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Introduction

NTRODUCTION

Les composés phénoliques et les flavonoides en particuliers occupent une place
importante en biochimie moléculaire. présents dans les aliments d’origine végétales ont
montré un grand intérét ces derniéres décennies plusieurs polyphénols ont éé isolés et
identifiés a partir des plantes et leurs activités pharmacologiques a été étudié (Crozier et al.,
2015)], en raison de preuves de plus en plus convaincantes de leurs effets bénéfiques sur la
santé humaine. I’intérét a été stimulé principalement par des études épidémiologiques
indiquant une association inverse entre la consommation d’aliments riches en ces composés
phénoliques (Flavonols et flavones) et I’incidence des maladies non transmissibles comme les
maladies cardiovasculaires, ces composes sont capables d’augmenter la formation
endothélidle de facteurs vasoprotecteurs comme le monoxyde d’azote, un puissant
vasodilatateur et un inhibiteur de la réponse proinflammatoire et prothrombotique (Cyril
Auger,Vaérie B.Schini-Kerth,2014).

Au cours des dernieres années des études porté sur I’intérét des feuilles des céréales ou
I’herbe Ces études ont montré la richesse des feuilles en composés phénoliques lesquels
possedent un grand pouvoir antioxydant (Abdel et al., 2006 ; Jonnala S et al., 2010).

La présente étude a pour but de contribuer & la valorisation des deux variétés de blé dur
WAHA et VITRON gréce a des études quantitatives et qualitatives des composés

phénoliques présents dans les extraits de leurs feuilles

Cette étude per mettra de dévoiler de nouvelles sour ces phytogénétiques
riches en composés phénoliques dansle but devaloriser lesfeuillesdeblé.
Notre travail présenteradeux grandes parties:

La premiére partie sera consacrée aux données bibliographiques : aspect botanique,
aspect phytochimique et nutritionnel. Elle décrit aussi les différentes classes des composés
phénoliques ainsi que leur biosynthese, répartition, roles et intéréts biologiques. L activité
biologique principa ement I'activité antioxydante.

La seconde partie comprend I’expérimentation qui a été realisee au sein du
laboratoire de Biologie Micromoléculaire et Phytochimie de I’université Mentouri

Constantine 1.



Introduction

L’extraction des polyphénols totaux a partir des feuilles de blé
La quantification des polyphénols, des flavonoides par des méthodes spectrophotométrique

L’analyse qualitative des différents extraits méthanolique obtenus aprés les traitements
chimiques par chromatographie sur couche mince CCM

L’ evaluation de I’activité antioxydante des extraits méthanolique avec du 1,1 diphényl-
hydrazyl (DPPH) qui est un radicae libre qui a éé utilise dans de nombreux études
scientifiques (Athamena et al., 2010 ; Baet al., 2010; Cristina et a., 2009 ; N'gaman Kohue'
et a., 2009 ; Sharma et Bhat, 2009),
Identification spectrale des molécules isolées dela CCM préparative
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CHAPITRE 01: Les feuilles de blé

1/ Description et classification de blé dur ( triticum durum dsf) :
le blé dur ( triticum dwrwm Dsf) est une plante annuelle de la classe des
monocotylédones de la famille des poaceae, de la tribu des Triticée et du genre triticium

(Feillet ,2000) .

En terme de production comerciale et d’alimentation humaine , cette espéce est la dexieme

plus importante du genre triticum apres le blé tendre . Leur famille compend 600 genres et

plus de 5000 espéces (Feillet ,2000) .

Figure 01 : blédur triticum durum

1.2/ Classification destriticum :

- Taxonomie et classification destriticum ( Fiellet ,2000) :

Tableau 01 : taxonomie des triticum durum

Embranchement
Sous-enbranchement
Classe
Ordre
Famille
Sous-famille
Tribu
Sous-tribu
Genre
Espéce

spermaphyte
Angiosperme
Monocodyledone
Poales

Poaceae

Festucoideae
Triticeae

Triticineae
Triticum
Triticum durum dsf




CHAPITRE 01: Les feuilles de blé

En fonction de degré de ploidie et d’apré le nombre de leurs chromosomes , on

differencies les blés diploides tritieum monococcum (2n=14), les blés dur tetraploides
tritteuum durvum  ( 2n= 28 ) et enfin les blés tendre hexaploides( 2n= 48)Triticuum

aestivume ( Prats et Grandcourt, 1971 ,Beaugrand ,2004).

3/ Lesfeuillesdeblé:

3.1. Description desfeuilles:

Les feuilles sont a limbe étroit, linéaire, a nervures paraléles a disposition
genéralement distique, avec une gaine ouverte, parfois fendue et une ligule prolongeant la
gaine (plus rarement nulle ou représentée par des poils). Et quelques feuilles plus grandes
gue I'ont appel é "drapeaux”, et qui se trouvent au sommet de latige.

Morphologiquement le blé dur se différencie du blé tendre par un feuillage

plus clair totalement glabre.

L appareil végétatif est a tallage faible, a chaume long et souple (Olmedo,1995 ;
Soltner, 2005).

3.2Composition de feuillesde blé:

Les feuilles de blé sont récoltées avant la phase de floraison quand il atteint 20-38cm.
Cette plante a une grande valeur nutritionnelle : 3,59 d’herbe contient 860mg de protéines,
18,5 mg de chlorophylles 15mg de calcium, 38mg de lysine, 7,5mg de vitamine c, et un
nombre de micronutriments comme le complexe de vitamine B et |es acides aminées. || est
tres riche en flavonoides et en composés phénoliques et également, carbohydrates,
saponines (Satyavati et a., 2011).

Le blé est tellement riche en nutriments que 7 a 8 kilos d’herbe de blé

équivaudraient & 175 kilos d’autres [égumes ordinaires.

Les tableaux suivants indiquent les ééments nutritifs essentiels contenus dans I’herbe
de blé (18-25 cm de hauteur)



CHAPITRE 01: Les feuilles de blé

Tableau 02: Acides aminés essentiels de la plante (Wigmore,1984).

Lejusdesfeuillesdeblé contient des protéines complétes a 80%
Acides aminés essentiels mg/g de protein
Histidine 19
Isoleucine 31
Leucine 68
Lysine 54
Méthionine + Cystine 20
Phénylalanine + Tyrosine 76
Thréonine 42
Tryptophane 6
Valine 59

Tableau 03 : valeur nutritive et le contenu en oligoéléments de la plante
(Wigmore,1984)

Quantité

Nutriment | Unitg| P& 1009} \jingraux | Quantité
Energie Cca 21.00 Calcium 18 mg
Eau G 95.00 Cuivre 2mg
Protéine G 1.42 Fer 2mg
Sucre G 2.00 | Magnésium| 3.6 mg
Fibre G 0.10 Phosphore 18 mg
Gras G 0.06 Potassium | 112 mg

/ / / Sodium 1mg
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3.3/ lescomposés phénoliques présents dans lesfeuillesde blé :

Les composés phénoliques sont des meétabolites particulierement intéressants
par leurs propriétés thérapeutiques comme des molécules antioxydantes (Macheix et al
,2005).

Tableau 04 : les flavonoides identifiés dans les feuilles de blé

Aglycone Classe Auteurs
Apigénine Flavones Wojakowska A et al.,2012
Chrysoériol I I
Lutéoline 1 1
Quercétine Flavonols Peterson, 2001
Tricetine Flavones Wojakowska A et a.,2012
Tricetine triméthyl ether I I
Tricine 1 1

3.4/ Inté&r & thérapeutique:

Depuis toujours, les plantes sont utilisées pour soulager les symptomes de plusieurs
maladies.

Malgré les technologies avancées dans la médecine moderne, les plantes apportent
une grande contribution gréce a leurs antioxydants naturels (Seyed hossein zendehbad.,
2014).

Le jus des feuilles de blé a plusieurs effets bénéfiques pour aider le corps a corriger
les anomalies:

3.4.1/ Levieillissement :

La poudre de jus de feuilles de blé contient des composés qui neutralisent les
radicaux superoxydes du corps et aide a raentir le processus de vieillissement,
éventuellement le développement des rides et des cheveux gris. En outre, ces composés
peuvent aider a atténuer les effets des rayonnements et de raentir le vielllissement
cellulaire (Nadege, 2014).
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3.4.2/ laréparation del’ADN :
Les feuilles de blé ont la capacité de stimuler la production et la réparation
naturelle du sperme humain et del’ADN.
3.4.3/Anémie:
L’herbe de blé est riche en chlorophylle qui est une fibre alimentaire tres important.
La molécule de chlorophylle dans I’herbe de blé est presque identique a I’hémoglobine
dans le sang de I’humain, la différence consiste en I’élément centrale : dans la chlorophylle
c’est le Magnésium et dans I’hémoglobine c’est le fer. C’est pour ¢a I’herbe de blé est

appelé ‘le sang vert’ (De vogel J et al, 2005).

Chlorophyll Molecule Hemoglobin Molecule
Figure02 : Structure d’hémoglobine et la chlorophylle .

3.5/Autresindications thérapeutiques :
Lestravaux de (Wang et al.,2002) ont montré I’efficacité de I’ utilisation du jus de feuilles
deblé:
» Dans|’amélioration de laformule sanguine et comme agent détoxifiant.
» Danslerétablissement de I'équilibre acido-basique grace asarichesseen
magnésium.

» Danslarégulation du taux de sucre dans le sang chez les diabétiques
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CHAPITERE 02 : Les Polyphénols

1. Généralités:

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires
largement répondues dans le régne végétal étant trouvé dans tous les fruits et les |égumes.
Ces composes sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition
quantitative qui varient entre les différents tissus. Plus de 8000 structures ont été
identifiées alant de ssmples molécules comme les acides phénoliques a des substances
hautement polymérisées comme les tanins. Ils sont synthétisés par I”’ensemble des végétaux
et ils participent aux réactions de défense face a différents stress biotiques (agents
pathogenes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiéere, rayonnements UV, fable
température, carences). Les polyphénols contribuent a la qualité organoleptique des
aliments issus des végétaux (couleur, astringence, arbme, amertume).

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre
fonction: ether, ester, hééroside.

lIs sont communément subdivisés en acides phénoliques (dérivés de I'acide
benzoique ou dérivés de I”acide cinnamique), coumarines, stilbenes, flavonoides, lignanes,
lignines, tanins.

La nature et lafonction des composés phénoligues saccumulant dans les plantes sont
variables. lls présentent des propriétés antimicrobiennes; ce sont des phytoaexines. Ces
composés de défense regroupent différentes classes de composés tels que les iso
flavonoides prénylés, les stilbéenes, les coumarines, les flavonols ou encore les aurones.

D’autres composés ont des fonctions dans la signalisation comme |’ acide salicylique,
molécule signal dans les mécanismes de résistance. La blessure et I’attaque par des
herbivores induisent la synthese de I’acide chlorogénique ou d’esters phénoliques liés aux
parois cellulaires, ces composés pouvant agir directement en tant que molécules de
défense ou servir de précurseurs a la synthese de la lignine, de la subérine et autres
barrieres polyphénoliques. Par ailleurs, la quantité d’anthocyanines augmente fortement
apres un stress au froid ou un stress nutritionnel.

