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Introduction

Dans le regne végétal, de nombreuses plantes cachent des trésors insoupgonnés, tant en
termes de constituants chimiques que de propriétés biologiques, et 1'usage actuel des plantes
médicinales est d'un grand intérét, afin de lutter contre diverses maladies ou de protéger la
sant¢ humaine dans le monde, Comprendre la composition chimique de ces plantes et
déterminer leur activité biologique est crucial, car leurs propriétés médicinales sont

certainement dues aux produits chimiques qu'elles contiennent.

La richesse et la diversité de la flore algérienne constituent une véritable bibliotheque
phylogénétique avec environ 4000 espéces et sous-espeéces de plantes vasculaires. Cependant,
les plantes médicinales en Algérie restent méconnues a ce jour, car seules 146 sont

dénombrées comme médicinales (Baba Aissa, 1999 ; Hamel et al, 2018).

La plante Paronychia capitata, appartenant a la famille des Caryophyllaceae, connu en
Algérie avec un nom traditionnel Atai El Djebel (Quezel et Santa, 1963), elle représente
I’'une des espéces les plus intéressantes, apres Paronychia argenteana (Alcazar et al ,

1990, Gonzalez-Tejero et al., 1995).

Bien que I'utilisation de Paronychia capitata en médecine traditionnelle n’est pas trés
connue. Les informations sur ses propriétés médicinales sont limitées, des études récentes a
été porté sur les constituants chimiques de Paronychia capitata (Allaoua et al, 2022). De
méme, 1’évaluation des activités biologiques a fait 1’objet dans un nombre limité d’études

récentes (Bouzidi, 2018 ; Dris et al, 2022).

Notre travail consiste a faire une étude phytochimique et biologique sur I’espece

paronychia capitata. Ce manuscrit est divisé en trois chapitres principaux :

- Le premier chapitre concerne la recherche bibliographique, une premicre partie
consacré aux aspects botaniques et 1’étude chimique antérieure, du genre paronychia
et particulierement ’espéce paronychia capitata L. La deuxiéme partie représentera
les flavonoides sur le plan classification et méthodes d’analyse structurale.

- Le deuxiéme chapitre décrit le matériel utilis¢ et résume les différentes étapes
d’extraction et de purification des molécules de P. capitata, ainsi que les protocoles

suivis de détermination de 1’activité antimicrobienne.


https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S1874390022000714#bib1
https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S1874390022000714#bib1
https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S1874390022000714#bib16

Le troisieme chapitre est consacré a nos travaux réalisés concernant 1’étude
phytochimique de P. capitata, ainsi que la discussion des résultats obtenus de cette

¢tude et des tests biologiques réalisés sur 1’extrait de la plante.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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Chapitre 1. Apercu bibliographique

I.1. La famille des caryophyllaceae

Le nom caryophylaceae donn¢ par Antoine-Laurent de Jussieu en 1789 de caryon=
noeud, et phyllon= feuille (Botineau, 2010). Cette famille communément appelée famille

rose, comprend plus de 80 genres avec plus de 2600 espéce (Jakimiuk K et al, 2021).

La famille des Caryophyllaceae présente une large répartition, et surtout bien
représentée dans les régions tempérées et chaudes de I’hémisphére nord et particulierement
dans les régions méditerranéens. De nombreuses especes occupent des habitats secs et
exposés, mais certaines se trouvent dans les habitats humides tels que les foréts tempérées

et les prairies (Greenberg et Donoghu, 2011).

En Alggérie, elle se trouve dans la région méditerranéenne. Au Sahara septentrional et
central, dont 12 genres et une vingtaine d’espéces sont répertories (Quezel et Santa,

1962).

Les caractéristiques morphologiques principaux des plantes relevant de cette famille
sont des arbustes dressés ou des herbes, annuels ou vivaces avec des feuilles simples
opposées et entieres et des nceuds renflés. Les fleurs tétrameéres ou pentameéres sont
fréquemment rassemblées en inflorescences en panicule, en grappe ou en capitule sont

pollinisées par divers insectes (Jakimiuk ez al, 2021 ; Allaoua, 2016).

I.2. Le genre Paronychia Miller.

1.2.1. Répartition géographique

Le nom de Paronychia, dérivé d'un mot grec désignant un panaris (une infection
aigué des ongles des doigts) Para "a coté de" et onyx, onychos "ongle", la plante supposée
le guérir (Quattrocchi, 2013). Aussi, car la forme du calice est semblable a un ongle.
Le genre Paronychia de la famille Caryophyllaceae représente le plus grand genre de la
tribu Paronychieae et de la sous-famille Paronychioideae, avec environ 110 especes
annuelles, bisannuelles ou vivaces répandues dans le monde entier sauf 1'Asie du Sud-Est
et I'Afrique australe (Chaudhri, 1968 ; Bittrich, 1993). Le genre Paronychia est connu
dans le monde sous le nom de thé algérien (Albyrak et Aksoy, 2010).

En Algérie, on trouve environ de 40 espéces distribués dans les régions subtropicales
et tempérées. On peut citer principalement les especes suivantes : Paronychia argentea, P.

capitata, P.kapela, P. echinata,P. arabica et P. chlorothursa (Ozenda, 1991).
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De nombreuses especes de Paronychia ont un nombre de chromosomes est 2n = 36,
mais il existe également des espéces avec des nombres chromosomiques différents tels que

2n =10, 14, 16, 18 et 28 (Eroglu et all., 2017).

