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Introduction générale

Depuis la nuit des temps, I'homme a consommé et utilisé les végétaux pour se nourrir, se
soigner et construire des habitations, voire méme s'habiller. Apres des siécles d'observation et
d'accumulation de connaissances, I'étre humain a réussi a comprendre et a tirer profit des
bienfaits des plantes pour sa santé. Cette science ancestrale, véritable médecine alternative, est
connue sous le nom de phytothérapie ou médecine par les plantes. Elle est dailleurs la plus

ancienne des médecines du monde.

Tout comme les médicaments chimiques, une plante médicinale possede des principes
actifs responsables d'une action thérapeutique, mais également d'effets indésirables appelés
toxicité.

Ces principes actifs, produits en grand nombre par les plantes, incluent notamment les
polyphénols, les alcaloides et les terpénes [1].

Les flavonoides sont des composes phénoliques extraits d'une variete de plantes
vasculaires, comprenant plus de 8 000 composés distincts identifieés. De nombreuses études
ont suggeré que les flavonoides présentent des activités biologiques, notamment des actions
antiallergéniques, antivirales, anti-inflammatoires et vasodilatatrices. Leur rble dans les
plantes inclut des fonctions telles que des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes,
photoréceptrices, attractives visuellement, répulsives pour les prédateurs et protectrices contre
la lumiére. Cependant, I'accent principal a été mis sur leur capacité antioxydante, qui provient

de leur aptitude a réduire la formation des radicaux libres et a les neutraliser. [2]

L'objectif de cette étude était l'isolement et I'identification des métabolites secondaires,
notamment les flavonoides, d'une espece de la famille des Rosaceae, ainsi que I'évaluation de

son activité antioxydante.

Ces travaux sont présentés dans ce mémoire qui est réparti en trois chapitres comme suit :

Le premier chapitre est consacré a un apercu bibliographique qui comprend des
informations générales sur les plantes médicinales, la famille des Rosaceae, les flavonoides,
ainsi que l'activité antioxydante.

Le deuxiéme chapitre comprend le matériel et les méthodes décrivant I’extraction, la
séparation et la purification des flavonoides, ainsi que les tests d'activité antioxydante que

nous avons réalisés.



Le troisiéme chapitre comporte la discussion des résultats de I'étude phytochimique
de I’espéce de la famille des Rosaceae, ainsi que des tests d'activité antioxydante. Ce

manuscrit se termine par une conclusion générale.



Chapitre |
Apercu bibliographigue
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I. Les plantes médicinales :

I.1. Introduction :

Le monde compte actuellement plus de 10000 espéces de plantes médicinales répertoriées.
Elles se composent de tiges, de feuilles et de fleurs, et peuvent étre cultivées ou se développer
a I'état sauvage [3].

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques leur
efficacité dépend de leurs composés, trés nombreux et trés variés en fonction des especes [4],
ces composés, dont les métabolites secondaires, présentent des effets thérapeutiques distincts

[5].

|.2. Domaine d’utilisation :

Les plantes médicinales peuvent étre utilisées de différentes maniéres, notamment en
infusion, en décoction (aprés ébullition) ou par maceration (trempage prolongé).

Ces plantes presentent de nombreux avantages dans divers domaines : alimentaire,
cosmétique et pharmaceutique.

Les pharmacies utilisent encore une forte proportion de plantes médicinales, La recherche
a permis de découvrir de nouvelles molécules actives et matieres premiéres dans les plantes
pour la synthese de médicaments. Ces produits sont utilisés en médecine conventionnelle pour
diverses affections : en urologie, dermatologie, toux, ulcéres d’estomac, désordres nerveux et
pour les systemes cardiovasculaires. Quant aux maladies du stress, des activités antioxydantes

ont été prouvées avec le thé noir, le thé vert le cacao qui sont riches en composés phénolique

[6].

1.3. Les différentes familles des plantes médicinales :
Le tableau suivant présente le classement des plantes médicinales publiées sur

Creapharma.ch par famille :

Tableau 1: Quelques familles des plantes médicinales [7].

La famille Exemple de I’espéce

Astéraceae Achillea millefolii, Antemis nobilis ...
Rosaceae Alchemilla vulgaris, Crataegus laevigata ...
Gentianaceae Centaurium erythrea, Gentiana lutea ...

Malvaceae Althae officinalis, Malva silvestris ...
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Solanaceae Atropa beladonna (belladone), Datura stramonium ...
Apiaceae Apium graveolens, Carum carvi ...

Lamiaceae Mellissa officinalis , Mentha piperita ...

Liliaceae Allium sativum, Allium ursinum ...

Scrophulariaceae Verbasci phlomoides, Digitalis purpurea ...
Cupresaceae Juniperus communis ...

I1. Présentation de la famille des Rosaceae :

I1.1. Généralité :

Les Rosaceae sont une famille de plantes a fleurs qui fait partie de I'ordre des Rosales.
Elles comprennent environ 90 genres et plus de 3000 especes [8] . Dans le sens étymologique,
Rosaceae provient du mot latin rosa, qui fait référence a la rose (fleur) et a I'huile rosat. En
botanique, le suffixe "-aceae" est utilisé pour désigner les familles de plantes [9].

La famille des Rosaceae regroupe de nombreuses plantes vivaces, herbacées, arbustives, et
arborées. Elle comprend de nombreuses espéces de cultures fruitieres et de baies, telles que la
pomme, la fraise, la poire, la péche et la framboise. Les Rosaceae englobent aussi des plantes

a huile essentielle comme la rose et I'amande [10].

11.2. Répartition géographique :

Les Rosaceae sont une famille des plantes cosmopolite, présentes presque partout dans le
monde, elles sont mieux représentées dans 1’hémisphére Nord, plus précisément en Eurasie,
en Amérique du Nord et en Asie. Quelques-unes sont issues de I’Afrique, de L’ Angleterre
ainsi que de ’Europe [11] .

Les Rosaceae ont réussi a s'ajuster a divers environnements de vie, ce qui explique la
présence de petites plantes herbacées arctiques ou semi-désertiques telles que des buissons ou

des arbres, tant en plaine gqu'en montagne, et méme dans les régions tropiques [12].
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Figure 1: Carte de répartition géographique de la famille des Rosaceae [13].

11.3. Classification :
Dans la classification actuelle, les Rosaceae forment une famille de I'ordre des Rosales.

Cette famille est divisée en quatre sous-familles homogenes: Amygdaloideae (famille du
pécher), Maloideae (famille du pommier), Rosoideae (famille du rosier) et Spiraeoideae
(famille de la spirée) [14].

La position systématique des Rosaceae est représentée dans le tableau 02 :

Tableau 2 : Position systématique des Rosaceae [15].

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous Embranchement Angiospermae
Classe Eudicotyledonae
Sous Classe Rosidae
Ordre Rosales

Famille Rosaceae
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I1.4. Les caractéristiques des Rosaceae :

Les Rosaceae, famille de plantes dicotylédones, peuvent avoir un feuillage persistant ou
caduc et par la présence d'épines chez de nombreuses espéces ligneuses. Ces épines peuvent

étre de deux types :

= Des épines épidermiques, comme chez le rosier ou la ronce.
= Des rameaux latéraux courts qui se desséchent et deviennent rigides et piquants,

comme chez le prunier.

Les especes du genre Rosaceae se distinguent par plusieurs caractéristiques communes :

Tableau 3: Description botanique des différentes parties des Rosaceae [11] [12].

Les parties de la Description
plantes
Feuilles e Les feuilles sont alternes, composées, rarement simples, souvent

munies des stipules et porter des glandes a nectar.

e La composition des feuilles peut varier en nombre de folioles, allant de
plusieurs folioles a une seule foliole. Certaines plantes ont évolué pour
avoir une seule foliole fusionnée.

Organisation e Les fleurs sont généralement de forme réguliéres et actinomorphes,
florale solitaires ou regroupées en diverses dispositions.
e lls ont un calice de 5 sépales, parfois avec une épicalice, et 5 pétales
libres ou plus.

e La structure florale comprend un hypandium, qui est une structure en
forme de plateau ou disque, typique des Rosaceae, porte plusieurs
cercles de 5 étamines et un ou plusieurs carpelles libres.

Fruits e Le type de fruit dépend de la structure du réceptacle floral. Il peut
s'agir d'un akeéne sec ou d'une drupe charnue.
e les graines sans albumen et parfois ailées

Reproduction e La plupart des fleurs sont hermaphrodites (L'autofécondation est rare).
e Les especes de Rosaceae dépendent des insectes pollinisateurs pour la
fertilisation croisée, tandis que certaines peuvent se reproduire de
maniere végétative, par stolons (fraisiers), rejets (framboisier) ou
marcottage naturel (ronce).
e Les graines sont dispersées par zoochorie : des animaux qui mangent
ou déplacent les fruits et dispersent ainsi les graines.
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La figure suivante montre une coupe transversale d’une fleur de Rosaceae :

Fruit immature Fleur des Rosacées

Fruit en croissance

Carpelles libres
(ovaire avec stigmate)

Feuille
— composée

Etamines

Réceptacle Sépale
)<

Coupe d'une fleur

Figure 2: Une coupe transversale d'une fleur de Rosaceae [16].

I1.5. L'exploitation des Rosaceae :

Les Rosaceae sont en effet essentielles pour notre alimentation, générant plus de 180
milliards de dollars par an en tant que plantes fruitieres. Elles constituent un pilier de notre
alimentation en offrant une variété de fruits riches en vitamines. La plupart des fruits
consommeés en climat tempéré appartiennent a la famille des Rosaceae. Par exemple, le genre
Prunus produit des fruits tels que les abricots, les péches, les cerises, les pruneaux et les
amandes. Le genre Fragaria est responsable de la production des fraises. Rubus nous offre les
framboises et les mdres. Malus domestica est a l'origine de la pomme, qui est le 3éme fruit le
plus consommé au monde [12].

De nombreuses espéces de Rosaceae sont cultivées pour leurs belles fleurs, notamment les
roses, lls sont également utilisés en horticulture industrielle. D'autres Rosaceae comme la
Spiraea, la Potentille et I'Astible sont également cultivées pour leur beauté. Cotoneaster,
Pyracantha et Prunus laurocerasus sont utilisés pour la constitution de haies. Divers "arbres
fruitiers", ainsi que les Fraises (Fragaria) sont cultivés sur de grandes surfaces : Cerisiers,
Pommiers, Poiriers, Cognassier, Péchers, Pruniers et Amandier, sont tous des Prunoidées.
Tandis que de nombreuses Rosaceae sont utilisées pour fabriquer des confitures (fraises,
framboises, mdres des buissons), et des huiles [17].

Les Rosaceae ont également des usages méedicinaux, comme l'aubépine pour I'insomnie. La

reine des prés (Filipendula ulmaria) est une plante aux propriétés anti-inflammatoires,
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antiseptiques, aromatiques, astringentes, sudorifiques, diurétiques, stomachiques et
antispasmodiques. Le capitule contient de I’acide salicylique, a partir duquel 1’aspirine peut
étre synthétisée. Les parties souterraines des fraisiers, des potentilles, des spirées sont riches
en tanin et employées comme astringent antidiarrhéique en médicine populaire. Une infusion
froide de feuilles de laurier-cerise (Prunus laurocerasus) est utilisée comme antiseptique
contre les infections oculaires. Le prunier d'Afrique (Prunus africana) est utilisé contre
I'nypertrophie bégnine de la prostate. De plus, I'écorce est utilisée en médecine traditionnelle
comme laxatif et pour traiter les douleurs d'estomac, et les feuilles sont utilisées comme
inhalant contre la fiévre ou bues en infusion pour améliorer I'appétit. La décoction des feuilles
et de branches d’Adenostoma fasciculatum est utilisée pour traiter les rhumatismes et comme
antiseptique pour les parties du corps infectées, douloureuses ou enflées. L'écorce interne de
Sorbus americana possede des propriétés astringentes et antiseptiques et est également utilisé
comme purificateur de sang et stimulant de I’appétit. Une décoction de vigne entiére de Rubus
ursinus a été utilisée pour traiter les maux d’estomac, la diarrhée et une sensation générale de
nausée [17] [18]. La figure suivante présente quelques especes de fruits et de fleurs de la

famille des Rosaceae :

Pomme, Malus domestica  Prunellier, Prunus spinosa

Framboisier,Rubus idaeus  Filipendula ulmaria - Fruit Amandier, Prunus dulcis

Figure 3 : Quelque espece de la famille des Rosaceae [19].
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11.6. Les métabolites des Rosaceae :

En biologie végétale, les composeés produits par les plantes sont subdivisés en deux
groupes de molécules. Les métabolites primaires et les métabolites secondaires. Les
meétabolites secondaires sont des composes biosynthétisés naturellement par les végétaux,
mais qui ne participent pas directement au métabolisme végétal.

