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Introduction

La nutrition est un sujet traditionnel de 1’éducation pour la santé. D'aprés Hippocrate
(460-370 avant J.C.) souvent appelé « le pere de la médecine » disait : « Que ta nourriture soit
ta médecine et ta médecine, ta nourriture. Une vue d’ensemble sur cet art de guérison qui
devient progressivement une science permet de mettre en relief les travaux de tous ces
médecins qui ont soulagé et soigné d’abord par I’alimentation.

Les ceréales constituent de loin la ressource alimentaire irremplacable, la plus
importante au monde a la fois pour la consommation humaine et pour I’alimentation du bétail.
Le secteur des céréales a une importance cruciale pour les disponibilités alimentaires
mondiales.

En ce début du XXle siecle, ils fournissent prés de la moitié des calories alimentaires
pour I’humanité, ils seront sans doute amenés a jouer un role fondamental face aux défis
démographiques et environnement.

Il y a une face cachée, les céréales sont les catégories d’aliments qui sont vraiment
essentielles pour vivre mieux et en santé. Les Recommandations alimentaires pour la santé
des Canadiens précisent qu’il faut donner la plus grande part aux céréales, pain, autres
produits ainsi qu’aux légumes et fruits. Elles peuvent nous apporter des phytonutriments
importants pour notre santé.

Les résultats de certaines études épidémiologiques laissent entendre que la
consommation de grains entiers serait liée a un risque moindre de maladies cardiovasculaires,
de diabete, de certains cancers et d’obésité. Ces effets bénéfiques seraient obtenus grace a la
synergie entre les nombreux composants contenus dans les produits céréaliers a grains entiers,
tels les fibres, les antioxydants, les vitamines et les minéraux...

Les plantes sont une précieuse source de nombreuses molécules. Ces végétaux
synthétisent a c6té des macronutriments, minéraux, vitamines, des phytonutriments ou
phytoconstituants. Ces phytonutriments ont parfois des activités biologiques d’intérét pour
I’humanité, pharmacologiques (plantes médicinales) ou nutritionnelles (aliment), D’aprés
(Merghem R ; 2011) les substances bioactives végétales aujourd’hui intéressent le monde
médical, 1’industrie pharmaceutique et alimentaire appartiennent essentiellement au groupe
des « composés phénoliques ».

Les composés phénoliques possedent un large éventail d’activités biologiques in vitro
(antibactériennes, anti-cancérigene, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur
caractére réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques. Les polyphénols
présentent ainsi des propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec I’inhibition de
I’oxydation aussi bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique
(stress oxydant).

Finalement, les composes phénoliques contribueraient a assurer le bon fonctionnement
des mitochondries, les minuscules fournaises de nos cellules, dont le déréglement serait a la
base du développement du syndrome metabolique, des cancers inflammatoires, des maladies
d'Alzheimer et de Parkinson...etc.

Notre travail consiste a étudier :

Valorisation et le pouvoir antioxydant des composés phénoliques des feuilles de
blé dur (Triticum durum) : GTA dur et CIRTA
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Dans le but, d’étudier des propriétés antioxydantes des composes phénoliques qui
concernent les feuilles de blé dur (Triticum durum) et comparer entre deux variétés (CIRTA
et GTA dur).

Ce travail comporte de deux parties :
La premiére partie avec ces quatre (4) chapitres a été reservée a une derniére
actualité bibliographique, pour cerner toutes les données de la problématique.
Le premier chapitre présente 1’espéce étudiée dans notre travail : les feuilles de blé dur
(Triticum durum).
Le deuxieme vise 1’é¢tude des composés phénoliques, leurs biosyntheses, leurs
principales classes, la biodisponibilité ainsi que les propriétés biologiques.

Dans le troisieme décrit le stress oxydant, définit les principales sources de radicaux
libres. Et Le quatrieme constitue des probléemes majeurs de la santé publique tels que : les
maladies d’ Alzheimer et le cancer.

La deuxieme partie, elle décrit les méthodes d’études phytochimiques utilisées.
La présentation des résultats et leurs interprétations dans la troisieme partie.

Enfin, dans la conclusion générale, nous avons synthétise les différents résultats
obtenues et développé les perspectives de cette modeste recherche.



Chapitre | :
Preésentation de ’espece
etudiee.



Chapitre I : Présentation de ’espéce étudiée

I. Généralité

Les céréales tiennent de loin, la premiere place quant a 1’occupation des terres
agricoles, parce qu’elles servent d’aliments de base pour une grande proportion de la
population mondiale. (kellou, 2008).

Les céréales sont des graines alimentaires appartenant a dix especes végeétales, trois les
plus employés actuellement : blé, riz et mais ; a cela s’ajoute 1’orge, le seigle, avoine, le
sorgho, le méteil (mélange de blé et de seigle), triticale (hybride de blé et de seigle). Les blés
sont présentent partout dans le monde ou deux especes sont particulierement cultivées : le blé
dur (Triticum durum), c’est le blé de semoulerie par excellence ; le blé tendre (Triticum
aestivum) (Bouasla Abdallah, 2007).

Ces deux especes ; lls se différencient par la friabilit¢é de I'amande, qui est plus
importante pour le blé tendre et permet la transformation en farine, alors que le blé dur est
plus apte a se transformer en semoule, est utilisé pour les pates alimentaires, les biscuiteries,
couscous, pain, galette, patisserie.

Il. La production mondiale des céréales

La production céréaliere mondiale devrait atteindre 2 597 millions de tonnes en 2017,
volume qui représente seulement 0,3 % (9,0 millions de tonnes) de moins qu'en 2016, année
record, et demeure supérieur a la moyenne enregistrée sur cing ans.

Le tassement anticipé de la production céréaliere mondiale par rapport a l'an passé
serait presque entierement imputable a la contraction de la production de blé, qui devrait
s'établir a 740 millions de tonnes, en retrait de 2,7 % (20,3 millions de tonnes) par rapport a
2016  (Figure 01).

Production céeréaliere, utilisation et stocks
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Chapitre I : Présentation de [’espece étudiée

I1l.  La production et importation Algérienne des céréales

Selon le ministre de 1’Agriculture, du Développement Rural et de la Péche, M.
Abdesslam Chelgham « La production de blé dur a augmenté de 61% », il a réalisé au 10
juillet 2016 une production ceréaliere de 900 quintaux par hectares. (Eco new, 2016).

La facture d'importation du blé tendre a reculé a 1,24 milliards de dollars contre 1,61
milliards de dollars (-23,05%), pour des quantités passées a 6,43 Mt contre 6,74 millions de
tonnes (-4,6%). Pour les importations de blé dur, la facture a reculé a 549,5 millions contre
783,5 millions dollars (-29,87%) malgré une légére hausse des volumes importés a 1,79
millions de dollars contre 1,76 millions de tonnes (+1,8%). (Eco new, 2017).

Le bilan du commerce extérieur algérien des céréales pour 2016 fait ressortir qu’en blé

dur, le principal fournisseur de I’ Algérie ces deux dernieres années est le Canada avec 1 082
687 tonnes en 2016 contre 770 230 t en 2015. Suivi par le Mexique soit 556 538 t en 2016
contre 598 443 t en 2015 (soit une diminution de 7%). (Imene A, 2017).

IV. Blédur

1- Définition

Le blé dur selon plusieurs auteurs serait une plante anciennement cultivée et était la
base de I’alimentation des premicres civilisations humaines. Il est cultivé principalement dans
les pays du bassin Méditerranéen a climat aride et semi-aride. Elle se caractérise par
I’augmentation de la température couplée a la baisse des précipitations, en plus la
désertification et la sécheresse, diminuent les potentialités de production des sols agricoles
(Abeledo et al., 2008).

2- Classification botanique

Tableau 01 : Classification de blé dur d’apres (Feillet, 2000)

Embranchement Spermaphytes
Sous - Embranchement Angiospermes
Classe monocotylédones
Ordre Poales
Famille Poaceae
Sous - Famille Festucoideae
Tribu Triticeae
Sous - Tribu Triticineae
Genre Triticum
Espéce Triticum durum Desf



http://www.algerie-eco.com/author/imene-a/
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3- Intérét nutritionnel

Si les céréales ont toujours été un aliment de base de I’humanité c’est avant tout parce
qu’elles contiennent des nutriments énergétiques et structurels indispensables aux organismes
humains et animaux : les glucides, les vitamines, les minéraux et oligo-éléments, les fibres et
les protéines...

e Les glucides des céréales (sucres et amidon)sont souvent classés comme
carbohydrate des aliments riches, car ils sont composés d'environ 75% de glucides.
(goldberg G, 2003).

e Le blé dur est la source d’énergie principale de 1’organisme. D’environ 155 kcal de

I’apport énergétique (calories) et 30.4 g des glucides. (Ciqual ; 2013).

e Lateneur en protéines chez le bl¢ dur d’environ 5.1 g.
e Le blé dur est source de multiples nutriments : phosphore, manganése, magnésium,
zinc, sélénium, cuivre. 1l est pourvu en vitamines B1, B3, B6 et E.

Les jeunes pousses d’herbe de plants de blé, qui correspond au stade ou le blé sort de
terre, juste apres la germination, sont couramment consommés comme jus provenant des
pousses fraiches mixées ou encore sous la forme de poudre mélanger a de 1’eau et consommés
naturellement de cette fagon.

Les feuilles de blé sont incroyablement riches en glucides (sucres), en protéines et
bien équilibrés en lipides.
Il est suggéré dans la recherche que les feuilles de blé permettent d’augmenter la
quantité totale d’oxygeéne qui peut étre stocké dans le sang. Cela est d0 a sa forte
teneur en fer, minéral qui est 1i¢ a la production d’hémoglobine et de globules

rouges.

Elles contiennent entre autre de la vitamine A, de la vitamine C, de la vitamine E, de

la vitamine B6, B5 et d’innombrables autres minéraux.

Le tableau 02 présente l'apport énergétique (Calories) de feuilles de blé dur les
nutriments (protéines, sucres, matieres grasses / eau et fibres alimentaires, sels minéraux et

vitamines) qui entrent dans sa composition :

Tableau 02 : Composition nutritionnelle des feuilles de blé dur (Crop and Food
Research NZ, 2002)

Composition | Quantit % de Composition | Quanti % de Composition | Quantit %de
é I'apport Des té I"apport Des é I"apport
quotidien | Minéraux quotidien | Vitamines quotidien
Energie 21 cal - Magnésium | 24 mg 6% Vitamine A 21.35 2%
19
Sucre 29 2% Phosphore 75.20 11% Vitamine B2 | 0.13 mg 10%
mg
Gras 0.06 g - Potassium | 147 mg 3% Vitamine B5 6 mg 120%
Protéines 142¢ 3% Calcium 24.20 2% Vitamine B6 | 0.2 mg 15%
mg
Eau 95¢g - Fer 0.61mg 3% Vitamine B9 | 29 ug 7%
Fibre 0.10¢ 0% Cuivre 46.50 5% Vitamine C | 3.64 mg 5%
mg



https://pro.anses.fr/tableciqual/
https://pro.anses.fr/tableciqual/
https://informationsnutritionnelles.fr/mineraux
https://informationsnutritionnelles.fr/vitamines
https://informationsnutritionnelles.fr/energie
https://informationsnutritionnelles.fr/magnesium
https://informationsnutritionnelles.fr/phosphore
https://informationsnutritionnelles.fr/vitamine-b2
https://informationsnutritionnelles.fr/potassium
https://informationsnutritionnelles.fr/proteines
https://informationsnutritionnelles.fr/calcium
https://informationsnutritionnelles.fr/vitamine-b12
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4- 1’intérét thérapeutique

En plus d'avoir une gamme de phytochimiques qui peuvent fournir une partie de la
santé Les bénéfices observés chez les populations consommant des régimes basés sur les
aliments végétaux. (Goldberg, 2003).

La consommation des feuilles de blé peut permettre d’attester d’une augmentation du
nombre de globules blancs et d’une meilleure production d’anticorps. Des éléments qui aident
a combattre un certain nombre de maladies, de virus et affections, ce qui au final contribue a
vous garder en forme et en bonne santé. (Alex Simpson, 2016).

Une autre bonne raison de considérer la consommation des feuilles de blé est le fait
qu’elle contienne de fortes doses de chlorophylle. (Alex Simpson, 2016).

Les feuilles de blé contiennent des antioxydants qui aident a éliminer les toxines et les
radicaux libres de votre corps. En outre, elle contient des composés phénoliques qui aident a
éliminer les toxines, les carcinogenes, les radicaux libres, et autres produits chimiques nocifs
présents dans le sang. (Alex Simpson, 2016). (Tableau 03)

Tableau 03 : Les flavonoides identifiés dans les feuilles de blé

Flavonoides Classe Références
Apigenine Flavones Wojakowska A et al., 2012
Chrysoeriol /l /l
Luteoline Il Il
Tricetine /l /l
Tricetine triméthyl éther /l /l
Tricine Il Il
Quercétine Flavonol Peterson et al., 2001
Kaemphérol /l I
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. Présentation général sur les polyphénols

Les polyphénols dénommés aussi composés phénoliques, sont des molécules
specifiques du régne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire.

On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits, ces substances
jouent un rdle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement. Contribuant
ainsi a la survie de 'organisme dans son écosystéme. Le terme « phénol » englobe
approximativement 10000 composés naturels identifiés.

Les polyphénols sont un trés vaste groupe de substances dont I’élément structural
commun c’est la présence d’au moins : un Noyau Aromatique lié & un groupement
Hydroxyle (libre ou engagé). (Figure 02).

OH

Figure 02 : Structure du noyau phénol.

Il. La biosynthése des polyphénols

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’élaboration de
cycles aromatiques (figure 03) :

1- La voie de Shikimate
Egalement responsable de la synthese des acides aminés Phe et Tyr.

