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Introduction général

¢ Introduction générale

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la
sant¢ des hommes Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours aux
propriétés curatives des plantes et que les traitements a base de ces dernieres reviennent au
premier lieu car I’efficacité des médicaments décroit vue leurs effets secondaires sur la santé
publique.

L’ Algérie, par la richesse et la diversité de I’origine de sa flore, constitue un véritable
réservoir phytogénétique, avec environ 3000 espéces et sous especes de plantes médicinales,
appartenant a plusieurs familles botaniques dont 15% sont endémiques [01] ce qui lui permet
d’occuper une place privilégiée parmi les pays méditerranéens qui ont une longue tradition
médicale et un savoir-faire traditionnel a base de plantes médicinales.

I1 est impératif de donner beaucoup d’importance a cette catégorie d’especes végétale
d’une part, et d’autre part construire du savoir au tour des plantes médicinales et de réaliser de
recherches phytochimiques et pharmacologiques sur cette ressource naturelle pour isoler des
nouvelles biomolécules aux activités biologiques prometteuses. Cette thématique transversale
s’intéresse donc a la substance naturelle support de 1’activité biologique. La chimie et la
biologie sont donc indispensables pour préciser la relation structure-activité des biomolécules,
notamment celles d’intérét thérapeutiques. Ces composés bioactifs sont vraisemblablement a
I’origine du d’développement de I’industrie pharmaceutique.

Le présent travail, rentrant dans le cadre du programme de recherche de notre laboratoire
(LOST), destiné a la valorisation de la flore du Nord algérien, par la recherche de nouveaux
composés ou principes actifs a débouchés thérapeutiques. Pour cela, nous nous sommes
intéressés a 1'é¢tude phytochimique et biologique de la plante médicinale Anthericum
appartenant a la famille des Liliaceae.

L'objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de cette plante en principes actifs
(Saponosides, flavonoides et...) et a déterminer leur propriété antioxydante. Pour cela notre
¢tude englobe deux aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique. Le second aspect est

consacré a une évaluation de ’activité antioxydante.
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Notre travail sera présenté comme suit :

Le 1" chapitre, consacré aux aspects botaniques inclus une présentation de la famille Liliaceae,
et du genre Anthericum, leurs propriétés biologiques, puis les principaux résultats
phytochimiques antérieurs réalisés.

Le 2%™¢chapitre présentera les métabolites secondaires (flavonoides et saponosides) leur
définition, leur classification, leur biosynthése ainsi que leur intérét thérapeutique.

Le 3¢ chapitre s’intéresse au stress oxydant, les différents systémes antioxydant et une
présentation générale de quelques tests de la capacité antioxydante.

Le 4°™¢ chapitre consacré a la présentation des méthodes d’extraction des parties aériennes de
Antehurium, a I’étude phytochimique et 1’évaluation de 1’activité antioxydante de cette espece.
Le 5%m¢ chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus suite a cette étude

phytochimique et biologique.
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Chapitre I Revues bibliographiques

I.1. Famille des Liliaceae
I.1.1. Description

La famille des Liliaceae est I’'une des plus grandes familles de plantes a fleurs. Elle
comprend 280 genres et de 4000 a 6000 especes qui sont des monocotylédones tres largement
distribuées. La plupart sont herbacées possedent des bulbes, des cormes (bulbes formés d’une
tige renflée entourée d’écailles) ou des rhizomes. Un certain nombre d’espéces sont
xérophytiques et quelques-unes sont charnues comme [’aloés. Les inflorescences sont
généralement racémiques, mais les tulipes, par exemple, sont célibataires. Les fleurs sont
réguliéres et parfaites [02], et les feuilles sont simples, étroites et de forme linéaire toujours
alternes, les tiges sont charnues pour la plupart et les racines sont généralement contractiles
[03]. Le périanthe est a 6 divisions pétaloides disposées en 2 verticilles peu distincts, les
divisions sont libres ou soudées 3 ou 6 étamines, 1’ovaire est supére, Le fruit est une baie ou
une capsule et le style est généralement unique mais des fois multiples [01] (figure 01). Cette
famille tient une place importante dans la flore méditerranéenne et dans celle les régions

steppiques des divers continents [04].

Figure 01 : les différents composés des plantes de la famille des liliaceae
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I.1.2. Position systématique de la famille des Liliaceae

Selon la classification de croquiste (1981), cette famille compte environ 280 genres et
environ 5000 especes. Elle regroupe toutes les Monocotylédones qui sont caractérisées par
des fleurs avec des tépales pétaloides et 6 étamines [05]. Dont la position systématique est la

suivante :

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Liliopsida

Sous-classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

1.1.3. Répartition géographique

Les plantes de la famille des Liliaceae sont largement distribuées a travers le monde, a
I’exception des régions froides. Elles sont réparties dans les régions tempérées de I'hémisphere
Nord [06] (figure 02), notamment dans les zones alpines. En général on trouve les Liliaceae a
I'étage forestier, aux abords des foréts, dans les prairies alpines mais aussi, pour une grande
partie, dans les steppes alors que d'autres sont plus fréquentes dans les zones marécageuses ou

ailleurs dans les dunes de sable voire les régions arides [07].

Figure 02 : carte de répartition de la famille des Liliaceae [08].
4
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1.1.4. Utilisation

Les plantes de la famille des Liliaceae font partie des familles les plus importantes, et
d’une grande diversité d’utilisations, leurs bulbes ont une importance économique notable
notamment dans les domaines de la médecine. Beaucoup d'especes sont ainsi utilisées comme

nourriture et fréquemment comme médicament.
+  Utilisation médicinale

Certains bulbes du genre Fritillaria Liliaceae (environ 8 especes) sont communément
utilisés dans la pharmacopée chinoise. Differents bulbes du genre Lilum, Gagea Tibetica
Amanaedulis et Cardiocrinum giganteum, sont tres utilisés dans le traitement de la toux ou des
plaies et comme diurétiques et toniques [07]. L’Ail reste la plante la plus recherchée dans le
domaine médicinal a cause ses propriétés : antiagrégante des plaquettes sanguines,
antimicrobienne, antifongique, vermifuge, hypoglycémiante, diurétique, stimulante
thyroidienne, hypotenseur, antiseptique pulmonaire et intestinal, ... Les graines et les bulbes de

Colchique (Colchicum) sont utilisés contre la goutte [09].
i+ Utilisation alimentaire

Certaines especes de Liliaceae, notamment I'oignon, l'ail, 1’échalote produisent des
bulbes trés appréciés en cuisine, qui interviennent dans de nombreuses recettes. Ces plantes
comestibles fournissent lors de la digestion un grand nombre de fibres alimentaires (qui ne sont
pas assimilées par l'intestin gréle) et nourrissent ainsi les bactéries amies de notre microbiote

[10].
En Iran les bulbes d'Amanaedulis sont grillés et consommés. Un amidon de bonne
qualité est extrait des bulbes d'Erythronium japonicum et de Cardiocrinum cordatum.

i Utilisation économique

Toutefois la plus grande utilisation économique reste la culture ornementale principalement des

genres Lilium, Tulipa et Fritillaria [07].
+ Utilisation pharmacologique

Les industries cosmétiques mettent en avant les traitements possibles de 1’épiderme avec
I’Aloevera pour ses caractéristiques: de stimulation de la production de collagéne, dans le
traitement des brilures, accélération de la cicatrisation, contribution au métabolisme et la lutte

contre le vieillissement [09].
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I.1.5. Quelques activités biologiques reconnues

Revues bibliographiques

Tableau 01 : Activités biologiques de différents principes actifs issus de plantes de la famille

des Liliaceae

\ Parties Principes P . L ex
Espéces utilisés actifs Activités biologiques | Références
Colchzcu;.n‘autumnale L. Tlge.s et Démécolcine | Immunomodulatrice | [11,12]
(Liliaceae) Feuilles
Aloe barbadensisMiller . Mannane Anti-oxydante
(Liliaceae) Feuilles acétylé Anti-inflammatoire [13,14,15]

1.2. Genre Anthericum

I.2.1. Présentation du genre

Anthericum est un genre de vivace qui se développe aux lieux humides et marais, et qui

appartient a la famille des Liliaceae selon la classification classique, c’est un genre de plante

herbacées a rhizome court couvert de fibres noiradtres et a racines fasciculées non ou peu

tubérisées, leurs tiges sont nues ou avec quelques bractées sous l'inflorescence. Ces feuilles sont

en rosette, atteignant 55 cm. Les tépales sont libres, blancs et tri-nerviés, de 1-3 cm de long.

Les plante de ce genre possédent six €tamines plus courtes que le périanthe, ils sont inégaux

dont les 3 internes sont plus longues; Ce sont des herbes a filet filiforme blanc et lisse,

I’inflorescence est en grappe simple ou en panicule avec une capsule a valves non ridées

transversalement et coriace a 3 loges et de 4 a 6 spermes. Les graines d’Anthericum sont

anguleuses, ponctuées. Le Paturages est clairieres. [01, 16] (figure 03).

Figure 03 : Différentes parties des plantes du genre Anthericum.
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Le genre Anthericum comprise environ 430 espeéces distribuées dans les continents de

I’ Afrique, Amérique, Europe et I’ Asie (figure 04)

Figure 04 : Carte de répartition du genre Anthericum [17].

Parmi ceux-ci 7 sont des noms d’especes acceptés : Anthericum angustifolium Hochst,
Anthericum baeticum (Boiss.)Boiss, Anthericum x confusumDomin, Anthericum
corymbosum Bker, Anthericum jamesii Baker, Anthericum liliago L, Anthericum ramosum

L (figure 05). [17]

[

Figure 05 : Exemple des especes appartenant au genre Anthericum (Anthericuml iliago a

droite et Anthericum racemosum a gauche).
1.2.2. Position systématique du genre Anthericum

Anthericum est un genre dans la famille des Liliaceaede 1’Europe, I’ Afrique du nord,et

de I’Amérique tropical dont la position systématique est la suivante (croquiste, 1981) :

7
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Reégne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Liliopsida

Sous-classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

Genre : Anthericum

1.2.3. Principaux métabolites secondaires du genre Anthericum

Les plantes du genre Anthericum ont fait 1’objet de quelques investigations
phytochimiques et pharmacologiques. Il ressort de ces investigations que les principaux
métabolites secondaires de ce genre sont principalement les flavonoides. Une étude chimique a
été¢ réalisée sur deux éspeces, Anthericum algeriense et Anthericum liliago a permis
d’identifier un seul flavonoide des feuilles pour chacune : le kaempférol (flavonol) et le

Lutéoline (flavone) respectivement [18] (figure 06).

