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Resumé

Peganum harmala (le harmal) est une plante de la famille des Zygophyllacées, assez
riche en constituants chimiques tels que les Acides aminés, les Flavonoides, les pigments et
les alcaloides

Pimpinella anisum (I’anis vert) est une plante de la famille Apiacees, contient de
sesquiterpenes, acides phénoliques, furocoumarines, huile essentielle a base d'anéthol ..., d’ou
I’intérét porté a ces deux especes, pour démontrer leur richesse en polyphénol grace a une
¢tude phytochimique basée sur I’extraction des composés phénoliques et une identification
des flavonoides et acide phénoliques par la technique de chromatographie liquide a haute
performance, suivi d’un test de DPPH pour étudier I’activité antioxydante qui a démontré un

pouvoir antioxydant important chez les deux espéces

L’analyse par HPLC a révélé que les graines de 1’anis vert (Pimpinella anisum)
pourraient contenir les flavonoides suivants: 1’esculitine, la  rutine, la quercétine et

I’apigénine, et des acides phénoliques suivants : I’acide salicylique et la coumarine

L’analyse par HPLC a révélé que la partie aérienne de harmal (Peganum harmala)
pourrait contenir les flavonoides suivants : la rutine, et des acides phénoliques suivants :

I’acide ascorbique, 1’acide vanillique et I’epicatéchine.

L’analyse par HPLC a révélé que les graines de harmal (Peganum harmala) pourraient
contenir les flavonoides suivants: la quercitine, la rhamnitine et des acides phénoliques

suivants : I’acide salicylique et le kaempférol

Mots clés: Pimpinella anisum L., Peganum harmala L., Composés Phénoliques,
Flavonoides, HPLC, Activité Antioxydante



Abstract

Peganum harmala (harmel) is a plant of the Zygophyllaceae family, very rich in
chemical constituents such as amino acids, flavonoids, pigments and alkaloids.
Pimpinella anisum (anise) is a plant of the Apiaceae family, contains sesquiterpenes,

phenolic acids, furocoumarines, anéthol...

The main reason of our interest in these two species, to demonstrate that they are very
rich in polyphenol using a phytochemical study based on the extraction of phenolic
compounds and identification of flavonoids and phenolic acids by a high performance liquid
chromatography, followed by DPPH test to study the antioxidant activity which showed an

important antioxidant power for both Peganum harmala and Pimpinella anisum.

HPLC analysis revealed that the seeds of anise (Pimpinella anisum) could contain the
following flavonoids: esculitine, rutin, quercetin and apigenin, and the following phenolic

acids: salicylic acid and coumarin.

For aerial part of harmel (Peganum harmala) HPLC analysis revealed that it could
contain the following flavonoids: rutin and the following phenolic acids: ascorbic and vanillic

acids and epicatechin.

HPLC analysis revealed that the seeds of harmel (Peganum harmala) could contain
the following flavonoids: quercitin and rhamnitin, and the following phenolic acids: salicylic

acid and kaempferol.

Keywords: Pimpinella anisum L., Peganum harmala L., Phenolic compound, flavonoids,
HPLC, Antioxidant Activity.
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Introduction

L’histoire de la phytothérapie remonte aux origines de I’humanité. Depuis longtemps,
les hommes récoltent les plantes, non seulement pour se nourrir, mais aussi pour soulager
leurs maux.

Aujourd’hui, et lorsqu’on commence a prendre conscience de nos corps, on rejette
certains médicaments modernes a causes de leurs effets secondaires puissants, et on les
remplace par la médecine traditionnelle, qui est répondu partout dans le monde, non

seulement chez les populations en développement, mais aussi des pays tres développes.

L’objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de nos plantes Pimpinella
anisum et Peganum harmala en flavonoides grace a une étude phytochimique basée
principalement sur 1’extraction des composés phénoliques et une identification des
flavonoides et acide phénoliques contenus dans ces deux plantes par la technique de

chromatographie liquide a haute performance.

Le premier chapitre est consacreé a la synthése bibliographique, cette synthése rappelle
les définitions de la phytothérapie et plantes médicinales étudiées et leur utilisation ainsi que

la technique utilisée dans cette eétude

Le deuxiéme chapitre parle du matériel utilisé et des méthode pratiquées et explique la
partie expérimentale par une présentation de I’extraction et de la chromatographie réalisées
afin de pouvoir déterminer les polyphénols qui pourraient exister chez les especes Pimpinella
anisum et Peganum harmala, ainsi qu’un test de DPPH de I’activité antioxydant.

Le troisieme chapitre présente les résultats obtenus qui seront suivis d’une discussion et d’une

conclusion générale.







Synthése bibliographique

Sous-Chapitre I: la phytothérapie et plantes étudiées

I. La phytothérapie

1. Définition de la phytothérapie

La phytothérapie du mot grec « phyto » : plantes ; « thérapie » : traitement qui signifie
traitement par les plantes. Elle repose sur 'utilisation des plantes médicinales.

En générale la plupart des médicaments sont issus des plantes par 1’extraction de la partie
utilisée (racine, feuille, écorce, fruit...) et contenant le ou les principes actifs.

L’extrait est ensuite purifie par plusieurs techniques et protocoles pour obtenir un principe
actif isolé. (Sabin, 2012).

La phytothérapie utilise sur les plantes par leur constituant chimiques y compris les
oligoéléments, vitamines (par exemple : la prele qui est tres riche en silice, le chou qui est tres
riche en soufre et en vitamines C). (Moattir et al., 1983).

La phytothérapie requiert une connaissance parfaite des composants chimiques contenus dans
un organe végétale et une bonne connaissance des modes d’emploi par exemple : I’infusion
décoction...

Selon quelques savants la phytothérapie est considérée comme une médecine douce, parce

qu’elle a une toxicité trés réduite. (Anonymel).

2. Différents types de phytothérapie

De nos jours, dans les pays occidentaux, il existe plusieurs spécialités, éventuellement

combinées entre elles, qui utilisent les plantes a des fins médicales.

> L'aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou

huiles essentielles, substances aromatiques sécrétées par de nombreuses familles de
plantes telles que, les astéracées, les lamiacées ou les opiacées, et extraites par
distillation. Ces huiles sont des produits complexes a utiliser avec précaution et en

respectant les doses prescrites, car ils ne sont pas totalement sans danger.
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La gemmothérapie : est fondé sur l'utilisation d'extraits alcooliques et glycérinés de

tissus jeunes de végétaux tels que les bourgeons et les radicelles appartenant a environ
60 plantes différentes. Les préparations sont présentées diluées au dixiéme. Chaque

extrait est réputé d’avoir une affinité pour un organe ou une fonction.

L'herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la

plus ancienne. Apres étre tombée en désuétude, elle est de nos jours reprise en
considération. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la
plante entiere, soit une partie de celle-ci (écorce, fleur, fruit, racine). La préparation
repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion,
macération. Ces préparations sont bues ou inhalées, appliquées sur la peau ou
ajoutées a l'eau d'un bain. Elles existent aussi sous forme plus moderne de gélules de
poudre de plantes seches, que le sujet avale. Cette présentation a l'avantage de
préserver les principes actifs, qui sont fragiles. Pour que le traitement soit efficace en

profondeur, les prises doivent s'étaler sur une période allant de 3 semaines a 3 mois.

L'homéopathie : a recours aux plantes d'une facon prépondérante, mais non

exclusive : les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine
animale et minérale. Les plantes sont utilisées fraiches en macération alcoolique. Ces
alcoolats sont appelés teintures meres: c'est a partir de ces alcoolats que sont
préparées les dilutions qui servent a imprégner les grains de saccharose et de lactose

que sont les granules et les globules.

La phytothérapie chinoise : fait partie d'un ensemble appelé « médecine

traditionnelle chinoise » qui inclut I'acupuncture et la diététique chinoise. Cette
phytothérapie vise a modifier les quantités de différentes énergies ou le circuit de ces

énergies dans l'organisme.

La phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origine végétale obtenus

par extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces
extraits sont doses en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide.
Ils sont présentés comme toute autre spécialité pharmaceutique sous forme de sirop,

de gouttes, de suppositoires, de gélules, de lyophylisats, de nébulisats (extraits de
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Plantes desséchées par la chaleur), etc. Les concentrations sont assez élevées et la non-
toxicité de ces médicaments est parfois relative. (Strang, 2006).

3. Utilisation de la phytothérapie

La phytothérapie se donne un champ d'action sur de nombreux troubles, a titre préventif et
curatif. Elle traite la cause du mal et non pas seulement ses symptémes. Son emploi s'appuie
sur les connaissances traditionnelles, sur l'analyse des principes actifs des plantes et la
compréhension de leur mode d'action, ainsi que sur les résultats constatés par les malades.
Cependant, la phytothérapie n'a pas les mémes bases scientifiques que la médecine moderne
officielle, et il est impossible de la recommander pour des affections graves ni quand il existe

un traitement moderne plus efficace. (Iserin et al., 2001)

4. Les plantes médicinales

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela signifie
qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre employée dans le but de se
soigner. Leur efficacité reléve de leurs composeés, trés nombreux et trés variés en fonction des

especes, qui sont autant de principes actifs différents.

En France, Il existe une définition officielle des plantes médicinales : celles inscrites a la
Pharmacopée. Selon le Code de la santé publique, la pharmacopée est la nomenclature des
drogues, des médicaments simples et composés, des articles officinaux... Il existe une
pharmacopée dans chaque pays et aussi au niveau européen. Les plantes médicinales inscrites
a la pharmacopée sont considérées comme des médicaments. Leur vente est exclusivement
réservée aux pharmaciens et aux herboristes, et qui correspondent souvent aux plantes
aromatiques utilisées dans les préparations culinaires.

La phytothérapie est le traitement (médecine parallele ou traditionnelle) par les plantes, c'est-
a-dire par la consommation ou l'utilisation en voie externe, de produits préparés a partir de
plantes, sans passer par une étape de sélection des molécules ; on ne consomme donc pas que
le principe actif, mais tout ce que contient la plante. Remarque : a ne pas confondre avec la
phytopharmacie qui désigne I'ensemble des substances utilisées pour traiter les plantes :

pesticides, fongicides, herbicides, insecticides... (Axel et al., 2000)



http://www.futura-sciences.com/magazines/nature/infos/dico/d/zoologie-espece-2261/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/medecine-principe-actif-15081/
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5. Les méthodes de préparation des plantes médicinales

Pour préparer des tisanes, il faut avoir une connaissance des propriétés des plants est son
utilisations médicale (phytothérapie de la plantes, les molécules actives, les maladies)
(Thurzova, 1978).