2- La voie de I’Acétate/Malonate

Qui consiste a la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A. Cette biosynthése a
permis la formation d’une grande diversité de molécules qui sont spécifiques d’une espece de
plante, d’un organe et d’un tissu particulier.
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phosphate

o Glycolyse
shikimate v
— Phaspho-énol
Shikimate [ pyruvate
Pyruvate Voie acefate /
malonarte

l Polyacétates

Acétyl-CoA
P Y
Cycle de Krehs Mévalonate

h 4
mévalonate

Figure 03 : Les voies de biosynthése des polyphénols.

I11. Classification des polyphénols

Les polyphénols présentent une grande diversité de structures, divisée en flavonoides et
non flavonoides.
1- Acides phénoligues :
Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes: les dérivés de 1’acide
hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique.

» 1-1 Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1) :

Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments, notamment : les épices, les
fraises, certains fruits rouges et I'cignon. (Manach C et al., 2004)
Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans le tableau 04.
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Tableau 04 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Navarre et Langlade 2010)

Structure R4 R3 R2 R1 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
COOH OH Acide p hydroxy
Benzoique
H OH OH H Acide
Protocatechique
H |OCH3| OH H Acide vanillique
OH OH OH Acide gallique
OH OCH3| OH | OCH3 | Acide syringique
OH H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

> 1-2 Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C6-C3) :

Ces composes (tableau 05) ont une distribution trés large. Rarement libres, ils sont
souvent estérifiés. (Skerget M ; et al., 2005), Et peuvent également étre amidifiés ou
combinés avec des sucres (O-acylglucosides, O-arylglucosides) ou des polyols tels que 1’acide
quinigue. (Bruneton J.2008).

Tableau 05 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Navarre et Langlade 2010)

Structure R4 R3 R2 R1 Acides phénoliques
H H OH H Acide
R2 R1 paracoumarique
OH | OH H H Acide caféique
R3
OH OCH3| OH H H Acide férulique
R4 OCH3| OH | OCHS3 H Acide sinapique

2- Flavonoides

Sont les composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Leur fonction
essentielle semble étre la colorisation de la plante ou du fruit : la coloration jaune (pigments
flavonols) ou rouge a bleue (pigment anthocyanes). Ces pigments protecteurs, contenus dans
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la peau et les pépins du raisin participent a la lutte contre les radicaux libres, substances dont
I’excés pour les humains prédispose a la dégénérescence cellulaire. (Gaillac, 1998)

Les flavonoides sont présents dans une grande variété d'aliments (fruits et légumes, céréales,
jus de fruits, thé et ...).

Ils sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de carbone,
constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane, formant
une structure C6-C3-C6 (Ghedira K. 2005). (Figure 04)

Ce squelette commun de 15 carbones C6-C3-C6, formé de trois anneaux (A, B, C), dont deux
anneaux benzenes (A et B) unis par un anneau pyranne (C) (Lorrain et al., 2013).

Figure 04 : Squelette de base de flavonoides

Il existe plusieurs classes de flavonoides :
» Flavanones :
Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par
la présence d’un centre de chiralité en C2 (Bruneton J. 2008).
Les agrumes constituent la principale source alimentaire de flavanones. Les principaux
aglycones sont I'ériodictyol dans le citron, la naringénine dans le pamplemousse et
'hespéritine dans 1’orange (Figure 05).

O o
R, = H: R = OH; Naringenin
R, = OH; R = OH; Eriodictyol
R4 = OH; R = OCH5s: Hesperetin

Figure 05 : Structure chimique de flavanones

> Flavonols :

Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et d’une
double-liaison en C2-C3 (Figure 06). Ils peuvent exister soit sous forme d’aglycones, Soit
sous forme d’hétérosides (Crozier A. 2003).
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Leurs principaux représentants sont la quercétine, le kaempférol et la rutine. Les sources
les plus riches sont les oignons, le poireau, le chou et le thé contient. (Hertog M.G.L.et al.,
1992)

 Flavonol R, N | R
Rutin OH Rutinose
OQuercitrin O Rhamnose
Quercetin O H
Kaempferol H H
Isorhamnetin OC H s H

Figure 06 : Structures chimiques de flavonols.

> Flavone :
Les flavones naturelles (figure 07) sont des pigments végétaux polyphénoliques, de

couleur jaune plus ou moins accentuée, appartenant au vaste groupe phytochimique des
flavonoides ; existent a 1’état libre (aglycones par exemple apigénine et lutéoline) ou le plus
souvent sous forme d’hétérosides (O-hétérosides par exemple diosmine). 1ls ont une seconde
double liaison dans I’hétérocycle (Heller et al., 1998). Dans plus de 90%, le cycle A est
substitué par deux hydroxyles phénoliques en C5 et C7 (Bruneton, 1999).

Les flavones sont présentes dans 1’huile d’olive et le persil.

O

o

Figure 07 : Structure chimique de flavones

> lsoflavone :

Les isoflavones (Figure 08) sont des substances présentes dans le soja et le trefle violet.
Elles sont notamment intéressantes pour l'action qu'elles exercent au niveau de la densité
osseuse (notamment chez les femmes dgées ménopauseées).

Ils dérivent des flavanones mais outre une oxydation centrale, il y a transposition du cycle
latéral du C2 au C4 de I’hétérocycle (Bruneton ,1999).



http://dictionnaire.acadpharm.org/w/Flavono%C3%AFde
http://dictionnaire.acadpharm.org/w/Aglycone
http://dictionnaire.acadpharm.org/w/H%C3%A9t%C3%A9roside
http://dictionnaire.acadpharm.org/w/H%C3%A9t%C3%A9roside
http://dictionnaire.acadpharm.org/w/Diosmine
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/16304-soja-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/2056-menopause-causes-symptomes-et-traitement
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Figure 08 : Structure chimique d’isoflavones

» Flavan-3-ols :
Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine (Figure 09) sont la catégorie de flavonoides la

plus complexe. Ces composés vont des simples monomeres, (+)-catéchine et son isomere (—)-
épicatéchine, jusqu’aux oligoméres et polymeres, les proanthocyanidines (Chira K.et al.,
2008).

Les catéchines sont présentes dans le chocolat noir, le thé (thé noir de Chine) et dans les
fruits comme 1’abricot (Arts 1.C.W. 2000).

OH

Iij[(m
kY
- OH

OH OH
R = OH catéchine R =OH épigallocatéchine
R = O-galloyl catéchine gallate R = O-galloyl épigallocatéchine gallate

Figure 09 : Structures chimiques de certains flavan-3-ols. (Chira K et al., 2008)

» Anthocyanidines :
Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables et hydrosolubles,

rouges en milieu acide, virant au bleu violet en milieu neutre ou faiblement alcalin. Les
composés les plus courants sont la pélargonidine, la cyanidine et la malvidine (Figure 10).

Ri1 =Rz = H: pélargonidine
R1=0H, Rz =H: cyanidine

Figure 10 : Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes (Chira K ; et al,
2008)

-10 -
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1V. Voie d’absorption, métabolisme et biodisponibilite des
polyphénols

La biodisponibilité des phytomicronutriments (Les composés phénoliques ou
polyphénols, Terpénes... se trouvent naturellement dans les aliments du regne végétal),
est trés variable d’un phytomicronutriment a ’autre, d’un repas a 1’autre, et méme d’un
individu a I’autre. Elle est en effet affectée par de nombreux facteurs :

% Composition de la matrice dans laquelle les phytomicronutriments sont incorporés et

dans lequel cette matrice est absorbée.

% Composition en nutriments et micronutriments du repas variations génétiques entres les

individus.

Pour améliorer leur biodisponibilité, il faut donc connaitre précisément leur métabolisme
intestinal et les multiples facteurs qui sont capables d’interférer avec leur absorption. Le
phytomicronutriment doit donc étre libéré de la matrice alimentaire dans laquelle il a été
consommé, absorbé par la cellule intestinale, puis transporté jusqu’a son tissu cible (Borel
P.2004). (Figure 11).

Acide chlorogénique = Estomac

Anﬂuxj};ane/
Canal \

Foie LA
Glucuronidation e Biliaire >
Méthylation T Aglycones Intestin  Glucuronidation
Sulfatation Glucosides gréle Méthylation
Meétabadlites
; Sang icrobiens
Tissus cibles e}
v

Colon

Glycosides, esters

polym éres
Excrétion des formes l
conjuguées
Féces

Urine

Figure 11 : Schéma général de biodisponibilité des polyphénols (Manach C ; et al., 2006)

-11 -
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Les principales données de la biodisponibilité des polyphénols de 1’alimentation sont
résumeées comme suit :

1- Absorption

% Absorption au sein de ’estomac :

Seuls les anthocyanes et quelques acides hydroxycinnamiques sous forme liée tels que I’acide
chlorogénique peuvent étre absorbés directement a partir de 1’estomac. (Manach C., et al.,
2005)

+ Absorption a partir de I’intestin gréle :

A I'exception des flavanols, tous les flavonoides se trouvent sous forme glycosylée dans les
aliments. (Morand et al., 2000). Donc les aglycones de polyphénols (ex : les flavanols) et les
O-B-D-glucosides peuvent étre notablement absorbés dans le petit intestin, les premiers par
diffusion passive, les seconds selon deux mécanismes.

En effet, si les polyphénols non glycosylés ni estérifiés, qui sont présents surtout dans les
suppléments, peuvent étre absorbés directement par I'intestin gréle (Gonthier et al., 2003).

¢ Absorption a partir du colon :

Les polyphénols non absorbés au niveau de ’estomac et de I’intestin gréle atteignent le
cblon, puis sont catabolisés par la microflore colique, ayant des activités enzymatiques
diverses, avant d’étre absorbés. En particulier, la rutine, un flavonol commun de
I’alimentation (quercétine (3-O-B-D-(L-rhamnosyl--1,6-D-glucoside)), doit étre hydrolysée
par les enzymes bactériennes avant d’étre absorbée au niveau du cblon et atteint la circulation
sanguine (sous forme de conjugués de quercétine) avec un retard notable par rapport aux cas
des glucosides de quercétine (abondants dans I'oignon), absorbés dés le petit intestin.

2- Distribution

Les flavan-3-ols et les procyanidines non métabolisés sont retrouvés dans le tractus
gastro-intestinal. Les dérivées sulfatés ainsi que les diméres (B1, B2, B3 et B4) et trimeres
(C2) de procyanidines sont, quant a eux, détectés dans les urines alors que seuls les
métabolites glucuronides ou méthyl-glucuronides atteignent le plasma, le foie et les reins.
Aucune donnée ne montre que ces composés atteignent le cerveau (Aron P, 2008).

3- Métabolisme
Dans les entérocytes et ensuite au niveau du foie, les polyphénols sont conjugueés et
forment des dérivés méthylés, sulfatés, glucuronides ou glucuronides-sulfates.

Selon Santos-Buelga et Scalbert (2000). Cette transformation des polyphénols en differents
métabolites permet d’éviter la formation de quinones toxique et facilite 1’excrétion par
augmentation hydrophilicité.

La méthylation des polyphénols est catalysée par la catéchol-O-méthyl transférase,
présente dans de nombreux tissus. Sa plus forte activité est mesurée dans le foie et les reins.

La méthylation a lieu essentiellement en position 3 sur le groupement catéchol du
polyphénol bien qu’une faible proportion de dérivés 4’-O-méthylés puisse étre produite.

-12 -
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Les phénol-sulfotransférases catalysent le transfert d’un sulfate provenant du 3’
phosphoadénosine-5’phosphosulfate sur un groupement hydroxyl du polyphénol. Le foie
constitue le site principal de sulfatation des polyphénols (Manach C., et al., 2006).

La glucuronidation des polyphénols est assurée par les UDP-glucurosyltransférases
retrouvées dans de nombreux tissus (Kaldas M., et al., 2003).

4- Elimination

Les métabolites conjugués de plus haute masse moléculaire sont principalement
excrétés dans la bile, alors que ceux de plus faible masse moléculaire sont plutot excrétés par
voie urinaire. .

Les bactéries intestinales possedent des PB-glucuronidases capables de libérer les
aglycones des métabolites conjugués sécrétés dans la bile. Les aglycones peuvent donc étre
réabsorbés, entrainant un cycle entérohépatique (Manach C., et al., 2006).

La faible biodisponibilit¢é des polyphénols d’intérét alimentaire est également
soulignée dans Il'excrétion urinaire faible, typiquement inférieure a 10%, a I'exception des
isoflavones, de certains acides hydroxycinnamiques et des flavanols. (Manach C., et al.,
2005)

V. Intéréts des polyphénols

Pour les nutritionnistes, I'intérét des polyphénols a pris de I'ampleur depuis que certaines de
ces substances se voient attribuer un certain nombre d'activités bénéfiques que ce soit pour les
plantes (sources de ces polyphénols) que pour I'hnomme (consommateur de ces polyphénols).

% 1- Vis-a-vis des plantes :

Les travaux plus anciens ont montré que les polyphénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation organogene, dormance des
bourgeons, floraison et tubérisation (Parr et Bolwell, 2000).

Les polyphénols et en particulier les anthocyanes et certains flavonoides interviennent dans
la qualité alimentaire des fruits et participent a la coloration des fruits mdrs. Ces composés
déterminent également la saveur des fruits : les tannins sont a l'origine de la sensation
d'astringence des fruits non mirs (Talcott et Howard, 1999).

Les flavanones sont responsables de I'amertume des citrus et peuvent donner naissance, par
transformation chimique, a des dihydrochalcones a saveur sucrée (Hollman et al., 1996).

D'autres composés phénoliques sont impliques lorsque la plante est soumise a des
blessures mécaniques. De plus, la capacité d'une espéce végétale a résister a l'attaque des
insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques.
Par ailleurs, certains polyphénols responsables de la coloration et l'odeur des fleurs

-13-



Chapitre 11 : Polyphénols, Structures, et propriétés

représentent des signaux visuels ainsi que sensoriels qui attirent les insectes pollinisateurs
(Robards et al., 1999).

