des composés phénoliques
IV.3.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Tout d’abord cette technique permet de fagon générale ’analyse des fractions en ayant
une idée de la polarité des différents composés en fonction de I’affinité avec les solvants de
migration, donc elle est employée pour la recherche du systéme de solvant avant
d'entreprendre une étape de séparation. Elle est également utilisée a chaque étape pour le suivi
et le contrdle des purifications, les chromatogrammes sur couche mince permettent de vérifier
la présence et I’état de pureté des produits suivis.

Pour une meilleure séparation sur couche mince, nous décrirons ici les étapes
importantes de sa réalisation:

= préparation de I’échantillon
= dépot de I’échantillon

= développement du chromatogramme, techniques de séparation

» Préparation de I’échantillon
La préparation de 1’échantillon est en général moins exigeante que dans le cas des autres

méthodes de chromatographie, généralement les échantillons sont dissous dans le méthanol.

» Dépot de I’échantillon

La technique de dépot de I’échantillon sur la plaque dépend du but de la séparation
chromatographique. La méthode la plus commode est I’application point par point avec une
pipette capillaire en verre. Pour obtenir de meilleurs résultats, particulierement dans un but
préparatif, il vaut mieux appliquer I’échantillon de fagon linéaire (bandes concentrées et

linéaires).

...concentré . . . ... et développé en une
seule opération . . .

Figure IV.6 : Dépot et développement de 1’échantillon




Chapitre IV : Matériels et Méthodes

»> Développement d’un chromatogramme — techniques de séparation

La méthode la plus courante est 1’¢lution ascendante effectuée dans une cuve de
développement (méthode standard, résolution linéaire). On réalise généralement un
développement simple. Mais un développement multiple avec changement éventuel de
solvant (technique du gradient), permet d’obtenir des séparations plus efficaces. Dans le cas
d’une séparation bi-dimensionnelle, on effectue le dépdt de 1’échantillon dans un coin de la
plaque. Aprés un premier développement chromatographique, on seéche la plaque et on la
tourne de 90°, elle est alors développée avec un autre ¢éluant. Cette technique de
chromatographie bi-dimensionnelle est surtout utilisée pour des mélanges complexes, car elle

permet d’utiliser les caractéristiques spécifiques de séparation de deux solvants.

plaque-support
71— avec couche
d'adsorbant

vapeurs de
solvants

papier filtre  —

éluant

Cuve de séparation et saturation: A) cuve a saturation
normale. Les fleches montrent I'évaporation du solvant de
la couche et les points symbolisent la densité de vapeurs
du solvant. B) cuve tapissée de papier filtre, saturée en
vapeurs de solvant

Figure IV.7 : Cuve de séparation

» Interprétation du chromatogramme

L’exploitation se fait en fonction du but de I’analyse. Pour une évaluation qualitative, la
visualisation et la localisation des substances séparées suffisent généralement. On opére
simplement par analogie avec des substances de référence chromatographiées en méme temps
que I’échantillon.

Pour I’évaluation qualitative, le parametre le plus utilisé est le facteur de rétention Rf ou

encore sa valeur multipliée par 100, notée hRy. La valeur de Ry est définie par la relation:

R¢=Distance parcourue par la substance/Distance parcourue par le front de solvant =b/a
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Chapitre

v

front de solvant

tache de la substance

W

ligne de base

Figure IV.8 : Calcul de R¢

Les valeurs de R¢sont donc comprises entre 0 et 1 et de préférence entre 0,1 et 0,8 (hR¢
entre 10 et 80). Pour obtenir des Ry reproductibles, il est nécessaire d’opérer dans des
conditions identiques: cuve saturée, composition identique de 1’¢luant, température constante,
etc.

Pour une visualisation non spécifique, de placer la plaque sous une lampe UV. De

nombreuses substances possédent une bande d’absorption dans I’'UV.