1.2.2. Description botanique

Les espéces de ce genre sont caractérisées par :

Les feuilles des Paronychia sont simples, petites, entieres et opposées souvent assez
étroites, lancéolées et munies de petites stipules connées.

Les fleurs desParonychia sont petites, discrétes, actinomorphes et bisexuées ou plus
rarement unisexuées selon 1'espece, sont groupées en cymes ou en capitules plus ou moins
condensées ou terminales et par fois, elles peuvent étre solitaires.

Les pétales des Paronychia sont composent de 5 sépales soudés a la base de cinq étamines
libres et d'un ovaire supére et uniloculaire. pour former un tube.

Les fruits des Paronychia sont des capsules ovoides a globuleuse.

Les graines sont lenticulaires a globulaires (Quezel et Santa, 1962; Bittrich, 1993).

Figure 01. Quelques especes du genre Paronychia (Eroglu et al, 2021 ; Tan et Strid,

2008 ; www.florealpes.com).

1.2.3. Utilisation en médecine traditionnelle du genre Paronychia
Certain espece du genre paronychia (les paronyques) ont été utilisées en médecine
traditionnelle pendant des siecles pour pour traiter ou prévenir plusieurs maladies. Elles

sont également utilisées dans le traitement de la tuberculose (Turker et Koyluoglu, 2012).

Les plantes du genre Paronychia (les paronyques) sont utilisées généralement en

infusion a la place du thé (infusion a un gout agréable) (Eroglu et al, 2017).
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® Paronychia Argentea : c'est la plante la plus utilisée en Algérie, elle célebre sous le
nom de thé arabe (Kassaret lahjer, Fettat lahjer ou B'sat el moulouk) (Veeraraghavan et

al, 2020), ’'usage en medecine traditionelle de cette plante différe d'un pays a un autre :

- Dans le Maghreb, P.argentea est utilisée comme boisson et reméde populaire pour

prévenir la formation des calculs rénaux et vésiculaires (Mohammedi, 2013).

- Au Portugal, paronychia Argentea est utilis¢ comme analgésique, pour l'ulcére d'estomac,

I'anorexie et la flatulence (Adjadj et al, 2015).

- La population Algérienne, 1’utilise comme un thé médicinal car il soulage 1'inflammation
entre les mains et les doigts (Eroglu et al, 2017), ses parties aériennes sont utilisées en
médecine populaire algérienne comme diurétique et pour le traitement les maladies rénales,
le diabete (hypoglycémique). Ainsi, les feuilles de cette plante sont utilisées comme
diurétique et purificateur de sang (Adjadj et al, 2015) et pour traiter les ulcéres d'estomac,
anorexie, maladies de la vessie et de la prostate (Muti, 2018). De plus, les feuilles et fleurs
sont également utilisées pour traiter les calculs rénaux et les maladies cardiovasculaires
(Mohammedi, 2013 ; Abismail, 2014).

® Paronychia chlorothysra : généralement connue par le nom arabe (Fersch n'dah, Atai el
djebel), La population algérienne la confond avec 1'espece précédente et 1'utilise de maniere

identique a p.argentea (Mohammedi, 2013).

® Paronychia kapela : 11 est également connu sous le nom de Sanguinaria Cette plante est
utilisée dans le Sud et 'Ouest de I'Europe, en particulier en Espagne, en Italie et en Croatie,
en infusion comme agent diurétique, hypotenseur, antirhumatismal et dépuratif et dans le
traitement des infections respiratoire et urinaires, pour les caluls rénaux, et par la voie
locale (cutané) comme liniment pour les contusions, les plaies et les brilures (Curini ef al,

2004).

® Paronychia chionaea : Utilisée en médecine traditionnelle palestinienne et jordanienne

pour réduire 'activité glycémique et traiter les troubles urinaires. (Avunduk et al, 2011).

o Paronychia arabica : est utilisée dans la médicine traditionnelle pour son activité

médicinale, et pour nourriture comestible (Al-Harbi, 2021).



Chapitre 1. Apercu bibliographique

Paronychia mughlaei Chaudhri: Elle est endémique de 1'Anatolie, est généralement
connue sous le nom de « dolama otu » et a été utilisée dans la médecine populaire contre

les furoncles en Turquie (Albayrak et Aksoy, 2010).

® Paronychia illecebroides : plante endélique du cap vert, mélangé avec du cresson de

fontaine sous forme de sirops pour prévenir la calvitie (Gomes et al, 2008).

1.2.4. Quelques Activités biologiques du genre Paronychia
Les plantes de ce genre sont connues aussi pour leurs propriétés thérapeutiques et
biologiques, les extraits d'especes du genre Paronychia présentent des activités biologiques

importantes telles que d’activité antioxydante et hypoglycéliante (Elshamy et al, 2021).

1.2.4.1. Ativité Antioxydante

Paronychia chionaea une biovaleur ¢levée, il a une capacité antioxydant. a révélé
que l'effet de piégeage des radicaux de l'extrait méthanolique de paronychia chionae
(70,5%) était similaire a celui de l'antioxydant synthétique BHT (74,8%), le statut
antioxydant et oxydant total de 'extrait de paronychia chionaea, méthanol était de 2,84~ -
0,3 umol TroloxEq /g et sa teneur en Mn, Fe et Cu, qui sont des minéraux incorporés dans

la structure enzymatique (Karafakioglu et al, 2018).