Chaque végétal produit au moins une centaine de ces métabolites, classés dans trois
catégories principales selon leurs structures : les alcaloides, les terpénoides, et les
polyphénols, ou composés phénoliques [20].

> Les alcaloides :

Les alcaloides sont d’origine naturelle, le plus souvent végétale. Ce sont des substances
organiques azotés et basiques, doués, a faible dose, de propriétés pharmacologiques marquées.
A T’état naturel, ils sont généralement salifiés par les acides organiques (tratrates, maliates,...)
ou combinés a des tanins [21]. La figure suivante montre quelques structures des composés de

type alcaloides :

H \N/(IS:N/
AN N |
\ O)\N N/>
| Ho™

Nicotine Cafeine Morphine

HO

H

\

NCH,

Figure 4 : La structure chimique de quelques composes de type alcaloides.

» Les Terpénoides :

Les terpénoides, également appelés terpénes, constituent l'un des groupes les plus
diversifiés. lls sont synthétisés a partir de seulement deux précurseurs a cing carbones:
I'isopentényl diphosphate et le diméthylallyl diphosphate. Selon les structures, les terpénoides
se divisent en différentes sous-classes, telles que les monoterpénoides (C10), les
sesquiterpénoides (C15), les diterpénoides (C20). Ayant des applications dans les industries
pharmaceutique et chimique [22]. La figure suivante montre quelques structures des

composeés de type terpénoides [23, 24] :
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CHj;
HSC CH3
Limoneéne Cubébol D_-lt_axafj'e[‘g
Monoterpénoides Sesquiterpéenoides iterpénoides

Figure 5 : La structure chimique de quelques composeés de type terpénoides.

> Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont les composants phytochimiques les plus importants des
plantes, caractérisées par la présence d'un noyau benzoique auquel un ou plusieurs groupes
hydroxyles sont directement liés. Ils sont issus du métabolisme secondaire des végétaux et
possedent de nombreuses propriétés, notamment antioxydantes.

Les composés phénoliques les plus représentés sont les acides phénoliques, les phénoles

simples et les flavonoides [25]. La figure suivante démontre quelques structures des composeés

phénoliques :
Os_OH o H
HO OH &O/CHG O
OH OH o)
Acide gallique Vanilline Flavonol

Figure 6 : La structure chimigue de quelques composés phénoliques.

Dans notre étude, nous sommes intéressés aux métabolites secondaires de type

flavonoides.
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I11. Les flavonoides :

I11.1. Généralités sur les flavonoides :

Les produits phytochimiques sont des molécules végétales qui protegent les humains
contre de nombreuses maladies chroniques. Les flavonoides sont 1’un des types de composés
phénoliques les plus intéressants [26]. Ces composés se trouvent dans les fruits, les légumes,
les céréales, I'écorce, les racines, les tiges, les fleurs, le thé [27]. lls constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux [28].

Les flavonoides sont désormais considérés comme un composant indispensable dans
diverses applications nutraceutiques, pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques [27]. En
tant que métabolites secondaires des plantes, ils jouent un role important dans de nombreux

processus biologiques et dans les réponses des plantes aux facteurs environnementaux [29].

I11.2. Structure des flavonoides :

Les flavonoides sont des composes possedant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques (cycles A et B), reliés par une chaine linéaire
a trois carbones qui forme un hétérocycle central de type pyrane (cycle C), formant une

structure C6-C3-C6 (deux cycles en C6 reliés par une chaine en C3) [30, 31] (Figure 7).

Figure 7: Structure de base des flavonoides.

111.3. Classification des flavonoides :
La classification des flavonoides repose sur la position de liaison du cycle B au cycle C et
du degré d'insaturation et d'oxydation du cycle C :
e Isoflavones: Cycle B lié en position 3 du cycle C.
e Néoflavonoides: Cycle B lié en position 4 du cycle C.

e Flavonoides : cycle B lié en position 2.
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Cette classe peut étre subdivisée en plusieurs sous-classes sur la base des caractéristiques
structurelles du cycle C. Ces différentes catégories comprennent : les flavones, les flavonols,
les flavanones, les flavanonols, les flavanols ou catéchines, les anthocyanes et les chalcones.

La figure 8, illustre la classification des flavonoides avec des exemples pour chaque sous-
groupe [27].

Classes de flavonoides i

greed ‘%‘@I‘ O

Anlhocyamns Chalcones Flavanones Flavones Flavonols Isoflavonoids

. Sous-classes de flavonoides . |

Chalcone Flavanones

«Cyanidin « Phlorétine Henpéritine Apigénine Quercétine Génistin
*Malvidin *Arbutin *Naringin sTangeretin Myricétine Génistein
*Delphinidin *Phlioridzin *Naringenin *Baicalein *Rutin *Daidzein
*Peonidin *Chalconaringenin Eriodictyol *Rpoifolin *Morin *Glycitein
sHesperidin *Kaempferol *Daidzin

Figure 8: Classes et sous-classes de flavonoides.

I111.4. ROle et bienfait des flavonoides:

» Chez les plantes
Les flavonoides jouent un r6le important dans la reproduction des plantes en produisant les
couleurs des fleurs qui attirent les pollinisateurs, et assure une protection essentielle contre les
rayons ultraviolets B (UV-B), contribuant a la survie physiologique des plantes. De plus, ces
composes régulent la croissance des plantes, protégent les plantes contre les herbivores [32,
33].
Les flavonoides ont également un réle de protection contre les infections microbiennes, et

participent a la défense contre les infections virales, agissant a différentes étapes du cycle de
réplication virale [34].
» Chez ’homme

Les flavonoides sont également importants pour la santé humaine. Les effets bénéfiques

des fruits et des légumes sur le corps humain ont été attribués aux flavonoides et leurs fortes
propriétés anti-oxydantes.
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L’importance des flavonoides sur la santé a été traitée pour la premicre fois en 1936 par
Rusznyak et Szent-Gyorgyi. Dans leur étude, il a été démontré que les flavonoides réduisent
la perméabilité vasculaire, ont pour effet de renforcer I'élasticité et I'étanchéité des vaisseaux
sanguins et assurent ainsi leur résistance, ainsi que I'action synergique des flavonoides avec la
vitamine C dans le traitement du scorbut. Ces composés contribuent a réduire la formation de
radicaux libres, protégeant ainsi lI'organisme contre le stress oxydatif. De plus, les flavonoides
ont la capacité de réguler la production d'acide arachidonique (AA), un acide gras qui se
produit lors d'une inflammation. Certains sous-groupes de flavonoides ont une activité
inhibitrice contre diverses infections bactériennes et virales, y compris le VIH-1. Les
flavonoides ont également des effets anti-tumoraux sur divers cancers tels que les

medulloblastomes, les cancers colorectaux, de I'estomac, des poumons et du sein [35].

I11.5. Séparation et purification des flavonoides :

Les flavonoides généralement, constituent une part des melanges complexes isolés des
extraits des plantes ; donc des séparations et purifications sont nécessaires pour une analyse
adéquate. La séparation des flavonoides est reposée essentiellement sur les differentes

techniques chromatographiques [36].

I11.5.1. La chromatographie sur colonne (CC) :

C’est une chromatographie d’adsorption : la migration des constituants résulte d’une
succession d’adsorption et de désorptions sur la phase stationnaire. Cette technique est utilisée
surtout pour la séparation des quantités importantes de mélanges complexes. Elle est basée sur
I’utilisation d’une phase stationnaire, comme le gel de silice, la cellulose ou le polyamide, et

une phase mobile constituée par divers systemes de solvants comme éluant [37, 38].

111.5.2. La chromatographie sur couche mince :

La CCM est tres utilisé pour 1’analyse des flavonoides, Elle repose principalement sur des
phénomenes d'adsorption, ou la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants se
déplacant le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou une feuille de
plastique semi-rigide ou d'aluminium. Les substances se déplacent a une vitesse qui varie en

fonction de leur composition et de celle du solvant [39].
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111.6. Analyse structurale des flavonoides :

I11.6.1. Techniques d'identification de structure :

L’identification des structures flavoniques est basée essenticllement sur les différentes
techniques spectroscopiques telles que la résonance magnétique nucléaire (R.M.N.) avec ses
différents modes (*H, C, etc...) et la spectrophotométrie UV-Visible qui donne des
indications importantes sur la nature du flavonoide et son mode de substitution. Toutefois, la
fluorescence sous lumiere UV et les valeurs de leur Rsdans différents systemes de solvants
donnent des informations utiles [38, 40].

111.6.2. Facteur de retardement (Ry) :
Lors de la migration des composants de 1’échantillon sur la plaqgue CCM, le facteur de

retardement (Rs) est déterminé pour chaque composant comme suit :

R Distance parcourue par le produit
f=

Distance parcourue par le front du solvant

Ce facteur également appelé facteur de rétention ou valeur (Rf), représente la vitesse
caractéristique de déplacement d'un composant dans un mélange lorsque la phase mobile se
déplace [41]. Ce facteur varie avec la nature du solvant utilisé (organique ou aqueux), le type
de la phase stationnaire, et la structure de flavonoide lui-méme (aglycone, glycosyle,
différence de disposition des substituant sur le squelette flavonique) [42, 43].

Le tableau suivant démontre I’influence de la substitution du squelette flavonique sur la
valeur du R¢:

Tableau 4 : L’influence de la substitution du squelette flavonique sur la valeur du Ry.

Structure flavonique Rt
Augmentation des Rt diminue dans les systémes de solvants organiques et augmente
groupes hydroxyles dans les systemes de solvants aqueux.
Méthylation des Rr augmente dans les systemes de solvants organiques et diminue
hydroxyles dans les systemes de solvants aqueux.
Glycosylation Rr diminue dans les systémes de solvants organiques et augmente

dans les systemes de solvants aqueux
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111.6.3. La fluorescence sous lumiére de Wood :

L’examen des substances flavoniques sous la lumiére ultra violette (lumiére de Wood) a la
longueur d’onde de 365 nm, fournit des informations tres importantes sur la configuration
structurale de ces molécules. En effet, il existe une relation étroite entre la fluorescence du
composé, sa nature et son mode de substitution [44]. Le tableau 5 montre la relation entre la

fluorescence et la structure chimique [38] :

Tableau 5 : Relation entre la fluorescence sous lumiéere de Wood et les structures
flavoniques.

La fluorescence Les structures flavonique possibles
Flavones avec 5, 6,7 ou 5,7, 8 trinydroxyflavone
Violette noire Flavonol avec 3-OR.
Chalcones
Flavone ou flavonol sans OH en 5.
Bleue Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.

Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH

Bleue-verte Flavanone sans 5-OH

Jaune-verte Aurones
Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH
Orange fluorescente Isoflavones

I11.7. Identification spectrale :

111.7.1. Spectrophotométrie UV- Visible :

C’est une technique qui permet de compléter les informations apportées par le
comportement chromatographique et la fluorescence du produit a identifier. Elle est surtout
utilisée pour une confirmation ou une identification grace a la comparaison avec des spectres
de référence [45].

Le spectre UV-visible permet I’identification du groupement chromophore d’un produit.
Son principe repose sur I'enregistrement d'un spectre dans un environnement alcoolique.