Figure IV.9 : Visualisation des plaques sous une lampe UV

L’identification des substances séparées se fait par comparaison avec le Ry du produit
de départ, qu’on élue souvent sur la méme plaque.

Concernant notre travail les analyses sur couche mince sont réalisées en phase normale
sur des plaques d’aluminium recouvertes d’un gel de silice Silicagel 60 F254 (Merck). Le

développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec [’¢luant
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approprié. Cette phase mobile est constituée d’'un mélange binaire ou tertiaire de solvants
selon le type de séparation souhaitée.
L’observation des CCM s’effectue sous UV (254 et 366 nm) et, dans certains cas,

révélation par les réactifs appropriés.

IV.3.2.Etude chimique des flavonoides

IV.3.2.1.Fluorescence sous lumiére UV : en effet, il existe une relation étroite entre la
fluorescence du composé, sa nature et son mode de substitution. Le tableau ci-dessous résume
la relation entre les couleurs des spots des flavonoides et leurs structures.

Tableau IV.1: Relation entre la fluorescence du spot et la structure des flavonoides

(lahouel ., 2005).

Couleur de spot des flavonoides Type de flavonoides

Noire Flavonols 5.6.7 tri-OH libre
Flavonols 5.7.8 tri-OH libres
Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué

Violet Flavones 5-OH et 4 --OH

Flavnes3-OR et 5-OH ,4’-OH

Flavones ou flavonols 5-OH avec 4’-OH ABSENT ou substutué
en 3

Flavones 6- ou 8-OH

Chalcone , isoflanones , dihydroflavonols ,flavonones
Bleu clair Flavones sans 5-OH libres

Flavonols sans 5-OH libres avec 3-OH substitué

Jaune terne, jaune orangé Flavonols 3-OH libre avec ou sans 5-OH substitué

Jaune vert brillant 5-OH libre ou sans 5-OH substitué

Jaune fluorescent Flavonols avec 3-OH libre

Jaune pale Dihydroflavonols
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IV.4. Activité biologique
IV.4.1.Activité antioxydante
IV.4.1.1. Mesure du pouvoir réducteur

+ Principe

Le pouvoir réducteur est déterminé par la méthode d’QOyaisu ez al., 1986). in
Amaroweiz R. et al., 2004). Ce test est basé sur la capacité de I’antioxydant présent dans
I’extrait a réduire le fer ferrique Fe ™ (FeCls) en fer ferreux Fe' (FeCl,) en présence d’un
agent chromogene le ferricyanure de potassium K3;Fe(CN) . L’intensité du complexe de
couleur bleu, avec un maximum d’absorbance a 700nm, est proportionnelle a la concentration
en antioxydant.

Pour cela, dans des tubes on introduit 1ml de chaque extrait dichlorométhane, acétate
d’ethyle et n-butanol (a différentes concentrations), on ajoute Iml du tampon phosphate
(0,2M, PH= 6,6), et Iml d’une solution du ferricyanure de potassium (1%). Apres agitation,
les tubes sont incubés a 50°C pendant 20min.

Aprées I’incubation, on ajoute a chaque tube 1ml d’une solution de TCA (10%) et 1,5
de I’eau distillée. Enfin on prend 1,5ml du surnageant de chaque tube et on ajoute 0,3 ml
d’une solution de FeCl; (0,1%). La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a 700
nm.

Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que I’extrait est remplacé par le solvant.

IV.4.1.2. Test au DPPH
L'activité du balayage des radicaux libres a ét¢ mesurée en employant le radical libre
stable DPPH (C;3H2NsOg) qui est I'un des essais principaux employés pour explorer
l'utilisation des extraits d'herbes comme antioxydants (Markowicz Bastos et al., 2007).
+ Principe
En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2°-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de
couleur violette se réduit en 2.2 diphényl 1 picryl hydrazine de couleur jaune.

