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Introduction générale

Vutroduction génénale

Depuis la nuit des temps, les plantes médicinales constituent un pilier essentiel dans la
prévention et le traitement des maladies. Aujourd’hui encore, leur usage suscite un intérét
croissant a 1’échelle mondiale, tant dans les pays en développement, ou elles demeurent un
recours thérapeutique privilégié, que dans les pays industrialisés, ou elles représentent une
source majeure d’innovation pour la découverte de nouveaux agents pharmacologiques. Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 80 % de la population dans certaines
régions, notamment en Afrique et en Asie, dépend encore des remedes d’origine végétale pour
les soins de santé primaires (Tiwari, 2008).

Les substances naturelles issues des plantes occupent ainsi une place centrale dans la recherche
pharmaceutique moderne. Il est établi que plus de 60 % des médicaments actuellement
commercialisés dérivent, directement ou indirectement, de composés naturels. Pourtant, seule
une infime partie de la biodiversité végétale mondiale a été explorée pour ses vertus
thérapeutiques, laissant entrevoir un potentiel immense encore inexploité.

L’Algérie, de par sa position géographique, sa diversité climatique et sa richesse floristique,
constitue un véritable réservoir de biodiversité végétale, avec plus de 3000 especes recensées,
dont 15% est endémique (Quezel et santa, 1962). Cette richesse offre un terrain propice a la
recherche de molécules bioactives d’intérét thérapeutique. Cependant, de nombreuses especes
restent encore inexplorées, aussi bien sur le plan phytochimique que pharmacologique.

Le présent travail de recherche s’inscrit dans cette dynamique de valorisation des ressources
naturelles et constitue une contribution a I’étude de la flore du nord de I’ Algérie. Il porte sur
I’investigation phytochimique et [’évaluation de [D’activité antioxydante d’une plante
appartenant a la famille des Asteraceae.

Les espéces de la famille des Asteraceae ont, au fil des recherches chimiques antérieures, ont
montré une diversité impressionnante de métabolites secondaires d’intérét biologique. Parmi
ceux-ci, on distingue les sesquiterpénes et sesquiterpénes lactones (Zidorn, 2008; Oleksandr
et al., 2019), les diterpénes (Stefan Safer et al., 2011)), les triterpénes (Boutaghane et al.,
2013), les flavonoides (Boutaghane et al., 2013; Lehbili et al., 2018), les saponosides

triterpéniques (Lehbili et al., 2018) ainsi que les acides phénoliques.




Introduction générale

Notre travail de recherche sera présenté globalement en deux parties :

*

X/
°e

X/
L X4

La premiére partie concerne la recherche bibliographique, réunit en trois chapitres
distincts :

Le premier chapitre, consacré aux aspects botaniques incluant la présentation de la
famille astéracée. Leurs répartitions géographiques, usages traditionnels.

Le deuxieme chapitre, concerne 1’étude bibliographique des métabolites secondaires
(polyphénols, flavonoides) : leur définition, leur classification ainsi que leur intérét
thérapeutique.

Le troisieme chapitre, est un apercu sur les activités biologiques, avec quelques
méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante.

La deuxieme partie du manuscrit évoque nos travaux personnels menés en deux
chapitres :

Matériel et méthodes : résume les travaux expérimentaux réalisés dans le cadre de
I’investigation phytochimique et 1’évaluation des activités biologiques antioxydante
(DPPH, TAC, et Phenanthroline) de deux extraits butanolique et brut, ainsi que la
chromatographie sur couche mince et spectrométrie de masse a haute résolution
(LC/MS/MS) utilisées pour réaliser ce travail.

Résultats et discutions : présente les résultats obtenus, leurs discussions et leurs

comparaisons avec des études antérieurs réalisées.

Enfin le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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1.1. Famille des Asteraceae

|.1.1. Généralités

La famille des Asteraceae, également appelée Composées (ou Compositae en latin), fait
partie des plus grandes familles de plantes dicotylédones. Le nom Asteraceae vient du mot grec
Aster qui signifie étoile en relation avec la forme de la fleur. Elle regroupe prés de 25 000 a
35000 espéces réparties sur 1600 a 1700 genres ce qui en fait la deuxieme famille la plus
importante des Angiospermes (Dupont et al., 2012; Funk et al., 2005; Heywood et al., 2007),
apres les Orchidaceae (avec 25 000 especes), mais avant les Fabaceae. Le sol algérien abrite

pres de 109 genres et plus de 408 espéces appartenant a cette famille (Quezel et Santa, 1963).

Si la plupart sont des plantes herbacées, certaines sont arbustives, au feuillage persistant ou des
sous-arbrisseaux, d’autres sont des especes de ligneuses grimpantes. Les herbacées peuvent étre
annuelles (soucis), ou vivaces, rhizomateuses (aster), a racine pivotante (pissenlit) ou tubéreuse

(topinambour).

Les plantes de la famille des Asteraceae se trouvent a travers le monde entier (Figure 1). Cette
famille cosmopolite présente une distribution géographique mondiale, a I'exception de
I'Antarctique. Elles s'adaptent bien aux régions tropicales et subtropicales semi-arides, a la
toundra alpine et arctique, ainsi qu'aux zones tempérées. Les especes de cette famille peuvent
aussi pousser dans les régions froides (Bruneton, 2007), cependant, leur présence reste limitée
dans les foréts tropicales.

q = _—'--i—!-—'-l"‘\—-_.
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Figure I. 1 : Répartition de la famille des Astéracées dans le monde
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I .1.2. Description botanique de la famille Asteraceae

Cette famille se caractérise principalement par sa structure florale uniforme, sa grande
diversité écologique, son caractére cosmopolite et son inflorescence en capitule., ¢’est -a-dire
serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules placées sur I’extrémité d’un rameau ou d’une
tige ou entourées d’une structure formée par des bractées florales. Cette structure en forme de

coupe ou de collerette est appelée un involucre.

= Lesfleurs (fleurons), stériles, unisexuées ou hermaphrodites, sont caractérisées par leurs
anthéres soudées,

= L’inflorescence en capitule qui comprend un réceptacle sur lequel sont insérées des
fleurs formant ainsi une « fleur composée », d'ou l'ancien nom de la famille
(Compositae) (Figure 02)

= Le capitule présente un réceptacle entouré par un involucre de bractées stériles. Les
fleurs sessiles s’insé€rent sur le réceptacle qui peut étre bombé, plan ou concave, et
dépourvu ou non de paillettes (correspondant aux bractées des fleurs), caractére de
détermination.

= Lacorolle est généralement formée de 5 pétales. Elle peut étre réguliere, formant alors
des fleurons ou fleurs tubuleuses, ou irréguliére. Le limbe, qui termine le tube de la
corolle, peut étre déjeté sur le coté et prendre la forme d'une lame aplatie avec 3 ou 5
dents, ce qui correspond a des demi-fleurons ou fleurs ligulées (Figure 02).

= Les fruits sont des akenes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus qui

favorise la dispersion des graines par le vent.

o
o e~

Akéne avec
pappus de
.3 Sojes piumeuses

Anthéres ©
soudées a

Diagramme floral

Figure 1. 2 : Représentation schématique des différents organes de plantes Asteraceae

)
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I .1.3. Position systematique de la famille Asteraceae

La classification de la famille des Astéracées est particulierement complexe et varie
selon les chercheurs. Les especes de cette famille ont fait I'objet de nombreuses études visant a
¢tablir une classification plus détaillée. On peut subdiviser I’'immense famille des Asteraceae

en cing sous-familles principale (Figure 03) :

»= Les Barnadesioideae et Mutisioideae sont des arbustes ou des plantes herbacées,
principalement originaires d'’Amérique du Sud. Ce sont des formes archaiques des
Astéracées, dont les fleurs présentent une corolle zygomorphe bilabiée a 1/4 (pour les
Barnadesioideae) ou a 2/3 (pour les Mutisioideae). La sous-famille des Mutisioideae
inclut des plantes comme le Gerbera, une espéce sud-africaine cultivée pour ses

magnifiques capitules en forme de marguerite.

Barnadésioidées

Mutisioidées

. Carduoidées

Cichorioidées

Astéroidées

Figure I. 3 : Classification des Asteraceae d’aprés APG, simplifiée, en photo, Barnadesia,
arbuste represente les Asteraceae primitives (Dupont et Guignard 2012).

» Les Carduoideae se caractérisent par des fleurs typiquement roses, bleues ou pourpres,
toutes tubulaires, comme celles que I'on trouve dans le capitule du Bleuet (Figure 04).
Cette sous-famille comprend des plantes comme les Chardons, les Cirses et de

nombreuses Astéracées épineuses presentes dans la région méditerranéenne.”
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Figure 1. 4 : lllustrations de Cyanus cyanus L (Bleuet).
Les Cichorioideae regroupent des Astéracées produisant du latex, un caractére que I'on
retrouve dans des especes comme Lactuca (laitue) ou Laiteron. Les capitules de ces
plantes ne contiennent que des fleurs ligulées, qui se terminent par cing dents, formant

ainsi une languette généralement jaune, parfois bleue.

Les Astéroidées, avec environ 16 000 espéces, constituent la majorité des Asteraceae.
Ce groupe diversifié se caractérise par ses capitules « radiés », avec des fleurs tubulées,
généralement jaunes, au centre, et des fleurs ligulées a la périphérie, souvent blanches
et terminées par 3 dents, comme c'est le cas chez la marguerite. Ce groupe inclut
également des espéces ayant perdu secondairement leurs fleurs ligulées, telles que les

Armoises.

Les Astéroides sont elles-mémes divisées en plusieurs tribus, parmi lesquelles les plus
importantes sont : les Anthémidées, les Astérées, les Sénécionées et les Hélianthées.

Deux groupes de chercheurs (Baldwin et al.,2002 ; Panero et Funk, 2002 ; Panero et

Funk, 2007 ; Panero et Funk, 2008) ont développé un nouveau systéme de classification fondé

sur des criteres de la phylogénie moléculaire. Ils ont intégré I'ensemble des caracteres héritables,
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allant des traits visibles (qui constituent la base des classifications traditionnelles) jusqu’aux

séquences d'’ADN, en passant par les protéines et les données paléontologiques.

Cette méthode a permis de diviser la famille des Asteraceae en 12 sous-familles (figure5) et 43
tribus. Les sous-familles ainsi définies sont : Barnadesioideae, Stifftioideae, Mutisioideae,
Wunderlichioideae, Gochnatioideae, Hecastocleidoideae, Carduoideae, Pertyoideae,
Gymnarrhenoideae, Cichorioideae, Corymbioideae et Asteroideae. Parmi les tribus identifiees,
on trouve : Barnadesieae, Stifftieae, Nassauvieae, Dicomeae, Tarchonantheae, Arctotideae,

Astereae, Anthemideae, Heliantheae, Cichorieae et Cardueae.

Barnadesioideae : 9 genres, 93 espéces. Amérique du sud, principalement les Andes,

Stifficideae : Amérique du sud et Asie.

\ Mutisioideae : 58 genres. 750 espéces. Amérique du sud

Wenderlichioideae : 8 genres, 24 espéces. Surtout au Venezuela et en Guyane.

Gochnatioudeae : 4 ou 5 genres et 90 espéces.

Hecastocleidoideae : seulement Hecastocleis shockievi. Sud-Ouest des Etats Unis.

Carduoideae : 83 genres, 2500 espéces. Dans le monde entier.

Pertyoideae : 5 ou § genres et 70 espéces.

Cichorioideae : 224 genres, 3200 espéces. Dans le monde entier.

Coryvmbioideae : seulement le genre Corvmbinum avec 7 espéces.

Asteroideae : 1130 genres et 16200 espéces. Dans le monde entier.

Figure 1. 5: Classification sous familiale phylogénétique des Asteraceae selon Panero et
Funk.

I .1.4. Etudes chimiques et biologiques antérieures

Les données phytochimiques se rapportant aux genres de la famille Astéracée ont été
rapidement développées pendant les vingt derniéres années. En effet, une centaine d’especes de
cette famille ont déja fait I’objet d’études phytochimiques et plusieurs centaines de composés
ont été identifiés dont la majorité appartient a la classe des terpenes et phénols, plus précisement

les dérivés diterpéniques et flavonoidiques.

Les données phytochimiques approfondie se rapportant aux genres de la famille
Asteraceae, ont été rapidement développées pendant les trente derniéres annees. En effet, une

centaine d’espéces de cette famille ont déja fait 1’objet d’études phytochimiques et plusieurs

Gyvmnarrhenoideae : seulement Gymnarrhena micrantha. Afrique du nord.
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centaines de composes ont été identifiés dont la majorité appartient a la classe des
sesquiterpenes et les sesquiterpenes lactones (Zidorn, 2008; Oleksandr et al., 2019), les
diterpénes (Stefan Safer et al., 2011) et les triterpenes (Boutaghane et al., 2013) les
flavonoides (Boutaghane et al., 2013; Lehbili et al., 2018) triterpenes saponosides (Lehbili et
al., 2018) , Les acides phénoliques etc, dont nous allons donner quelques exemples de
structures. Les pages qui suivent en sont I’illustration, avec une mention particuliere pour les

flavonoides et saponines triterpéniques en raison de leur prédominance.