1.2.4.2. Activité Anti-inflammatoire

Les extraits de P. argentea peuvent servir d'excellents agents antioxydants et anti-
inflammatoires et soutenir l'utilisation traditionnelle de cette plante pour le traitement des

maladies inflammatoires de l'intestin (Adjadj et al, 2015).

1.2.4.3. Activité antimicrobienne

Les extrait chloroformique de P. argentea  présentent une bonne activité
antimicrobienne contre la souche Escherichia Coli, Marganella morganii, Klebsiella
pneumoniae (Mohammedi, 2013), I’espéce P. argentea a également une activité contre
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (Tiirker et al, 2008), Candida albicans et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Guerziz, 2017).

Tous les extraits de C. chionaea ont montré une inhibition contre Aeromonas

hydrophila (Tiirker et al, 2008),
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1.2.4.4. Activité antifongique

L'extrait méthanolique de P. kapela a été préalablement testé pour son activité
antimycotique in vitro contre Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus
flavus et Fusarium culmorum, mais aucune activité n'a ét¢ observée (Curini et al, 2004).

L’extrait de P. Argentea a manifesté une faible activité contre de la croissance de la
souche 4. flavus avec un taux d’inhibition de 24.67%. Contrairement, cet extrait est un bon
inhibiteur de la production de 1’aflatoxine B1 (Taux d’inhibition 73.19%) (Mohammedi,
2013).

1.2.4.5. Autres activités

L'extrait chloroformique de P. argentea a manifesté une activité inhibitrice contre

I'"AChE (acétylcholinestérase) (Benfalami, 2019).

L’extrait méthanolique de C. chionaea a montré une activit¢ antitumorale forte
(inhibition de la tumeur 57,7%) a 100.000 mg/L. (Turker et Koyluoglu, 2012). De plus
cette plante a fait ’objet d’une étude sur le traitement de l'infection SARS-COV-2
(Elshamy et al, 2021).

L’Etude in vivo de 'effet d’extraits de P. argentea sur le syndrome métabolique
induit par le fructose montre que 1’extrait hydro alcoolique de la partir aérienne de P.
argentea et les systémes thérapeutiques sont efficaces contre I’hyperglycémie et
I’hyperlipidémie ce qui permet de limiter le développement des maladies comme le diabete
et ses complications (Frikha et Sefari, 2020).

La protection rénale et les effets anti-urolithiasiques de P. argentea, ont été prouvés par
Bouanani ez al, 2010. En 2014, Belarbi et ses collaborateurs ont constaté que P. argentea
agit comme un bon anti-précipitant du carbonate de calcium (CaCO3). Ce qui peut
contribuer a la validation de son utilisation médicinale pour traiter les calculs rénaux.
D’autre part, Hamdan et Afifi (2004) et Sait et ses collaborateurs (2015) ont démontré
que I’activité hypoglycémiante de cette plante est due a I’inhibition de la a-amylase par ses

différents flavonoides aglycones et glycosides.
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1.2.5. Métabolites isolés du genre paronychia
Quelques especes de ce genre ont fait I’objet d’¢tudes phytochimiques, il s’agit de P.
Argentea, P.kapela, P. chionaea et P. anatolica. Ces études indiquent une prédominance

des saponines triterpénoides et des flavonoides.

1.2.5.1. Saponines

Les travaux menés sur trois paroniques ont permis d’isoler 13 saponines, dont 10 sont
caractérisées pour la premicre fois :
A partir des racines de P. Chionaea, quatre glycosides de 1’acide sogenique nommés

Chionaeoside A, B, C et D, ont été caractérisés pour la premiére fois (Avunduk et al, 2007).

R
1 Chionaeoside A Glc(1—6)Gle R
2 Ch%onaeos%de B Gle(1-3)Gle(1—6)Glc 11 Rha(1—4)Gle(1—6)Gle
3 Chionaeoside C Glc -
4 Chionaeoside D H

De méme, les travaux réalisés sur les racines de P. anatolica subsp. Balansae, ont
permis d’isoler sept saponosides ((5-11), dont quatre sont de structures nouvelles (5-8).

(Giilcemal et al, 2014).

R1 R2 R3

5 GlA  Rha(1-2)Qui OH

6 GluA Xyl(1—4)Rha(1—2)Qui OH

HO COOR; 7  GluA Arafu(1—-2)Qui OH
Ry g H Rha(1—4)Gle(1—6)Gle H

R,07 - 9 H Rha(1-4)Gle(1-6)Gle(1—2) Gle ~ H
“COOH 10 GluA  Rha(1—>2)Ara H
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Deux saponines de structures nouvelles ont été isolées a partir des parties aériennes

de P. argentea, dont la génine est de 1’acide polygalacique (Braca et al, 2008).

HO

R,0

“CH,OH

R1 R2
12 Apfur(1—3)Xyl(1—4)[ Apfur(1—3)]Rha(1—4)Ara Ara(1—2)Gal(1—2)Mannurono
13 Apfur(1—3)Xyl(1—4)[ Apfur(1—3)]Rha(1—4)Ara Mannurono

1.2.5.2. Flavonoides

Des flavonoides ont été isolés a partir de P. argentea de la méme étude citée
précédemment. Parmi les sept flavonoides identifiés (14-20), un est de nouvelle structure

(14), ce sont des dérivés de la quercetine et lutéiline (Braca et al, 2008).