% 2-Vis-a-vis de I'homme :

La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de
nombreuses pathologies, telles que le cancer, I’ischémie cardiaque, 1’athérosclérose et
I’hypertension (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Ces composés montrent des activités anticancéreuses, antivirales, antibactériennes.
antiallergique, antiathérogéne, antioxydant, anti-inflammatoire, antithrombotiques,
cardioprotecteur et les effets vasodilatateurs (Falleh et al., 2008).

Tableau 06 : Composés phénoliques et leurs propriétés :

Classesde Activités Références
polyphénols
Acide Anti carcinogénes - Anti mutagenes Ferguson ; 2001
phénoliques
Anti oxydants Sarni-Manchado et Chenyier ; 2006
Flavonoides | Anti carcinogenes Anti mutagenes. Ferguson ; 2001
Anti oxydants. Alothane et al., 2009
Anti microbienne. Ulanowska et al., 2006
Anti fongique. Ortuno et al., 2006
Anthocyanes Anti oxydants. Sarni-Manchado et Chenyier ; 2006
Ferguson ; 2001
Tanins Anti oxydants - Anti tumoral. Mousavinejade et al., 2009

-14 -
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Chapitre 111 : Stress oxydatif et ’activité antioxydante des polyphénols.

. Stress oxydatif

1- Définition

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre de la
balance « pro-oxydants/antioxydants » en faveur des pro-oxydants (Almasiova et al., 2012).
Ce déséquilibre provient soit d’une production exagérée d’agents oxydants ou d’une altération
des mecanismes de défense (Morena et al., 2002).

Le systeme pro-oxydant comprend des espéces appelées les radicaux libres. Une
augmentation de la présence de ces derniers est le résultat d’une augmentation de leur
production du systéeme antioxydant chargé de les neutraliser (Djellouli, 2013).

2- Le system pro-oxydant

2-1- Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) contenant un
électron non apparié. La présence de ce dernier permet a ces molécules d’avoir une grande
instabilité exprimée par une réactivité extréme et une vie trés courte, jouant un role
d’accepteurs d’électrons soustrairont a d’autres molécules voisines qui deviennent a son tour
un radical libre.

Il 'y a plusieurs types de cette espéce chimique notamment : les especes réactives de
I’oxygene ERO, les espéces réactives de 1’azote ERN (Tableau 07).
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Tableau 07 : Nomenclature des principales espéces réactives en oxygeéne et en azote
(Halliwell et Gutteridge, 2008).

Radicaux libres Non-radicaux

Peroxyde d’hydrogéne, H20:
Acide Hypobromeux, HOBr

Anion superoxyde, 02"
Acide Hypochloreux, HOCI

Radical hydroxyl, HO®

. . . Radical hydroperoxyl, HO:" Ozome. O3
Espéces réactives de AL 5 o Oxygéne singulet, *0:
B 2 on carbonate, =
'oxygéne (ERO) = Peroxyde organique, ROOH

Radical peroxyl. RO:"

R Anion peroxynitrite, ONOO-
Radical alkoxyl. RO® S SRoan
cide roxynitrique,
Dioxyde de carbone, CO.°- = £
E = = Anion peroxynitrate, O:2NOCO-
Anion oxygeéne singulet, O
Anion nitrosoperoxycarbonate, ONOCOO:-

Anion peroxomonocarbonate, HOOCO:-

Acide nitreux, HNO:
Cation nitrosyl. NO+
Anion nitroxyl, NO-

O . Monoxyde d’azote, NO° Tetroxyde dinitreux, N2O4
Yazote Dioxyde d'azote, NO:°

(ERN) Radical nitrate, NOs°

Trioxyde dinitreux, N2O3

Anion peroxynitrite, ONOO-

Acide peroxynitrique, ONOOH

Anion peroxynitrate, O:NOO-

Cation nitrile, NO.+
Alkyl-peroxynitrites, ROONO
Alkyl-peroxynitrates, RO:0ONO
Chlorure de nitrile, NO:Cl
Peroxyacétyl nitrate, CHsC(O)OONO:

2-2- Sources des radicaux libres :
Il existe de nombreuses sources de radicaux libres. Elles sont classées en deux

catégories, les sources endogenes et les sources exogenes (Figure 12).

Sources endogénes : Sources exogénes

TN V&
o=t | &q.\

| - i)
Mitochondrie 3
Systéme
immunitaire
Réactions 4
enzymatigues : f

Figure 12 : Les principales sources des radicaux libres.

» 2-2-1 Sources endogenes :
- L'auto-oxydation de molécules : le produit direct de ces auto-oxydations est souvent I'02".
Ainsi, l'auto-oxydation de la dopamine est en partie impliquée dans le processus apoptotique
lors de pathologies neurodégénératives.

-16 -



Chapitre 111 : Stress oxydatif et ’activité antioxydante des polyphénols.

- La xanthine oxydase : elle catalyse la dégradation de I'hypoxanthine en acide urique. Mais
elle peut également catalyser I'oxydation de la xanthine en acide urique. Dans ces réactions,
I'oxygéne moléculaire agit comme un accepteur d'électron produisant ainsi I'O,™ (Phaniendra
etal., 2014).

- La NADPH oxydase : elle a un role fondamental dans la réponse immunitaire surtouts la
lutte contre les micro-organismes. En effet, lors de la phagocytose, cette enzyme catalyse la
formation d'O,".

- Le réticulum endoplasmique lisse : le cytochrome P450 qui oxyde les acides gras insaturés
et les xénobiotiques, produisant ainsi des ERO. Il semble que cette production radicalaire
régule certaines fonctions du réticulum (Sahnoun et al, 1997).

- Les peroxysomes : I'H,O, est utilisé comme substrat de la catalase peroxysomale, afin de
réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats. Ces réactions sont importantes dans
le processus de détoxification présent dans le foie et le rein.

» 2-2-2 Sources exogenes :

- Les rayonnements : sont capables de produire des O, ou O, aprés activation de photo
sensibilisants (Gardes-Albert, et al., 2003).

-Les métaux toxiques : notamment le chrome, le cuivre et le fer génerent en présence de
peroxyde d’hydrogéne et des radicaux hydroxyles trés réactifs par une réaction appelée

réaction de Fenton : Fe** + H,0, — Fe* + OH™ + 'OH.

2-3- Implication de stress oxydatif sur ’organisme :

Les radicaux libres attaquent les composants cellulaires, les lipides, les glucides, les
protéines et les acides nucléiques.

e Les lipides : principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle, qui est capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones
situés entre deux doubles liaisons pour former un radical diene conjugué, et qu’il sera
oxydeé en radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique (Esterbauer et
al., 1992).

e Les glucides : le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence
de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes (Barnoud et al., 2007).

e Les protéines : I’¢électron non apparié des radicaux libres peut attaquer la structure du
certaines protéines, en particulier les protéines porteuses d’un groupement sulfhydryle (-
SH), c’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont
ainsi étre oxydées et entrainer la formation une fragmentation ou une dénaturation et des
ponts entre
les proteines, (Lacolley et al., 2007)

e Les acides nucléiques : les radicaux libres et en particulier OH’, peuvent attaquer I’ADN.
IIs réagissent avec les nucléotides. Ils peuvent mener : des modifications des bases
azotées, la fragmentation de I’ADN et des ruptures de brins ou a des pontages entre des
bases.
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3- Systéme antioxydant

Les antioxydants sont définis par (Halliwell ; 1999) comme « toute substance qui, en
faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé¢, prévient ou ralentit
I’oxydation de ce substrat ». Ils peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur
localisation cellulaire et leur origine.

> 3-1 Le Systeme antioxydant enzymatique

Qui est constitué de trois métalloenzymes essentielles : la catalase, les superoxydes
dismutases et les glutathions peroxydases.

- La catalase : (EC1.11.1.6) est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde
d’hydrogéne produit dans les condition physiologiques (Niki et al., 2007).
La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogéne :
2H202 —_—> 2H20 + 02
- Les superoxydes dismutases : ou SOD (EC 1.15.1.1) sont des antioxydants enzymatiques
ubiquitaires. ils représentent 1’une des premicres lignes de défense contre le stress oxydant en
assurant 1’élimination de 1’Oze- par une réaction de dismutation en le transformant en
peroxyde d’hydrogéne et en oxygene moléculaire selon la réaction suivante (Haleng et al.,
2007):
02._ +2H+SOD ——> 02 + H202
- Les Glutathions peroxydases (GPX) : (EC 1.11.1.19) sont des enzymes tétramérique a
sélénium qui peuvent réduire le peroxyde d’hydrogéne en eau, en utilisant les capacités
réductrices du couple glutathion /glutathion disulfide (GSH/GSSG) (Matés et al., 1999 ;
Lacolley et al., 2007) (Figure 13).

Glutathion réduit

(2GSH)
NADP+ / \

G!utaﬂnon mduetase Glutathion peroxydase

- o

; Riboflavine | Selemum Tl
NADPH, H+ -/ \ /\#‘
(GSSG)

Glutathion oxydé

Figure 13 : Cycle oxydo-réducteur du glutathion (Hagen et al., 1990)
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> 3-2 Le systéeme antioxydant non enzymatique

s 3-2-1 Le systéme antioxydant non enzymatique d’origine endogene :
Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances parmi lesquelles on
peut citer le glutathion, I’acide urique, la bilirubine.

a- Le glutathion
C‘est un tripeptide (Lyglutamy-I-cystéinyl-glycine) appartient au groupe des thiols parmi
les plus abondants dans la cellule (Raman et Berry, 2011).

b- L’acide urique
A un pH physiologique 1’acide urique est majoritairement ionis¢ sous forme d’urate, un
piégeur puissant de radicaux (OHe, ROOe, NOO-) (Haleng et al., 2007).

c- Labilirubine

Ce composé liposoluble est capable de piéger les radicaux peroxyle, I’oxygeéne singulet et le
radical hydroxyle, protégeant ainsi 1’albumine et les acides gras liés a 1’albumine contre les
attaques radicalaires (Algeciras-Schimnich et al., 2007).

% 3-2-2 Le systéme antioxydant non enzymatique d’origine alimentaire :
L’organisme possede une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres » qui sont
des composés pour la plupart apportés par 1’alimentation et dont le role essentiel est de
neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

a- La Vitamine E
Cette vitamine fait partie de la famille des tocophérols, a-tocophérols est la forme la
plus active (Cuvelier et al., 2003),
I1 est capable de piéger chimiquement 1’oxygeéne singlet et aussi de réagir avec le radical
hydroxyle HO". Mais son principal role biologique est de réagir avec les radicaux peroxydées
ROOQ’ pour former un radical tocophéryle. (Dellatre et al ., 2005).

b- Lavitamine C
Ou acide L-ascorbique est un antioxydant hydrosoluble souvent considéré comme le
principal antioxydant des fluides extracellulaires. En plus de réagir directement avec les ERO,
la vitamine C permet la régénération d’autres antioxydants, tel que 1’a -tocophéol, le
glutathion, I’urate et les o —caroténes. (Carr et Frei, 1999).

c- Le B caroténe
Il appartient a la grande famille des caroténoides. Le [B-caroténe est notamment
capable de pieger les radicaux hydroxyles et peroxyles et ainsi d’inhiber les chaines de
peroxydations lipidiques, il neutralise également 1’oxygeéne singulet.
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d- Les polyphénols

Sont des composés ubiquistes que 1’on retrouve dans les plantes (thé, raisin, cacao, blé,
orge, mais, fruits et légumes...). Ils sont capables de piéger des radicaux libres et les ions
métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices.

I1. L’activité antioxydante des polyphénols

Les polyphénols notamment les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses
activités biologiques, ces activités sont attribuées en partie aux propriétés antioxydantes. Car
ils sont susceptibles de réagir avec la plupart des especes réactives oxygénées (Fuhrman et
al., 1995).

L’action antioxydante de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par
I’inhibition et la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la chélation des
traces d’ions métalliques responsables de la production d’ERO. (Cotelle , 2001).

» La capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres :
les flavonoides (FI-OH) sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux
libres oxydants (Re), comme le superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par
transfert d’hydrogéne et le radical flavonoxy (FL-O¢) qui en résulte peut réagir avec un autre
radical pour former une structure quinone stable (Jovanovic et al., 1998) (Figure 14).

0H 0 0
* ERH
OH ‘;‘\ ) Lj,OH 0
S YA O —
-
Fhv-OH Flav-0 q uinone

Figure 14 : Piégeage d’un radical libre par un flavonoide.

» La capacité de flavonoides de chélation des ions métalliques :
La quercétine est le flavonoide la plus active. La figure 15 résume les sites essentiels pour
la chélation des ions métalliques :
e Un noyau catéchol sur le cycle B.
e Les groupes 3- hydroxyle et 4-oxo du cycle C.
e Les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (Van Acker et al., 1996).
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Figure 15 : Flavonoides et leurs sites proposes pour la chélation des ions métalliques
(Men™) (Van Acker et al., 1996).

» Caractéristiques structurale et la activité antioxydantes des flavonoides :

Plusieurs travaux décrivent les relations structures-activités des flavonoides (Rice-Evans et

al., 1996 ; Fuhrman et al., 1995 ; Harborne et al., 2000 ; Van et al., 1996 ; woodman et

al. 2005 ;). Ces travaux permettent de connaitre les activités antioxydantes de ces molécules

en fonction de leurs caractéristiques structurales. En fait, leur activité antiradicalaire
nécessite :

¢+ Les molécules possédant une double liaison entre les carbones C2-C3 et un groupement
carbonyle en C4 sont les flavonoides dont les activités antioxydantes. Les plus
marquées, ainsi D’activité de la quercétine (un flavonol) est deux fois plus élevée que
celle de la catéchine (flavan-3-ol). (Harborne et al., 2000) (Figure 16).