D'un point de vue appliqué, ces molécules congtituent la base des principes actifs
que I'on trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez
I'nomme, ces molécules traces jouent un réle important en agissant directement sur la
qualité nutritionnelle des fruits et 1égumes et leur impact sur la santé des consommateurs

(effet antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...).
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L es composés phénoliques des plantes sont regroupés en différentes classes selon la
structure de leur squel ette de base (tableau 05)

Harborne ,1980 ; Machiex et al, 1990 ont classifié les composés phénoliques en se
basant sur le nombre du carbone dans la molécule, On distingue :
- Les acides phénoliques (C6-C1 et C6-C3)
- Lesflavonoides (C6-C3-C6)
- Leslignanes (C6-C3-C3-C6)
. Les Tannins (C6-C3-C6)

Tableau 05 : principales classes des composés phénoliques selon ( Harborne ,1980 ;
Machiex et al,1990 )

Squelette carboné : Classes : Exaples : Origines(exemples) :
Ccé6 Phénols simple catéchols Nombreux espéces
C6-C1 Acide hydroxybenzoiques | p-hydroxybenzoiques Epice ,fraise
C6-C3 Aide hydroxycinnamique Acide caféique Pomme de terre , pomme
Acide férulique
Coumarines Scopolétine Citrus
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides :
Flavonols Kampférol ,quercétine Fruits, légumes fleurs
Anthocyanes Cyanidine, ,fruits rouges,pomme,
Flavanols pélargonidine raisin,
flavanones Catéchine, épicatéchine Citrus
Isoflavonoides Naringénine Soja ,pois
Daidzeine
(C6-C2)2 Lignanes Pinorésinols Pin
(Ce Bois ,noyau des fruits
(C 15) Tanins Raisin rouge,KAKI

2. Biosynthése des polyphénols:

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires synthétises par des
plantes au cours de leur développement, Ces composés phytochimiques provenant de la
phénylalanine et la tyrosine sont ubiquitaires dans les plantes (Pereira Nunes X et al.,
2012) ; Ils sont eux- mémes formés a partir des sucres simples issus du métabolisme

primaire (Macheix, 2005),

Les polyphénols sont synthétisés généralement a partir de deux voies:
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2.1 Lavoiedeshikimate:

C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un réle

critique pour contrdler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Kening et al, 1995)

£00® . h
E_om,qa (I:ooe
CH cH,0e0 @ C=0
: P, | | NADH.H®
Phosphoénolpyruvate Z H—C=—0H ?H: NAD® KO coo®
~ i) . O H = HO—?—H ! !
/ OH H e e
e H—C—0H : OH
I R W | ®| 3.Déshydroquinate
H=—C=—0H CH,0PO
CI!-I,OPO,G Z-C&o-Jdamy-o-mbmolnpmlm T-plmphm H.0
)
Erythrose 4-phosphate
NADPH,H® R
ADP ATP NADPQ
®o,po0 0 OH
OH
;kms-m 3-Déshydroshikimate
Phosphoénol-
pymvalc
P
coo® coo®
chorismate
;|
X . ]
®o,p0 o—c-—(:t:»oe 0—C—c00®
OH OH
S-Enolpyruvylshikimate 3-phosphate

Figure 03: Lavoie de shikimate (Floss, 1997)
2.2 Lavoie de phénylpropanoide:
Lavoie de phénylpropanoide commence par la phénylaanine (Phe) qui fournit en
plus des principaux acides phénoligues simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides,
acide salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement e second

biopolymére le plus important apres la cellulose
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Figure 04: Lavoie de phénylpropanoide (Hoffmann et a, 2004)

2.3 Lavoie de biosynthése des flavonoides :

De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine

biosynthétique commune et par conségquent, possedent tous un méme squelette de base a

guinze atomes de carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et

B), reliés par une chaine en C3 (Figure05)
Les flavonoides résultent de la condensation de trois groupements acétates (fournis
sous forme malonyl-CoA) avec I’acide 4 hydroxy cinnamoyl-CoA cette condensation

conduit a la formation de 2 noyaux benzéniques —A et B — réunis par une chaine de

trois atomes de carbones (hétérocycle C) (Merghem R, 2009).
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Figure 05 : Labiosynthése des flavonoides ( Merghem ,R 2009)
3 Rdle biologique des composes phénoliques :

La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de
nombreuses pathologies, telles que le cancer, I’ischémie cardiaque, I’athérosclérose et
I’hypertension. Cela peut étre expliqué par le fait que ces composés ont la capacité de
modifier de nombreux facteurs impliqués dans la genese de ces maladies.

Les polyphénols sont en effet capables d’abaisser la pression artérielle chez le rat,
d’empécher I’oxydation des LDL, d’inhiber la prolifération des cellules musculaires,
d’empécher I’agrégation plaquettaire. Ils ont ainsi été décrits comme étant des
antioxydants, des anti-inflammatoires, des anti-allergenes, des anti-thrombotiques et des

anti-tumoraux
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Tableau06 : activités biologiques des composés polyphénoliques (frankel et al, 1995 )

Polyphénols :

Activités :

Auteurs :

Acides
phénols(cinnamiques,benzoiques)

Antibacterienns
Antifongique
antioxydants

(Didry et al,1982)
(Ravn et al,1984)
(HAYASE et Kato, 1984)

coumarines Vasoprotectrices,antioedemateuse | (Mabry et Ulubelen ,1980)
Flavonoides Antitumorales (Stavric et Matula, 1992 )
anticancirigénes (Das et al ,1994 )
anti-inflammatoires (Bidet et al ,1987)
Hypotenseurs (Bruneton,1993)
antioxydants (Aruoma et al ,1995)
Anthocyanes Protection des veines et capillaires (Brunneton,1993)

Proanthocyanidines

Effets stabilisants sur le collagene
Antioxydants
Antitumorales
Antifongique
Anti-inflammatoires

(Masquelier et al,1979)
(Bahorun et al,1996)
(DE Oliveira et al, 1972 )
(Brawnlee et al, 1992 )
(Kreofsky et al, 1992 )

Tanins galliques et catéchiques

antioxydants

(Okuda et al ,1983)
(Okamura et al,1993)

4 Propriétés thérapeutiques des composes phénoliques :

Les poyphénols jouent un grand rdle dans la quantité nutritive et hygiénique des

aliments, certains d'entre eux ont des propriétés vitaminiques utilisées par l'industrie

pharmaceutique.

[Is interviennent également dans la digestibilité des aliments, dans I'utilisation

physiologique des protéines. Les déces dus au infractus du myocarde ou par athérosclérose
coronarienne sont a associés au taux élevé des cholestérols du type LDL (Low density
Lipoprotéines) circulant dans le sang.

Des études ont démontré qu'une consommation importante d'antioxydants
phénoliques pouvait étre corrélée avec une baisse significative des décés par
athérosclérose, en diminuant I'oxydation des LDL (Frankel et al., 1995).

Les polyphénols agiraient aussi en inhibant I'agrégation plaquettaire impliquée dans
le phénoméne de thrombose qui peut conduire a l'occlusion des artéres. Ils sont actifs
contre de nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein, prostate, poumons, peau,
vessie,...etc) atout les stades de cancérogénese.

Les polyphénols pourraient aussi exercer des effets protecteurs contre les maladies
hormonodépendantes telle que |'ostéoporose en modulant la réponse aux oestrogenes
endogeénes [ Scalbert et Williamson, 2000]. Enfin, les composés phénoliques et en
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particulier, I'acide salicylique (acide hydroxybenzoique) ont également des propriétés
antiseptiques (Ribereau, 1964).
5 Classification des polyphénals:

Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques avec ou sans autres
Fonctions (alcooliques, carboxyles...). Dans cette famille de molécules, se trouvent de
Nombreuses substances, qui peuvent se classer selon leur structure
5.1/ Lesacides phénoliquessimples:

5.1.1/Acides hydroxycinnamiques C6-C3:

Dérivent de I'acide cinnamique Ont une structure générale de base de type (C6-C3)
Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a une réactivité
chimique importante de ces molécules.

Tableau 07 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni Manchado et Cheynier .2006)

Structure R1 R2 R3 Acides
phénoliques
OH H H H Acide
cinnamique
R SN o H OH H Acide
coumarique
R; OH OH H Acidecaféique
2 OCH3 OH H Acideférulique
3 OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

5.1.2/ Acides hydroxybenzoiques:

Sont des dérivés de I'acide benzoique Ont une structure général e de base de type (C6-

C1) Existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides.

Les acides hydroxybenzoiques | es plus abondants sont répertoriés dans le tableau08

Tableau08 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni Manchado et Cheynier .2006 )

Structure R1 R2 R3 R4 Acides
phénoliques
R2 H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide
O hydroxybenzoique
R3 H OH OH H Acide
protocatechique
OH H OCH3 OH H Acide vanillique
R4 H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique
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5-2/ Lesflavonoides:

5-2-1/ Généralités:
Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des

écorces d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutét prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaali et al, 2004 ; MaleSev et
Kunti¢, 2007).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifiqgue E.Chervreul en 1814, mais ont été
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de
vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la permeéabilité des vaisseaux sanguins,
cette dénomination fut abandonnée lorsgu'on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces
substances appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et a, 2001)

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célebre
"french paradox" correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez
les habitants des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a
une prise importante de graisses saturées (Ghedira, 2005; MaleSev et Kunti¢, 2007). Prés
de 4000 flavonoides ont été décrits (Medié-Saric et al, 2004)

5.2.2/ Structure:
Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un

sguel ette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A)
et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ains I'hétérocycle (C) (W-
Erdman et a, 2007).

Figure06 : structure de base des flavonoides (Algandro et al., 2013)
5.2.3/ Différentstypes de flavonoides :
Les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines (entités
dépourvues de reste osidique) ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus
osidiques).
Flavones et Flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus dont

notamment: la quercétine, le kaempférol, lamyricétine et I’apigénine ;
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Les Flavanones (naringénine) et les Flavanols (catéchine) ains que les
Dihydroflavonols (dihydrokaempférol, dihydroquercétine) et les dihydroflavan-3,4-diols
(leucopélargonidol, leucocyanidol) sont considérés comme des flavonoides minoritaires en
raison de leur distribution naturelle restreinte (tableau 09 ) (Narayana et al, 2001; W-
Erdman et al,2007)

Tableau09 : Principales classes des flavonoides (Narayana et al, 2001; W- Erdman et al,2007)

Classes Structures chimiques R3’ R4’ R5’ Ex amples
Flavones H OH H Apigénnine
OH OH H Lutéolines
OH OCH3 H Diosmétine
Flavonoles H OH H Kaemphérols
OH OH H Quecétine
OH OH OH Myrecétine
Flavanols OH OH H Catéchine
Flavanones @ H OH H Naringénine
S Pt OH OH H Eriodictyol
I —=
Anthocyanidines Z H OH H Petargonidine
OH OH H Cyanidine
OH OH OH Delphénidine
Isoflavones R5 R7 R4’
OH OH OH Genisteine
H O-Glu OH Daidezine

5.2.4 Intérétsthérapeutiques des flavonoides
Les flavonoides ont été décrits comme agent de promotion de la santé avec des effets

biologiques in vitro et éprouvées, telle que :
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5.2.4.1/Activité antioxydant :
@ Les flavonoides ont la capacité de piéger les radicaux libres, générées par notre

organisme en réponse aux agressions de notre environnement et qui favorisent le

vieillissement cellulaire (Karbin M et al., 2015). Parmi ces flavonoides : larutine.

5.2.4.2/ Activité anti-inflammatoire :

@ Les flavonoides sont des agents protecteurs contre les inflammations chroniques, la
Production excessive d’activateur de tissus en particulier les prostaglandines. Les
flavonoides inhiber les enzymes clé implique dans biosynthese de ces activateurs

tissulaires (Karbin M et al., 2015). Permis ces flavonoides nous citons lalutéoléine.

