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Introduction général

Introduction générale

Les produits naturels constituent une source importante d'agents thérapeutiques. Ils sont

toujours a 1’origine soit des molécules biologiquement actives, soit des modeles pour la
conception des nouveaux agents thérapeutiques. Ainsi, encore aujourd’hui, plus de 60% des
médicaments sont soit des substances naturelles, soit des dérivés ou des analogues, soit encore
des molécules synthétisées sur le modele des substances naturelles. Les médicaments a base
des plantes ont été la principale source de soins dans de nombreux pays ou pres de 80% de la
population mondiale dépend toujours des médicaments a base de plantes pour leurs soins
(Tiwari, 2008). Comparaison de cette ressource des remedes des extraits des plantes, un
faible pourcentage (6%) a été étudié pour leurs activités biologiques (Verpoorte, 2002).

Par ailleurs, selon I’organisation mondiale de la santé (O.M.S), prés de 6377 especes de

plantes sont utilisées en Afrique, dont plus de 400 sont des plantes médicinales qui constituent
90% de la médecine traditionnelle (Pousset, 1989).

Par sa situation géographique, 1’Algérie dispose d’un ensemble d’especes aussi

importantes que variées et qui méritent d’étre valorisées, par la découverte des principes actifs
originaux. La recherche de nouvelles substances bioactives d’origine naturelle semble étre

I’un des axes prioritaires au cours de ces derniéres années.

Le présent travail de recherche rentre justement dans cette perspective et constituant une

contribution a la valorisation de la flore du Nord Algérien. Il consiste en une investigation
chimique et évaluation de I’activité antioxydante d’une plante du genre Hedera appartenant a

la famille des Araliaceae.

Les plantes du genre Hedera, a travers les investigations chimiques antérieures, ont montré

une richesse remarquable en métabolites secondaires d’intérét biologique, notamment les
polyacétylenes, les composés phénoliques et les saponines triterpéniques qui présentent des
multiples propriétés biologiques (Facino et al., 1987; Yamazoe et al., 2007; Li et al., 2015;
Parvu et al., 2015; Uddin et al., 2011 ; Shawky et al., 2019).



Introduction général

Notre travail sera présenté comme suit :

Le 1°" chapitre consacré aux aspects botaniques et étude chimique antérieures, inclus une
présentation de la famille Araliaceae, et du genre Hedera, leurs propriétés biologiques, puis
leurs utilisation en médecine traditionnels.

Le 2°™ chapitre présentera les métabolites secondaires (les composés phénoliques,
flavonoides et saponosides) leur définition, leur classification et leur biosynthese.

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 de séparation et purification des
parties aériennes du genre Hedera, Puis, I’évaluation du potentiel antioxydant de cette espéce.
Le 5™ chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus suite a cette étude
phytochimique et biologique.






Chapitre |

Aspect botanique et études chimiques antérieurs

I.1. Apiales
Les APIALES avec

trois autres ordres,

AQUIFOLIALES,

ASTERALES et

DIPSACALES définissent I’ensemble d’Eu-ASTERIDES Il. Cet ensemble se différencie par

des fleurs a sympétalie précoce, dont les pétales sont presque systématiqguement soudés des

leur formation en un tube (a I’exception des APIALES), I’ovaire est général infére, I’androcée

est isostémone; enfin, les métabolites secondaires sont souvent des polyacétylenes ou des

sesquiterpenes. L’ordre des APIALES rassemble plus de 6000 et environ 522 genres (Bittrich

et Kadereit, 2018).

Reparties en dix familles dont APIACEAE, ARALIACEAE,

MACKINLAYACEAE, MYODOCARPACEAE, ARALIDIACEAE, GRISELINIACEAE,
MELANOPHYLLACEAE, TORRICELLIACEAE, PENNANTIACEAE, PITTOSPORACE.

(Figure 1). Ce sont des plantes ligneuses ou herbaceées, a feuilles composées ou profondément

découpées, ayant un caractére commun, I’inflorescence ombelliforme (Botineau, 2010; Wen

et al., 2020). Nous traiterons ici la famille des Araliaceaes qui renferme ’espéce végétale que

nous avons travaillée.
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Position systématique de 1’ordre Apiales (Plunkett et al
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Chapitre | Aspect botanique et études chimiques antérieurs

1.1.1. Généralité de la famille des Araliaceae

La famille des Araliaceae est 1'une des plus grandes familles du régne végétale
(Ashmawy et al., 2020). 11 s’agit de plantes ligneuses (arbres, arbustes, lianes) ou rarement
herbacées, souvent des lianes produisant souvent des saponines triterpenoides (Martin, 2013).
Cette cosmopolite famille compte environ 40 genres et 1900 espéces (Plunkett et al., 2018)
est surtout bien représentée par des arbustes subtropicaux ou tempérés arbustifs (Aralia),
grimpantes (Hedera) ou herbacées (Ginseng). La flore Africaine en comprend de nombreuses
espéeces, toutes endémiques, dont quelques-unes ont été décrites (Chazan, 1971).

1.1.2. Description botanique de la famille Araliaceae
Les Araliaceaes sont des plantes ligneuses (arbres ou arbustes) ou rarement herbacées,
souvent des lianes (Figure 5).
4+ Les feuilles, le plus souvent sont alternes divisées et composées palmées ou pennées,
plus rarement simples.
4+ Les fleurs sont réguliéres (actinomorphes), produites en grandes panicules, formées
d’un calice trés réduit ou parfois a une couronne dentées, d’une corolle a cinq pétales
libre ou soudés, sont habituellement hermaphrodites, androcée a cing étamines ou

plus, gynecée a cing carpelles soudées et ovaires inferes.

e

L’inflorescence est généralement une ombelle.

4+ Les fruits sont des drupes ou des baies (Dupont et Guignard, 2007).

et ik

ov

pet

Figure 2: Araliacées. A, ombelle prolifére caractéristique des Hydrocotyles (FI., fleur) ; B, grappe
d’ombelles de Lierre ; C, fleur épanouie de Lierre (péd, pédicelle ; pét, pétale ; ét, étamine ; st, style ;

ov, ovaire semi-infére) (Dupont et Guignard, 2007).


https://www.aquaportail.com/definition-2511-panicule.html

Chapitre | Aspect botanique et études chimiques antérieurs

1.1.3. Distribution géographique de la famille Araliaceae

La famille des Araliaceaes est une famille cosmopolite largement distribués, en
particulier dans les zones tropicales humides, bien que certaines espéces se développent dans
les régions séches a saisonnalité marquée ainsi que dans les zones tempérées des deux
hémisphéres (Figure 3). Le lierre (Hedera helix) est par exemple le seul représentant de la
famille indigene d’Europe (Spichiger et al., 2002).

Figure 3: Répartition géographique mondiale des Araliaceaes (Nicolas et Plunkett, 2009).

1.1.4. Classification de la famille Araliaceae

Selon Cronquist 1981 La classification de la famille Araliaceae est la suivante :

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales

Famille Araliaceae

1.1.5. Utilisation en médecine traditionnel

L’intérét des Araliaceaes a été démontré dans plusieurs études et nombreuses espéces de
cette famille sont utilisées comme plantes ornementales d'intérieur ou en aménagement
paysager. En outre, les plantes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle pour

traiter diverses maladies. On citera :
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+ Le Ginseng (le genre Panax) est une plante originaire du continent asiatique qui pousse
en Chine et en Corée. Les premiers usages du ginseng, comme meédication naturelle,
remontent a plus de 4000 ans. Dans la médecine traditionnelle chinoise, le ginseng est
réputé pour guérir tous les maux, fortifier l'organisme et l'aider a se prémunir contre
toutes formes d'affection. C’est un stimulant, agissant sur les systemes nerveux et
sanguin. Son usage traditionnel estreconnu par I'Organisation Mondiale de la
Sante afin de tonifier les organismes affaiblis. Il posséde des vertus antistress et
adaptogenes permettant de préparer le corps a des périodes difficiles comme un effort
physique important, le froid hivernal ou encore une surcharge de travail. Il n'a,
toutefois, trouvé le succes dans les pays occidentaux qu'a partir du XVIlle siécle, ou il
est utilisé comme aphrodisiaque, fortifiant et stimulant nerveux (Yang et al., 1988;
Baeg et So, 2013).

+ Les racines de Ginsing sont utilisées pour le traitement des troubles hémorragiques,
athérosclérose et pour soulager les symptémes de vieillissement et sont actuellement
utilisés comme herbe populaire pour le bien-étre général (Kim et al., 2014).

+ Le genre Cussonia (Araliaceae) est généralement utilisé en médicine traditionnelle
comme antidote contre les pigdres venimeuses et les morsures, comme émétiques,
febrifuges, stimulants dépresseurs. Néanmoins, différentes parties de cette plante sont
largement utilisées pour le traitement de diverses maladies (Nkwokap, 2010).