]‘; A C 'xl' » - .
a quercétine OH La catéchine

Figure 16 : Comparaison entre deux pentahydroxyphénols (Harborne et al., 2000).

< La structure ortho-diphénolique du cycle B (=les groupements hydroxyles

en position (C3’-C4’) ainsi qu’un nombre important de résidus hydroxyles

augmenteraient le potentiel antioxydant des flavonoides possédant un hétérocycle

saturé (Fuhrman et al., 1995 ; woodman et al. 2005 ).

< Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur
groupement hydroxyle en position (C3) fortement réactif. (Rice-Evans et ses
collaborateurs ; 1996) ont démontré I’importance de ce dernier. En effet, La
glycosylation du groupe C3-OH de la quercetine (cas de la rutine) ou sa
suppression (cas de la lutéoline) diminue I’activité antioxydante (Figure 17).
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OH OH
‘3 _OH {_oH
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La quercétin Fifitiié H / OH O La lutéoline

Figure 17 : Comparaison entre le groupement hydroxyle (C3-OH) (Evans et al., (1996).

Concernant la capacité de piéger les radicaux libres, chélation des ions métalliques et
caractéristiques structurales des flavonoides. La quercétine satisfait a tous ces criteres, (Evans
et al., 1996).(Figure 18)

Figure 18 : Les caractéristiques structurales responsables a I'activité antioxydante
des flavonoides (Evans et al., 1996).
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Chapitre 1V : Cancer et Alzheimer.

I- Le cancer

1- Définition
Le cancer est une maladie multifactorielle qui correspond a une multiplication
anarchique et incontrélée de certaines cellules normales de 1’organisme. Ces cellules
échappent aux mécanises normaux de différentiation, de régulation de leur multiplication et
résistent a la mort cellulaire programmée. Pour qu'un cancer se développe, la cellule doit
accumuler plusieurs mutations dans son génome (Macdonald et al., 2003).
Ces mutations sont le reésultat d'agressions par des facteurs environnementaux, ou

d'origine naturelle lors de la division cellulaire. Le cancer se développe a partir d'une seule
cellule saine en un ensemble de cellules cancéreuses (Macdonald et al., 2003; Mareel et
Leroy, 2003).
2- Les Causes du cancer
Les progres en médecine permettent aujourd'hui de définir les facteurs qui favorisent
le cancer et donc favoriser le développement de cellules cancéreuses :

e Lesagents physiques : tels que des aliments, des polluants ou des substances
Chimiques...

e L'hygiene de vie : la consommation d'alcool, tabac, etc., I'exposition & des toxines
environnementales, stress et le manque d'exercice physique.

e Causes infectieuses : certains virus, bactéries ou parasites peuvent augmenter le
risque de développer un cancer.

3- Traitement

3-1 Traitement par méthodes classiques :
La Chirurgie, La Chimiothérapie, La Radiothérapie et I’'immunothérapie.

3-2 Prétraitement Phytothérapie :

Elle est basée sur l'utilisation des propriétés pharmacologiques naturelles des
molécules (les composés phénoliques) contenues dans les plantes. Certaines de ces propriétés
sont également utilisées par la médecine occidentale, pour la confection de médicaments
controles.

> Les Composés phénoliques et Cancer :

Les polyphénols permettraient de lutter, a tous les stades de la cancérogénese, contre de
nombreux cancers comme celui du colon, de I’estomac, du foie, du sein, de la prostate, du
poumon, de la peau, de la vessie (Hadi, Bhat et al., 2007).

Alors que la plupart des flavonoides / phénoliques sont considérés comme sars, la thérapie
flavonoide / phénolique ou l'utilisation chimiopréventive. (Galati G1, O'Brien PJ, 2004).

Conduisant a la croissance, la différenciation et I'apoptose. Leur action peut étre attribuée
non seulement a leur capacité d'agir comme antioxydants, mais aussi a leur capacité a
interagir avec les mécanismes cellulaires de base.

Ces interactions comprennent l'interférence avec les récepteurs membranaires et
intracellulaires, la modulation des cascades de signalisation, l'interaction avec les enzymes
basiques impliquées dans la promotion des tumeurs et les métastases et enfin les interactions
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directes ou indirectes avec les acides nucléiques et les nucléoprotéines. (Kampa M et al.,
2007).
Tableau 08 : Propriétés anticancéreuses, in vitro et in vivo de quelques flavonoides.

Flavonoides Cibles Actions Références
Quercetine, Cellule Jurkat T, | - Mort par apoptose des Cellule Jurkat T | Chen & Dou,
kaempférol, MDA-MB-231 | - Inhibition de la croissance des cellules 2008.
apigénine, lutéoline MDA-MB-231 xénogreffées dans des
souris
Quercétine Cellules - Activité antiproliférative et arrét de Jeong et al.,
cancéreuses cycle cellulaire en phase G1. 2009
SKBr3, MDA-
MB- 453, HelLa
Quercétine, Cellules - Effet cytotoxique Durgo et al.,
myricétine, lutéoline cancéreuses 2007
HEp?2 et CK2
Rutine Cellules - Inhibition de la croissance des Linetal.,
leucémiques cellules WEHI-3 a des souris 2009
murines WEHI- BALB C.
3
Kaempférol, Cellules - Activité antiproliférative. Susanti et al.,
cancéreuses 2007.

4-Type du cancer

4.1. Cancer du sein :

Il a été constaté que le jus d'herbe de blé pris au cours de la chimiothérapie peut
réduire la myélotoxicité. (Bar-Sela G1 et al., 2007)

Des études épidémiologiques suggéerent qu'un régime de flavonoides enrichi est lié a
une diminution du risque de cancer du sein. (Magne Nde CB et al., 2015)

Le cancer du sein ont été trouvées pour les flavones, les flavonols, Les flavonols et les
isoflavones, (métabolite dse mammiféres des lignanes végétales) a été associée a une
diminution significative du risque de cancer du sein dans une étude de cas-témoins chez des
patients atteints de cancer du sein (Ingram et al., 1997).

Par rapport aux autres flavonoides, la luteoline était habituellement parmi les plus
efficaces, elle inhibait de maniéere significative la croissance des tumeurs de maniere
dépendante de la dose en ciblant STAT3 par deux voies: la dégradation dépendant de
I'ubiquitine dans STAT3 phosphorylée par Tyr705 et la régulation négative progressive dans
le STAT3 sevale par Ser727 par inactivation du CDKS5, provoquant ainsi une apoptose par
régulation a la hausse dans Fas / CD95 (Selvendiran et al., 2006).
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La lutéoline peut retarder ou bloquer le développement de cellules cancéreuses in vitro
et in vivo par la protection contre les stimulants cancérogénes, par l'inhibition de la
prolifération des cellules tumorales, par l'induction de l'arrét du cycle cellulaire et par
I'induction de I'apoptose par des voies de signalisation intrinseque et extrinséque.(Cotroneo et
al., 2002).

» Médicaments :
% Luteolin 50 mq : les chercheurs ont découvert que la lutéoline permet de :

e L[’induction de D’apoptose et a I’inhibition de la prolifération cellulaire, de
I’angiogenese et des métastases.

e Sensibilise les cellules cancéreuses a la cytotoxicité induite par la suppression des
voies de survie cellulaire (PI3K, NF-kB) et par la stimulation des voies de
I’apoptose, y compris celles qui induisent le suppresseur de tumeur p53.

4.2. Cancer d’estomac

Il a ét¢ démontré que la consommation des flavonoides diminue le risque et I’incidence de
plusieurs types de cancers a savoir le cancer de I’estomac (Garcia-Closaset al., 1999).
Les apports élevés de quercétine et de kaempferol ont été associés a une réduction de
40 et 50% du risque du cancer de I'estomac.

Il- La maladie d’Alzheimer
1- Définition

La maladie d’Alzheimer est découverte par le neurologue et psychiatre allemand Dy
Alois Alzheimer, C’est une affection neurodégénérative qui entraine une détérioration
progressive des cellules nerveuses, due a une accumulation de protéines anormales dans le
cerveau (protéines béta-amyloide (BA) et tau). Ces accumulations forment les deux lésions
cérébrales de la maladie, appelées plaques amyloides et dégénérescences neurofibrillaires
(Murphy et LeVine 2010).

2- Les causes de la maladie

Dans 1% des cas de la maladie d’Alzheimer, les causes sont bien connues car la
maladie est due a la présence de mutations sur des geénes identifiés. Il s’agit de formes
génétiques « autosomiques dominantes » : si une personne est porteuse de la mutation, elle
développera obligatoirement la maladie d’Alzheimer. De plus, elle aura 50% de probabilité de
transmettre ce géne muté a ses descendants ; voila pourquoi des familles entieres de personnes
sont atteintes de la maladie d’Alzheimer. Ces formes familiales se développent précocement,
avant 60 ans.

Mais dans 99% des cas de la maladie d’Alzheimer, on ne connait pas la cause,
probablement parce qu’il n’y a pas une cause unique mais une origine multifactorielle
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(facteurs environnementaux, facteurs de risque cardiovasculaires, facteurs de risque
génétiques...). La maladie d’Alzheimer qui développe généralement apres 65 ans.

3- Traitements de la maladie d’Alzheimer

A I’heure actuelle, aucun traitement curatif ne permet de guérir de la maladie d’ Alzheimer
mais certains traitements permettre de ralentir 1’évolution de la maladie comme :

% Médicaments
Certains traitements medicamenteux qui peuvent permettre de ralentir cette affection comme :

> Des inhibiteurs : Aricept®, Reminyl®, Exelon®.
» Un antiglutamate : glutaEbixa®

« La phytothérapie

Elle est fondue sur les extraits des plantes et les principes actifs naturels qui a un effet
sur la maladie d’ Alzheimer, notamment soja, Ginkgo biloba et I’herbe du blé ...

e Pour connaitre I'effet de I'nerbe de blé sur la maladie d'Alzheimer. Une
expérience a été décrit par Veera Raghavulu Bitra, et ces collaborateurs 2014 :

L'herbe de blé a montré une amélioration significative de la réduction du stress
oxydatif provoque par béta-amyloide (BA) aux niveaux de malondialdéhyde et I'amélioration
d’activité du superoxyde dismutase et de la catalase.

o En effet, des preuves suggerent que le peroxyde d’hydrogene joue un role

important dans 1’évolution de la maladie d’Alzheimer. Or, on sait que certains antioxydant
notamment les polyphénols, possédent une neuroprotection treés forte contre le peroxyde
d’hydrogéne. Pour expliquer le réle des polyphénols dans la protection contre les facteurs
pathogenes de la maladie d’Alzheimer.

Les résultats de nombreuses études ont conduit a penser que I’inhibition des
agrégations des protéines béta-amyloide (BA) et tau in vivo ne dépend des conditions
oxydatives mais que les propriétés structurales des polyphénols qui comportent deux cycles
aromatiques liés par six atomes et un minimum de trois fonctions hydroxyles favorisant les
interactions non covalentes avec la protéine Tau.

% Le resvératrol, grace a son pouvoir antioxydant, réduisait la production de radicaux
libres par la béta-amyloide, provoquait une légére amélioration chez des patients souffrant
de maladie d’Alzheimer. (Savaskan E et al., 2003)

%+ Des expériences in vitro ont montré que les catéchine améliorent la survie des cellules
neuronales cultivées lorsqu'elles sont contestées par une B-amyloide peptide, 6-
hydroxydopamine (Augustin ; 2005)
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Notre travail a été réalisé au laboratoire de Biochimie Micro-moleculaire et Phytochimie a
I’université des fréres Mentouri Constantine (Chaab Ersas).

.  Matériel végetal
Les feuilles des deux variétés de blé dur (Triticume durum) "GTA dur "et "CIRTA" ont
été utilisées dans notre étude. Aprés 29 jours de semence des grains fournis par le Centre
National de Contrdle et de Certification des semences et plantes (CNCC), EL Kheroub
Constantine.

Les principales caractéristiques des deux variétés de blé dur analysées sont rapportées
dans le tableau 09 ci-dessous :

Tableau 09 : Les caractéristiques des deux variétés de blé dur ""GTA dur "et "CIRTA"
(Bultin des variétés de céréales autogames. Edition 2015).

Variétés GTA dur CIRTA
Données
Origine Mexique Algerie
Pédigrée Gaviota x Durum | KB214-OKB-20KB-OKB-OKB-1KB-OKB
Obtenteur * ITGC Khroub
Demandeur ITGC ITGC
Année d’inscription 1998 2004

1- La semence

Le 13 mars 2017, dans la serre de la Biopol Chaab Ersas, Université des fréres
Mentouri Constantine, nous avons procédé a la semence de 70 g des grains de blé dur des
deux variétés (GTA dur et CIRTA) pesées a 1’aide d’une balance analytique, dans dix pots
rectangulaires (cinq pots pour chaque variété). L’arrosage se fait trois fois par semaine avec
une surveillance attentive de la croissance des plantes jusqu’a 20 cm d’hauteur. (Figure 19)

25
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Hauteur du
GTA dur
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Figure 19 : Courbe de croissance du GTA dur et CIRTA.

0
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2- La Récolte

La récolte s’est fait le 10 avril 2017, qui a consisté a couper toute la partie aérienne de
la plante ensuite on les a laissés séchées sur un papier journal pendant quelques jours et au
méme temps on a surveillé la décroissance du taux d’humidité (tableau 10 et figure 20) par la
prise de leurs poids a 1’aide d’une balance analytique.

Tableau 10 : La surveillance de ’humidité des deux variétés CIRTA et GTA dur.