5.2.4. 3/Activité cardiovasculaire:

@ Les flavonoides ont des effets bénéfiques sur les paramétres associés a
I'athérosclérose, y compris I'oxydation des lipoprotéines, I'agrégation des plaguettes du
sang, et la réactivité vasculaire, les flavonoides jouent un réle clé dans la réduction du
risque de développer des maladies cardiovasculaires. Permis ces flavonoides nous citons
les flavonones.

En plus des activités biologiques décrites, les flavonoides présenter dautres
avantages pour la santé, pour les flavonoides diinstance ont antiallergique, anticoagulant,
antiplaquettaire, activité antimicrobienne, activité antidiabétique (Karbin M et a., 2015).

Tableau 10:  Flavonoides et la prévention des maladies

Références Flavonoides Activités

Mercader et al 2008 Flavonoides Inhibition de I’aldolase
Réductase :prévention de
cataracte chez les diabétiques

Cushnie et Lamb Différents types des flavonoides Activité antifongique, antivirale,
(flavones, isoflavones flavonol s) antibactérienne
Ziaee et al 2009 Rutine Diminution de

I’hypercholestérolémie chez les
SOUri'S Sous régime
hyperchol estérolémie

Hooper et a 2008 Différentes sous classes de flavonoides et Diminution du niveau de LDL
aliments riches en flavonoides diminution de la pression
sanguine
Artset al 2001 Catéchine Prévention de la mort par
cardiopathie ischémique
Kanagawa et a 2000 Quecétine, rutine Limitation de la peroxydation des
lipides dans les fractions
lysosomales.

Activité antioxydante grace aleur
localisation dans |es membranes

Hurano et al 2001 Catéchine,
épicatéchine,épigollocatéchine,gallate Inhibition de radicale DPPH
Quecétine,apéginie, lutéoline Inhibition de I’oxydation du LDL
Kosmider et al 2004 Différents classes des flavonoides Activité anti tumorale
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1/Stress oxydant :

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un
déséquilibre profond de la balance entre les systemes oxydants et les capacités anti
oxydantes de I’organisme en faveur des premiers, ce qui conduit a des dommages

cellulairesirréversibles (Pincemail et a. 1999).

En effet, tous les organismes vivants qui consomment de I'oxygene produisent des
radicaux libres qui sont de petites substances chimiques tres oxydées par le contact avec
I'oxygene, et dont nos cellules savent normalement tres bien se débarrasser.

Le stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la
quantité de radicaux libres a éliminer, soit ne disposent pas de ressources anti oxydantes

(vitamines, oligoél éments, enzymes) suffisantes pour les éliminer.
2/Activité antioxydante :

La protection contre les effets déléteres induits par les radicaux oxygénés s’effectue a
I’aide de trois types d’agents différents : les protéines non enzymatiques, Les enzymes tels
que les superoxyde-dismutases et les glutathion-peroxydases et enfin les antioxydants
d’origine nutritionnelle tels que les caroténoides, les tocophérols (vitamine E), I’acide
ascorbique (vitamine C) et les polyphénols qui sont des antioxydants essentiels pour

I’lhomme.
3/Définition d’un radical libre :

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un éectron non
apparié. Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de latendance de cet éectron

ase ré- apparier, destabilisant ainsi d’autres molécules.

Les molécules ainsi transformeées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et
initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la
peroxydation lipidique . Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former
dans les cellules, il convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires
qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres
primaires, qui dérivent directement de I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires (radical peroxyle ROOe, radical alkoxyle ROe), se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composes biochimiques de lacellule. L’ensemble des radicaux
libres primaires est appelé “especes oxygénées réactives ” (EOR). Cette appellation n’est

pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de I’oxygene proprement dit : radical
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superoxyde O2e, radical hydroxyl OHe, monoxyde d’azote NOe, mais aussi certains
dérivés oxygeénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante : I’oxygéne

singulet 102, peroxyde d’hydrogéne H202 , peroxynitrite ONOO .

Les antioxydants
Source y

PEOR ) s

FigureQ7 : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant
4/1mplications pathologiques du stress oxydatif :

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreuses pathol ogies (figure 08)
comme facteur déclenchant ou associé a des complications (Favier, 2003). 1l peut étre
associé a I’athérosclérose, I’asthme, I’arthrite, la cataractogénése, I’hyperoxie, I’hépatite,
I’attaque cardiaque, les vasospasmes, les traumatismes, les accidents vasculaires cérébraux,
les pigments d’age, les dermatites, les dommages de la rétine, les parodontites et les
cancers (Cohen et al., 2000; Packer et Weber, 2001). Néanmoins, la plupart des maladies
induites par le stress oxydant apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue les
défenses anti oxydantes et augmente |a production mitochondriale des radicaux (Favier,
2003)

il Peau
Gastro-intestinale  Cataractogenese Dermatite Ceeur
-Hépatite -Dommage hépatique\ T pigments Mttaque du
ceeur
Dents < Espécesréactivesoxygénées s
Articulations / l/ \
Parodontite \l/ -Arthrite
Vaisseaux  défaillance multiorgane  Cerveau Poumon
-Athérosclérose -Cancer -Traumatisme -Asthme
-V asospasme -AV.C -Hyperoxie

Figure 08 : Les pathologies associées aux espéces réactives oxygenées (Lee et a. 2004).
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5/ Antioxydants

5.1. Définition

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche I'oxydation d'autres
substances chimiques. Il est défini par HALLIWELL comme « toute substance qui en
faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit
I’oxydation de ce substrat ». C’est une molécule qui est capable de neutraliser les formes
actives de I’oxygene et permet de maintenir au niveau de la cellule et de I’organisme des
niveaux non cytotoxiques de radicaux libres,
5.2 Les polyphénols comme antioxydants :

- Les principaux mécanismes d’activité antioxydante sont (Halliwell, 1994) :

- Lepiégeagedirect desEOR ;

- L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des

traces métalliques responsables de la production des EOR;

- Laprotection des systémes de défense antioxydants.
Les polyphénols peuvent agir selon ces divers mécanismes.
5.2.1/ Inhibition enzymatique:

L’inhibition de la production des EOR par les polyphénols, particulierement les
flavonoides peut procéder directement par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou
par piégeage directe des EOR.

Ce double action est bien illustré par le cas de la xanthine oxydase, cet enzyme est

considérée comme une source biologique importante de radical super oxyde.

Hansaki et ses collaborateurs, dans une étude sur la maladie de la goutte, ont montré
que les flavonoides peuvent agir sur I’activité de la xanthine oxydase et par conséquent,
peuvent prévenir cette maladie en réduisant a la fois les concentrations de I’acide urique et
celles du radical super oxyde dans les tissus humains.26 Cos et ses collaborateurs ont
confirmé les résultats de Hansaki, et ont établi les relations entre la structure chimique des
flavonoides et leur capacité d’inhiber la formation de super oxyde par inhibition de la
xanthine oxydase (formation de complexes enzyme-inhibiteur) et/ou par réduction du super

oxyde produit .

5.2.2/Chélation desions métalliques:
Lesions du fer ou du cuivre sont essentiels pour de nombreuses fonctions

physiologiques.
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IIs entrent notamment dans la composition des hémoprotéines et de cofacteurs
d’enzymes du systeme de défense antioxydant (par exemple, les ions du fer pour la
catalase, et ceux du cuivre pour le super oxyde dismutase). Maisils sont aussi responsables
de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogene selon la

réaction de Fenton :

H,0, + Fe** (Cu") >  "OH+ OH + Fe** (Cu™)

En outre, I’autoxydation des ions Fe2+ et Cu+ est une source de superoxydeH202.
Ainsi, complexer lesions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur activité redox

est un mécanisme d’action antioxydante.

Divers polyphénols abondants dans les plantes et dans I’alimentation sont considérés

comme de bons chélateurs des ions métalliques.

5.2.3/ Piégeage desradicaux libres:

Laréduction de divers radicaux par |es polyphénols a été beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydante. Grace a leur faible potentiel
redox, 32 les polyphénals, plus particuliérement les flavonoides (FI-OH), sont
thermodynamiquement capabl es de réduire rapidement les radicaux super oxydes,

peroxyles (ROQe ), alkoxyles (ROe ) et hydroxyle par transfert d’hydrogéne :

FLOH+X® —— & FLO+XH

Ou Xe représente I’un des EOR mentionnés ci-dessus.
Leradical aryloxyle (FI-Oe ) peut réagir avec un autre radical pour former une structure
guinone stable (FigurelO)

OH 4 ' #
X xu ¢ X  xH
OH \ i OH U 0
©/

Figure 09 : Piégeage des EOR par les flavonoides
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CHAPITRE 04 : polyphénols et santé humaine

Introduction :

L’alimentation est une composante déterminante dans la prévention primaire de
nombreuses maladies chroniques associées au vieillissement comme les maladies
cardiovasculaires (MCV), le diabéte de type 2, Les MCV sont la premiere cause de
mortalité et de morbidité dans le monde et d’aprés les projections de I’OMS, cette situation
devrait perdurer dans les vingt prochaines années (Mathers et Loncar, 2006).

la plupart les MCV (cardiopathie coronarienne, accident vasculaire cérébral (AVC))
sont des complications de 1’athérosclérose, une pathologie inflammatoire chronique
caractérisée par le développement des plaques d’athérome au niveau des arteres (Libby,
2002). Ce dépot gras sur les parois internes des vaisseaux empéche le sang de parvenir au
ceeur ou au cerveau. Les facteurs de risque cardiovasculaire (tabac, dyslipidémies,
hypertension, obésité, diabéte) créent un environnement pro oxydant et pro-inflammatoire
a Dorigine de son développement. Les phases précoces du développement de
I’athérosclérose sont « silencieuses », les symptomes cliniques ne se manifestant qu’apres
plusieurs années. La prévention de cette pathologie, plus encore que son traitement, est

donc capitale. A cet égard, la qualité de I’alimentation joue un réle déterminant.
1\Propriétés biologiques et modes d’action des polyphénols :

Historiquement, ce qui a fait la popularité et suscit¢é 1’engouement pour les
polyphénols alimentaires c’est le fait qu’ils étaient considérés comme des antioxydants
puissants, capables de piéger les radicaux libres et ainsi réduire le stress oxydant au niveau
de I’organisme.

Les faibles taux circulants de polyphénols (maximum quelques pmol/L) par rapport a
ceux des autres antioxydants endogénes (GSH, acide urique) ou exogeénes (Vit E, Vit C) ne
permettent pas d’envisager une action anti-oxydante directe des polyphénols dans
I’organisme

Ceci toutefois a I’exception du tractus gastro-intestinal ou les polyphénols présents
en quantité importante peuvent agir en tant que piégeurs de radicaux libres. Aujourd’hui au

Niveau de I’organisme, les polyphénols sont pergus comme des molécules « signal »
qui pourraient stimuler les défenses anti-oxydantes d’une part via 1’inhibition des activités
enzymatiques pro-oxydantes et d’autre part via la modulation des voies de signalisation

intracellulaires controlant ’expression des enzymes anti-oxydantes. Contrairement aux
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composés pharmacologiques qui agissent spécifiquement via un récepteur ou une voie de
signalisation, les polyphénols ont des modes d’action multi-cibles. De nombreuses études
in vitro montrent que les flavonoides pourraient affecter leurs cibles biologiques en
modulant certaines activités enzymatiques, I’expression de geénes ou bien la signalisation
cellulaire, en interagissant avec des récepteurs membranaires ou cellulaires, ou via des
régulations épi géneétiques (Fraga et Oteiza, 2010) . La diversité de ces mécanismes
d’action potentiels explique le large spectre d’activités biologiques des flavonoides
observées in vivo, parmi lesquelles des activités anti-inflammatoires, anti-oxydantes, anti-
angiogéniques, antiprolifératives ou pseudo-ostrogéniques : autant d’activités biologiques
qui pourraient étre potentiellement intéressantes en participant aux effets santé associés a la

consommation de produits végétaux (Figurel0).

anbyjoqejw
awoipuis

FigurelO : Modes d’action, propriétés biologiques des polyphénols et effets santé

potentiels

2 \Les polyphénols : des candidats prometteurs pour la préservation de la
santé cardiovasculaire chez ’homme :

Si les effets santé des polyphénols semblent concerner un large spectre de maladies
chroniques, c’est bien vis a vis de la protection vasculaire que les données
épidémiologiques, cliniques, précliniques et mécanistiques sont les plus convergentes et
convaincantes (Rodriguez-Mateos et al., 2014). Une récente méta-analyse des études
prospectives sur cohortes rapporte une association inverse entre le niveau de
consommation de flavonoides spécifiques (flavanones, anthocyanes, flavonols, flavanols,

flavones) et la mortalité ou le risque de MCV (Wang et al., 2014).
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Un nombre croissant d'essais cliniques contrdlés randomisés examine le role des
flavonoides dans la prévention des MCV, en évaluant leur impact sur des bio marqueurs
associes au risque de MCV, pression sanguine, fonction endothéliale, rigidité artérielle,
cholestérol sanguin, agrégation plaquettaire (Habauzit et Morand, 2012).