Dix-huit flavonoides (1-18) avec différents squelettes et différentes parties osidiques ont
été isolées a partir des extraits ACOEt et n-BuOH de la plante Atractylis. flava (Chabani et al.,
2016), ainsi que les feuilles d’Atractylis. Gummifera. On note I’identification de cing
flavonoides non glycosylés (1-5) (chrysine, apigenine, quercétine, ladanéine et isorhamnetine),
cing autres flavonoides mono-glycosilés (6-10) (isorhamnetine-3-O-glucuronide, atraflavoside
A, orientine, isoorientine et isorhamnétine-3-O-robinobioside) et huit flavonoides di-glycosilés
(11-18) (tiliroside, narcissine, vicenine 3, schaftoside, isoschaftoside, neocorymboside,

vicenine 2 et atraflavoside B).

E
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= L[’étude phytochimique des extraits chloroformique et acétate d’éthyle des parties
aériennes de Chrysanthemum macrocarpum (Asteraceae) (Boutaghane et al., 2013) a conduit
a I’isolement et I’identification de 7 flavonoides : Apigénine (1), 7-O-methylapigenine (2),
Apigénine-7-0O-glucoside (3), kaempferol-3-O-glucoside (5), kaempférol-7-O-glucoside (6),

lutéoline-3- O-glucoside (7) et 6-C-glucosyl-8-Carabinosylapigénine (4)

B
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1y kR =R'=R"=H

(2) R=R=HR'-CH, . ,
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(4) R= Ara, R'= H, R*=Glx (6) R=-HR-0k

» [’étude phytochimique portant sur la plante entiere Calendula stellata Cav.
(Asteraceae), (Lehbili et al., 2018) a abouti a I’isolement de deux flavonoides Quercétine-3-O-
B-D-galactopyranosyl (hyperine) (1) et  3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D-
galactopyranosyl-isorhamnetine (2).
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= L’investigation chimique menée sur I’espece Atractylis. flava (Chabani et al., 2016) a
abouti a I’isolement et la caractérisation de plusieurs métabolites secondaires de type
flavonoides et triterpénes, ainsi que trois saponines nouvelles (1-3) dérivées d’acide

gypsogenique et I’acide quillaique a partir de I’extrait n-BuOH.

HOMC
HICy
HOy

HOOC
HO 0o & /ye/
||m ¥ CHO HO 0

HO
4]
o 1 OH o

O oH
HO) O OH
N on HO "um“ OH

CH OH

(1) R=H, R,=0H (¥ (3
(1) R=OH,R:=H {Ara)

Vingt saponines triterpéniques (1-20) ont été isolées pour la premiere fois a partir de la plante
entiére Calendula stellata dont cing décrites pour la premiére fois dans la littérature (Lehbili et
al., 2018)
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I .1.5. Usages traditionnels des Astéracées

En corrélation avec les différents usages traditionnels des plantes de la famille
Asteraceae, diverses études biologiques ont été menées afin de déterminer les différentes
activités biologiques susceptibles d’étre exploitées ultérieurement a des fins thérapeutiques. La
majorité d’entre elles concernent les effets anti-oxydant, antimicrobien, antiprolifératif [19],
anti-infection, anti-inflammatoire, antinociceptif,..... etc. Dans ce qui suit, nous allons citer

quelques exemples d’espéces de tres grande importance thérapeutique :

e En médecine traditionnelle italienne, Les racines de Carlina acanthifolia All. sont
utilisee, comme diurétique et cholagogue. Des études ont montre que les racines de cette
plante participent a la promotion de la transpiration et la sécrétion, par contre en
Bulgarie elles ont des propriétés anti-inflammatoires et diurétiques. (Leporatti et
lvancheva., 2003 ; Bordevic et al., 2007)

e Carlina canariensis Pit est utilisee comme laxatif et Carlina salicifolia (L. fil.) Cav.

est employée comme fourrage pour bétail. (Darias et al., 1989)

3
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chinoise. Cette espéce, commercialisée sous le nom de « Yuzhou Loulu », est employée
pour stimuler la lactation ou « détoxifier » I’organisme (Zhang et Ma, 2010). Les
racines de cette méme espéce ainsi que celles d’E. latifolius peuvent également étre

utilisées pour traiter certains cancers (Graham et al., 2000).

En Inde, la plante entiére d’E. echinatus est utilisée comme antalgique et comme anti-
inflammatoire, alors que les racines constituent un remede contre la fievre et la toux
(Singh et al., 1989). Celles-ci peuvent également étre utilisées comme diurétique ou
pour soulager certains troubles uro-génitaux. Administrées avant 1’accouchement, elles
permettraient d’accélérer la délivrance (Padashetty et Mishra., 2007). Des indications
semblables sont rapportées au Maroc pour les racines de 1’espéce E. spinosus

(Lahsissene et al., 2009).

Au Cameroun, les racines d’E. giganteus sont ajoutées a certaines préparations
culinaires pour prévenir certains troubles cardiaques et gastriques (Tene et al., 2004).
En Ethiopie, certaines espéces de ce genre sont indiquées dans le traitement de certains
troubles cardiaques, de la migraine, de diarrhées, des hémorroides ainsi qu’en tant que

vermifuge. (Hymete et al., 2005).

Les extraits de différents organes de Chromolaena. odorata ont été utilisés en médicine

traditionnelle pour traiter diverses maladies.

Au Vietnam et dans d’autres pays tropicaux, les feuilles fraiches ou la décoction ont été
utilisées pendant longtemps pour le traitement de la morsure de sangsue, de la blessure
de tissus mous, blessures de brulures, de I’infection de la peau et de la dentoalvéolaire.

(Le., 1995 ; Phan., 2001 )

En Cote-d'lvoire, ils ont été utilisés dans la pharmacopée pour soigner les douleurs
abdominales et les céphalées (Bedi et al., 2004), comme cicatrisant et agent antiseptique
local. (Bamba et al.,1993)

La décoction des feuilles est utilisée comme boisson pour le traitement du paludisme et
du diabéte. Le pétrissage des feuilles est employé, apres solubilisation de la pate obtenue

dans de I’eau, comme purge pour le traitement de la diarrhée. (N’guessan et al., 2009)

En Thailande, la décoction des tiges de la plante peut étre utilisée en cas d'hémorragie
pulmonaire. (Thakong, 1999)

j
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En Algérie, Calendula. officinalis, Calendula. arvensis et Calendula. algériensis sont
utilisées depuis longtemps dans la médecine traditionnelle pour calmer les douleurs de

téte et de dents, et comme antiseptique et vulnéraire.

En usage interne: une infusion obtenue des fleurs est utilisée dans les cas

d’engorgement du foie, de céphalées et comme dépuratif.

En usage externe : la décoction serait utile pour soigner les affections des yeux (en
application sous forme de compresses), les brulures, ulcéres, les crevasses, les abces,
les furoncles, I’acné, les engelures, les irritations cutanées, I’eczéma et les plaies de
toute nature. Le principe colorant contenu dans les fleurs pourrait étre utilisé comme

colorant pour teindre les cheveux (Baba Aissa, 1991).

En médecine Coréenne et Chinoise, Chrysanthemum indicum est utilisée comme
remede antibactérien et anti-inflammatoire elle est utilisée aussi pour traiter plusieurs
maladies infectieuses et les troubles d’hypertension (Cheng et al., 2005). Alors que C.
morifolium Ramat est utilisée comme complément alimentaire ou tisane, puisqu’elle est
considérée comme un aliment de santé par de nombreux consommateurs. Afin d’établir
une assise scientifique a cette pratique, 1’ investigation des activités antioxydante (Kim
et Lee., 2005), antitumorale (Miyazawa et Hisama, 2003) et protection

cardiovasculaire (Jiang et al., 2004) a été mise en ceuvre.

En médecine traditionnelle Marocaine, C. Segetum est utilisée pour traiter des maladies

hépatiques et les troubles de la vésicule biliaire. (Bellakhdar et al., 1991)

Plusieurs especes du genre Atractylis ont des propriétés thérapeutiques remarquables, et
sont utilisées en médecine traditionnelle, a titre d’exemple et au Maroc, la racine
desséchée de Atractylis gummifera L. connue sous le nom de chardon a glu (Addad ou
cholk el-eulk) est utilisée pour arréter les hémorragies et pour provoquer les
vomissements. Elle est utile contre 1’épilepsie et I’hystérie et guérit les cedemes. Elle est
aussi reconnue pour ses propriétés diurétiques et antipyrétiques, et pour le traitement

des parasites intestinaux et les ulceres ainsi que des morsures de serpents.

En usage externe, A. gummifera est utilisée pour ses propriétés cicatrisantes en
applications locales, en frictions ou en cataplasmes, dans le traitement de la gale, des
taches de rousseur, des boutons d’acné, des chancres syphilitiques, des abces et des

furoncles. (Daniele et al., 2005 ; Skalli et al., 2002)

3
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I .1.6. Quelques activités biologiques reconnues des Asteraceaes

Les especes de la famille Asteraceae ont fait I’objet de plusieurs études biologiques pour
déterminer les différentes activités pharmacologiques susceptibles d’étre exploité dans le
domaine de la thérapeutique. Elles concernent principalement : I’activité antivirale(Borgo et
al., 2024) (anti-VIH) (Kalvatchev et al., 1997), antioxydante (Fonseca et al., 2010),
antibactérienne (Hamad et al., 2011), antitumorale (Ukiya et al., 2006), anti-inflammatoire

(Sanchez et al., 2025)et antiulcérogéne (Melakhessou et al., 2018 ; Preethi et al., 2009).

E
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11.1. Généralités des composée phénoliques :

Les composés phénoliques, également appelés polyphénols, sont des métabolites
secondaires produits par les plantes. On les retrouve dans tous les organes végétaux (Beta et
al.,2005). Leur structure de base repose sur la présence d’au moins un noyau aromatique
(benzénique) auquel est attaché un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou impliqués dans
d’autres fonctions chimiques telles que les éthers, les groupes méthyles ou esters (Bruneton,

2016).

Prés de, 10 000 composés naturels répondant a ces criteres ont été isolés et caractérises
(Bruneton, 2016). Sur la base de leurs structures chimiques, ces composés sont regroupés en
plusieurs familles, notamment les anthocyanes, les coumarines, les lignanes, les flavonoides,
les tanins, les quinones, les acides phénoliques, les xanthones, les stilbénes, entre autres
(Hennebelle et al., 2004). IIs peuvent se présenté sous forme de monomeres, de polymeéres ou
de structures complexes, avec une masse moléculaire pouvant atteindre jusqu’a 9000 uma
(Harbone, 1993). Ces métabolites secondaires sont produits par les plantes au cours de leur
développement, mais également en réponse a divers stress environnementaux tels que les

infections, les blessures, les radiations ultraviolettes, etc. (Bruneton, 2009).

Les principales classes de composés phénoliques sont regroupées dans le tableau 11.1.

E
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Tableau I1. 1 : Principales classes de composés phénoliques
Squelette carboné Classe Exemple
Non flavonoides

Cs Phénols simple Catéchol
Ce-C1 Acide hydroxy benzoique p- hydroxy benzoique
Cs-Cs Acide hydroxycinnamique Acide cafeique et ferulique

caumarine Scopolotine, esculetine
Ce-C4 Naphtoquinones Juglone
Ce -C2-Cs Stilbénes resvératrol
(Ce-Ca): Lignane Pinorésinol
(Ce-Cs3)n Lignine Matairésinol
(C6-C3-Cé)n Tanins condensés Prodelphinidine
(Ce-Co)n Tanins hydrolysable Castalagine

Flavonoides

Ce-C3-Cs Flavonoides

- Flavonols Kaempférol, quercétine

- Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine

- Flavanols

Catechine, épicatéchine
- Flavanones

Isoflavonoides

Naringénine

Daidzéine

3
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11 .2. Biogénése des composes phénoliques

Les composés phénoliques proviennent de deux principales voies d’aromagenése : la

voie de I’acide shikimique et celle de I’acétate.

Voie shikimate : La voie la plus répandue est celle qui, en passant par le
shikimate, joue un role essentiel dans la régulation du métabolisme de la voie des
phenylpropanoides. Elle permet la transformation des oses en acides aminés aromatiques,
principalement la phénylalanine et la tyrosine. Par désamination de ces acides aminés aux
acides cinnamiques et leurs dériveés, tels que les acétophénones, les acides phénoliques, les

coumarines, les lignanes, les lignines, entre autres (Ellis, 2009 ; Roberts, 1996).