OH

OH
OH 0

Figure 06 : structure chimique de kaempférol (a gauche) et de lutéoline (a droite).
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I1. Métabolites Secondaires
I1.1. Flavonoides

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont des
métabolites secondaires ubiquistes des plantes. A ce jour, plus de 6000 flavonoides naturels ont
été décrits. On estime que 2 % environ du carbone organique photosynthétisé par les plantes,

soit quelques 10” tonnes par an, est converti en flavonoides [19].

Les flavonoides sont des molécules en C¢-C3-Cs composés de deux cycles benzéniques reliés
par un ¢élément en Cs. Ils ont une origine biosynthétique commune et possedent la méme

structure de base a savoir I’enchainement 2-phénylchromane (figure 07).

Figure 07 : Structures du 2-phényl chromane ou noyau flavane (a gauche) et du 2-phényl

chromone (a droite).
I1.1.1. Biosynthése des flavonoides.

L’origine des flavonoides est inscrite en filigrane dans leur structure ou elle apparait
bien dans celle des chalcones (figure 08) : condensation d’un triacétate, 1’origine du cycle A
(unité benzoyle), et d’un acide cinnamique, I’origine du cycle B (unité cinnamoyle). La

cyclisation de ces deux unités engendre le cycle pyranique central C [20, 21].

- ¢
B F W W-,G -

1 Py - |
A v , Y N o

T: 4-coumarat- = coas. A Condensation O Aldolisation
HO- i Cod-ligase 1 3-malonvi-CoA G“?/wa
| ¢ !
= O«

&
—

0“—-_
\I H l Déshydratation >

Chalcone-synthase

Chalcone

Figure 08 : Biogénese de la chalcone.
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Ainsi, les différentes classes des flavonoides sont issues de la chalcone qui subit ultérieurement

des réactions catalysées par plusieurs types d’enzymes (figure 09) [22].

N
~._ AH :
Y | n) HOL__ A O~
H A0 A HO_~OH AT <]
e AUS 7 CHR/IES [ »
f“ \ — oH O ~
| ol O
Aurone Chalcone Isoflavone
OH N OH
AN A N P
HO % \/\“ HO O &\f/ HO. 0. /Ln ”
_(/_/;x.___ Ay N - e s W . J /1“ A S
/DFR /AN _ /FL [
GO - MOOCREE g
] i T N S e
OH ; OH O . OH O
Anthocvane SR Flavanone ﬁT'D}-R Flavonol
CH

/,( H FSI

. HO_~_ 0 ( ) ) ' ﬂ/
WO, - f]_\v,,a-r;_?t__ ? O NN HO. AN r_\‘/ A
[ A ﬂ/t ‘, A C -\\[ c |

N .

L‘ - ‘°|/ \ JT I ~or
OH OH O OH ©OH
Flavan-3-ol Flavone Flavan-3 4-diol
CHR  Chalcone-réductase CHI  Chalcone-isomerase ANS  Anthocyanidine-synthase
IFS Isoflavone-synthase FHT  Flavanone-3-hydroxylase ~ FLS  Flavonol-synthase
AUS  aurone-synthase DFR Dihydroflavonol-réductase ~ ¥SI  Flavone-synthases

Figure 09 : Schéma récapitulatif de biogénése des différentes classes de flavonoides.
I1.1.2. Structures chimiques et classification
On distingue plusieurs classes de flavonoides :
* Dérivés du 2-phénylchromone

Cette classe regroupe les flavones, flavonols, flavanones et les dihydroflavonols. Chez
ces molécules, le cycle A est dans la plupart des cas substitué par deux hydroxyles phénoliques
en position 5 et 7 et le cycle B par un hydroxyle en position 4' ou deux hydroxyles en position
3'et4' (figure 10). Les flavanones et dihydroflavonols sont caractérisés par I’absence de double
liaison en position 2, 3 et par la présence de centres d’asymétrie. Chez les flavanones naturelles,
le carbone C-2 est normalement de configuration 25 et chez les dihydroflavonols hydroxylés

en position 3, la configuration est généralement trans (2R, 3R).
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R=H (apigérnol) R=H (kaempférol)
R=0OH (lutéolol) R= OH (quercétol)

Flavones Flavonols

HO 0 \\\\\\\\
H
OH o OH o
R=H (naringétol) R=H (dihydrokaempférol)
R=OH (ériodictyol) R= OH (dihydroquercétol)
Flavanones Dihydroflavonols

Figure 10 : Structures des flavones, flavonols, dihydroflavonols et flavanones.

i+

Dérivés du 2-phénylchromane

Les catéchols (flavan-3-ol) et les leucoanthocyanes (flavan-3,4-diols) ne possédent pas de
fonction carbonyle en position 4. Ils sont poly-hydroxylés de la méme facon que décrite pour

les dérivés du 2-phénylchromone (figure 11).

OH OH

R=H, afzéléchol
R=0H, catéchol

Flavan-3-ol Flavan-3,4-diols
Figure 11 : Structures des flavan-3-ol et flavan-3,4-diols.
+ Chalcones et aurones

Les chalcones sont dépourvues de I’hétérocycle central et sont caractérisées par la
présence d’un chainon tricarboné, cétonique, a, f-insaturé (. Les substitutions sur le noyau A
sont le plus souvent identiques a celles des autres flavonoides mais le noyau B est assez

fréquemment monosubstitué ou non substitué.

11
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Les aurones sont des homologues des flavones mais a noyau C pentacyclique (figure
12).

OH

R=H, isoliquiritigénine,

R=OH, Butéine (Hispidol)

Chalcones Aurones

Figure 12 : Structures des chalcones et aurones.
I1.1.3. Propriétés des flavonoides
+ Role dans les plantes.

Les flavonoides sont les pigments colorés des fleurs. Par exemple, les couleurs orange,
rouges et bleues des légumes, fruits, fleurs et tissus de stockage des plantes sont dues a des
anthocyanes hydrosolubles (qui sont des flavonoides jaunes réduits). De ce fait, ils jouent un
role important dans les interactions avec les insectes (attraction et réle dans la pollinisation
entomophile et la dispersion des graines). Ils sont impliqués dans les interactions plantes-
microorganismes : dans les pathogenéses comme dans les symbioses (nodules des
légumineuses). Ils agissent dans les systeémes de défense des cellules végétales en réponses a
certains stress tels que les radiations ultraviolettes. Ce sont également des inhibiteurs
d’enzymes, des agents chélatants des métaux nocifs aux plantes. De plus ils sont impliqués dans
la photosensibilisation et les transferts d’énergie, la morphogenése et la détermination sexuelle,

la photosynthése et la régulation des hormones de croissance des plantes [23,24].

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le controle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec les
diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent également un role de
phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter

contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries.
+ Intérét thérapeutique

Les flavonoides présentent un intérét thérapeutique qui date de la découverte de la
vitamine C par Szent Gyorgyi (prix Nobel, 1937), chercheur de I’universit¢ de Szeged
(Hongrie).

12
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Les flavonoides sont essentiellement des médicaments de 1’insuffisance veineuse par
action sur la microcirculation. Ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et
augmentent leur résistance. Cette action est appelée « vitaminique P ». Différents mécanismes

sont évoqués pour expliquer cette activité :
-Des propriétés antioxydantes, piégeurs de radicaux libres.
-Des propriétés inhibitrices d’enzymes...

A cdté de cette action principale « vitamine P », les flavonoides présentent plusieurs activités :
anti-virales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti-allergiques, anticancéreuses ainsi que

d’autres activités particulieres : diurétiques, et antispasmodique [25 5 26 ; 27].
I1.2. Saponosides
I1.2.1. Généralités

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires hétérosidiques
complexes a poids moléculaire élevé comprenant une partie hydrophile constituée d’oses liée a
une partie lipophile qui est 1’aglycone appelée génine ou sapogénine. La génine peut-Etre

triterpénique en C-30 ou stéroidique en C-27.

Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapo qui veut dire savon, qui évoque le
caracteére moussant de leur solution aqueuse. Ce pouvoir tensio-actif est di au caractére
amphiphile des molécules, a la fois lipophile (la partie aglycone ou génine) et hydrophile (la

partie osidique).

Les chaines oligosaccharidiques greffées sur 1’aglycone sont soit linéaires, soit
branchées et peuvent renfermer jusqu’a 11 monosaccharides. La partie osidique est le plus
souvent inactive, tout en exergant un effet favorable sur la solubilit¢ du glucoside et son
absorption, voire son transport vers tel ou tel organe. L'effet thérapeutique est déterminé par la
seconde partie. La partie sucre et I'aglycone sont normalement liées par une fonction éther ou

ester.

Les plantes a saponines ont été trés recherchées pour leurs propriétés détergentes [28],
a ’instar de la Saponaire (Saponaria officinalis L.) qui a été largement employée pendant des
siecles. Les saponines ont été aussi recherchées par 1’industrie pharmaceutique parce qu’elles
forment le point de départ pour I’hémi-synthése des médicaments stéroidiens [29]. Elles
présentent plusieurs propriétés pharmacologiques et sont employées dans la phytothérapie et

dans l'industrie cosmétique.
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I1.2.2. Classification des saponosides :

Au niveau structural, les saponines sont classées en deux groupes en fonction de la
nature de leur génine pouvant étre de type stéroidique ou triterpénique [30]. Lorsque la génine
est substituée par une seule chaine osidique, les saponosides sont dits monodesmosidiques
(liaison des sucres en C-3 ou en C-28 de I’aglycone) et lorsque la génine est substituée par deux
chaines osidiques, on parle de saponosides bidesmosidiques (liaison des sucres en C-3 et en C-
28. Grace a la performance des techniques chromatographiques et des techniques d’analyse, il
a été mis en évidence durant ces dix derniéres années des saponosides tridesmosidiques (trois
chaines) ou tétradesmosidiques (quatre chaines) [31]. La partie osidique de certains saponosides
ainsi que les fonctions hydroxyles libres des géniens peuvent €tre substituées par des acides

aromatiques ou aliphatiques.
I1.2.2.1. Saponosides a génines stéroidiques

Ils sont presque exclusivement présents chez les angiospermes monocotylédones et
possédent un squelette de 27 atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles, Ce
sont des dérivés des squelettes furostane ou spirostane et les alcaloides stéroidiques des

squelettes solanidanes et les spirosolanes (figure 13).