R1 R2 3’,5’-di-C-B-D-glucopuanosyl ploretine
14  2"acetylGlc(1—6)Gal OH
15 Gl(1—6)Gal OH
16 Gal OH
17 Gle OCH3
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L’étude menée sur les racines de P. chionaea a permis d’isoler un nouveau dérivé de

la lutéoléine (21) (Avunduk et al, 2011).

R1 R2 R3
18 OCH; 0-Gle OCHj3
19 OCH; OH OH
21 [Ara(1>2)Glc]-C  O-Gle OCH;

Le profil HPLC des extraits méthanoiques des différentes parties de P. kapela
(fleurs, racines, feuilles et graines) a permis de caractériser six composés(16, 22-26)

(Curini et al, 2004).

R1 R2 R3 R4
2 H H H C-Gle
23 OH H O-Rut  OH
24 OH OH OH OH
25 OH H H OH
26 H H H OH

L’analyse HPLC-UV/DAD et ESI-MS" a ét¢ mené sur I’extrait éthanolique et de la
décoction de la partie aérienne de P. argentea. La composition chimique est constituée
majoritairement des flavonoides déja isolés de cette plante (14-18), en plus de cinq

composés connus identifiés pour la premicre fois dans cette espéce (27-30) (Sait et al,

2015).

R1 R2 R3
27 O-Gle OH H

28 OH OH H

29 H OCH; OCH;
30 OH OCH; H

10
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Tableau 01. Les flavonoides isolés du genre Paronychia.

Composé Source Références
14 | Quercétine 3-O-[(2""acetyl)-B-D-glucopyranosyl]-(1 — P argentea | Braca et al, 2008
6)-f-D-galactopyra[noside. Sait et al, 2015
15 | Quercétine 3-O-4-D-glucopyranosyl]-(1 — 6)-f-D- Braca et al, 2008
o galactopyra[noside.
16 | Quercétine 3-O-f-D-galactopyranoside (hyperine) P. kapela Curini et al, 2004
P argentea Braca et al, 2008
Sait et al, 2015
17 | Isorhamnetine 3-O- f-D-glucopyranoside P argentea | Braca et al, 2008
18 | Jaceoside Sait et al, 2015
19 | 6-méthoxy lutéoline
20 | 3',5'-di-C- f-D-glucopyranosyl phloretine
21 | 6-C-[a-L-arabinopyranosyl(1—2)-8-D-glucopyranosyl]- | P.chionaea | Avunduk et al, 2011
7-O-[B-D-glucopyranosyl]-luteolin 3 -methyl ether
22 | vetexine P. Kapela Curini et al, 2004
23 | Rutine
24 | Myricetine
25 | Lutéoline
26 | Kaempferol
27 | Quercétine 3-O-f-D-glucopyranoside P argentea Sait et al, 2015
28 | Quercétine
29 | Jaseocidine
30 | Isorhamnetine

1.2.5.3. Polyphénols et tocophérol

chionaea (Avunduk et al, 2011).

Un phénol glucoside (31) a été isolé des travaux réalisés sur les sur les racines de P.

(31): 2-(méthoxy)-2-(3,5-diméthoxy 4-hydroxyphenyl)-ethane-1,2-diol 1-O-$-D

glucopyranoside.

11
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L’acide caféique (32) et ’acide chlorogénique (33) ont été identifiés par HPLC
dans les différentes parties de P kapela.

HO, cooH
N 0
OH .
= HO o —
HO OH
OH
oH 32 33
OH

1.2.5.4. Hydrocarbures

D’aprés Curini et all (2004) Sept hydrocarbures a longue chaine et tocophérol ont
été identifiés par GC-MS de I’extrait n-hexane de la partie aérienne de P. kapela (34-40).

(34) Tocophérol

19 5 19
1/\|:‘v:T\20 Y Y N
H: g 4 gl 20
13
(26)1,19-Eicosadiéne
(27)1,4-Eicosadiéne

W)\/\A/ e

(28) phytol

H H
Hac/\tﬁj;\:m 3/\[@ 3

(29) Nonacosane (30) Hentriacontane

OH O H;
H H
3 H, 3 Ho
16 O
20

(31) Eicosanol (32) 1-Docosanol acetate

12
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1.3. L’espece Paronychia Capitata L.

Capitata du latin capitatus (capitado) : sous la forme d'une téte (Quattrocchi, 2013),
en Algérie, cette espéce est appelée Atai el Djabel. Elle est distribuée dans la région

méditerranéenne et les Aurés a niveau des zones montagneux (Quezel et Santa, 1962).

» La nomenclature vernaculaire : Nom frangais : Paronyque en téte, thé algérien.

Arabe :i=)¥) Ll ¢ gl Ll en algérien, sl Ja s en Syrie.

1.3.1. Place dans la systématique

La plante est classée selon la taxonomie suivante :
Ordre : Caryophyllaceae

Famille : Caryophyllaceae

Sous-famille : Paronychioideae

Tribu : Paronychieae

Genre : Paronychia

Espéce : Paronychia capitata Lamarck.

1.3.2. Description botanique de la plante Paronychia capitata L

Paronyhia capitata est une plante vivace de 5-15 cm, tres polymorphe, formant des touffes

denses et possede les caracteres suivants :

» Souche sous ligneuse, tortueuse.

» Les tiges ascendantes ou dressée, gazonnantes, couvertes de poils étalés denses formant
comme un velours

» Les fleurs blanc argenté, sont regroupés en tétes terminales d'un calice long de
3,5-5mm, les sépales égaux, lin€aires obtus, ni volités, ni assistés, ni nébuleux aux
bords, capsule indéhiscente ; les bractées largement ovales-pointu.