Acétophénone  Acide phénol Coumarine

- o
H vH 0
M >

i

Acide gallique

Le

Phényléthanone Coumarine (+)-Sesamine

+*

I’acétate et meéne a la formation de poly-f-cétoesters de longueurs variables, appelés

Voie acétate : ’autre voie biosynthétique majeure débute a partir de

polyacétates. Par des réactions de cyclisation telles que la condensation de Claisen ou
la condensation aldolique, ces précurseurs donnent naissance a une grande diversité de
composés souvent polycycliques, parmi lesquels on retrouve les chromones, les

isocoumarines, les depsides, les depsidones, les quinones, etc.
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La diversité structurale des composés phénoliques s’explique par leur double origine
biosynthétique, issue a la fois des voies du shikimate et de I’acétate. Cette pluralité est d’autant
plus marquee que ces deux voies peuvent parfois intervenir simultanément dans la biosynthése
de métabolites d’origine mixte, tels que les flavonoides, les stilbénes, les pyrones ou encore les

xanthones (Hemingway et al., 1992 ; Geissamn,1972)

Flavonoide Stilbiéne Pyrone Xanthone
Tt O
HyC0 i ] |
Hs
0
WH;
Dihydromyricétine 3,3".5.5" -tetraméthoxystilbéne o-pyrone 1,5-dihydroxyxanthone

Parmi la grande diversité structurale des composes phénoliques tels que les flavonoides,
les acides benzoiques, les acides hydroxycinnamiques, les coumarines, les stilbénes ou encore
les lignanes..., notre attention se portera particuliécrement sur les flavonoides. Ce choix
s’explique, d’une part, parce qu’ils sont plus représentés dans notre étude et d’autre part, par

les activités biologiques notables que certains d’entre eux peuvent exercer.
I1.2. 1.Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus abondant de métabolites secondaires chez
les plantes. A ce jour, prés de 9000 composés différents ont été recensés, et ce nombre ne cesse
d’augmenter. Ces molécules se caractérisent par une structure générale a 15 atomes de carbone,
organisée selon un enchainement C6-C3-C6 (Figure 11.1). Elles possédent deux cycles

benzéniques, désignés cycles A et B, reliés par un chainon propyle (Cs) formant le cycle central

Ils ont une origine biosynthétiqgue commune et possedent la méme structure de base a

savoir I’enchainement 2-phénylchromane (Figure 11.1).

Figure I1. 1 : Structures du 2-phényl chromane ou noyau flavane (a gauche) et du 2-phényl
chromone (a droite)
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Chez les Angiospermes, la diversité structurale des flavonoides atteint son maximum.
De maniere générale, ces composés se localisent dans les feuilles (notamment entre 1’épiderme
et le mésophylle), dans les fleurs, ou ils sont présents dans les cellules épidermiques, ainsi que
dans les fruits, en particulier dans le tégument externe (Bruneton, 1999).

I1 .2.1.1. Classification des flavonoides :

Les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs sous-classes, qui se distinguent par
une diversité structurale selon la cyclisation et du degré d’instauration et d’oxydation du cycle
C alors que les composés individuels au sein d’une classe différent par la substitution des cycles

AcetB. Le cycle C peut subir des modifications structurales, allant jusqu’a une ouverture suivie

d’une recyclisation en un motif furanique de type dihydrofuranone. Les plus importants sont
donnés ci-apres (Figure 11.2).

%+ 2-phénylbenzopyriliums : comme les anthocyanes

%+ 2-phénylchromones : flavones, flavonols et leurs diméres ou flavanones et
dihydroflavonols (dérivés 2,3-dihydrogénés).

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

¢+ Chalcones et dihydrochalcones (le cycle pyranique est ouvert).

% 2-benzylidéne-coumaranones (aurones).

En général, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3', 4', 5" et/ou
6'. Un ou plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés
ou sulfatés. lls peuvent étre présents sous forme C- ou O-glycosylés (Bruneton, 1993). La

(Figure 11.2) illustre les principales classes de flavonoides.
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Figure I1. 2 : Différentes classes des flavonoides

Ainsi, les différentes classes de flavonoides derivent toutes de la chalcone, un
intermédiaire central qui subit ultérieurement des réactions catalysées par plusieurs types

d’enzymes (Figure 11. 3).
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Figure I1. 3 : Biogénese de la chalcone
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Figure 1. 4: Schéma récapitulatif de biogénése des différentes classes de flavonoides

11. 2.1.2. Quelques activités biologiques des flavonoides
1. Propriétés anti-radicalaires

Les flavonoides possédent la capacité de piéger les radicaux libres en formant des
radicaux flavoxyles (FLO®) moins réactifs. Cette propriété antioxydante repose notamment sur
leur aptitude a céder un atome d’hydrogene depuis 1’un de leurs groupements hydroxyles
(Figure I1. 4). La réaction de piégeage conduit ainsi a la formation d’une molécule stable (RH)
et d’un radical flavoxyle (FLO"). Ce radical subit une délocalisation de 1’¢lectron célibataire par
résonance sur I’ensemble du noyau aromatique, réduisant ainsi considérablement sa réactivité
comparativement aux radicaux libres initiaux (R"). Par ailleurs, les radicaux flavoxyles peuvent
également interagir entre eux, pour former des composés non réactifs, renforgant ainsi leur role

protecteur dans les systéemes biologiques.
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FLOH + R —= FLO' + RH
FLo® + R — FLO-R
FLO® + FLO" —=  FLO-OFL

OH o 0
Ay A

Figure 1. 5 : Piégeage des espéces réactives dérivées de 1I’oxygene (R”) par les flavonoides et

formation d'une structure stable (Tigwari et al., 2001).

L’activité antiradicalaire des composés flavoniques est étroitement liée a leur structure
moléculaire, notamment au phénomene de résonance électronique stabilisant exercé par les
noyaux aromatiques. Cette activité repose sur plusieurs critéres structuraux essentiels, parmi

lesquels :

1. La présence de groupements hydroxyles en position ortho (3',4") sur le

cycle B, favorisant la délocalisation des électrons.

2. L’existence d’une double liaison entre C2 et C3 conjuguée a une fonction

cétone en C4 sur le cycle C, facilitant la délocalisation des charges.

3. La présence d’un groupement hydroxyle en position 3 sur le cycle C
(caractéristique des flavonols), renforcant la capacité de chélation des métaux et de

stabilisation des radicaux.

4. Les groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (Amié¢ et al., 2003).

5. A titre d'exemple ; la quercétine et la myricétine répondent a tous ces
criteres nécessaires pour avoir une activité antiradicalaire efficace et importante
(Middleton et al., 2000).
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Figure I1. 6 : Criteres structuraux essentiels pour une bonne activité antiradicalaire des
flavonoides (Amic¢ et al., 2003).

2. Propriétés chélatrices des ions métalliques

Les ions meétalliques jouent un rdle fondamental dans de nombreux processus
biochimiques et physiologiques cellulaires. Toutefois, leur mécanisme d'action n'est pas bien
contr6lé ces mémes ions peuvent étre a l'origine d'une peroxydation lipidique, le stress oxydatif ou
encore des 1ésions tissulaires. A titre d’exemple, I’ion de cuivre (Cu?*) est connu pour stimuler
fortement la peroxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL, low-density lipoprotein)
(Tigwari, 2001).

Gréace a leur structure chimique particuliere, les flavonoides sont capables de chélater
efficacement les ions métalliques en formant des complexes stables et biologiquement inactifs.

Cette capacité de chélation nécessite trois principaux sites (Figure I1. 7)

1. Le site entre le groupement hydroxyle en position 3' et 4' du cycle B
2. Le site entre le groupement hydroxyle en position 3 et la fonction cétone
en position 4 du cycle C

3. Le site entre le groupement hydroxyle en position 5 du cycle A et la

fonction cétone en position 4 du cycle C.

Figure 1. 7 : Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (Men+)
(Tigwari, 2001).
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3. Propriéteés anticancéreuses

Des recherches ont mis en évidence que certains flavonoides, tels que la lutéoline, la
quercétine, le kaempférol, 1’apigénine et la taxifoline, inhibent de maniére significative la
lipogenése des cellules cancéreuses. Par ailleurs, d’autres flavonoides se distinguent par leur
capacit¢ a induire 1’apoptose. C’est notamment le cas de certains flavanols, comme
1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG), des études ont montré que I'EGCG présente des effets
antitumoraux sur divers cancers, notamment ceux du sein, de la prostate, du poumon, colorectal,
le mélanome, ainsi que les cancers hématologiques comme la leucémie myéloide aigué, la
leucémie myéloide chronique et le myélome multiple. (Sharifi-Rad et al., 2020 ; Kim et al.,
2014 ; Tsukamoto et al., 2014 ; Du et al., 2012).

4. Propriétes anti-inflammatoires

Plusieurs études montrent que les flavonoides présentent des propriétés anti-
inflammatoires notables. Ils sont notamment capables de moduler I’activité du systéme
immunitaire en inhibant certaines enzymes impliquées dans les processus inflammatoires. Par
ailleurs, ils peuvent intervenir dans 1’inflammation athérosclérosique en réduisant 1’adhésion
des monocytes, grace a I’inhibition de 1’expression de médiateurs inflammatoires (Gonzéalez-
Gallego et al., 2007) Certains flavonoides sont également en mesure d’inhiber la libération
d’histamine (Kim et al., 2004).

Les flavones et flavonols, qu'ils soient sous la forme glycosylée ou génine comme le
kaempférol, la quercétine, ou la myricétine résentent une activité inhibitrice vis-a-vis de la
cyclooxygénase (COX) (Tapas et al.,2008). Par ailleurs, le kaempféride a été identifié comme
un inhibiteur de I’inflammation induite par la promotion tumorale de 1’ester de phorbol. Une
autre étude a montré que [’eupatiline, est capable d’inhibé de maniére sélective la 5-

lipoxygénase dans des cellules de mastocytome cultivées (Harborne et al.,1999)
5. Propriétés antivirales

L’activité antivirale des flavonoides contre le VIH semble étre étroitement liée a leur
capacité a inhiber des enzymes clés impliquées dans la réplication virale, telles que la
transcriptase inverse (HIV-1 reverse transcriptase) et 1’intégrase (HIV-1 integrase). Parmi les
flavonoides les plus étudiés pour leurs propriétés antivirales figurent la quercétine, I’apigénine,
la catéchine et I’hespéridine, qui ont démontré une efficacité contre onze types de virus. Les

flavonoides aglycones possédant un groupement hydroxyle libre en position C3 présentent une
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activité antivirale marquée, tandis que les flavanes se révelent généralement plus actifs que les

flavones et les flavanones contre le VIH-1 et le VIH-2 (Tapas et al.,2008).

Mécanismes d’action antivirale : Les flavonoides agissent a différents stades du cycle viral

du VIH, notamment en :
e Inhibant la transcriptase inverse (RT) :

L’épigallocatéchine gallate (EGCG), un flavonoide présent dans le thé vert, agit comme
un inhibiteur non nucléosidique de la RT (transcriptase inverse du VIH-1, avec une

concentration efficace (ECso) de 1,6 uM.
e Ciblant I’intégrase virale :

Des composés tels que I’herbacitrine ont montré une inhibition de I’intégrase du VIH-

1, bloquant ainsi I’intégration de I’ADN viral dans le génome de 1’hote.
e Modulant la réponse immunitaire :

L’hespéridine et la linarine, des flavonoides glycosylés, stimulent la production de
cytokines anti-inflammatoires (IL-2, IL-5, IL-13) et de chimiokines RANTES, MIP-1a, MIP-

1B) renforcant ainsi la réponse immunitaire contre le VIH.
6. Propriétés antimicrobiennes

L'activité antimicrobienne des flavonoides suscite un intérét croissant, notamment face
a la monteée des résistances bactériennes. Des études récentes ont mis en évidence leur efficacité
contre divers pathogenes, en particulier le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(MRSA).

- Une étude trés recente de (Xu et al, 2024) a montré que 85 flavonoides d'origine
végétale présentent une activité significative contre le MRSA avec des concentrations
inhibitrices minimales (CIM) de 1 a 8 ug/mL. Le mécanisme d’action peut étre lié¢ a I'inhibition

des pompes d'efflux et des B-lactamases et par la perturbation des membranes bactériennes.