» Decoction :
Méthode de préparation de tisane consistant a faire bouillir la plante dans I'eau pendant 5 & 15
minutes, puis a filtrer le liquide obtenu (le décocté).
Cette technique est adaptée aux parties dures et compactes (bois, écorces, tiges, racines) qui
ne délivrent leurs principes actifs que sous I'action prolongée de la chaleur.
Les décoctions sont bues ou quelque fois utilisées en usage local (gargarismes, collyres).
(Algo vision, 1997).

» Infusion :
Méthode de préparation de tisane consistant a verser de I'eau bouillante sur les plantes ; aprés
5 a 10 minutes dans un récipient couvert, I'ensemble est filtré pour donner I'infusée.
L'infusion est adaptée aux parties des plantes délicates : feuilles, fleurs, sommités fleuries. Les
infusions sont bues ou quelque fois utilisées en usage local (gargarismes, collyres) ou en
usage externe (bains, lotions). (Algo vision, 1997).

» Macération :
Solution obtenue en traitement pendant un temps plus ou moins long, une plante par I'eau
froide, du vin, de l'alcool, pour en obtenir les principes solubles (selon les cas, de quelques
heures a plusieurs jours par fois plusieurs semaines). (Valnet, 1983).

» Broyage :
Les préparations galéniques sont souvent administrées sous formes de poudre (utiliser

lorsqu’on est en voyage).
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11. Les plantes médicinales étudiées

1. Peganum harmala

1.1. Description botanique

Peganum harmala est une plante de la famille des Zygophyllacées, appelé en arabe (o_=t)

Le Harmal est une plante vivace, glabre, buissonnante de 30 & 90 cm de hauteur a rhizome
épais, a odeur forte, désagréable qui rappelle celle de la rue. Les tiges dressées, tres rameuses
disparaissent I'hiver; elles portent des feuilles alternes, découpées en lanieres étroites. Les
fleurs solitaires, assez grandes (25 a 30 mm), d'un blanc-jaunatre veinées de vert sont
formées de: cinqg sépales verts, linéaires, persistants qui dépassent la corolle, cing pétales
elliptiques, dix a quinze étamines a filet trés élargi dans leur partie inférieure, l'ovaire,
globuleux, repose sur un disque charnu et aboutit a un fruit qui est une capsule sphérique,
a trois loges, de 6 a 8 mm déprimée au sommet, entourée de sépales persistants et s'ouvrant
par 3 ou 4 valves pour libérer les graines.

Les graines: nombreuses, petites, anguleuses, subtriangulaires, de couleur marron foncé, dont
le tégument externe est réticulé, ont une saveur amere; on les récolte en été (Chopra et al,
1960; Quezel& Santa, 1963; Ozenda, 1977).

Figure 1: Arbuste de Peganum harmala L. (Anonyme2)
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Peganum harmala L.

f
>
>

Grains

Figure 2. Différents parties de ’espéce Peganum harmala L. (Anonyme3).

1.2. Répartition géographigque

Espéce cosmopolite trés commune sur les sols sableux et un peu nitrés, elle pousse en
Europe australe et austro-orientale, Asie mineure, Tibet, Iran, Turkestan, Syrie, Arabie,
Egypte eten Afrique du Nord. (Yousefi et al, 2009).

En Algérie, P. harmala L. est commune aux hauts plateaux, au Sahara septentrional et
méridional, et aux montagnes du Sahara central. Il est réputé pour les terrains sableux, dans
les lits d'oued et a l'intérieur des agglomérations (Maire, 1933; Chopra et al. 1960 et Ozenda,
1991).

En Afrique, particuliérement répandue dans les zones arides mediterranéennes (Maroc

oriental, Sahara septentrional et hauts plateaux Algeériens, Tunisie, steppes de la Lybie, déserts
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D’Egypte).

En Europe , trées commune dans les zones seches (Espagne, steppes de la Russie méridionale,
Hongrie); Asie: répandue dans les steppes de I'lran, du Pakistan, du Turkestan jusqu'au Tibet
et en Sibérie (Chopra et al, 1960; Paris &Dilleman, 1960; Quezel& Santa, 1963; Ozenda,
1977; Bezanger-Beauquesne et al, 1980)

1.3. Classification botanique

Selon Moghadam et al., (2010), la classification ce cette espece est comme suit :

Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Eudicots

Sous classe Malvides

Ordre Sapindales

Famille zygophyllacées
Genre Peganum

Espece Peganum harmala L.

1. 4. Les principes actifs majeurs

Les constituants chimiques de la plante sont les suivants :

» Acides aminés : phenylalanine, valine, proline, thréonine, histidine, acides glutamique et
carbo-hydrates.

» Flavonoides : coumarines, bases volatiles, tanins, stérols.

> Pigment : le tégument externe de la graine renferme un pigment rouge dit « Turkey Red »
et un composé fluorescent.

» Des alcaloides qui ont un noyau indole: harmane, harmine, harmaline, harmalol (harmol)
qui représentent les principales toxines. Le taux d'alcaloides est beaucoup plus élevé dans
la graine que la racine, la tige, et la feuille, cette teneur s'éléve en été durant la maturité du
fruit. (Kartal et al., 2003)
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> Les alcaloides de Peganum harmala L.

L’espéce Peganum harmala est trés riche en alcaloides indoliques (dérivés de 1’acide aminé
Tryptophane) de type B-carboliniques (Figure 3). Les plus importants sont I’Harmaline,
I’Harmane, I’Harmine et le Tetrahydroxyharmine (THH) (Kartal et al., 2003).

CoH COM
HO NH,
@& S 5
x N
Tryptophane H "
5-Hydroxy-Tryptophane Sérotonine
N\ /
B-carboline
Tryptamine

. H,C-0 H

Harmaline \ HC-0

— Tetrahydroharmine

= N
\ /" 4
H,C-0
Harmane

Figure3 : Synthése des B-carbolines de Peganum harmala L. et de la sérotonine a partir

du Tryptophane. (Aniszewski, 2007).

Les graines de Peganum harmala contiennent également une autre classe d’alcaloides, les
quinazolines, dont le précurseur est 1’acide anthranilique et qui sont représentés par la
Péganine, le Vasicinone (Figured), et la Desoxypéganine (Khashimov et al., 1969 ;
Zharekeev et al., 1974).
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CO,H
& oo .
NH, N N” -
Acide anthranilique Noyau quinazoline Péganine (visicine)
O
N
N=
OH

Vasicinone

Figure4 : Structure générale des quinazolines de Peganum harmala L. (AniszewskKi,
2007).

1.5. Usage traditionnel et courant

Le Harmal est emménagogues, abortives, hypnotiques, antalgiques, antiseptiques,
hypnotique, antipyrétique, antalgique, antitussif, antiseptique et cicatrisant posséde une action
contre: coliques, troubles digestifs, stérilité féminine, dermatoses et brilures, conjonctivites
a) Usage externe : La plante fraiche est employée en cataplasme, soit aprés extraction du
suc pour la composition d'un liniment a base de graisse de mouton, plante séche ou graines
sous forme de fumigations.

L'huile de graines est obtenue par décoction de graines dans I'huile d'olive. Les préparations
en usage externe sont préconisées surtout pour le traitement de rhumatisme. (Aouadhi, 2010)

b) Usage interne : pour I’hypertension et le diabéte : Une cuillére a café de graines,
soit environ 2.5 g, avalés telles quelles avec un verre d'eau ou mélangées au miel ou pilées
avec de I'huile d'olive, est recommandé en cas d'anurie, de dysurie, d'hypertension ou de
diabéte.

La plante fraiche hachée et bouillie dans I'huile et les feuilles séches en décoction sont
signalées pour leurs propriétés antipyrétiques et sont efficaces pour traiter le rhume et la carie
dentaire. La plante séche pulvérisée et tamisée est utilisée contre la conjonctivite purulente, la

blépharite et dans le traitement de I'eczéma. (Aouadhi, 2010)
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1.6. La toxicité

Les doses élevées peuvent provoquer la paralysie. Les graines de harmal renferment en
moyenne de 3 a 4% d'alcaloides avec une brusque élévation de ce taux a la phase de
marissement du fruit. Ces alcaloides sont au nombre de quatre : Harmane, Harmine,
Harmaline et Harmalol ou Harmol. Leur structure chimique, parfaitement connue, associe un
noyau indole & un noyau pyridine. Elle conditionnerait I'effet stimulant du systéme nerveux
central des quatre alcaloides. La spécificité de I'action d'un alcaloide par rapport a l'autre
serait, par contre, en rapport avec la variation des radicaux et du nombre de doubles liaisons
portées par le cycle commun. C'est cette variation qui expliquerait les nuances constatées au
niveau des mécanismes d'action : Les Harmane, Harmine et Harmaline exerceraient :

- soit un blocage direct des récepteurs cérébraux GABAergiques (Acide Gamma Amino
Butyrique) et donc de leur médiation inhibitrice, produisant un effet stimulant qui serait
responsable de I'élévation du tonus musculaire et au maximum de convulsions,

- soit une facilitation de l'accés aux récepteurs GABAergiques d'une substance endogene qui
serait du thromboxane A2, dérivée des prostaglandines, et qui pourrait jouer un réle important
dans la régulation des mouvements calciques neuronaux et donc de I'excitabilité neuronale,
Quoiqu'il en soit ces alcaloides prédisposeraient aux modifications des conductances
membranaires sodiques et/ou calciques.

La Harmine et la Harmaline exerceraient une action anti-cholinergique centrale pouvant
expliquer la crise d'agitation et les manifestations digestives observées.

La Harmane et Harmaline exerceraient une action inhibitrice du systeme Dopaminergique

central induisant une sédation et des perturbations du sommeil paradoxal. (Aouadhi, 2010)
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2. Pimpinella anisum

2.1 Description botanique

Pimpinella anisum est une plante de la famille Apiacées, appelé en arabe 35>~ 4 et en
francais L'anis vert ¢’est une plante herbacée, annuelle ou bisannuelle. Elle mesure entre 50 et
80 cm de hauteur, a tiges dressées creuses. Les feuilles sont vertes, alternes, longuement
pétiolées et composées de trois folioles. Les fleurs sont petites et blanches, groupées en
ombelles. Les fruits sont des graines trés parfumées, de couleur gris verdatre. (Chehma,

2006).