En lien avec la santé cardiovasculaire, des études chez I’animal ont mis en évidence
I’impact d’une supplémentation du régime en flavonoides pour améliorer le profil des
lipides sanguins, augmenter la vasomotricit¢ de 1’endothélium, réduire la pression
sanguine, ralentir le développement des 1ésions d’athérosclérose et réduire 1’inflammation
ou le stress oxydant qui régulent I’homéostasie vasculaire (Del Rio et al., 2012). Ces effets
sont variables selon les classes de flavonoides, ce qui est a rapprocher des différences
structurales entre les classes.

Notre travail a été réalisé au niveau de laboratoire de Biologie Micromoléculaire et

Phytochimie. A I’université des fréres Mentouri Constantine (Chaab Ersas).
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| . Matériel végétale:
Nous avons utilisé comme matériel végétal les feuilles de deux variétés de blé
dur Waha et Vitron au stade trois feuilles, apres 30 jours de semence des grains
fournis par I’industrie technique des grandes cultures (ITGC) d’EL-Kheroub-

Constantine.

Tableaull : origine des deux variéties WAHA et VITRON (Guide des principales
variétés de céréales a paille en Algérie, 2006).

Variété WAHA VITRON
Données
Origine Syrie Espagne
Demandeur ITGC ITGC

Annéed’inscription 1998 1998

1/ Lasemence
dans la serre de Biopol Chaab Ersas, Université des freres Mentouri Constantine,

nous avons procédé a la semence de 2009 des grains de blé dur de variété WAHA et
4009 de la variété VITRON pesées préalablement a I’aide d’une balance analytique,
dans 9 pots rectangulaires (3 pots pour la variété WAHA et 6 pots pour la variété

VITRON ), les pots sont étiquetés pour différencier entre les variétés.
L’ arrosage est entrepris d’une facon réguliere deux fois par semaine avec la
surveillance

attentive de la croissance de plantes jusqu’a ce qu’elles atteignent une hauteur de 20

cm.
25
20
=2
.‘__:'15 1 —— lavariété
J 80 4 WAHA
' s5 ~B— |a variété
0 VITRON

1 3 61013151617202224262830
Nombre de jour

Figurell : Courbe de croissance d’herbe de blé
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2/La Récolte et le séchage:

Les feuilles ont été récoltées, qui consiste a couper toute la partie aérienne de la
plante ensuite on les a laissés séchéees en couches mises sur un papier journal a I'abri
du soleil pendant quelques jours et au méme temps on a surveillé la décroissance du

taux d’humidité par la prise de leurs poids a I’aide d’une balance analytique .

600 -
500
& 400
| 300 4
& 200 +
100 - ——\WAHA
0 4+—— Pl /N, 40 VITRON
s~~~ M~
= i = = - —
o O O O O O O
NN NN NN N O NN N
o T i T T
b S - A . . . 3
o0 O 0 O O O
Pl -l il . 4
= W Oh «~ ™M v 00
O O O v v v i

Figurel2 :la courbe de I’humidité de chaque variété WAHA et VITRON

Il. Extraction :

1/ Traitement préiminaire (Broyage) :

On a effectué le broyage des feuilles séchées a I’aide d’un moulin et un ciseau et
encore en utilisant un mortier et pilon afin d’obtenir une poudre trés fine ; puis nous
avons réalisés deux pesées séparément : 50 g pour la variété WAHA et 90g pour la

variété VITRON pour I’étude qualitative et 1 g pour I’étude quantitative.
2/ Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une technique d’extraction par solvant, dans notre

étude I’opération a été effectuée selon deux approches :
2-1/ Maceération :
2-1-1/ Principe:

La macération est une méthode classique qui consiste a laisser la poudre du matériel
végétal en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs,
elle se deroule a température ambiante ce qui est trés positif pour conserver

I'intégrité des molécules.
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2-1-2/ M éthode :

Le broyat (la poudre du matériel végétal) de chaque variété 50 g WAHA et 90 g
VITRON est placé dans un bécher afin de subir une macération par un volume de
500 ml ( pour la variété WAHA ) et 1L (pour la variété VITRON ) de solvant

hydroalcoolique

(Méthanol/eau, 70/30) pendant 72h a I’air libre avec renouvellement de solvant
chaque 24h , I’extrait est récupéré dans un récipient, filtré & I’aide d’un papier filtre et
un entonnoir puis évaporé sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif équipé d’une

pompe a vide (Rotavapor BUCHI).
2.2 Extraction au soxhlet :
2.2-1/ Principe:

Le soxhlet est une piéce de verrerie permet de faire I'extraction par solvant
continue des especes chimiques contenue dans une poudre solide. Cet appareil porte

le nom de son inventeur : Franz von Soxhlet.

L'extraction au Soxhlet consiste a faire passer a travers la matiére a traiter contenue
dans une cartouche de cellulose, un flux descendant de solvant toujours neuf puisque

distillé a chaque cycle.

2-2/ Méthode :

Le broyat de 1g (la poudre végétal) de chaque variété est mis dans une
cartouche propre et sec, cette derniére sera placée dans le corps en verre de l'appareil
de Soxhlet, le solvant d’extraction qui est un volume de 500 ml d’éthanol, est introduit
dans un ballon porté a ébullition, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur,
se condensant dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I’extracteur, faisant
ainsi macérer la poudre végétal au bout de 1h 30 min, le solvant condensé s’accumule
dans le corps en verre jusqu’a atteindre le sommet de tube siphon qui provoque alors le
retour de liquide dans le ballon accompagné des substance extraites et le solvant

contenu dans le ballon s’enrichit donc progressivement en composés solubles.

Le solvant continu alors de s’évaporer, alors que les substances extraites

restent dans le ballon (leurs températures d’ébullition doivent étre nettement supérieur
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a celle du I’éthanol). L’extraction est arrétée lorsque le liquide entourant la cartouche

devient clair, cette couleur indiquant que le solvant n’extrait plus rien du solide.

Le contenu du ballon (solvant chargé d’extrait) est récupéré puis évaporé a

sec a I’aide d’un évaporateur rotatif pour éliminer le solvant.

Le residu sec est repris avec 8 a 10 ml de méthanol dans deux tubes a essais pour

chaque variété.
3/Extraction liquide - liquide (partitions entre solvants) :

La phase limpide des Extraits de 50g et 90 g obtenus aprés I’évaporation et
décantation pendant 24h sont soumis a plusieurs affrontements par divers
solvants organiques de polarité croissante cette opération permet de séparer les
composes phénoliques selon leur structure et leur degré de polymérisation, ces
affrontements se font dans des ampoules a décanter.

Affrontement avec I’éther de pétrole: pour éliminer tous les

composés non phénoliques, comme les lipides et caroténoides et les
pigments chlorophylliens.

Affrontement avec I’éther diéthylique: qui est un solvant préférentiel des
composés simples tels que les acides phénols et les flavonoides.
Affrontement avec I’acétate d’éthyle : pour entrainer les flavonoides
aglycones mais surtout les monoglycosides et partiellement les di-o-
glucosides.

Affrontement avec le méthyle-éthyle-cétone (butanone) : pour le reste

des di-o- glycosides, les tri-o-glycosides et les c-glycosides.
3-1/ Protocole:

95 ml pour la variété WAHA et 175ml pour la variété VITRON de la phase
aqueuse est déversé dans une ampoule a décanter a laquelle on rajoute 100 ml pour
la variété WAHA et 175ml pour la variété VTRON de premier solvant qui est
I’éther de pétrole apres une agitation vigoureuse accompagnée de I’ouverture de
temps en temps de robinet de I’ampoule pour dégager les éventuels gaz des

solvants organiques.
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On replace I’ampoule sur son support et on laisse décanter, dans un délai de quelques
minutes on observe la formation de deux phase non miscible : Une phase

organique supérieure et une phase aqueuse inférieure.

Aprés une heure d’affrontement, la phase éther de pétrole est récupérée dans un
bécher ou erlenmeyer alors que la phase aqueuse est remise dans I’ampoule afin de

subir I"affrontement avec le deuxiéme solvant et ainsi de suite.

A la fin on se débarrassent de la phase éther de pétrole qui ne renferme pas des
composés phénoliques par contre les autres phases récupérées d’acétate d’éthyle et de
MEC sont évaporées a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif a I’exception de la phase
éther diéthylique qui est évaporee a I’air libre, puis on récupére le résidu de chaque

phase par 8ml a 10ml de méthanol dans des tubes a essais (Merghem R ,2009)

[11. Etude quantitative:
1/ Dosage des phénols totaux par colorimétrie:

Selon Singleton et Rossi, 1965 ; Parmi les méthodes fréquentes de
quantification des composés phénoliques la méthode colorimétrique utilisant le
réactif de Folin ciocalteu.

1-1/ Principe de dosage :

Le réactif de Folin ciocalteu est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). Il est
réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe
(Ws0O23) et de molybdene (MosOz) (Boizot N., Charpentier J.P., 2006). La coloration
produite dont I’absorption maximal a 765 nm est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits végétaux.

1.2/ Méthode:

Le dosage a été effectué selon la méthode de Zhu. Kx ,2011, une gamme
d’étalonnage a été préparée a partir d’une solution mere d’acide gallique de
differentes concentrations (0-2 mg/ml), la solution mére est préparée préalablement
par la dissolution de 0.2 g d’acide gallique en poudre dans 100ml d’eau distillée. Les
volumes utilisés pour la préparation de la gamme d’étalonnage sont montrés dans le

tableau suivant :
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Tableau 12 : Volumes nécessaires et les concentrations correspondantes pour

la préparation de la gamme étalon de I’acide gallique.

Concentration (mg/ml) 0O 04 08 16 2
Volumeprélevé dela solution méredel’acide 0 02 04 08 1
gallique (ml)

Volume d’eau distiller (ml) 1 08 06 02 O

1 ml de chague solution de la gamme étalon a été introduit a I’aide d’une
pipette dans des tubes a essais, suivi de 4 ml du réactif de Folin ciocalteu (dilué 10
fois dans I’eau distillée) apres 10 minutes, 5 ml de carbonates de sodium a 20 % (20 g
poudre de Na,COs prépares dans 100 ml d’eau distillée a I’aide d’une fiole jaugé) ont
été rajoutés puis apres une incubation de 30 minutes a une température ambiante dans
I’obscurité, I’absorbance de chaque solution a été déterminée a 765 nm avec un
spectrophotomeétre UV-Visible (UV1601, SHIMADZU).