+ La macération des tiges de C. arborea est utilisée par la population Malienne comme
un purgatif et appliquée comme une lotion. D’autre part, il posséde un nombre non
spécifi¢ d’usages médicinaux et différentes parties sont utilisées pour traiter la
décharge urétrale chez la femme et comme aphrodisiaque par les hommes. (Chevalier
etal., 1937).

+ La décoction des feuilles de C. arborea est également utilisée au Burkina-Faso et en
Cote d'lvoire (Kerharo et Bouquet, 1950; Bouquet et Debray, 1974; Adjanohoun et
Ake-Assi, 1972) comme collyre pour la conjonctivite et les réduits de jeunes pousses
sont consommeées pour soigner la diarrhée.

+ Alors que les décoctions des racines sont données au Nigeria pour traiter les régles
douloureuses, et une décoction des racines comme vomitif (Ainslie, 1937) d’une part et
I'eau dans laquelle les feuilles ont été bouillies est purgative et est prise au Nigeria
contre la constipation, et une décoction de feuilles est utilisée comme massage en cas
d’épilepsic (Ainslie, 1937) d’autre part. Cette derniere application se retrouve

également au Ghana pour le traitement des enfants épileptiques (Irvine, 1930).
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+ Les racines de Cussonia spicata et Cussonia zimmermannii et I'écorce de Schefflera
umbellifera sont traditionnellement utilisées pour traiter avec succés le paludisme
(Gessler et al., 1994 ; Tetyana et al., 2002).

+ En Tanzanie, la racine est utilisée dans les bains de vapeur pour le traitement de la
blennorragie (Bally, 1937).

+ En Asie, les feuilles de Polyscias (Araliaceae) sont employées pour soulager les maux
gastriques, l’inflammation et pour leurs propriétés antibactériennes et également
toniques, tandis que les racines sont reconnues pour leurs effets diurétique, anti-
dysenterie et pour la névralgie (Huan et al., 1998).

+ La plante entiere Polyscias fulva (Araliaceae) est prescrite pour traiter le paludisme,
I’obésité, la ficvre, les infections vénériennes et les maladies mentales (Sugimoto et
al., 2017).

+ L’espéce Schefflera leucantha R.Vig. (Araliaceae), est trés utilisé en pharmacopée
traditionnelle chinoise pour le traitement des maux de téte le sciatique et le
rhumatisme.

+ Les feuilles de I’espéce Schefflera barteri (Araliaceae) sont utilisées pour traiter la
diarrhée, les spasmes, la pneumonie et les morsures d'animaux (Atsafack et al., 2015).

+ Hydrocotyle bonariensis (Araliaceae) est une plante de la famille des Araliaceaes
présente dans plusieurs pays. Cette plante utilisée dans la médecine populaire et dans
I’alimentation (Andreae, 2010 ; Faischi, 2010).

+ Plusieurs espéces du genre Hedera ont été utilisée en pharmacopée traditionnelle
Chinoise, Européenne et Britaniqgue (Khdair et al., 2010; Stauss-Grabo et Atiye,
2009) et les propriétés pharmacologiques de certaines especes ont été démontrées par

des études scientifiques.

1.1.6. Etudes chimiques antérieures sur la famille Araliaceae

L’investigation chimique de plusieurs espéces de la famille Araliaceae ont permis
I’isolement et la caractérisation d’un nombre important des métabolites secondaires tels que
les :sesquiterpenes et norsesquiterpénes (Wang et al., 2019), triterpenes, triterpénes saponines
(Pancharoen et al., 1994; Wang, et al., 2014; Yang et al., 2019; Ashmawy et al., 2020), les
flavonoides, les polyphénols, (Facino et al., 1987; Li et al., 2015; Parvu et al., 2015; Uddin
et al.,, 2011), les Cerebrosides et les polyacétylénes (Clement et Clement, 2014) et bien

autres classes de composés.
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1.2. Présentation du genre Hedera

Le genre Hedera compte une quinzaine d’espéces végétales dicotylédones appartenant a
la famille des Araliacées originaires des régions tempérées de [I'hémisphére nord,
principalement d'Europe et d'Afrique du nord.

Le genre Hedera, communément appelé lierre, comprend plusieurs espéces sauvages ou
sélectionnées et cultivees comme plantes ornementales d'intérieur ou d'extérieur. La plus
commun est le lierre grimpant ou lierre commun, Hedera helix, C’est une plante commune a
feuilles persistantes, de couleur vert foncé et anguleuse, trés répandue dans les zones urbaines
et rurales. Connu dans les temps anciens et médiévaux, le lierre a été catalogué pour la

premiére fois en 1727 (Sternberg et al., 2011).
1.2.1. Etymologie

Le nom de ce genre vient du latin haerere qui signifie étre attache (allusion faite aux
racines aériennes qui permettent a ses espéces de s'agripper pour grimper) et qui a donné

I'ierre qui est devenu "le Lierre" en francais. (Couplan, 2012).

1.2.2. Distribution botanique du genre Hedera

Selon I'endroit ou ils poussent et leur mode de culture, les lierres sont des lianes
rampantes stéeriles ou des lianes grimpantes ou encore des buissons.

Ce sont des plantes a feuillage persistant pouvant atteindre des hauteurs de 30 métres au-
dessus du sol pour certaines especes.

Les feuilles des rameaux stériles possédent trois a cingq lobes triangulaires qui sont
souvent veinés de beige, celles des rameaux fertiles sont ovales et entiéres (Bruneton, 2005)
(Figure 04).

Leurs fleurs jaune verdatre sont melliferes et riches en nectar. Elles sont actinomorphes, a
5 petits pétales, groupées en ombelles a I'extrémité des rameaux (les lierres sont capables de
beaucoup ramifier).

Les petites fleurs, regroupées en ombelles terminales, ont cing pétales jaune-verdatre.
Elles s’épanouissent de septembre a octobre (Botineau, 2011). Les fruits sont des baies
globuleuses recouvertes de pruine avec un cercle au sommet qui apparaissent entre
Septembre et Décembre. Ces baies sont matures de Mars a Mai et prennent alors une couleur

noire ou bleuatre. Une baie posséde trois a cing graines spongieuse (Meslin, 1985).


https://www.quelleestcetteplante.fr/generalites/monocotyledones_dicotyledones.php
javascript:ouvrepopup('glossaire.php?word=actinomorphe','Glossaire','width=320,height=500,top=100,left=100,scrollbars=yes');
javascript:ouvrepopup('glossaire.php?word=ombelle','Glossaire','width=320,height=500,top=100,left=100,scrollbars=yes');
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Figure 4: Représentation schématique des différents organes de Hedera Helix [01].

1.2.3. Distribution geographique du genre Hedera

Les plantes du genre Hedera sont des especes originaires des régions tempérées de
I'némisphere nord, principalement d'Europe (Stace, 1997), d'Afrique du nord et d’Asie
(Tobler, 1912). Ce genre est un élément important dans les foréts Européennes et Asiatiques,
comprenant une grande partie du sous-étage sous-bois, en particulier dans les Tles
britanniques. D’aprés Quezel et Santa le Lierre est une plante fréquente dans tout 1’Algérie

sauf dans les régions arides.
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1.2.4. Classification du genre Hedera

Classification systématique du genre Hedera selon (Cronquist, 1981)

Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Apiales
Famille Araliaceae
Genre Hedera

Classification phylogénétique du genre Hedera
Clade Spermatophyta
Clade Angiospermes
Clade Dicotylédones vraies
Clade Asteridées Super
Ordre Euastéridées Il
Ordre Apiales
Famille Araliaceae

Genre Hedera

| Archaiques |

¥

[
Monocotylédones |

 ———m Liliidées et autres |
[ Angiospermes ] > Folues
|—'..{

Commelinidées |

Dicotylédones archaiques ——® Magnoliidées |

Noyau
- des
eudicotylédones

Rosidées

»  Non classées |
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1.2.5. Utilisation en médecine traditionnel

Certaines especes du genre Hedera ont été utilisées en médecine traditionnelle pour leurs
vertus thérapeutiques, notamment ’espéce Hedera Helix L’utilisation traditionnelle de Hedra
helix remonte au 19°™ sigcle (Hecker et al., 2002; Rippe et Medejsky, 2006). Cette plante
est utilisée pour soigner la toux, mais aussi pour dégager les voies respiratoires ou traiter les
inflammations des bronches, lors des maladies telles que la bronchite, le rhume ou
la coqueluche. 11 est aussi efficace en cas d'arthrose et de rhumatismes. C’est une alternative
naturelle intéressante, car cette plante rend plus liquides les sécrétions et calme les crampes
grace a son effet spasmolytique (Khdair et al., 2010; Stauss-Grabo et Atiye, 2009).

Actuellement Hedera Helix est largement utilisée en phytothérapie, il existe plusieurs
produits de différentes manufactures et marques, On peut citer par exemple le médicament
suisse Prospan® produit a partir de 1’extrait éthanolique de feuilles de lierre et si on tape sur

Amazon, on trouve des dizaines d’articles a base de Hedera.

PROSPAN ¥

Le genre Hedera est utilisé aussi en application cutanée pour soigner de nombreuses
maladies telles que les plaies et les brhlures, les névralgies et les rhumatismes, la cellulite, les
durillons et les polypes du nez (Jean, 2009).