- Une étude publiée en 2023 par (Veiko et al., 2023) a révelé que des flavonoides tels
que la quercétine, la naringénine et la catéchine sont capables d’inhiber I’hémolyse provoquée
par Staphylococcus aureus, tout en altérant la perméabilité des membranes aussi bien

bactériennes qu’érythrocytaires.
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- Une recherche conduite par (Suksamrarn et al., 2004) a mis en évidence que la 5,7-
dihydroxy-4’-méthoxyflavanone, possede une activité antimycobactérienne notable a
I’encontre de Mycobacterium tuberculosis, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI)
de 175 uM. En revanche, d'autres composés flavonoidiques tels que la 4’-hydroxy-5,6,7-
triméthoxyflavanone, 1’acacétine et la lutéoline ont présenté une efficacit¢ moindre, avec des

valeurs de CMI respectives de 606 uM, 704 uM et 699 uM.
7. Propriétés antiallergiques :

Ces effets sont attribués a I’influence des flavonoides sur la production de I’histamine.
En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMP cyclique phosphodiesterase et
ATPase Ca?*-dépendante, responsables de la libération de 1’histamine a partir des mastocytes
et des basophiles. Par exemple, I’ATPase Ca?*dépendante dégrade I’ ATP produisant ainsi de
I’énergie afin de faciliter I’absorption du calcium par les membranes cellulaires, ce qui favorise
la libération de 1’histamine stockée dans les vésicules. En inactivant cette enzyme, la quercétine
a montré un potentiel d’action supérieur a celui du cromoglycate de sodium utilis¢é comme
médicament en empéchant la libération de 1’histamine et d’autres substances endogeénes qui

causent 1’asthme (Chaudhry et al., 1983).
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I1l. Généralité :

L’oxygene est un élément indispensable a notre survie, a notre vie, a notre
développement, a notre capacité d’adaptation ; ’oxygene est également a I’origine de toxicité,
d’acidité, d’altération, de dégénérescence. En effet, le métabolisme de I’oxygene, lorsqu’il est
déréglé comme dans les maladies respiratoires, peut entrainer de part ce que I’on appelle « le
stress oxydant » des anomalies métaboliques aux conséquences importantes. Le stress oxydant
représente 1’incapacité pour I’organisme a se défendre contre I’agression des especes oxygénées
réactives, en raison de I’existence d’un déséquilibre entre la production de ces substances et la
capacité de défense des antioxydants. Les modifications génomiques, métaboliques et
fonctionnelles induites par un stress oxydant ont été impliquées dans le développement de
différentes pathologies.

En 1969, McCord et Fridovich ont identifié, a partir des globules rouges humains, la
superoxyde dismutase (SOD), une enzyme capable de neutraliser I’anion superoxyde. Cette
découverte a permis de démontrer, pour la premicre fois, que I’organisme produit naturellement
des EOA. Elle a marqué le début d’une nouvelle ére dans la recherche sur le stress oxydatif et

les systemes antioxydants biologiques (Haleng et al., 2007).
I11.1. Le stress oxydant :

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre marqué entre la production de
composés pro-oxydants et la capacité des systemes antioxydants a les neutraliser, en faveur
des premiers, ce qui peut entrainer des dommages cellulaires irréversibles. La réduction
univalente de I’oxygene conduit a la formation d’especes oxygénées activées (EOA), incluant
des radicaux libres tels que 1’anion superoxyde et le radical hydroxyle, ainsi que des composés
non radicaux comme le peroxyde d’hydrogéne et ’oxygene singulet. Ces especes sont
potentiellement toxiques pour les cellules car elles peuvent altérer les protéines, endommager
I’ADN en provoquant une perturbation de 1’information génétique, dégrader les glucides,
oxyder les lipoprotéines et initier la peroxydation lipidique des membranes, en ciblant
notamment les acides gras polyinsaturés. Dans des conditions normales (physiologiques), les
EOA sont produites de mani€re continue par notre organisme. Toutefois, I’organisme dispose
d’un ensemble de mécanismes de défense antioxydante (vitamines, enzymes, oligoéléments)
destinés a réguler cette production et a prévenir les effets nocifs. Lorsque ces systemes sont
dépassés par une production excessive d’EOA en réponse a divers mécanismes biochimiques,
un stress oxydatif's’installe (Figure 111.1). Ce phénomeéne est de plus en plus reconnu comme

un facteur clé dans la genése des lésions cellulaires observées dans les processus
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inflammatoires aigus, le vieillissement, le cancer, le diabéte et les maladies cardiovasculaires.
(Pincemail., 1999). Les protéines, les lipides, I'acide désoxyribonucléique (ADN) sont
particulierement vulnérables a cette agression, ce qui entraine des lésions cellulaires et

tissulaires, souvent irréversibles (Valko et al., 2006).

Anti-oxydants

Figure I11. 1 : Illustration d’un déséquilibre de la balance entre les espéces réactives
oxygénées et les antioxydants.

I11.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules caractérisés par la présence d’un
ou plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe, ce qui leur confére une forte
instabilité a la fois énergétique et cinétique (Asmus & Bonifacic, 2000). lls peuvent étre
générés de deux manieres principales : par la rupture homolytique d’une liaison covalente, lors
de laquelle chaque atome impliqué conserve son électron, ou par des réactions
d’oxydoréduction avec le gain ou la perte d’un électron a partir d’un composé non radical. En
raison de leur instabilité, les radicaux libres ont tendance a retrouver rapidement un état plus
stable, soit en cédant un électron, soit en en captant un aupres d’une autre molécule. Ils peuvent
ainsi agir comme agents réducteurs ou oxydants. Leur capacité a accepter ou donner des
électrons les rend extrémement réactifs vis-a-vis de leur environnement moléculaire, avec une
durée de vie trés courte, généralement comprise entre la nanoseconde et la milliseconde
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

I11.2.1. Origine des radicaux libres

En raison de sa configuration électronique, I'oxygéne moléculaire est lui-méme un

radical libre, car il posséde deux électrons non apparies. Toutefois, sa réactivité est limitée par
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un blocage cinétique : les spins de ces deux électrons célibataires sont paralleles, ce qui confere
a l'oxygene une stabilité relativement élevée (Asmus et Bonifacic, 2000). Néanmoins, dans
I'organisme, une partie de cet oxygéne moléculaire peut capter un électron de maniére
univalente et séquentielle, conduisant ainsi a la formation du principal radical de I'oxygene
réactif, I'anion superoxyde (02 + 1le- — O2¢). Dans la mitochondrie, a I'état physiologique,
cette formation se produit lors du transport des électrons le long de la chaine respiratoire, avec
une fuite d'électrons au niveau des complexes | et 111, ce qui mene a la production de I'anion
superoxyde (O2+"). La réaction de "poussée respiratoire™ des polynucléaires neutrophiles ainsi
que les oxydases, telles que la xanthine oxydase, la NO synthase et les enzymes impliquées
dans la biosynthése des eicosanoides, représentent également des sources cellulaires de
production de I'anion superoxyde (Ji, 2001). L’anion superoxyde constitue le point de départ
d’une véritable cascade de réactions d’oxydoréduction, aboutissant a la formation de
nombreuses especes trés réactives (voir Fig. 15B). Les especes oxygénées réactives (EOR)
comprennent a la fois des radicaux libres, comme I’anion superoxyde (O2*") et le radical
hydroxyle (*OH), ainsi que des composés non radicaux mais tout aussi réactifs, tels que le

peroxyde d’hydrogene (H202) et les hydroperoxydes (ROOH) (Halliwell & Gutteridge, 1989).

Ainsi, la génération d’EOR apparait comme une conséquence inévitable de
consommation de 1’oxygeéne moléculaire par I’organisme. Leur production est continue et fait

partie intégrante du fonctionnement physiologique normal (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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Figure 111. 2 :L’O2 a I’origine des radicaux libres (A) ; Formation en cascade des différentes

especes oxygénées réactives apartir du radical superoxyde (B) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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111.3. Implications pathologiques des EOR :

Les radicaux libres induisent des perturbations de I'homéostasie cellulaire en raison de
leur réactivité élevée avec divers substrats biologiques. Il est important de noter que le stress
oxydant est un facteur majeur et initial dans le déclenchement de nombreuses pathologies. Cela
inclut les cancers et les maladies neurodégenératives, telles que les ataxies, la sclérose latérale
amyotrophique et la maladie d'Alzheimer (Tableau 111.1). Dans plusieurs autres maladies, le
stress oxydant intervient de maniére secondaire, en tant que complication dans I'évolution de la
pathologie, mais contribue également aux complications immunitaires ou vasculaires. Cela
concerne des maladies infectieuses comme le sida ou le choc septique, le diabete, la maladie de
Parkinson, ainsi que l'insuffisance rénale (Favier, 2003 ; 2006). Le stress oxydant a aussi été
associé a des processus physiologiques, notamment le vieillissement (Martinez-Cayuela, 1995
; Lehucher-Michel et al., 2001 ; Sorg, 2004 ; Valko et al., 2007).

Tableau I11. 2: Les principales affections liées a la production des EOR.

Pathologies Références

Lésions de reperfusion post-ischémique (Zweier et al., 2006)

Maladies auto-immunes (Halliwel, 1989)

Acrthrite rhumatoide (Ahsan et al., 2003)

Maladies inflammatoires (Densiov et al., 2005)
Athérosclérose (Harrison et al., 2003)
Maladies d’Alzheimer, de parkinson (Sorg, 2004)

Emphyséme (Lehucher Michel et al., 2001)
Diabéte sucré (Pal Yu, 1994)

Certains cancers (Valko et al., 2007)

Anémie drépanocytaire (Martinez-Cayuela, 1995)

111.4. Mécanismes de défense contre le stress oxydant :

Un stress oxydatif peut entrainer une accumulation excessive des EOR dans I'organisme
humain. Le systeme de défense antioxydant est crucial pour la conservation d'un niveau non
cytotoxique des radicaux libres. Les défenses antioxydantes impliquent toutes les molécules qui
peuvent contrecarrer les ROS produits en exces et protéger les cellules et les tissus contre les
dommages oxydatifs. Cela inclut plusieurs systémes enzymatiques aussi bien que des molécules

non enzymatiques et des molécules de séquestration des ions métalliques (Tableau I111.2).
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Tableau I11. 3 : Les 3 principales catégories de défenses antioxydantes (Halliwell, 1989)

-Superoxyde dismutase -Vitamine C (acide Plasma transferrine (Fe3+)
(SOD) ascorbique)

-Glutathion peroxydase -Vitamine E (a-tocophérol)  Ferritine (Fe3+)

(GPx)

-Glutathion réductase (GR) -Glutathion (GSH) Métallothionéines
intracellulaires  (Zn®>* Cu*
Hg2+)

Catalase (principalement  -Flavonoides, Caroténoides,

localisée dans le Acide urique

peroxysome)

111.4.1. Systemes antioxydants enzymatiques endogene :

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme clé dans la défense contre le stress
oxydatif, catalysant la dismutation de I’anion superoxyde (O2") en peroxyde d’hydrogene
(H202) et en oxygéne moléculaire. Elle contribue également a limiter la formation de

peroxynitrite, un composé hautement réactif (Halliwell, 2001).

La SOD existe sous trois isoformes principales : une forme cytosolique (SOD1, Cu/Zn-SOD),
une forme mitochondriale (SOD2, Mn-SOD) et une forme extracellulaire (SOD3). Parmi celles-
ci, I’isoforme mitochondriale est considérée comme la plus essentielle. En effet, des études chez
les souris ont montré que I’invalidation génétique de la SOD2 entraine une mort précoce,
accompagnée de dommages mitochondriaux séveéres dans plusieurs tissus. En revanche,
I’absence de la SODI1 cytosolique permet la survie, bien qu’elle s’accompagne de

dysfonctionnements physiologiques marqués (Lebovitz et al., 1996 ; Melov et al., 1999).

H>0> qui est produit par la SOD est converti en eau par la catalase (localisée dans le
peroxysome), la thiorédoxine peroxydase et la glutathion peroxydase (GPx), (Figure IlI. 3)
(Halliwell B, 2001; Lavie, 2015). La prise en charge de H20: est primordiale afin d’éviter la
production du radical hydroxyle, connaissant sa grande réactivité avec les biomolécules de la
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cellule (Halliwell et Gutteridge, 2015). La glutathion peroxydase est située dans la
mitochondrie et le cytosol, elle dépend de la disponibilité en glutathion (GSH) et permet la
réaction d’oxydoréduction suivante

2G5H+H->02 — 2ZH20+G5506G

La glutathion réductase joue un role crucial dans le maintien de 1’équilibre redox cellulaire en
assurant la régénération du glutathion réduit (GSH) a partir de sa forme oxydée (GSSQG), a I’aide
du NADPH comme cofacteur. Cette réaction permet de préserver une concentration élevée de
GSH, essentielle a la neutralisation des espéces réactives de I’oxygene et au bon fonctionnement

de la glutathion peroxydase.

GSSG+NADPH+H* — 2GSH+NADP*

La mitochondrie dispose d’un systéme de transport spécifique lui permettant d'importer le
glutathion réduit (GSH) depuis le cytosol vers la matrice mitochondriale, assurant ainsi une

protection antioxydante efficace au sein de cet organite clé (Fernandez-Checa et al., 1998).