Pour le dosage des phénols totaux contenus dans les extraits, la méme procédure
précédente a été suivie juste on a pris un volume de 1 ml de chaque phase (phase
éther diéthylique — acétate d’éthyle-MEC-H.0) au lieu de I’acide gallique prit a

différents volumes.

2-Dosage des flavonoides::
Les flavonoides contenus dans les extraits méthanoliques sont estimés par la méthode

d’AlCIs (Ayoola et al, 2008).

2.1. Protocole
- 1ml d'une solution méthanolique d’AICI3 (2%).
- 1ml de I'extrait.
- Aprés 30 minutes d’'incubation a une température ambiante, I'absorbance du mélange
est lue a 765nm avec un spectrophotometre UV.
La courbe d’étalonnage est effectuée par une solution mére de qurcétine
(0,1ug/ml) a différentes concentrations : 100% ,80%,60%,50%,30%,10%, dans les

mémes conditions et les mémes éetapes du dosage.

35



Matériels et Méthodes

IV.Etude qualitative:

-1- La chromatogr aphie analytique sur couche mince(CCM) :
La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode simple est
rapide, utilisée pour la séparation, I’identification et éventuellement le dosage des

constituants chimique dans des mélange complexe.
-1-1-Principedela CCM :

La séparation des constituants du dép6t se fait dans une cuve ; c’est un récipient

en verre a I’aide de deux phases :

- La phase mobile: c’est I’éluant. Il est composé d’un solvant unique ou d’un

mélange de solvant.

- Une phase stationnaire: est un adsorbant maintenu sur une plaque de verre.
-1-2- Mode opératoire:

A / Préparation de la phase stationnaire:
La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des plaques pré-étalées de gel
de polyamide (DC6), ces derniéres sont préparées en mélangeant 11 g de poudre de
polyamide dans 55 ml d’éthanol, apres étalement du gel sur des plaques en verre (20 x

20) et séchage, la phase stationnaire sera préte a I’utilisation.

B / Préparation dela phase mobile
La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques, lls excitent
plusieurs systemes solvant utilisés pour la CCM de gel de polyamide.
le systéme choisi :
Toluene /Métyléthylcétone /méthanol / éther de pétrol: 40/ 30/ 30/ 2.5.

C/ Ledépbt :
Le dépdt se fait avec des tubes capillaires en verre & usage unique d’une fagon
perpendiculaire et linéairement. Chaque phase doit étre déposée en solution diluée
dans le méthanol, on peut effectuer plusieurs depots successifs du méme analyte en

méme endroit, cette pratique permet de concentrer I’analyte .
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D / Développement des plaques:

Chaque plaque est déposée en position verticale ou légerement inclinée dans la
cuve saturée par les vapeurs du systeme solvant approprié, I’échantillon a étudier sera
plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de la phase mobile vers le

haut de la plaque.

E / Visualisation des plaque::
-a I’ceil nu.
- la lampe UV (254/365) : on place les plaques souq la lampe UV a 365nm : les
produits qui absorbent les UV apparaissent sous forme des taches colorées.
- réactif de Neu : les plaques de CCM sont révélées avec réactif de Neu. Les
flavonoides apparaissent sous forme des taches fluorescente ; selon la couleur

obtenue nous avons identifié le type de flavonoides.

-1-3/ Identification :
Il existe difféerentes méthodes d’identification des polyphénols notamment les

flavonoides, parmi ces méthodes :

a/ Relation Rf-structure:

Les relations existant entre le Rf (rapport frontal ou facteur de rétention) et la
structure des molécules apportaient aussi des renseignements sur la structure des
polyphénols séparés par CCM. Le comportement chromatographique en fonction de
la composition moléculaire dans un solvant alcoolique ou aqueux permettait de
mentionner les premiéres indications concernant la substitution de la molécule

(Tableaull), La valeur de Rf est définie comme suit:

R f=Distance entre I’origine( le depdt) et la tdche du produit A.

Distance entre I’origine( le dép6t) et le front du solvant B.
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Tableau 13 : Relation entre Rf et la structure (Yaou., 2001).

Stucture flavonique

Rf rapport-frontal facteur de rétention

Augmentation des OH

Glycosylation

Rf augmente dans un solvant aqueux
R f diminue dans un solvant alcoolique

Hydroxyle méthyle

R f augmente dans un solvant alcoolique

Méthylation d’'un OH en C5

R f augmente dans un solvant alcoolique

Hétérosides des flavones avec 3-OH libre

R f nul dans I'eau

b- Relation structure-fluorescence:

L’examen en lumiére ultraviolette est la méthode la plus utilisée pour la

détermination de la structure des flavonoides, le tableau résume la relation qui peut

exister entre la structure d’un composé et sa fluorescence sous UV.

Tableau 14 : La relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides (Lahouel

M., 2005).
Spot coloré Types de flavonoides
Noir Flavonols=5,6,7-triOHlibres
Flavonols=5,6,8 -triOHlibres
Brun noir 30H absent ou 3-OH substitue
Violet Flavones 5-OH et 4-OH

Flavones 3-OR et 5-OH ,4'0OH
Flavones 6 ou 8 OH
Chalcones
Dihydroxyflavonols
Isoflavones
Flavanone

Bleu claire (fluorescent)

Flavones sans 5-OH libre
Flavonols sans5-OH libre avec 3-OH substitué

Jaune terne
Jaune
Fluorescent orangé

Flavonols 3-OH libre avec ou sans 5-OH libre

Jaune vert brillant

5-OH Libre ou 5-OH substitué

Jaune Fluorescent

Flavonols avec 3-OH libres
Aurones
Chalcones
Flavanones

Jaune pale

Dihydroxyflavonols

4/ La CCM préparative:

Obj ectif :

Déterminer les types de molécules présents dans les extraits méthanoliques cad

isoler et identifier les molécules contenues les phases méthanoliques séparées.
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1/ Principe:

Séparer les différentes molécules présentes dans les extraits par chromatographie
sur couche mince (CCM). Puis, tirer le spectre UV-visible de chaque molécule. La
comparaison de ces spectres avec des témoins permettait de connaitre la nature des
molécules présentes.

2/ La spectrophotométrieUV-Visible:

C’est une technique qui permet de compléter les informations apportées par le
comportement chromatographique et la fluorescence du produit a identifier.

Les spectres UV-Vis fournissent des informations sur la structure moléculaires,
mais sont surtout utilises pour une confirmation ou une identification grace a des
regles empiriques et & la comparaison avec des spectres de référence.

Spectres UV-Visibledesflavonoides:
Dans le méthanol, les flavonoides absorbent dans deux régions différentes du spectre
UV-Vis, entre 300 et 385 nm (Bande 1), et entre 250 et 280 (Bande I1).
-La Bande | , correspond a I’absorption du systéeme cinnamoyl qui fait intervenir la
conjugaison du groupement CO de I’hétérocycle central avec le noyau B.
-La Bande Il est associee a I’absorption du systeme benzoyle du noyau A, cette bande

permet de connaitre le nombre de substituant du noyau A (Lahouel M et al, 2004).

Ecn=mcoayle - Cinnarmoyles

~

AMab=arpition denmnmanmt MAab=orption cdornrmnant+
s Bandas I I lx Bancds I

Figure 13 : Spectre d’absorption d’un flavonoide (Khelfallah A, 2013).
5- Evaluation del’activitéanti-radicalairedes extraits :

Parmi les méthodes d’évaluation de I’activité anti-radicalaire la méthode utilisant le

radical libre DPPH- (diphenyl-picrylhydrazyle).
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- 1/ Principe:

Le composé chimique 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut I’'un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composeés phénoliques.

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe a 515 nm.
En présence de composeés anti-radicalaires, le radical DPPH- est réduit et change de
couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 515 nm servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH-, qui est proportionnel au pouvoir anti
radicalaire de I’échantillon (Molyeneux P, 2004).

Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal
d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le

DPPHe alors transformé en une molécule stable DPPHH :

DPPH++ ®-OH — DPPHH + ®-O¢

- O - O
N—N
N

H
Oz2N N—N

O2N 2
e
- O - O
DiphenylePicrylhydrazyle DiphénylePicrylhydrazyle
Radical libre violet Radical librejaune
Figure 14 : Forme libre et réduit du DPPH (Parejo L, 2002).
2/ Protocole:

La solution de DPPHe a (6,25mg dans 100 ml de méthanol 90%) est préparée a
I’avance (au moins 1-2 heures) car la solubilisation est difficile, et elle ne se conserve
pas plus de 4-5 jours a -5°C et a I’obscurité.

Chaque phase dissous dans la solution de 70% méthanol-30% eau distillée.
Des volumes de 0.1 ml de la solution a tester ont éte mélangés avec la solution

du DPPHe (3.9 ml; absorbance a 515 nm). Le mélange réactionnel est agité
vigoureusement pendant 10 secondes. Le contenu est ensuite transféré dans un micro-
tube de 4 ml et puis incubé dans la cavité du spectrophotometre pendant le temps
nécessaire pour atteindre le plateau avec ce type d’échantillon. A des intervalles de
temps réguliers ( 10 min ), les absorbances a 515 nm ont été enregistrées (contre le

méthanol) sur un spectrophotomeétre UV-VIS Bueco S-22.
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Résultats et interprétations

Notre travail a porté sur I’éude quantitative et qualitative des composés phénoliques
particulierement les flavonoides par des méthodes utilisés au niveau de laboratoire de Biologie
Micro-Moléculaire et Phytochimie.

|- Etude guantitative:

1- Dosagedes phénolstotaux :

Le test phénoligue a été déerminé par le test de Folin-Ciocalteu. Les valeurs de
concentration des phénols totaux sont estimés par une application numérique dans I’équation
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage établie a I’aide de la solution d’acide
gallique [y=8.983x-0.013] avec un coefficient R2= 0.999 correspond alaforme Abs = a[AG]
+b, lateneur en composés phénoliques est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par ml
(mg EAG/mI) ,

3

y=8983x+0,0
R*=0,99

0 0,1
C

oncentrati%‘lgl d'Acide gglhsque mg/mt?'d

Figurel5 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique
Teneur en phénalstotaux d’extraits méthanoliques :

Tableaul5 : teneur en polyphénols totaux de lavariété VITRON

VITRON extrait de90 g

Phases EDE Acétate MEC Eau TOTUM

Concentration en 5.35+0.14 5.67+0.01 5.93+0.01 6.38+0.27 7.64+0.78
polyphénols mg /ml
Tableaul6 : teneur en polyphénols totaux de lavariété WAHA
WAHA extrait de 50 g
EDE Acétate MEC Eau TOTUM
Phases
Concentration en 2.71+0.40 3.50+0.08 4.72+0.41 4.38+0.27 4.30+0.24
polyphénols mg /ml
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les concentrations des composés phénoliques pour chague phase sont déduites de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique , et de la densité optique de chaque phase qui est
mesurée a la longueur d’onde de 765 nm .
D’apres les résultats nous ne constatons que le contenu phénolique dans les deux

variétés se varie plus ou moins considérablement d’une phase a I’autre,

-D’aprés khalfallah 2013 et Adoum 2002, cette variation est reliée a des facteurs

génétiques, structurelles ou physiologiques des céréales.

les extraits EAU et MEC de la variété Waha sont les plus riches en polyphénols ou la teneur
la plus élevée est constatée dans la phase MEC, elle est de I’ordre de 5,47+ 0.05 mg EAG/m
par contre dans lavariété Vitron |la phase AcOEt présente lavaleur laplus élevée avec une
teneur de 8,65 £0.08 mg EAG/m.
L e classement décroissant de contenu phénolique des phases de deux variétés est le suivant :
WAHA : MEC>EAU>TOT>EDE>Acétate
VITRON : Acétate>EAU>TOT>MEC>EDE

-2- Dosagedesflavonoides:
Les flavonoides ont été quantifiés par la méthode utilisant le trichlorure d’aluminium

(AICI3), laquercétine est le flavonoide pris comme référence pour la courbe d’étalonnage
Les fractions représentant les flavonoides totaux (FT) dans les différents extraits
phénoliques sont déterminées en mg équivalent de quercétine par gramme de matiéres seches
totales (MST).
L’evaluation quantitative des flavonoides (la quercétine sert de standard) montre une
corrélation positive entre la variation de ce flavonoide (0 a 25g/ml) et I’absorbance avec un
coefficient de corréation R2= 0,979

1,5
= 4
3 05
20
/
0 T T T T )
T 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
-0,5
concentration mg\ml

Figurel6 : courbe d’étalonnage de la quercetine
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Teneur en flavonoides d’extraits méthanolique
Tableaul? : Concentration des flavonoides dans les extraits méthanolique.