Furostane Spirostane

anh

Spirosolane Solanidane

Figure 13 : Structures des squelettes stéroidiques.
I1.2.2.2. Saponosides a génines triterpéniques (squelette a 30 carbones)

Les saponosides triterpéniques sont rencontrés principalement chez les angiospermes

Dicotylédones et quelques organismes marins tels que les étoiles de mer. Les sapogénines
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triterpéniques sont soit tétracycliques (dammarane, cucurbitane, lanostane), soit pentacycliques
(oléanane, ursane, lupane, friedelane, hopane, holostane) (figure 14). Leurs squelettes possédent
généralement un hydroxyle en position 3 et peuvent étre diversement fonctionnalisés par des
insaturations ou des hydroxyles. La formation de cycle supplémentaire est possible par éthérification ou

lactonisation [32, 33, 34].

Ursane

lupane hopane

Figure 14 : Structures des squelettes triterpéniques.
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11.2.2.3 Sucres

Le D-glucose, le D-galactose, le D-xylose, le D-fucose, le D-apiose, le L-arabinose, le L-
rhamnose et I’acide D-glucuronique (figure 15) sont les oses les plus fréquemment rencontrés

dans la structure des saponosides.

OH HO OH HOOC
HO&OH %OH HO%OH Ho%w
HO HO HO HO
OH OH OH OH

D-glucose D-galactose D-xylose Acide D-
glucuronique
OH
HO
OH CH3
HaC o}
HO HO
HO
OH OH OH
L-arabinose L-rhamnose D-fucose

Figure 15 : les différents monosaccharides rencontrés dans les saponosides.

11.2.2.4 Acides organiques

Divers acides peuvent estérifier les saponosides au niveau de I’aglycone ou au niveau

des sucres (figure 16). Ceux qui sont le plus fréquemment rencontrés sont les suivants [33] :

R
COOH Acide benzoique H
R Acide salicylique OH
Acide N- NH Me
méthylanthranilique R R R,
Acide cinnamique H H H
Acide p-coumarique OH H H
Acide 4- OCHs H H

méthoxycinnamique
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Acide 34- OCHs; OCHs H
R, diméthoxycinnamique
/ COOH
R Acide 3,4,5- OCHs OCHs OCH;

triméthoxycinnamique
R1

Acide férulique OH OCH; H
H\CZC/CH3 cHs CH3
/ HO—C_
HiG COOH o CH,CH,-CH-COOH
Acide angélique Acide acétique Acide

isobutyrique
Figure 16: les différents acides organiques rencontrés dans les saponosides.
I1.2.3. Distribution de saponines

Les saponines sont distribuées dans une large variété de produits alimentaires tels que
l'asperge, les haricots, les mires sauvages, les pois, les pommes de terre, la betterave sucricre
et le thé et dans plusieurs familles de plantes Caryophyllaceae, Caryocaraceae et Fabaceae [35-

38].
I1.2.4. Biosynthése des saponosides

La grande diversité structurale des saponines peut étre expliquée par leurs origines
biosynthétiques variées. En effet, a partir de I'oxydosqualéne a 30 carbones (figure 17), la
biosynthése des génines triterpéniques et stéroidiques est effectuée selon diverses voies
métaboliques suivies de I'assemblage des différentes sections osidiques par des enzymes telles

que les glycosyl transférases et les glycosidases. [39,33]

Figure 17: Structure du 2,3-époxydosqualéne.
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Par la suite, des modifications subséquentes peuvent avoir lieu sur la saponine dont,
entre autres, des oxydations, réarrangements, méthylations et estérifications, ce qui augmente
d'autant plus la possibilité de variations structurales a l'intérieur de cette classe de produits

naturels.
I1.2.5. Propriétés biologiques des saponosides

Reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacologique, les saponines ont été
intensivement étudiées au cours des derniéres années. La communauté scientifique a démontré
un intérét marqué envers cette classe de métabolites secondaires afin d'accélérer le processus
1ié a leur développement biopharmaceutique. [40]. En effet, les saponines a génines stéroidiques
et triterpéniques exercent des activités biologiques treés variées telles que : expectorante, anti-
inflammatoire, anti-tumorale, chimiopréventive, antidiabétique, analgésique ainsi que des
effets hépatoprotecteurs, neuroprotecteurs, antituberculeux [41] ou encore inhibiteurs de

I’aggrégation plaquétaire [42].

Le nombre d’effets biologiques attribués aux saponosides ne fait qu’accroitre d’année
en année. Cependant, certaines propriétés mises en évidence dans le cas de certains saponosides,
comme des propriétés immunoadjuvante, immunostimulante ou anti-cancéreuse [43,33,44]
attirent particuliérement 1’attention. En particulier, nous pouvons citer le cas des saponosides
ayant des propriétés immunoadjuvantes rencontrées chez Quillaja saponaria. L’adjuvant est
une substance ou un mélange de substances qui augmentent I’immunogénicité des antigeénes.
Ces molécules immunoadjuvantes pourraient alors étre utilisées dans la formulation de

nouveaux vaccins.

Nous limiterons donc notre étude bibliographique aux propriétés principales c'est-a-dire

le pouvoir hémolytique, cytotoxique et immunomodulateur.
<> Hémolytique

Depuis longtemps, les saponines sont réputées pour leur capacité a induire la formation
de pores au travers des membranes cellulaires et ainsi entrainer I'hémolyse des globules rouges

(érythrocytes). [45,46]
<> Cytotoxique et antitumorale

De nombreuses études ont mis en évidence le caractére fortement cytotoxique, voir

méme antitumoral, de plusieurs saponines on y trouve :
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J Les saponines d’Argania spinosa (Arganine A-F) ont une activité antiproliférative

contre la lignée cellulaire PC3 (cancer de la prostate). [47]

Arganine A  Ry=Gle, Ry»= OH. R3=Rha
Arganine B R;=Glc, Ry= OH, Ry= Ap

HO Arganine C  Ry=H, R,=OH, R;=Rha
(o] ArganineD  R;=Glc, Ry= H Ry=Rha
ArganineE  R;=Glc, Ry»=H Ry=Ap
HO oH Misaponine A R;=H, Ry= H, Ry= Rha
OH  Arganine F Ri=H R>=H . R;=Am
OR;3
o La saponine stéroidique, la dioscine, isolée d'un grand nombre de légumes et plantes de

la médecine traditionnelle orientale exerce une activité antitumorale ainsi qu’un vaste spectre

d'activités biologiques (antivirale, antifongique et anti-inflammatoire). [48]

gy,

Dioscine

o Au niveau des saponines avec génine triterpénique, la Virgaureasaponine E exerce une
activité anticancéreuse significative in vivo sur des souris porteuses d'un fibrosarcome. Dans
cette expérience, la réduction de la taille de la tumeur est proportionnelle a la dose de la

saponine administrée. [49]

1
Fu::-1I

hba

1
I
L Glu___ d hba
Glu

s . 1
Virgaureasaponine E  xy
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o D’autres molécules inhibent D’activité d’enzymes particuliéres (sialyltransférases)
impliquées dans le développement des métastases (cancer des poumons) comme la
soyasaponine L. [50] Et plusieurs travaux ont suggéré que les saponines du soja présentent un

effet protecteur vis-a-vis du cancer du célon. [51]

HOOC

HO Q

HO
HO 0

HO O

(o]

HO i soyasaponine I
H,C o
HO
HO

OH
o Activité immunomodulatrice

Actuellement, de nombreux nouveaux vaccins sont en cours de développement
parallélement a I’amélioration des vaccins déja existants en vue de diminuer le nombre
d’injections ainsi que les doses injectées. Il est donc nécessaire d’effectuer des recherches en
vue de découvrir de nouvelles molécules qui auront un pouvoir immunostimulant plus
important que leurs prédécesseurs. Parmi ces nouvelles molécules, les saponosides semblent
étre promis a un bel avenir. Nous citerons ici un rappel bibliographique sur les saponosides

immunostimulants découverts [52].

Certains saponosides ont montré une activit¢ immunostimulante sur divers types
cellulaires. Ainsi, des auteurs ont mis en évidence le rdle immunostimulant in vitro des
saponosides isolés de Randia dumetorum, qui augmente la prolifération in vitro de lymphocytes

humains.