H,0

Catalase
NADPH oxvdases Glutathion peroxydase (GPx)

-~ ~ dismutase

. - \()I), ‘o b .
0, _&, 0 ——"__3 H.,0,E/Cu_ 3 OH
- & < " % Fenton

- -
- -
. ————— -

Xanthine oxydase

Superoxide

Figure I11. 3: Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques.

111.4.2. Systemes antioxydants non enzymatiques endogénes :

Certaines petites molécules non enzymatiques exercent également une activité
antioxydante. Parmi elles figurent la vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E (o-

tocophérol), les flavonoides, les caroténoides ainsi que le glutathion réduit (GSH).

La vitamine C, la vitamine E ainsi que les caroténoides, tels que le B-caroténe, sont des
molécules antioxydantes dites « piégeuses de radicaux libres », capables de stabiliser ces

derniers en captant leur électron non apparié.
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La vitamine C est capable de chélater diverses especes réactives de 1’oxygeéne, notamment
I’anion superoxyde (O2") et le radical hydroxyle (OH"). Bien qu’elle joue un réle majeur en
tant qu’antioxydant, elle peut également présenter une activité pro-oxydante. En effet, en
réduisant I’ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe*"), elle favorise la réaction de Fenton,
géneratrice de radicaux hydroxyles particulierement réactifs (Evans et Halliwell, 1999). Le
radical ascorbyl (forme radicalaire de la vitamine C), peut étre régénéré de facon enzymatique
grace au glutathion réduit (GSH). Ce dernier est lui-méme recyclé a partir du glutathion oxydé
(GSSG) par la glutathion réductase, un processus dépendant du NADPH (Lacraz, 2009).

Le glutathion réduit (GSH) constitue I’antioxydant intracellulaire le plus abondant et I’un des
plus réactifs. Il est capable de chélater le radical hydroxyle et d’éliminer le peroxyde
d’hydrogéne. De plus, il joue un rdle clé en tant que substrat pour la glutathion peroxydase

(GPx), contribuant ainsi a la protection cellulaire contre le stress oxydatif (Lavie, 2015).

LOO Vit E Vit C+ \/ GSH \/ NADP

gutathion glutathion
peroxydase \ feductase

LOOH Vit E- vitC /\ GSSG /\NADPH

Figure I11. 4 : Cycles réactionnels de régénération des antioxydants.

111.4.3. Autres systémes antioxydants

L’organisme dispose de mécanismes spécifiques pour la séquestration des ions
métalliques tels que le fer et le cuivre, afin de prévenir leur toxicité. Dans le plasma, la
transferrine fixe le fer circulant, limitant ainsi les effets déléteres du fer libre (Halliwell and
Gutteridge, 1984). A I’intérieur des cellules, le fer est majoritairement stocké dans la ferritine,
tandis que le cuivre est lié aux métallothioneines (Halliwell B, 2001). La chélation de ces
métaux est essentielle pour empécher la formation du radical hydroxyle via la réaction de

Fenton.

Le facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2—related factor 2) joue un
role clé dans la défense cellulaire contre le stress oxydatif. En se liant aux élements de réponse
antioxydants de I’ADN, Nrf2 régule I’expression de nombreux génes impliqués dans les
mécanismes de protection cellulaire contre le stress oxydatif. Il contrdle 1I’expression de génes
codants pour la SOD, la biosynthese du glutathion et de plusieurs protéines associées au

métabolisme mitochondrial (Reddy et al., 2014). Son activation est déclenchée par la présence
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de ROS (espéces réactives de 1’oxygene), et la réoxygénation survenant lors des phénomenes
d’ischémie/reperfusion stimule également 1’expression de génes protecteurs, renforcant la

résistance cellulaire au stress oxydant (Lavie, 2015).
IIL5. Quelques méthodes d’évaluation de I'activité antioxydante :

Les avancées scientifiques récentes témoignent d’un intérét accru pour antioxydants
naturels, tant pour leurs propriétés thérapeutiques que pour leur utilisation comme additifs dans
I’industrie agroalimentaire, en particulier ceux issus des plantes. C’est un domaine prometteur
et en plein croissance. Dans cette optique, des travaux scientifiques multidisciplinaires ont été
entrepris afin d’extraire, d’identifier et de quantifier ces composés. Diverses méthodes ont ainsi
été développées pour évaluer leur activité antioxydante. Cependant, en raison de la complexité
des mécanismes d’oxydation et de la diversité structurale des métabolites a la fois hydrophiles
et hydrophobes, aucune méthode unique et universelle ne permet une mesure exhaustive et
précise de Dl’activité antioxydante. Il est donc souvent nécessaire combiner plusieurs tests
complémentaires afin d’obtenir une évaluation fiable du pouvoir antioxydant d’un échantillon

(Hua et al., 2008; Tabart et al., 2009).

Plusieurs méthodes pratiques ont été développées pour mesurer de maniére
complémentaire 1’activité antioxydante d’une molécule. Habituellement, les approches pour
évaluer la capacité antioxydante totale se répartissent en deux catégories majeures : les tests
fondés sur une réaction de transfert d'un électron unique et les tests s'appuyant sur un transfert
d'atome d'hydrogéne (Prior et al., 2005).

111.5.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) :

La molécule de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) fut I’'un des premiers radicaux
libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques
(Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995). Cette molécule est définie comme un radical libre
stable en raison de la délocalisation de I'électron disponible, ce qui génére sa couleur violet
intense, caractérisée par une absorption. Il entre en réaction avec les groupements amine, les
phénols ainsi que les acides. Lorsqu'on mélange la solution de DPPH avec une substance
capable de fournir un atome d'hydrogéne ou un électron, cela entraine la formation de DPPH
réduit, qui fait disparaitre la couleur violette et génére une teinte jaune pale due a I'émergence

du groupement picryl. L'absorbance est alors mesurée a 517 nm (Gulgin et al., 2003).




1% partie : Recherche bibliographique Chapitre I

e b e

DPPH DPPH-H

| Rose.Si7am Jaune

‘ T on represents antioxidant

Figure I11. 5 : Mécanisme réactionnel entre I’espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant

(RH) (Liangs et al., 2014).

Les résultats sont présentés en termes d'lCso, qui est défini comme la concentration de I'extrait
ayant la capacité de piéger 50 % des radicaux DPPH dans le mélange réactionnel. Plus I'activité
est forte, plus I'lCsg est faible (Bastos et al., 2007).

111.5.2. Capacité de piégeage du radical-cation ABTS™*

Le radical libre stable 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique),
couramment désigné sous nom ABTS, est largement utilisé pour évaluer I'efficacité
antioxydante des composés purs et des mélanges complexes. Ce radical est capable de réagir
non seulement avec des antioxydants classiques tels que les composés phénoliques et les thiols,
mais également avec toute molécule capable de céder un électron ou un atome d’hydrogene

(Rice-Evans et Miller, 1994 ; Rice-Evans et al., 1995).

Il est formé par oxydation de ABTS stable par un oxydant qui est le persulfate de
potassium (K2S20s) ou avec une enzyme de peroxydation pour générer le radical ABTS™ qui
présente une coloration vert bleu (Figure Ill. 6). La concentration de ce radical peut étre
déterminée en mesurant 1’absorbance a la longueur d’onde appropriée. L’addition d’un
antioxydant a une solution de ce radical cation entraine sa réduction en ABTS™ et a la

décoloration a 734 nm de la solution (Re et al., 1999).

CyHs C2Hs
NHg* ' Ny
A L
Ly e e 88
ész C2H5

Figure 111. 6 : Oxydation de ’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS™"
(Anh-Dao et al., 2022).
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I11.5. 3. Capacité de réduire I’ion cuprique (CUPRAC) :

La méthode CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity), est une méthode
de mesure de la capacité antioxydante, introduite a la littérature mondiale par le laboratoire de
chimie analytique de 1’Université d’Istanbul (Apak et al., 2004), est basé sur I'évolution des
caractéristiques d'absorption du complexe néocuproine (NC) /cuivre (11) lorsqu'il est réduit par
un antioxydant (Apak et al., 2011). Le potentiel de réduction de I'échantillon ou du standard
convertit efficacement Cu*2en Cu*! (Figure 7), cela modifie I’absorbance maximale. Il y a peu
d'informations publiées sur ce test. Toutefois, un laboratoire industriel I'utilise comme mesure

du potentiel antioxydant total (Oxiresearch, Inc, 2002).

-
M N i -jl'JI
Cu . -
M M
Cu(Nc),** Cu(Nc),*

Figure I11. 7 : Réduction du complexe néocuproine / cuivre (I1) (Anh-Dao et al., 2022)
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IV.1. Apercu et but de travail

Ce travail vise a établir le profil phytochimique et a évaluer les activités biologiques
d'une espéece appartenant a la famille des Asteraceae, afin de valoriser la richesse végétale de
I'Algérie en plantes médicinales endémiques. Aprés I’extraction des parties aériennes de cette
plante, les principaux constituants chimiques présents dans les extraits méthanolique, et
butanolique ont été caractérisés par criblage phytochimique (réactions colorées),
chromatographie sur couche mince (CCM) et par analyse LC/MS/MS pour I’extrait butanolique
(BuOH).

Notre étude a également porté sur la quantification des polyphénols et des flavonoides,
ainsi que sur 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits méthanolique et butanolique, a
I’aide de cette plante trois méthodes : DPPHe, TAC (Capacité Antioxydante Totale) et le test
phénanthroline.
IV.2. Matériel et méthodes
1V.2.1. Matériel végétal

1V.2.1.1. Récolte de la plante

La plante a été récoltée dans la région de I’Hnancha située a environ 20 km au sud-ouest de la
wilaya de Souk-Ahras au mois d’Avril 2021 (stade de la floraison). L’identification botanique
de la plante étudiée a été réalisée par Monsieur Pr. Gérard de Bélair (Universit2 Badji-Mokhtar,
Annaba). Aprées 1’avoir séché dans un endroit sec, le matériel végétal est ensuite réduit en

poudre fine a 1’aide d’un broyage ¢électrique.

Figure IV.1 : Localisation de la zone de récolte de 1’espéce appartenant a la famille des

Asteraceaes.
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IV.3. Méthodes d’analyses phytochimiques
IV.3.1. Méthodes chromatographiques

IVV.3.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM), est une méthode d’analyse qui permet d’avoir
des informations sur la composition chimique et la pureté des fractions analysées. Cette
technique est utilisée a chaque étape de notre travail pour faire le suivi et le contrdle des
purifications.

Les plaques utilisées pour la chromatographie sur couche mince (CCM) dans ce travail sont des
plaques prétes a I'emploi, a support en aluminium, recouvertes de Kieselgel 60 F254 (Merck),
d'une épaisseur de 250 um et de dimensions 20 x 20 cm. Le développement des plaques CCM
a été effectué dans des cuves en verre pré-saturées en un systeme approprié.

Le systéeme utilise est :

CHCl3: MeOH: H.0:70:30:5
La visualisation des CCM s’effectue en lumiere visible et sous UV (254 et 365 nm) dans une

chambre noire, avant la révélation par une solution de la vanilline sulfurique (0,5 g de la

vanilline, dissous dans100 ml du méthanol, plus 1 ml d’acide sulfurique).
IV.3.1.2. Conditions opératoires de I'analyse LC- IT-TOF :

Le profil chimique de I’extrait Butanolique a ét¢ déterminé par chromatographie en phase
liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/ MS). Pour la préparation des échantillons,
1 g de I’extrait BuOH a été dissous dans 1000 mL de méthanol, puis transféré dans des piluliers
de 2 mL et filtré a travers un microfiltre de 0,2 um de diametre.
L'analyse a été réalisée a 1’aide d'un systéme LC-MS/MS, composé d'une UHPLC de marque
Shimadzu couplée a un spectromeétre de masse triple quadripolaire (modéle LCMS-8040). Le
dispositif comprend également une pompe binaire (LC-30AD), un dégazeur (DGU-20A3), un
four de colonne (CTO-10ASvp) et un injecteur automatique (SIL-30AC).
La séparation chromatographique a eté effectuee sur une colonne en phase inverse Inertsil ODS-
4 RP-C18 (100 mm x 2,1 mm, 2 um), maintenue a une température de 35 °C.
Deux phases mobiles ont été préparées :

+ Phase A : eau ultrapure contenant 5 uM NHsHCO; et 0,1 % d'acide formique.