(@) (b)
Figure 5 : Photo de Pimpinella anisum (a): (Anonyme 5) et (b): (Imami et Touirat, 2016)

2.2. Répartition géographique

L’anis vert (Pimpinella anisum L.) est une plante originaire du Moyen-Orient et elle est
connue depuis I’Egypte ancienne (Arslan, 2004). Elle pousse dans la Turquie, 1’Iran, I’Inde,

I’Egypte et d’autres nombreuses régions chaudes du monde. (Gulgin, 2003).
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2.3. La classification

La classification de la plante de Pimpinella anisum (Boukri, 2014).

Régne Plantes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille Apiaceae

Genre Pimpinella
Espece Pimpinella anisum

2.4. Les principes actifs majeurs

Le rendement de I'anis peut sensiblement varier selon les conditions écologiques telles que la
température, les précipitations et la fertilité des sols. Des études antérieures ont montré quels
effets de l'espacement de ligne, l'approvisionnement en eau, la fertilisation, I'époque des
semis, la densité de semis sur le rendement des graines d'anis et de leurs qualités. (Ullah et al
,2014).

Les graines de Pimpinella anisum contient :

Sesquiterpénes, acides phénoliques, furocoumarines, huile essentielle a base d'anéthol, sucres,

amidon, flavonoides, résine, acide malique. (Cengiz ,2008).

2.5. Usage traditionnel et courant

En tisane, laisser infuser 3 g de graines séchées dans 150 ml d'eau chaude. Boire 1 tasse, trois
fois par jour. En cas de troubles digestifs, boire 1 tasse, trente minutes avant les repas.

Graines séchées : prendre une cuillére de graines apres le repas, pour favoriser la digestion et
diminuer les troubles digestifs.

Huile essentielle en inhalation, diluer quelques gouttes d'huile essentielle dans un bol d'eau
bouillante et en inhaler les vapeurs, en traitement du rhume et des bronchites. (Hallard, 1988)



https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_de_Cronquist
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pimpinella
http://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2004/sem01/mag0109/sa_7342_digestion_problemes_traitements.htm
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apiales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apiaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pimpinella
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2.6 .Précautions d'emploi de |'anis vert

Certaines personnes peuvent étre allergiques a I'anis vert ou a I'anéthol.

L'anis vert est contre-indiqué aux femmes enceintes et aux personnes asthmatiques. L'anéthol
peut passer dans le lait, c'est pourquoi les femmes qui allaitent devront demander conseil a
leur médecin. L'anis vert est également déconseillé chez les enfants de moins de douze ans.
L'anis vert peut entrainer des réactions allergiques, cutanées ou respiratoires. Un surdosage
d'huile essentielle peut causer des nausées, des vomissements, des convulsions, voire un

oedeme du poumon. (Aouadhi ,2010).



http://www.doctissimo.fr/html/sante/encyclopedie/oedeme-pulmonaire.htm
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Sous-Chapitre I1: Les composés phénoliques

1. Généralités

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent étre définis
comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes (d’ou la dénomination de
métabolites secondaires). Par opposition aux metabolites primaires qui alimentent les grandes
voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans I'interaction de la plante avec son

environnement.

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composes phénoliques

naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules.

Les plus hautement polymérisées (tanins condensés). Avec plus de 8000 structures
phénoliques identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000).

Les composés phénoliques peuvent constituer des signaux de reconnaissance entre les plantes,
ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes
pathogenes. lls participent de maniere trés efficace a la tolérance des végétaux a des stress
variés, donc ces composeés jouent un role essentiel dans I'équilibre et 1’adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel. D'un point de vue thérapeutique, ces molécules constituent la

base des principes actifs que I'on trouve dans les plantes médicinales (Macheix et al., 2005).

2. Biosynthése des composés phénoligues
2.1. La voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un réle critique

pour contrdler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Yao et al., 1995).
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2.2. La voie des phénylpropanoides

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide
salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymere le plus

important apres la cellulose.

2.3. La voie de biosyntheése des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et, de ce fait, ils possedent le
méme ¢élément structural de base. L’étape clé de la formation des flavonoides est la
condensation, catalysée par la chalconesynthase, d’une unité phényle propanoide avec trois
unités malonyl-CoA. Cette chalcone est I’intermédiaire caractéristique de la synthése des

divers flavonoides (Bruneton, 1999).

3. Principales classes des composés phénoliques

3.1. Les acides phénoligues simples

a. Acides hydroxycinnamiques

IIs dérivent de l'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3). lls
existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent une réactivité chimique

importante de ces molécules (Tableau I).
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Tableau 01: Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier,

2006)
Acides phénoliques
Structure R1 R2 R3
Acide cinnamique
H H H
R1 OOH
Acide p coumarique
H OH H
Acide caféique
R2 OH OH H |
R3
OCH3 OH H ) )
Acide feérulique
OCH3 OH OCH3 S
Acide sinapique

b. Acides hydroxybenzoigues

Ce sont des dérivés de I'acide benzoique et ont une structure générale de base de type (C6--
C1). Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les acides

hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le Tableau 11
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Tableau 02 : Principaux acides hydroxybenzoiques(Sarni-Manchado et Cheynier,2006)

Structure R1 R2 R3 R4 | Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p hydrox
R2 R1 H H OH H P y Y
Benzoique
Acide
R3 COOH H OH OH H .
Protocatechique
H OCH3 OH H Acide vanillique
R4
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

¢. Coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine

latérale. Les coumarines ont fréguemment un réle écologique ou biologique (Tableau I11).

Tableau 03 : Principaux types de coumarines (Macheix et al, 2005)

Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques

H OH H Umbelliférol

RE OH OH H Aescultol
AN ,

OCH3 OH H Scopolétol

p C=0

R7 T \E{ OCH3 OH OH Fraxétol

R8 H OH OH Daphnétol
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3.2. Les flavonoides

3.2.1. Généralités

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a
été plutot prété du flavus ; (flavus = jaune) (Male_Eev et Kunti_g., 2007).

Les flavonoides ont été désignés sous le nom de vitamine P, en raison de leur efficacité a
normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette dénomination fut abandonnée
lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient pas a la définition officielle
des vitamines, il devient clair que ces substances appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et
al., 2001).

3.2.2. Structure chimique et classification

La structure de base des flavonoides est le noyau du flavone (2-phenyl-benzo-y-pyrane) mais
de point de vue classification, le groupe des flavonoides peut étre divisé en plusieurs
catégories. Cette division dépend de I’hydroxylation du noyau du flavonoide aussi bien que
du sucre lie.

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune, et de ce fait, possedent le
méme élément structural de base, a savoir I’enchainement phenyl-2chromane. lls peuvent étre
regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation de noyau pyranique central

(Krishna et al. 2001).

Figure6 : Structure chimique de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).
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Tableau04: Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001; W- Erdman et al.,

2007)
Classes Structures chimiques RY' R4’ RS’ Exemples
Flavones H OH H Apigénine
OH OH H Lutéoline
OH OCH3 H Diosmétine
Flavonols H OH H Kaempférol
OH OH H Quercétine
OH OH OH Myrecétine
Flavanols OH OH H Catéchine
Flavanones H OH H Naringénine
OH OH H Eriodictyol
Anthocyanidines H OH H Pelargonidine
OH OH H Cyanidine
OH OH OH | Delphénidine
Isoflavones RS R7 R4
OH OH OH Genisteine
H 0-Glu OH Daidezine
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3.2.3. Localisation Des Flavonoides

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le régne végétal. On signale environ 2% de la
proportion du carbone photosynthétique global incorporé dans la biosynthése flavonique. Ils
sont cependant rares chez les végétaux inférieurs. De plus, leur localisation au sein de la
plante est caractéristique. En effet, les flavonoides sont omniprésents dans les organes aériens
jeunes ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (Remsy et al., 1996).

Au niveau cellulaire, on a observé que les flavonoides, sous forme d’hétérosides, sont dissous
dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des végétaux.
Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s’agit presque toujours de
génines libres dont la lipophilie est accrue par la méthylation partielle ou totale des groupes

hydroxyles (Bruneton., 1993).

IIs sont largement abondants dans les légumes feuillés (salade, choux, épinards, etc.), ainsi
que dans les téguments externes des fruits. On les trouve principalement dansles agrumes :
citrons, orange, pamplemousses et dans une moindre mesure : abricots, cerises, mires, raisins,
papayes, tomates et sarrasin. On en trouve également en quantité importante dans nombreuses
plantes médicinales et trés spécifiquement dans les herbes aromatiques comme le thym, le

persil, le romarin et le céleri (Bronner et Beecher, 1995).

3.2.4. Biodisponibilité des flavonoides

Les effets des flavonoides sur la santé ne dépendent pas seulement de leurs niveaux de
consommation mais aussi de leur biodisponibilité. Peu d’études systématiques ont été menées
sur la pharmacocinétique des flavonoides chez I’homme. Toutefois, d’aprés des expériences
meneées sur des flavonoides provenant de I’alimentation, il apparait que seuls les flavonoides
sous forme de génines (ou aglycones) sont susceptibles d’étre absorbés. L’hydrolyse des
liaisons hétérosidiques (reliant la génine & la chaine sucrée) n’intervient que dans le c6lon ou
les micro-organismes dégradent simultanément les flavonoides d’origine alimentaire. Le foie
est largement impliqué dans le métabolisme des flavonoides absorbés, Une meilleure
connaissance de la biodisponibilité des flavonoides est indispensable pour expliquer leurs

effets protecteurs sur la santé (Walle, 2004).
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3.2.5. Quelques propriétés des flavonoides

Les flavonoides protégent les plantes contre les radiations UV, elles sont également
impliquées dans les processus de défense de la plante contre les infections bactériennes et
virales. Agissent comme des pigments ou des co-pigments. lls peuvent moduler la distribution
d’auxine, et fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les
bactéries symbiotiques et les Iégumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire.
Ils sont a I’origine des golits amers et astringents afin de repousser les animaux herbivores

(Subramanian et al., 2007).