Les flavonoides présentent deux bandes d'absorption caractéristiques :
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La bande II provenant du cycle A avec une d’absorption entre 240 et 280 nm, elle est
attribuée a I’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement
carbonyle avec le cycle A. Et la bande | provenant du cycle B avec un maximum entre 300-
550 nm, elle est attribuée a I’absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison

du groupement carbonyle avec la double liaison C»-Cz et le noyau B [21, 44].

8
6
5
Absorption de la bande benzoyle |j| Absorption de la bande cynnamoyle
Bande II Bande 1
@

Figure 9 : Les deux bandes d’absorption des flavonoides.

Le tableau suivant montre la relation entre le maximum d’absorption en UV et le type de

flavonoides :

Tableau 6: Relation entre le maximum d’absorption en UV et le type de flavonoides.

Type de flavonoides Bande I (nm) Bande Il (nm)
Flavones 310-350 250-280
Flavonols (3-OH libre) 350-385 250-280
Flavonols (3-OH substitué) 330-360 250-280
Isoflavones 310-330 245-275
Flavanones et dihydroflavanols 300-330 275-295
Chalcones 340-390 230-270 faibles intensités
Aurones 380-430 230-270- faibles intensités
Anthocyanidine et anthocyanines 465-560 270-280

Les changements de I’absorbance en milieu alcoolique (méthanol), en présence de divers

réactifs : NaOH, AICIz, HCI, NaOAc et H3BO3 fournissent de précieuses indications sur le
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type structural, la nature et la position des substituants .Ces réactifs réagissent avec les
groupements hydroxyles par formation des complexes qui se traduira sur le spectre UAVE
visible par des déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des bandes d’absorption,

permettant la localisation des hydroxyles libres, sur le squelette flavonique (tableau 7) [44].

Tableau 7 : Interprétation des déplacements des maximums des bandes | et Il aprés

I’addition des différents réactifs.

réactifs A max (nm) Interprétation
Bande | Bande 11
MeOH 304-350 250-280 Flavone
352-385 250-280 Flavonol-30H
328-357 250-280 Flavonol 3-OR
NaOH +45 3 +65 OHen 4’
1- Stabilité d’intensité / MeOH
2- diminution d’intensité ORen4’et OHen 3
L’intensité diminue avec le 3°,4’ OH ou ortho di-OH sur A ou
temps (décomposition) ortho di OH sur B
Nouvelle bande/MeOH entre 320 a 335 7-OH
NaOAC +5a+20
déplacements 7-OH

diminuent en présence
d’un substituant en 6

ou 8.
Pas de déplacement 7-OR
ou tres faible
Spectre qui se 5, 6, 7-tri-OH ou 5, 7, 8-tri-OH
décompose avec le
temps.
NaOAc+ +12 a +36 Ortho di-OH sur B
H3:BO3
AlCl3 Une seule bande entre Ortho-di-OH sur B avec 5-OH
420-430.
MeOH / +17 4 +20 5-OH avec une oxygénation en 6.
(AICIs+ HCI) +354 +55 5-OH et 3-OMe
+50 a +65 OHen3avecousans OHen5
AICl;3 / -20 a -40 avec un sommet ou Ortho-di-OH sur B.
(AICIs+ HCI) épaulement entre
[350-360].
-20a-25 Ortho-di-OH sur A et

Ortho-di-OH sur B ou
tri-OH sur B.
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111.7.2. Spectrométrie La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire *H et 3C est maintenant une méthode
bien établie pour I’analyse de la structure des flavonoides. La spectroscopie RMN 13C
fournissant des informations sur le squelette carboné de la molécule, peut étre considérée
comme complémentaire de la spectroscopie RMNH puisqu'elle se rapporte plus étroitement a
I'environnement structurel du noyau flavonoide. Dans le cas des aglycones, l'utilisation de la
spectroscopie RMN 3C peut ne pas étre nécessaire pour les identifications structurelles fines,
mais c'est une méthode précieuse pour l'examen des glycosides complexes de flavonoides
naturels [46].

111.7.2.1. RMN proton (RMN !H) :

C’est une méthode qui informe sur I’environnement des protons flavoniques via la mesure
des fréquences de résonance des protons correspondants qui résonnent généralement entre 6 et
8 ppm, elle permet de connaitre [38, 47]:

-La position et le nombre de divers protons portés par le flavonoide
-Le nombre de substituant méthoxyles portés par le squelette flavonique.
-Le nombre et la nature des sucres liés a I’aglycone.
Le

déplacement chimique [48]. Les deux tableaux suivant représentent quelques déplacements

spectre RMN du proton représente les pics de résonance des protons en fonction du

chimiques des protons du noyau A et noyau B.

Tableau 8 : Déplacements chimiques des protons du noyau A

Protons du noyau A
H-5 H-6 H-8
Nature du flavonoide
d (ppm) | J(H2) d (ppm) J(Hz) | & (ppm) | J(H2)

57-0H / / 6.0-6.2d 2.5 6.3-6.5d 2.5
5-OH ,70R (R= Gluc) / / 6.2-6.4d 2.5 6.5-6.9d 2.5
7-OR (R=H, sucre) 8.0d 9 6.7-7.1 9.0-25 | 6.7-7.0d 2.5

dd

5,6,7-OR
5,7,8-OR (R=H ,sucre) 6.3s 6.3s
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Tableau 9 : Déplacements chimiques des protons du noyau B

Protons du noyau B
Nature du (H2' , He') (Hs' Hs')
lavonolde sppm) | J(H) | I(HD) | & @pm)
Flavone (4’-OR) 7.7-79 d 8.5 6.5-7.1d 8.5
Flavonol ( 4’-OR) 7.9-8.1d 8.5 6.5-7.1d 8.5

111.7.2.2. RMN carbone (RMN 3C):

Elle donne des informations utiles et parfois nécessaires pour mieux identifier la molécule
telle que [38, 49]:

-Le nombre total des atomes de carbone du composé flavonoique ainsi que leur
environnement.

-La connaissance du type des liaisons —C ou —O des sucres.

111.8. Analyse quantitative des composés phénoliques :

L'analyse quantitative des composés phénoliques est une étape essentielle dans la
caractérisation des extraits de plantes et des produits naturels. Elle permet de déterminer avec
précision la quantité de ces composes. Cette information est essentielle pour évaluer la
qualite et l'efficacite des produits, offrant ainsi des informations cruciales pour la recherche en
phytochimie [50].

111.8.1. Dosage des polyphénols totaux :
La concentration des polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent

d’acide gallique par gramme de matiére végétale séche (mg d’EAG/g MVS) [51].

111.8.2. Dosage des Flavonoides :
La concentration des flavonoides totaux est exprimée en milligramme d’équivalent de

Querceétine par gramme de matiere végétale seche (mg d'EQ/g MVS) [51].
V. L’activité antioxydante:

IV.1. Introduction :

Les antioxydants sont des molécules qui participent a la prévention de la production
excessive d'espéces réactives de l'oxygéne et de l'azote (effet préventif) ou a leur
neutralisation avant qu'elles ne puissent Iéser les cellules. Elles combattent les radicaux libres

dans notre organisme [52]. Ces molécules instables, dont la présence est inévitable, sont
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nécessaires en petite quantité pour lutter contre les microbes et les virus. Cependant, un exces
de radicaux libres peut avoir des conséquences notables sur la santé, telles que la dégénération
des cellules, les infections et I'apparition de maladies comme le cancer. Les antioxydants
peuvent aider a protéger contre ces dommages en empéchant la prolifération des radicaux
libres [53].

IV.2. Mécanisme d’action :

Les antioxydants agissent par différents mécanismes pour neutraliser les radicaux libres.
Ces mécanismes incluent I’élimination des radicaux libres en leur cédant un électron pour le
convertir en une forme stable, I’activation des enzymes antioxydants capables de les
décomposer en molécules moins nocives, la chélation des métaux de transition et la

prévention de la formation de radicaux libres [54].

Elimination

.........
........
....
. .
.

Antiox}‘dan(s ..'..- Activation s
P— e
Y préventifs ¢ k
Oxydé
Chélation
& LN ]
e Electron
Meétaux de Geéneération
non ———
transition des radicaux »
apparié
libres oe G
Molécule Molécule
Cible Intact
N\ J \ J
Y Y
Sacrifice de Formation d'un
I'antioxydant radical d'antioxydant
(Effet piégeur) peu réactif

Figure 10: Mécanismes d'action des antioxydants.

IV.3. Classification des antioxydants :

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mécanisme d'action en antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques. Les antioxydants enzymatiques comprennent la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx). Les antioxydants

non enzymatiques peuvent étre classés en plusieurs groupes :
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e Vitamines : Vitamine C (acide ascorbique), vitamine E (tocophérol) et béta-caroténe...
e Minéraux : Zinc et sélénium
e Polyphénols: ils comprennent les flavonoides, les anthocyanes et les acides
phénoliques.
D'autres antioxydants non enzymatiques comprennent le glutathion, I'acide urique et la
coenzyme Q10 (figure 11) [55].

Enzymes Primaires

E‘:uperoxydé dismutase:

I_p Enzymalique

Catalase

Glutathion peroxydase:

Antioxydants

Enzymes Secondaires

'Glutathion réduciase

—| Non enzymalique |— Hydrogé glucoaséphosphaté-

—

Cofacteurs: Coenzyme Q10

Acides phenoliques

Acldes hydroxyclnnamigues:

Acide férulique, p-Coumarique

aclde

chdes hy_droxyb enzoigues:

\Acide gallique, acide ellagique

Flavonoides

Flavonols: Quercétine,

Kaempférol
Isoflavonoides: Génisteine

Flavanols: Catéchlne,

Pélagonidine
Flavanones: Hespérldine

Anthocyanidines:

Cyanldine, Pélargorldine

Minéraux: Zinc, Sélénium\

Composés organosulfurés:

Sulfure d'allyle, Indoles

A4

Vitamines et dérivés: A

(Rétlonol), C (aclde ascorblque),
E (Tocophérols et Tocotrienols),
K.

Caroténoides: B-caroténe,

Lycopene, Lutélne, Zéaxanthine.

Azote_ non pro_téiq ue

composés: Aclde urlque

Figure 11: Classification des antioxydants.

IVV.4. Principaux tests de I’activité antioxydante :

Plusieurs méthodes ont été développées pour estimer la capacité antioxydante. Leur
principe de fonctionnement se base sur les réactions fondamentales impliquant des réactions
d'oxydo-réduction. La majorité des méthodes d'évaluation des antioxydants peuvent étre
classées en deux catégories : les analyses basées sur les réactions de transfert d'atomes

d'’hydrogéne (HAT) et les analyses basées sur le transfert d'électrons (ET) [56].
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IV.4.1. Test du 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH):

Ce test consiste a reduire une solution alcoolique du radical DPPH (de couleur violette) en
présence de l'antioxydant donneur d'hydrogéne (AH), conduisant a la formation de la forme
non radicalaire DPPH-H. Au cours de la réaction, cette réduction s'accompagne d'un

changement de couleur, du violet au jaune.

Q NO, Q NO
d_N@NOZ + @: H — d_:@mz + &;.
NO, NO,

DPPH DPPH-H

Figure 12: Mécanisme de réaction du (DPPH) avec I'antioxydant.

R:H = piégeur de radicaux antioxydants ; R = radical antioxydant [57].

IV.4.2. Le test ABTS (2,2"-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonat)) :

ABTS forme également un radical libre relativement stable, qui décolore sous sa forme
non-radicalaire. Dans cette méthode, Ce radical est formé suite a I’oxydation de ’ABTS
initialement incolore avec les différents composés comme le phosphate de potassium pour
donner une solution colorée en vert bleu. Aprés une période de temps fixe le reste ABTS **
est quantifié par spectrophotométrie a 734 nm. Le spectrophotométrique analyse de l'activité

de piégeage ABTS * " déterminé selon la méthode de Re et al [58].
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Figure 13: Formation du radicale ABTS" " [59].