(Maataoui et al., 2006).
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N AH A’ N
| |
N HN
0,N NO, " O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)

Figure IV.10 : Forme libre et réduite du DPPH
Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par l'antioxydant (AH) selon la réaction

suivante

DPPH. + AH —» DPPH-H + A. (Celiktas et al., 2007b)

+ Protocole utilisé pour le test DPPH

L’Activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par
(Takao, T., 1994):

Le DPPH est solubilis¢ dans le méthanol pour avoir une solution de 0,4 M. Dans des
tubes on introduit 50ul de I’extrait n-butanol (a différentes concentrations) et on ajoute 950 pl
de la solution méthanolique au DPPH. Apres agitation par un vortex, les tubes sont placés a
I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure
de I’absorbance a 517 nm.

Le contrdle négatif est composé de 950ul de la solution méthanolique au DPPH et de
50ul de méthanol. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard la quercétine.

+ L’expression des résultats

En présence d’un antioxydant la force d'absorption est diminuée et la décoloration
résultante est stoechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (Markowicz
Bastos et al., 2007).

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que I’activité anti-radicalaire ou I’inhibition

des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :
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% =[1 — (Abs Echantillon / Abs Control négatif)] X 100
Ou

% : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire ;

Abs Echantillon : Absorbance de 1'échantillon ;

Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;
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V.1. Rendement de I’extraction

Les trois phases organiques ainsi obtenus (dichlorométhane, acétate d’éthyle, n-
butanol) sont concentrées a sec sous pression réduite, pesées et les rendements sont donnés
dans le tableau suivant :

Tableau V.1 : Rendements des extraits

Matiére séche Extrait Masse Rendement
275¢g Dichlorométhane 1,46 0.53%
(DCM)
Acetate d’ethyle (Ac) 1,40 0.50%
n-butanol (But) 10,12 3.68%

V.2.Dosage des polyphenols

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C’est I'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures (Abdel-Hameed S., 2009).

L’acide gallique est le standard (Figure V.1) le plus souvent employé¢ dans la méthode

de Folin-Ciocalteu (Maisuthisakul P. et al., 2008).
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Figure V.1: Courbe d'étalonnage de 1'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).

Les teneurs en polyphénols montrent que I’extrait dichlorométhane contient la faible
quantité : 29,52+4,63 ng EAG/mg, et que les deux autres extraits présentent une quantité

assez proche : une teneur de 77,03+1,34ug EAG/mg pour I’extrait d’acétate d’ethyle et une
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teneur de 84,57+3,61 pg EAG/mg pour l'extrait n-butanol. Ces résultats sont largement
inferieurs a ceux trouvés par Naseer Ali Shah et al., 2014 pour I’espece Jurinea dolomiaea.

Tableau V1.2 : Teneur en polyphenols

Extrait Teneur en polyphenols ®
Dichlorométhane (DCM) 29,52+4,63
Acétate d’ethyle (AC) 77,03+1,34
n-butanol (But) 84,57+3,61

(a) pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.

La teneur de I’extrait dichlorométhane du Jurinea humilis est si proche a celle de
Oztiik et al., 2011 : 38,13+1,98 ug EAG/mg pour ’espéce Jurinea consanguinea.

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de
la plante. Ceci peut étre li¢é aux conditions climatiques dures (la température élevée,
exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites
secondaires tels que les polyphénols (Falleh H. et al., 2008).

En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques (génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la
maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh H. ef al, 2008 ; Podsedek A.
2007).

V.3.Dosage des flavonoides

La raison principale pour la quelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans
le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus
de 2000 publications annuelles contenant « flavonoides » comme mot clé¢ (Havsteen B.,
2002 ; Middleton Jr., 2000).