3.3. Les tannins

3.3.1. Généralités

Les tannins sont des composés phénoliques tres abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes (tannins condensés) et les dicotylédones (tannins hydrolysables). Ces
composés ont la capacité de se combiner et de précipiter les protéines. Ces combinaisons

varient d’une protéine a une autre selon les degrés d’affinités. (Harborne., 1997).

Le terme tannin vient de la source de tannins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en
cuir. Dans ce processus, les molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons
résistantes aux attaques fongiques et bactériennes. Le poids moléculaire des tannins varie
entre 500 et 2000 K Da (3000 pour les structures les plus complexes) (Hagerman et Butler.,
1981).

Dans notre alimentation, 1’astringence est la qualité organoleptique qui indique la présence
des tannins. Elle a un rdéle important dans le choix des aliments (corrélation inverse entre les

espéces végeétales choisies et leur teneur en tannins) (Larwence et al., 1984).

3.3.2. Types et structures

Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins

condenses, dits aussi : proanthocyanidines.

n
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a. Les tannins hydrolysables

Sont formés par liaison de plusieurs acides galliques a un carbohydrate (généralement le
glucose). On parle de gallotannins. Aussi des unités galloyles peuvent étre ajoutées par
liaisons esters, généralement en position C3 de I’acide gallique. Et les unités d’acide gallique
voisines s’accouplent formant les esters d’acide hexahydroxydiphénique, dits : ellagitannins.

Ces deux groupes, les gallotannins et les ellagitannins sont appelés tannins hydrolysables.
Comme leur nom I’indique, ces composés peuvent étre dégradés en fragments simples (acides
phénols et sucres). L’acide gallique provient de la B-oxydation des composés C6-C3, comme
I’acide coumarique ou les acides oxygénés correspondants. Mais, ’acide shikimique est

considéré comme le meilleur précurseur (Seigler., 1998).

b. Les tannins condensés

Ce sont des proanthocyanidines, composés phénoliques hétérogenes : dimeres, oligomeéres ou
polymeres du flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols
(Sarni-Manchado et Cheynier., 2006).

Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont les procyanidines et les
prodelphinidines. Les monomeéres constitutifs des procyanidines sont la catéchine et
I’épicatéchine qui peuvent étre substituées par 1’acide gallique ou des sucres, généralement en
position 3 ou plus rarement en position 7. Ces monomeéres de prodelphinidines sont la
gallocatéchine et 1’épigallocatéchine, mais on distingue également des monomeéres de

quercétine et de myricétine (Andersen et Markham., 2006).
En s’hydrolysant, les tannins condensés ne donnent pas de composé€s simples comme le
glucose ou les acides phénols comme c¢’est le cas pour les tannins hydrolysables, mais plutot

des anthocyanidines (Andersen et Markham, 2006).

3.3.3. Propriétés pharmacologiques des tannins

Plusieurs observations, chez les humains comme chez les animaux des laboratoires suggérent
que les tannins exhibent un large spectre de propriétés pharmaceutiques, thérapeutiques et

chimioprotectrices dues a leur propriété antiradicalaire (Tohge et al., 2005).

En effet, les tannins protegent contre les toxicités induites par différents agents (hydrogéne

peroxyde, acétaminophéne, extraits contenus dans la fumés du tabac...), contre

n
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I’hypercholestérolémie et les changements de la formule sanguine. Ils jouent aussi un role
dans la prévention contre les deux formes de mort cellulaire connues, apoptose et nécrose,
diminuant ainsi les dommages causés dans ’ADN lors de ces deux derniéres. L’action
cytoprotectrice des proanthocyanidines est supérieure a celle des vitamines C, B et
bétacarotene (Ray et al., 2000).

4. Intérét et Propriétés des flavonoides

4.1. Intéréts thérapeutigues des flavonoides

Les composés phénoliques et les antioxydants géneralement exercent des effets favorables sur
la santé des personnes telle que la protection contre la maladie cardio vasculaire, I'activité
anti-inflammatoire et les effets anticancérogenes. (Spigno et al., 2008).

Les intéréts thérapeutiques des flavonoides ont maintes fois été démontrés. Pour citer
quelques exemples, nous pouvons dire que :

Des expériences menées sur des souris ont montré que la quercétine et la quercétrine avaient
une activité anti diarrhéique trés importante. Le mecanisme de ces composés consistait a
augmenter 1’absorption des électrolytes et de I’eau par la muqueuse intestinale (Galvez et al.,
1993a, Galvez et al., 1993b). Aussi d’autres flavonoides, comme 1’apigénine, ont été décrits
comme des composes bactéricides et bactériostatiques tres efficaces (Basile et al, 1999,
Cushnie et al., 2003, Martini et al., 2004). De méme les flavonoides ont déja été utilisés pour
le traitement des cataractes d’origine diabétique du fait qu’ils inhibent I’aldose réductase
(Goodarzi et al., 2006, Ouali et al., 2007).

Mais pour confirmer et mettre le point sur les différentes activités biologiques des flavonoides

qui nous ont d’ailleurs poussés a aborder ce travail, nous nous devons de présenter ce qui suit

4.2. Activité des flavonoides contre le cancer

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine et la
catéchine qui sont tres abondantes dans les aliments. La quercétine prévient la cancérogenese,
surtout le cancer de la peau et du colon. La présence de 20 % de quercétine dans
I’alimentation chez les animaux diminue le cancer du cdlon et y prévient ’apparition des
cryptes anormales. Le mécanisme suggeré est que la quercétine joue le rdle d’un antagoniste

des topoisomérases | et Il produites par les cellules tumorales.
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La catéchine, quant a elle, est un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant un
ADN anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG), un
marqueur des dommages oxydatifs de I’ADN. La catéchine a été démontrée comme étant plus
active que la vitamine E sur les radicaux libres. Elle est tres abondante dans le thé sous forme
d’épigallocatéchingallate (EGCG) (Pietta 2000, Tomofuji et al.,2009).

4.3. Activité antimicrobienne des flavonoides

L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été demontrée par de
nombreuse études. Cette activité est due principalement & la capacité de ces molécules a
inhiber 1’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires

des microorganismes (Ulanowska et al., 2006).

4.4. Activité antibactérienne des flavonoides

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et trés diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensit¢ différente selon le
microorganisme et 1’écosystéme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et al.,
2004), Escherichia coli (Ulanowska et al., 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter
cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis ... etc. (Didrak 1999, Modak 2001,
Okigbo et al., 2005).

Chaque composé agit spécifiquement sur un ou plusieurs germes. Exemple : sur plusieurs
bactéries testées I’apigénine n’a montré une faible activité que contre Staphylococcus aureus,
toutes les autres ont été fort sensibles a ce flavonoide. Au contraire, la galangine n’a donné
une activité que sur Staphylococcus aureus ; les autres microorganismes se sont averés
résistants contre cette molécule (Basile et al., 1999, Cushnie et al., 2003, Martini et al., 2004).
Aussi dans certains travaux, il a été cité que les flavonoides extraits avec du méthanol 95 %
étaient actifs sur certaines bactéries, alors que ceux extraits avec du méthanol 60 % de la
méme plante ne I’étaient pas, comme c’était le cas des flavonoides de Linum capitatum contre
Staphylococcus aureus ( Slavica et al., 2004).

La diffusion radiale souvent demeure utilisée pour mettre en évidence 1’activité
antimicrobienne in vitro, méme si la mesure par le biais de cette méthode est parfois difficile a
cause des zones diffusions elles (llic et al., 2004).

s
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Bien que le mécanisme d’action des flavonoides sur les microorganismes demeure encore
imprécis, certaines études ont commencé a donner un début d’explication de leur activité
antibactérienne en citant des exemples bien explicites ; comme celui de la quercétine censée
agir sur I’ADN gyrase d’Escherichia coli (Dadi et al., 2009).

En effet, selon les travaux de Dadi et ses collaborateurs, la quercétine serait capable d’inhiber
la gyrase bactérienne par deux meécanismes :

Elle se fixe sur I’ADN au niveau des sites d’insertion de I’enzyme bloquant ainsi son activité.
Elle bloque le site de fixation de I’ATP se trouvant sur ’ADN gyrase.

Dans les deux cas I’action du flavonoide se manifeste par le clivage de I’ADN bactérien,
désormais incapable de subir les modifications topologiques nécessaires a son bon

fonctionnement.

4.5. Activité antifongique des flavonoides

Aussi, comme la majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique trés
puissante. L’une des études les plus importantes sur cette activité était celle d’Ortuno et ses
collaborateurs (2006), qui ont démontré 1’activité des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones extraites de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium
digitatum. En effet, la naringinine, 1’hespéridine, la nobilétine, la simensetine et la tangerétine
extraites de ces deux especes de Cirtus servent a protéger ces derniéres contre les attaques de
Penicillium digitatum (Ortuno et al., 2006). Batawita et ses collaborateurs (2002), dans leur
étude sur les flavonoides de Conyza aegyptica L., ont aussi démontré que ces molécules
avaient une action fongicide et fongistatique sur différents agents de mycoses : Microsporum
canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes et Candida zeylanoides.
D’autres flavonoides extraits de Tibouchina grandifolia ont montré une forte activité
antifongique contre différents types de moisissures (Kuster et al., 2009).

Néanmoins, les études portées sur 1’activité antifongique des flavonoides restent encore

insuffisantes du fait de la grande hétérogénéité des moisissures et des levures.

%
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4.6. Activité antivirale des flavonoides

Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre le
rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus
d’influenza, le virus de I’herpes (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A
(A/WS/33) (Spedding et al., 1989, Choi et al., 2009).

Certains chercheurs (Spedding et al., 1989) ont d’abord suggéré que ces polyphénols
agissaient comme inhibiteurs de la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de 1’agent viral
et de PADN et ’ARN polymérases de la cellule hote ; bloquant ainsi tout le processus
infectieux. D’autres travaux plus récents ont ensuite démontré que les flavonoides inhibaient
plus exactement la synthése de I’ARNm viral (Choi et al., 2009). Ceci, impliquait que les
flavonoides n’intervenaient pas dans I’absorption des agents viraux, mais plutot a un stade

plus avancé impliqué dans la réplication virale.