Phases EDE Acetate MEC Eau TOTUM
VITRON 2;72+1.37 7,59+0.61 9,3+1.3 7,91+0.74 7,24+0.46
Extrait de 90g

WAHA 1,;73+0.58 4,38+0.5 5,15+0.81 3,04+0.04 3,07+0.03
Extrait de50 g

D’aprés les résultats, On observe que nos extraits sont riches en flavonoides ; la teneur
en flavonoides varie d’un échantillon a un autre. Cette variation peut ére expliquée par les
différences qui existent dans la composition chimique entre les tissus des végétaux.

La phase MEC des deux variétés WAHA et VITRON est la plus riches en flavonoides, elle
est de I’ordre de 5,15+ 0.05 mg EQ/ 9,3+1.3 mgEQ/mI
L e classement décroissant de contenu en Flavonoides des phases est e suivant :
WAHA :MEC>ACETATE>EAU>TOTUM>EDE
VITRON :MEC>EAU>ACETATE>TOTUM>EDE
3/ Teneur en phéenols totaux et en Flavonoides dans I’extrait de 1g Soxhlet :

Tableaul8 : teneur en polyphénols totaux de I’extrait de 1g Soxhlet des

Extrait delg

Variété WAHA VITRON
Concentration 2.65+0.43 3.22+1 .01
des polyphénols

totaux (mg/ml)

Tableau 19: teneur en flavonoides de I’extrait de 1g Soxhlet

Extraitdelg
Variété WAHA VITRON
Concentration
desflavonoides 1.55+0.65 1.797+0.75
(mg/ml)

D’apres les tableaux( 18 ,19) on remarque que I’extrait méthanolique de la variété
VITRON renferme plus de composés phénoliques et de flavonoides que I’extrait de la variété
Waha dont la teneur estimeée respectivement est 3.22 +1.01 mg EAG/ml et 2.65 + 0.43 mg
EAG/ml de Polyphénols et 1,55 mg EAG/mI ( pour la variété WAHA) 1.79 mg EAG/mI
‘pour la variété VITRON) de Flavonoides .
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La teneur en phénols des extraits méthanoliques de la plante dépend essentiellement de
leur origine et certains facteurs intrinseques (la génétique) et extrinseques (conditions

climatiques, maturité a la récolte) et les différentes maladies qui peuvent affecter la
plante(Zeghad N, 2009).

A titre de comparaison de nos résultats du dosage avec ceux de la bibliographie on
constate que la teneur en polyphénols de deux variétés de blé dur (Triticum durum) est
supérieure par rapport a celle trouvée dans certaines plantes médicinales de la famille des
labiées et rutacées comme I’espece Mentha pulegium dont lavaleur est de 0.33 mg EAG/m et
I’espece Ruta chalepensis de 1.27 mg EAG/mI selon Ghazghazi H et al., 2013

I1.Résultats de I’évaluation du pouvoir anti-oxydant par le DPPH :

1\Courbe d’etalonnage de la solution du DPPH* :
Neuf solutions du DPPHe faites dans du méthanol dans I’intervalle (0,0475-6,25

mg/ml) ont été testées. la stabilité et I’intervalle de linéarité des solutions du DPPHe ont été
évalués et les résultats sont présentés sur laFigure 17

2,5
2 y=0,2987x+0,0713
R2 =0,9897
1,5
(7]
o
<
1
<
015 /
O T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentration(mg\ml)

Figurel7 : Courbe d’étalonnage de la solution du DPPH*
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Figurel8: Cinétique de réduction de [DPPHe] avec I’acide gallique

2\Activité anti-radicalaire des composés phénoliquestestés :
L’activité antioxydante des extraits méthanoliques des feuilles de blé . et de

I’antioxydant standard (acide gallique) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un
spectrophotomeétre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette (DPPHe) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm . Cette capacité
de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des substances
antiradicalaires
La cinétique de reduction du DPPHe a différentes concentrations en antioxydant teste
est suivie au cours du temps jusqu’a I’obtention d’un plateau au temps final (Teg).
La réduction des radicaux libres est évaluée par le rapport relatif de la concentration

résiduelle [DPPHe]i=1eq restant en fin de cinétique par rapport a sa concentration initiale.

) . [DPPH"1,.p,
/dDPPH )R = W.\'IOO
=0

Les résultats présentés dans les Figures de I’activité antiradicalaire des différentes phases

120 120

+
t

temps min temps min

Phase acétate d’éthyle WAHA Phase éther diéthyligue WAHA
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Figure 19:I’effet de la concentration sur la réduction du DPPH.
Quel que soit le type de composés étudiés . On peut conclure que I’activité antioxydante

augmentera avec lateneur en composés phénoliques, jusqu'a atteindre un plateau.

47



Résultats et interprétations

Par contre, il y a des différences significatives dans les cinétiques de réduction dans le
cas des solutions a plus faibles concentrations provoquant une réduction partielle de DPPHe .
Letableau illustre cet effet dans le cas de la phase Totum VITRON pour lavariation de
la concentration (solution mere ;diluée 2fois; 5fois ;10 fois) ces résultats sont valide pour
touts les phases
Tableau 20 : . Effet des différentes concentrations sur la cinétique de réduction .

TOTUM Solution 1/2 1/5 1/10
VITRON mére
TY 7.5 8 9 23

Les profils cinétiques obtenus révélent une activité anti-radicalaire fortement
dépendante des concentrations d’antioxydants . Plus le composé antioxydant est concentré,
plus la baisse de I’absorbance est importante plus le temps de demi vie est élevé donc

I’activité anti radicalaire est faible

3\Interprétation desphases:
L activité antioxydante de nos extraits est estimée en se basant sur le temps de demi vie

a des fins comparatives avec un antioxydants standards , I’acide gallique a montré une
activitée antiradicalaire puissante avec un T1/2 <5min .

Les phases testées ont été classées selon leurs temps de demi vie (T12) plusletemps de
demi vie est élevé plus I’activité anti radicalaire est faible.

On remargue gque toutes les phases étudiées possedent une activité antioxydante et ils
sont capables de piéger le radical DPPH. Le temps de demi vie est inversement liée a la
capacité antioxydante d’un composé, comme elle exprime le temps nécessaire de
I’antioxydant pour diminuer 50% de la concentration du radical. Plus le T1/2 est faible plus
I'activité antioxydante d'un composé est élevée.

la phase qui a montré le pouvoir antioxydant le plus élevé est la phase MEC de la
variété VITRON elle a marqué une vitesse tres rapide dans le changement de la couleur du
violet vert le jaune avec un temps de demi vietres court de Tv2=4 minutes.

Donc la phase MEC de la variété VITRON renferme beaucoup de molécules ayant un
pouvoir antioxydant .Cette phase occupe la premiére place dans la puissance du pouvoir
antioxydant entre les phases testés.

En deuxieme position vient la phase MEC de lavariété WAHA avec un temps de demi
vie tres court de 5 min , montre un pouvoir antioxydant élevé par rapport aux autres phase
mais reste plus bas que celui de la phase MEC de lavariété VITRON .

Suivi par les phases , Acétate d’éthyle VITRON , et la phase EAU WAHA I’extrait

méthanolique soxhlet WAHA qui ont le méme temps de demi vie de 6 minutes

48



Résultats et interprétations

Les phases Totum soxhlet VITRON , Acétate d’éthyle WAHA et Totum VITRON qui
ont des temps de demi vie( respectivement ) de 7, 7.5 ,et de 7,8 minutes
Les taux les plus faible du pouvoir antioxydant sont représentés par la phase EDE des deux
variétés avec un temps de demi vie de 22 minutes pour la variété VITRON et de 40 minutes
pour la variété WAHA .Cette phase renferme peu de composés phénoliques ayant un pouvoir
antioxydant

D’apres ces résultats on conclut que les feuilles de blé dur sont riches en composés
phénoliques qui possedent un pouvoir antioxydant et la phase MEC a un pouvoir capteur des
radicaux libre puissant par rapport aux autres phases ce qui est confirmé par la
quantification des phénols totaux ( 3.22 +1.01 mg EAG/mI pour VITRON et 2.65 + 0.43 mg
EAG/ml pour WAHA) .

L’etude de I’activité antioxydante des extraits méthanoliques issus des feuilles de blé
selon laméthode de piégeage les radical libre DPPH a montré que les extraits méthanoliques
possedent une activité antioxydante modérée. Ces extraits pourraient donc constituer une
alternative a certains additifs synthétiques.

Il est donc trés probable qu’ils contiennent des composés qui une fois purifiés peuvent

présenter une activité comparable a celle de la I’acide gallique.

II1- Résultatsdel’etude qualitative

-1- Diagnostic par chromatographieanalytique sur couche mince:

Apres les extractions et les partitions entre solvants, les phases EDE,MEC ,Ac-Et et
H20 sont évaporées a sec et repris dans 10 ml de méthanol . Une partie de ces échantillons est
consacrée a |I’étude spectrale aux épreuves chromatographiques , et aux teste de I’activité anti-
radicalaire .

La plague de CCM utilisé est une plague de verre congtituée de gel de polyamide DC6.
Lamigration s’est faite dans le systéme solvant suivant : Tol/MEC/Me-OH/ EP (40/30/30/2.5)
; VIVIVIV) pour toutes les phases (EDE, Acetate d’ethyl, MEC).

Cette technique peut nous informer sur le contenu en polyphénols et en particulier en
flavonoides des extraits anal ysés sous forme des spots flavoniques.
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Avec réactif de NEU Sans réactif de NEU A I’eil nue
Sous UV 365 nm Sous UV 365 nm

Figure20 : CCM analytique représentative des flavonoides des phases : Totum (T), éther
diéthylique (E), acétate (A) & MEC (M) des 2 variétés de blé sur plaque de polyamide DC6
développés dans le systéme solvant suivant MEC/MeOH/EtOH/EP : ( 40/30/30/7)

La visualisation des plaques sous UV a 365nm permet d’observer les couleurs ainsi de
mesurer les Rf des taches les plus majoritaires pour chague variétés.

Malgré qu’il y a beaucoup de taches a la phase Totum, la fluorescence n’est pas bien claire
donc il y aune condensation des molécules.

On se basant sur ces résultats on remargue que la phase Acétate éthyle est la plus
riche en composés phénoliques I’apparition des couleurs apres pulvérisation au réactif de Neu
pour les deux variétés.

Aprés ces observations et en Sappuyant sur les données de la bibliographie quant a la
séparation des composés phénoliques par CCM et leur observation sous UV On peut
éventuellement prédire les composés ou les familles de composés les plus probables qui
peuvent entrer dans la composition des extraits.