Les propriétés medicinales du genre Hedera proviennent de la présence dans le bois et les

feuilles de saponosides, flavonoides, d'acide caféique et d'acides chlorogéniques (Sike, 2009).

11
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1.2.6. Etudes chimiques antérieures sur le genre Hedera

Une recherche bibliographique réalisée sur les especes du genre Hedera, montre qu'elles
ont fait I'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Celles-ci ont permis d'isoler un
grand nombre de métabolites secondaires. Les substances dominantes sont les polyacétylénes,
les composés phénoliques et les saponines triterpéniques qui présentent des multiples
propriétés biologiques phénoliques (Facino et al., 1987; Yamazoe et al., 2007; Li et al.,
2015; Parvu et al., 2015; Uddin et al., 2011 ; Shawky et al., 2019).

La composition chimique du genre Hedera est trés diversifiée. La page qui suit présente
I’illustration, avec une mention particuliere pour les polyacétylénes, et saponines
triterpéniques en raison de leur prédominance.

Les structures chimiques de : S (3R, 8S, Z)-3-hydroxyheptadeca-1,9-dien-4,6-diyn-8-yl
11-(1H-indol-3-yl) acetate(1), (9Z, 11Z)-heptadeca-1,9,11-triene-4,6-diyne-3,8-diol (2) ont
été isolés pour la premiére fois a partir de Hedera rhombea.

l ) 17
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Deux polyacétylénes ont été isolés des parties aériennes de Hedera Helix, il s’agit de :
dlacetylene, 11,12-dehydrofalcarmol (1) et lefalcarinol (2) (Gafner et al., 1989).

J
I
I
g
I

.
|
|
§

2

Le falcarinol a été signalé comme le polyacétyléne le plus bioactif a montré une activité
cytotoxique contre plusieurs lignées de cellules cancéreuses. Le falcarinol a des
concentrations basses a un effet sur le développement de cancer du c6lon des rats.
Finalement, le falcarinol et le falcarindiol ont une activité fongicide sur les maladies de la
résistance des plantes (Baranska et schulz, 2005).

L’étude phytochimique portant sur les fruits de Hedera helix, (Bedir et al., 2000), a
abouti a I’isolement de six saponosides dont deux de nouvelles molécules, « Helixosides A»
et «Helixosides B».
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L’étude, en 2017 d’ Hedera helix par Kim et al a conduit a I’identification par la
technique UPLC-ESI-MS/MS: de trois composés phénoliques et triterpenes pentacycliques :
acide chlorogénique (a), rutine (b), nicotiflorin (c), hederacoside C (d), hederasaponin B (e),
alpha-hederin (f).

(a)
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I1.1. Métabolites secondaires

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, & coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréqguemment des métabolites
dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I’lhomme dans des domaines
aussi différents que la pharmacologie ou I’agroalimentaire.

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloides,
terpénes, composés phénolique...) qui sont trés inégalement répartis chez les végétaux mais
dont le niveau d’accumulation peut quelque fois atteindre des valeurs élevées (Macheix et al.,
2005).

On appelle métabolites secondaires des composés biosynthétisés naturellement par les
vegétaux mais qui ne participent pas directement au métabolisme végétal. De nombreux
métabolites secondaires possédent des propriétés thérapeutiques et ont été utilisés en
médecine humaine (Guillaume et Charrouf, 2005).

11.2. Les composés phenoliques

Les polyphénols sont des molécules produites par le métabolisme secondaire des
vegétaux et des champignons. Ils possédent au moins deux groupements phénoliques, avec
parfois la présence d’autres fonctions (alcoolique, carboxylique...) (Muanda, 2010). A ce
jour, environ 9 000 structures connues se regroupent dans cette famille de molécules, allant
des substances phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides phénoliques
a des composés hautement polymérisés comme les tannins (Akowauh et al., 2004). Ils sont
assez presents dans 1’alimentation humaine et animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
Les composés phénoliques possedent une grande diversité structurale et sont classés en
flavonoides et non flavonoides.

Les principales classes des composés phénoliques sont regroupées dans le tableau 1.
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Tableau 1: Principales classes de composés phénoliques.

Squelette carboné Classe Exemple
Non flavonoides
C6 Phénols simples Catéchol
C6-C1 Acides hydroxybenzoigues p-hydroxybenzoique
C6-C3 Acides hydroxycinnamiques | Acides caféique et férulique
Coumarines Scopolétine, esculétine
C6-C4 Naphtoquinones Juglone
C6-C2-C6 Stilbenes Resvératrol
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol
(C6-C3)n Lignines Matairésinol
(C6-C3-C6)n Tanins condensés Prodelphinidine
(C6-Cl)n Tanins hydrolysables Castalagine
Flavonoides
C6-C3-C6 Flavonoides Kaempfeérol, quercétine
» Flavonols Cyanidine, pélargonidine
» Anthocyanes Catéchine, épicatéchine
» Flavanols Naringénine
» Flavanones Daidzéine
» lIsoflavonoides

11.3. Flavonides

Les flavonoides représentent un groupe de métabolites secondaires largement répandus

dans le regne végetal. lls sont considérés comme des pigments quasi-universels des vegétaux.

Actuellement, plus de 9000 flavonoides ont été isolés et caractérises (Ferrer et al., 2008). On

les trouve fréquemment et avec une plus grande diversité structurale chez les angiospermes.

Ils sont localisés dans divers organes : feuilles, fleurs, fruits et racines (Harborne, 1977).

Ils se caractérisent par un enchainement Ar-C3-Ar d’une structure générale en 15

carbones (Figure 5) possédant deux cycles benzéniques nommés cycle A et cycle B ;

cependant le cycle central C est formé par le chainon propyle C3. Cet enchainement est de

type 1,3-diarylpropane pour les flavonoides, 1,2-diarylpropane pour les isoflavonoides ou

encore 1,1-diarylpropane pour les néoflavonoides (Bohm, 1999).

8 (5 ”
C

Figure 5: Structure de base des flavonoides.
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11.3.1. Structures chimiques et classification

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversité
structurale selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central lequel peux étre ouvert et
recyclisé en un motif furanique (dihydrofuranone). Les plus importants sont donnés ci-apres
(Figure 6) (Luthar, 1992):

» 2-phénylbenzopyriliums : comme les anthocyanes.

» 2-phénylchromones : flavones, flavonols et leurs dimeres ou flavanones et

dihydroflavonols (dérivés 2,3-dihydrogénés).

» 2-phénylchromanes : flavanes, flavan-3-ols et flavane-3,4-diols.

» Chalcones et dihydrochalcones (le cycle pyranique est ouvert).

» 2-benzylidéne-coumaranones (aurones).

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3, 4" et/ou 5. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréeqguemment méthylés, acétylés, prénylés ou
sulfatés. Dans les plantes, les flavonoides peuvent étre présents sous les deux formes, C- ou
O-glycosylés. La forme O-glycoside est la plus fréquente et s’effectue par la liaison entre un
hydroxyle du squelette flavonique et un hydroxyle du sucre (glucose, rhamnose, galactose,
arabinose,...etc). Pour ce qui est de la forme C-glycoside, la liaison se fait directement avec

un carbone de la génine, généralement en C-6 ou C-8 (Rijke et al., 2006).
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Figure 6: Différentes classes des flavonoides.
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11.3.2. Biosynthése des flavonoides

L’enzyme clé pour la formation du squelette flavonique est la chalconesynthase (CHS)
qui catalyse 1’étape de condensation de trois molécules de malonyl-CoA avec la 4-coumaroyl-
CoA pour donner I’intermédiaire en C15, la 4,2',4',6'-tétrahydroxychalcone. Cette derniére est
I’intermédiaire qui caractérise la synthése des différentes classes de flavonoides. Le Tableau
2 rassemble la liste des enzymes impliquées dans les différentes étapes de biosynthese des

flavonoides telles que présentées dans la Figure 7.

Tableau 2: Liste des enzymes.