L’extrait brut de saponosides de Q. saponaria, la Quillayanine, Quil-A et 1’acide
glycyrrhizique ont tous montré la capacité a stimuler la prolifération des splénocytes de souris.
Un effet sélectif a été mis en évidence sur les deux types cellulaires, les lymphocytes B et les
lymphocytes T. Les saponosides isolés a partir des racines d’Acanthophyllum squarrosum ont
montré un role immunomodulateur in vitro [S3] et lymphoprolifératif sur cellules leucémiques

humaines [54].
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Chapitre I11 Activités antioxytantes et antioxydants

II1.1. Généralités :

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant, di a I’exagération d’un phénomene physiologique, normalement trés contrdlé,

la production de radicaux dérivés de I’oxygene [S5].
II1.2. Stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre
profond de la balance entre les systémes oxydants et les capacités antioxydantes de I’organisme
en faveur des premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles [56]. Le stress
oxydatif est un fonctionnement de 1'organisme qui est normal tant qu'il ne dépasse pas certaines
limites. En effet, tous les organismes vivants qui consomment de I'oxygéne produisent des
radicaux libres qui sont de petites substances chimiques trés oxydées par le contact avec
'oxygéne, et dont nos cellules savent normalement trés bien se débarrasser. Le stress oxydatif
devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de radicaux libres a
¢liminer, soit ne disposent pas de ressources antioxydantes (vitamines, oligoéléments, enzymes)

suffisantes pour les éliminer.
I11.2.1. Différents types des radicaux libres :

Un radical libre est une espece caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’un €lectron non apparié¢ sur la couche €lectronique la
plus externe. Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERO) (Figure 18), on distingue un
ensemble restreint de ces composés qui jouent un role particulier en physiologie et que nous
appelons les radicaux primaires a savoir : I’anion superoxyde (O2"), le radical hydroxyle
("OH), le monoxyde d'azote (NO"), le radical peroxyle (ROQO") et le radical alkoxyle (RO"). Les
autres radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que I’oxygéne singulet !0, le peroxyde
d’hydrogene (H202) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux

primaires sur les composés biochimiques de la cellule [S7].
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Figure 18 : Apercu des especes oxygénées activées (EOA) dérivant de I’oxygene et systémes
de protection permettant de limiter 1’effet toxique de ces espeéces. GSH : glutathion, C1":
anion chlorure ; MPO : my¢loperoxydase, SOD : superoxyde dismutase, Se-GPx : glutathion

peroxydase séléno-dépendante. [S6].
II1.2.1.1. Origine de production des ERO :

Les radicaux libres nocifs sont produits dans I’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augmente en rapport avec 1’é1évation de la consommation d’oxygene
[58]. Plusieurs mécanismes et systémes responsables de la production de radicaux libres ont été

identifi€s jusqu’a présent, parmi eux nous citons :

+ Des fuites d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie [59].
* Des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées [60 ;61]
* D’exposition a des agressions de 1’environnement, comme les agents infectieux, la

pollution, les UV, la fumée de cigarette et le rayonnement [62].
I11.2.1.2. Conséquences biologiques des espéces réactives oxygénées

La surproduction des ERO est responsable des lésions directes des molécules
biologiques ainsi que des Iésions cytotoxiques et mutagenes par les produits libérés, notamment

lors de I'oxydation des lipides.
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L'anion radicalaire superoxyde comme le monoxyde d'azote ne sont pas trés réactifs,
mais constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives. Les radicaux hydroxyles sont
au contraire les plus dommageables pouvant s’attaquer a toutes les molécules biologiques a
savoir I’ADN, les protéines et les lipides [63 ;64]. En fait, Verdan et ses collaborateurs (2011)
ont rapporté que la réaction de Fenton productrice de radicaux hydroxyles est la cause primaire

de la mort cellulaire par I’endommagent de I’ ADN.

Par ailleurs, la réactivité du peroxyde d’hydrogene réside dans sa capacité de traverser
facilement les membranes cellulaires des organites dans le cytoplasme et par conséquent il

oxyde un nombre €levé de composés et structures cellulaires [65].
I11.2.2. Implications pathologiques du stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreuses pathologies (figure 19) comme
facteur déclenchant ou associé¢ a des complications [S7]. Il peut étre associé a I’athérosclérose,
I’asthme, [D’arthrite, la cataractogénese, [’hyperoxie, I’hépatite, 1’attaque cardiaque, les
vasospasmes, les traumatismes, les accidents vasculaires cérébraux, les pigments d’age, les
dermatites, les dommages de la rétine, les parodontites et les cancers [66 ;67]. Néanmoins, la
plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1'age car le vieillissement
diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale des radicaux

[57].

Gastro-intestinale (Fil Peau Cour
- Hepatite . Cataractogénése . Dermatites . Attaquedu coeur
- Dommage hépatique . Dommage rétinal . Pigments d'age

NI b

Dents o Fspacesréactives oxygénées — Articulations

. Parodontite l l . Arthrite

Vaisseaux Défaillance multiorgane Cerveau Pournons

. Athérosclérose ., Cancer . Traumatisme . Asthme

. Vasospasmes . Accident vasculaire . Hyperoxie
cérébrale /

Figure 19 : Les pathologies associées aux especes réactives oxygénées [68].
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II1.3. Antioxydants

Les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant
les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier
ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec
un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis
que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de I’oxygene singulet pour la

transformer en chaleur. On peut distinguer plusieurs types d’antioxydants.
I11.3.1 Antioxydants enzymatiques

Trois enzymes ont un rdle essentiel dans la détoxification des espéces réactives de
I’oxygene. La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la conversion de deux ions superoxydes
et deux protons en peroxyde d’hydrogene et oxygene [69]. On la retrouve dans un grand nombre

d’organismes vivants soulignant ainsi son importance [70].

La catalase transforme le peroxyde d’hydrogeéne en oxygeéne et eau, diminuant ainsi sa
demi-vie et atténuant de ce fait la génération de radicaux hydroxyles. C’est un complexe
tétramérique contenant un héme, localisé essentiellement dans les peroxysomes. La catalase est

liée au NADPH qui la protége et améliore son activité [71].

La glutathion peroxydase catalyse 1’oxydation du glutathion aux dépens du peroxyde
d’hydrogene [72]. Elle peut aussi réagir avec d’autres substrats comme les lipides expliquant
son role protecteur vis-a-vis de la peroxydation lipidique. Son site actif contient du sélénium et
elle a besoin de glutathion réduit pour fonctionner. C’est une enzyme ubiquitaire. Dans la
cellule, on la trouve essentiellement dans le cytosol et les mitochondries. C’est une des défenses

antioxydantes les plus importantes de I’organisme [71].
II1.3.2 Antioxydants non enzymatiques

Le glutathion est un tripeptide composé¢ de cystéine, glutamine et glycine. C’est la plus
importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualité. Il posséde une
activité antioxydante propre mais surtout en tant que cofacteur de la glutathion peroxydase. Une
fois oxydé en glutathion disulfure, il est réduit par la glutathion réductase en présence de
NADPH. Le couple glutathion disulfure/glutathion est le principal responsable thiol de la

balance redox intracellulaire.
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Les vitamines A, C et E ont aussi des propriétés antioxydantes. Les vitamines C et E
permettent leur régénération mutuelle aprés oxydation (Article) [71]. En ce qui concerne les
plantes médicinales bien connues et économiquement importantes, nous pouvons citer 1’ail
(Allium sativum L ; Liliaceae) et le ginkgo (Ginkgo biloba L ; Ginkgoaceae) qui sont utilisés
dans le traitement des maladies cardio-vasculaires et circulatoires [73] pour leurs métabolites

secondaires qui jouent le role d’antioxydant on peut citer comme exemple :

o Les polyphénols Plusieurs études épidémiologiques ont montré qu’il y a un rapport
inverse entre la prise d’aliments riches en polyphénols (les fruits et les 1égumes) et le risque des
maladies reliées a ’dge comme les maladies neurodégénératives [74 ;75] Cette relation est
souvent attribuée aux puissantes activités anti-oxydantes des flavonoides et d’autres
polyphénols associées a leurs propriétés redox permettant d’éliminer les effets d’especes
réactives de 1’oxygene [76] ainsi que de chélater les différents métaux de transition [77]. Les
flavonoides sont de puissants antioxydants vis-a-vis des radicaux libres dus a leur propriété de
donation d’atomes d’hydrogeéne disponibles dans les substituants hydroxyles de leurs groupes
phénoliques [78]. Leur capacité de donation d’hydrogéne augmente avec 1’augmentation de

I’hydroxylation de leurs cycles phénoliques.

o Le glutathion est un tripeptide composé¢ de cystéine, glutamine et glycine. C’est la plus
importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualité. Il posséde une
activité antioxydante propre mais surtout en tant que cofacteur de la glutathion peroxydase. Une
fois oxydé en glutathion disulfure, il est réduit par la glutathion réductase en présence de
NADPH. Le couple glutathion disulfure/glutathion est le principal responsable thiol de la

balance redox intracellulaire [71].

o Les vitamines A, C et E ont aussi des propriétés antioxydantes. Les vitamines C et E

permettent leur régénération mutuelle apres oxydation (Article) [71].
I11.4. Méthodes de détermination de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes qui ont ét€ mises au point pour I’estimation in vitro du

pouvoir antioxydant d’un échantillon, on citera les méthodes les plus utilisées :
111.4.1. Méthode du DPPH.

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH.) est un radical stable et de couleur violette
ensolution, il fut 'un des premiers radicaux libres utilisés dans I’étude visant a déterminer la
relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques [79]. Le DPPH est réduit en

présence d’une substance réductrice (antioxydante) pour donner la couleur jaune du
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diphénylpicrylhydrazine. Cette réduction est suivie par spectrophotométrie UV, en mesurant la
diminution de I’absorbance a 517nm ; ce qui nous permet de mesurer le pouvoir antiradicalaires

de I’échantillon testé (Figure 20).

NO,

O,N N—N

NO,
DPPH-’

Figure 20 : La forme réduite DPPH et la forme radical DPPH".

I11.4.2. La décoloration ABTS, acide 2,2 -azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6- sulfonique)
(ABTS™)

L'ABTS’est un radical libre stable. Il est tres utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant
des fluides biologiques, des huiles essentielles, des extraits ou bien des composés purs [80]. Ce
radical cation est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour
donner une solution colorée en vert-bleu (figure 21). Le radical formé est stable avec des
coefficients d’extinction molaire élevés a 416, 650 et 734 nm. La concentration de ce radical

peut étre déterminée en mesurant 1’absorbance a ces longueurs d'onde [81].

0,8 s s SOy 08 S S SOy
1082220 SANR O 0500 B
L oy

Hs CyHs

N
CaHs CHs CHs

ABTS ABTS™

Figure 21 : La forme réduite ABTS et la forme radicale de cation ABTS **

111.4.3. Méthode du CUPRAC

La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) [82] estutilisée pour
la réduction du Cu(Il) et par le traitement du Cu(I) avec un réactif chromogeéne Néocuproine

(NC) (2,9 -diméthyl- 1,10-phénanthroline) [83]. Le principe de cette méthode est basé sur la
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conversion des hydroxyles phénoliques en quinones par la réduction du complexe Cu™-Nc,

produisant un complexe chromogéne de Cu*2-Nc qui absorbe a 450 nm (Figure 22).