L’utilisation de réactif de Neu a permis I’observation d’autres couleurs tel que le jaune
verdétre le jaune fluorescent ainsi que le marron et le virage de certain couleur tel quele
virement des couleurs du marron vert au jaune fluorescent, la fluorescence et les Rf de ces
taches les plus remarquées sont résumés dans | e tableau suivant :
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les Tableaux 2122 illustrent le Comportement chromatographi que des phases Ether diéthylique
(E), Acétate d’éthyle(A), MEC(M) Delavari&é WAHA et VITRON sur plague de polyamide,
danslesysteme solvant Tol/MEC/EtOH/EP (40/30/30/2,5) sous UV 365nm, et avec révélateur
(Réactif de Neu)
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Tableau 21 : Comportement chromatographique(CCM analytique) des phases Ether
diéthylique (E), Acétate d’éthyle(A), MEC(M) De la variétée WAHA

Variété VITRON

Phase EDE Phase Aétate Phase MEC
Rf fluoresce Molécules Rf Fluoresce | Molécules | Rf | fluores Molécules
nce corresponds nce corresponds cence | corresponds
0,24 Jaune Flavonol 30Hlibre 0,03 Jaune Flavonol 0,04 | Jaune | Flavonol 30
+\-50H libre fluorescen | avec 3-OH Hlibre +\-
t libre 50H libre
Aurone,
chalcone,
flavanone
0,08 Jaune 5-OH libreou 5 0,08 Jaune 5-OH libre | 0,07 | Jaune | Flavonol avec
vert substitué verdatre ou 5-OH fluores | 3-OH libre
substitué cent Aurone,
chalcone,
flavanone
0,20 Jaune Flavonol 3- 0,19 | Jaunepae | Flavonol3- | 0,23 | Jaune | Flavonol 3-
pae OHlibre+\-30H OHlibre+\- Terne | OH libre avec
30H ou sans 5-OH
libre
0,54 Blue Flavone sans OH 0,33 Jaune Flavonol 3- | 0,32 | Jaune Flavonol 3-
claire libre flavonol sans OH terne OH libre pae OHlibre+\-
libre avec ou 30H
sans 5-OH
libre
0,61 Rose Anthocyanidine3,5d | 0,43 Marron Flavonol 3- | 0,43 | Bleu | Flavone sans
i-glucoside OH libre claire OH libre
avec ou flavonolsans
sans 5-OH OH libre
libre
0,72 Noir 3-OH absent ou3- 0,56 Bleu Flavone 0,53
brune OHou3-OHsubstitué sans 5-OH
libre
Flavonol
sans 5-OH
libre avec
3-OH
substitué
0,85 Rose Anthocyanidine 3 ,5d
i-glucoside
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Tableau 22 : Comportement chromatographique(CCM analytique) des phases Ether
diéthylique (E), Acétate d’éthyle(A), MEC(M) De la variété VITRON

Variééé WAHA
Phase EDE Phase Aétate Phase MEC
Rf fluoresc | Molécules Rf Fluorescence | Molécules | Rf fluores | Molécules
ence corresponds corresponds cence | corresponds
0,03 | jaune Flavonol 30HIlibre | 0,09 Jaune Flavonol | 0,06 | Jaune | Flavonol 30HIi
+\-50H libre fluorescent | avec 3-OH bre +\-50H
libre libre
Aurone,
chalcone,
flavanone
0,20 | Jaune 5-OH libreou 5 0,2 |jaune 5-OH libre | 0,1 | Jaune | Flavonol avec
vert substitué verdatre oub5 fluore 3-OH libre
substitué scent Aurone,
chalcone,
flavanone
0,45 | violet Flavones5-OH Jaune Flavonol 3- | 0,4 | Jaune | Flavonol 3-OH
4-OH\6ou8-OH terne OH libre terne libre avec ou
chalcone avec ou sans 5-OH libre
sans 5-OH
libre
0,67 rose Anthocyanidine3,5 | 0,32 Bleu claire Flavone 0,5 | Jaune Flavonol 3-
di-glucoside sans OH pale OHlibre+\-
libre 30H
flavonolsan
sOH libre
0,82 | rouge Anthocyane3,5di 0,37 Jaune Flavonol 3 | 0,8 | Bleu Flavone sans
glucoside OHlibre +\- claire OH libre
50H libre flavonolsans OH
libre
04 Jaune Flavonol 3
OHlibre +\-
50H libre
04 Jaune pale | Flavonol3-
OHlibret\-
30H
0,6 Bleu claire Flavone
sans OH
libre
flavonolsan
sOH libre
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2/ Analyse spectrale et identification des composés possibles:

L’identification suivante des molécules est approximative car les molécules
n’ont pas éte purifiées.

Le spectre d’absorption prendra donc une allure moyenne des molécules les plus
dominantes dans les extraits d’un point de vue gquantitative et non qualitative.
Phase EAU:

Figure2l : Spectres d’absorption de la phase Eau

Phase eau VITRON :
Ce spectre d’absorption présente un seul bande Amax =272.5 donc dans

cette phaseil y a peu de flavonoides et |le composé dominant est un acide phénolique
(ALILOU H et a.,2014), qui
correspond probablement a I’acide cinnamique qui présente une longueur

d’onde maximal d’absorption de 273nm dans le méthanol.

Acide cinnamique O

o OH

Phase eau WAHA : Composés Non Identifiés, les composés possibles sont ceux de
Diagnostic CCM.
Les spots de la phase H20 donnent des spectres caractéristiques des flavonoides

mais dont les pics, non bien distincts, témoignent, de I’impureté des solutions
flavoniques et peut étre de la saleté de cette phase qui peut contenir encore des restes

des lipides, boues, résines...
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Laphase MEC :

———tem R AT . — snectre MFC WAHA

Figure22 : Spectres d’absorption de la phase MEC

Phase MEC VITRON :
Composés Non Identifiés, les composés possibles sont ceux de diagnostic CCM.
Phase MEC WAHA : Amax =325 trois composes montrent des propriétés spectral

similaire a ce spectre : 4’,7 Dihydroxyflavone 7 O-Rhamnoglucoside ,

5,7Dihydroxy2’méthoxyflavone,
Zapotine.
Phase Acétate d’éthyle :

pectre AD vitron

Figure 23: Spectres d’absorption de la phase Acétate d’éthyle
Les solutions méthanoliques de la phase Acétate d’éthyle des deux variétes sont
révélées d’étre des solutions flavoniques donnant deux pics caractéristiques dans le domaine

[220- 400] nm. Avec la possibilité d’étre des Isoflavones.
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Lavariéeté Waha : Amax=326.5 correspond a Sciadopitysin

Sciadopitysin

Lavariété Vitron : Amax= 324 correspond a Acacetin 7-O-glucoside

e O'\_

0.

~__O.
HO w\ J
’ =
HO" Y~ "OH Y

OH CH O

Acacetin 7-O-glucoside

Phase éther diéthyligue:

spectre EDE waha spectre EDE vitron

Figure24 : Spectres d’absorption de la phase Ether diethylique

Lavariété Waha:
Le spectre représente un seul pic Amax=271  donc dans cette phase il y apeu de

flavonoides et |e compose dominant est un acide phénolique (ALILOU H et al.,2014)
qui correspond probablement a I’acide cinnamique qui présente une longueur d’onde

maximal d’absorption de 273nm dans le méthanol.
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Acide cinnamique O

N~ "OH

Figure25: structure de la molécule identifiée dans la phase ether dihythylique,
WAHA

lavariété Vitron :

Composes Non Identifiés, les composeés possibles sont ceux de diagnostic CCM.

Dans I’intervalle UV-visible ,les solution méthanolique de la phase éther
diethyligue dans les deux variétés donnent des pics situés entre 270-290 nm .

Ceci nous permet de déduire que cette phase ne contient pas de flavonoides et
de supposer que peut étre ces pics représentent des phénols simples et des acides
phénoliques.

L es solutions méthanolique de la phase Acétate d’éthyle donnant deux pics
plus distincts (donc plus pures) qui sont fortement proches a ce de la phase MEC

Les deux premier pics sont révélés dans I’intervalle 270-275nm qui caractérise
un phénol ssimple ou un acide phénolique, les deux autres pics se situent entre 315-

327nm cet intérvale est caractéristique aux flavonoides.

3\ CCM preparative:
Sépar ation des flavonoids:

Apres La séparation et lafiltration des spots on a mesuré leurs spectres
d’absorptions Les spectres de la phase MEC illustrés dans le tableaux 23.
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Résultats et interprétations

Tableau23 : les spectres d’absorptions des molécules identifiées dans la phase MEC
des deux variétés WAHA et VITRON

PHASE MEC
Variété WAHA Variété VITRON
Composes Spectre d’absorbance Composes Spectre d’absorbance
possibles possibles
Spot N°1 Spot N°1
marron Rf =0.03 Rf=0.08

marron
Flavone et Flavone et
dihydroxyflavone dihydroxyflavone
Spot N°2 Spot N°2
Jaune terne Rf =0.22
Rf=0.13 BLEU
Flavones et FLAVONES et
flavonols falavonols

VoA 420 Em
420 0

SpotN°3 SpotN °3
Bleu Rf=0.35

Isoflavone 0,590

Jaune terne iy
SpotN°4 SpotN°4
Jaune péle Rf=0.58

Isoflavone

Jaune péle
SpotN°5 SpotN°5
violet
Isoflavone Non identifié
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Tableau24 : les spectres d’absorptions des molécules identifiées dans la phase Eau
des deux variété WAHA et VITRON

PHASE EAU
Variétée WAHA Variété VITRON

Num despot | Spectre d’absorbance Num de spot | Spectre d’absorbance
SpotN°1 - | SpotN°1 :
Rf =0.03 Rr=0.03
Violet Bleu

fluorescent
SpotN°2 | SpotN°2 AT T SR
Rf=0.13 - | R=0.13
Jaune pale | Jaune pale
Quatre |
COMpPOSes sont
possibles

" FLE ey A w r

SpotN°3 | SpotN°3 -
Rr =0.29 | R=0.29
Jaune Marron claire
SpotN°®4 - | SpotN°4
Rr =0.56 Rr=0.56
Marron Marron brun
SpotN°5 | SpotN°5
Rr=0.82 Rr=0.82
Jaune Jaune
fluorescent fluorescent
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Tableau25 : les spectres d’absorptions des molécules identifiées dans la phase

Acétate des deux variété WAHA et VITRON Selon lalittérature (Marby et d., 1970),

PHASE Acétate d’éthy

e

Variétée WAHA Variété VITRON
Num de spot | Spectre d’absorbance | Num de spot | Spectre d’absorbance
SpotN°1 | SpotN°1 2
marron jaune
SpotN°2 SpotN°2
Jaune terne Jaune péle
SpotN°3 SpotN°3
Jaune Bleu

fluorescent
SpotN°4 SpotN°4
Jaune péle Jaune
fluorescent
SpotN°5
Jaune
fluorescent
SpotN°6
Sh :310.330
violet
Isoflavone
Spot N°7
Hétérogéne
Non identifié
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Résultats et interprétations

Tableau26 : structures des molécules identifiées dans la phase MEC WAHA

Variété WAHA phase MEC

Structures des mol écules possibles

Propriétés

OCHa = "“‘J/ °
Hacoj/ | DT xﬁ\-/|
HCO \‘?“‘-“|

OH <

4',5-dlihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone

Bande 1=332

Bande 2=272,5

4' 5-dihydroxy-6,7,8-
trimethoxyflavone
FLAVONE

HaCO
OCH, ¥
35 67 B pentamethowyflavone

FLAVONE

OCH;,

HCO~_# 0
Heo” N OH

ocH, ©

quercetagetin 3',4',5,6,7, pentamethyl-ether

FLAVONOL

Bande 1=338
Bande 2= 272
FLAVONE et
FLAVONOL

4' 7 Dihydroxyflavone

Deoxyflavone (Bayin)