1V.4.3. Le test FRAP (pouvoir antioxydant reducteur ferrique)
Cette méthode permet de déterminer la capacité des extraits a réduire le fer ferrique (Fe*")

présent dans un complexe ferricyanure, tel que le ferricyanure de potassium KsFe(CN)s, en fer

ferreux (Fe?"). Par conséquent, le Fe?* peut étre quantifié en mesurant l'augmentation de

I'absorbance de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700 nm.

~ | N/ | N\ N/ = I N/ i N\ N/
L ‘ N N N | N
~ ! = ~ o “
Fellll) R Felll)

NZ [N/ l \NI AN NF |N/ l N, | A
dhad A ad
NS NS NS NS

Fe' —TPTZ : > Fe?' —TPTZ

Figure 14: Schéma sur la réaction de test FRAP [60].

TPTZ : ferric2,4,6-tripyridyl-s-triazine. Fe?*: lons ferreux. Fe3*: lons ferriques.
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IV.4.4. Le test d'activité réductrice par formation de Fe?*-phénanthroline

Cette activité est basée sur la réaction de I'ion ferreux (Fe*?) avec la 1,10-phénanthroline
pour donner un complexe de triphénanthroline rouge-orange. L'intensité de cette couleur est
proportionnelle & la quantité de Fe?* présente, qui est déterminée par spectrophotométrie a une

longueur d'onde de 510 nm [61].

Fe?* 4 3

Figure 15: Formation du complexe Fe*2.
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I. Etude phytochimique de la plante :

I.1. Matériel végétale

Notre travail concerne des extraits d’une plante de la famille des Rosaceae qui a été
récoltée dans la région de Constantine au mois de Mai 2021. La plante a été mise a notre
disposition par I’équipe de recherche du laboratoire d’obtention des substances thérapeutique
(L.O.S.T).

Les extraits sont préparés comme suit:

Apres le séchage dans un endroit sec a I’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont
été broyées et pesées (679 g). Cette derniére a subi une macération dans un mélange hydro-
alcoolique (EtOH/ H20, 7/3, vIv) pendant 24 heures, trois fois successivement a température
ambiante.

Apreés filtration, le filtrat a été concentré sous vide a une température n’excédant pas 40°C.
L’extrait brut obtenu a ensuite été dilué dans de l'eau distillée et laissé au repos a froid
pendant 24 heures.

La phase aqueuse résultante a été fractionnee par extractions liquide/liquide successives au
moyen de quatre solvants de polarité croissante (éther de pétrole (3 x 350 ml), chloroforme (3
x 350 ml), acétate d'éthyle (3 x 350 ml) et n-butanol (3 x 350 ml)). Les phases organiques
obtenues ont été évaporées sous vide et pesées pour donner :

e [L’extrait Ether de pétrole (0,05 g).
e L’extrait Chloroforme (0,69 g).

e [’extrait Acétate d’éthyle (4,39 g).
e L’extrait n-butanol (17,24 g).

Le schéma suivant résume les différentes étapes de 1’extraction de la plante étudiée :



= Extraction par CHCls

= Décantation

Extraction par AcOEt

Décantation

Extraction par n-butanol

Décantation
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Matiere végétale m = 679g

» Macération dans (EtOH/H20) (7/3)
= Filtration

[ La phase hydro-alcoolique ]

= Concentration a sec

[ Extrait brut ]

= Dilution avec H2O distillée

[ La phase

aqueuse ]

= Extraction par Ether de pétrole
= Décantation

[

Phase aaueuse ]

l/ = Concentration a sec

Extrait Ether de pétrole (0.059)

y

[

Phase aqueuse

l/- Concentration a sec

Extrait Chloroforme (0,699)

[

Phase aaueuse

\L = Concentration a sec

Extrait Acétate d’éthyle (4,399)

[

Phase aqueuse ]

\l/ = Concentration a sec

Extrait n-butanol (17,249)

Figure 16 : Différentes étapes de I’extraction de la plante étudiée.
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1.2. Séparation chromatographique :

L'ensemble des extraits ont subi des tests chromatographiques analytiques sur couche
mince avec divers systemes d’élution dont le but est d’avoir les empreintes des composés
flavoniques et pour mettre au point le bon systéme de séparation en chromatographie de
colonne.

Notre choix s'est porté sur celui de I’extrait acétate d’éthyle qui est moyennement riche en

flavonoides.

1.2.1. Séparation et purification de I'extrait acétal d’éthyle :

3.5 g de I’extrait acétate d’éthyle sont dissous dans le minimum de méthanol et mélangés a
une petite quantité de gel de silice. Le mélange est ensuite séché sous vide puis pulvériseé
jusqu'a l'obtention d'une poudre homogene. Cette derniére est déposée sur une colonne de gel
de silice préparée dans le dichlorométhane. L’elution est réalisée par un gradient de polarité
du systeme dichlorométhane-méthanol, en commencgant par le dichlorométhane pur et en
augmentant progressivement la polarité par I'addition du méthanol.

Des fractions de 25 ml ont eté collectées et suivi par CCM de gel de silice, les plaques sont
visualisées sous lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélees dans un melange de I’acide
sulfurique, I’acide acétique et de ’eau. La progression de cette colonne est rassemblée dans le
tableau 10.

Tableau 10 : Résultats de séparation par CC de I’extrait acétate d’éthyle.

Systéme d’élution
N° de fraction CH,Cl, % MeOH %
1-12 100 0
13-19 99 1
20-58 98 2
59-73 97 3
74-80 96 4
81-155 94 6
156-162 90 10
163-177 80 20
178-190 60 40
191-200 0 100
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Les fractions ayant une composition similaire, comme indiqué par les résultats de la
chromatographie sur couche mince (CCM) et éluées a travers divers systémes, sont

regroupées (tableau 11).

Tableau 11 : Résultats du regroupement final des fractions.

N° de fraction Nom de fraction Observation

1-26 1 Trace

27-34

35-56 fa Melange inséparable
S7-715

76-88 fs Mélange inséparable
89-113 fe Mélange séparable
114-123 f7 Mélange séparable
124-136 fs Mélange inséparable
137-150 fo Mélange inséparable
151-172 fio Meélange inséparable
173-185 fi1 Meélange inséparable
186-190 fi2 Meélange de produits
191-200 fi3 Meélange inséparable

Parmi les fractions obtenues, nous avons étudié celles qui sont simples et séparables. Nous

avons selectionné deux fractions, a savoir f, et f4, pour une analyse approfondie .

1.2.1.1. Etude de la fraction f> .

Une masse de 50 mg de cette fraction a subi une deuxiéme séparation par colonne
chromatographique sur gel de silice normal éluée par un systeme isocratiqgue (CH2Cly/
AcOEt : 8/2 : vIv), des fractions de 5.0 ml ont été collectées et suives par chromatographie sur
couche mince. Ce qui nous a permis de séparer le produit P; sous forme d’un précipité jaune a

I’état pur. Les résultats sont reportiés dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction fo.

N° lot Nom de Observation
fraction
1-4 o1 Traces
5-10 f Produit pure Py

(précipité jaune)

11-23 f23 Mélange de produits

24-29 foa Mélange de produits

1.2.1.2. Etude de la fraction f4 :

Cette fraction a été séparée par colonne de gel de silice, 1’élution a été réalisée par le
systeme isocratique (Cyclohexane/ AcOEt : 5/5 : v/v); le fractionnement a été réalisé chaque
5.0 ml. Le suivi des différentes fractions est effectué par chromatographie CCM.

La progression de cette colonne est donnée dans le tableau 13 :

Tableau 13 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction fa.

N° lot Nom de fraction Observation
1-9 faa Meélange de produits
10-17 fa Produit pure P2 (cristaux jaunes)
18-34 fas Meélange de produits
35-42 faa Meélange de produits
43-62 fas Produit pure P3
63-70 fas Traces
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e Traitement de la sous fraction f 4.

Pour la sous fraction fs, nous avons observé la formation des cristaux fins de couleur
jaune que nous avons lavé et séché pour obtenir le produit P, a I’état pur.

e Traitement de la sous fraction f 45

La sous fractions f 4.5 montre une mono-téache sur la plaqgue CCM de coloration jaune, sous
la lumiére UV 356 nm, a donné un produit Pz a I’état pur.

La figure 17 résume les différentes étapes de séparation de I’extrait acétate d’éthyle.

3.5 g de I’extrait
acétate d’éthyle

‘ CC de silice (CH2Cl,/MeOH)

CC de ge'l de silice CC de gel de silice
isocratique isocratique
(CH2Cl2/ AcOEt: 8/2) (Cyclohexane/AcOEt: 5/5)

(EEE) ()66 (G 6

Py P> Ps

Figure 17 : Schéma résumant les différentes étapes de la séparation de I'extrait acétate
d’éthyle.
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I1. Détermination des polyphénols totaux et des flavonoides :
11.1. Dosage des polyphénols totaux :
Le dosage des polyphénols totaux est déterminé en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

[62] selon la méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al [63].

11.1.1. Principe :

Les polyphénols sont oxydés par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est un acide de
couleur jaune, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (HzPW12040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPW12040). Il est réduit lors de l'oxydation des phénols en mélange
d'oxydes bleus de tungstene (WgO23) et de molybdene (MogO23). La coloration bleue produite
possede une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm. Elle est proportionnelle au

taux de composés phénoliques présents dans les extraits végétaux.

11.1.2. Protocole :
e Préparation de Carbonate de sodium (Na.CO3) a 7, 5% :
7,5 grammes de Na>,COs3 sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.

e Préparation d’échantillon:

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de Méthanol.

e Préparation de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois :

1ml de la solution FCR concentre (2M) est complété a 10 ml avec I’eau distillée.

e Procédure :

Dans une microplaque a 96 puits, 20 ul de chaque extrait de notre plante (1 mg/ml) ont été
mélangeés avec 100 pl de FCR dilué 10 fois (1:10) et 75 ul de solution de carbonate de sodium
a 7,5 % (NaxCOs). Le blanc est paralléelement préparé de la méme maniére en remplacant
I’extrait par le méthanol. Aprés 2 h d’incubation dans l'obscurité a température ambiante,
I’absorbance a été mesurée a 765 nm dans le lecteur de microplaque.

Les concentrations des polyphénols sont déduites a partir une courbe d’étalonnage linéaire
(y = ax), réalisée dans les mémes conditions, en utilisant ’acide gallique comme standard.
Les résultats sont exprimés en pg d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait

(ng EAG/mg d’extrait).

e Courbe d’étalonnage :
On prend 1 mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de Méthanol pour obtenir la

solution S1 (200ug /ml). A partir de cette derniere, une série de solutions filles est ainsi
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préparée par dilution, de concentrations allant de 25 a 200 pug/ml. Les dilutions sont préparées

comme suit :

25ug/ml > 25ul de S1+ 175ul de MeOH
50 pg /ml 50pl de S1+ 150ul de MeOH
75pg/mi 75ul de S1+ 125ul de MeOH
100pg/ml 100pl de S1+ 1004 de MeOH
125pg /ml 125ul de S1+ 75ul de MeOH
150pg /ml 150p! de S1+ 50ul de MeOH
175 pg /ml 175ul de S1+ 25ul de MeOH
200pug /ml 200ul de S1

Ensuite, nous avons suivi le méme protocole entrepris pour doser les échantillons.

11.2. Dosage des flavonoides :

11.2.1. Principe :

Le dosage des flavonoides des extraits est déterminé en utilisant la méthode décrit par
Topcu et al [64] avec quelques modifications pour une détermination sur microplaque 96
puits .cette méthode est basée sur la formation d’un complexe stable entre Al et les

flavonoides.

11.2.2. Protocole :

e Préparation des solutions:

-Pour 1M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80 g de (CH3COOK) dans 100 ml
d’eau distillé pour obtenir la solution.

-Pour 10% nitrate d’aluminium (Al (NOz)3, 9H20) on pese 10g de ce produit dans 100 ml
d’eau distillée.

e Préparation de I’échantillon:

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol pour obtenir
la solution.