+ Phase B : méthanol contenant également 5 UM NH4sHCO: et 0,1 % d'acide formique.
L'élution a été réalisée selon un gradient linéaire défini comme suit : 5-20 % de B (0—10 min),
20 % de B (10-22 min), 20-50 % de B (22—-36 min), 95 % de B (36—40 min), et retour a 5 %
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de B (40-50 min). Le volume d'injection a été fixé a 4 uL et le débit de la phase mobile maintenu
a 0,25 mL/min.
IV.3.2. Conditions de ’analyse HPLC-MS-IT-TOF :
La détection par spectrométrie de masse a été réalisée a l'aide d'un spectrométre de masse
tandem modéle Shimadzu LCMS-8040, équipé d'une source d'ionisation par électrospray (ESI)
fonctionnant a la fois en modes d'ionisation négative et positive.
Les données LC-ESI-MS/MS ont été acquises et traitées par le logiciel LabSolutions
(Shimadzu). Le mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) a été utilisé pour la quantification
des composés de I’extrait BuOH. Ce mode MRM a été optimisé pour détecter et quantifier
sélectivement les composés phytochimiques, basé sur le criblage des transitions spécifiques des
ions précurseurs aux ions fragmentés. Les énergies de collision (CE) ont été optimisées pour
générer une fragmentation optimale des composés et une transmission maximale des ions
produits souhaités. Les conditions opératoires du spectrométre de masse étaient les suivantes :

+ Débit du gaz de séchage (N2), 15 L/min ;

+ Débit du gaz de nébulisation (N2), 3 L/min;

+ Température du détecteur de l'interface (DL), 250°C ;

+ Température du bloc chauffant, 400°C ;

+ Température de l'interface, 350°C.
IVV.3.3. Spectrophotométrie UV-visible
Le dosage des flavonoides et des polyphénols totaux ainsi que 1’évaluation de I’activité
antioxydante ont été réalisés a 1’aide d’un spectrophotométre (Thermo ELECTRON
CORPORATION : evolution 100). Grace a son monochromateur intégré, cet appareil offre
une grande sensibilité et une précision élevée lors des analyses spectrales.
IV.4. Etude phytochimique de la plante de la famille des Asteraceae
IV.4.1. Extraction
Apreés le séchage dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, des parties aériennes de de
la plante (600 g) ont été macérées a température ambiante par un mélange hydroalcoolique
(Méthanol/Eau : 80 : 20 V/V). La macération est effectuée 3 fois avec renouvellement de
solvants. L’extrait hydro-alcoolique obtenu est filtré puis concentré sous basse pression pour
donner un résidu de 120 g (Figure 1V.2.). Apres la solubilisation dans 1’eau, 80g de 1’extrait
brut a subi des extractions successives avec des solvants a polarité croissante

Le mélange est ensuite filtré et concentré. La phase aqueuse résultante subit une

extraction liquide-liquide, d’abord par le chloroforme (300 ml, 3 fois) puis I’acétate d’éthyle
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(300 ml, 3 fois) et enfin le butanol (300 ml, 3 fois) (Figure 1V.2.). L’évaporation a sec des
phases organiques a permis de recueillir les masses suivantes : 17,5 g pour I’extrait
chloroformique, 2 g pour I’extrait AcOEt et 50 g pour I’extrait butanolique. Les CCM réalisées
sur les trois extraits dans différents systemes de solvants, ont montré une composition chimique

plus riche au niveau des extraits acétate d’éthyle et butanolique,

—

= Macération a froid dans un mélange méthanol + H,O (80/20)
(3 x 24h).
v = Filtration

\4
@ [ Solution hydrométhanolique ]

i = Concentration

[ Résidu sec ]

L = Djlution avec H,O distillée
N

[ Solution agqueuse ]

Y

[ Solution du CHClI3 ] [ Phase aqueuse ]
l = Evaporation a sec
= Epuisement par AcOEt (3x300 ml)
Extrait CHCI3 (17,5 g) = Décantation
Y A
[ Solution d’ AcOEt ] [ Phase aqueuse }
l = Evaporation a sec
= Epuisement par le n- butanol (3 x 300 ml)
Extrait ACOEt (2g) = Décantation
Y
[ Solution n-butanolique [ Phase aqueuse ]

l = Evaporation a sec

Extrait n-butanolique (50 g)

Figure 1V.2: Différentes étapes de I’extraction des parties aériennes d’une plante de la famille des Asteraceae
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IV.4.2. Screening « Criblage » phytochimique par réactions colorées

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des grands
groupes chimiques présentes dans une plante donnée.
Les tests préliminaires de caractérisation sont basés soit sur 1’analyse qualitative, soit sur la
formation de complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la
formation de complexes colorés, en utilisant des réactions de coloration. A cet effet, plusieurs
types de réactifs ont été utilisés. La plupart des tests sont effectués selon la technique de
Harborne (1973).

Mise en évidence des alcaloides

1. Révélation par le réactif de Wagner

La mise en évidence des alcaloides a éte réalisée a I'aide du réactif de Wagner, préparé a
partir d'une solution iodoiodurée (mélange d’iode et d’iodure de potassium). L’addition de
quelques gouttes de ce réactif a 2 mL de la solution d’extrait conduit a la formation d’un

précipité brun-rouge caractéristique, traduisant la présence d’alcaloides.
2. Reévélation par le réactif de Mayer :

La présence des alcaloides peut également étre révélée a 1’aide du réactif de Mayer,
préparé a partir d'un mélange de 10 g d’iodure de potassium (KI) et 2,70 g de chlorure
mercurique (HgClz) dans 20 mL d’eau. L’ajout de quelques gouttes de ce réactif a 2 mL de la
solution d’extrait provoque, en présence d’alcaloides, la formation d’un précipité blanc ou blanc
jaunatre.

3. Révélation par le réactif de Hager :

Le réactif de Hager, constitué d'une solution saturée de picrate de potassium, permet
également de révéler la présence d’alcaloides. L’ajout de quelques gouttes de ce réactif a 2 mL
de la solution d’extrait conduit a la formation d’un précipité jaune caractéristique en presence

d’alcaloides.
Mise en évidence des polyphénols

Les polyphénols (notamment les tanins et flavonoides) possédent la capacité de former
des complexes colorés avec les sels de métaux lourds. Leur présence dans une plante peut étre
mise en évidence par I'ajout de perchlorure de fer (FeCls) a I'extrait végétal. Ce test se traduit
par l'apparition d'une coloration caractéristique ou par la formation d'un précipité noiratre
intense, indiquant la présence de ces composés polyphénoliques.
1.Réaction de la cyanidine

E
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Afin de mettre en évidence la présence des flavonoides dans les extraits méthanolique et
butanoliques, la réaction dite « la cyanidine » a été utilisée. Elle utilise en effet le pouvoir
réducteur des métaux en milieu acide pour réduire specifiqguement le noyau flavonoidique ce
qui permet 1’apparition d’une couleur caractéristique. Pour cela une quantité de chaque extrait
(Quelques millilitres) a été mélangé séparément avec 1ml de HCI, 1ml de I’eau distillée et 2
ml de rognure de Mg dans un tube a essai. La présence de coloration rose orange (flavones) ou
rose violacé (flavonones) ou rouge cerise (flavonols) dans la couche surnageante du meélange
indique la présence d’un flavonoide.
2. Révélation des tanins par le réactif de Bate-Smith

La mise en évidence des tanins peut étre réalisée par une réaction colorée utilisant une

solution aqueuse de FeCls. Cependant, la différenciation entre les types de tanins s'effectue
grace au réactif de Bate-Smith. Cette méthode repose sur I'addition de réactif spécifique aux
extraits végétaux, permettant ainsi de distinguer les tanins condensés des tanins hydrolysables.
En présence de tanins condensés, une coloration rouge caractéristique apparait, alors que les
tanins hydrolysables ne provoquent pas de coloration significative.
Pour ce test, 2 mL de chaque extrait sont mélangés a 4 mL de butanol chlorhydrique
((40mLbutanol et 10 mL HCI) dans des tubes a essai, puis incubés pendant 10 minutes a 90 °C.
La présence de tanins catéchiques est confirmée par 1’apparition d’une coloration rouge, due a

la formation de cyanidol, intensifiée par I'agitation favorisant I'oxydation a l'air.

Mise en évidence des saponines

L’identification rapide des saponosides dans une plante repose sur la mise en évidence de
leur pouvoir aphrogene. Celui-ci se manifeste par la formation d'une mousse fine aprés une
agitation énergique de la poudre végétale en présence d'eau pendant 15 secondes, et par la
persistance de cette mousse pendant au moins 10 minutes.
1.Indice mousse

La présence de saponines dans une plante est confirmée lorsque I'indice de mousse (IM)
dépasse 100. La détermination de cet indice constitue I'une des méethodes les plus couramment

utilisees pour valider la présence de saponines.

3
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Tube 1 2 |3 | 4 5| 6 7 8 9 (10 |11

Extrait n-BuOH 1% (mL) 0 |05(1 (15| 2 (25| 3 [35]| 4 45 | 5

Eau (ml) 10 (95|19 (858 | 75| 7 | 65| 6 595 | 5

Tableau IV.1: Gamme de dilutions décroissante de 1’extrait butanolique pour la mesure
Dans une série de 11tubes a essai, sont introduits successivement 0,5 a 5 mL de chaque extrait,
tous les tubes sont complétés a 10 ml avec de ’eau distillée selon le tableau IV.1 et agités

vigoureusement dans le sens de la longueur pendant 15 secondes.

Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de

saponosides.
[ IM = inverse C x D ]

C : Concentration initiale de 1’extrait

D : Dilution dans le tube ou la mousse >1
IV.5. Dosage des polyphénols et des flavonoides totaux

IVV.5. 1.Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en composés phénoliques totaux a été réalisée par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu décrite dans la littérature (singleton et al.,1965) avec
quelques modifications. Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la
mixture phosphotungstique (W0O42) phosphomolybdique (MoO4%) de réactif de Folin par les
groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
réduction de couleur bleu. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon.
Briévement, Une quantité de 300 UL de I’extrait est mélangée avec 1500 pL du réactif de Folin-
Ciocalteu fraichement préparé (dix fois dilué), et 1200 pL de carbonate de sodium a 7,5 %
(Na2CO0s) a été ajouté. L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 120 minutes a
labri de la lumieére, et la lecture est effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre a
765 nm. Une gamme d’étalonnage a ¢été établie avec l’acide gallique a différentes
concentrations. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par

gramme d’extrait (mg EAG/g). Toutes les manipulations sont réalisées en triple.
IV.5. 2.Dosage des flavonoides totaux

La méthode de Arvouet-Grand et al., 1994 a été utilisé pour déterminer la teneur des

flavonoides totaux des extraits. Un volume de ImL d’échantillon de chaque dilution
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(préalablement préparés a Img /ml) est transféré dans un tube a essai suivi par I’ajout de 1mL
d’une solution méthanolique d'AICls (2%). Apres une incubation de 15 min a température
ambiante, les absorbances sont enregistrées a 430 nm. Les résultats sont exprimés en ug EQ/mg
d’extrait en se basant sur une courbe d’étalonnage tracé en utilisant une gamme de dilution de
la quercétine.
IV.6. Evaluation de ’activité antioxydante

L’activité antioxydante est généralement évaluée a 1’aide de différentes méthodes,
appliquées aussi bien in vitro qu 'in vivo, basées principalement sur la capacité des antioxydants
a neutraliser des radicaux libres. Parmi les plus utilisées figurent la méthode du DPPHe (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle) et celle du ABTS " (radical cation de 1’acide 2,2'-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Toutefois, en raison de la complexité des mécanismes
d’oxydation ainsi que de la diversité structurale des antioxydants qui peuvent étre aussi bien
hydrophiles qu’hydrophobes, aucune méthode unique ne permet de quantifier de maniere
absolue et universelle le potentiel antioxydant d’un échantillon (Cristina et al., 2009).
Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

L’effet scavenger des extraits brut et butanolique, vis-a-vis du radical DPPH a été évalué
selon la méthode décrite par Blois (1958) avec quelques modifications
Un volume de 400 pL de chaque échantillon a des concentrations décroissantes, ainsi que le
BHA a ¢t¢ additionné a 1600 pLL d’une solution méthanolique de DPPH (0,1mM) préalablement
déposée dans des tubes a essais. Un témoin négatif est préparé en paralléle en remplacant les
400 pL d’échantillon par du méthanol. Suite a une incubation a température ambiante et a
I’obscurité pendant une trentaine de minutes, 1’absorbance est mesurée a 517 nm. On note que
les tests sont pratiqués en triplicata.

Le pourcentage de 1’activité antiradicalaire de DPPH a été calculé comme suit :

[ APR (%) = [(AoppH — Atxtrait) / ApepH] X 100 ]

Ou A DPPH est I’absorbance de la solution DPPH, et A Extrait est I’absorbance de 1’échantillon
a une concentration donnée.
Test de I’activité du phenanthroline

L’évaluation de I’activité antioxydante selon la méthode de la 1,10-phénanthroline repose
sur la réduction des ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe?) par les composés antioxydants
présents dans les extraits. Les ions Fe?* ainsi formés réagissent avec la 1,10-phénanthroline

pour former un complexe stable de couleur rouge-orangé, constitué de trois molécules de
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phénanthroline pour un ion Fe*. L’intensité de la coloration est proportionnelle au pouvoir
réducteur de I’échantillon et est mesurée par spectrophotométrie a 510 nm.