4.7. Propriétés anti radicalaires

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux flavoxyles
moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation d'un atome
d'hydrogene a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentee

Ci-dessous :

FLOH + Re —> FLO- + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piegeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLO¢*) ce
dernier va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des électrons
impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport
aux Re; en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des composés

non réactifs.

FLO- + Re —> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)

FLOe* + FLO* —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)

(Amic et al., 2003)

La propriété anti radicalaire des flavonoides est étroitement liée a leur structure, en
Particulier au phénomeéne de résonance électronique stabilisant exercé par les noyaux

Aromatiques, cette activité nécessite :

)



Synthése bibliographique

e Structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (3',4' dihydroxystructure), cette
Structure est importante pour l'activité anti radicalaire des flavonoides possédant un
Hétérocycle saturé.

e Ladouble liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est responsable de la
Délocalisation des électrons, en améliorant ainsi la capacité anti radicalaire.

e Les groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (Ami¢ et al., 2003).

4.8. Propriété anti-inflammatoires des flavonoides

Une inflammation par définition est une réaction de défense immunitaire stéréotypée du corps
a une agression (infection, brulure, allergie...) qui se manifeste par une rougeur, un
gonflement, une sensation de chaleur, une douleur qui semble pulser ... (Anonyme4, 2008)

Au cours de linflammation, des produits bactériens déclenchent la production d'une grande
quantité d'oxyde nitrique (NO) dans les macrophages et d'autres cellules sous l'action d'oxyde
nitrique synthese inducteur (iNOS) (Hamaélainen et al., 2007), bien que la libération de (NO)
est tres importante pour maintenir la dilatation des vaisseaux sanguins (vasodilatation) mais
des fortes concentrations peuvent conduire aux dommages oxydatifs (Nijveldt et al., 2001),car
une fois que le NO est forme il se peut qu'il va réagir avec I'anion super oxyde conduisant a la
formation de peroxynitrite qui provoque I'endommagement des macromolécules cellulaires.
Cependant une production en excés de NO durant une inflammation chronique résulte au

développement du cancer (Tsai, 2004).

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés anti
inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire
par inhibition de I'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations, ils
peuvent aussi moduler I'adhesion des monocytes durant I'inflammation atherosclerosique en
inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallego et al., 2007),d"autres
sont capables d'inhiber 1’histamine (Kim et al., 2004).

Les flavones et les flavonols sous forme glycosylee ou libre comme la quercetine, kaempferol,

myrecetine ont une activite inhibitrice de COX (Cyclooxygenase) (Tapas et al, 2008)

%
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Sous- Chapitre 111 : Chromatographie Liquide & Haute Performance

1. Définition

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC, High performance liquid
chromatography), est une technique de séparation analytique et/ou préparatrice de molécules
présentes dans un mélange. Cela permet d'adapter les méthodes chromatographiques usuelles
(voir Colonne) sur un montage haute pression.

La phase mobile est liquide percole & haut pression a travers une phase stationnaire de
granulométrie trés fine ce que permet de séparer plus efficacement les composés donc
d’utiliser des colonnes plus petites avec une économie de support, de solvant et de produit a

analyser (Fabien,2009).

2. Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systeme
chromatographique.

Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme chromatographique.
Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la
phase stationnaire.

Les différents solutés sont caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé

chromatogramme.

3. Les éléments

a) Un reservoir de solvant (éluant) : qui contient la phase mobile en quantité suffisante.
Plusieurs flacons d'éluants (solvants de polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir

réaliser des gradients d'élution (mélange de plusieurs solvants a des concentrations variables)

2




Synthése bibliographique

a l'aide de la pompe doseuse avec une extrémité filtrante en téflon. S'il est nécessaire le

dégazage peut se faire par agitation puis conservation du solvant sous atmosphére d'hélium.

b) La pompe : elle est muni dun systeme de gradient permettant d'effectuer une
programmation de la nature du solvant. Elle permet de travailler:

e en mode isocratique : c'est-a-dire avec 100% d'un méme éluant tout au long de

I'analyse.
e en mode gradient : c'est-a-dire avec une variation de la concentration des constituants
du mélange d'éluants.

Les pompes actuelles ont un débit variable de quelques pl a plusieurs ml/min.
c) Vanne d'injection : c'est un injecteur a boucles d'échantillonnage. Il existe des boucles de
différents volumes, nous utiliserons une boucle de 20ul. Le choix du volume de la boucle se
fait en fonction de la taille de la colonne et de la concentration supposée des produits a
analyser. Le systeme de la boucle d'injection permet d'avoir un volume injecté constant, ce qui
est important pour I'analyse quantitative.
d) La colonne
Une colonne est un tube construit dans un matériau le plus possible inerte aux produits
chimiques, souvent en inox ou en verre. Sa section est constante, de diametre compris entre 4
et 20 mm pour des longueurs généralement de 15 a 30 cm. Au-deld, les importantes pertes de
charges exigeraient des pressions de liquide beaucoup trop élevées.
e) Le détecteur
Placé a la sortie de la colonne couplé a un enregistreur permet d'obtenir un tracé appelé
chromatogramme. En effet, il dirige sur un enregistreur un signal constant appelé ligne de
base en présence du fluide porteur seul ; au passage de chaque soluté séparé il conduit dans le
temps a I'enregistrement d'un pic.
f) La phase stationnaire

% La phase normale:
La phase normale est constituée de gel de silice. Ce matériau est tres polaire. Il faut donc
utiliser un éluant apolaire. Ainsi lors de l'injection d'une solution, les produits polaires sont
retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaire qui sortent en téte.
L'inconvenient d'une telle phase, c'est une détérioration rapide au cours du temps du gel de

silice, ce qui entraine un manque de reproductibilité des séparations.
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% Laphase inverse :
La phase inverse est majoritairement composee de silice greffée par des chaines linéaires de
8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Cette phase est apolaire et nécessite donc un éluant
polaire (ACN, Me OH, H20). Dans ce cas, ce sont les composés polaires qui seront élués en
premier.
Contrairement & une phase normale, il n'y a pas d'évolution de la phase stationnaire au cours
du temps, et la qualité de la séparation est donc maintenue constante.
% La phase mobile : L’interaction plus ou moins forte entre la phase mobile et la phase
stationnaire normale ou a polarité inversée se répercute sur les temps de rétention des

solutés. La polarité de la phase stationnaire permet de distinguer deux situations de principe :
- si la phase stationnaire est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire la
chromatographie est dite en phase normale.
- si la phase stationnaire est tres peu polaire, on choisira une phase mobile polaire (le plus
souvent des mélanges de méthanol ou d'acétonitrile avec de I'eau), c'est la chromatographie en
phase inverse. En modifiant la polarité de la phase mobile, on agit sur les facteurs de rétention
k des composés.
Les silices greffées conduisent en général a une perte importante de polarité. Avec une phase
greffée, I'ordre d'élution est oppose a celui auquel on est habitué avec les phases normales.
Ainsi avec un éluant polaire, un composé polaire migre plus vite qu'un composé apolaire.
Dans ces conditions les hydrocarbures sont fortement retenus. On réalise des gradients
d'élution en diminuant au cours de la séparation la polarité de I'éluant (ex : mélange eau
/acétonitrile dont la concentration en acétonitrile va en croissant au cours de I'élution).
(Fabien, 2009).
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CHROMATOGRAPHIE
LIQUIDE A HAUTE
PERFORMANCE

La colonne Détecteur Systéme d’intégration
Vanne
[ "iniecti } et d’impression
d'iniection
. ) . ,
Réservoir de Figure7 : Systeme d’HPLC
solvant (éluant)

E



Synthése bibliographique

Sous- Chapitre 1V : L’activité antioxydant

1. Activité antioxydante

Les antioxydants naturels sont présents dans 1’alimentation ; pour la plupart se sont

descomposés phénoliques qui possédent au moins un noyau aromatique, contenant un
ou plusieurs substituants, en effet cette propriété antioxydante est en relation directe ou
avec structure de ces molécules (Cosio et al., 2006). La surproduction des radicaux libre
I’organisme et le déficit du systéme de défense endogéne peuvent engendrer de dans

diverse pathologies ; cancer, vieillissement....etc

Actuellement, La recherche vise a renforcer ces défenses endogénes par des substances
naturelles issues des plantes, qui sont douées des propriétés antiradicalaires. Le radical
libreDPPH a permis I’estimation de I’activité antioxydante des composes isolés et identifiés,
don’t le DPPH est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune quand il est
captépar les produits flavoniques testés. L’intensit¢ de la couleur jaune refléte la
capacité antiradicalaire de la molécule, et dépend de la nature, la concentration et la puissance
de cette molécule (Madi., 2010).

2 .Définition d’un antioxydante

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére

significative I’oxydation de ce substrat (Diallo, 2005).

3. Principaux antioxydants

3.1. Les antioxydants endogénes

La production physiologique d’ERO, est régulée par des systetmes de défense composés
d’enzymes (SOD, CAT, héme oxygenase, peroxyrédoxine...), de molécules antioxydantes de
petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone, ...) et de protéines (transferrine,

ferritine, ...).

.
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Enfin, un systeme secondaire de défense composé de phospholipases, d’ADN endonucléases,
de ligases et de macroxyprotéinases empéche 1’accumulation dans la cellule de lipides,

d’ADN et de protéines oxydés et participe a 1’élimination de leurs fragments toxiques
(Pincemail, 2002).

3.2.Les antioxydants exogénes

Toutes ces défenses peuvent étre renforcées par des apports exogenes en :

v' Médicaments :
Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes thérapeutiques
comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les antihyperlipoprotéinémiques, les béta

bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalués pour leurs propriétés anti-oxydantes.

v La vitamine C ou acide ascorbique :
C’est un puissant réducteur. Il joue un réle important dans la régénération de la vitamine E.

v La vitamine E ou tocophérol :
Prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux
peroxyles.

v Le sélénium :
Les effets bénéfiques de cet oligo-élément sur I’organisme ne sont connus que depuis un quart
de siécle. Il neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure). Il aurait aussi une action
préventive sur certains cancers.

v’ Le R-caroténe :
Outre I’activité pro vitaminique A, possede la capacité de capter I’oxygeéne singulet.

v' Les flavonoides :
Les relations structure-activités anti-oxydantes des flavonoides et des composés phénoliques
ont montré que I’activité anti-oxydante était déterminée par la position et le degré
d’hydroxylation.

v Lestanins:
Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la

peroxydation.
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v Les coumarines :
IIs sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

v Les phénols :
Les acides phénoliques, comme I’acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-
inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales (Diallo, 2005). Plus toxiques

comme les peroxynitrites.