+ H~

réactif CUPRAC produit jaune orangé
Bleu claire A=450 nm

Figure 22 : Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante.
I11.4.4. Chélation des ions métalliques

L'efficacité des ions ferreux (Fe2+) permis la protection contre les méfaits oxydatifs par

I’¢élimination du fer, ce dernier participe autrement a la génération du HO® dans la réaction

Fenton (réaction d'oxydation aboutissant a la formation du radical hydroxyle) [84].
Fe?*+ H,0, —» Fe*'+OH + OH"

Cette méthode est basée sur la mesure d’absorbance de la formation du complexe Fe (II)-
Ferrozine apres le traitement des échantillons avec les ions Fe2+, elle est déterminée selon la
méthode de Decker et Welch [85]. Les ions libre Fe?" et Ferrozine forment un complexe

[Ferrozine - Fe**] qui donne un chromophore rouge qui absorbe a A 562 nm [84].

HO,S

wos— Y~ :}_@

Figure 23 : structure chimique du Ferrozine.
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I11.4.5. Le piégeage du radical superoxyde par la méthode de DMSO alcalin

Dans la méthode DMSO alcalin, un radical superoxyde Oz est généré par l'addition
d'hydroxyde de sodium a l'air saturé DMSO. Le superoxyde généré reste stable dans la solution,
qui réduit le nitro bleu tétrazolium (NBT) de couleur jaune en formazan de couleur pourpre qui

absorbe a 560 nm a température ambiante [86].

Ainsi, un compos¢ antioxydant capable de capturer I’anion superoxyde empéchera la
formation du bleu de formazan et la solution restera jaune. Cependant, cette méthode ne
convient pas aux réactions avec des constantes de vitesse lente et nécessite la présence d'un
équipement approprié¢ [87]. L'intérét pour la capacité de piégeage de 1'anion superoxyde est
largement da a son réle dans la production du radical hydroxyle hautement réactif en présence
d'ions métalliques. Cependant, ce n'est pas le seul mécanisme d'oxydation des lipides, et la
capacité a piéger l'anion superoxyde n'est pas nécessairement efficace pour empécher

'oxydation des lipides [88].
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IV.1. Apercu et but de travail

Aprées I’extraction des parties aériennes, 1’extrait brut d’Anthericum a été fractionné en
utilisant la technique de chromatographie liquide sous vide ur phase inverse (VLC). Ce
fractionnement, suivi de plusieurs étapes de séparation et purification chromatographiques,

conduisant a I’isolement et I’identification de 2 flavonoides purs.

Notre étude a porté aussi sur le dépistage de 1’activité antioxydante par 4 méthodes
(DPPH’, ABTS"™, DMSO alcalin, et CUPRAC) de I’extrait brut méthanolique ainsi que des

fractions chromatographiques provenant de cet extrait.
IV.2. Matériel et méthode

IV.2.1. Matériel végétale

IV.2.1.1. Récolte de la plante du genre Anthericum

Les parties aériennes d’Anthericum ont été récoltées dans la région de Djebel E1 Ouahch
(une région montagneuse située a 7 Km I’Est de la ville de Constantine). (Figure 24) au mois
de Mai 2017. La plante a été identifiée par Mr KABOUCHE Kamel. Aprés ’avoir séché dans
un endroit sec, le matériel végétal est ensuite réduit en poudre fine a 1’aide d’un broyage

¢lectrique.

Figure 24 : Djebel El Ouahch Wilaya de Constantine. [89]
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IV.2.2. Méthodes d’analyses phytochimiques
1V.2.2.1. Méthodes chromatographiques
1V.2.2.1.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Dans ce travail les analyses par chromatographie sur couche mince ont été effectuées
sur des plaques prétes a I’emploi a support en aluminium en phase normale Kieselgel 60 F254
Merck, 250 pm (20 x 20 cm). Aprés développement dans descuves en verre, les plaques sont
observées a la lumiére et sous lampe UV a 254 et 365 nm dans une chambre noire. Les systemes
solvants utilisés (la phase mobile) sont choisis selon la polarité des molécules a séparer. Cette
phase mobile est constituée d’un mélange binaire ou tertiaire de solvants selon le type de
séparation souhaitée. L’observation des CCM s’effectue en lumicre visible et sous UV (254 et
365 nm), avant la révélation par un révélateur a base de la vanilline sulfurique (1 g de la

vanilline, dissous dans 100 mL de I’éthanol additionnée 2 mL d’acide sulfurique).
1V.2.2.1.2. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique a pour but d’obtenir un fractionnement grossier de ’extrait brut. Elle
est rapide et elle permet de consommer moins de solvants que dans les méthodes de
chromatographies classiques. La silice greffée Lichroprep RP-18 Merck, est mise dans un
entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté n° 4. Ce dernier est fixe sur une fiole a vide dans

laquelle les fractions sont rassemblées par application du vide a I’aide d’une pompe
1V.2.2.1.3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Les phases stationnaires utilisées dans cette étude pour la CC sont le gel de silice en
phase normale (Kieselgel Merck® 70-230 mesh et le polyamide SC6. La taille et le diametre
de la colonne sont choisis en fonction de la quantité d’échantillon a purifier et de la résolution
souhaitée. Le choix de la phase stationnaire, les dimensions de la colonne, les conditions
d’¢lution, le débit, la pression et le volume des sous-fractions recueillies ont été établis sur la

base d’analyse par CCM et la masse de 1’échantillon a étudier.
1V.2.3. Méthode physico-chimique
1V.2.3.1. Spectrophotométrie UV-visible

Les spectres UV-visible des composés isolés sont enregistrés dans le MeOH sur un
spectrophotométre (NICOLET evolution 100). Grace a son monochromateur le lecteur offre

une grande sensibilité aux essais.
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Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, un lecteur de microplaque de type Perkin
Elmer (EnSpire Alpha Plate Reader) multimode, des microplaques en plastique de 96 puits et

des micropipettes réglables ont été utilisés au cours de I’exploration de I’activité antioxydante.
1V.2.3.2. Spectroscopie de RMN

Les spectres RMN sont enregistrés sous forme d’expériences monodimensionnelles et
bidimensionnelles. Chaque expérience fournit des informations spécifiques a la détermination

structurale des composes isoles.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN 'H
et!3C) ont été enregistrés a 500 et 125 MHz (Bruker Avance DRX-500) du laboratoire de
pharmacognosie, Institut de Chimie Moléculaire de Reims ICMR (France), Le logiciel Topspin

3.2 est utilis¢€ pour le traitement et I’exploitation des donnes spectrales.

Les échantillons ont été solubilises dans le solvant deutéré CD3OD dans des tubes analytiques
de 5 mm de diamétre. Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en ppm et les constantes

de couplage en Hz.
IV.3. Etude phytochimique de la plante du genre Anthericum

IV.3.1. Extraction par macération a froid

Le matériel végétal, seéche et broyé (300 g) a été maceére dans un mélange hydro
alcoolique: Méthanol/Eau ; (80 : 20, (v/v), 6L), pendant 24 heures a température ambiante
puis filtrée et concentrée sous pression réduite a 45°C (cette opération a été répétée trois fois).

On obtient I’extrait brut hydrométhanolique qui est pesé et conserve (21 g) (Figure 25).

Figure 25 : Macération hydro-alcoolique (a gauche) et I’extrait méthanolique (a droite).
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IV.3.2. Séparation et purification

IV.3.2.1. Séparation grossiere de I’extrait brut
Une partie de 1’extrait brut obtenu (10 g) a été soumis a une chromatographie liquide

sous vide (figure 26) en phase inverse Cig en utilisant un gradient H,O-MeOH (70 :30,
60 :40, 40 :60, 20 :80), (tableau02). Des fractions de 200 ml (*3) sont recueillies pour chaque

mélange.
Avant d’entamer la séparation chromatographique, nous avons procede a des tests

chromatographiques sur couche mince de gel de silice normale avec les systemes 80/20 et
70:30:5 (CHCI3 : MeOH : H20O). Les CCM ont été examinées a la lumiére UV et révélées a la
vanilline sulfurique a 1% puis chauffées a 100 °C. Les fractions 70:30 (3) , 60:40 (1) , 60:40
(2) , 60:40 (3) (figure 27) ont été récoltées apres rassemblement des fractions présentant des

similitudes (tableau 02).
Tableau 02 : VLC sur Cis de I’extrait méthanolique des parties aériennes de Anthericum

Eluant: MeOH — H20 Fractions collectées Masse (g)
F1 2,2808
70-30 F2 7,7879
F3 1,1327
F1 0,1429
60-40 F2 0,9529
F3 0,2958
F1 1,9636
40-60 F2 0,9424
F3 0,4299
F1 2,084
20-80 F2 0,3636
F3 0,2356
100 :0 F1 /
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Figure 26 : fractionnement de 1’extrait brut par VLC (a gauche), profil CCM de I’extrait

méthanolique (a droite).

Figure27 : Plaques CCM récapitulatives des fractions de la VLC.

Une grande similitude est observée entre le profil CCM les fractions : 70 :30 (3) =1,13
g, 60 :40 (1) =0.14 g, 60 :40 (2) = 0,95 g et 60 :40 (3) = 0,295 g, nous a permet de réunir ces 4

fractions pour donner la fraction F1-4.

Nous avons choisi a étudier cette derniére car le profil CCM a montré une richesse en

polyphénols.
. La fraction F1-4 :

La fraction F1-4 (2,5 g) a été soumise a une chromatographie sur colonne de polyamide
(figure28). L ¢lution est réalisée par le chloroforme puis par un mélange toluéne/méthanol

(100:0 a 70:30). Des fractions de 50 mL ont été recueillies, examinées par CCM avec le systéme
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AcOEt /MeOH/H>0 (100:10 :5) comme ¢luant, pour €tre finalement rassemblées en 26 sous

fractions.

Figure 28 : chromatographie sur colonne de polyamide de la fraction F1-4.