Une microplaque a 96 puits a été remplie avec 50 pl de chaque extrait de notre plante puis
130 pl de méthanol (MeOH) ont été ajouté. Ensuite 10 pl de la solution de potassium acétate
(CH3COOK) et 10 pl de la solution de nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H.O) ont été ajouté.
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Le blanc est parallelement préparé de la méme maniere en remplagant I’extrait par le
méthanol.

Apres I’incubation pendant 40 minutes a température ambiante, 1’absorbance est mesurée
dans le Lecteur de microplaque a 415 nm.

Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir une courbe d’étalonnage linéaire
(y = ax), réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la Quercétine comme standard. Les
résultats sont exprimés en pg d’équivalents la concentration par milligramme d’extrait (ug
EAG/mg d’extrait).

e Courbe d’étalonnage :

On prend 1 mg de la Quercétine et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la
solution S2 (200 ug/mL). A partir de cette derniere, une série de solutions filles est ainsi
préparee par dilution, de concentrations allant de 25 a 200 ug/ml. Les dilutions sont préparées

comme suit :

25pg/ml 25pl de S2+ 1751 de MeOH
50 pg /ml 50ul de S2+ 150ul de MeOH
75ug/ml 75ul de S2+ 125ul de MeOH
100pg/mi 100l de S2+ 100 de MeOH
125ug /ml 125ul de S2+ 75ul de MeOH
150ug /ml > 150ul de S2+ 50ul de MeOH
175 pg /ml 175ul de S2+ 25ul de MeOH
200ug /ml 200l de S2

Ensuite, nous avons suivi le méme protocole entrepris pour doser les échantillons.

[11. Evaluation de I’activité antioxydante :

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante d’un échantillon. Au
cours de cette étude, 1’évaluation de ’activité antioxydante a été réalisée par I’application de
quatre techniques chimiques a savoir : le radical 2,2diphényll-1-picrylhydrazyl (DPPH), le
test de L’acide 2,2’-azinobis- (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS), I’activité du
pouvoir réducteur du fer (FRAP) et I’activité de réduction par la formation du complexe

Fe*2- phénantroline.
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Avant de commencer, nous diluons nos extraits apres I'extraction pour créer sept
concentrations différentes, allant de la plus forte a la plus faible. Ensuite, nous transférons ces
solutions diluées dans des tubes Eppendorf.

L'acide ascorbique et le Trolox, reconnus pour leurs puissantes propriétés antioxydantes,
servent des standards de référence dans notre étude.

I11.1. Test du DPPH (2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazylv):
L'évaluation de l'effet antioxydant des extraits envers le radical DPPH est réalisée selon la
méthode de Blois (1958) [58].

e Protocol :
v Préparation du DPPH
On dissout 4 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol. Le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé a T = -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est de 0,7
nm (517 nm) dans le spectrophotometre.
v Préparation des solutions méres :

On mélange 1 mg de chaque extrait, avec 1 ml de MeOH absolu dans un Eppendorf.

v Procédure

On dépose 40 ul d'extrait dilué dans 1 ml de méthanol sur une microplaque a 96 puits. On
ajoute ensuite 160 pl de DPPH a chaque puits. Parallelement, on prépare un blanc de la méme
maniére en remplacant l'extrait par le Méthanol. On mélange 40 ul du méthanol avec 160 pul
d'une solution méthanolique de DPPH.

Aprés incubation pendant 30 min a l'abri de la lumiere a température ambiante,
I'absorbance du mélange réactionnel est mesurée par spectrophotométrie a une longueur
d'onde de 517 nm.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH selon la

formule :
I (%) =[(AC - AE) /AC] x 100

I (%) : pourcentage d’inhibition.
AC : Absorbance en absence de I’extrait (contrdle négatif).

AE : Absorbance en présence de 1’extrait.
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I11.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS™ :

Ce test est déterminé selon la méthode de Re et al [65].

e Protocol :

A partir de ’ABTS et du persulfate de potassium K2S>0g : On mélange les deux produits
en solution aqueuse et on les met a l'abri de la lumiére pendant 12 a 16 heures. On ajuste
I'absorbance de la solution ainsi obtenue par dilution avec de I'éthanol ou de l'eau a 0,700 +
0,020 a 734 nm avant L’usage.

v" Procédure

Pour chaque échantillon, on dépose 40 ul d'extrait sur une microplaque a 96 puits. Ensuite,
on ajoute 160 pl d’ABTS a chaque puits. En parallele, on prépare un blanc de la méme
maniere en remplacant l'extrait par du méthanol. On mélange 40 pl de méthanol avec 160 pl
d'une solution méthanolique d’ABTS.

Aprés 10 minutes d'incubation, on mesure I'absorbance a 734 nm.

111.3. Activité du pouvoir réducteur (FRAP) :
L’activité du pouvoir réducteur est déterminée par la méthode de Oyaizu et al (1986) [66].

e Protocole :
v Préparation des solutions:
1. Acide trichloroacétique (TCA) a 10%: On dissout 1 g de TCA dans 10 ml d'eau distillée.
2. Potassium ferricyanure (KsFe(CN)s) a 1%: On dissout 1 g de KsFe(CN)s dans 100 ml d'eau
distillée.
3. Chlorure de fer (FeCls) a 0,1%: On dissout 0,1 g de FeCls dans 100 ml d'eau distillée.

v Procédure

La solution des extraits a différentes concentrations (10 pl) a été déposée dans chaque puits
d’une microplaque de 96 puits. Puis on ajoute 40 pl d’une solution tampon phosphate (pH
6,6) et a 50 pl d’une solution de potassium ferricyani KsFe(CN)s (1%). Par la suite, les
mélanges sont incubés a I’étuve a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 50 pl de TCA, 40 ul de H20
et 10 ul de FeCls sont rajoutés au milieu réactionnel.

Parallelement, Un blanc est préparé de la méme maniere en remplagant I’extrait par le
Meéthanol. Les absorbances ont été mesurées a 700 nm et les résultats ont été calculés comme

Ao s (concentration en pg/ml correspondante a l'absorbance a 0,50 nm).
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I11.4. L’activité de réduction par la formation du complexe Fe*2- phénantroline :
L'activité de réduction par la formation du complexe Fe*? —phénanthrolinea été déterminée

par la méthode de Szydlowska-Czerniak [67].

e Protocol :
v’ Préparation des solutions:
1. Phénanthroline 0,5 %: On dissout 0,05 g de 1,10-phénanthroline dans 10 ml de (MeOH).
2. Ferric chloride FeClz a 0.2% : On dissout 0,02 g de FeCls; dans 10 ml (Hz0).

v Procédure
Dans une microplaque a 96 puits : 10ul de Pextrait a différentes concentrations, 50ul de
chlorure de fer (FeCls), 30ul de phénanthroline et 110 pl de méthanol. Incuber le mélange
réactionnel dans l'obscurité pendant 20 minutes a 30°C et mesurer I'absorbance du mélange
réactionnel @ 510 nm & l'aide d'un spectrophotometre.
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I. Elucidation structurale du produit Py :

L’identification du produit P1 isolé a été basée sur ses propriétés chromatographiques
(Fluorescence sous lumiére de Wood et Ry) et ses analyses spectrales : UV-visible et RMNH.

I.1. Comportement chromatographique :
Tableau 14 : Comportement chromatographique du produit Py,

R¢ 0,56

Fluorescence sous lumiéere de Wood Jaune

Sl : (CH:Cl./ AcOEt) (8/2), (phase stationnaire gel de silice normal).

1.2. Données spectroscopiques UV-Visible :

L’ensemble des données de la série spectral UV-visible du composé P; est repporté
dans le (tableau 15) qui résume les enregistrements des spectres effectués dans le MeOH en

présence d’une série des réactifs.

Tableau 15 : Données de la série spectrale UV-visible du produit P1.

Réactifs Bande | Bande Il Interpretation

Amax (NM) | Amax (NM)

MeOH 362 266 Flavonol (3-OH)
NaOH 414 279 4'-OH
NaOAc 385 275 7-OH
NaOAc + H3BOs | 364 270 Pas d’Ortho di-OH sur le cycle B
AICIz 424 270 Pas d’Ortho di-OH sur le cycle B

AICI3+HCI 424 269 5-OH
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> Interprétation

e Le comportement chromatographique dans le systéeme (CH.Clo/ AcOEt) (8/2) et la
fluorescence jaune sous la lumiére de Wood indiquent que le composé P1 est un flavonoide
aglycone de type flavonol (3-OH). Ceci est confirmeé par le spectre UV enregistré dans le
méthanol (figure 17), qui donne deux bandes d’absorption 1’une a Amax = 362 nm (bande 1) et
’autre a Amax = 266 nm (bande I1).

e Un déplacement bathochrome de AL = + 52 nm pour la band I, observé aprés I’ajout
de NaOH avec une augmentation de I’intensité lumineuse par rapport au spectre enregistré
dans le MeOH, indique la présence d’un OH libre en position 4°.

e Le spectre enregistré dans le méthanol en présence de NaOAc montre un déplacement
bathochrome de la bande Il de AL =+ 9 nm par rapport au spectre enregistré dans le MeOH,
indique ainsi la présence d’un OH libre en position 7.

e Un déplacement bathochome de AL = + 62 nm de la bande I, observé dans le spectre
UV enregistré dans le chlorure d’aluminium acidifié¢ (AICIz + HCI), comparativement a celui
enregistré dans le méthanol, indique la présence d’un groupement hydroxyle en position 5.

e [L’absence d’un effet hypsochrome de la bande | apres I’addition de HCI au systéme
(MeOH+AICIs), indique I’absence d’un systéme ortho di-hydroxylé sur le cycle B. Ceci est
confirmé par le faible déplacement de la bande | de AL = + 2 nm, en comparant le spectre

(MeOH+NaOAc+H3BO3) avec le spectre enregistré dans le méthanol.
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Figure 18 : Série spectrale UV- Visible du produit P.

Ces données permettent de proposer la structure partielle du produit P1 comme étant un

flavonol (3-OH), possédant des groupements hydroxyles en positions 5,7 et 4’ avec ou sans

présence d'un substituant en position 3'.

OH
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1.3. Données spectroscopiques RMN!H:
Le tableau résume les données spectroscopiques RMN!H du produit Py,

Tableau 16 : Données spectroscopiques RMNH (250MHz, CDsOD) du produit P;.

Déplacement Integration | Multiplicité | Constante de Attribution
Chimique (ppm) couplage J (Hz)
7.90 2H Doublet large - H2,’,6
6,72 2H Doublet large - H3”,5
6,20 1H Pic large - Hs
5.98 1H Pic large - He

> Interprétation:
L’examen du spectre RMN*H du produit P; montre la présence de :
e Deux signaux sous forme d’un doublet large d’intégration 2H a & = 7.90 ppm et
d = 6,72 ppm (un couplage de type Ortho) attribuable successivement aux protons Hy ¢ et
Hs 5, respectivement indiquant ainsi une substitution du cycle B en position 4'.
e Deux signaux sous forme d’un pic large d’intégration 1H (un couplage de type méta),
apparait a 6 = 6,20 ppm et I’autre a 5.98 ppm, attribués respectivement aux protons Hg et He.

Indiquant ainsi la substitution du cycle A en positions 5 et 7.
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Figure 19 : spectre RMN*H (250 MHZ, CD3;0D) du produit Ps.

Ces résultats nous permettent d’identifier la structure finale du produit P1 qui

correspond au kaempferol.

Kaempferol
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I1. Analyse quantitative des composés phénoliques :

11.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux est déterminé en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al. Cependant une

couleur bleu foncé est observée dans tous les extraits comme résultats, comme indiqué par

nos résultats L'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité des polyphénols.

L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 765 nm.

Figure 20 : Photo prises lors du dosage de polyphénols totaux.

La teneur en polyphénols est exprimée en microgramme équivalent en acide gallique par

millilitre de I’extrait, les résultats ont été déterminés graphiquement a partir de la courbe

d’étalonnage de I’acide gallique ayant

I’équation suivante : y=0,0034x+0,2205 avec

R?=0.9624. La courbe d’étalonnage de I’acide gallique est représentée dans la figure 21.