4, Définition d’un radical libre

On définit comme radical libre (RL), n’importe quelle molécule indépendante contenant un
ou plusieurs électron(s) non apparié(s) (Christopher et al., 1995). Les radicaux libres (RLS)
sont tres instables et réagissent rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer
I’électron nécessaire pour acquérir de la stabilité. Une « réaction en chaine » débute lorsqu’un
RL attaque la molécule stable la plus proche en lui « volant » son électron, et la « molécule
attaquee » devient alors elle-méme un RL (Martinez-Cayuela, 1995). Bien que le terme de
radical libre ait souvent été assimilé a une espéce réactive ou un oxydant, il est important de
signaler que tous les radicaux libres ne sont pas forcément des oxydants. De méme que tous
les oxydants ne sont pas des radicaux libres (Anderson et al., 1996 ; Fosting, 2004).

Présent dans 1’air pour environ une partie sur cing, I’oxygene est indispensable a la vie de la
plupart des étres vivants, Il possede deux électrons non appariés, Ceci explique sa grande
réactivité ; cependant, la plupart des réactions oxydatives qu’il est susceptible de provoquer
spontanément dans un organisme humain sont extrémement lentes, Il est donc peu toxique par
lui-méme (Dacosta, 2003). Mais sous 1’action des radiations ionisantes, de rayon UV, de
métaux de transition « fer, cuivre...etc. » ou au cours de certaines réactions enzymatiques, des
formes hautement réactives de I’oxygéne apparaissent, on les désigne souvent comme especes
réactives de I’oxygeéne (ERO) ou reactive oxygen species (ROS) selon la terminologie
anglaise. Cette appellation inclut les radicaux libres de 1’oxygeéne proprement dit (Le radical
superoxyde ; hydroxyle ; ’oxyde nitrique) mais aussi certains dérivés oxygénées réactifs non
radicalaires (peroxyde d’hydrogéne; l’oxygeéne singulet; [’anion hypochlorite ; le

peroxynitrite) dont la toxicité est importante (Novelli, 1997 ; Bartosikova et al., 2003).
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5. Les utilisations des antioxydants

L’activité éventuelle de molécule s médicamenteuses déja connues, qui  présentent les
avantages d’une biodisponibilité et de paramétres pharmacocinétiques et toxicologiques déja

bien connus.

e Sont concernées par 1’utilisation ont dans 1’industrie alimentaire.

e [’industrie de lubrifiants : elle produit notamment les huiles pour moteurs et
transmissions automobiles.

e [’industrie des mati¢res plastiques : des additifs sont utilisée s pour protéger les
polymeres de 1’oxygene de I’air.

e [’industrie cosmétique : les molécules utilisées sont plus ou moins les méme que

dans 1’industrie alimentaire (Hennebelle, 2006).
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Introduction

Dans cette partie nous avons essayé de separer les composés phénoliques que pourraient
contenir deux espéces végetales Pimpinella anisum et Peganum harmala connues pour leur
utilisation en phytothérapie, nous avons d’abord procéder a une extraction puis a une analyse
qualitative de ces extraits, ensuite nous avons essayé de tester une activité biologique

antioxydante sur ces extraits.

1. Etude phytochimique

1. 1. Matériel végétal

Le matériel vegétal est constitué des parties aériennes de Peganum harmala et Pimpinella
anisum. Les feuilles du Harmal ont été cueillies en janvier 2016 de la région de M'sila tandis
que Les graines du anis vert et Harmal ont été achetées a partir d’un herboriste a Khroub,
wilaya de Constantine au mois de janvier 2016, et a été vérifié par la flore d’Algérie.

Apres séchage a une température ambiante et a ’abri de la lumiére solaire, afin de préserver
au maximum l’intégrité des molécules, le matériel végétal de chacune des deux especes est

broyeé grossierement dans un moulin électrique.

1.2. Extraction des flavonoides

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Merghem et al., 1995), le matériel végeétal broyé
(100 g) est soumis a une extraction par macération dans le mélange méthanol / eau
(30/70 : v/v) pendant 72 heures avec renouvellement de solvant chaque 24 heures et agitation

de temps en temps.

Figure 8: Agitation magnétique des deux plantes
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Les macéras sont réunis puis ils sont filtrés sur un papier filtre. Les filtrats sont évaporés
presque a sec au moyen d’un évaporateur rotatif. Le résidu sec est repris dans 100 ml d’eau
distillée bouillante (I’intérét de 1’utilisation de 1’eau distillée bouillante c’est pour assurer la

récupération des composés restés accolés a la paroi du ballon d’évaporation).

Figure 10 : Evaporateur rotatif
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Aprés une décantation de toute une nuit on récupére la phase limpide qui va subir des
affrontements par des solvants de polarité croissante :

» Affrontement par. Ether de pétrole

» Affrontement par Ether diéthylique

» Affrontement par Acétate d’éthyle.

La phase aqueuse et le solvant sont agités énergiquement puis laissés au repos pendant 30
minutes, la phase aqueuse (qui est au fond de 1’ampoule) et la phase chargée de molécules
spécifiques sont récupérées séparément. Les différentes phases sont évaporées a sec puis
reprises par le méme volume du méthanol, les extraits obtenus sont ensuite stockés a 4°C

jusqu'a leur utilisation.

a) Ether de pétrole
Apres I’ajout de I’Ether de pétrole a I’extrait végétal, le mélange (v/v) repose pendant 24 h
afin de permettre ce solvant a éliminer le maximum des graisses et des pigments. La
décantation conduit & avoir deux différentes phases:
v La phase d’éther en haut est riche en composés non phénoliques: caroténoides,
chlorophylles a et b et les graisses vegétales.
v' La phase aqueuse en bas contient les composés phénoliques et le reste des
flavonoides (phase récupérée).

b) Ether diéthylique
Le méme volume de la phase aqueuse issue est affronté avec le méme volume d’éther
diéthylique. Apres une agitation énergétique. La solution obtenue est laissée reposer deux
heures, ce qui permet a 1’obtention de deux phases :
v La phase d’éther diéthylique en haut contient éther et polyphénols simples (phase
récupéree).

v' La phase aqueuse en bas contient les flavonoides (phase récupérée).

C) Acétate d’éthyle :
Le méme procedé est suivi. Ce solvant sert a extraire les mono-o-glucosides et partiellement

les di-o-glucosides. Les deux phases sont recupérées (phase acétate d’éthyle et phase aqueuse)

@
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Figure 11: Phase éther de pétrole Figure 12: Phase éther diéthylique

Figurel3: Phase acétate d’éthyle

Les affrontements de la plante peganum harmala (graine)
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Figure 14: Phase éther de pétrole Figure 15: Phase éther diéthylique

Figure 16: Phase acétate d’éthyle

Les affrontements de la plante pimpinella anisum (graine)
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Figurel7: Phase éther de pétrole Figure 18: Phase éther diéthylique

Figure 19: Phase acétate d'éthyle

Les affrontements de la plante peganum harmala (feuille)
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Matériel végétal (100g)
Séchage- broyage

- Macération dans I’éthanol/eau(30/70 :v/v)
( 72heures)
-renouvelement de solvant chaque
24h(3extraction)
-filtration

Extrait

Evaporation presque a sec

Phase dqueuse

Phase éther de petrol Affrontement par éther de pétrole
Phase éther diethyliqu affrontement par éther diethylique
Phase acétate d’éthyle affrontement par acétate d’éthyle

Phase eau résiduelle

Figure 20 : Protocole d’extraction des flavonoides
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1.3. La chromatographie liguide a haute performance (HPLC)

Principe

Analyse des composés phénoliques par HPLC : les acides phénoliques et les flavonoides de la
fraction d’acétate d’éthyle sont mis en évidence par le systeme d’analyse HPLC (Jasco
pu,2089) selon la méthode décrite par (Cha et al., 2013) ; une colonne C18 (25cm*4,6mm), a
été utilisé a 25°C ,la séparation des acides phénoliques et flavonoides a été réalisée a deux
longueurs d’onde (280 nm et 325nm) avec un détecteur a photodiode (UV-2075 UV-visible).
Les acides phénoliques ont été détectés a 280nm et les flavonoides a 325nm, la phase mobile
constituée 0,1% de 1’acide formique dans 10% d’acétonitrile (solvant A) et 0,1% de I’acide
formique dans 90% acétonitrile (solvant B) (Cha et al, 2013).

Analyse qualitative par HPLC

L’analyse est réalisée par un HPLC (JASCO PU.2089) au niveau du laboratoire de la faculté
de sciences de la nature et de la vie, Université des freres Mentouri, Constantinel.

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans les Echantillons
exige le remplacement des méthodes traditionnelles par des techniques séparatives. L’HPLC
est sans doute la technique analytique la plus utile pour caractériser les composés

polyphénoliques (Gomez-Caravaca et al, 2006).

Principe :

20 pl de chaque extrait ont été injectés sur une colonne de type phase inverse CI18, de
dimensions égales a 125 x 4.6 mm La phase mobile est constituée de trois €éluants : 1’eau
distillée, méthanol, acide acétique (50 : 47 : 2.5) (V /V /V). Le gradient d’élution appliqué est
de type i socratique étalé sur 10 min. Le débit est de 1 ml / min (Amarowicz et al., 2005).

La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a deux longueurs d’onde égale 280 et325

nm.