) La sous fraction F18 :

Le fractionnement de sous fraction fig (896 mg) a été mené sur une colonne de gel de
silice en phase normale (figure 29), ¢luée par un mélange isocratique AcOEt /MeOH/H,O
(100:10 :5). L’analyse par CCM (¢luant : AcOEt /MeOH/H>O (100:20 :10)) des fractions
obtenues a permis de les regrouper en 20 sous lots. Le sous lot 19 (30 mg) est mis a
chromatographier sur une colonne de gel de silice normale. L’¢lution réalisée par le systéme
isocratique AcOEt /MeOH/H>0 (100:10 :5) a permis de recueillir les composés AN1 (2 mg),
AN2 (xx mg) et AN3 (6mg) a 1’état pur.

Figure 29 : chromatographie sur colonne de gel de silice de la sous fraction F18.
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IV.4. Activité anti-oxydante

L’étude de I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique et des différentes fractions

de la VLC des parties aériennes d’Antericum est testée selon cinq essais complémentaires a

savoir

. L’activité antiradicalaire pour le radical libre DPPH"

. L’activité antiradicalaire pour le radical-cation ABTS™

. L’activité antiradicalaire pour le radicale superoxyde O2"par la méthode DMSO alcalin
. Le pouvoir réducteur de cuivre CUPRAC

. Métal chélate

Les résultats, sauf pour le dosage CUPRAC et pouvoir réducteur, ont ét¢ enregistrés a
la concentration 50% d'inhibition (ICso). L'activité antioxydante des extraits testés a été

comparée a celles des standards (a-tocophérol, le BHA et de 'EDTA).

L’indice ICso se définit comme étant la concentration nécessaire de 1’antioxydant pour piéger
50% de radicaux DPPH/ABTS""/O2" alors que Ao est la concentration de 1’antioxydant pour
laquelle I’absorbance vaut 0,5. Les deux indice ICsp et Ao;s sont donnés en pg/ml de milieu
réactionnel, du coup la capacité antioxydante d’un échantillon est d’autant plus élevée que son

ICs0 ou Ao s est petit.
I1V.4.1. Activité antiradicalaire DPPH

Cette activité est déterminée selon la méthode de Blois (1958) avec une légere
modification [90]. Un volume de 40 pL de différentes concentrations de chaque échantillon
ainsi que I’antioxydant standard (a-tocophérol, BHA), est déposé en triplicata sur une
microplaque a 96 puits, en ajoutant sur chaque puits un volume de 160 puLL d’une solution
méthanolique de DPPH (0,4mM). Le controle négatif est préparé en paralléle, en mélangeant
40 pL du méthanol avec 160 pL d’une solution méthanolique de DPPH, a la méme

concentration utilisée.

Apres incubation a température ambiante a 1’obscurité pendant 30 min, la microplaque
est insérée dans le spectrophotometre pour mesurer I’absorption a 517nm. La capacité a piéger

le radical DPPH a été calculée selon 1'équation suivante :

APR (%) = [(AppPH — AExtrait) / ApppH]| X 100

Ou Apppy est 1’absorbance de la solution DPPH, et Agxiit €st 1’absorbance de I’échantillon a

une concentration particuliére.
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IV.4.2. Test de décoloration de radical cation ABTS*

Le radical cation ABTS est généré en mélangeant 7 mM d’une solution aqueuse d’ABTS
avec 2,45 mM de persulfate de potassium, le tout est conservé a I’abri de la lumicre et a la
température ambiante durant 16 h avant utilisation. Avant ’utilisation du radical ABTS™, la
solution obtenue est diluée avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,7+0,025 a 734 nm.
160l de cette solution fraichement préparée sont ajoutés a 40ul de différentes concentrations
de chaque échantillon, ainsi que 1’antioxydant standard a-tocophérol déposés déja en triplicata
sur une microplaque a 96 puits. Un blanc est parallélement préparé suivant les mémes volumes
tout en mettant du méthanol a la place de I’échantillon testé. L.’absorbance est ensuite mesurée

a 734 nm aprés 10 minutes d’incubation [91].

La capacité de piégeage de L’ABTS™" a été calculée en utilisant 1'équation suivante:

AA (%) = [1-(AExtrait / Ablanc)] x 100

IV.4.3. Test de piégeage du radical superoxyde O2* par la méthode DMSO alcalin

L’activité Superoxyde DMSO alcalin est déterminée par la méthode établie par [92].
Brievement, 40 pl de chaque échantillon et de standard sont mixés a 130 ul de DMSO alcalin
puis a 30 ul de NBT dans chacun des puits de la microplaque. Apres avoir soumis les mélanges
réactionnels a une agitation, I’absorbance est mesurée a 560 nm. Il faut noter que chaque dépdt

est triplé aussi bien pour les extraits que pour le blanc.

Le pourcentage de I’activité antiradicalaire est calculé selon la formule suivante :

AA (OA))= [(AExtrait - AContr(‘)le) /AExtrait] x 100

IV.4.4. Réduction cuprique (CUPRAC)

La réduction du cuivre a été¢ mesurée par la méthode CUPRAC décrite par Apak et al.
2004 [82]. Une solution de : 50 uL Cu (IT) (10 mM), 50 pul neocuprine (7,5 mM), et 60 uL de
solution tampon NH4Ac (1 M, pH = 7,0) est préparée. Différentes concentrations d’extrait ont
été ajoutées au mélange initial jusqu'a un volume final de 200 pL. Les microplaques de 96 puits
ont étémises a 1’abri de la lumiére, et aprés 1 h, l'absorbance est mesuréea 450 nm. L’a-

tocophérol et le BHT ont été utilisés comme standards. Les résultats ont été calculés a titre de

AO0.5 (ug / mL) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.
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IV.4.5. Chélation des ions ferreux

L’activité de chélation des ions Fe2+ a été mesurée en utilisant le Ferrin [85]. La solution
des extraits a différentes concentrations (40 ul) a été ajoutée a40 pl EtOH, 40 uL FeCl2 (0.2
mM) et 80 uL Feréne (0.5 mM). L’absorbance a ét¢ mesurée apreés 10 min a 562 nm. Les
résultats ont été donnés en pourcentage d'inhibition et l'activité a été calculée en utilisant

I'équation suivante:

AA (%)= [(ABanc - AExtrait) /AExtrait] x 100

IV.5. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyennes + déviation standard (SD).
Les valeurs de ICso/Aos ainsi que les représentations graphiques ont été réalisées par Excel.

Plus elles sont petites, plus I’activité antioxydante des extraits est grande.
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Chapitre V Résultats et Discussion

V.1. Rendement d’extrait brut

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des principes actifs dissouts dans
un solvant organique et/ou aqueux utilisé pour I’extraction. Il est déterminé a partir du poids de
I’extrait sec par rapport au poids de la matiére végétale séche réduit en poudre [93]. Le
rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la quantité de matiere seche selon

la formule :

R (%) = [M1/ M0] x 100

R % : Rendement en extraits exprimée en g /100g de maticre seche,

M1 : quantité de I’extrait récupérée exprimée en g,

MO : quantité de la poudre végétale utilisée pour I’extraction exprimée en g,

Le processus de macération nous a permis d’extraire a partir de 300 g (MO) des parties aériennes

de la plante du genre Anthericum une masse (M1) de 21 g de couleur marron foncée tres

visqueuse, qui donne un rendement a 1’ordre de 7%.
V.2. Séparation et purification

Les fractions 70 :30 (3), 60 :40 (1,2 et 3) sont jugés intéressants au vu de leur profil
CCM. Cette constatation nous a conduit a les choisir pour une investigation chimique
approfondie. Les séparations et purifications des composés contenus dans ces fractions ont
nécessité 1'utilisation de différentes techniques chromatographiques (VLC, CC et CCM) et
I’'usage de deux phases stationnaires (gel de silice phase normale et polyamide), ainsi qu’une

vaste gamme de solvants.
V.3. Identification structurale des composés isolés

L’identification structurale des composés isolés (ANlet AN3) a été réalisée en
employant diverses méthodes d’analyse spectroscopiques : RMN 'H, RMN '*C, HSQC, COSY,

HMBC, UV-VIS ainsi que par comparaison avec les données de la littérature.
V.3.1. Le composé AN1

Le composé ANI1 se présente sous forme d’une poudre jaune et se révele en jaune apres
révélation par une solution acide et chauffage a 100 °C. Sa fluorescence noire violette sous

lampe UV a 365 nm est caractéristique d’une flavone ou d’un flavonol substitué¢ en 3 (3-OR)
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Cette hypothese structurale est confirmée sur le spectre UV (Figure 30) enregistré dans le

méthanol, par la présence de deux bandes d’absorption maximale a 347 nm (bande I) et 254 nm

(bande II).

Un effet bathochrome, observe apres I’ajout de NaOH (AL = 55 nm) avec une
augmentation d’intensité, indique la présence d’un OH libre en position 4°. L’apparition d’une
nouvelle bande dans le méme spectre a 329 nm suggere la présence d’un OH libre en position

7.

L’addition de NaOAc a la solution méthanolique induit un effet bathochrome de la

bande II de 16 nm confirmant ainsi la présence d’un OH libre en position 7.

L’addition de H3BO3, a la solution MeOH+NaOAc¢ provoque un effet bathochromique de la
bande I (AL =23 nm), indiquant la présence d’un systéme 3°,4 -ortho di-OH sur le cycle B, cela
est confirmé par le déplacement hypsochrome de la bande I (AL = - 33 nm) induit apres I’ajout

de HCI a la solution MeOH+AICIs.

L’effet bathochrome de la bande I (AA = 73 nm) observe sur le spectre enregistre dans
MeOH+AICI3 par rapport au spectre enregistre dans MeOH indique la présence d’un

Groupement OH libre en position 5 (tableau).
Les données relatives a la série spectrale UV sont rassemblées dans le tableau 03 :

Tableau 03 : données spectrales UV du composé AN1

Amax
Solvants-réactifs Bande I (nm) cycle | Bande IT (nm) cycle
B A Autres bandes

MeOH 347 254
NaOH 402 267 329
AlICl3 420 271
AlICl: + HC1 387 274
NaOAc 362 270
NaOAc + H3BOs3 370 262
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Figure 30 : Série spectrale UV du composé¢ AN1.