» Les feuilles toujours aigues, linéaires, le plus souvent trés petites, opposées, obtuses,
imbriquées, ciliées, ovales ou lancéolées, les stipules sont étroitement lancéolées

acuminées, les bractées ovales- aigues au sommet et tres changement.

13
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Figure 02. La plante paronychia capitata a 1'état de floraison.

Cette petite espece pousse sur des sols secs et exposition au soleil et le substrat doit
étre sableux, on la rencontre dans les sols rocheux du haut a 300m d'altitude. Le temps de
floraison de Paronychia capitata est d'Avril a Juin (Quezel et Santa, 1963 ; Bittrich,
1993 ; Abismail, 2014).

1.3.3. Usage Traditionnelle

En médecine populaire, cette espéce ne se distingue généralement pas de paronychia
argentea et dans certaines parties de I'Europe, les deux plantes portent le méme nom. Les
fleurs sont utilisées comme un thé (Lim, 2012). Une infusion des feuilles est aphrodisiaque

et diurétique. Elle est aussi employée dans le traitement de tuberculose (Abismail, 2014).

1.3.4. Travaux Antérieurs sur P. Capitata

Une ¢étude a ¢été publiée récemment par Allaoua et al, (2022), portée sur
I’investigation phytochimique de l'extrait n-butanolique des parties aériennes de P.
capitata, Cette étude a abouti a l'isolement et la caractérisation de deux saponines de
structures nouvelles nommés capitatoside A (41) et B (42), en plus de sept composés

connus (27, 43-48).

14
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R1 R2 R3
41 Capitatoside A OH COOH H
42 Capitatoside B H CH3 H
43 Ageratoside Bl OH COOH Xyl

SOsH
HO O H
HO
o " CH
\/\/O ( 2)12\
CH,

O

44 : Isoorientine

46 : 1-O-myristoyl-3-0-(6-sulfo-a-D-quinovopyranosyl)-glycérol

45 : Narcissine

47 : 1,2-di-O-palmitol-3-O-(6-sulfo-a-D-quinovopyranosyl)-glycérol

15
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1.3.4. Les activités biologiques de P. capitata

Récemment, 1’évaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait aqueux des parties
aériennes, par le test au DPPH a révélé que I’extrait possede un pouvoir antioxydant
puissant avec un IC50 = 1.4 pg/ml (IC 50 de standard (Acide ascorbique) = 6.56 pg/ml).
L’activité antilithiasique par la méthode turbidirnétrique a montré que I’extrait a la
concentration de 0,5 mg/ml a un taux d’inhibition moyen (56,95%) qui correspond a un

taux d’agrégation faible (Dris ef al, 2022).

Les activités antioxydante, antimicrobienne (in-vitro), antiinflamatoire et
antiperitique (in-vivo) des extraits butanolique et acétate de P. capitata ont été évaluées par

Bouzidi (2018).

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro a ¢été réalisée par différentes
méthodes, a savoir : le piégeage du radical libre DPPH, la capacité antioxydante totale
CAT, le pouvoir réducteur des ions ferriques FRAP et I’inhibition du blanchiment du B-
caroténe. L’extrait butanolique a montré un pouvoir antiradicalaire et antioxydante

intéressant.

L'activité anti-inflammatoire de 1’extrait butanolique a la dose de 250 et 500
mg/kg réalisée chez les rats, a montré que les deux doses présentent une forte activité
anti-inflammatoire. L’investigation sur I’activité antipyrétique chez les rats de
|1 > extrait butanolique a montré un effet antipyrétique net a la dose de 500 mg/kg,

comparable a celle du paracétamol (150 mg/kg) apres 5 heures de traitement.

Les résultats microbiologiques ont montré que les extraits de P. capitata L. n’ont
pas manifesté une inhibition contre les souches microbiennes testées. D’autre part, la
toxicité aiglie par voie orale de I’extrait butanoliques évaluée sur les rats a montré que ces
extraits n’induisent aucun effet toxique a la dose de 2000 mg/kg de poids corporel

(Bouzidi, 2018).

16
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1.4. Les Flavonoides

1.4.1. Définitions

Le terme flavonoide dérive du mot grec flavus qui veut dire jaune, (Duval C et
Duval R., 1978). Les flavonoides constituent un grand groupe de composés bioactifs
végétaux, trés abondants dans nos aliments, et qui pourraient exercer au niveau de
I’organisme des effets biologiques bénéfiques, notamment pour la santé cardio-

métabolique (Morand C., 2014).

Ces substances ou pigments responsables de colorations jaune, orange et rouge des
fleurs (Ghedira K., 2005). IIs représentent I'un des plus grands groupes de produits
naturels phénoliques. Ils interviennent dans la protection des plantes contre les
rayonnements UV de types B et leur défense contre les herbivores et les attaques

microbiennes (Harborne J.B, Williams C.A., 2000).

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 9000
composés différents et distribués de maniere générale, dans toutes les plantes vasculaires
(Hernandez., 2009). Cette grande diversit¢ de composés flavonoides est due a la variété
des structures chimiques possibles. Leur squelette chimique commun posséde 15 atomes de
carbones, constitué de deux noyaux benzéniques A et B reliés par un cycle puranique
central C (Figure 08).1ls différent les uns des autres par la position des substitutions sur les

noyaux A et B, et la nature de C (Ghedira, 2005 ; Saffidine, 2015).