La technigue
lere étape : La lyophilisation

La lyophilisation consiste a oter I’eau d’un produit liquide, pateux ou solide, a I’aide de la
surgélation puis une évaporation sous vide de la glace sans la faire fondre. Le principe de base

est que lorsqu’on réchauffe de 1’eau a 1’état solide a trés basse pression, I’eau se sublime,

E
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¢’est-a-dire qu’elle passe directement de 1’état solide a 1’état gazeux. La vapeur d’eau (ou de
tout autre solvant) quitte le produit et on la capture par congélation a 1’aide d’un condenseur,
ou piege froid. Cette technique permet de conserver a la fois le volume, I’aspect et les
propriétés du produit traité. Elle peut avoir lieu naturellement (séchage en montagne), ou, plus
rapidement, dans un lyophilisateur.
On distingue trois phases majeures dans un cycle de lyophilisation :
e la congélation, ou les produits sont réfrigérés a des températures de I’ordre de —20 °C
a —80 °C ; I’eau se transforme alors en glace.
« ladessiccation primaire, sous vide, qui consiste a sublimer la glace libre (interstitielle),
donc sans effet d’ébullition (pas d’eau en phase liquide).
» la dessiccation secondaire, qui permet d’extraire par désorption les molécules d’eau

piégées a la surface des produits séchés.

A la fin du cycle, le produit ne contient plus que 1 % a5 % d’eau, ce qui est extrémement
faible

Figure21 : Photo de lyophilisateur (Laboratoire de faculté SNV)
2eme étape

Récupéré 1’échantillon avec du méthanol (méthanol spécial HPLC) avec des concentrations

précises (2mg/ml).
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Figure22 : Récupération des échantillons pour injection (Imami et Touiret, 2016)
3eme éetape
L’’analyse des échantillons par HPLC
On a obtenue pour chaque échantillon un chromatogramme qui contient plusieurs pics, chaque
pic représente une molécule a identifier par rapport a des standards en comparant leur temps

de rétention.

2. Activité antioxydante

Test anti radicalaire (Test au DPPH)

Principe

Pour évaluer ’activité anti- radicalaire des différents extraits, nous avons choisi la méthode
du piégeage du radicale libre DPPHe ; qui utilise le DPPH comme un radical libre
relativement stable.

Dans ce test, les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ayant une
couleur violette en un composé jaune, le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine, (fig.23) dont
I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002; Maataoui et al., 2006).
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AL

|
Ne

+ Antioxydant-OH ——»
NO,

ON

NO,

Forme libre (Violet)

AL

I 3
HN + Antioxydant-O

O,N NO,

NO,

Forme réduite (Jaune)

Figure23 : Forme radicalaire et réduite du DPPH (Sanchez-Moreno, 2002).

» Préparation d’extrait

Pour tous les extrait on prépare des solutions dans du méthanol absolu. Ces solutions dites

solutions méres, subiront ensuite des dilutions pour en avoir différentes concentrations de mg

par ml & savoir 1mg/ml et 5mg/ml.

L’activité antiradicalaire de ces extraits est mesurée selon la méthode décrite par (ES —Safi

et al., 2007) avec modification

v 1ml de I’extrait a tester

v" 1ml d’une solution méthanolique de DPPH (0.004%)

v La densité optique DO est mesurée par le spectrophotométre SHIMADZU a 517 nm,

Apres 30 minutes d’incubation a une température ambiante et a 1’obscurité, la décroissance

de I’absorbance est convertie en pourcentage d’activité Scavenger selon I’équation suivante :

Activité Scavenger (%) = (A contr6le —A échant / A contrdle) x 100

A controdle : Absorbance du contréle (Iml méthanol et 1ml d’une solution méthanolique de

DPPH)

A échant : Absorbance des échantillons testés
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Résultats et discussion

1. L’étude phytochimique

1. Pimpinella anisum

Aprés une comparaison aux temps de retentions (tr) des acides phénolique et flavonoides
standards avec nos résultats obtenus dans les chromatogrammes, on pourrait dire que les
graines de cette espéce pourraient contenir :
e Acide salicylique qui correspond au pic 19 avec un tr de 15,025 qui est proche de la
valeur de 15, 092 (standart) a un longeur d’onde de 280 nm
e Esculitine qui correspond au pic 3 avec un tr de 9,158 qui est proche de la valeur de
9,092 (standart) a un longeur d’onde de 325 nm.
e Rutine qui correspond au pic 9 avec un tr de 12,992 qui est proche de la valeur de 12,933

(standart) a un longeur d’onde de 325 nm.

Tableau05 : Temps de rétention des acides phénoliques présents dans les extraits des

graines de Pimpinella anisum a longueur d’onde 280nm

Nom de pic tr
1Unknown 0,683
2Unknown 2,392
3Unknown 2,600
4Unknown 2,733
5Unknown 3,292
6Unknown 3,550
7Unknown 5,250
8Unknown 5,625
9Unknown 6,350
10Unknown 6,875
11Unknown 7,542
12Unknown 8,908
13Unknown 10,250
14Unknown 11,108
15Unknown 11,825
16Unknown 12,217
17Unknown 12,850
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18Unknown 13,917
19Unknown 15,025
20Unknown 16,433
21Unknown 17,783
22Unknown 18,775
23Unknown 19,867
24Unknown 21,383
25Unknown 22,142
26Unknown 22,817
27Unknown 23,500
28Unknown 23,792
29Unknown 24,175
30Unknown 24,808
31Unknown 25,150
32Unknown 25,717
33Unknown 26,408
34Unknown 27,133
35Unknown 27,817
36Unknown 28,283
37Unknown 29,308
38Unknown 29,775
39Unknown 30,167
40Unknown 32,308
41Unknown 32,942
42Unknown 33,567

m
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24 —polyphenoll - CH1

Acide salicylique

200000 i (15,092)

Intensity [pV]

100000

15,0 20,0
Retention Time [min]

Figure24 : Chromatogramme d’HPLC des graines de Pimpinella anisum enregistré a
280nm

Tableau06 : Temps de rétention des flavonoides présents dans les extraits des graines de

Pimpinella anisum a longueur d’onde 325nm

Nom de pic tr
1Unknown 5,317
2Unknown 8,575
3Unknown 9,158
4Unknown 10,050
5Unknown 10,508
6Unknown 10,808
7Unknown 11,817
8Unknown 12,167
9Unknown 12,992
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10Unknown 13,300
11Unknown 13,667
12Unknown 14,067
13Unknown 14,267
14Unknown 14,617
15Unknown 15,275
16Unknown 15,667
17Unknown 15,883
18Unknown 16,225
19Unknown 16,475
20Unknown 17,442
21Unknown 18,275
22Unknown 18,442
23Unknown 18,700
24Unknown 19,200
25Unknown 19,475
26Unknown 20,133
27Unknown 20,417
28Unknown 21,383
29Unknown 22,300
30Unknown 22,650
31Unknown 22,950
32Unknown 23,508
33Unknown 24,058
34Unknown 25,017
35Unknown 26,692
36Unknown 32,092
37Unknown 35,833
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—polyphenol22 - CH1
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Figure 25: Chromatogramme d’HPLC des graines de Pimpinella anisum enregistré a
325nm

Une étude a démontré la présence de 1’eugenol trans-anethole, methylchavicol, anisaldehyde,
estragole, coumarine, scopoletine, umbelliferone, estrols, terpéne hydrocarbons, polyenes, et
polyacetylenes comme les principaux composants de I’huile essentielle de graines d’anis vert
(Shojaii and Abdollahi, 2012), donc on pourrait dire que le pic 36 avec un tr de 28,283, de la
graine de I’anis vert pourrait correspondre a la coumarine (280nm) qui a un temps de
rétention plus proche 28,908

Le pic 15 pourrait correspondre a la quercétine chez Anis vert graine a 325nm avec un tr de
15,275 (quercétine standart (15,242))

Le pic 30 pourrait correspondre a 1’apigénine dans la graine de I’anis a 325nm avec un tr de

22,650 (apigénine standart (22,517)
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2. Peganum harmala

2.1. La partie aérienne

Aprés une comparaison aux temps de retentions (tr) des acides phénolique et flavonoides
standards avec nos résultats obtenus dans les chromatogrammes, on pourrait dire que les
feuilles de cette espece contiendrait :
e Acide ascorbique qui correspond au pic 3 avec un tr de 3,367qui est proche de la valeur
de 3,358(standard) a une longueur d’onde de 280 nm.
e Acide vanillique qui correspond au pic 12 avec un tr de 12,400qui est proche de la
valeur de 12,475(standard) a une longueur d’onde de 280 nm
e Le pic le plus dominant dans ce chromatogramme a la longueur d’onde 280nm est bien
le pic 11 avec un tr de 10,658 ce qui pourrait correspondre a 1’epicatéchine selon les
standards (10,808).

Tableau07 : Temps de rétention des acides phénoliques présents dans les extraits de la

partie aérienne de Peganum harmala a longueur d’onde 280nm

Nom de pic tr
1Unknown 2,450
2Unknown 3,050
3Unknown 3,367
4Unknown 4,375
5Unknown 5,200
6Unknown 5,975
7Unknown 6,992
8Unknown 8,517
9Unknown 9,308
10Unknown 10,183
11Unknown 10,658
12Unknown 12,400
13Unknown 13,408
14Unknown 13,567
15Unknown 13,892
16Unknown 14,192
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17Unknown 14,325
18Unknown 15,400
19Unknown 15,650
20Unknown 16,325
21Unknown 17,133
22Unknown 17,408
23Unknown 17,950
24Unknown 18,392
25Unknown 18,967
26Unknown 20,167
27Unknown 20,900
28Unknown 22,008
29Unknown 23,325
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200000

=
>
3
=
>
=
@
=
o]
=
=
—

100000

Acide vanillique

(12,475)

—polyphenoll - CH1

Retention Time [min]

Figure26 : Chromatogramme d’HPLC de la partie aérienne de Peganum harmal

enregistré a 280nm
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e Rutine qui correspond au pic 7 avec un tr de 12,900 qui est proche de la valeur de
12,933(standard) a une longueur d’onde de 325 nm

Tableau08 : Temps de rétention des flavonoides présents dans les extraits de la partie

aérienne de Peganum harmala a longueur d’onde 325nm

Nom de pic tr

1Unknown 2,342
2Unknown 2,958
3Unknown 3,442
4Unknown 3,700
5Unknown 10,692
6Unknown 11,933
7Unknown 12,900
8Unknown 13,742
9Unknown 15,958
10Unknown 16,467
11Unknown 17,858
12Unknown 19,258
13Unknown 26,225
14Unknown 29,142
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Figure27 : Chromatogramme d’HPLC de la partie aérienne de Peganum harmala

enregistré a 325nm
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2.2 Les graines