Poids en g de la Poids en g de la
variété CIRTA variété GTA dur
Date
10/04/2017 629.3 539,5
12/04/1017 245.6 218,7
16/04/2017 112.1 104,9
17/04/2017 106 100
120%
100%
— 80%
=
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g 40%
= S
= = 20% — - - —— GTA dur

0%
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Figure 20 : La courbe de décroissance de ’humidité (%) chez CIRTA et GTA dur

3- Le broyage
Les échantillons séchés sont broyés a 1’aide d’un broyeur (de cuisine) puis conservés a sec
(température ambiante) et a I'abri de la lumiére. Le broyage de la plante permet d'augmenter la
surface de contact solvant-échantillon.

Il1. Extraction des composés phénoligues

1- Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une technique d’extraction par solvant qui consiste a
extraire une espéce chimique se trouvant dans un solide pour la transférer dans un solvant
choisi, dans notre étude 1’opération a été effectuée comme suivant :
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1.1- Extraction au soxhlet

L’extracteur soxhlet est un ingénieux dispositif en verre permettant 1’extraction par
solvant continue des especes chimiques contenues dans une poudre solide. Il est
principalement utilisé dans la préparation d’échantillons avant analyse. Cet appareil porte le
nom de son inventeur : Franz von Soxhlet.

» Meéthode :

Dans des cartouche propres et seches (cartouches en cellulose), verser un gramme du
poudre végétal de chaque variété (CIRTA et GTA dur), et les placer dans le corps en verre
de l'appareil de Soxhlet, le solvant d'extraction qui a un volume de 500 ml d’éthanol, est
introduit dans un ballon porté a ébullition, les vapeurs de solvant passent par le tube
adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de ’extracteur, faisant
ainsi macérer la poudre végétal au bout du 1h 30 min, le solvant condensé s’accumule dans le
corps en verre ; jusqu’a atteindre le sommet de tube siphon ; qui provoque alors le retour du
liquide dans le ballon accompagné des substances extraites.

Le solvant continue de s’évaporer, alors que les substances extraites restent dans le
ballon (leurs températures d’¢ébullition doivent étre nettement supérieures a celle de 1’éthanol).

L’extraction est arrétée lorsque le liquide entourant la cartouche devient clair, cette
couleur indiquant que le solvant n’extrait plus rien du solide.

Le contenu du ballon (solvant chargé d’extrait) est récupéré puis évaporé a sec a
I’aide d’un évaporateur rotatif pour éliminer le solvant. Le résidu sec est repris dans 10 ml de
méthanol dans un tube a essais pour chaque variéte.

1.2- Extraction par Macération

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal
en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction
qui se fait a température ambiante.

» Méthode :

La poudre du matériel végétal, 959 de la variété GTA DUR et 100g de la variété
CIRTA, sont placés dans un bécher, afin de subir une macération par un volume de 1 litre de
solvant hydro alcoolique (éthanol/eau, 70/30), pendant 72h a I’air libre avec renouvellement
du solvant chaque 24h.

L’extrait est récupéré dans un récipient, filtré a 1’aide d’un papier filtre et un entonnoir.
Puis, évaporé sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif équipé d’une pompe a vide
(Rotavapor BUCHI) pour éliminer le maximum de solvant et de concentrer I’extrait.

Ce dernier est laissé au réfrigérateur pendant 24heures, afin de deécanter les cires, les
boues, les lipides risquant de géner la suite des opérations.
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2- Extraction liquide — liquide

La phase limpide de la macération subit un lavage par I’éther du pétrole (v/Vv)
(I’opération est répétée trois fois) pour éliminer tous les composés non phénoliques, comme
les lipides et caroténoides et les pigments chlorophylliens.

Afin de séparer les composés phénoliques en fractions (Merghem, 2009) aglycones,
monoglycosides et di-tri-glycosides, 1’extrait brut est successivement mélangé avec les
solvants suivants (figure 21) :

% L’éther diéthylique : est un solvant préférentiel des composés simples tels que les
acides phénols et les flavonoides.
% L’acétate d’éthyle : pour entrainer les flavonoides aglycones mais surtout les
monoglycosides et partiellement les di-o-glucosides.
% Le méthyle-éthyle-cétone (butanone) : pour le reste des di-o-glycosides, les tri-o-
glycosides et les c-glycosides.
» Meéthode :

Les différents affrontements sont faits dans I’ampoule a décanter. L’extrait brut et le
solvant (v/v) sont mélangés énergétiquement en laissant sortir a chaque fois les gaz produits.
Aprés une heure et demie, on récupere séparément la phase eau et le solvant utilisé chargé de
ses composés spécifiques, on fait ces démarches d’abord avec I’éther diéthylique, la
séparation des deux phases nous permit d’obtenir une phase organique qui s’évapore a 1’air
libre et une phase aqueuse qui subit a son tour une nouvelle extraction avec 1’acétate
d’éthyle. La phase aqueuse restante se mélange avec le méthyle-éthyle-cétone comme le
dernier solvant, ces trois derniére phases récoltées sont concentrées par évaporation a basse

pression a 70°C (Merghem, 2009).
> Macération dans Ethanol-H2O
S (70/30:V/V)
végétal > trois Extractions successives avec

renouvellement de solvant /24h

7N

Evaporation Extrait
a sec Limpide
[ phase Ether de pétrole ] Eliminer &====3 = Affrontement par Ether de pétrole
Extrait
brut
Phase Ether diéthylique Récupérer * Affrontement_par Ether diéthylique
10ml
Récupérer

Phase Acétate d’'éthyle

— Gomny * Affrontement par Acétate d’éthyle
i0m

RECUPErer g « Affrontement par MEC J
10ml

Figure 21 : Le protocole classique d’extraction des compose phénoliques

(Merghem, 2009).
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1. Etude guantitative

1- Dosages des composés phénoligues totaux

Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué selon la méthode de Folin-
Ciocalteu (N. Boizot et J-P. Charpentier 2006). Ce réactif est un acide de couleur jaune
constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo01,040). 1l est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne (Ribereau, 1968). La coloration
produite, dont l'absorption maximum a 760 nm, est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ghazi et Sahraoui, 2005).

» Meéthode :

- Préparation_de la solution mére de D’acide gallique : Mettre 0,03 g d’acide
gallique en poudre dans 100 ml de I’eau distillée. Une gamme d’étalonnage a été préparée a
partir d’une solution mére d’acide gallique de différentes concentrations (0-0,3 mg/ml). Le
dosage a été fait selon cette gamme (tableau 11).

Tableau 11 : La gamme étalonnage d’acide gallique.
Concentration (mg/ml) 0 0,02 | 0,09 | 0,15 | 0,21 | 0,27 | 0,3
Volume prélevé de la solution 0 0,1 03] 05107 1|09 1
meére de I’acide gallique (ml)
Volume d’eau distillée (ml) 1 0,9 0,7 05| 03| 0,1 0

- Dans 7 tubes a essais :

= 1ml de chaque solution de la gamme étalon préparée.
» 5 ml du réactif Folin Ciocalteu (dilué 10 fois dans I’eau distillée).

= Apres 10 min.

= 4 ml Carbonates de Sodium (Na,CO3) a 20 %.

= Incubation de 30 min a une température ambiante dans 1’obscurité.

» L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 760 nm avec un
spectrophotometre UV-Visible (UV 1601, SHIMADZU).

- Méme méthode avec 1 ml de chaque extrait de deux variétés (CIRTA et GTA dur).

2- Dosage des Flavonoides

La détermination des flavonoides a été effectuée par la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICI3) (Bahorun et al., 1996), elle est utilisee pour quantifier les flavonoides
dans les différents extraits. L’ AICI3 forme un complexe jaune avec les flavonoides, absorbe
dans le visible a 430 nm.
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» Meéthode :

- Préparation de la solution mére du guercétine : Mettre 0,012 g du quercétine en
poudre dans 100 ml de I’eau distillée. Le dosage a été effectué selon, une gamme
d’étalonnage qui a été préparée a partir d’une solution meére du quercétine de différentes
concentrations (0-0,12 mg/ml) (tableau 12).

Tableau 12 : La gamme étalonnage du quercitine

Concentration (mg/ml) 0 | 0,012 | 0,036 | 0,06 | 0,084 | 0,108 | 0,12

Volume prélevé de la solution méredu | 0 0,1 03 | 05 | 0,7 0,9 1
quercétine (ml)
Volume d’eau distillée (ml) 1 0,9 0,7 0,5 0,3 0,1 0

- Dans 7 tubes a essais :

= 1 ml de chaque solution de la gamme étalon préparée.
» 1mld’AlCl3a2 % (m/v).
= Agiter puis incuber a I’obscurité et a température ambiante pendant 10 min.

= [’absorbance est mesurée a 430 nm en utilisant un spectrophotométre UV (UV 1601,
SHIMADZU).

-Mé&me méthode avec 1 ml de chaque extrait de deux variétés (CIRTA et GTA dur).

1V. Etude qualitative

1- Chromatographie sur couche mince (CCM)

1.1- Chromatographie sur couche mince analytique

La chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide,
simple et peu colteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification des métabolites.
Elle permet d’avoir une idée globale des métabolites présents dans un extrait ou une
fraction, un contrdle aisé et rapide de la pureté d’un composé lorsque les conditions
opératoires sont bien déterminées.
» Méthode :

A- Préparation de la phase stationnaire : elle est constituée d’un gel de polyamide
préparé dans I’éthanol (11 g de gel de polyamide en poudre + 60 ml d’éthanol) et étalé sur une
plaque en verre (20%20 cm) a I’aide d’un étaleur.

Aprés 48h la phase stationnaire sera préte a utiliser.

B- Préparation de la phase mobile ou I’éluant: c’est un systéme de solvant
(mélange de solvants organiques), le systeme qui montre une bonne séparation est le suivant

e Pour les phases éther diéthylique, acétate d’éthyle et MEC :
Toluéne / MEC / éthanol / éther de pétrole : 40/30/30/2.5.
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e Pour la phase aqueuse :
Eau / Ethanol / MEC / Acide acétique (AcOH) : 13/3/3/1,5.

C- Le dépdt :
D- Développement :

E- Révélation et identification : L'identification des substances isolées se fait :
+ A Dceil nu ou sous UV :
Les composeés colorés visualisés : Soit a I’ceil nu. Soit sous une lampe UV (365nm) (dans une
chambre noire).

% Avec le réactif du Neu (C14H16BNO) ou 2-aminoéthyl diphényl borate : Les
composés non colorés, on ne peut pas les voir directement, on doit les révéler a 1’aide d’un
révelateur (réactif du Neu). Cette révélation consiste a vaporiser et pulvériser le réactif du
Neu sur la plaque (Griinz G et al., 2010).

Les spots flavonoiques sont caractérisés par leurs fluorescences et leurs facteurs de rétention
(Figure 22).

Flavonol réactif de Neu complexe coloré en jaune fluorescent

Figure 22 : Principe réactionnel des flavonoides avec le réactif de Neu
+» Relation fluorescence-structure

Tableau 13 : Relation entre la fluorescence sous UV et la structure des flavonoides.
(Markham, 1982, Lahouel, 2005).

Spot coloré Types de flavonoides
Noir, Marron Flavonols 5, 6, 7 tris-OH libres
Flavonols 5, 7, 8 tris-OH libres
Brun- noir 3- OH absent ou 3-OH substitué
Violet Flavones 5 -OH et 4’-OH

Flavones 3— OR et 5 -OH, 4’-OH
Flavones ou Flavonols 5 -OH avec 4’-OH
absent ou substitué en 3.
Flavones 6 —ou 8 —-OH
Chalcones, isoflavones, dihydroflavonals,
flavanones
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Bleu- clair (fluorescent) Flavones sans 5 —OH libres.
Flavones sans 5 —OH libres avec 3 -OH
substitué
Jaune terne, jaune, fluorescence orangeé Flavonols 3- OH libres avec ou sans 5 —OH
substitué.
Jaune vert brillant 5- Oh libres ou 5- OH substitué
Jaune Fluorescent Flavonols avec 3- OH libre
Jaune pale Dihydroflavonols
Rouge Anthocyanidine 3 glucoside
Rose Anthocyanidine 3,5 di glucoside

“ Relation RF-structure
Chaque constituant migre a certaine hauteur, caractéristique de la substance, que 1’on appelle
rapport frontal ou rétention frontale (Rf) :

Distance|[ligne de dépot - tache]

~ Distance [ligne de dépot - front de solvant]

Ce rapport frontal peut donner des informations sur la structure des composés
flavoniques séparés (Bandyukova et Shinkarenko, 1973 ; Yaou, 2001) (tableau 14).

Tableau 14 : Relation entre RF-structure flavonique (Akroum S., 2011)

Structure flavonique RF
Augmentation des OH Diminution du RF dans un solvant lipophile
Glycosylation RF augmente dans un solvant aqueux
RF diminue dans un solvant alcoolique
Hydroxyles méthylés RF augmente dans un solvant alcoolique
Méthylation d’un OH en C5 RF diminue dans un solvant alcoolique
Hétéroside des flavones avec 3-OH libre RF nul dans I’eau

1.2- Chromatographie sur couche mince préparative

La CCM préparative est une technique chromatographique utilisée dans la séparation
et I’isolement de diverses molécules présentes dans un mélange.

Les solutions méthanoliques obtenues sont alors prétes pour les séries spectrales pour
L’identification.

2- Spectrophotomeétrie UV-Visible

C’est la méthode la plus importante pour 1’identification des structures flavonoiques. Elle est
basée essentiellement sur I’enregistrement d’un spectre dans un milieu alcoolique (méthanol
ou éthanol) qui sera caractéris¢ par deux bandes d’absorption principales, la bande I et la
bande II.
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Ces deux bandes représentent les absorptions dans le proche UV, des chromophores
composant le squelette flavonoiques.

% Labande I : présentant un maximum d’absorption entre 300 et 400 nm, est attribuée a
I’absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du groupement
carbonyle avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, elle donne donc, des
renseignements sur les variations structurales du cycle B et 1’hétérocycle C.