Numéro Abréviations Eenzymes
1 CHS Chalconésynthase
2 CHI Chalconeisomerase
3 FNSI Flavonesynthase |
4 FNSII Flavonesynthase Il
5 IFS Isoflavonesynthase
6 FNR Flavanone 4-réductase
7 F3H Flavanone 3-hydroxylase
8 ANS Anthocyanine synthase
9 DFR Flavonolsynthase
10 DFR Dihydroflavonol 4-réductase
11 F3GT Flavonoide3-O-glucosyl-transférase
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Figure 7: Biosynthése des flavonoides.
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11.3.3. Propriétés pharmacologiques

Les flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoires, analgésiques,
antifongiques et antibactériennes. Elles ont également des propriétés spasmolytiques
permettant une relaxation des muscles lisses. De plus, en éliminant les espéces oxygénées
telles que les anions superoxydes (O2-), ainsi que les radicaux hydroxyles et peroxydes, et en
réduisant la peroxydation des lipides, les flavonoides jouent un réle d’antioxydants. D’autre
part, ils peuvent agir sur le systéme vasculaire en limitant I’agrégation des plaquettes, tout en
présentant des propriétés antitumorales par induction de I’apoptose et par inhibition a la fois
de la multiplication des cellules cancérogenes et la prolifération des lymphocytes T
(Harborne et Williams, 2000; Aron et Kennedy, 2008). Parmi les flavonoides les plus actifs
sur les cellules tumorales, la quercétine et la catéchine, trés abondantes dans les aliments, sont
tres citees (Pietta, 2000 ; Tomofuji et al., 2009). Par ailleurs, les flavonoides ont deja éte
utilisés pour le traitement des cataractes d’origine diabétique du fait qu’ils inhibent I’aldose

réductase (Goodarzi et al., 2006; Ouali et al., 2007).
11.4. Saponosides

11.4.1. Généralités

Les saponines constituent une importante classe de metabolites secondaires de masse
moléculaire entre 600 a 2000 Daltons et de structure complexe (Sparg et al., 2004), d’origine
vegétale ou de certains animaux marins tels que les concombres de mer ou les étoiles de mer.
Leur nom provient du latin Sapo signifiant "savon™ en raison de leurs propriétés a former des
solutions moussantes en présence d'eau. Elles sont composées d’une partie lipophile, la génine
(ou aglycone) et d’une partie hydrophile osidique, Cette combinaison d’éléments structuraux
polaires et non polaires en leurs molécules explique leur comportement moussant en solution
aqueuse (Dewick, 2002).

11.4.2. 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 (Bruneton, 1993).
11.4.2.1. Saponosides a génines stéroidiques

Présentes chez les Angiospermes Monocotylédones et possedent un squelette
hexacyclique a 27 atomes de carbones (spirostane) ou pentacyclique (furostane), ce dernier

n’existant qu’a I’état hétérosidique dans la plante fraiche et résultant de ’engagement de

I’hydroxyle en 26 dans une liaison osidique dont ’hydrolyse conduit spontanément au dérivé
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spirostanique (Figure 8).

Spirostane furostane

Figure 8: Principaux squelettes stéroidiques.

La chaine osidique des saponosides stéroidiques est généralement liée en position 3.Les
génines stéroidiques possédent généralement un hydroxyle en position 3. D’autres hydroxyles
peuvent étre présents sur ce squelette, en positions 2, 6, 1let 17... etc (Bruneton, 1999;
Hostettmann et Marston, 1995). Ces génines stéroidiques sont presque exclusivement
présentes chez les Angiospermes Monocotylédones (Liliaceae, Dioscoreacae,
Amaryllidaceae...) et trés rarement chez les Dicotylédones (Fabaceae, Ranunculaceae..).
Certaines de ces génines, en particulier la diosgénine extraite des tubercules de Dioscorea sp,

sont utilisées dans 1’industrie pharmaceutique pour I’hémisynthése et des corticoides.

11.4.2.2. Saponosides triterpéniques

Les saponosides triterpéniques sont rencontrés principalement chez les angiospermes
dicotylédones (Araliaceae, Caryophyllaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Ranunculaceae,
Rosaceae, Fabaceae...). Leur génine a 30 atomes de carbone peut étre tétracyclique
(dammarane, cucurbitane, lanostane) ou pentacyclique (oléanane, ursane, lupane, friedelane,
hopane) (Chawlek, 2004).

Friedelane Oléanane Ursane
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Lupane hopane

Figure 9: Structures des squelettes triterpéniques.

Les ¢léments structuraux qui caractérisent ces séries sont : I’existence d’une insaturation
en 12(13) ; Poxydation fréquente des carbones des méthyles en C23 et C28, mais aussi en
C30 (hydroxyméthyle, aldéhyde, carboxyle) ; I’oxydation d’un plus ou moins grand nombre
de carbones cycliques : C-2, C-3, C-7, C-11, C-15, C-16, C-19, C-21, C-22. L’oxydation de
I’un de ces hydroxyles en cétone n’est pas rare (surtout en 11) et la polyfonctionnalisation
peut entrainer, par éthérification interne ou lactonisation a la formation des cycles
supplémentaires.
11.4.2.3. Partie osidique

Le D-glucose, le D-galactose, le D-xylose, le D-fucose, le D-apiose, le L-arabinose, le L-
rhamnose et 1’acide D-glucuronique sont les oses les plus fréeguemment rencontrés dans la

structure des saponosides (Tableau 3).

Tableau 3: les différents monosaccharides rencontrés dans les saponosides.

OH OH HO
HO o CHs
HO
o] o) OH o]
HO™ HO OH M o OH
OH
OH OH OH
D-glucopyranose D-galactopyranose D-xylopyranose D-fucopyranose
OH OH HOOC Ho O OH
N
o) o)
HsC (6] HO
HO HO HO OH
OH HO OH
OH OH OH
L-arabinopyranose L-rhamnopyranose D-glucuronigue D-apiose

La configuration anomérique de ces sucres est généralement de type 3 dans la série D et
de type a dans la série L. La majorité des unités osidiques se trouvent sous la forme pyrane en
conformation chaise a I’exception du D-apiose qui est toujours sous forme furane (Chawlek,
2004).

23


https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1

Chapitre 11 Les métabolites secondaires

En fonction du nombre de chaines greffees sur la génine a travers une liaison éther ou
ester, on distingue les saponines monodesmosidiques possedant une seule chaine osidique,
bidesmosidiques a deux chaines osidiques, tridesmosidiques (trois chaines), voire
tétradesmosidique (quatre chaines) (Alabdul Magid, 2005).

11.4.2.4. Acides organiques

Divers acides peuvent estérifier les saponosides au niveau de 1’aglycone ou au niveau des
sucres (Figure 10). Ceux qui sont le plus fréguemment rencontrés sont les suivants
(Hostettmann et Marston, 1995) :

R
COOH Acide benzoique H
Acide salicylique OH
R Acide N-méthylanthranilique NH Me
R R1 R
R Acide cinnamique H H H
/ COOH Acide p- :
cide p-coumarique OH H H
R Acide 4-méthoxycinnamique OCH3 H H
Acide 3,4-diméthoxycinnamique OCH;s OCHs H
. Acide 3,4,5-triméthoxycinnamique OCHs OCHz3 OCH;3;
! Acide férulique OH OCHjs H
H CH
N__ /0 CH, CH
c—¢C HO—C,
N\
HsC COOH \o CHzCH,-CH-COOH
Acide angélique Acide acétique Acide isobutyrique

Figure 10 : Les différents acides organiques rencontrés dans les saponosides.

11.4.2.5. Propriétes bioogiques des saponosides

Les saponosides ont beaucoup attiré¢ I’attention ces derniéres années en raison du nombre
important de propriétés biologiques qu’ils présentent. Des auteurs ont ainsi pu mettre en
évidence des activités expectorante, anti-inflammatoire, anti-tumorale, chimiopréventive,
antidiabétique, analgésique (Lacaille-Dubois, 2000; Lacaille-Dubois, 1999; Lacaille-
Dubois et al., 1996), ainsi que des effets hépatoprotecteurs (Adnyana et al., 2001; Tran et
al., 2002), neuroprotécteurs (Liao et al., 2002), antituberculeux (Wachter et al., 2001) ou
encore inhibiteurs de 1’agrégation plaquettaire (Zhang et al., 1999).

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,
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comme des propriétés immunoadjuvante, immunostimulante ou anti-cancéreuse
(Hostettmann Marston, 1995; Lacaille-Dubois, 1999; Lacaille-Dubois et al., 2000) attirent
particulierement ’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 antigénes. Ces molécules
immunoadjuvantes pourraient alors étre utilisées dans la formulation des nouveaux vaccins.
La fraction partiellement purifiée qu’il a isolé de Q. saponaria est actuellement utilise dans
les vaccins vétérinaires comme adjuvants (Kumar et al., 2002) et des essais avec des

saponosides purs ou modifiés sont en cours chez I’homme.

25


https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1

Ghapirro| |



Chapitre 111 Stress oxydant et activité antioxydante

I11.1. Le stress oxydant
Le stress oxydatif référe a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire durant

laquelle, la génération d’oxydants accable le systéme de défenses antioxydantes, que ce soit
par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses
antioxydantes.

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogeéne d’agents
prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons
gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Figurell).
L’accumulation des espéces oxygénées réactives a pour conséquence ’apparition des dégats
cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables

sont les protéines les lipides et ’acide désoxyribonucléique (Smirnoff, 2005).
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Figure 11: Différents facteurs du stress oxydatif (Islam et al., 2019).

26



Chapitre 111 Stress oxydant et activité antioxydante

I11.1.1. Conséquence du stress oxydatif

Le déficit en antioxydant et/ou la surproduction et la non maitrise des ERO n’est pas sans
conséquences néfastes dans I’organisme, car elle aboutit souvent a un stress oxydatif qui est
défini comme un déséquilibre entre le systéme antioxydant et la production d’oxydants (ERO)
(Gutteridge, 1993; lattre et al. 2005). Le principal danger de ces molécules oxygénées vient
du fait des dommages qu’elles causent aux différents composants cellulaires tels que les
lipides, les proteines I’ADN etc... , la dégradation des cellules et des tissus (Favier, 2003;
Sénchez, 2017; Ighodaro et Akinloye, 2018).