Aprés une comparaison aux temps de retentions (tr) des acides phénolique et flavonoides
standards avec nos résultats obtenus dans les chromatogrammes, on pourrait dire que les
graines de cette espece contiendrait :

e Acide salicylique qui correspond au pic 19 avec un tr de 15,050 qui est proche de la

valeur de 15,092 (standard) a une longueur d’onde de 280 nm

Tableau 09: Temps de rétention des acides phénoliques présents dans les extraits des

graines de Peganum harmala a longueur d’onde 280nm

Nom de pic tr
1Unknown 2,625
2Unknown 3,117
3Unknown 3,275
4Unknown 3,442
5Unknown 3,692
6Unknown 4,033
7Unknown 4,500
8Unknown 8,325
9Unknown 9,442
10Unknown 9,967
11Unknown 10,917
12Unknown 11,683
13Unknown 12,125
14Unknown 12,583
15Unknown 12,958
16Unknown 13,200
17Unknown 13,942
18Unknown 14,217
19Unknown 15,050
20Unknown 15,258
21Unknown 15,925
22Unknown 17,058
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23Unknown 18,708
24Unknown 19,258
25Unknown 19,992
26Unknown 22,950
27Unknown 23,633
28Unknown 24,333
1
Acide salicylique
(15,092)

20000

Intensity [uV]

15,0 )
Retention Time [min]

—polyphenoll - CH1

-
|h;.lll 1 A

Figure28 : Chromatogramme d’HPLC des graines de Peganum harmala enregistré a

280nm
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TableaulO : Temps de rétention des acides phenoliques présents dans les extraits des

graines de Peganum harmala a longueur d’onde 325nm

Nom de pic tr
1Unknown 2,658
2Unknown 2,817
3Unknown 3,508
4Unknown 4,042
5Unknown 5,100
6Unknown 10,358
7Unknown 13,058
8Unknown 13,325
9Unknown 14,075
10Unknown 14,858
11Unknown 16,375
12Unknown 16,975
13Unknown 17,433
14Unknown 17,800
15Unknown 18,375
16Unknown 19,525
17Unknown 19,983
18Unknown 20,617
19Unknown 24,250
20Unknown 25,758
21Unknown 31,100
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—polyphenol22 - CH1
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Figure29 : Chromatogramme d’HPLC des graines de Peganum harmala (graines)
enregistré a 325nm
e Quercétine qui correspond au pic 17 avec un tr de 19,983 qui est proche de la valeur de
19,908(standard) a une longueur d’onde de 325 nm
e Rhamnitine qui correspond au pic 20 avec un tr de 25,758 qui est proche de la valeur
de 25,725(standard) a une longueur d’onde de 325 nm
e On remarque sur ce chromatogramme que le pic 18 est le plus prononcé avec un tr de

20,617 qui pourrait correspondre au kaempférol (20,850)

Dans une étude précédente sur les graines de Peganum harmala indique leur richesse en
composes phénoliques avec une teneur importante en flavonoides, qui sont dotées d’un
pouvoir antioxydant remarquable. (Rezzagui, 2012), ce qui correspond a nos résultats.

On remarque que Peganum harmala et Pimpinella anisum possedent de nombreux
polyphénols dont 1’acide salicylique, la quercétrine et la rutine en commun, et dans la suite de
notre études nous avons testé 1’activité antioxydante de nos deux especes vue leur richesse en

acides phénoliques et flavonoides.
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Tableaull : Temps de rétention (tr) des acides phénoliques standards (280nm)

Les standards
tr
Catéchine
8,050
Epicatechine
10,808
Chlorogenique
Jentd 9,092
Acide caféique
4,600
Acide Vanillique
12,475
acide coumarique
28,908
Methoxycinnamique 14,033
acide salicylique 15,092
Acide tannique 2,317
Acide ascorbique
3,358
Acide gallique
Jat 3,925
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Tableaul2 : Temps de rétention (tr) des flavonoides standards (325nm)

Les standards
tr
Esculitine
9,092
Rhamnetine
25,725
Apigenine
P9 22,517
Quercetrine
15,242
Kaempherol
20,850
Naringenine
15,100
Rutine
12,933
Quercetine
19,908
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2. Activité antioxydante

11 existe plusieurs méthodes pour déterminer 1’activité antioxydante des plantes (krishnaiah et

al, 2010 ; Baghiani et al., 2012)

Le DPPH est un radicale libre synthétique de couleur violée foncée .c’est le radicale le plus

utiliser dans I’analyse de 1’activité anti-radicalaire des substances bioactives contenus dans les

extraits des plants médicinales (Kubola et Siriomorpun ,2008) pour :

Leur absorbance maximale a 517 nm, ce qui permet donc 1’évaluer 1’activité anti radicalaire,

par spectrophotométrie, en mesurant toute diminution d’absorbance de DPPH.

Tableaul3 : Résultat des activités antioxydantes des deux espéces

Les especes

concentration

Activité Scavenger

(graine)

%
Peganum harmala 1mg/ml 75.11%
(graine)
5mg/ml 32.39%
Peganum harmala Img/mi 40.37%
(partie aérienne)
Pimpinella anisum Img/mi 73.23%

Les résultats du test antioxydant des graines Peganum harmala a monté que la phase d’acétate

d’éthyle montaient une activité plus importante pour la concentration 1mg/ml,

pour la concentration 5mg/ml L’espéce.

par contre
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L’activité antioxydante

(%)
80,00% -

70,00% -

60,00% -

50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -

10,00% -

0,00% T .
graine partie aérienne

Figure30 : L’activité antioxydante des graines et de la partie aérienne de I’espéce

Peganum harmala a 1 mg/ml

On remarque que 1’activité antioxydante de 1’espéce Peganum harmala a la concentration de
1 mg/ml est nettement plus élevée dans la graine plutét que dans la partie aérienne cela
pourrait étre dd a la richesse de la graine en flavonoides et acides phénoliques notamment
I’acide salicylique, quercétine et la rhamnétine et bien d’autres polyphénols que nous n’avons

pas pu déterminer (picl4, pic 10 et pic 25)
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L’activité antioxydante

/%/ 75,11%

73,28%

Peganum harmala Pimpinella anisum

Figure31 : ’activité antioxydanet des especes Pimpinella anisum et Peganum harmala a

Img/ml

Les graines de I’espece Peganum harmala présente une activité antioxydante plus importante
par rapport aux graines de I’espece Pimpinella anisum quoi qu’elle reste proche.

Des travaux précédants sur d’autres espéces soumises au meme test d¢ DPPH pour mesurer
leur activité antioxydante (Ajuga iva avec 10,63% et Marrubium vulgare avec 10,04%)
(Hassin boukal, 2015) montre que nos deux especes etudiées ont un pouvoir antioxydant tres

important et plus élevé.
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Conclusion

Peganum harmala (le harmal) et Pimpinella anisum (I’anis vert) sont deux plantes
utilisées en phytothérapie.
D’aprés notre étude, ces deux espéces ont montré une richesse importante en

composés polyphénols et un pouvoir antioxydant élevé.

L’analyse par HPLC a révélé que les graines de I’anis vert (Pimpinella anisum)
pourraient contenir les flavonoides suivants: 1’esculitine, la  rutine, la quercétine et

I’apigénine, et des acides phénoliques suivants : 1’acide salycilique et la coumarine

Pour la partie aérienne de harmal (Peganum harmala), I’analyse par HPLC a révélé
gu’elle pourrait contenir les flavonoides suivants: la rutine, et des acides phénoliques

suivants : I’acide ascorbique, I’acide vanillique et 1’epicatéchine.

L’analyse par HPLC a révélé que les graines de harmal (Peganum harmala) pourraient
contenir les flavonoides suivants: la quercitine, la rhamnitine et des acides phénoliques

suivants : I’acide salycilique et le kaempférol

L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de réduction de radical libre DPPH a
révelé que les graines de harmal (Peganum harmala) qui a donné le pouvoir antioxydant pour
la concentration 1mg/ml de (75.11%) et le pouvoir antioxydant de (40.37%) pour La partie
aérienne de harmal (Peganum harmala), et de (73.23%) pour les graines de 1’anis vert

(Pimpinella anisum).

Notre modeste ¢tude met en valeur I'importance de ses espéces utilisées en
phytothérapie ainsi que leur richesse en polyphénols, mais cette étude doit étre approfondie

pour identifier les autres pics qui sont assez importants et que nous n’avons pas pu identifier.

Utiliser d’autres techniques plus sophistiquées comme la spectroscopie de masse afin de

mettre en évidence d’autres composés et métabolites.

Tester d’autres activités antimicrobiennes, antibactériennes et antifongiques......
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Contribution a I’étude phytochimique (les polyphénols) de deux
especes Pimpinella anisum L. et Peganum harmala L.

Résumé :

Peganum harmala est une plante de la famille des Zygophyllacées, assez riche en constituants chimiques tels
que les Acides aminés, les Flavonoides, les pigments et les alcaloides.

Pimpinella anisum est une plante de la famille Apiacées, se compose de sesquiterpenes, acides phénoliques,
furocoumarines, huile essentielle a base d'anéthol ..., d’ou I’intérét porté a ces deux espéces, pour démontrer leur
richesse en polyphénol grice a une étude phytochimique basée sur I’extraction des composés phénoliques et une
identification des flavonoides et acide phénoliques par la technique de chromatographie liquide a haute performance,
suivi d’un test de DPPH pour étudier I’activité antioxydante qui a démontré un pouvoir antioxydant important chez les
deux especes.

L’analyse par HPLC a révélé que les graines de I’anis vert (Pimpinella anisum) pourraient contenir les flavonoides
suivants : I’esculitine, la rutine, la quercétine et I’apigénine, et des acides phénoliques suivants : Acide salicylique et la
coumarine.

L’analyse par HPLC a révélé que la partie aérienne de Harmel (Peganum harmala) pourrait contenir les
flavonoides suivants: la rutine, et des acides phénoliques suivants: Acide ascorbique, Acide vanillique et
I’epicatéchine.

L’analyse par HPLC a révélé que les graines de harmel (Peganum harmala) pourraient contenir les flavonoides

suivants : la quercétine, la Rhamnitine et des acides phénoliques suivants : Acide salicylique. Kaempférol.

Mots clés : Pimpinella anisum, Peganum harmala, Composés Phénoliques, Flavonoides, HPLC,
Activité Antioxydante
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