% Labande Il : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, est attribuée
a I’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement
carbonyle avec le noyau A et donne des informations sur les variations structurales du
cycle A (Markham, 1982) (figure 23).

Absorbance Bande I

Bande |
(0]
i;‘” ¢|

(4]
Ht‘ﬂlu} le Cynamoyle

>
\bsorption donnant L Absor ption donuant
la Bande I1 In Bande | )

v

Figure 23 : Conjugaison du groupement carbonyle avec les cycles A et B.

2.1- Analyse spectroscopigue des phases dans le méthanol :

L’analyse des phases (Ether diéthylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse) de deux
variété CIRTA et GTA dur, se faite par le spectrophotometre (UV 1601, SHIMADZU).

On utilise la quercétine et la rutine comme standard.

2.2- Analyse spectroscopique des molécules isolées dans le méthanol :

L’analyse des molécules isolées se faite par spectrophotométre (UV
1601, SHIMADZU).

V. Activité biologique : Activité Antioxydante

Le DPPHe (2,2’-Diphényl-1-Pycrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violette intense. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPHe (2.2’-Diphényle-1-
picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en DPPHH (2.2°-Diphényle-1-picryl-hydrazine
de couleur jaune (Maataoui et al, 2006) (Figure 24).

Le DPPHe posseéde un électron non appari¢ sur un atome du pont d’azote.
Lorsqu'il est mélangé avec une substance qui peut donner un hydrogéne, alors cette réaction
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donne lieu a la forme réduite DPPHH avec perte de la couleur violette et I’apparition du une
couleur jaune pale. La mesure de ’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la
diminution de la coloration violette par spectrophotométrie a 515-518 nm.

4
IJO
4
$
-
Z

DiphenylePicrylhydrazyle DiphenylePicrylhydrazyle

radicale libre violé radicale libre jaune

Figure 24 : La réduction du radical libre DPPH (Molyneux, 2004)

» Meéthode :

Une solution de DPPHe (0,00625 g dans 100 ml de méthanol 90%, soit 0,0625 mg/ml)
est préparée au moins 1 a 2 heures a 1’avance car la solubilisation est difficile et elle ne se
conserve pas plus de 4-5 jours a -5°C et a I’obscurité.

= Meélanger 0.1 ml de chaque extrait a tester avec 3,9ml de la solution du DPPHe avec
agitation vigoureuse pendant 10 secondes.

= Incuber le contenu dans la cavité du spectrophotometre pendant le temps nécessaire
pour atteindre le plateau avec ce type d’échantillon.

» A I’aide d’un spectrophotometre (UV 1601, SHIMADZU), lire les absorbances & 515
nm sur des intervalles de temps réguliers (0, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 min).
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Résultats et Discussions

I- Etude quantitative

1-Dosages des composés phénoligues totaux

La teneur en composes phénoliques totaux a été estimée par la méthode colorimétrique
de Folin-Ciocalteu.

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans cette méthode. Les

résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure 25)

y = 8,9227x + 0,0285

2,5 Rz=0,9996 /
2 -

1,5
i o

0,5 /

0 //

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Consantration d'acide gallique (mg/ml)

Absorbance a 760 nm

Figure 25 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des composés phénoliques totaux
des extraits méthanolique du blé dur (Tritucum durum) de deux variétés GTA dur et CIRTA
a était estimée par 1’équation de la courbe :

y=8.9227x + 0.0285 avec un coefficient R? = 0.999.
Correspond a la forme Abs = a [AG] +b, la teneur en composés phénoliques est exprimée en
milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/Q)

» _Taux des composés phénoliques d’extrait brut :
Les résultats sont représentés dans histogramme suivant :
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Figure 26 : Le taux des composés phénoliques totaux d’extrait brut des deux variétés.

—————————————
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Ces résultats montrent que les feuilles de deux variétés de blé dur sont riches en
composés phénoliques sachant que la variété GTA dur contient un taux plus élevé que la
variété CIRTA (0,296 + 0.149 mg E AG /g ; 0,228 + 0,116 mg E AG/q)

» Taux des composés phénoligues totaux des phases du GTA dur et CIRTA :

Les résultats illustrés dans 1’histogramme suivant :

Concentrationdes comosés phénoliques totaux (mg E AG/g)

0,45

04

0,35

0,3

0,25

0,2 -
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I
1
1 s H GTA dur
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Acétate MEC Aqueuse °
déthyle

Figure 27 : Le taux des composés phénoliques totaux des phases.

D’aprés les résultats représentés dans la (Figure 27) : les deux variétés de blé dur sont riches
en composés phénoliques mais avec des concentrations différentes selon la phase (Tableau

1

).

GT

A dur : La teneur de la phase Aqueuse est 0,246 £0,013 mg EQ/g, La phase Ether

diéthylique du : 0,226 + 0,006 mg EQ/g. Le taux de la phase MEC est 0,167 +0,006 mg

EQ

/g. En fin La phase Acétate d’éthyle avec une teneur de : 0,145+0,002 mg EQ/g.

CIRTA : La phase Acétate d’éthyle est la plus riche en composés phénoliques de taux
0,362+0,007 mg EQ/g, suit par la phase Aqueuse avec une teneur de 0,317 £0,023 mg

EQ
Et

/gl
la phase MEC du 0,261+0.001 mg EQ/qg .En fin la phase Ether diéthylique est moins

riche  en composés phenolique du teneur 0,237 £ 0,008 mg EQ/g.

Tableau 15 : Classement décroissant de teneur des composés phénoliques des phases.

GTA dur : © Aqueuse>O Ether diéthylique > © MEC > O Acétate d’éthyle.
CIRTA : © Acétate d’éthyle > © Aqueuse > © MEC > O Ether diéthylique.
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2 —Dosages des Flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quercétine est utilisé comme étalon.

1.4
y =10,719x - 0,0612 >
£ 12 -
c RZ= 0,9705
r
'“ r
§ 0,6 //
8 04 —
3 02 5%
e
< 0 v | | 1
02 0 0,05 01 0,15

Consantration du Quercétine (mg/ml)
Figure 28 : Courbe d’étalonnage du Quercétine.

A partir de la courbe d’étalonnage (figure 28), la concentration des flavonoides des
extraits méthanoliques de blé dur Tritucum durum des deux variétés : GTA dur et CIRTA a
été estimée par 1’équation de la courbe :

y=10.719x-0.0612 avec un coefficient R? = 0.970.
Correspond a la forme Abs = a [Q] -b, la teneur en flavonoides est exprimée en milligramme
équivalent Quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/Q).
Les résultats sont représentés par les histogrammes suivants (figures 29 et 30) :
» Taux des flavonoides d’extrait brut

0,25 T

M GTA dur
0,15
= CIRTA
0.1
0,05

Concentrationdes Flavonoides (mg E Q /g)

o

Figure 29 : Le taux des Flavonoides d’extrait brut.
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D’aprés ces résultats (figure 29) on déduit que la variété CIRTA est plus riche des
flavonoides (0,174+ 0,013 mg E Q/g) que la variété GTA dur qui contient un taux de (0,065
+ 0.003mg E Q/g).

> Taux des flavonoides totaux des phases du GTA dur et CIRTA

T
Aceétate MEC Aqueuse =
déthyle

Figure 30 : Le taux des Flavonoides des phases.

™ GTA dur
= CIRTA

01 +—

Concentration des Flavonoides (mg E Q /g)

La determination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure
d’aluminium réveéle les résultats représentes dans la (Figure 30)

La phase MEC est la plus riche en flavonoides pour les deux variétés CIRTA et
GTA dur avec une teneur respectivement : 0,308 + 0.022 mg EQ/g et 0,306 = 0,028 mg

EQ/g.

e GTA dur: La phase Aqueuse avec une teneur de 0.283 +0.014 mg EQ/g, la phase
Acétate d’éthyle de taux : 0,233+0,001 mg EQ/g.et un taux de 0.117 +0.012 mg EQ/g
pour la phase Ether diéthylique.

e CIRTA : La phase Acétate d’éthyle avec un taux de 0,299+0,1 mg EQ/g, suivie par la
phase Aqueuse avec une teneur de 0,182 £0,097 mg EQ/g .Cependant seulement 0,146 +
0,040 mg EQ/g de teneur pour la phase Ether diéthylique.

Tableau 16 : Classement décroissant de teneur des flavonoides des phases.

e CIRTA: © MEC > O Acétate d’éthyle > © Aqueuse > O Ether Diéthylique.
e GTAdur: © MEC > O Agueuse> O Acétate d’éthyle > © Ether Diéthylique

Le dosage des composés phénoliques et des flavonoides indique la présence de ces deux
métabolites secondaires. Et nous montre une différenciation entre les phases des deux variétés
de blé dur CIRTA et GTA dur.
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I1- Etude qualitative

1- Caractéristiques chromatographiques

1.1. Résultats de la chromatographie analytique sur couche mince

La CCM analytique est réalisée sur le gel de polyamide (Tableau 17).
Cette technique peut nous informer sur le contenu en composés phénoliques et on particulier
en flavonoides des extraits analysés sous forme des spots flavonoiques.

Tableau 17 : Résultat de la CCM des phases (E : Ether diéthylique, A : Acétate d’éthyle,
M : MEC). Pour CIRTA et GTA dur.
Les phases a I’ceil nu UV a 365 nm

GTA dur CIRTA GTA dur CIRTA

TM AET M AE

Sans le reactif de Neu

Avec le réactif de Neu
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AET M

T M

AE

Avec le réactif de Neu

(Apres 24 h)

-Résultat de la CCM des phases aqueuse est dans I’annexe 05

Apres la visualisation du chromatogramme sous I’UV a 365 nm dans une chambre
noire, on a remarqué que :

4+ |l y a plusieurs taches surtout dans la phase Ether diéthylique chez CIRTA et GTA dur.

Les rapports frontaux (RF) et les fluorescences des extraits phénoliques sont représentés
dans les tableaux suivants qui montrent le comportement chromatographique de chaque phase
des deux variétés, sans révélateur et sous UV 365 nm, les spots obtenus montrent une richesse
et une diversité des échantillons.

Tableau 18 : Comportement chromatographique de la phase Ether diéthylique.

Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4
Variétés
CIRTA RF=0,66 RF=0,87 RF=0,93 RF=10,99
Bleu trés claire Violet Rose claire Rose
GTA dur RF=0,68 RF=0,87 RF=0,93 RF=0,98
Bleu claire Violet Rose claire Rose

Tableau 19 : Comportement chromatographique de la phase Acétate d’éthyle.

Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5
Variété
CIRTA RF=0,12 RF=0,28 RF= 0,55 RF=0,87 RF=0,93
Marron foncé | Marron verdatre Vert Jaune Bleu claire
GTA dur RF=0,1 RF=0,26 RF= 0,58 RF=0,81 RF=0,93
Marron foncé | Marron verdatre Vert Jaune Bleu claire
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Tableau 20 : Comportement chromatographique de la phase MEC.

Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4
Variétés
CIRTA RF=0,12 RF=0,3 RF=0,41 RF=0,57
Marron foncé Marron verdatre Bleu claire Jaune verdatre
GTA dur RF=0,1 RF=0,24 RF=0,4 RF=0,57
Marron foncé Marron verdatre Bleu claire Jaune verdatre

Tableau 21 : Comportement chromatographique de la phase Aqueuse.

Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4
Variétés
CIRTA RF=0,39 RF=10,7 RF=10,78 RF=0,91
Jaune Jaune Marron Jaune péle
GTA dur RF=0,37 RF=10,72 RF=10,81 RF=0,96
Jaune Jaune Marron Jaune péale

L’utilisation de réactif de Neu a permis 1’observation d’autres fluorescences, donc les
nouveaux spots les plus remarquées sont résumés dans les tableaux suivants, qui montrent le

RF et la fluorescence de chaque phase (Ether diéthylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse)
des variétés CIRTA et GTA DUR, sous UV 365 nm.

Tableau 22 : Comportement chromatographique des phases Ether diéthylique.

Spots Spots 1 Spots 2 Spots 3 Spots 4 Spots 5
Variétés
CIRTA RF=10,28 RF=0,38 RF=0,93 RF=0,99
Jaune verdatre | Bleu claire Violet Rose
GTA dur RF= 0,68 RF=0,74 RF=0,93 RF=0,98
Bleu claire Violet Rose claire Rose

Tableau 23 : Comportement chromatographique des phases Acétate d’éthyle.

Spots Spots 1 Spots 2 Spots 3 Spots 4 Spots 5
Variétés
CIRTA RF=0,12 RF=10,23 RF=10,31 RF=0,87
Jaune Jaune Vert foncé Bleu claire
fluorescent verdatre
GTA dur RF=0,1 RF=10,17 RF= 0,26 RF=0,35
Jaune Jaune Marron Bleu claire
fluorescent verdatre verdatre
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Tableau 24 : Comportement chromatographique de la phase MEC.

Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3
Variétés
CIRTA RF=0,12 RF=0,27 RF=0,41
Jaune fluorescent Vert foncé Bleu claire
GTA dur RF=0,11 RF=10,18 RF=0,39
Jaune fluorescent Marron verdatre Bleu claire

Tableau 25 : Comportement chromatographique de la phase Aqueuse.

Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4
Variétés

CIRTA RF=0,39 RF=0,7 RF=10,78 RF=10,91
Jaune Jaune fluorescent Marron Jaune péle

fluorescent
GTA dur RF=0,37 RF=0,72 RF=0,81 RF=0,96
Jaune Jaune fluorescent Marron Jaune pale

fluorescent

D’aprés ces résultats et apres la pulvérisation par réactif de Neu on remarque que :

e La phase Ether diéthylique : I’apparition d’un spot (RF=0,87) de couleur marron pour
GTA dur et I’apparition des deux nouveaux spots (RF=0,87 et 0,28) de couleur (marron
et jaune verdatre) pour la variété CIRTA.

e La phase Acétate d’éthyle : I’apparition d’un spot (RF=0,17) de couleur jaune verdatre
pour GTA dur et les spots (RF=0,23 et 0,55) de couleur jaune verdatre et marron claire
pour CIRTA.