Figure 03. Structure de base des flavonoides.

1.4.2. Classification des flavonoides

Les flavonoides sont divisé€s en plusieurs classes principalement : les flavonols les
flavones, les flavanones, les flavanols, les isoflavones et les dihydroflavonls (Ghedira,

2005).
17
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Flavones Flavanones

5 6 7 4 5 7 4
Apigénine OH _  OH OH Naringénine OH OH OH
Lutéoline OH OH _
Isoflavone
Flavonols

Quercetine OH OH OH OH
kaempférol OH  OH OH

myricetine OH OH OH OH OH

Dihydroflavonols Flavanols

s 4 > H
5 7 3y 4
Dihydrokaempférol OH OH H OH 5 7 3 4
Dihdroquercetne OH OH OH OH Catechine OH OH OH OH
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1.4.3. Propriétés biologiques des flavonoides

Les flavonoides trés abondants dans les cellules photosynthétisantes et se trouvent
couramment dans les fruits, les 1égumes, les noix, les graines, les tiges, les fleurs, le thé, la
propolis et le miel. Pendant des siécles, les préparations contenant ces compos€s a mesure
que les principaux constituants physiologiquement actifs ont été utilisés pour traiter les
maladies humaines (Tim Cushnie et Lamb, 2005), IIs peuvent jouer un role dans la
prévention des maladies cardiovasculaires et du cancer (Djahra et al, 2012). Ils possédent
des Effets contre le stress oxydatif, antiinflammatoire, effets Antibactériennes,

antiallergiques et plusieurs autres propriétés biologiques (Emeraux, 2019).

1.4.4. Analyse Structurale des flavonoides
Suggestions proposées pour les méthodes d'analyse structurale comprennent les
méthodes physico-chimiques. La technique la plus couramment utilisée est la

spectroscopie UV-Visible et la RMN.

1.4.4.1. La fluorescence sous lumiere de Wood

L’absorption des substances flavoniques sous lumiere de Wood a la longueur d’onde de
365 nm donne des renseignements preliminaires sur la structure chimique. Tous les

flavonoides apparaissent en UV sous forme de spots colores. (Tableau 3).

Tableau 02. Relation entre la fluorescence sous lumiere de Wood et les structures

flavoniques (Markham, 1982).

La fluorescence Les structures possibles

Violette noire - Flavones.

-Flavonol avec (5-OH).

- Flavonol avec (3-OR).

-Flavones avec 5, 6,7 ou 5,7, 8 trihydroxy flavone

-Chalcones.

Bleue -Flavone ou flavonol sans OH en 5.

-Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.

Jaune ou jaune terne | -Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH

Orange fluorescente | -Isoflavones
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1.4.4.2. La spectrophotométrie UV-Visible

C'est la méthode la plus importante pour l'identification partielle des structures
flavoniques. Cette technique a l'avantage de ne nécessiter qu'une trés faible quantité de
produit et d'étre facilement mise en ceuvre. Elle ne fournit cependant qu'un nombre limité

d'informations structurales (Jurd, 1962 ; Mabry et al, 1970).

Les spectres des flavones et flavonols sont généralement enregistrés dans le méthanol ou

I'éthanol, caractéris¢ par deux bandes d'absorption :

Bande I : Située entre 304-357 nm, représentative de l'absorption du noyau B conjugué

avec le groupe carbonyle et la double liaison (C2-C3) donnant la forme cinnamoyle.

Bande II : Située entre 250-280 nm, représentative de 1'absorption du noyau A conjugué

avec la fonction cétone donnant la forme benzoyle (Jurd et Horowrit, 1962) (figure 04).

Bande 11 Bande |

1
i
Renzovle ! Cinnamoyle
- 1

Figure 04. Schéma représentant 1’absorption des flavonoides dans le domaine UV-visible.

L'utilisation de réactifs tels que le chlorure d'aluminium, 1'éthylate de sodium,
l'acétate de sodium et l'acide borique dans l'acétate de sodium a permis d'augmenter
considérablement le nombre d'informations nécessaire a l'identification et a I'analyse
structurale de ces pigments. L'addition de chacun de ces réactifs a une solution alcoolique
de flavonoide peut produire un déplacement des bandes d'absorption du spectre UV-visible
du composé, l'amplitude de ce déplacement étant caractéristique de la localisation des
différents groupements fonctionnels présents sur la molécule (Jurd, 1962 ; Mabry et al,

1970).

Le tableau 03 résume les différentes interprétations des déplacements A max dans

bandes I et II, en présence de différents réactifs (Markham., 1982).
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Tableau 03. Interprétation des déplacements des maximums des bandes I et II apres

addition des réactifs.

Réactifs Bande 1
MeOH 304-350
352-385
328-357
NaOH +44 4+ 65
1. stabilitéd’intensit
/MeOH
2. diminution d’intensité
L’intensité diminue avec le
Temps (décomposition).
Nouvelle bande/MeOH entre
320 a 335
NaOAc
NaOAc+H3BO3 +12 a +36
AICI3 Une seule bande entre 420-430
MeOH/AICI; +17 a +20
+HCl1
+35a+55
+50 a +60
AICIs/ -20 a -40 avec sommet ou
(AICI:+HC)) épaulement entre (350- 360)

-20a-25

/= par rapport a.

(-) = hypsochrome.