Selon la polarit¢ des solvants; I’acétate d’éthyle est utilisé pour I’extraction des
flavonoides aglycones ou flavonoides mono O- glycosides et partiellement di-O-glycosides,
tandis que le n-butanol est utilisé pour I’extraction des flavonoides di-O-glycosides et tri-
glycosides et C-glycosides. Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AlCl;
en utilisant comme standard la quercétine (Figure V.2), les teneurs en flavonoides sont

exprimées en pg EQ/mg d’extrait.
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Figure V.2 : Courbe d’étalonnage de quercetine (moyenne + SD de trois mesures).

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides (TableauVI1.3) révelent que I’extrait
Acétate d’¢éthyle est le plus riche en flavonoides 326,20+6,50 ug EQ/mg d’extrait, suivit par le
n-butanol 171,00+1,97 pg EQ/mg d’extrait, et derniérement 1’extrait dichlorométhane avec
une teneur de 11,00+=1,41 pg EQ/mg d’extrait.

Tableau V.3 : Teneur en flavonoides

Extrait Teneur en flavonoides
Dichlorométhane (DCM) 11,00+1,41
Acétate d’ethyle (AC) 326,20+6,50
n-butanol (But) 171,00+1,97

(b) ng d’équivalent de quercetine par milligramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.

La teneur des flavonoides de I’extrait dichlorométhane (11,00+£1,41 pg EQ/mg
d’extrait) est trés proche de celle trouvée par Oztiik ef al., 2011 pour Jurinea consanguinea
qui est 15,53+1,52 ng EQ/mg d’extrait.

Les teneurs rapportées par Naseer Ali Shah et al., 2014 pour ’espece Jurinea
dolomiaea sont trés élevées par rapport a nos résultats, Mais I’extrait Acetate d’ethyle du
genre Jurinea reste toujours le plus riche en flavonoides.

Nous pouvons dire que nos résultats viennent corroborer ceux de Oztiik et al., 2011.
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En tenant compte, de la sélectivité de chaque solvant utilisé pour le fractionnement'on
admet que Jurinea Humilis DC. est riche en flavonoides moyennement polaires (aglycones et
mono-glycosylés).

D’aprés nos résultats, les deux extraits Acétate d’ethyle et n-butanol du Jurinea
humilis DC. sont riches en flavonoides (Tableau V.3) et pauvres en polyphénols (Tableau
V.2), tandis que I’extrait dichlorométhane présente la faible quantité en teneur pour les deux

métabolites secondaires.

V.4.Activité antioxydante
V.4.1.Mesure du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du potentiel antioxydant d’une
substance (Wang H. ef al., 2008). Les résultats du pouvoir réducteur de nos extraits
présentent un profil comparable a celui des teneurs en substances actives.

La figure V.3 montre que les deux extraits acétate d’ethyle (AC) et n-butanol (But) de
notre plante exerce une bonne activité réductrice ; par rapport a I’extrait dichlorométhane

(DCM).Mais inférieures a celle du standart (1’acide ascorbique).
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Figure V.3 : Pouvoir réducteur des extraits et de I’acide ascorbique testés a différentes

concentrations.

La présence des composés réducteurs dans les extraits de notre plante induit la
, . + . . 2+ . , .
réduction du complexe Fe’* ferricyanure en ions ferreux (Fe®") qui réagissent comme
donneurs d’¢lectrons. L’absorbance reflétant la quantité des composés antioxydants présents

dans I’échantillon testé, cette mesure permet une évaluation semi-qualitative des composés
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participant a la réaction réductrice (Yang J. et al., 2008 ; Choi Y. et al., 2007 ; Lee Y et al,
2004 ; Ara et Nur, 2009 ; Ozsoy N. et al., 2008).

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est dose dépendante (concentration
dépendante). L’extrait n-butanol a une concentration de 500ug /ml, exerce la meilleure
activité réductrice avec une absorbance de 1,126, suivi de I’extrait acétate d’ethyle avec 0,570
et puis I’extrait dichlorométhane avec une absorbance de 0,121.