Et une modification de certain couleur tel que le virement de la couleur marron foncé au jaune

fluorescent chez CIRTA (RF=0,12) et GTA dur (RF=0,1).

e La phase MEC : il y a aussi le virement de la couleur marron foncé vers le jaune
fluorescent (RF=0,12) pour CIRTA et (RF=0,12) pour GTA dur.

e La phase Agueuse : il ny a pas des modifications sauf le virement de la couleur jaune
vers le jaune fluorescent chez les deux variétés CIRTA et GTA dur.

Aprés I’observation de la fluorescence et en s'appuyant sur les données de la bibliographie

(Markham, 1982 ; Lahouel, 2005) on peut éventuellement prédire les composés ou les

familles de composes les plus probables qui peuvent entrer dans la composition des phases :

éther diéthylique, acetate d’éthyle et MEC.

e Les résultats nous montrent que la majorité des polyphénols sont des flavonoides de type
flavones et flavonols.
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e Le RF moyen laissait supposer une monoglycosylation. Ceci a été vérifié par I’hydrolyse
acide qui avait libéré un glucose. 1l s’agissait donc d’une O-substitution et le composé
était un flavonol-3-O-glucoside

La chromatographie CCM d’analyse des phases de deux variétés de blé¢ dur (CIRTA et
GTA dur) détermine que la phase Ether diéthylique est le plus riche en composés
phénoliques suivi par la phase Acétate d’éthyle, Aqueuse et MEC (Butanone).

1.2. Résultats de la chromatographie préparative sur couche mince

La CCM preéparative est réalisée sur le gel de polyamide (Annexe 06)
D’aprés cette technique on a isolée et purifié des molécules dans chaque phase :

e La phase aqueuse : trois (3) molécules isolées chez CIRTA et GTA dur
e Laphase acétate d’éthyle : cing (5) molécules isolées pour GTA dur et CIRTA.
e Laphase MEC : six (6) molécules isolées pour GTA dur et CIRTA.

2- Caractéristigues spectrophotométriques

2-1- Analyse spectrale UV-visibles des standards

~ - + - = e ——————="

FI— . 1 1
250 300 350 400

Longucurs d'onde [nm] 0 One Y

Amax | =373 nm, A max Il =256 nm A max | =359,5 nm, A max Il =257 nm
Figure 31 : Analyse spectrale UV-visibles Figure 32 : Analyse spectrale UV-visibles
De la quercétine De la rutine

2-2-Analyse spectrale UV-Visible des phases

Selon I’analyse des spectres UV-Visible on a montré que tous les phases chez CIRTA
et GTA dur ont des absorbances dans I’intervalle (220 nm-420 nm) qui est I’intervalle
d’absorption des composés flavonoiques.
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«» La phase Ether diéthylique

b : GTA dur

Figure 33 : Analyse spectrale de la phase Ether diéthylique.

Dans le domaine (UV-Vis), les solutions méthanoliques de la phase Ether diéthyle
donnent un seul pic avec A max = 268,5 nm pour CIRTA, avec A max = 288,5 nm pour GTA
dur, parfois accompagné d’un épaulement. Ces résultats nous orientent vers des acides
phénols.

0,

s La phase Acétate d’éthyle

Figure 34 : Analyse spectrale de la phase Acétate d’éthyle.

Le spectre UV-Visible des solutions méthanoliques de la phase acétate d’éthyle montre
que :
- CIRTA : deux pics caractéristiques dans le domaine (220-420) nm, (A max de la bande | =
325 nm et A max de la bande 11 =269,5 nm).
- GTA DUR : avec deux pics, (A max de la bande I = 320 nm et A max de la bande 11 =270,5
nm).

Donc les molécules de la phase Acétate d’éthyle sont en faveur de Flavones : A max de la
bande 11= 250 nm -280 nm et A max de la bande 1 =304 nm- 350 nm (Markham 1982).
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«+ Laphase MEC

a: CIRTA b : GTA dur

Figure 35 : Analyse spectrale de la phase MEC.

La phase MEC comme la phase acétate d’éthyle aussi donnent deux pics
caractéristiques des composés flavonoiques qui absorbent dans I’intervalle (220 nm- 420nm)

- CIRTA : A max de la bande | = 322 nm et A max de la bande Il =272,5 nm.
- GTA DUR : A max de la bande | = 320.5 nm et A max de la bande Il =272,5 nm.

Les molécules de cette phase nous orientent vers flavones (Markham, 1982).

+ La phase Aqueuse

b : GTA dur

Figure 36 : Analyse spectral de la phase Aqueuse

La phase aqueuse donne des spectres caractéristiques des flavonoides qui sont en
faveur de flavones (Markham, 1982)

- CIRTA : A max de la bande | = 315 nm et A max de la bande Il =273,5 nm.
- GTA dur : A max de la bande | = 332,5 nm et A max de la bande Il =273,5 nm.
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absorbance
H

220.00 260.00

300.00 340.00 ss0_00 e

Figure 37 : structure spectroscopique de Flavones

2-3-Analyse spectral UV-visible des molécules isolées

Les spectres UV des composés flavonoiques isolées enregistrées dans le méthanol
permettent de déterminer la classe des flavonoides a laquelle ils appartiennent dans I’UV de
220 a 420 nm.

Les tableaux suivants présentent les Caractéristiques chromatographiques et
spectrophotométriques des molécules pures dans les trois phases. Les autres molécules sont
présentées dans les annexes (08, 09 et 10) de la méme facon.

Tableau 28 : Caractéristiques chromatographiques et spectrophotométriques des
molécules pures dans la phase aqueuse de CIRTA et GTA DUR.

Les spectres de chaque molécule

Classe possible
des
flavonoides

-Flavone

(Markham,
1982)

Spectre MeOH
Molécules | Fluorescence | Rf |Bande Il Bande I
CIRTA (1) 0,29 | 273nm  329nm
Marron
GTAdurq) | Claire 0,27 | 273nm  332,5nm
CIRTA (2) 0,59 | 273nm 332,5nm
Marron
GTA dur(2) fonce 0,49 | 272,5nm 331,5nm

-Flavone

Les molécules pures dans la phase aqueuse de CIRTA sont les mémes de GTA dur
avec un rapport frontal (RF) a peu prés les mémes valeurs et les mémes fluorescences
(Marron claire et Marron foncé) (tableau 28).
e Le spectre dans le MeoH des molécules 1 et 2 des deux variétés CIRTA te GTA dur sont

en faveur de flavones (Markham, 1982).
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Tableau 29 : Caractéristiques chromatographiques et spectrophotométriques des

composés pures dans la phase Acétate d’éthyle de CIRTA et GTA DUR.

Molécules | Fluorescence | Rf Spectre MeOH Les spectres de chaque molécule Classe
possible des
Bande Il Bande | flavonoides
CIRTA (2) 0,26 | 271nm  334nm -Flavone
Marron (Markham,
GTAdur (2) 0,24 | 271nm  338,5nm 1982)
CIRTA (3) 0,46 | 263,5nm  334nm -flavone
Marron
claire
GTAdur (3) 0,44 [266nm  326nm A TR S ST
- . ST T e S e

Le spectre dans le MeoH pour les 2 molécules isolées de la phase Acétate d’éthyle (Tableau
29) nous montre :

Les deux variétés CIRTA et GTA dur contiennent a peu prés les mémes molécules (les
mémes fluorescences).
e Les molécules 2 et 3 ont des valeurs dans une longueur d’onde (A max de la bande | entre
304 et 350nm et A max de la bande Il entre 250 et 280 nm) et la Fluorescence marron sous
la lumiere UV- Visible (365 nm) indiquent que ces molécules sont de flavones

(Markham, 1982).

Tableau 30 : Caractéristiques chromatographiques et spectrophotométriques des
composés pures dans la phase MEC de CIRTA et GTA DUR.

Les spectres de chaque molécule

Classe possibles
des flavonoides

-flavone
(Markham,
1982)

Molécules | Fluorescen Rf Spectre MeOH
c Bande Il Bande |
CIRTA (1) 0,3 274nm  319nm

Marron
GTA dur (1) 0,3 273nm  331,5nm
CIRTA (4) 0,31 | 266nm 331nm
Vert foncé

GTA dur (4) 0,4 | 262,5nm 325,5nm

-flavone
(Markham,
1982)

Le spectre dans le MeoH pour les 7 molécules isolées de la phase MEC (Tableau 30) nous
montre que :
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e La fluorescence marron du produit sous la lumiere UV-Visible (356 nm) pour les
molécules isolées 1 et 4 chez CIRTA et GTA dur indiguent que ces molécules sont des
flavones (Markham, 1982).

Tableau 31 : Tableau récapitulatif des structures possibles des molécules isolées dans
les phases : (Aqueuse, Acétate d’éthyle et MEC chez deux variétés de blé dur CIRTA et

GTA dur
Ph| Var |Spots| RF | Fluo Noms Structures possibles
CIRTA| 1 |0,29 | Marron | 5,7-dihydroxy- T P
claire 4°,6,8- n-o T -..|-~°- i
© trimethoxy S
S flavone ¢
Q
g. GTA 2 0,49 | Marron | 5,7-Dihydroxy- i
<L | dur foncé 3.4,5- o . [ |
Trimethoxy L L7 |
flavone N

3,5,6,7,8- : o
CIRTA | 2 |0,24| Marron | Pentamethoxy Uji:j:ﬁ /©

K\ flavone — L
m l::l___“_
=
;QJ OCH.
?, -Quercetagetin OCH,
b
] 3,3°,4°,5,6- HO o O
.*é Pentamethyl oo O I -
< ether [
3 0,44 | Marron | Amentoflavone- 7
GTA claire | 7,4'4"'- S s N
dur

—0
\
[+

trimethyl ether N S

0
9

o—
o

CIRTA| 4 [031] Vert | 57-Dihydroxy- 7

foncé 34,5 . . [ |
Trimethioxy [ | I T
flavone

Ea GTA 1 0 | Marron | 5,7-Dihydroxy-
S dur 3.4°,5- R . [ |
Trimethioxy S | ] T
flavone A I

4 0,4 | Vert | 57-Dihydroxy- = _
foncé 2°- ey
Methoxyflavone | I | % -~
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II1. Activité biologique : Activité antioxydant

L’activité antioxydante des différents extraits (phases) issus des deux variétés étudiées
(CIRTA et GTA DUR) a été évaluée in-vitro par le piégeage du radical libore DPPHe
1- Courbe d’étalonnage de la solution du DPPHe

Les dilutions de la solution du DPPHe sont faites dans le méthanol dans I’intervalle
(0-0,0625) (mg/ml). Les résultats sont présentés sur la Figure 38 suivante :

25
y =0,301x + 0,0616
E 2 R2=0,9891
)
D g
0
@ 15
c
©
2
-
o
@ 1
2
<
0.5
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Conentration de la solution du DPPH mg/ml

Figure 38 : La courbe de calibration du DPPHe

2- Activité anti-radicalaire du standard testé

+ L’acide gallique :

L’acide gallique est un isomere de I'acide trihydroxybenzoique. Ce composé organique
aromatique est naturellement présent dans les plantes et les arbres. Considéré comme un acide
phénolique, Il présente une activité antioxydante en piégeant 2,2- diphényl- 1- picrylhydrazyl
et desradicaux libres hydroxyles et 1’inhibition de la peroxydation des lipides des
microsomes. Pour cela on a choisir comme standard d’activité antiradicalaire (Figure 39).
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Figure 39 :La cinétique de la réduction du DPPHe par ’acide gallique.

3- Activité anti-radicalaire des phases testées

Les figures 40 et 41 montrent les profils de la cinétique de réduction du DPPHe en
présence de la phase : Ether diéthylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse des deux
variétés : GTA dur et CIRTA.

—o— Ether diethylique —@— Acétate d'éthyle MEC —4— Aqueuse

1,6
14 4

1,2

0,8

0,6

N \
! —

0 5 10 15 20 25 30 35

Absorbance a 515 nm

b
b,

F
-+
i %

Temps (min)

Figure 40 : La cinétique de la réduction du DPPHe par GTA dur
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Figure 41 : La cinétique de la réduction du DPPHe par CIRTA

Le profil cinétique de la réduction du radical DPPHe chez GTA dur et CIRTA révele que :

La réduction du radical libre DPPHe (2,2'-diphényle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible (Molyneux, 2004), en mesurant la
diminution de lI'absorbance a 515 nm. Cette derniere est remarquable avec toutes les phases.
Par apport a la diminution de I’absorbance du DPPHe avec I’acide gallique.

Donc a partir de la cinétique de la réduction du DPPHe par les phases (Ether
diéthylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse), et en fonction de la couleur (la couleur
violette vers le jaune), nos extraits (phases) sont des antioxydants.

4- Le pourcentage de la réduction du (DPPHe)

La cinétique de la réduction du DPPH« par I’antioxydant standard 1’acide gallique et
les différentes phases testées (Ether di¢thylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse) est suivie
au cours du temps jusqu’a I’obtention d’un plateau au temps final (Teq). La réduction des
radicaux libres est évaluée par le rapport relatif de la concentration résiduelle [DPPHe] t=T eq
restant en fin de la cinétique par rapport a sa concentration initiale.

On a calculé le pourcentage de réduction du DPPHe par 1’équation suivante :

% (DPPH +) = DPPH-It=teq . .,
0 ~ "[DPPHeJt=o0
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Figure 42 : Le pourcentage du DPPHe réduit.

D’aprés ces résultats (figure 42), on confirme que les phases testées sont des
antioxydantes puissantes ou la phase Aqueuse a la plus forte activité antioxydante pour les
deux variétés. Les autres phases sont les suivant :

1- Laphase Aqueuse : GTA dur (49.09%) et CIRTA (65.22%).