Hormis ces effets déléteres dans tout I’organisme (Evans et Halliwel, 1999; Valko et al.,
2004), le stress oxydant est largement implique dans le vieillissement et dans 1’apparition de
certaines pathologies (Figure 12) telles que le cancer, le diabéte, 1’athérosclérose,
I’ostéoporose, les accidents vasculaires cérébraux (AVC), les maladies neurodégénératives et
les maladies inflammatoires (Haleng et al., 2007; Rahman et al., 2006; Avci et al., 2014;
Sanchez, 2017; Forrester et al., 2018).

Insuffisance rénale chronique

Psoriasis, allergie

. = Polyarthrite rhumatoide
Dermatite, vitiligo

DMLA, cataracte, Insuffisance
Glaucome cardiaque
AVC
Stress oxydant
Ulcéres vénaux, vasospasme SR Asthme, SDRA
Athéroscleroses, JHis Hyperoxie

Hypertension, irculatoire

Organes Dyl

: immuni-
Cancer, diabétes multiples taire MICI, sclérose multiple,
Encéphalopathie myalgique, Cerveau Inflammation chronique

Vieillissement

SLA, Parkinson, Alzheimer,
Huntington

Figure 12: Conséquences du stress oxydatif (Cassagnes, 2015).
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I11.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont omniprésents dans notre corps et sont générés par des processus
physiologiques normaux y compris le métabolisme aérobie et de réponses inflammatoires,
pour éliminer les microorganismes pathogeénes envahisseurs. Les radicaux libres sont des
especes tres réactives compte tenue de l’existence d’au moins un électron libre sur leur
orbitale électronique externe (Govindarajan et al., 2005). Parce que les radicaux libres
peuvent également causer des dommages cellulaires, plusieurs moyens de défense ont évolué
pour protéger nos cellules contre les radicaux et pour réparer les dommages de I'ADN
(Hussain et al., 2003).

I11.2.1. Origine des radicaux libres

Par sa configuration électronique, 1’oxygene moléculaire est un radical libre. Il possede
en effet deux électrons non appariés (Figure 13). Heureusement, un blocage cinétique limite
sa réactivité : les spins de ces deux électrons célibataires sont paralleles lui attribuant une
stabilité relativement grande (Asmus et Bonifaci¢., 2000). Cependant, dans I’organisme une
partie de cet oxygene moléculaire peut capter de maniére univalente et séquentielle un
électron conduisant alors la formation du chef de file des especes oxygenées réactives :
I’anion super oxyde (02 +1le-—02%). C’est ainsi que dans la mitochondrie, a I’état
physiologique, il existe lors du transport électronique le long de la chaine respiratoire, une
fuite d’électrons au niveau du complexe I et III, a ’origine de la production de 1’0O2°. La
poussee respiratoire des polynucléaires neutrophiles (respiratoryburst) et les oxydases
(xanthine oxydase, NO synthase, eicosanoides) constituent également des sources cellulaires
de la production d’anion superoxyde (Ji, 2001).

Ce radical superoxyde va alors conduire au cours de véritable chaine d’oxydoréductions a
la formation de nombreuses especes trés réactives (Figure 13). Les EOR regroupent non
seulement des radicaux libres telles que I’anion superoxyde (O2°) ou le radical hydroxyle
(OH") mais également des dérivés non radicalaires telles que le peroxyde d’hydrogene (H20.)
ou les hydroperoxydes (ROOH) (Haliwell et Gutteridge, 1989).

Les espéces oxygenées réactives sont donc la conséquence inévitable de la consommation
de I’oxygéne moléculaire par 1’organisme. Leur production est permanente et physiologique

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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Figure 13: L’O2 a I’origine des radicaux libres (A) ; Formation en cascade des différentes espéces

oxygénées réactives a partir du radical superoxyde (B) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

I11.3. Les systemes antioxydants de I’organisme

Les antioxydants sont des molécules oxydables qui agissent comme donneurs d'hydrogéne
vis-a-vis d'un radical hydroperoxyle, interrompent la réaction en chaine de formation des
peroxydes (White, 1994).Ce sont des composés capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire (Poknory et al., 2001).

Les antioxydants sont pour la plupart synthétiques (hydroquinone, pyrogallol, acide
gallique et gallate), et sont rajoutés aux huiles dans l'industrie alimentaire. Ils peuvent par
contre étre présents a I'état naturel dans les huiles végetales (vitamine E, polyphénols de

l'olivier et du chéne, flavonoides, certaines huiles essentielles) (White, 1994).

I11.3.1. Les antioxydants endogenes (enzymatiques)
Trois enzymes ont un role essentiel dans la détoxification des espéces réactives de
I’oxygene.

+ La superoxydedismutase (SOD) catalyse la conversion de deux ions superoxydes et
deux protons en peroxyde d’hydrogéne et oxygéne (Fridovich, 1995). On la retrouve
dans un grand nombre d’organismes vivants soulignant ainsi son importance (Richier
et al., 2003).

+ La catalase transforme le peroxyde d’hydrogéne en oxygéne 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
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peroxysomes. La catalase est liée au NADPH qui la protége et améliore son activité
(Ichai et al., 2011).

+ La glutathion peroxydase catalyse 1’oxydation du glutathion aux dépens du peroxyde
d’hydrogéne (Levraut et al., 2003). 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 & 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 (Ichai et al., 2011).

111.3.2. Systemes antioxydants non-enzymatiques
Un certain nombre de substances d’origine endogéne ou alimentaire s’opposent a
I’accumulation des radicaux libres dans 1’organisme. Quelques exemples sont développés ci-

dessous.
111.3.2.1. Antioxydants endogénes
» Le glutathion

Le glutathion est principalement impliqué dans le piégeage des especes réactives de
I’oxygene (ERO), la détoxification cellulaire et la réduction du peroxyde d’hydrogene
(Garcia-Gimenez et Pallardo, 2014). Il est capable de réagir in vitro, avec les radicaux HO",
ROy", RO’ 102, ONOO’ (lattre et al., 2005).

» Le coenzyme Q10

De la famille des ubiquinones, le coenzyme Q10 peut étre endogéne ou apporté par
I’alimentation. Ce coenzyme posseéde un caractere lipophile qui lui permet de s’insérer dans
les membranes, dont celles des lipoprotéines. Il constitue un puissant inhibiteur de la
peroxydation lipidique, en synergie avec la vitamine E. Il a été démontré que par son effet sur
le stress oxydatif, le CoQ10 diminuait le besoin en insuline (Fazakerley et al., 2018).

» L’acide urique

présent sous forme urate a pH physiologique, il posséde des propriétés antioxydantes in

vitro contre les HO® et RO>" (lattre et al., 2005).

111.3.2.2. Les antioxydants d’origine alimentaire

» Lavitamine C

La vitamine C est avant tout un excellent antioxydant. Elle est capable de réduire I’anion
superoxyde (O2), les radicaux hydroxyles (OH") et peroxyles (ROO"), et de régénérer la
vitamine E (Durand, 2018).
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» Lavitamine E

La vitamine E est un antioxydant trés efficace, montrant une forte augmentation de la
capacité de piégeage de maniére dose-dépendante (Liu et al., 2008).
» Les caroténoides

Certains caroténoides possedent la capacité d’agir sur I’'oxygene singulet et de piéger les
radicaux libres a faible pression d’oxygene, protégeant ainsi les lipides, les protéines, et
I’ADN des dommages radicalaires (Choubert et al., 2001).
» Les polyphénols flavonoides

Responsables de la flaveur, de la couleur, et de la texture des aliments, les polyphénols
constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux. Globalement ce
sont d’excellents pi¢geurs de ROS et de treés bons chélateurs des métaux de transition, comme

le fer et le cuivre (Durand, 2018).

111.3.2.3. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques vus leur efficacité et leur disponibilité, sont largement
utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité. Parmi les : le
butylhydroxyanisole (BHA), le tertiarybutylhydroquinone (TBHQ), le 2, 4, 5-
trihydroxybutyrophenone (THBP), le gallate de propyle (PG), le gallate d'octyle (OG) et le 4-
hexylresorcinol (4HR).

I111.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

Récemment beaucoup d'études ont porté sur I'intérét des antioxydants naturels en relation
avec leurs propriétés thérapeutiques et son utilisation dans les industries alimentaires comme
additifs spécialement a partir des plantes. C’est un domaine prometteur et en plein croissance.
Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées pour ’extraction,
I’identification et la quantification de ces composés plusieurs méthodes ont été mises au point
pour déterminer lactivité antioxydante. Compte tenu de la complexité des processus
d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, avec des composants a la fois
hydrophile et hydrophobe, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle I’activité
antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une fagon bien précise. Le plus souvent il
faut combiner les réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une indication

sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a teste.
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I11.4.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH

Le compose chimique 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical stable et
présente en solution une absorption spécifique a 517 nm qui conférent une coloration violette
foncée. Cette couleur disparait lorsqu’il est réduit par un capteur de radicaux. Les absorbances
mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est
proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon testé.