Ces données spectrales UV sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour la

Lutéoline (figure 31) [94].

OH le)

OH

OH

Figure 31 : Structure de la lutéoline.
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L’examen du spectre RMN 'H enregistre dans MeOH (figure 32) confirme le squelette

de la lutéoline [95,96] caractérise par :
- Un singulet d’intégration 1H a 6u = 6,57 ppm attribuable a H-3.

- Deux doublets d’intégration 1H chacun a 6y = 6,23 ppm et 6u = 6,47 ppm avec une constante
de couplage (J/ = 2,0 Hz) attribuable a H-6 et H-8 respectivement, confirmant ainsi

I’hydroxylation des positions 5 et 7 du noyau A.

- Un signal a oy = 7,42 ppm d’intégration 2H attribuable a H-2' et H-6', ce signal correspond en
fait a deux signaux superposés I’un deux sous forme d’un doublet de double (J=7,1 Hz, J=2,0
Hz) caractérisant H-6' et 1’autre sous forme d’un doublet (J = 2,0 Hz) caractérisant H-2', ce
signal confirme I’hydroxylation des positions 3'et 4' du cycle B. par ailleurs, le signal sous

forme de doublet qui apparait a du = 6,94 ppm (J = 8,9 Hz) est attribuable a H-5'".

H-3
H-2'| H-6'
-8 H-
A T J\
T . ; ------------------- -r ----- - ----_l-_---l_

Figure 32 : Spectre de RMN 'H du composé AN1.

Le spectre COSY du compose AN1 montre les corrélations entre H-6 et H-8, ainsi que

celles entre H-6' et —H-2', H-5' (figure 33).
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Figure 33 : Spectre COSY du composé ANI.

L’ensemble des données spectrales accumulées, et la comparaison avec les données de
la littérature permettent d’assigner pour le composé AN1 la structure 5, 7, 3', 4'-tétra hydroxy
flavone connu sous le nom de la lutéoline. Ce compose est trés connu, il a été isole de 1’espece

Anthericum [18] (Figure 34).

Figure 34 : 5,7, 3', 4'-tétra hydroxy flavone (lutéoline) AN1.

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé AN1 sont rassemblés

dans le tableau 04.
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Tableau 04 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du

composé AN1dans CD3;OD.
Ne [ &c ou (m, J Hz)
2 1648 | -
3 1024 | -
4 182,5 |-
5 161,7 | -
6 98,8 6,23, d (2,0)
7 165,0 |-
8 93,7 6,47, d (2,0)
9 158,0 |-
10 | 1039 |-
' | 1223 |-
2" 11128 | 7,42,d(2,0)
3" | 1456 |-
4" 1149,6 |-
5 | 1154 16,94,d(8.,9)
6 | 1189 |742,dd(7,1-2,0)

V.3.2. Le composé AN3

Le composé AN3 se présente sous forme d’une poudre verte. Il donne une tache noire
violette a la lumiere UV a 365 nm et se révele en jaune apres révélation par une solution acide

et chauffage a 100 °C. Ceci traduit une nature flavonoidique de ce composé.

Le spectre UV de AN3 dans le méthanol présente deux bandes d'absorbance maximales
: la bande I a 346 nm et la bande II a 256 nm, attestant de la présence d’un squelette flavone

[97].

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochromique de 48 nm pour la bande
I, avec une augmentation de son intensit¢ lumineuse indiquant la présence d’un OH libre en
position 4', I’absence d’une nouvelle bande dans le méme spectre indique 1’absence d’'un OH

libre en position 7.

L’addition de NaOAc ne provoque pas un déplacement bathochromique de la bande II

par rapport au spectre MeOH confirmant ainsi 1’absence d’un OH libre en position 7.

Le déplacement bathochromique de la bande I de 82 nm, observé lorsque le spectre UV est
enregistré dans un milieu de MeOH+ AICIl; comparativement au spectre enregistré dans le
MeOH neutre, atteste que ce flavonol porte un groupement hydroxyle libre aussi mais cette fois

en position 5.
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L’addition de H3BOs a la solution MeOH-+NaOAc provoque un effet bathochrome de
la bande I (AL = + 36 nm) indiquant la présence d’un systéme 3,4 -dihydroxy sur le cycle B,
cette hypothése est confirmée par le déplacement hypsochrome de la bande I (AL = - 39 nm),
observe sur le spectre enregistre dans MeOH-+AICI3+HCI, comparativement a celui enregistre

dans la solution MeOH+AICls.

Ces données nous permettent de proposer une structure partielle menant a la lutéoline
substitué en position 7 (figure 35).
OH

OH

RO. (0}

OH (0]
Figure 35 : Structure de la lutéoline7-OR.
Les données relatives a la série spectrale UV sont rassemblées dans le tableau 05 :

Tableau 05 : données spectrales UV du composé AN3

Amax
Solvants-réactifs
Bande I (nm) cycle B | Bande II (nm) cycle A Autres bandes

MeOH 346 257
NaOH 394 266
AlCI3 428 273
AICI3+ HCl 425 274
NaOAc 389 252
NaOAc + H3BO3 382 262
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Figure 36 : Série spectrale UV du composé AN3.

Toutes ces données nous permettent de proposer une structure partielle menant a la

lutéoline (figure 36).

Le spectre de RMN 'H de composé 4 (figure 37) est trés proche de celui du composé
ANI1. Nous retrouvons tous les signaux caractéristiques du composé 1, les cinq protons

aromatiques :
- les protons H-6 et H-8 (couplage méta : d, J= 2,1 Hz) du cycle A a 6,52 et 6,81 ppm,

- Un doublet resonne a on = 7,45 ppm (J = 2,1 Hz) et un doublet de doublet a dy=7,42 ppm
(J=2,1 et 8,2 Hz) respectivement dues aux protons H-2' et H-6', un doublet due a H-5'
apparaissant a oy = 6,93 ppm (J = 8,2 Hz). (Tableau 06).

-Un singulet observé a du = 6,62 ppm est du a la résonnance de H-3.

-L’apparition d’un doublet a on = 5,09 ppm (J = 7,1 Hz) caractéristique d’un proton anomérique
et des signaux entre ou =3,44 ppm et 6u = 3,96 ppm indiquent la présence d’un ose. La constante
de couplage (J = 7,1 Hz) observée pour le proton anomérique de AN3 suggere une liaison de

configuration B entre le sucre et la lutéoline.
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Figure 37 : Spectre RMN'H du compose AN3 (CD;OD, 500 MHz).

Le spectre RMN du '* C (figure 38), présente effectivement 21 signaux (15 pour la
génine et 6 pour 1’ose) (Figure 38).

Figure 38 : Spectre RMN 3C du compose AN3 (CD;0OD, 125 MHz).

On observe dans le spectre COSY (figure 39) les sept protons du sucre qui couplent
entre eux avec de grandes valeurs de constante de couplage (> 7 Hz). Leurs déplacements

chimiques ainsi que les déplacements de leurs carbones (figure 40) sont caractéristiques d’un

glucose.
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Figure 39: Spectre COSY du compose AN3.

La corrélation observée sur le spectre HMBC entre le proton anomérique H-1"et le

carbone C-7 confirme que le glucose est attaché a la génine en position 7 (figure 41).
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-
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Figure 40 : Spectre HMBC du compose AN3.
L’analyse des spectres de RMN'H, *C, HSQC, HMBC de AN3 montre que ce composé
est identique point par point au lutéoline7-O-B-D-glucopyranoside (AN3) [98].

Figure 41 : Lutéoline7-O-B-D-glucopyranoside (AN3).
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Tableau 06 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du
composé AN3dans CD3;OD.

N° oc on (m, J Hz) N° oc on (m, J Hz)
2 165,5 |- 3 149.,9 -
3 102,8 | 6,62,s 4 145,7 -
4 182,7 |- 5' 1154 6,93,d (8,2)
5 161,5 |- 6' 112,9 7,42, dd (8,2-2,1)
6 99,8 6,52,d(2,1) Glucose
7 1634 |- 1" 100,3 | 5,09,d(7,1)
8 94,7 6,81,d(2,1) 2" 73,3 3,52, m
9 157,6 |- 3" 76,5 3,53, m
10 | 1057 |- 4" 69,9 3,44,t(9,3)
1| 122,1 - 5" 77,0 3,57, m
3,75,dd (12,1 - 5,7),
2 | 119,1 7,45,d (2,1) 6" 61,1
3,96, dd (12,1-2,0)

V. 4. Résultats et discussion de ’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits. La
complexité chimique des extraits, la polarité et le comportement chimique, pourraient conduire
a des résultats positifs, en fonction du test utilisé. Dans cette étude, 1’activité antioxydante de
I’extrait méthanolique ainsi que des fractions 70/30 (3), 60/40 (1), 40/60 (1) a été déterminée
par cinq méthodes il est bien claire qu’une seule méthode n’est pas suffisante pour caractériser
le potentiel antioxydant d’un échantillon. Il nous a fallu donc une combinaison de cinq
méthodes complémentaires basées sur deux mécanismes d’action un effet scavenger (DPPH,

ABTS, DMSO Superoxyde) et une activité réductrice du cuivre (CUPRAC)
V.4.1. Test de I’activité scavenger du radical DPPH'

La capacité des extraits a donner un atome d'hydrogene est testée en utilisant le radical

libre stable DPPH et elle est mesurée a 517 nm.
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Le standard utilisé est le a-Tocopherol. Les résultats obtenus on permit de tracer la

courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des extraits et de standard
(Figure 42).
L’activité antioxydante est exprimée en ICso, plus la valeur de ICso est petite plus

I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.

Les valeurs des Clso exprimées en pg/mL, calculées graphiquement a partir des droites

de régression obtenues, représentant les pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations de I’extrait testé.

Test du DPPH

% d'inhibition
£

10 —
0 e e

12.5 25 50 100 200 400 800
Concentration des extraits

=0-Extrait brute Fraction 40/60 Fraction 70/30
Fraction 60/40 =o—alpha tocophérol

Figure 42 : Courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH par I’extrait méthanolique et

différentes fractions de la plante.