Bande 11
250-280
250-280
250-280

+5 a+20 Déplacement
diminue-en présence d’un
substituant en 6 ou 8

Pas de déplacement ou tres

faible

Spectre qui se décompose

avec le temps

Interprétation
Flavone

Flavonol (3-OH)
Flavonol (3-OR)

OHen4’
ORen4’etOH en 3

3’4’ OH
ou ortho di —OH sur A
ou ortho di OH sur B

OHen 7

OHen7

ORen7

5, 6, 7-tri OH ou
5,7, 8-tri OH

Ortho di OH sur B.

Ortho di OH sur B avec
5-OH

5-OH avec une
oxygénation en 6

5-OH et 3-OMe

OH en 3 avec ou sans
OHen 5
Ortho di OH sur B

Ortho di OH sur A et
Ortho di OH sur B ou
tri-OH sur B.

(+)=bathochrome.
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1.4.4.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique spectroscopique la plus
importante pure la détermination de la structure des molécules organiques, basée sur les

propriétés magnétiques de noyaux atomiques (Giinther, 1994).

La RMN du proton (‘"H-RMN) nous informe sur ’environnement des différents
protons dans la molécule par les valeurs des déplacements chimiques et donc leurs
positions sur la molécule ainsi que leurs nombres. Tandis que la RMN du carbone-13 (**C-
RMN) nous donne des informations sur le nombre d’atomes de carbone et le type de leurs
hybridation et I’environnement ou ils se trouvent.

On utilise cette méthode dans I’analyse qualitative des flavonoides pour déterminer :
* Le nombre total de proton a partir de la courbe d’intégration.

* Le degré d’oxydation des noyaux A, B et C

* Le nombre et la position de groupements méthoxyle dans le produit.

- Protons du novau A

Selon les substitutions possibles, les résonnances et les multiplicités des protons H 5, H6 et

HS8 sont résumées dans le tableau 04 :

Tableau 04. Déplacement chimique et multiplicité des protons du noyau A.

. H5 H6 Hs
Flavonoides
6 (ppm)  J(Hz) | b (ppm) J(Hz) | & (ppm) J(Hz)
5-7 dihydroxy - 6.00-6.20 2.5 6.30-6.50 2.5
(d) (d)
5-OH, 7-OR - 6.20-6.40 2.5 6.50-6.90 2.5
(R: sucre) (d) (d)
5,6, 7-OR - - 6.3 (s)
(R=H, sucre)
5,7, 8-0R - 6.3 (s) -
7-OR 8.00 9,0 |6.70-7.10 9,0 6.70-7.00 2.5
R=H, sucre (d) (dd) 2.5 (d)

- Protons du noyau B
Les protons de ce noyau apparaissent dans l’intervalle {6.7-8.1 ppm}, le déplacement

chimique est basé¢ sur les substituants dans le noyau B et le degré d’oxydation du noyau C.
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Tableau 05. Déplacement chimique et multiplicité des protons du noyau B monosubstitué.

Déplacement chimique Déplacement chimique
Flavonoide (ppm) (ppm)
H;:, Hg> (J=8.5Hz) H3», Hs» (J=8.5Hz)
4’-hydroxyflavone 7.70-790 (d) 6.50-7.10 (d)
4’-hydroxyflavonol 7.90-8.10 (d) 6.50-7.10 (d)

Tableau 06. Déplacement chimique et multiplicité des protons du noyau A. disubstitué.

Flavonoides H;: Hs: Hg

6 (ppm) J(Hz) | & (ppm) J(Hz) | & (ppm) J(Hz)

Flavone (3'4'OH ; 3'OH, 4OMe ; | 7.3-7.2 25 167-71 85 |75-73 85,25
3'OMeg, 4'OH) (d) (d) (dd)

Flavonol (3',4'OH ; 3'OH, 4'OMe) | 7.7-7.5 2516.7-17.1 85179-76 8.5,25
(d) (d) (dd)

Flavone (3'4'OH ; 3'OMe, 4'OH) | 7.8-7.6 2516.7-17.1 85 [76-74 85,25
(d) (d) (dd)

-Protons du novau C

Le proton H3 dans la Flavone, résonne sous forme d'un singulet dans I’intervalle {6.20-

6.40 ppm}, mais dans le cas des flavonols il disparait.
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II. Matériel et méthodes

Ce travail a été réalis¢ au niveau de laboratoire d'obtention des substances
thérapeutiques <« LOST » de I'Université des Fréres Mentouri-Constantine 1 et le centre de

recherche en biotechnologie de Constantine (CRBT).

I1.1. Matériel végétale

Les parties aériennes de Paronychia capitata ont été¢ récolté au stade de floraison

(mois de juin 2021) de la région de Djebel Elwahch de la wilaya de Constantine.

Figure 05. La plante étudiée Paronychia Capitata.

I1.2. Réactifs et produits chimiques
Dans cette étude nous avons utilisé les produits chimiques :

- Meéthanol, éthanol, n-butanol, acétate d'éthyle, cyclohexane, chloroforme, toluéne et
I’eau distillée comme solvants et les réactifs chimiques : Acide sulfurique, Vanilline,
- Plaques CCM (gel de silice 60 F 2s4,).

I1.3. Appareils utilisés

Evaporateur rotatif de type Buchi R-200, Bain ultrasonique, Micropipette, Etuve, Bain

marie, VLC, Colonne en verre.
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11.4. Méthodes

11.4.1. Extraction par macération

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple par contact
prolongé entre les matériaux végétaux et les solvants, les €léments actifs diffusent bien, il est
extrait a température ambiante. Afin de préserver les substances thermosensibles

(Aberkane, 2019).