1
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Absorbance a 765 nm

y =0,0034x + 0,2205
09 -
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Concentration de I'acide gallique en pg/ml

Figure 21 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Les résultats sont présentes dans le tableau 17 et la figure 22 :

Tableau 17 : La teneur en composés phéenoliques.

Extrait Total phénolique (ug QE/mI)
Acetate d’ethyle 547,92 + 17,07
butanolique 650,56+43,67
hydroéthanolique 339,88 + 23,41

700
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Total phénolique (ug QE/mI)

650,56

330,88 M Acetate d’ethyle

B Butanolique

Ethanolique

Les résultats

Figure 22 : Histogramme présente les teneurs en polyphénol.

du dosage révelent que les trois extraits acétate d’éthyle, butanolique et

hydroéthanolique possedent une quantité de polyphénols avec une teneur de 547.92 + 17.07,
650.56 + 43,67 et 339.88 + 23.41 ug EAG/mI respectivement. Ces résultats indiquent que les

extraits etudiés sont tres riches en polyphénols comparée a ceux des polyphénols trouvés

dans ’extrait de

thé vert (400 nug /g) [67].

11.2. Dosage des flavonoides :

Le Dosage des flavonoides est réalisé par la méthode de nitrate d’aluminium AI(NO3), elle

est basée sur la formation d’un complexe entre Al*3 et les flavonoides. Le résultat est
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déterminé par ’apparition d’une couleur jaune qui est indiqué la présence de flavonoides.

L’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 415 nm.
- vy
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Figure 23 : Photo prise lors du dosage de flavonoides.

La teneur en flavonoide est exprimée en microgramme équivalent en Quercétine par

millilitre de I’extrait, les résultats ont été déterminés graphiquement a partir de la courbe

d’étalonnage de la Quercétine ayant 1’équation suivante : y=0,0048x avec R?=0.997.
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Figure 24: Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides sont présentés dans le tableau 18 et la

figure 25 :
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Tableau 18 : La teneur en flavonoides.

Extrait Flavonoides (ug QE/ml)
Acetate d’ethyle 193,19+2,20
Butanolique 220,06+5,59
Hydroéthanolique 105,83+13,25

Flavonoides (ug QE/ml)
250 220,06
193,19
200
150 B Acetate d’ethyle
105,83 B Butanolique
100 Ethanolique
50
0

Figure 25 : Histogramme présente les teneurs en flavonoide.

D’apres les résultats obtenus, I’extrait butanolique est le plus riche en flavonoides avec une
teneur de 220,06+5,59 pg EQE/mI, suivie par I’extrait acétate d’éthyle avec une teneur de
193,19+2,20 pg EQE/mI, et I’extrait hydroéthanolique avec une teneur de 105,83+13,25 g

EQE/mI. Nous pouvant conclure que notre plante est riche en flavonoides.

I11. Evaluation du ’activité antioxydante :
L activité antioxydante des trois extraits hydroéthanolique, acétate d’éthyle et n-butanol a
été évalue par quatre méthodes DPPH, ABTS, FRAP, et l'activité de réduction du complexe

Fe2*-phénanthroline.

Les résultats de ces tests sont présentés a travers un tableau récapitulatif et un

histogramme.
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Pour les tests ABTS et DPPH, les résultats sont exprimés en termes de Clso (concentration
inhibitrice @ 50%) en pg/ml. Cette valeur représente la concentration de I'extrait antioxydant
necessaire pour inhiber et réduire de 50% des radicaux libres. Une valeur plus faible de Clso
indique une activité antioxydante plus élevée.

En ce qui concerne le test FRAP et lactivité de réduction du complexe Fe?*-
phénanthroline, les résultats sont calculés en fonction de I'absorbanceAos, (concentration en
pg/ml correspondante a l'absorbance a 0,50 nm). Dans ce cas, une absorbance plus faible
indique un pouvoir réducteur plus important.

L'acide ascorbique et le Trolox, reconnus pour leurs puissantes propriétés antioxydantes,

servent des standards de référence dans notre étude.

I11.1. Test du DPPH:

L'efficacité anti-radicalaire des extraits a été mesurée par spectrophotométrie a une
longueur d'onde de 517 nm. Cette méthode s'appuie sur la réduction du radical DPPH",
caractérisée par un changement de couleur violette a jaune, indique le pouvoir réducteur de la

substance testée.

Figure 26 : Photo prise lors du dosage de I’activité anti radicalaire DPPH.

Les valeurs des Clso trouvées pour les trois extraits testés sont présentées ci-dessous :
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Tableau 19 : Pourcentage d’inhibition du DPPH par les différents extraits.

% inhibition
Extraits Clso (pg/ml)
0.390625 0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25
EtOH 5,53+2,17 8,46+1,74 7,10+1,57 9,76+0,62 16,11+1,42 | 46,75%1,78 79,99+2,03 | 15,31+0,21
AcOEt 5,26+2,06 | 5,37+3,19 10,4741,71 | 23,81+1,74 57,86+1,83 | 80,97+2,46 82,86+0,66 | 5,54+0,19
n-butanol | 2,44+1,15 3,04+1,02 1,74+0,71 7,16+2,35 22,94+2,73 | 67,73+1,51 83,13+0,34 | 9,94+0,07
Standard Ci /ml
andards | o 78125 ug | 1.5625g | 3.125 g 6.25 g 125 ug 25 g 50 g w0 (g/mi)
Trolox
6.42+0.91 | 13.33+2.14 | 30.19+0.67 | 61.48+2.98 87.16+0.28 | 88.46+0.11 87.72+0.47 | 5.12+0.21
L’acide
ascorbique | 0.31+1.02 | 12.90+0.28 | 29.69+0.39 | 76.67+0.37 84.94+0.84 | 87.78+0.49 86.36+£0.21 | 4.39+0.01
18
16
14
12
10
8
6
4 5,54 5,12
4,39
2
0
CI50 (ug/ml)
B EtOH mACOEt n-butanol Trolox L’acide ascorbique

Figure 27 : Les valeurs des Clso du test DPPH.

Daprés les résultats présentés dans le tableau 19, l'extrait acétate d'éthyle exhibe une

activité excellente par rapport aux standards Trolox et acide ascorbique, avec une valeur de

Clso: 5,54+0,19 pg/ml. 1l est important de souligner que les extraits butanolique et

hydroéthanolique présentent également une activité antioxydante puissante, avec des valeurs
de Clsp respectives de 9,94+0,07 et 15,31+0,21 pg/ml.
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I11.2. Test de PABTS :

L'action d'un antioxydant donneur d'hydrogene entraine la réduction du cation ABTS™" de
couleur bleu-vert en un état incolore. Cette transformation s'accompagne d'une disparition de
la couleur bleu-vert.

Figure 28 : Photos prise lors de dosage de I’activité ABTSe+

A partir des analyses réalisées sur les extraits, nous avons déterminé le pourcentage
d'inhibition du radical ABTS. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 20 :

Tableau 20 : Pourcentage d’inhibition de I’ABTS par les différents extraits.

% inhibition

Extraits 0.390625 0.78125 1.5625 3.125 6.25 125 25 Clso (ug/ml)
EtOH NA NA 12,20+1,41 | 15,42+2,95 24,24+1,00 79,37+2,30 91,99+0,78 8,75+0,23
AcOEt 0,96+1,25 4,30+0,95 10,18+2,19 | 29,54+3,67 76,67+1,67 92,39+0,30 92,45+0,78 4,43+0,02
n-butanol 1,59+1,40 1,82+2,40 5,28+0,75 13,35+0,95 39,27+2,00 87,61+3,98 90,26+3,30 7,71£0,29
Standards 0.78125 pg | 1.5625 g | 3.125 pg 6.25 ug 12.5 g 25 ug 50 ug Clso (pg/ml)
Trolox 14.74+0.37 | 26.15+0.65 | 51.70+1.51 | 89.72+0.67 92.89+0.19 92.89+0.19 91.84+1.19 3.21+0.06
L’acide 13.43+0.82 | 28.76+0.67 | 52.94+0.94 | 93.21+0.11 93.08+0.19 92.40+0.88 92.96+0.11 3.04£0.05
ascorbique
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Figure 29 : Les valeurs des Clso du test ABTS

Les résultats du test ABTS montrent que I'extrait ACOEt possede une activité antioxydante
puissante (Clso = 4,43+0,02 pg/ml) comparé aux standards testés, suivi de I'extrait n-butanol
(Clso = 7,71+0,29 pg/ml) et enfin de I'extrait EtOH (Clso = 8,75%0,23 pg/ml).

111.3. Test du FRAP :

Dans ce test, la couleur de la solution d'analyse vire du jaune au bleu-vert, en fonction du
pouvoir réducteur de chaque composé. Ce changement de couleur est révélateur de la capacité
des antioxydants a transformer le complexe Fe3*en ions ferreux Fe?*.

A ’ . ] | !
{ 4 b ) v o ARG -~

e - B o’ -

Figure 30: Photos prise lors de dosage de I’activité FRAP.



Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous :
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Tableau 21 : Absorbance du pouvoir réducteur par les extraits étudiés.

Aos
% inhibition (I.lg/ml)
Extraits 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
EtOH 0,27+0,03 | 0,40+0,06 | 0,64+0,07 | 1,00+0,13 1,86+0,54 3,24+0,87 | 3,61+0,93 | 8,98+1,44
AcOEt 0,39+0,04 | 0,80+0,19 | 1,41+0,19 | 2,05+0,21 2,97+0,47 3,86x0,17 3,44+0,40 3,70+1,07
n-butanol 0,36+0,05 | 0,46+0,04 | 0,95+0,04 | 1,43+0,22 2,41+0,13 2,99+0,12 3,22+0,29 5,90£0,32
Standards | 0.0976pg @ 0.195ug | 0.390 pg 0.781 ug 1.562 g 3.125 g 6.25 ug | Aos (Hg/ml)
Trolox 0.07+0.00 | 0.08+0.00 | 0.09+0.01 & 0.13+0.00 0.19+0.02 | 0.28+0.05 | 0.60+0.04 | 5.25+0.20
L’acide 0.07£0.00 | 0.09+0.01 | 0.12+0.01 | 0.17+0.01 0.25+0.02 | 0.47+0.03 | 0.79+0.09 | 3.62+0.29
ascorbique
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Figure 31 : Les valeurs des Aos du test FRAP.
Les capacités antioxydantes des extraits acétate d'éthyle et butanolique se situent dans la

méme gamme que celles des standards Trolox et acide ascorbique, on peut déduire que les

deux extraits acétate d’éthyle et butanolique présentent un meilleur pouvoir réducteur avec les

valeurs de Aoso: 3,70+1,07 et 5,90+0,32 pg/ml par rapport a 1’extrait hydroéthanolique.




I11.4. Test de phénantroline :
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Dans ce test l'antioxydant entraine la réduction du fer ferrique (Fe®*) en fer ferreux (Fe?").

Ce dernier réagit ensuite avec la phénantroline pour former un complexe stable de couleur

rouge-orangeé.

Figure 32: Photos prise lors de dosage de I’activité Fe?* -phénanthroline.

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous :

Tableau 22: Absorbance du complexe Fe*? — phenanthroline.

Aos
% inhibition (ug/ml)
Extraits 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
EtOH | 0,39+0,03 | 0,51+0,01 | 0,75+0,05 | 1,26+0,13 | 1,95+0,09 2,72+0,08 3,65+0,17 | 6,04+0,16
AcOEt | 0,62+0,05 | 0,96+0,10 | 1,62+0,09 | 2,54+0,32 3,65+0,33 | 4,51+0,19 4,32+0,12 | 2,05+0,37
n-butanol | 0,51+0,07 | 0,76+0,00 | 1,12+0,13 | 1,90+0,04 2,99+0,05 | 3,93+0,20 4,27+0,09 | 2,76%0,91
Standards | 0.0976ug | 0.195pg | 0.390 pg 0.781 pg 1.562 pg 3.125 pg 6.25ug | Aos (png/ml)
Trolox 0.25+0.01 | 0.24+0.01 | 0.26+0.01 | 0.26+0.00 | 0.32+0.01 0.38+0.01 | 0.56+0.02 5.21+0.27
L’acide 0.26+0.01 | 0.29+0.00 | 0.29+0.02 | 0.31+0.01 | 0.37+0.01 0.50+0.00 | 0.80+0.00 3.08+0.02
ascorbique




Chapitre 111 : Résultats et Discussion [ 52

5,21

3,08

N

[ERN

A0,5 (pg/ml)

HEtOH ®WACOEt M n-butanol Trolox L’acide ascorbique

Figure 33 : Les valeurs des Ao,s du test Fe?* -phénanthroline.