Des résultats similaires ont été rapportés par plusieurs auteurs dont les travaux
d’Odabasoglu et al..,2004) qui ont observé un coefficient de corrélation linéaire, entre la
teneur en composés phénoliques et le pouvoir réducteur de plusieurs plantes médicinales,
compris entre 0,85 et 0,96, autrement dit 85% a 96% de la capacité réductrice de ces plantes
est due au composés phénoliques.

L’acide ascorbique a une concentration de a 0,5 mg/ml présente une meilleure activité
réductrice avec une absorbance de 2,90.

La nature et la concentration des antioxydants contrdlent I’intensit¢ du pouvoir
réducteur. La position et le nombre d’hydroxylations interviennent dans cette propriété. Selon
Mc Donald S. ef al., 2001. La présence de composés O-diphénols (acide gallique, acide

caféique) augmente la capacité antioxydant en améliorant la stabilité¢ du radical phenoxyl.

V.4.2. Test de DPPH

L’activité antiradicalaire a été évaluée, in vitro, par le test de DPPH. Cette méthode
spectrophotométrique utilise le radical DPPH" (2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyle) de couleur
violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux libres, et se
réduit en 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazine. Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration
a517 nm.

Les figures ci-dessous montrent, respectivement [’activité anti-radicalaire (effet
scavenger) du standart (la quercetine) et 1’extrait n-butanol contre le radical DPPH a
différentes concentrations. Une relation proportionnelle est observée entre la concentration en
anti-oxydant (I’extrait et le standart) et le pourcentage d’inhibition du radical DPPH

(Kumaran A et al., 2006).
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Figure V.4: Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait n-butanol du Jurinea humilis

et du standard étudi¢ (la quercetine).

L’activité anti-radicalaire augmente avec la concentration de I’extrait n-butanol de
notre plante, dans la gamme allant de 0-0,625 mg/ml, avec un pourcentage d’inhibition
variant de 3,29% jusqu’a 95,5% a différentes concentrations.

L’extrait n-butanol de Jurinea humilis, présente sa plus forte activité anti-radicalaire
(95,5 %) a une concentration de 0,625mg/ml.

Malgré la faible quantité des flavonoides par rapport a I’extrait acétate d’ethyle
L’importance de I’activité antioxydante de I’extrait pourrait étre attribuée au produit

majoritaire présent dans ce dernier.

V.5.Caractérisation par CCM des différents extraits

Les différentes phases ont été testées par chromatographie sur couche mince de gel de
silice 60 F,s4 (Figure V.7 : A ; B) avec le mélange (Acetate d’ethyle ; MeOH ; Eau/30; 4 ; 3)
comme ¢luant, et de polyamide DC6 (Figure V.7 : C) avec le mélange (Toluéne ; MeOH ;
Eau/4 ;3 ; 3).

L’examen de ces plaques montre la cohérence entre les résultats de dosage et le profil
chromatographique des trois phases (Figure V.7) :

v Phase dichlorométhane : est apolaire, pauvre en méthabolites secondaires.ainsi et vu
la coloration des taches visualisées sous lumiére UV (noire a 254nm et mauve

fluorescent a 366nm), nous les avons identifiées comme des acides phénoliques.
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v" Phase acétate d’ethyle: le suivi de son profil effectué par chromathographie ‘sur
couche mince de polyamide, montre des taches noire caractéristiques des flavonoides.
La présence des polyphenols (acides phénoliques) a été remarquée (taches mauve
fluorescent).

v Phase n-butanol : est plus riche par rapport aux deux phases dichlorométhane et
acétate d’ethyle, soit en composés phénolique ou composés de type flavonoide. Ainsi
et vu la visualisation sous lumieére UV (a 366nm) des plaques de polyamides, ces deux

dernier extraits présente une similtude de composition en polyphenols (Acides

phénoliques).

A : visualisation sous lumiére UV a 254nm B : visualisation sous lumiére UV a 366nm

C : visualisation sous lumi¢re UV a 366nm (polyamide DC6)
Figure V.5 : Chromatogrammes obtenus des trois phases de la plante Jurinea humilis DC.