L’activité de phenanthroline des extraits de notre plante est déterminée par la méthode de
(Szydlowska-Czerniaka ,2008). Brievement, 0,6 mL de chaque échantillon et de BHT sont
mixés a 1 mL de FeClz (0.2%) puis a 0,5 mL de phenanthroline (0.5%) et 100 mL de MeOH
dans chacun de tubes. Aprés avoir soumis les mélanges a une incubation a I’obscurité pendant
20 min, I’absorbance est mesurée a 510 nm. Il faut noter que chaque dépot est triplé aussi bien
pour les extraits que pour le blanc.

Test de la capacité antioxydant totale (TAC) :

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits a été évaluée selon la méthode au
phosphomolybdéne, décrite par Prieto et al ;1999. Cette méthode repose sur la réduction des
ions molybdate Mo(V1), présents dans le réactif, en molybdéne Mo(V), sous l'action des
composés antioxydants contenus dans I’échantillon. Cette réduction conduit a la formation d’un
complexe de phosphate/molybdene (V) de couleur verte en milieu acide.

Brievement un volume de 300 pL de chaque extrait a été mélangé avec 3 mL de solution
réactive composée d’acide sulfurique (0,6 M), de phosphate disodique (28 mM) et de molybdate
d’ammonium (4 mM). Les tubes ainsi préparés ont été hermétiquement fermés puis incubés au
bain-marie a 95 °C pendant 90 minutes. Aprés refroidissement a température ambiante,
I’absorbance des solutions a été¢ mesurée a 695 nm contre un blanc. Ce dernier a été préparé en
remplacant I’extrait par 300 pL de méthanol, tout en suivant les mémes conditions d’incubation.
Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide ascorbique par gramme
d’extrait sec (mg EAA/g d’extrait). Chaque analyse a été réalisée en triplicat pour garantir la

reproductibilité des données.




Chapitre V

Résultats et discussions
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V. 1. Criblage phytochimique par CCM

La chromatographie sur couche mince (CCM), révélée sous lumiére UV a 254 et 366 nm,
puis a I’aide d’une solution de la vanilline sulfurique, a révélé la présence de plusieurs taches
dans chacun des extraits, suggérant des composés de type flavonoides et saponosides. Ces
classes de métabolites secondaires sont bien connues pour avoir été isolées et purifiées a partir
de diverses plantes. A titre d’exemple (Boutaghane et al., 2013) ont identifié et purifié¢ 6
flavonoides et 14 saponosides a partir de 1’extrait butanolique de G. ulicina alors que lehbili et
al., 2018 ont isolé et purifié 2 flavonoides et 18 saponosides a partir de 1’extrait
hydroéthanolique de Calendula stellata

Figure V.1 : chromatogramme : 1 des extraits MeOH, Acétate et BuOH) dans le systeme
solvants CHCIz : MeOH : H>O (70 : 30: 0,5) observé sous 254 nm, 365 nm et aprés la révélation.

Les CCM réalisées sur les trois extraits méthanoliques (brut) acétate d’éthyle (ACOEt)
et butanolique (BuOH) des parties aériennes d’une plante de la famille des Asteraceae, ont
montré une composition chimique riche surtout en saponosides et flavonoides.
V.2. Screening phytochimique par réactions colorées

La caractérisation phytochimique a révélé la présence de trois grandes classes de
composés : les flavonoides, les tanins et les saponosides, tandis qu’aucune trace d’alcaloides
n’a été détectée dans les deux extraits analysés. Ces observations sont cohérentes avec les
résultats obtenus par chromatographie sur couche mince (CCM).

L’intensité des réactions observées a été évaluée selon une échelle semi-quantitative,

allant de négative (-) a fortement positive (+++).

E
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< Recherche des polyphénols totaux :
La teneur en polyphénols totaux dans les deux extraits a été évaluée par une méthode
colorimétrique basée sur I’utilisation du réactif de FeCls. Les résultats ont révélé une présence

notable de ces composes dans les deux extraits analysés (Figure V. 2.).

irnt 7 Extrait BuOH

b\-\.

Figure V. 2 : mise en évidence des polyphénols
+ Recherche des flavonoides
La présence des flavonoides dans les deux extraits a été mise en évidence par la réaction a la

cyanidine (Figure V.3.). Ce test indique que ces composés phénoliques sont fortement présents
dans les deux extraits étudiés.

Extrait brut Extrait BuOH

'

Figure V. 3 : mise en évidence des flavonoides
+ Recherche des tanins condensés :

Les tanins condensés ont été mis en évidence dans les deux extraits I’aide du réactif de Bathe-
Smith (Figure V. 4).

Figure V. 4 : mise en évidence des tanins condensés

55
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La coloration rouge de I’extrait brut et Butanolique confirme la présence des tanins condenses.
+ Recherche des Saponosides :

Apres agitation, la formation d’une mousse stable d’une hauteur supérieure a un
centimeétre et persistante pendant plus de quinze minutes (Figure V. 5.) indique la présence de

saponosides. L’indice de mousse a ensuite ét¢ déterminé selon la formule suivante :

IM =Pinverse Cx D

Ou:

C : Concentration initiale de 1’extrait =1/ 100

D : Dilution dans de tube N°4 =1.5/10 dans I’extrait Butanolique
IM= 1/100 X 1.5/ 10 = 1.5/1000

IM = Tinverse 1.5/1000 = 1000/ 1.5 = 666.66 > 100

Les résultats obtenus indiquent que I’extrait brut ainsi que 1’extrait butanolique contiennent

des saponosides (Tableau V.1.).

Figure V. 5 : mise en évidence des saponosides
+% Recherche des alcaloides :
Les réactions caractéristiques des alcaloides se sont révélées négatives pour les deux extraits,
malgré I’utilisation des réactifs appropriés.
Pour résumer le screening phytochimique de notre plante, le tableau V.1 présente de
maniére synthétique les résultats des différents tests réalisés, en indiquant la présence ou
I’absence des composés dans chacun des extraits.

Tableau V. 1 : les résultats de criblage obtenus.

Extrait Polyphénols | Flavonoides | Tannins | Saponosides = Alcaloides
Brut - + + ++ -
Butanolique +++ +++ +++ +++ -

(+) : présence ; (++) : présence considérable ; (+++) : abondance ; (-) : absence

E
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Les données obtenues dans le cadre de ce travail sont en parfaite concordance avec celles
rapportées par Kanakiya et al., 2018, a I’issue d’un criblage phytochimique des extraits des
parties aériennes de Limonium stocksii (Boiss.) Kuntze. Ces auteurs ont mis en évidence la
présence de metabolites secondaires tels que les composés phénoliques, flavonoides, tanins et
saponosides, tandis qu’aucune trace d’alcaloides n’a été détectée.
V.3. Dosage des polyphénols et flavonoides

Les composés phénoliques sont largement reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la
sant¢ humaine, ce qui justifie en partie I’'usage traditionnel de nombreuses plantes médicinales
(Hennebelle et al., 2004). Dans le cadre de ce travail, la quantification des polyphénols totaux
a été estimée par la méthode colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique (mg EAG) par igramme d’extrait, sur
la base d’une courbe d’étalonnage établie avec I’acide gallique comme étalon. Par ailleurs, le
dosage des flavonoides totaux a été effectué selon la méthode décrite par Arvouet-Grand et
al., 1994, les résultats étant exprimés en mlligrammes équivalents quercétine (mg EQ) par
gramme d’extrait (Figure V.6.).
Tableau V. 2 : Résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux des extraits

d’une plante de la famille des Asteraceae

Extraits Polyphénols @ Flavonoides ®
Extrait brut 175,84 +1,11 85,73+ 1,78
Extrait butanolique 185,04 £ 0,97 114,40 = 0,65

(a)mg d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/g d’extrait).
(b)mg d’équivalent de quercetine par g d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

Les résultats du dosage des polyphénols et flavonoides totaux révélent que I’extrait
butanolique est plus riche en composés phénoliques et flavonoidique (185,04 + 0,97mg EAG/g
d’extrait, 114,40 + 0,65 mg EQ/g d’extrait) que I’extrait brut (175,84 + 1,11mg EAG/g d’extrait,
85,73+ 1,78mg EQ/g d’extrait).
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Figure V. 6 : courbes d’étalonnages de la quercétine de 1’acide gallique pour le dosage de
flavonoides et de polyphénols

La teneur en composes phénoliques peut étre modulée par de nombreux facteurs. En effet,
plusieurs études ont démontré que des parameétres extrinseques tels que les conditions
géographiques et climatiques, mais également des facteurs intrinseques comme le patrimoine
génétique de la plante, son stade de maturité, ainsi que les modalités et la durée de stockage,
influencent significativement le contenu en polyphénols (Aganga & Mosase, 2001 ; Bouzid et
al., 2011). La comparaison des résultats de cette étude avec ceux rapportés dans la littérature
concernant la famille des Astéracées met en eévidence une convergence significative. Plusieurs
auteurs ont en effet souligné la richesse des espéces du genre Centaurea en composés
phénoliques et en flavonoides, confirmant ainsi les tendances observées dans nos analyses
(Salachna et al., 2021 ; Ozcan et al., 2019 ; Azzouzi et al., 2016 ; Azzouzi et al., 2025).
V. 4. Résultats LC-MS/MS

Le profil chimique de I’extrait butanolique de I’espéce étudiée a été établis a 1’aide de
I’utilisation de la méthode LC-MS/MS decrite par Yilmaz,2020, utilisant 56 composés
phytochimiques de référence, révélant la présence de 34 composés. Les chromatogrammes des
substances standard et les profil phytochimique de ’extrait BUOH sont présentés dans la
(Figure V. 7.) et (Tableau V. 3.). Un total de dix-neuf flavonoides (cynaroside, miquelianine,
rutoside, isoquercitrine, hespéridine, génistine, cosmosiine, quercitrine, astragaline,
nicotiflorine, daidzéine, quercétine, naringénine, lutéoline, génistéine, kaempférol, hespérétine,
apigénine et amentoflavone), onze acides phénoliques (acide gallique, acide protocatéchique,
acide gentisique, acide chlorogénique, acide tannique, acide 4-hydroxybenzoique, acide

vanillique, acide caféique, acide syringique, acide p-coumarique et acide salicylique), un acide
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organique non phénolique (acide quinique), deux aldéhydes phénoliques (aldéhyde
protocatéchique et vanilline), ainsi qu’un stilbéne (piceide) ont été identifiés dans 1’échantillon

de la plante analysée.
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Figure V.7. (A). Chromatogramme du mélange de 56 standards de référence.
(1 : acide quinique, 2 : acide fumarique, 3 : acide aconitique, 4 : acide gallique, 5 : épigallocatéchine, 6
. acide protocatéchique, 7 : catéchine, 8 : acide gentisique, 9 : acide chlorogénique, 10 : aldéhyde
protocatéchique, 11 : acide tannique, 12 : épigallocatéchine gallate, 13 : acide 1,5-dicaféoylquinique, 14
: acide 4-hydroxybenzoique, 15 : épicatéchine, 16 : acide vanillique, 17 : acide caféique, 18 : acide
syringique, 19 : vanilline, 20 : aldéhyde syringique, 21 : daidzine, 22 : épicatéchine gallate, 23 : piceid,
24 : acide p-coumarique, 25 : acide férulique D3, 26 : acide férulique, 27 : acide sinapique, 28 :
coumarine, 29 : acide salicylique, 30 : cynaroside, 31 : miguelianine, 32 : rutine, 33 : rutine D3, 34 :
isoquercitrine, 35 : hespéridine, 36 : acide o-coumarique, 37 : génistine, 38 : acide rosmarinique, 39 :
acide ellagique, 40 : cosmosiine, 41 : quercitrine, 42 : astragaline, 43 : nicotiflorine, 44 : fisétine, 45 :
daidzéine, 46 : quercétine D3, 47 : quercétine, 48 : naringénine, 49 : hespérétine, 50 : lutéoline, 51 :
génistéine, 52 : kaempférol, 53 : apigénine, 54 : amentoflavone, 55 : chrysin, 56 : acacétine).
(B) : Chromatogramme LC-MS/MS de I’extrait butanolique de la plante étudiée

Isoquercitrine s’est révélée étre le composé le plus abondant dans 1’extrait butanolique,
avec une concentration de 47,913 mg/g, suivi par la cynaroside et la quercetin avec des teneurs

de 11,318mg/g et 9,299 mg/g respectivement. Par ailleurs, les acides phénoliques les plus

représentés étaient 1’acide protocatéchique (14,595 mg/g), suivi de 1’acide caféique (7,935
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mg/g) et I’acide chlorogénique (4,630 mg/g). Cette richesse en flavonoides et acides phénolique

dans I’extrait butanolique de I’espéce étudiée est en accord avec ce qui a été rapporté dans la

littérature. Cruceiru et al., 2020, ont décrit la présence d’acides hydroxycinnamiques et de

flavonols dans les fleurs et les feuilles de C. officinalis. De maniére similaire, des dérivés de

quercétine et d’apigénine ont été identifiés dans 1’extrait hydroalcoolique des fleurs de C.

officinalis (Escher et al., 2019).