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH" (2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl) de
couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Maataoui et
al., 2006) (Figure 14).

NO, NO,
' H

O;N N—N + A-H = O,N N—N + A"
NO, NO,

VIOLET JAUNE

Figure 14: Réaction chimique de DPPH.

111.4.2. Capacité de piégeage du radical-cation ABTS™

Le radical cation de I’acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS™) est stable sous sa forme libre. 1l est formé par oxydation de ABTS stable par un
oxydant qui est le persulfate de potassium (K2S20g) ou avec une enzyme de peroxydation
pour générer le radical ABTS™ qui présente une coloration vert bleu (Figurel5). La
concentration de ce radical peut étre déterminée en mesurant 1’absorbance a la longueur
d’onde appropriée. L’addition d’un antioxydant a une solution de ce radical cation entraine sa

réduction en ABTS™ et a la décoloration a 734 nm de la solution (Re et al., 1999).
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Figure 15: Oxydation de I’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS++ (Pannala et
al., 2001).
111.4.3. Capacité de réduire I’ion cuprique (CUPRAC)

Cette methode de mesure de la capacité antioxydante, introduite a la littérature mondiale
par le laboratoire de chimie analytique de 1’Université d’Istanbul, elle est basé sur I'évolution
des caractéristiques d'absorption du complexe neocuproine (NC) /cuivre (I1) lorsqu'il est
réduit par un antioxydant (Apak et al., 2004). Le potentiel de réduction de I'échantillon ou du
standard convertit efficacement Cu*? en Cu*® (Figure 15), cela modifie 1’absorbance
maximale. Il y a peu d'informations publiées sur ce test. Toutefois, un laboratoire industriel

I'utilise comme mesure du potentiel antioxydant total (Oxiresearch, 2002).

Réactif CUPRAC Bleu clair Froduit jaune orangeé (A=450nm)

Figure 16: Réaction de CUPRAC.
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Chapitre IV Matériel et méthodes

IV.1. Apercu et but du travail

Ce présent travail a pour but de rechercher de nouvelles molécules et de mettre en
évidence les activités biologiques présentes dans cette espéce en vue de valoriser la richesse
végétal de I’ Algérie en plante médicinales endémique.
Aprés I’extraction des parties aériennes de notre espéce du genre Hedera, I’extrait brut a été
fractionné en utilisant la technique de chromatographie liquide sous vide (VLC). Ce
fractionnement, suivi de plusieurs étapes de séparations et purifications chromatographiques,
conduisent a I’isolement de 2 composés naturels purs.

Notre étude a porté aussi sur le dépistage de I’activité antioxydante par trois méthodes
(DPPH, ABTS, et CUPRAC) de I’extrait brut ainsi que des fractions chromatographiques

provenant du fractionnement de I’extrait récupérer par la VLC.

IV.2. Matériel et méthodes
IV.2.1. Matériel végétale
IV.2.1.1. Récolte de la plante du genre Hedera

L’espéce du genre Hedera a été collectée dans son habitat naturel dans la région de
Chateau d’anglais au Nord-Est de la wilaya d’Annaba (Figure 17) au mois d’Avril 2019.
L’identification botanique a été réalisée par Monsieur KABOUCHE Kamel. Un spécimen
(HNn/0419) a été déposé au laboratoire LOST. Les parties aériennes séchées a I’ombre et

broyeées constituent la drogue a partir de laquelle nous avons isolé nos composés.

=E
5l age Ain Achic

=
@q‘aqe Téche
4 _.
F <'v at ' 3
. I Annabs

Figure 17: Wilaya d’Annaba (Google Earth; 2020).
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IV.2.2. Méthodes d’analyses phytochimiques
IV.2.2.1. Méthodes chromatographiques
IV.2.2.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Utilisées a chaque étape pour le suivi et le contréle des purifications, les CCM permettent
de vérifier la présence et 1’état de pureté des produits élués. Elles sont réalisées sur des
plaques prétes a ’emploi a support en aluminium en phase normale Kieselgel 60 F254 Merck,
250 um (20 x 20 cm). Le développement de ces plaques s’effectue dans des cuves en verre
contenant I’éluant approprié, constitué généralement d’'un mélange binaire ou tertiaire de
solvants selon le type de séparation souhaité, En effet, le solvant de migration doit étre choisi
en fonction de la polarité des molécules contenues dans 1I’échantillon.

Des systemes de solvants ont été utilises pour faire éluer les extraits, et les composes
purs sur les plaques CCM, soit des systemes binaire ou tertiaire solvants selon le type des
produits et leurs polarités.

Les systemes utilisés sont :

CHCls: MeOH: H20: 70: 30: 5.
CHCls: MeOH: 80: 20.

AcOEt: MeOH : H.0: 100 : 10 : 10.

Apres développement, les plaques ont été observées sous lampe UV a 254 et a 365 nm,
avant la révélation par un révélateur a base de la vanilline sulfurique (une solution composée
de 1 g de vanilline dissous dans 200 ml du méthanol, plus 2ml d’acide sulfurique), Cela
permet de rassembler judicieusement les fractions récoltées suite aux différentes séparations

chromatographiques.

IV.2.2.1.2. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La chromatographie liquide sous vide (VLC) est une technique de fractionnement
préliminaire rapide et peu cotteuse. Elle a I’avantage de consommer moins de solvants que
dans les méthodes de chromatographies classiques. Elle est utilisée pour une séparation
grossiere des extraits bruts. La silice greffée Lichroprep RP-18 Merck (63-200 um), est
conditionnée dans un entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté N° 4 (Figure 18).

Les systémes solvants utilisés doivent traverser I’entonnoir a plusieurs reprise (3 fois)
afin d’assurer une bonne élution des molécules et I’épuisement total du gel des molécules
ayant une polarité comparable au systéme solvant utilisé.

L’¢lution est réalisée par un systéme solvant H>O: MeOH (70 :30 a 0 :100).
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Figure 18: Chromatographie liquide sous vide (VLC).

IV.2.2.1.3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

La chromatographie sur colonne ouverte a été utilisée pour séparer et purifier les
composants de la fraction E. Pour cela une colonne en verre de taille et diamétre adéquat au
poids de I’extrait a été remplis en gel de silice (Kiesel gel Merck 70-230 mesh, 63-200 pum).

L’¢luant utilisé a été choisi suite a plusieurs essais par chromatographie sur couche mince.
IV.2.3. Méthodes d’analyses physico-chimiques
IV.2.3.1. Spectrophotométrie UV-visible

Les spectres UV-visible des composés ont été mesurés dans le méthanol a I’aide d’un
spectrophotometre (NICOLET évolution 100). Grace a son monochromateur, le lecteur offre
une grande sensibilité aux essais.

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, un lecteur de microplaque de type Perkin Elmer
(En Spire 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.

36



Chapitre IV Matériel et méthodes

IV.3. Etudes phytochimique de la plante du genre Hedera

IV.3.1. Extraction par maceration a froid

La parties aériennes, séchée et broyée (1000 g) a été macérée dans un mélange hydro
alcoolique: Ethanol/Eau (80 : 20 ;(v/v)) pendant 48 heures a température ambiante. La
solution extractive obtenue est concentrée par évaporation pour donner 80 g d’extrait brut. Le

protocole suivi figure dans les photos ci-dessous (Figure 19).

Figure 19: Etapes de macération, filtration et évaporation des filtrats hydroalcooliques.

IV.3.2. Fractionnement de I’extrait éthanolique brut de la plante du genre

Hedera

12 g de 'extrait éthanolique des parties aériennes de Hedera ont été fractionnés par VLC
en phase inverse Cig avec I’éluant H,O-MeOH (70/30, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100 : v/v). Des
fractions de 200 ml (*3) sont recueillies pour chaque mélange.
Avant d’entamer la séparation chromatographique, nous avons procéde a des tests
chromatographiques sur couche mince de gel de silice normale avec les systemes 80/20 et
70:30:5 (CHClIs: MeOH : H20) et AcOEt : MeOH : H,0: 100: 10 : 10.

Les CCM ont été examinées a la lumiére UV et révélées a la vanilline sulfurique a 1%
puis chauffées a 100 °C. 5 fractions ont été récoltées aprés rassemblement des fractions

présentant des similitudes.