Les valeurs de I’ICso de chaque extrait ainsi que celle de 1’a tocophérol sont présentées

dans le tableau 07 :

Tableau 07 : Pouvoir d’inhibition IC50des extraits et du standard utilisant le test du DPPH

DPPH IC50 (ng/ml)
Extrait méthanolique 570,20
40/60 427,44
Echantillons
70/30 183,52
60/40 417,35
Le standard o tocophérol 15,42
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La figure 42 révele que tous les échantillons testés ont une activité anti radicalaire dose
dépendante vis-a-vis du DPPH’. Parmi les échantillons testés, la fraction 70/30 (3) représente
la fraction la plus active avec une ICso de I’ordre de 183,52 pug/ml, suivi par les fractions 60/40

et 40/60 avec des ICso de 417,35 et 427,44 pg/ml respectivement.

En comparaison avec le standard, tous les échantillons testés s’aveérent moins actives,
par exemple I’activité antiradicalaire de la fraction70/30 (3) est 11 fois inférieure a celle du a
tocophérol qui présente une ICso égale a 15,42 pg/ml, et 02 fois supérieure a celle de la fraction
60/40. Cependant, I’activité antioxydante de cette derniere est 27 fois inférieure a celle du

standard.
V.4.2. Activité antioxydante déterminée par la méthode d'ABTS"*

L’activité scavenger des extraits est également étudi¢e en utilisant I’ABTS. Ce dernier
réagit avec le persulfate de potassium pour donner le radical ABTS' . La génération du radical
avant 1’ajout des extraits est nécessaire afin d’éviter 1’interférence des composés dans la
formation du radical ce qui conduit a une surestimation de la capacité antioxydante [99]. L ajout
de D’extrait ou du BHA entraine une décoloration de la solution indiquant 1’existence d’une

activité scavenger des échantillons.

Les résultats obtenus du test de mesure d'ABTS * *nous ont permis de tracer les graphes
de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de chaque échantillons

(figure 43).

Test de ABTS
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Figure 43 : courbe de pourcentage d’inhibition de I’ABTS par les différents échantillons.
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Résultats et Discussion

Le tableau 08 présente les valeurs du pouvoir antioxydant (ICso) des 4 échantillons ainsi que le

standard BHA, calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés.

Tableau 08 : Pouvoir d’inhibition ICs¢ des extraits et du standard utilisant le test d’ABTS®

ABTS® ICS0 (ng/ml)
Extrait méthanolique 590,47
40/60 297,89
Echantillons
70/30 129,67
60/40 183,72
Le standard BHA 1,81

Les pourcentages d’inhibition et les valeurs des ICso révelent que les 2 fractions

70/30 et 60/40 possedent une propriété antioxydante modérée par rapport aux 2 autres fractions

(40/60 et extrait brute) qui ont une activité antioxydante faible, Toutefois 1’activité de 1’extrait
70/30 (Clso= 129,67 pg/mL) et celle de 60/40 (Clso= 183,72png/mL) est inférieure a celle du
standard BHA (Clso= 1,81 pg/mL).

Le BHA utilis¢ comme standard présente les pourcentages d’inhibition les plus

importants de I’ordre de 90% pour les 7 concentrations.

V.4.3. Le test de Pactivité scavenger du radicalOze- (Méthode DMSQO alcalin)

Contrairement aux tests précédents (ABTS, DPPH), le pourcentage d’inhibition du radical

superoxyde est calculé selon cette formule :

[ AA (%)= [(AExtrait - AContréle) / AExtrait] x 100 ]

51



Chapitre V Résultats et Discussion

Activité DMSO alcalin
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Figure 44 : Courbe de pourcentage d’inhibition de DMSO alcalin par différents extraits de la
plante.

Tableau 09 : les différentes valeurs des ICso de I’activité DMSO alcalin

DMSO alcalin IC50 (ng/ml)
Extrait méthanolique 265,72
40/60 /
Echantillons 70/30 /
60/40 /
Le standard BHA 3,28

La représentation graphique (Figure 44) montre que les pourcentages d’inhibition du
radical superoxyde sont proportionnels a la concentration des fractions, d’extrait brut et des
standards. A partir de la figure 44 on peut déduire que les extraits : extrait brute, 40/60, 70/30
montrent un pouvoir plus important que celui d’extraits 60/40. Par comparaison au standard
BHA. Les résultats d’ICso montrent clairement que seulement I’extrait méthanolique possede

une propriété antioxydante faible.

L’extrait méthanolique et les 3 fractions ont également été testées pour leur activité de

chélation du métal, mais le résultat était négatif.
L’activité antioxydante des flavonoides dépend de [100,101].
> La présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.

> La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3.
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> Du nombre et de la position des groupes hydroxylés.
> La présence d’un groupement catéchol sur le cycle B (ortho-dihydroxy).
> Glycosylation ou non des flavonoides.

L'activité antioxydante modérée de notre extrait méthanolique ainsi que les 3 fractions
est probablement due a la présence des flavonoides et plus particuliérement les flavones comme
la Iutéoline isolé, en effet il posséde les deux premiers critéres qui influe sur la qualité de

I’activité antioxydante.
V.4.4. Le test de ’activité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC)

C’est une méthode développée par Apak ef al. En 2004. Elle est basée sur la mesure de
l'absorbance a 450 nm, aprés la formation d'un complexe stable entre les ions néocuproine et le
cuivre (I). Ce complexe est produit par la réduction des ions du cuivre (II) par les composés

potentiellement antioxydants. Les résultats sont résumés dans le tableau 10.

Activité CUPRAC

Absorbance

12,5 25 50 100 200 400 800
Concentration des extraits en pg/ml

Extrait brute Fraction 40/60 Fractiob 70/30 Fraction 60/40 BHT

Figure 45 : Courbe d’absorbance en fonction de la concentration des différents échantillons.

Tableau 10 : Les différentes valeurs des IC50de 1’activité CUPRAC.

DPPH A0.5
Extrait méthanolique 59,79
40/60 59,79
Echantillons
70/30 60,01
60/40 84,14
Le standard o tocophérol 8,97
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La figure 45 présente les courbes d’absorbance en fonction de la concentration des
standards et des extraits. L’extrait, méthanolique, la fraction 70/30 et 40/60 se sont tous révélés
capables de réduire le cuivre. A partir de la figure 45 on peut déduire que I’extrait méthanolique,
la fraction 40/60 et la fraction 70/30 montrent un pouvoir réducteur de cuivre plus important
que celui de la fraction 60/40. Toutefois le BHT présente la plus forte activité réductrice de

cuivre.
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Conclusion générale

¢ Conclusion générale

Le présent travail porte sur l’investigation chimique et biologique de la plante
médicinale Anthericum appartenant a la famille Liliaceae Cette famille est connu par sa richesse
en divers métabolites secondaires d’un grand intérét biologique tels que les saponosides et les
flavonoides.

L’¢étude chimique de I’extrait méthanolique des parties aériennes d’Antericum a conduit
a I’isolement trois flavonoides AN1, AN2 et AN3 et I’identification de deux seulement
(lutéoline et lutéoline-7-O-glucopyranoside).

L’isolement et la purification de ces composes a été essentiellement fondée sur
I’utilisation conjointe des techniques chromatographiques (VLC, CC et CCM) utilisant deux
supports (silice normale et polyamide).

La détermination des structures a été réalisée par les méthodes d’analyse
spectroscopiques, RMN !D 1H, *C, RMN 2D (COSY H-H, HSQC et HMBC), spectroscopies
UV-visible et par la comparaison avec les données de la littérature.

L’activité antioxydante des différents échantillons testés a été¢ évalué a différentes
écheles par le test DPPH, ABTS, CUPRAC, ainsi que le test de chélation par des ions ferreux.

Les échantillons testés ont montré une activité antioxydante modérée.
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Résumé

Ce travail est consacré a I’investigation phytochimique et biologique d’une plante médicinale
du genre Anthericum qui appartient a la famille des Liliaceae. Les séparations et les
purifications chromatographiques (VLC, CC, CCM) de D’extrait méthanolique des parties
aériennes de cette plante ont permis 1’isolement et 1’identification de 2 flavonoides (luteoline
et son dérivé luteoline-7-O-glucoside).

Les structures moléculaires des composés isolés ont été élucidées principalement par
I’utilisation des techniques de RMN 1D et 2D ainsi que par la méthode spectroscopique UV-
Visible.

Cing méthodes ont été utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante: DPPH, ABTS,
CUPRAC, DMSO alcalin et la méthode de chélation par des ions ferreux, cette derniére nous
a donné des résultats négatifs pour toutes les fractions. L’extrait brute et les fractions de la
VLC (40/60, 70/30, 60/40) ont montrés une activité¢ antioxydante modérée. Dont la fraction
70/30 a donné la meilleure activité antioxydante par rapport aux autres extraits testés.

Mots clés : Liliaceae, Anthericum, Chromatographie, Flavonoides, RMN 1D et 2D, UV-Vis,

Activité antioxydante



Abstract

This work is devoted to the phytochemical and biological investigation of the medicinal plant
of the genus Anthericum which belongs to the Liliaceae family. The chromatographic
separations and purifications (VLC, DC, CCM) of the methanolic extract of the aerial parts of
this plant led to the isolation and identification of 2 flavonoids (luteolin and its derivative

luteolin-7-O-glucoside)

The molecular structures of the isolated compounds have been elucidated mainly by the use of

1D and 2D NMR techniques as well as by the UV-Visible spectroscopic method.

5 methods were used to evaluate the antioxidant activity: DPPH, ABTS, CUPRAC, alkaline
DMSO and the ferrous ion chelating method, these latter showed negative results for all
fractions. The crude extract and VLC fractions (40/60, 70/30, 60/40) showed moderate
antioxidant activity. The 70/30 fraction gave the best antioxidant activity compared to the

other extracts tested.

Keyv words: Liliaceae, Anthericum,Chromatography, Flavonoids, 1D and 2D NMR,UV-Vis,

Antioxidant activity
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