Tableau V. 3 : Identification et quantification des composés chimiques dans I’extrait BUOH de

la plante étudiée, analysés par LC-MS/MS (exprimées en mg/qg).

No
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

11
12

13
14

15
16
17
18
19

Analytes
Acide quinique
Acide fumarique
Acide aconitique
Acide gallique

Epigallocatéchine

Acide protocatéchique

Catéchine

Acide gentisique

Acide chlorogénique

Aldéhyde
protocatéchique

Acide tannique

Epigallocatéchine
gallate

Cynarine

Acide 4-
hydroxybenzoique

Epicatéchine
Acide vanillique
Acide caféique
Acide syringique

Vanilline

BuOH Extract

0,858
N.D.
N.D.

0,138
N.D.

14,595

N.D.

1,337

4,630

1,900

0,077

N.D.

N.D.

0,969

N.D.
2,704
7,935
4,814

0,069

No
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40

41

42

43
44
45
46

47

Analytes
Acide salicylique
Cynaroside
Miquelianine
Rutoside-D3-IS
Rutoside
Isoquercitrine
Hespéridine
Acide o-coumarigue
Génistine

Acide rosmarinique

Acide ellagique

Cosmosiine

Quercitrine

Astragaline

Nicotiflorine
Fisétine
Daidzéine
Quercétine-D3-1S

Quercétine

BuOH Extract

3,671
11,318
0,007
N.A.
2,211
47,913
1,789
N.D.
0,014
N.D.

N.D.

0,800

0,082

5,888

0,513
N.D.
0,016
N.A.

9,299

B



2¢me partie : Partie expérimentale Chapitre v

20 = Aldéhyde syringique N.D. 48 Naringénine 0,069
21 Daidzine N.D. 49 Hespérétine N.D.
22 Epicatéchine gallate N.D. 50 Lutéoline 3,408
23 Piceid 0,008 51 Génistéine 0,151
24 Acide p-coumarique 1,331 52 Kaempférol 0,368
25  Acide férulique-D3-IS N.A. 53 Apigénine 0,551
26 Acide férulique 3,735 54 Amentoflavone 0,047
27 Acide sinapique N.D. 55 Chrysin N.D.
28 Coumarine N.D. 56 Acacétine N.D.

V.5. Evaluation du potentiel antioxydant

La capacité antioxydante des extraits végétaux est fortement influencée par leur composition
chimique ainsi que par les conditions expérimentales spécifiques aux méthodes utilisées. Pour
cette raison, il est recommandé d’évaluer I’activité antioxydante a I’aide de plusieurs tests
complémentaires, afin de couvrir les différents mécanismes d’action (Li et al., 2008). Dans ce
travail, deux approches ont été retenues pour I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
brut et butanolique de la plante étudiée :
+ L’activité de piégeage du radical libre DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle),
+ Le pouvoir réducteur évalué a I’aide du test TAC (Total Antioxidant Capacity) ainsi que
du test phenantroline.
V.5.1. Test de activité antiradicalaire par le test DPPH
L’activité antiradicalaire (DPPH) de I’extrait brut, et butanolique a été évaluée par leur
activité inhibitrice sur une solution méthanolique de DPPH, mesurée a 517 nm. Le standard
utilisé est le BHT. Les résultats sont exprimés en mg EAA /g d'extrait végétal (Tableau V. 4.)
Tableau V. 4 : L’activité antioxydante DPPH (mg EAA / g d'extrait végétal)

Extrait (mg EAA / g d'extrait végeétal)
Brut 18.94 + 0.37
Butanolique 20.88 £ 0.58

L’évaluation de I’activité antioxydante par piégeage du radical libre DPPH' a révélé une

capaciteé antiradicalaire plus élevée pour I’extrait butanolique (20,88 + 0,58 mg EAA/g
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d’extrait) comparativement a ’extrait brut (18,94 + 0,37 mg EAA/g d’extrait). Cette différence
peut étre attribuée a la polarité du butanol, solvant semi-polaire favorisant I’extraction sélective
de polypheénols actifs a potentiel antioxydant élevé. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus dans d'autres études sur des plantes de la famille des Asteraceae, telles que Centaurea
cyanus, Artemisia absinthium, et Achillea millefolium, pour lesquelles les extraits
méthanoliques ou éthanoliques ont montré des activités antioxydantes comprises entre 15 et 25
mg EAA/g d’extrait (Salachna et al., 2021 ; Ozcan et al., 2019 ; Bouzid et al., 2011). La
richesse en composés phénoliques et flavonoidiques de ces especes semble fortement corrélée
a leur potentiel antioxydant, confirmant ainsi la contribution majeure de ces métabolites
secondaires dans la neutralisation des radicaux libres.
V.5. 2.Test de I’activité du phénanthroline

L'évaluation de la capacité antioxydante par la méthode de réduction du complexe Fe*—
phénanthroline a révélé des valeurs significativement élevées pour les deux extraits étudiés
(Tableau V. 5.). L'extrait butanolique a présenté une activité de 345,94 + 1,09 mg EAA/g
d'extrait, nettement supérieure a celle de I'extrait brut (199,61 + 0,98 mg EAA/g d'extrait). Ces
résultats surpassent ceux rapportés pour plusieurs especes de la famille des Asteraceae. A titre
d’exemple, I'étude de Belkassam et al.,2019 sur Centaurea dimorpha a montré une activité
antioxydante de 152,63 £ 0,49 mg EAA/g pour I'extrait acétate d’éthyl-, mesurée par la méthode
de la phénanthrolin

Tableau V.5 : Résultats de Activité I’antioxydante par le test phénanthroline

Extrait (mg EAA / g d'extrait végétal)
Brut 199.61 +£0.98
Butanolique 345.94 +1.09

V.5. 3.Test de la capacité antioxydant totale (TAC) :

L’évaluation de la capacité antioxydante totale (TAC) par la méthode phosphomolybdique,
fondée sur la réduction des ions molybdate Mo (V1) en molybdene Mo(V) (Tableau V. 6.), a
mis en ¢€vidence une activité antioxydante significativement plus ¢élevée pour 1’extrait
butanolique (456,68 = 5,06 mg EAA/g d’extrait) comparativement a I’extrait brut (203,83 =+
0,63 mg EAA/g d’extrait). De tels résultats sont en accord avec ceux rapportés pour d'autres
especes de la famille des Asteraceae, notamment Artemisia absinthium, Centaurea cyanus ou

encore Achillea millefolium, dont les extraits riches en métabolites secondaires présentent des
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TAC élevés, souvent supérieurs a 300 mg EAA/g (Ozcan et al., 2019 ; Piatkowska et al., 2022
; Bouzid et al., 2011). Ces données confirment le rdle majeur des composes phénoliques dans
les capacités reductrices globales des extraits végétaux.

Tableau V. 6 : Résultats de la capacité antioxydant totale (TAC)

Extrait TAC (mg EAA / g d'extrait végétal)
Brut 203.83+ 0.63
Butanolique 456.68 £ 5.06

En résumé, la comparaison de la capacité antioxydante des deux extraits, évaluée a
travers les trois méthodes (DPPH, TAC et phénanthroline) et présentée dans la (Figure V. 8),

révele que 1’extrait butanolique est celui qui présente I’activité antioxydante la plus élevée.

Histogramme répresent les pourcentage d'inhibition de l'activité
antioxydant

mEXTRAIT BRUT mEXTRAIT BUTANOLIQUE

04,52%

87.57%
80.17%  8L.68%
62.77%
TAC

Phenanathroline DPPH

Figure V. 8 : Histogramme de pourcentage d’inhibition de I’activité antioxydant
L’activité antioxydante accrue observée pour 1’extrait butanolique dans les trois tests (DPPH,
TAC et phénanthroline) peut étre corrélée a sa richesse en flavonoides tels que 1’isoquercitrine
(quercétine-3-O-glucoside) et la quercétine, deux composés largement reconnus pour leurs
propriétés antioxydantes (Xu. et al., 2019). L’isoquercitrine a démontré une capacité notable
a atténuer le stress oxydatif en neutralisant les radicaux libres et en protégeant les cellules contre
les dommages induits par des agents oxydants tels que le peroxyde d’hydrogene. De son coté,
la quercétine est bien documentée pour son aptitude a moduler les voies de signalisation
antioxydantes, réduisant ainsi le stress oxydatif et I'inflammation. les résultats de I’activité
antioxydante sont en parfaite cohérence avec le profil chimique de 1’extrait obtenu par LC-
MS/MS.
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L’Algérie dispose d’un patrimoine végétal exceptionnellement riche, qui se distingue
tant par sa diversité que par son endémisme. De hombreuses especes appartenant a cette flore
sont utilisees depuis des générations dans la médecine traditionnelle. Cependant, malgré leur
potentiel thérapeutique reconnu, la majorité¢ de ces plantes n’ont pas encore été étudiées de
manicre approfondie sur le plan phytochimique et biologique, ce qui souligne I’importance de
les valoriser scientifiguement.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et a
I’évaluation de 1’activité antioxydante d’une plante Algérienne appartenant a la famille des
Asteraceae. Cette famille botanique est largement reconnue pour sa richesse en métabolites
secondaires bioactifs tels que les flavonoides, les sesquiterpenes, les triterpenes, les
saponosides, ainsi que d’autres composés phénoliques.

A partir de ’analyse LC/MS/MS, nous avons pu identifier pour la premiére fois la
composition phénolique de la plante étudiée, cette dernicre est plutdt riche en flavonoides qu’en
acides phénoliques.

L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante des extraits brut et butanolique des
parties aériennes de 1’espece étudiée a €té réalisée a travers trois méthodes complémentaires :
DPPH, TAC et Phénanthroline. Les résultats obtenus révélent une activité notable,
essentiellement attribuée a la teneur élevée en composés phénoliques, notamment les
flavonoides, présents dans ces extraits.

Les résultats obtenus au cours de cette ¢tude confirment I’intérét scientifique de I’espece
étudiée et soulignent son potentiel en tant que source de composés bioactifs. Bien que ces
données soient encourageantes, elles ne constituent qu’une base pour des recherches futures
plus approfondies. Des études complémentaires, incluant des essais in vivo, 1’isolement de
principes actifs purs et 1’¢lucidation de leurs mécanismes d’action, seront nécessaires pour
envisager des applications concretes dans le domaine pharmaceutique, cosmétique ou

agroalimentaire.
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EI ’

Ce travail de recherche a porté sur 1’é¢tude phytochimique et 1’évaluation de 1’activité
antioxydante d’une plante Algérienne appartenant a la famille des Asteraceae, a partir de deux
extraits végétaux : D’extrait brut et I’extrait butanolique des parties aériennes. L’activité
antioxydante a été évaluée in vitro a 1’aide de trois tests complémentaires : DPPH, TAC et
phénanthroline. Parallélement, des analyses chromatographiques (CCM) et une caractérisation
chimique par spectrométrie de masse a haute résolution (LC/MS/MS) ont été réalisées afin

d’identifier les composés responsables de cette activité.

L’analyse LC/MS/MS a permis de mettre en évidence une richesse notable en composés
phénoliques, en particulier des flavonoideset les acides phénoliques. Ces composés sont
largement reconnus pour leur pouvoir antioxydant. Les résultats des tests biologiques
confirment une activité antioxydante marquée, notamment pour 1’extrait butanolique, qui s’est

révélé le plus actif dans 1’ensemble des essais mengés.

Mots clés : Asteracea, activité antioxydante, flavonoides, acides phenoliques, CCM,

LC/MS/MS.
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AHotract

This research work focused on the phytochemical investigation and the evaluation of the
antioxidant activity of an Algerian plant belonging to the Asteraceae family, based on two plant
extracts: the crude extract and the butanolic extract from the aerial parts. The antioxidant
activity was assessed in vitro using three complementary assays : DPPH, TAC, and
phenanthroline. In parallel, chromatographic analyses (TLC) and chemical characterization by
high-resolution mass spectrometry (LC/MS/MS) were carried out to identify the compounds
responsible for this activity.

The LC/MS/MS analysis revealed a significant richness in phenolic compounds, particularly
flavonoids and phenolic acids. These compounds are widely recognized for their antioxidant
power. The biological tests confirmed a strong antioxidant activity, especially for the butanolic

extract, which showed the highest activity across all tests performed.

Keywords: Asteraceae, antioxidant activity, flavonoids, Phenolic Acid, , TLC, LC/MS/MS.
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Résumeé

Ce travail de recherche a porté sur 1’é¢tude phytochimique et 1’évaluation de D’activité
antioxydante d’une plante Algérienne appartenant a la famille des Asteraceae, a partir de deux extraits
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