IV.3.3. Séparation et purification

Une chromatographie sur colonne de gel de silice normale effectuée sur la fraction E (2.5
mg) dans un mélange CHCIls/MeOH (98:2, 95:5, 90:10, 80:20, 70:30, 70:30 :5), a permis
d’isoler le composé Hal(2.5 mg) et Ha2 (8 mg) a I’état purs.
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IVV.4. Evaluation de ’activité antioxydante de I’espéce du genre Hedera
Dans notre étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de I’extrait
éthanolique et les fractions : F70/30 [3] et F20/80 [1] de la VLC a été réalisée par trois
essais complémentaires a savoir :
» L’activité antiradicalaire pour le radical libre DPPH’
» L’activité antiradicalaire pour le radical-cation ABTS™
> Le pouvoir réducteur de cuivre CUPRAC.
Les résultats, sauf pour le dosage CUPRAC et pouvoir réducteur, ont été enregistrés a la
concentration 50% d'inhibition (ICso). L'activité antioxydante des extraits testés a été
comparée a celles des standards (BHA, BHT)

IV.4.1. Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl
(DPPH)

L’activité du balayage du radical DPPH" a été mesurée par spectrophotométrie selon le
protocole décrit par Blois en 1958 avec une légére modification (Ozturk et al., 2011).
Sur une microplaque a 96 puits de volume 200 pl, en ajoutant sur chaque puits un volume de
160 pL d’une solution méthanolique de DPPH (Dissoudre 2 mg de DPPH dans un volume de
45 ml de méthanol sous I’agitation puis gardé a ’abri de la lumiere) et 40 ul de chaque extrait
a des concentrations décroissantes, pour le contréle negatif on a mélange 40 pl du méthanol
avec 160 ul de solution de DPPH. Suite a une incubation a température ambiante et a
I’obscurité pendant une trentaine de minutes, L’absorbance a été mesuré a 517 nm a I’aide de
spectrophotomeétre. On note que chaque dépot faisait I’objet de trois répétitions.
Le pourcentage de I’activité¢ de piégeage du radical DPPH est calculé¢ selon la formule

suivante :

APR (%) = [(AbppH— Agxtrait) / ApppH] X 100

Oou:

APR % : pourcentage de I’activité de piégeage du radical DPPH.
ADPPH : I’absorbance de la solution DPPH.

A Extrait : ’absorbance de ’échantillon a une concentration donnée.

IV.4.2. Test de piégeage de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTSe+)

L’activité de piégeage de ’ABTS™ a été mesurée Selon le protocole décrit par Re et al.,

1999 avec des volumes ajustés pour une manipulation sur microplaque de 96 puits.
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Le radical cation ABTSa été préparé a partir de ’ABTS™ (7 mM) et du persulfate de
potassium K2S,0g (2,45 mM), ces deux produits sont mélangés en solution aqueuse. Le tout
est conservé a 1’abri de la lumiére et a la température ambiante durant 16 h avant 1’utilisation.
La solution obtenue est ensuite diluée avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance de
0,740,025 & 734 nm avant son usage.

Pour cela, 40 ul d’échantillon de chaque concentration est déposé en triplicata sur les
quelles 160 pl de solution fraichement préparée sont ajoutés. Cette opération est aussi valable
pour les deux standards employés. Un blanc est parallelement préparé suivant le méme
protocole tout en remplacant I’échantillon testé par le méthanol. Aprés 10 minutes
d’incubation I’absorbance est mesurée a 734 nm.

Le pourcentage de ’activité antiradicalaire est calculé suivant cette formule:

AA (0/0) = [1-(AExtrait / Ablanc)] x 100

IV.4.3. Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique
(CUPRAC)

L’activité antioxydante par réduction cuprique des extraits a été déterminée par la
méthode CUPRAC (Apak et al., 2004).Une solution de : 50 uL Cu (II) (10 mM), 50
ulneocupronine (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 été mises a I’abri de la lumiére, et aprés 1 h,
I'absorbance est mesurée a 450 nm. Les résultats ont été calculés a titre de Ao.5 (ug /mL)

correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.
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Chapitre V Résultats et discussions

Le processus général de la caractérisation de molécules bioactives a partir de matrices
complexes telles que les plantes fait intervenir en générale plusieurs étapes, dont les trois
principales sont extraction, le fractionnement et I’identification de composés d’intérét, toutes

guidées par des analyses phytochimiques et des tests biologiques.
V.1l. Rendement de 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 mati¢re végétale seche réduit en poudre. (Abe et al.,
2010). Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la quantité de matiére

seche selon la formule :

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

Ou:
R % : Rendement en extraits exprimée en g /100g de matiere séche.
M1 : quantité de ’extrait récupérée exprimée en g.

MO : quantité de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction exprimée en g.

Le processus de macération nous a permis d’extraire a partir de 600 g (MO0) des parties
aériennes de la plante du genre Hedera une masse (M1) de 130 g de couleur marron foncee

trés visqueuse, qui donne un rendement de 1’ordre de 21,66 %.

La valeur du rendement dépend de plusieurs facteurs tels que : structure et pH du sol,
salinit¢é du lieu de récolte, température, air, altitude...etc. Comme elle peut étre liée aux
conditions expérimentales (Penchev et al., 2010). En geénéral, le calcul des rendements
permet d’apprécier les extraits totaux qu’on peut tirer de chaque espéce. Ces rendements
permettent également d’envisager la quantité d’organes a prélever en cas de besoin pour une

éventuelle étude ultérieure, ce qui, rendrait Iutilisation rationnelle.
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V.2. Criblage phytochimique par CCM

Figure 20: Chromatogramme de I’extrait brut de la plante du genre Hedera brut (Systéme d’élution :
Acétate : MeOH : H20 (10 :1:1).

La chromatographie sur couche mince aprés la révélation par 'UV a 254-366 nm et le
réactif de vanilline sulfurique montrée plusieurs taches dans notre extrait brut de type
flavonoides (couleur jaune) et saponosides (couleur violette). Ce type de métabolites
secondaires a été mis en évidence et purifiés a partir de différents végétaux. Par exemple,
Kim et al ont identifié et purifié 3 composés phénoliques et 3 saponosides a partir de I’extrait
brut de Hedera helix (Kim et al., 2017).

V.3. Fractionnement de I’extrait brut

Un premier fractionnement de ’extrait brut (12 g) a été réalisé par 'utilisation de la
chromatographie liquide sous vide (VLC) sur silice greffée Cis, avec le mélange H,O/MeOH
(70/30, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100), pour donner 15 fractions (Figure 21).
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Figure 21: Chromatogramme des fractions de la VLC de I’extrait brut (Systéme d’élution : CHCI3 :
MeOH : H20 A (7:3:0.5) B (10:1:1) C CHCI3 : MeOH (8 :2).
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Une grande similitude est observée entre le profil CCM de la fraction du systeme 20:80
(3) et les fractions F100 (1), (2) et (3).

e Fraction F (E) : I’ensemble des fractions F(3) du systeme (20 :80) et les trois fractions
du systéeme (0 :100).
Nous avons choisi a étudier cette fraction car le profil CCM a montré une richesse en
saponosides.

V.4. Seéparation et purification

2.5 g de la fraction E ont été fractionnés par chromatographie sur colonne ouvert (CC) sur
gel de silice, L’élution effectuée dans un mélange dichlorométhane-méthanol a différents
gradients (100/0 a 0/100). Les fractions collectées sont réunies selon leur profil en CCM en
phase normale effectuée dans le mélange (CH2Cl. : MeOH) pour donner 53 sous-fractions
(Figure22) ainsi que les composés Hal (2.5mg) et Ha2 (8 mg) (Figure 23).

He VLC 100 % 2%

1-5 6 |7 8-9 |10-11 [12-13[14 -15 |16 -17 : 21 -22 | R&F

He VLC 100 %0 _ 89%

43



Chapitre V Résultats et discussions

Figure 22: Plaques CCM récapitulatif fractions de la colonne.

Figure 23: Chromatogramme des produits purs isolés.
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V.5. Evaluation du potentiel antioxydant

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle, unique et fiable par laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée
quantitativement d’une facon bien précise. En effet, pour juger de ’effet antioxydant global
d’une molécule ou d’un extrait d’une ressource végétale ou alimentaire, il est nécessaire de
combiner les réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une idée plus ou
moins précise sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a tester (Cao et Prior, 1998). Dans
cette présente étude, nous avons utilisé les méthodes DPPH, ABTS et CUPRAC. Ces tests ont
montré visiblement un changement de couleur qui a été analysé par spectrophotométrie a des
longueurs d’onde spécifiques. Les antioxydants de référence utilisés sont bien le BHA et le

BHT.

Les résultats, sauf pour le dosage du pouvoir réducteur de cuivre (Cupric Reducing
Antioxidant Capacity, CUPRAC) ont été enregistrés a la concentration 50% d'inhibition
(ICs0). L'activité antioxydante des extraits testés a été comparée a celles des standards (le
BHA et le BHT).

L’indice ICso se définit comme étant la concentration nécessaire de I’antioxydant pour
piéger 50% de radicaux DPPH/ABTS+" alors que Aos correspond a la concentration de
I’antioxydant pour laquelle I’absorbance vaut 0,5. Ces deux indices sont donnés en ug/ml de
milieu réactionnel, du coup la capacité antioxydante d’un échantillon est d’autant plus élevée
que son 1Cso ou Ags est petit.