Daprés ces résultats, on peut deéduire que les extraits acétate d'éthyle et butanolique
présentent la meilleure activité de réduction du fer avec des valeurs d'absorbance Aos de
2,05%0,37 pg/mL et 2,76+0,91 pg/mL respectivement, supérieure a celle du Trolox et de
I'acide ascorbique. L'extrait hydroéthanolique se distingue également par une trés forte

capacité antioxydante, avec une valeur d'absorbance Aos de 6,04+0,16 pg/mL.

» Conclusion :

En conclusion ces résultats indiquent que les trois extraits acétate d’éthyle, butanolique et
hydroéthanolique, ont montré une activité antioxydante trés puissante. Il est a noter que
l'ordre d'efficacité des extraits étudies était le méme dans les quatre méthodes, ce qui confirme
la corrélation entre les methodes étudiées et la bonne pratique expérimentale.

Nos résultats montrent que l'extrait butanolique qui est le plus riche en polyphénols,
présente une activité antioxydante plus faible que celle de I'extrait acétate d'éthyle. On peut
expliquer cela par plusieurs facteurs, tels que la structure chimique des polyphénols,
notamment le nombre et la position des groupes hydroxyles et la nature des substituants
(groupements hydroxyles, methoxyles, glycosyles), qui ont un grand effet sur leur capacité a
neutraliser les radicaux libres et a agir comme antioxydants.

Donc, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-dépendant mais également structure-

dépendant.



Références
bibliographiques



Références bibliographiques [~ 54

Références bibliographiques :

[1] Hemissi, R. E. (2021). Extraction D'huiles Fixes Et Essentielles De L’espéce Végétal
Pinpeinella Anisum En Vue D'une Application Comme Agent Antioxydant, Anti-
Enzymathique Et Anti-Cholinesterase, Université Badji Mokhtar Annaba.

[2] Pietta, P G. (2000). Flavonoids As Antioxidants. J. Nat. Prod. 63(7), 1035-42.

[3] Les Plantes Medicinales. (2023). Recupere  Sur Index  Sante:
Https://Www.Indexsante.Ca/Chroniques/271/Plantes-Medicinales.Php

[4] Futura. (1997, October 06). Recupere Sur Futura-Sciences: Https://Www.Futura-
Sciences.Com.

[5] Baatouche, S., Seghiri, R., Benayache, F., Benayache, S. (2013). Les Flavoides Isoles
Des Parties Aeriennes De L'espéce Centaurea Nicaeansis, Université Freres Mentouri
Constantine.

[6] Beghadid Fatma, B. K. (2021). Etude Phytochimique De Deux Plantes Medicinales De
La Region De Saida, Université De Saida Dr Moulay Tahar.

[7] Famille Des Plantes. (2022, Aolt 30). Recupere Sur Creapharma.Ch:
Https://Www.Creapharma.Ch/Famille-Phyto.Htm.

[8] Potter, D., Eriksson, T., Evans, R. C., Oh, S., Smedmark, J. E. E., Morgan, D. R,
Kerr, M., Robertson, K. R., Arsenault, M., Dickinson, T. A., Campbell, C. S. (2007).
Phylogeny and Classification of Rosaceae. (Elsevier, Ed.) Plant Systematics and
Evolution, 266(1), 5-43.

[9] Rosaceae. (2015, Mars 08). Consulte Le Février 20, 2024, Sur Dictionnaire De
L'académie Nationale De Pharmacie:
Https://Dictionnaire. Acadpharm.Org/W/Rosaceae

[10] Garcia-Oliveira, P., Fraga-Corral, M., Pereira, A.G., Lourenco-Lopes, C., Jimenez-
Lopez, C., Prieto, M.A., Simal-Gandara, J. (2020). Scientific Basis for the
Industrialization of Traditionally Used Plants of the Rosaceae Family. Food
Chemistry.

[11] Les Rosacees, Famille Botanique Des Rosaceae. (S.D.). Consulte Le Février 22, 2024,
Sur Boutique Vegetale: Https://Www.Boutique-Vegetale.Com/C/Classification-
Botanique/Famille-Botanique/Rosaceae.

[12] Famille Des Rosaceae. (S.D.). Consulte Le Février 22, 2024, Sur Aujardin.Info:
Https://Www.Aujardin.Info/Plantes/Famille-Rosaceae.Php.



[13]

[14]

[15]

[16]
[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

Références bibliographiques [~ 55

Heywood, V. H. (1993). Flowering Plants of the World (2e Ed.). Oxford University
Press

Benabderrahmane, W. (2019). Etude Phytochimique Et Pharmacologique De
Crataegus Oxyacantha L. (Rosaceae) Et Cytisus Triflorus L’her. (Fabaceae).
Universite Freres Mentouri Constantine 1.

Munari, C. (2006) Vestigation Phytochimique De Plantes Alpines: Etude D'especes
Du Genre Oxytropis(Fabaceae) Et Isolement De Composes. In Antifongiques, P. 45
Rosacees. (S.D.). Recupere Sur Viagallica: Https://Viagallica.Com/V/Rosacees.Htm.
Reille, M. (2018). Rosacées. Consulté Le 03 31, 2024, Sur Https://Www.Arbres-
Lozere.Fr

Pfaf.Org. (S.D.). Consulte Le 02 27, 2024, Sur Plants For A Future:
Https://Pfaf.Org/User/Databasesearhresult. Aspx.

Plantes De La Famille Des Rosacées. (2024). Récupéré Sur Genialvegetal:
Https://Www.Genialvegetal.Net/

Boubertakh, H. E. (2020). Etude Phytochimique Et Evaluation Du Potentiel Antioxydant
D’une Espéce Du Genre Linum, Universite Freres Mentouri Constantine 1.

Bruneton, J. (2009). Pharmacognosie, Phytochimie, Plantes Medicinales (Ed. 4 Eme
Edition). (Lavoisier, Ed.) Paris.

Huang, M., Lu, J.-J., Huang, M.-Q., Bao, J.-L., Chen, X.-P., & Wang, Y.-T. (2012).
Terpenoids: Natural Products for Cancer Therapy. Expert Opinion on Investigational
Drugs, 21(12), 1801-1818.

Ntional Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 11276107, Cubebol. Retrieved June, 2024 from
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Cubebol.

Kdksal, M., Jin, Y., Coates, R. M., Croteau, R., Christianson, D.W. (2011). Taxadiene
synthase structure and evolution of modular architecture in terpene biosynthesis.
Nature, 469(7328),116-120. http://doi.org/10.1038/nature09628

Labbani, Pr. (2021-2022). Composés Phénoliques [Cours De Biochimie Veégétale,
Chapitre 4]. Faculté Des Sciences De La Nature Et De La Vie, Université De
Médecine (UFMC).

Baker, D. H. (2022). An Ethnopharmacological Review on the Therapeutical

Properties of Flavonoids and Their Mechanisms of Actions: A Comprehensive Review
Based On Up To Date Knowledge. Toxicology Reports, 9, 445-469.

Panche, A. N. (2016). Flavonoids: An Overview. Journal of Nutritional Science, 5.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Cubebol

Références bibliographiques [~ 56

[28] Hedera, K. (2005). Les Flavonoides : Structures, Proprietes Biologiques, Roles
Prophylactiques Et Emplois En Therapeutique. Phytotherapie, 5.

[29] Shen, N. E. (2022). Plant Flavonoids: Classification, Distribution, Biosynthesis, and
Antioxidant Activity. Food Chemistry, 383.

[30] Tapas,A. R., Sakarkar,D.M, Kakde,R.B. (2008). Flavonoids as Nutraceuticals.
Tropical Journal of Pharmaceutical, 7(3).

[31] Abdin, A. (2013). Evaluation Biologique Et Phytochimique Des Substancesnaturelles
D’hyptis Atrorubens Poit. (Lamiaceae), S"Electionn’Ee Par Un Criblage D’extraits De
42 Plantes. Faculte Des Sciences Pharmaceutiques Et Biologiques, French.

[32] Harborne, J. B. (2000). Advances in Flavonoid Research since 1992. Phytochemistry,
55, 481-504.

[33] Brown, D. E. (2001). Flavonoids Act As Negative Regulators Of Auxin Transport In
Vivo In Arabidopsis. 126, 524-35.

[34] Badshah,S.L., Faisal,S., Muhammad,A., Poulson,B.G., Emwas,A.H., Jaremko,M.
(2021). Antiviral Activities Of Flavonoids. Biomedicine & Pharmacotherapy.

[35] Emeraux, E. (2019). Proprietes Biologiques Des Flavonoides : Etude Bibliographique
Et Evaluation De L’activite Antioxydante. Sciences Pharmaceutiques.

[36] Merzouk, M. E. (2020). Contribution A L’etude Phytochimique Des Plantes
Medicinales Algeriennes : Le Genre Centaurea. Memoire De Master. Jijel, Universite
Mohamed Seddik Ben Yahia.

[37] Fecka, I. K. (2004).Optimization Of the Separation of Flavonoid Glycosides and
Rosmarinic Acid from Mentha Piperita on HPTLC Plates .J. Planar Chromatogr, Pp.
17-22.

[38] Mabry, T. M. (1970). The Systematic Identification of Flavonoids. Journal of Plant
Sciences, 254.

[39] Antonot,E., Marchal, R. (1998). Chromatographie (Stage MAFPEN). Edition Lycée
Louis Vincent, Pp. 26-28

[40] Harborne, J.B. (1966). In Comparative Phytochemistry (Goodwin, T.W., Ed.).
Academic Press, London.

[41] Le Facteur De Retard. (S.D.). Recupere Sur Labster. Consulté Le 04 Juin 2024:
Https://Theory.Labster.Com/Fr/Retardation-Factor.

[42] Bidet,D., Gaignault ,J. C., Girard ,P.,Trotin ,F.(1987). Inflammation, Allergie, Douleur
Et Acide Arachidonique : Du Jardin Des Hespérides A La Cascade De L’acide

Arachidonique : Les Flavonoides. L’actualit¢ Chimique. 89 - 97.



Références bibliographiques [~ 57

[43] Markham K.R., (1982). Techniques Of Flavonoids Identification, Academic Press,
London

[44] Rached,F(2014). Contributions A L’etude Des Composes Phenolique Des Cereeales
Et Leur Pouvoir Antioxydant, Universite Frere Mentouri Constantine 1.

[45] Harborne, J. B. (1988). The Flavonoids: Advances In Research Since 1980. Springer
Science+Business Media Dordrecht.

[46] Harborne, J.B. (1975). The Flavonoids (Vol. 1). (C. A. Hall, Ed.)

[47] Spectre RMN Du Proton. (S.D.). Mymaxicours. Consulté Le 15 Avril 2024. Recupere
Sur Mymaxicours: Https://Www.Maxicours.Com/

[48] Agrawal,P.K Et Markham,K.R. (1989). Carbon-13 Nmr Of Flavonoids. (Elsevier, Ed.)

[49] Smith, J. E. (2022). Quantitative Analysis of Phenolic Compounds In Plant Extracts.
Journal Of Phytochemistry, 10(2), 123-135.

[50] Bendif, H. (2017). Caracterisation Phytochimique Et Determination Des Activites
Biologiques In Vitro Des Extraits Actifs De Quelques Lamiaceae: Ajuga Iva (L.)
Schreb., Teucrium Polium, P. 52.