11.4.1.1. Filtration et élimination du solvant

Le mélange résultant a été filtré, la filtration est effectuée aprés chaque macération
(48h). Apres filtration, le solvant présent dans le filtrat (éthanol et eau distillée) est éliminé a
l'aide d'un évaporateur rotatif sous pression réduit. Il est important de régler le bain de
|'évaporateur rotatif a la température d'évaporation de solvant utilisée (40°C) pour éviter la
dégradation des molécules, évaporer le filtrat jusqu'a élimination de I'eau afin de

récupéré l'extrait séche.

I1.4.2. Séparation et purification

I1.4.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une technique analytique rapide, simple et
économique. Elle repose sur la séparation des substances chimiques, principalement due a
des phénomenes d'adsorption et migration. Les principaux ¢éléments d'une séparation

chromatographique en couche mince sont les suivants :

* Le récipient de chromatographie (cuve) : un récipient généralement constitué de verre de
forme variable et fermé par un couvercle étanche.
[ 'échantillon

* La phase stationnaire : plaque de silice CCM.

* Eluent : un solvant pur ou un mélange de deux ou trois solvants selon I'échantillon a tester
et le type de séparation souhaitée. Il se déplace lentement le long de la plaque en emportant

les composants de 1'échantillon (Boumidouna et Kouar, 2019).
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> Protocole

Dans le but d'évaluer la richesse de I'extrait de P. capitata en composés chimiques,
nous avons effectué¢ des analyses phytochimique des composés contenus dans les extraits
par chromatographie sur couche mince (CCM), la phase stationnaire est une couche de gel

de silice 60 F2s4 fixé sur une plaque en aluminium 20 x 20 cm.

Le développement de ces plaques s'effectue dans des cuves en verre, le solvant de
migration est un mélange de solvants doit étre choisi en fonction de la polarité des molécules

contenues dans 1'échantillon, donc essayer plusieurs systéme d’élution (Tableau 07):

Tableau 07. Les systémes d’élution utilisés en CCM.

Eluent Pourcentage
CH2Cl3 / MeOH / H20 (7:3:1,5)
CH2Cl2 / AcOEt (8:2)
Cyclohexane /AcOEt (8:2)

AcOEt /MeOH / H20 (8:2:0,5)
AcOEt/ MeOH / H20 (8:1,5:1,5)

Les plaques de chromatographie sont ensuite placées sous une lampe UV a 254 et 365
nm avant révélation. Les révélateurs utilisés sont la Vanilline ou I’acide sulfurique (H2SO4,
50%). Les plaques sont ensuite chauffées pendant quelques minutes.

Les CCM sont utilisées a chaque étape chromatographique pour le suivi et le contrdle des
purifications, les CCM permettent de vérifier la présence et 1'état de pureté des produits

élués.

11.4.2.2. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La VLC est une technique de fractionnement préliminaire de l'extrait brut de plante
Cette technique peut étre considérée comme une chromatographie sur colonne préparative
sous vide, un verre fritté de diametre et hauteur variable selon le poids de I'échantillon est
fixé sur une fiole a vide permettant un fractionnement grossier des constituants de l'extrait

selon leur polarité.

C'est une ¢étape qui précede généralement les étapes de séparation les plus avancées telles

que la MPLC, HPLC, etc. En pratique, elle permet principalement la séparation des
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composés lipophiles comme les chlorophylles, des composés amphiphiles comme les
saponines, et des composés polaires comme les sucres libres, les flavonoides et les tanins

(Andriamasinoro, 2018).

11.4.2.3. Chromatographie sur colonne (CC)

C'est une technique basée sur des phénomenes d'adsorption. La phase solide, le plus
souvent la silice, remplit une colonne de longueur variable : 1'échantillon, en solution
concentrée ou solide, est déposé en haut de la colonne et la séparation des composants
résulte de I'écoulement continu d'un éluant, traversant la colonne par gravité ou sous l'effet
d'une faible pression. On peut utiliser comme éluant un solvant unique ou bien accroitre
progressivement la polarité de I'¢luant de fagon a accélérer le déplacement des composés
(Bentaleb et Kenouz, 2020), La taille et le diamétre de la colonne sont choisis en fonction
de la quantité d'échantillon a purifier et de la résolution souhaitée.

La quantité¢ de le gel utilisée est généralement 30 a 40 fois supéricure a la quantité¢ de

I'échantillon a fractionner.

I1.5. Les Activité biologique

Nous avons effectué¢ deux essais pour évaluer les activités biologiques. Un test
antifongique contre une seule souche réalis¢ au niveau du centre de recherche en
biotechnologie CRBT (Constantine). Un test antimicrobien contre plusieurs souches est
réalis€ au niveau du laboratoire de recherche de microbiologie de 1’Université¢ de

Constantine 1.
I1.5.1. Activité antifongique

> Protocole

Ce test est effectué¢ au sein du Laboratoire de Mycologie dans le Centre de Recherche en
Biotechnologie (C R B T) a Constantine. Pour évaluer l'activité antifongique de 1'extrait
¢thanolique de P. capitata contre la souche champignon phytopathogéne Fusarium

oxysporum, selon la méthode décrite par Song et al, (2004).

e Milieu de culture

Le milieu de culture utilisé¢ dans le présent travail est favorable pour le développement de la

souche fongique Fusarium oxysporum, il s’agit de milieu suivan