De gauche a droite : Phase dichlorométhane ; phase acetate d’ethyle ; phase n-butanol)
g
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Conclusion

Conclusion

Ce travail de mémoire a pour objectif d’étudier la composition chimique de la plante
Algérienne Jurinea humilis DC. Et d’évaluer in vitro Pactivité antioxydante de ses extraits
par deux méthodes : la mesure du pouvoir réducteur et le test DPPH.

Les résultats obtenus pour I’analyse quantitative de la composition phénolique des
différents extraits (dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol) en utilisant le test
colorimétrique de Folin Ciocalteu, confirment que cette espece est pauvre en polyphénols.

Les teneurs en polyphénols montrent que I’extrait dichlorométhane contient la faible
quantité : 29,52+4,63 ng EAG/mg, et que les deux autres extraits présentent une quantité
assez proche : une teneur de 77,03+1,34ug EAG/mg pour ’extrait d’acétate d’ethyle et une
teneur de 84,57+3,61 ug EAG/mg pour I’extrait n-butanol.

D’autre part, la teneur en flavonoides mesurée par la méthode colorimétrique d’AICI3
révele que I'extrait Acétate d’éthyle est le plus riche en flavonoides 326,20+6,50 pg EQ/mg
d’extrait, suivit du n-butanol 171,00+1,97 pg EQ/mg d’extrait, et dernicrement 1’extrait
dichlorométhane avec une teneur de 11,00+1,41 pg EQ/mg d’extrait.

L’étude phytochimique par CCM de ces extraits, mis en évidence la cohérence entre

I’investigation phytochimique et les résultats des activités biologiques.




Résumé

Ce travail est une contribution a I’é¢tude phytochimique et biologique d’une plante
algérienne appartenant a la famille des asteraceae, dans la partie phytochimique nous nous
sommes intéressés a ’extraction, la caractérisation et la quantification des composés
phénoliques de ’espece étudice.

Trois extraits (dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol) ont été ciblés pour une
¢tude de la teneur en polyphénols totaux, de la teneur en flavonoides totaux et de I’activité
antioxydante, Les méthodes utilisées sont :

% Le test de Folin-Ciocalteu pour quantifier les polyphénols totaux
% La méthode colorimétrique d’AlCl; pour quantifier les flavonoides totaux
% La méthode de mesure du pouvoir réducteur de fer et le test DPPH pour la mesure
de l’activité antioxydante
Les résultats obtenus ont été trés significatifs. La corrélation entre I’activité antioxydante
et la teneur en composés phénoliques (polyphenols et flavonoides totaux) a été également
claire. Les résultats montrent que I’extrait n-butanol présente une propriété antioxydante trés

¢levée par rapport aux extraits acétate d’éthyle et dichlorométhane.

Mots clés : Asteraceae ; polyphenols totaux ; flavonoides totaux ; test DPPH ; pouvoir

réducteur



Summary

This work is a contribution to the phytochemical and biological study of an Algerian
plant belonging to the family Asteraceae, in the phytochemical part we are interested in the
extraction, characterization and quantification of the phenolic compounds of the species
studied.

Three extracts (dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol) were targeted for study
of total polyphenol content, the content of total flavonoids and antioxidant activity, the
methods used are:

% The Folin-Ciocalteu assay to quantify the total phenolics;
% The colorimetric method of AICl; to quantify the total flavonoids;
% The measurement method of reducing power of iron and the DPPH test for measuring
the antioxidant activity;
The results have been very significant. The correlation between the antioxidant activity
and phenolic content (polyphenols and total flavonoids) was also clear. The results show that
the n-butanol extract has an antioxidant property very high compared to the extracts of ethyl

acetate and dichloromethane.

Key words: Asteraceae; total phenolics; total flavonoids; DPPH test; reducing power
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