[51] Ben Moussa, M.T., Cherif,R.A., Lekhal,S., Bounab,A., Hadef,Y., (2020). Dosage des
composés phénoliques et détermination de [Dactivité antioxydant des extraits
méthanoiques de Brocchia cinerea VIS de I’Algérie ( Sud-Est), Algerian journal of
pharmacy.Vol.04 Num.2602-975X.

[52] Ferdjioui, S. (2020). Activites Biologiques de Deux Plantes Medicinales
Mentharotundifolial. Et Lamium Amplexicaulel.

[53] Antioxydants : Quels Roles Et Quels Bienfaits? (2022). Recupere Sur Polaar:
Https://Polaar.Com.

[54] Nafissa, Z. (2014). Contribution A L’étude De L’activite Hypoglycemiante Des
Extraits De Pistacia Atlantica Desf De La Reserve Nationale D’el-Mergueb (M'sila) -
Algerie. Biologie Et Ecologie Vegetale.

[55] Munteanu, I. G. (2021). Analytical Methods Used In Determining Antioxidant
Activity. International Journal Of Molecular Sciences (Int J Mol Sci), 22, 3380.

[56] Dejian Huang, B. O. (2005). The Chemistry Behind Antioxidant Capacity Assays.
Journal Of Agricultural And Food Chemistry, 53, 1841-1856.

[57] Kitts, N. L. (2014). Antioxidant Property Of Coffee Components: Assessment Of
Methods That Define Mechanisms Of Action. Molecules, 19, 19180-19208.

[58] Blois, M. (1958). Antioxidant Determinations By The Use Of A Stable Free Radical.
Nature, 181, 1199-1200.



Références bibliographiques [ 58

[59] Konan, K. V., Le Tien, V., Mateescu, M. A. (2016). Electrolysis-Induced Fast
Activation Of The Abts Reagent For An Antioxidant Capacity Assay.

[60] Ben Moussa, M. Khelil, Kh. Harkat, H. Lakehal, S. Hadef,Y. (2020). Chemical
composition, antimicrobial and antioxidant activity of the essential oil of Brocchia
cinerea VIS. from Algeria. Batna Journal of Medical Sciences (BJMS). 7. 122-128.
10.48087/BJMS0a.2020.7213.

[61] Mukhopadhyay, D. (2016). A Sensitive In Vitro Spectrophotometric Hydrogen
Peroxide Scavenging Assay Using 1, 10-Phenanthroline. Free Radicals And
Antioxidants, 6, 123-131.

[62] Singleton, VL et Rossi, JA (1965) Colorimétrie des composés phénoliques totaux avec
le réactif acide phosphomolybdique-phosphotungstique. Journal américain d'ecenologie
et de viticulture, 16, 144-158.

[63] Muller L., Gnoyke S., Popken A.M., V. Bohm V. (2010). Ntioxidant Capacity And
Related Parameters Of Different Fruit Formulations. Lwt - Food Sci. Technol, 43,
992-999.

[64] Topcu G., Ay A, Bilici A., Sarikiirkcti C., Oztiirk M., And Ulubelen A. 2007. A New
Flavone From Antioxidant Extracts Of Pistacia Terebinthus. Food Chemistry 103:
816-822.

[65] Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C.,
1999.Antioxidant ~ Activity  Applying  An Improved  Abts Radical
Cationdecolorizationassay. Free Radical Bio. Med. 26, 1231-1237.

[66] Ovyaizu, M. (1986). Etudes Sur Les Produits De Reactions De Brunissement : Activites
Antioxydantes Du Produit De Reaction De Brunissement Prepare A Partir De
Glucosamine. Journal Japonais De Nutrition, 307-315.

[67] Szydtowska-Czerniak, A. E. (2008). Determination Of Antioxidant Capacities Of
Vegetable Oils By Ferric-lon Spectrophotometric Methods. Talanta, 76, 899-905.

[68] Familias Urticaceae Y Rosaceae. (2012, Janvier 15). Consulte Le Fevrier 19, 2024,
Sur Slideshare: Https://Www.Slideshare.Net/Cristiansanchez10/Familias-Urticaceae-
Y-Rosaceae.

[69] Mabry, T. M. (1970). The Systematic Identification Of Flavonoids. Journal Of Plant
Sciences, 254.

[70] Sun, J.,, Chen, P., Lin, L.Z., Harnly, JM. (2011). A Non-Targeted Approach To
Chemical Discrimination Between Green Tea Dietary Supplements And Green Tea
Leaves By Hplc/Ms. Ournal Of Aoac International, 94, 103-111.



Conclusion générale




Conclusion générale [~ 59

Conclusion générale

Afin de bien exploiter et valoriser la flore algérienne qui recele un fort potentiel et émerger
ses propriétés médicinales qui attirent aujourd’hui I’attention des scientifiques du monde
entier, nous avons étudié une plante de la famille des Rosaceae, choisie pour sa concentration
significative en flavonoides. Dans ce contexte, notre démarche s’est concentrée sur une étude
phytochimique visant & isoler et a identifier les flavonoides présents dans 1’extrait acétate
d’éthyle, tout en évaluant le potentiel antioxydant des trois extraits, a savoir ’extrait acétate

d’éthyle, butanolique et hydroéthanolique.

Nous avons mis en ceuvre une combinaison de techniques chromatographiques, incluant
notamment la chromatographie sur colonne (CC) et la chromatographie sur couche mince
(CCM). Ce qui nous a permis a 1’isolement de trois composés purs désignés les noms de P;,
P, et Ps.

Par ailleurs, la caractérisation structurale des flavonoides isolés a été réalisée en utilisant
des techniques d'analyse spectroscopique, notamment la RMN *H et la spectroscopie UV, en
prenant en considération le profil chromatographique (Rs), permettant ainsi I'identification du

produit P; comme étant le Kaempferol.

L’étude biologique vise a évaluer les propriétés bioactives des trois extraits
hydroéthanolique, acétate d’éthyle et butanolique de la plante étudiée. Cette évaluation inclut
une analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides, ainsi que 1’évaluation de

leur activité antioxydante.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectuée
respectivement par la méthode de Folin-Ciocalteu et la méthode au nitrate d'aluminium,
révelant la présence de quantités significatives de polphénols totaux et de flavonoides dans les

extraits acétate, de butanol et hydroéthanolique.

L’activité antioxydante des trois extraits a été évaluée au moyen de quatre méthodes
différentes : le piégeage des radicaux DPPH, ABTS et le test du pouvoir réducteur (FRAP) et
le teste de la phénanthroline. Les résultats ont révélé une activité antioxydante significative

pour les trois extraits selon les quatre méthodes d’évaluation.
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Cette étude a mis en évidence l'activité antioxydante remarquable de la plante étudiée,
attribuable a sa teneur élevée en polyphénols et flavonoides. Ces résultats prometteurs ouvrent
la voie a de multiples perspectives d'utilisation de cette plante de la famille des Rosaceae et
constituent une avancée significative dans la recherche de substances naturelles
biologiquement actives. Cependant, des études complémentaires telles que 1’investigation

d’autres métabolites secondaires et activités biologiques sont souhaitables.



Summary

This research work focuses on the phytochemical investigation of a medicinal plant
belonging to the he Rosaceae family. It also evaluates the antioxidant activity of the ethyl
acetate, butanolic and hydroethanolic extracts along with their polyphenol and flavonoid

contents, to better appreciate its biological properties.

This study allowed us to isolate three compounds Pi1, P> and Ps from the ethyl acetate
extract of the plant by CC and TLC chromatographic methods. Compound P: has been
identified as a Kaempferol flavonoid through the use of ultraviolet spectroscopy (UV) and

proton nuclear magnetic resonance (RMNH) techniques.

Results indicate that the ethyl acetate, butanolic, and hydroethanolic extracts contain high
levels of total polyphenols and flavonoids. Additionally, evaluation of antioxidant activity
using four methods (DPPH, ABTS, FRAP, and phenotroline) demonstrates that these extracts

possess significant antioxidant potential.

Keywords: Rosaceae, flavonoids, DPPH, ABTS, FRAP, phenantroline, polyphenols,

flavonoide.



Résume

Ce travail de recherche a porté sur l'investigation phytochimique d’une plante médicinale
de la famille des Rosaceae, et sur I'évaluation de I’activité antioxydante des extraits obtenus et
de sa teneur en polyphénols et flavonoides totaux pour mieux apprécier ses propriétés

biologiques.

Cette étude nous a permis d'isoler trois composés P1, P2 et Pz a partir de I'extrait acetate
d'éthyle de la plante par les méthodes chromatographiques CC et CCM. Le compose P; a été
identifie comme étant un flavonoide de type Kaempferol grace a l'utilisation des techniques

spectroscopiques ultraviolette (UV) et résonance magnétique nucléaire du proton (RMN?*H).

Les résultats de I’étude ont montré que les extraits acétate d’éthyle, butanolique et
hydroéthanolique présentent des niveaux éleves de polyphénols totaux et de flavonoides
totaux. De plus, 1’évaluation de I’activité antioxydante a travers quatre méthodes (DPPH,
ABTS, FRAP et phénonthroline) a révélé un potentiel antioxydant significatif pour ces trois

extraits.

Mots-clés : Rosaceae, flavonoides, DPPH, ABTS, FRAP, phénonthroline, polyphénols,

flavonoides.



aile

aui A ALYl (Rosaceae Alile (o (b bl Alas gidl) Au) pall e Gl 13 S g
5 dsbsd) Galiiae  JEY) OA Galiine) @bl 1agd Clialitiue A5 5008 sliaall Ll
ailod agil Cilaysi ddally ¥ il e SN Walginay (Gl Jpy) Galiia
Qi IS5 a5l gl

iy ey 5 Qi) SR aliius e Py 5 Pp 5 Py LS e A5 Jaady ) 038 Cinans
oo soke s Al 5 Py oAl Ay 30a3 5 (CCM 5 CC) Adlide 48l gila s S s
Ll (568 22300 adal) Jidail) s g Al e gile SN aibadd) e lalaic] Kaempferol
. (RMN*H)O 535l uphalinall (5 5 5ill ()l Adlhae 5 (UV)

Slo ssind i s uelly olgil sl s JiY) il Glaliiue G Auljall gl @ ekl
Ll andi C2lS celly ) ALYl 2 @3l Meal s Jsudd ll (Jlaa) e ddle @l gl
o= (phenanthroline s FRAP 5 ABTS 5 DPPH) Gk el JBa (e 32083 sliadl)
AN claliiial sied 32uSY) Calaliaal 3 S i)

«Y suid ll phénonthroline  <FRAP  <ABTS DPPH Rosaceae :4zalidal) cilals!)

(il 55 AN



Année universitaire : 2023-2024 Présenté par :

DIFALLAH nouha &BENRABAH soundous

Valorisation d’une espece de la famille des Rosaceae

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master |1 en Biochimie Appliquée

Résumé

Ce travail de recherche a porté sur l'investigation phytochimique d’une plante médicinale de la famille des
Rosaceae, et sur I'¢valuation de I’activité antioxydante des extraits obtenus et de sa teneur en polyphénols et
flavonoides totaux pour mieux apprécier ses propriétés biologiques.

Cette étude nous a permis d'isoler trois composés P1, P2 et P3 a partir de I'extrait acétate d'éthyle de la plante
par les méthodes chromatographiques CC et CCM. Le composé P; a été identifié comme étant un flavonoide de
type Kaempferol gréace a l'utilisation des techniques spectroscopiques ultraviolette (UV) et résonance
magnétique nucléaire du proton (RMN*H).

Les résultats ont révélé que les extraits acétate d’éthyle, butanolique et hydroéthanolique contiennent des
teneurs élevées de polyphénols totaux et de flavonoides totaux.
Les résultats d’évaluation de I’activité antioxydante par quatre méthodes (DPPH, ABTS, FRAP et

phénonthroline) ont montré que ces trois extraits possedent un potentiel antioxydant tres considérable.

Mots-clés: Rosaceae, flavonoides, DPPH, ABTS, FRAP, phenonthroline, polyphénols, flavonoides.
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