2- Laphase MEC : GTA dur (28.62%) et CIRTA (59.30%).

3- La phase Acétate d’éthyle : GTA dur (25.97%) et CIRTA (33.93%).
4- La phase Ether diéthylique : GTA dur (28.29%) et CIRTA (18.60%).

Les deux variétés de blé dur GTA dur et CIRTA) sont des antioxydants riches en
composes phénoliques notamment les flavonoides qui ont des propriétés antioxydantes.
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Conclusion et perspectives

Les céreales restent toujours une source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés nutritionnelles et thérapeutiques. En revanche, ils représentent un réservoir de
molécules bioactives encore peu explore.

Ce travail a concerné les feuilles de blé dur (Triticum durum) de deux variétés (CIRTA
et GTA dur) appartient a la famille des Poacées.

Une étude phytochimique a été réalisée par ’extraction des composés phénoliques solide-
liquide et une extraction liquide-liquide.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des composés phénoliques totaux en
adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révéle la présence des quantités importantes en
polyphénols. De méme nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’AlCls qui nous
meéne a conclure que ces extraits des herbes de blé dur contiennent une quantité considérable
de flavonoides.

Des études qualitatives basés sur la chromatographie sur couches mince et la
spectrométrie UV-Visible de ces composés nous permettons de visualiser des empreintes
flavoniques de nos extraits, d’identifier les molécules et donner une approche sur la structure
moléculaire. L’isolement de ces molécules par la CCM préparative et 1’analyse
spectroscopique nous a montré que nos extraits contiennent principalement des flavonoides de
type de flavone et flavonol, potentiellement intéressants pour leurs propriétés biologiques.

Le potentiel antiradicalaire des extraits phénoliques a été déterminé par la méthode de
DPPH dont les résultats montrent que ces extraits possedent une bonne activité, donc cette
plante contient des molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants de
premiere classe et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que
les antioxydants contribuent de maniére tres efficace a la prévention des maladies telles que
les maladies d’ Alzheimer et le cancer, ce qui constitue un probléme majeur de santé publique.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques, pharmacologiques et nutritionnelles tel que les feuilles de blé
dur qui demandent d’étre exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on
propose de:

% Identifier les composés bioactifs des molécules isolées et atteindre la structure
exacte par les méthodes physiques et techniques instrumentales les plus sophistiqués
telles que la spectrométrie de masse, ’HPLC et la R.M.N, etc.

%+ une étude in vivo est souhaitable sur modele animal, pour obtenir une vue plus

approfondie sur les activités antioxydantes et aussi antibactériennes des extraits sur
les feuilles de cette plante.

% Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués d’une activité
antioxydante.

s Deéterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents probléemes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments
synthétiques.
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Annexe 01 : La Teneur des composés phénoliques totaux d’extrait brut
Moyenne * Ecartype)

variétés

CIRTA

GTA dur

[Composés phénoliques] (Mg E AG/ g)

0,228 £ 0,116

0,296 + 0.149

Annexe 02 : La Teneur des composes phénoliques totaux des phases
(Moyenne * Ecartype)

—_les phases Ether Acétate MEC Agueuse
[eompeses phenaliqu diéthylique d’éthyle
GTA dur :(mg EAG /g) | 0,226 +0,006 | 0,145+ 0,002 | 0,167 +0,006 | 0,246 + 0,013
CIRTA: (mg EAG /g) | 0,237 +£0,008 | 0,362+ 0,007 | 0,261 £+ 0.001 0,317 £ 0,023

Annexe 03 : La Teneur des Flavonoides d’extrait brut (Moyenne + Ecartype)

Variétés

CIRTA

GTA dur

[Flavonoides] (mg E Q/ g)

0,174+ 0,013

0,065 + 0.003

Annexe 04 : La Teneur des Flavonoides des phases (Moyenne + Ecartype)

Les phases Ether Acétate MEC Aqueuse
iethyli >éthyl
[Flavonoides] diethylique d"Cthyle
GTAdur: (ImgEQ/g) | 0,117+£0,012 | 0,233+0,001 | 0,306 +0,028 | 0,283 + 0,014
CIRTA:(mgE Q/qg)
0,146 £ 0,040 0,299 +0,1 0,308 £ 0.022 | 0,182 £ 0,097

Annexe 05 : Résultat de la CCM des phases aqueuse

Sans révélateur et sous ’UV
a 365 nm

Avec le révélateur (Neu) et sous ’UV

a 365 nm




Les annexes

Annexe 06 : Résultats de la CCM préparative des phases (Aqueuse, Ether diéthylique,
Acétate d’éthyle). Pour CIRTA et GTA DUR.

Phases CIRTA GTADUR

Phase Aqueuse

Phase Acétate d’éthyle

Phase MEC
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Annexe 07 : Analyse spectrale UV-visibles des standards

Amax | =3595nmm, A max Il =257 nm

La rutine

La quercétine

Amax | =373 nm, L max Il =256 nm

Annexe 08 : Caracteéristiques chromatographiques et spectrophotométriques des
molécules pures dans la phase aqueuse de CIRTA et GTA DUR.

Molécules | Fluorescen | Rf Spectre MeOH Les spectres de chague molécule classe de
ce flavonoides
Bande Il Bande |
CIRTA (1) Marron | 0,29 |273nm  329nm -5 hydroxy
Claire flavone
GTA dur(1) 0,27 | 273nm  332,5nm
CIRTA (2) Marron | 0,59 | 273nm  332,5nm -5 hydroxy
foncé
flavone
GTA dur(2) 0,49 | 272,5nm 331,5nm
CIRTA (3) | Jaune pale | 0,91 272nm -flavanone
(Markham,
GTA dur(3) 0,84 271nm o 1982)
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Annexe 09 : Caractéristiques chromatographiques et spectrophotométriques des
composés pures dans la phase Acétate d’éthyle de CIRTA et GTA DUR.
Molécules | Fluorescen | Rf Spectre MeOH Les spectres de chagque molécule classe de
ce flavonoides
Bande Il Bande |
CIRTA (1) Marron 0,12 | 272nm  339,5nm -5 hydroxy
foncé
flavone
GTA dur (1) 0,12 | 271,5nm 339,5nm
CIRTA (2) Marron 0,26 | 271nm 334nm -5 hydroxy
flavone
GTA dur (2) 0,24 | 271nm  338,5nm
CIRTA (3) Marron 0,46 | 263,5nm  334nm -flavone
claire
(Markham, 1982)
GTA dur (3) 0,44 [266nm  326nm TS T
- S R YT s N NS T
CIRTA (4) Jaune 0,69 272nm -Flavanone
(Markham, 1982)
GTA dur (4) 0,56 272,5nm
CIRTA (5) Bleu 0,83 260,5nm -Flavanone
(Markham, 1982)
GTA dur (5) Vert 0,63 272,5nm
Annexe 10 : Caractéristiques chromatographiques et spectrophotométriques des
composés pures dans la phase MEC de CIRTA et GTA DUR.
Molécules | Fluorescen Rf Spectre MeOH Les spectres de chaque molécule classe possible de
ce flavonoides
Bande Il Bande |
CIRTA (1) Marron 0,3 | 274nm  319nm -flavone (Markham,
1982)
GTA dur (1) 0,3 | 273nm  331,5nm
CIRTA (2) Marron 0,12 274nm -flavanone (Markham,
foncé 1982)
GTA dur (2) 0,15 274nm
|_saee ) [0 L) sTE TNED (THEE T
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CIRTA (3) Marron 0,24 | 271lnm  334,5nm -flavone (Markham,
claire 1982)
GTA dur (3) 0,27 | 272nm 334,5nm
CIRTA (4) | Vertfoncé |0,31 |266nm 331nm -flavone (Markham,
1982)
GTA dur (4) 0,4 |262,5nm 325,5nm
CIRTA (5) Vert 0,47 262,5nm -flavanone (Markham,
1982)
GTA dur (5) 0,52 261,5nm
CIRTA (6) Jaune 0,61 268nm - flavanone (Markham,
1982)
GTA dur (6) Rose 0,66 265nm
Annexe 11 : Maximum d’absorption UV des flavonoides
Spectre UV Bande | Bande Ii Type de flavonoids Reference
MeOH neutre 310-350 250-280 Flavones Markham, 1982
352-385 250-280 Flavonols
300-330 245-275 Flavanones
300-330 245-275 Isoflavones
348-390 230-270 Chalcones
380-430 230-270 Aurones

Annexe 12 : Spectre UV de la bande | des flavones et des flavonols dans le méthanol
selon mabry et al., 1970)
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Flavonoid Band |
(nm)
Luteolin 7-O-rutinoside 349
Luteolin 7-O-glucoside 348
Zapotinin 348°¢
Chrysoeriol 347
Orientin 346
Artemetin 345
Scoparin 345
Diosmetin 344
3-Hydroxyflavone 344
3'-4'-7-Trihydroxyflavone 343
5,7,8-Trihydroxyflavone 7-O-glucuronide 342¢
¥4, 7-Trihydroxyflavone 7-O-rhamnoglucoside 3410
3. 4'-Dihydroxyflavone 340
Fisetin 3-O-glucoside 340°
Galangin 3-methyl ether 340°
5,7-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyflavone 340
Penduletin 340
3,5,6,7,8-pentamethoxyflavone 338
Quercetagetin 3,3',4',5,6-pentamethyl ether 338
Hymenoxin 336
Isovitexin (Saponaretin) 336
Saponarin 336
Apigenin 336
Rhamnosylvitexin 336
Vitexin 336
Violanthin 335
Amentoflavone 335
3,5,5'-Trihydroxy-3,4',6,7-tetramethoxyflavone 335
2"-0-Xylosylvitexin 335
5-Hydroxyflavone 333
3 4'-Dimethoxyflavone 333
Apigenin 7-O-glucoside 333
Apigenin 7-O-neohesperidoside 333
Quercetagetin hexamethyl ether 333
Xanthomicrol 332
5,7-Dihydroxy-3',4',5'-trimethoxyflavone 331
Pendulin 330
7-Hydroxy-3' 4'-dimethoxyflavone 330
Nevadensin 329
4',7-Dihydroxyflavone 328
5-Deoxyvitexin (Bayin) 328
Acacetin 327
Sciadopitysin 326
4',7-Dihydroxyflavone 7-O-rhamnoglucoside 325
5,7-Dihydroxy-2"-methoxyflavone 325

Zapotin 325
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Annexe 13 : L activité antioxydante de nos extraits de la variété GTA dur est estimee
sur le changement de la couleur (violette vers le jaune).

Annexe 14 : L’activité antioxydante de nos extraits de la variété CIRTA est estimée sur
le changement de la couleur (violette vers le jaune).




Abstract

Cereals have been staple foods directly for human consumption and indirectly
through feeding livestock since the beginning of civilization, these cereals are
also rich in various health promoting components, which are often referred to as
bioactive vegetable substances " Phenolic compounds ".

A phytochemical study was carried out by extracting phenolic compounds from
the leaves of durum wheat (Triticum durum) of two varieties (CIRTA and hard
GTA).

On the one hand, the results of the quantitative study show the existence of the
phenolic compounds and the flavonoides with a variability of the content
between the two varieties.

On the other hand, the qualitative study based on thin-layer chromatography and
UV-Visible spectrometry of these compounds allows us to visualize flavonic
fingerprints, to identify the molecules and to give an approach on the molecular
structure and that the majority of the phenolic compounds are flavonoids of the
flavone and flavonol type.

The antioxidant activity of the phenolic extracts was determined by the DPPH
method, the results of which show that these extracts possess good activity but
unevenly between the phases.

Finally, this plant contains molecules that are considered first class antioxidants
and can be used for therapeutic applications, knowing that antioxidants
contribute very effectively to the prevention of diseases such as Alzheimer's and
Cancer, Which is a major public health problem. So we could direct their
exploitation as much as medicinal plants.

Key words: Durum wheat leaves - Phenolic compounds and flavonoids -
Antioxidant activity - DPPH - Medicinal plants
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Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du diplome de Master en
Biochimie Moléculaire et Santé

Résumé

Les céréales ont été des aliments de base directement pour la consommation humaine et
indirectement par I'alimentation du bétail depuis le début de la civilisation, ces céréales sont
également riches en divers composants favorisant la santé, ces derniers sont souvent appelées des
substances bioactives végétales « composés phénoliques ».

Une étude phytochimique a été réalisée par I’extraction des composés phénoliques a partir des
feuilles de blé dur (Triticum durum) de deux variétés (CIRTA et GTA dur).

D’une part, les résultats de I'étude quantitative montrent 1'existence des composes phénoliques et
des flavonoides avec une variabilité de la teneur entre les deux variétés.

D’autre part, I’étude qualitative basé sur la chromatographie sur couches mince et la spectrométrie

UV-Visible de ces composés nous permette de visualiser des empreintes flavoniques, d’identifier

les molécules et donner une approche sur la structure moléculaire et qui résulte que la majorité des
composés phenoligues sont des flavonoides de type flavones et flavonols.

L’activité antioxydante des extraits phénoliques a été déterminée par la méthode de DPPH dont
les résultats montrent que ces extraits possedent une bonne activité mais d’une fagon inégale entre
les phases.

Finalement, cette plante contient des molécules qui sont considérées comme des agents
antioxydants de premiére classe et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques,
sachant que les antioxydants contribuent de maniere tres efficace a la prévention des maladies
telles que les maladies d’Alzheimer et le Cancer, ce qui constitue un probléme majeur de santé
publigue. Donc on pourrait orienter leur exploitation autant que plantes médicinales.

Mots clés : Les feuilles de blé dur— Les composés phénoliques et les flavonoides —L’activité antioxydante —
DPPH- Plantes médicinales
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