Le choix de I’extraits brut ainsi que la fraction F70/30 [3] et 20/80 [1] pour I’évaluation
des activités antioxydante se justifie par leurs richesse en métabolites secondaires et surtout

par leurs disponibilité en quantité qui permet de réalisé tous les tests prévoyait.

V.5.1. Test de P’activité scavenger du radical DPPH"

L’activité antiradicalaire de 1’extrait brut et des fractions F70/30 [3] et 20/80 [1] a été
évaluée par leur activité inhibitrice sur une solution méthanolique de DPPH, mesurée a 517
nm. Cette activité a été illustrée dans la Figure 25.

Les résultats obtenus ont montré que la fraction (ICso 29,15 + 2,18 pg/mL) présente une
activité antioxydante moyenne par rapport a celle des antioxydants standards BHT et le BHA
(1Cs0 = 12,99+ 0,49 et 6,14 + 0,41 pg/mL) respectivement. Les deux échantillons : (20/80 [1]
et D’extrait brut) révelent une faible activité antioxydante dont les valeurs d’ICso sont
supérieures a la concentration 100 pg/mL (Tableau 4). En comparaison avec les standards,
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tous les échantillons testés s’avérent moins actifs (Figure 24).

35 -
0 29.15+0.94
25 -
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IC5, mésurée par le teste DPPH

6.14 +0.41

70/30 BHT BHA

Figure 24: Les ICs des échantillons testés classées par ordre décroissant (DPPH).
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Figure 25: Photo prises lors du dosage de I’activité antiradicalaire DPPH.
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Tableau 4: Test DPPH de ’extrait brut et des fractions F70/30 [3] et 20/80 [1] issus de la
plante du genre Hedera.

Echantillons /standards Test DPPH I1Cso (pg/mL)
70/30 [3] 29,15+ 0.94
20/80 [1] >100
Extrait brut >100
BHT 12,99+0,49
BHA 6.14+0,41

V.5.2. Test de I’activité scavenger du radical PABTS™

La méthode de pié¢geage du radical ABTS est basée sur la neutralisation d’un radical-
cation (ABTS™) résultant de I’oxydation du chromophore synthétique ’acide 2,2’-azino-bis-
(3- éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Cette réaction est suivie par spectrophotométrie a 734
nm (Figure 27).

Les résultats de I’activité antioxydant des échantillons obtenus de I’espéce du genre
Hedera ont dévoilé que la fraction 70/30 [3] posséde un pouvoir antioxydant assez important.
Ce pouvoir est confirmé par une valeur faible d’ICs016.58+1.96pug/ml. Suivi par 1’extrait brut
avec une ICsp de I’ordre de (83,04+4.61), tandis que la fraction 80/20 [1] n’a pas absorbé aux
concentrations inferieurs a 100 pg/mL (Tableau 5). En comparaison avec le standard, tous les
échantillons testés s’aveérent moins actifs, par exemple I’activité antiradicalaire de la fraction
70/30 [3] est presque 9 fois moins importante de celle de BHA qui présente une 1Cso égale a

1,81 pg/ml.

47



Chapitre V Résultats et discussions

0 1 83.04+ 4.61
80 -
70 -

60 -

50 -+

I1C5, mésurée par teste ABTS

16.58 + 1.96
20 - 12.99 +0.49

6.14+0.41
N .
0 ]

EB 70/30 BHT BHA

Figure 26: les ICsy des échantillons testés classées par ordre décroissant (ABTS).

F70/30 [3] F20/80 [1] Extrait brut

Figure 27: Photo prises lors du dosage de I’activité antiradicalaire ABTS.

48



Chapitre V Résultats et discussions

Tableau 5: Test ABTS de I’extrait brut et des fractions F70/30 [3] et 20/80 [1] issus de la
plante du genre Hedera.

Echantillons /standards Test ABTS ICso (ng/mL)
70/30 [3] 16,58+1.96
20/80 [1] >100
Extrait brut 83,04+4.61
BHT 12,99+0,49
BHA 6.14+0,41

V.5.3. Test de P’activité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC)

La capacité antioxydante réductrice du cuivre est basée sur la réduction du Cu (Il) en Cu
(I) en présence d’un antioxydant, ou I’absorbance est enregistrée a la longueur d’onde
maximale de 450 nm. (Apak et al., 2004).

L’activit¢ CUPRAC indique une relation inverse entre les Ags et la capacité antioxydante
des échantillons testés. La figure ci-dessous (Figure 29) illustre le virage de la couleur par
rapport au blanc confirmant ainsi les résultats du test.

Il ressort de ces résultats, que la F70/30 [3] soit I’échantillon le plus actif avec une Ags (=
22,88+1.44 pg/ml) supeérieur a celle du BHA (3 fois) et du BHT (2 fois), suivie par I’extrait
brut [1] avec une Aos égale a 97,31+£12.43pug/ml. Néanmoins, la fraction 20/80 [1] n’a donné

aucune activité réductrice par rapport au deux standards (Figure 28).
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Figure 28: les Ao s des échantillons testés classées par ordre décroissant (CUPRAC).
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Figure 29: Photos prises lors du dosage de I’activité CUPRAC.
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Tableau 6: Test CUPRAC de I’extrait brut et des fractions F70/30 [3] et 20/80 [1] issus
de la plante du genre Hedera.

Echantillons /standards Test CUPRAC Ao.so pg/mL (pg/ml)
70/30 [3] 22,88+1.44
20/80 [1] >100
Extrait brut 97,31+£12.43
BHT 12,99+0,49
BHA 6.14+0,41

En résumé, la comparaison de la puissance antioxydante des différents échantillons, testés
par les 3 activités (DPPH, ABTS et CUPRAC), a pu montrer que la fraction F70/30 [3] était la
fraction la plus active, suivie par I’extrait brut. Par contre, la fraction F20/80 [1] n’a manifesté
qu’une trés faible activité antioxydante. Cela reviendrait peut-étre aux interactions

intermoléculaires des différentes fractions susceptibles de réduire I’effet antioxydant total.
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Conclusion générale

Conclusion général

Le présent travail avait pour objet I’investigation phytochimique d’une plante endémique

Algerienne du genre Hedera appartenant a la famille des Araliaceae. Cette famille est connue
par sa richesse en divers métabolites secondaires tels que les: composés phénoliques,
polyacétylénes et saponosides. L’espéce en question n’a fait 1’objet d’aucune investigation

chimique nibilogique antérieure.
Le fractionnement de I’extrait brut des parties aériennes de la plante du genre Hedera, la

séparation et la purification des biomolécules obtenus Hal et Ha2 est rendu possible grace a
’utilisation conjointe des différentes méthodes chromatographiques a savoir :

+ chromatographie liquide sous vide sur phase inverse C18 (VLC).

+ Chromatographie sur colonnes de gel de silice SiOa.

+ chromatographie sur plagues analytique de silice normale (CCM).

L activité antioxydante de I’extrait brut et des deux fractions 70/30[3] et 20/80 [1] a été

évaluée par trois méthodes complémentaires : la méthode de réduction du DPPH, ABTS etle
test CUPRAC, Cette évaluation a montré que la fraction70/30[3] de cette espéce avait un bon
effet scavenging vis-a-vis des radicaux DPPH et ABTS ainsi qu’un bon pouvoir réducteur
face aux ions cuprique, Cette activité est liée en grande partie a la composition de cette

fraction et leur richesse en composés phénoliques et flavonoides.

Enfin ’ensemble de ces résultats obtenus ouvre des perspectives d’achever les travaux

phytochimique et biologique sur cette espéce, il serait intéressant d’investiguer les fractions
restantes de la VLC tout en cherchant notamment les saponosides doués d’activités

biologiques prometteuses.
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Résumeé

Dans le cadre de ce travail qui est une contribution a 1’étude phytochimique de la plantes
médicinales de la flore Algérienne, nous nous sommes intéressés a I’étude phytochimique et
I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits veégétaux préparés a partir des parties
aériennes de Hedera. Plante endémique Algérienne et appartenant a la famille des Araliaceae.

Ce travail a permis I’isolement par les méthodes chromatographiques (VLC, CCM, et
CC) de 2 métabolites secondaires.

L activité antioxydante de ’extrait brut ainsi que la fraction 70/30 [3] et 20/80 [1] a été
évaluée par les méthodes de DPPH, ABTS et CUPRAC.

Mots-clés :Araliaceae, Hedera, VLC, CC, CCM, flavonoides, Saponines, activité
antioxydante.



Abstract

In the setting of this work that is a contribution to phytochemical survey of medicinal
plants of Algerian flora, we were interested on the phytochemical study and the evaluation of
the antioxydant activity of the vegetable extracts prepared from the aerial parts of Hedera.
Algerian endemic plant belongs to the Araliaceae family.

This work allowed the isolation by chromatographic methods (VLC, CCM, CC), of 2
secondary metabolites.

The crud extract of the plant as well as the fraction 70/30 [3] and 20/80 [1] exhibited an
antioxydant power by the methods of DPPH, ABTS and CUPRAC.

Key words: Araliaceae, Hedera, VLC, CC, TLC, Flavonoids, Saponins, Antioxidant activity.
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