Bande 1=328
Bande 2=262 ,5

FLAVONE
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Résultats et interprétations

Tableau27 : structures des molécules identifiées dans |la phase Acétate WAHA,

Phase Acétate WAHA

Structures Proprieties
‘f“ Bande 1=344
e *-T«OCHS Bande 2=271
o e~ R
Iff “ﬂ:’ TR T '/:[“‘n’" FLAVONE et FLAVONOL
- ,_,f,_?"‘h"-\ I"-_{- '1{}H é}H o
0
3-Hydroxyflavone 5,7,3"-trihydroxy-4'-methoxyflavone
FLAVONOL FLAVONE
e Bande 1=338
H,CO 7 “\I #0Ct, Bande 2=272
O A O \WJ FLAVONE
Hi0 co’/!\ X IYl ~ocH

n
OcH, - ocH, ©

356 7 8 Pentamethoxyflavone

R Bande 1=331
P Bande 2=264
O /ﬂ\ ,,/l\ g FLAVONE
LI
LT

5,7 Dihydroxy 3',4"5", Trimethylflavons
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Résultats et interprétations

Tableau28: structures des molécules identifiées dans la phase Eau WAHA,

PHASE EAU WAHA
STRUCTURE Propriétés
™ Bande 1=354
. f T Hydroxyflavonol méthylé
O gy
K I b e
quercetagetin 3',4°,5,6,7, pertamethyl-ether
FLAVONOI.
T Bande 1=335
sl L ~ Bande 2=255
Ty FLAVONE et FLAVONOLS
L ,l‘_ J§ Rf =0.13
Am‘ff'.l.\,fw Spot :jaune pale
Fikpiainine FLAVONES
ce résultat parait logique
du fait que les molécule sont
riches en groupement hydroxyle
ce qui explique le comportement
des constituants de cette phase
au cour delaCCM qui est
représenté par un Rf =0.13
3'5 5 trihydroxy 3,4' 6,7 tetra methowyflavone
o~ o | Bande 1=336
> - A e Bande 2=272
96 O o g;:g, f
FLAVONES

I hamenmin Isavitexin

3lc-O.__~_ O

Gle” Y
OH O

Saponarin
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Résultats et interprétations

Tableau 29: structures des molécules identifiées dans la phase MEC ,VITRON

PHASE MEC VITRON

Structure

Propriété

H L]
5 Hyrodroxyltlavones

glucosyl = 0

OH O

Apigenin 7-0-glucoside.

Bandel=333
Bande 2=272
FLAVONES

Tableau30 : structures des molécules identifiées dans la phase Acétate ,VITRON

PHASE ACETATE VITRON

Structure Propriété
3.5.6.7.8.Pentamethoxyflavne Bande 1=338
Bande 2

Quercetagetin3,3’4’,5,6Pentamethylether

avec un Rr =0.18 |le méme mol écul es sont
identifiées dans la phase MEC WAHA acev
un Rf=0.2 , les deux variétés contiennent les
méme mol écul es dans ce spot

OoH [9]
5,7 Dihydroxy 3',4", 5", Trimethylflavone

Bande 1=331
Cette molécule est identifiée dans la phase
Acétate WAHA




Résultats et interprétations

Tableau 31: les molécules identifiées dans la phase Eau,VITRON

PHASE EAU VITRON

Molécules Propriété

4’ 7Dihydroxyflavone Bandel=328
ces mol écules sont identifiées dans la
phase MEC WAHA

5-Deoxyflavone (Bayin)

5 Hydroxyflavone Bande 1=333 ces mol écul es sont

3’ 4’ Dimethoxyflavone identifiées dans la phase MEC VITRON

Apigenin 7-O-Glucoside

_ Enfin, selon cette éude, la plupart des mol écul es identifiées appartiennent ala
classe des flavones, ou des dérivés de 5-Hydroxyflavone, I’utilisation de Amax dela
bande | nous a permis de les différenciés des Flavonols (mabry et a.,1970).

Ces molécules pouvaient étre présentes sous différentes formes (aglycones ou avec
substitutions), la glycosylation se fait généralement pour ces molécules au niveau du
cycle A benzoyle selon Cavaliere et al.,2005, c’est possible que le type de
glycosylation justifie lalégere différence entre Amax de labande Il mesuré et celle
correspondante dans la littérature(mabry et a.,1970) Les Flavonol 30H substitués
(méthyles) ont aussi été identifiés Dans I’étude menée par Cavaliere et al.,2005 sur les
tiges et les extraits des feuilles de Triticum durum cultivar (cv) Ofanto, selon une
approche différente en utilisant HPLC avec spectrométrie de masse, Les flavonoides
aglycones libres n’ont pas été observé alors que les monoglycosides, diglycosides,
triglycosides et une tetraglycoside ont été détectés, la plupart entre eux sont des C-
conjugueés. Tous les conjugués glycosidiques identifiés étaient des dérivés de
seulement de quatre flavones : apigénine, lutéoline, tricine et chrysoeriol. Seules de
petites traces d'autres flavonoides et |es | soflavones ont été détectés, ce qui est en
corrélation avec notre interprétation des résultats et correspond a quel ques classes des

flavonoides identifiées par notre étude.
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HO

OH

(o]

Aglycone R, R,
Apigenin H H
Luteolin OH H

Chrysoeriol OCH; H
Tricin OCH; OCH»

Figure26 : Structure des quatre flavones détectés dans lestiges et lesfeuilles de
Triticum

durum cultivar (cv) Ofanto (Cavaliere et al.,2005)
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Conclusion générale

Conclusion générale:
Cette étude sert a étudier la présence le type, et lateneur en composes phénoliques et

leurs pouvoir antioxydant au niveau des feuilles de blé dur pour deux variétés WAHA et
VITRON cultivé dans la serre de bio pdle a Chaaba arrasas.

Des études phytochimiques basés sur I’extraction , le fractionnement , la
chromatographie sur couche mince et |a spectrométrie de ces composés nous permettons une
approche de la structure moléculaire.

D’apres les résultats obtenus de I’analyse quantitative de la composition phénolique des
des deux variétés par le test colorimétrique de Folin Ciocalteu, confirment que ces especes
sont riches en polyphénols et montrent que lavariété VITRON est plus riches en polyphénols
que lavariété WAHA dont lateneur estimé respectivement est.( 3.221+1.018 mg EAG/ml)
(2,634+0,432 mg EAG/mI).

Cesrésultats indiguent que les teneurs en composés phénoliques des extraits des feuilles
de blé dur (Triticum durum) sont plus important que celles de certain extrait de plantes
médicinales comme celles de I’espece Mentha pulegium et I’espece Ruta chalepensis de la
famille des rutacées.

L’évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits analysés a été réalisée par la
détermination de leur pouvoir de piégeage du radical du DPPH° en estimant leurs activité
antioxydante par I’utilisation d’une réaction antiradicalaire témoin « I’acide gallique » qu’il
amontré une activitée antiradicalaire puissante avec un T1/2 <4min. la phase qui amontré le
pouvoir antioxydant le plus élevé est |la phase MEC des deux variétés 4min pour lavariété
VITRON et 5min pour lavariété WAHA suivant ce paramétre, I’activité antioxydante de nos
extraits ont été mise en évidence et I’orientation de I’utilisation des jeunes plantes de ces deux
variétés de blé dur comme étant des plantes médicinal es est proposé.

L’analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM analytique ) ont
permit tout d’abord de visualiser des empreintes flavoniques des différentes phases préparées
par I’affrontement. La réaction positive de réactif de Neu avec les molécules confirme que les
feuilles de blé sont riches en Flavonoides ; de type Flavonone, Flavone et Flavonols aors que
ces classes sont les principaux flavonoides des plantes médicinaes (Khelfeallah, 2013).

L analyse spectrale des molécules isolées de la (CCM préparative ) nous a permit
d’identifier des flavonones, flavones tels que Apigénine ,5,hydroxyflavone, des flavone
méthyléstels que : 3,5,6,7,8 pentamethoxyflavone ,3°,5,5’ trihydroxy 3,4’,6,7 tetra
methoyflavone, des flavones glycosylés :Vitexin Isovitexin, Saponarine .

Desflavonols : Quercetagetine 3°,4’, 5, 6,7 pentamethyl ether .
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Annexe:

Spot coloré

Types de fMlavonoides

Noir

Flavonols 5, 6, 7, tn OH libres

Flavonols 5, 7, &, tri OH librs

Brun noir

3-OH abscnt ou 3-OH substituc

Violet

Flavones 5-OH ¢t 4" OH
Flavones 3-OR ¢t 5§ OH 4°-OH
Flavones 6 ou 8 OH

Chalcones

Dihydroflavonols

Isoflavoncs

Flavanoncs

Blecu claire (fluorescent)

Flavoncs sans 5-OH hibre
Flavonols sans 5-OH libre avec 3 OH

substituc

Jaunc terme

Jaune

Fluorescence orang

e

Flavonols 3- OH libre avec ou sans 5-OH
libre

Jaune vert bnllant

5 OH libre ou 5 OH substitué

Jaunc fluorcscent

Flavonols avec 30H libres
Auroncs
Chalcone

Flavanoncs

Jaune pile dihydroflavonols
Rouge Anthocyamdine 3 glucoside
Rosc Anthocyamdine 3.5 di glucoside

Annexe 01 : Larelation entre la fluorescence et |a structure des flavonoides
(Markham, 1982, Lahouel, 2005)

l Matériel végétal broyé ‘

Macération dans Ethanol-H:0 (S0.50:V/V)
Poudre végétale < | 3 extractions successives avec

v renouvellement de solvant / 24h

Extraits réunis

Evaporation a sec reprise
par 'eau distillée

Phase aqueuse
hase éther de pétrole «———————— Allrontement par éther de pétrole
hase éther ¢t Affrontement par éther diethylique
‘hase acétate 4t Alfrontement par acétate d'éthyle
‘hase Mec (Butanone) «——————— Aflrontement par méthyléthylcétone
'

Phase aqueuse résiduclle

Annexe02 :I’extraction des polyphénols selon le protocole classique ( merghem 2003)
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Annexe 03: La courbe de calibration du DPPHe.uM

Densité optigue

250

(s p-catdchine

a . .
ZAM) 250 “J0M0)

ongucurs d"onde [nm)

Annexe 04 : Quelquesdonnéesdelallittérature
spectre d’absorption de la catéchine et de la quercétine en UV

(Macheix et al., 2005)

Bandell Bande | Type des flavonoides
250-280 310-350 Flavones
250-280 330-360 Flavonols (3-OH substitué)
250-280 350-385 Flavonol (3-OH free)
245-275 310-330 | soflavones
320 pics | soflavones (5-deoxy6, 7-
dioxygenates)
275-295 300-330 Flavanones et
Epaulement Dihydroflavonols
230-270 340-390 Chalcone
(faible intensité)
230-270 380-430 Aurones
270-280 465-560 Anthocyanidines et
Anthocyanines

Annexe 05 : Caractéristiques des spectres UV-V des flavonoides (Markham, 1982)




Phase MEC WAHA | Phase MEC VITRON Phase EAU WAHA

Annexe06 : Comportement chromatographique des phases :, Eau,Acétate d’éthyle et MEC
des 2 variétés de blé dur. WAHA et VITRON

Variété WAHA
Phase acétate Phase MEC Phase eau
fluorescence Rf fluorescence Rf fluorescence Rf
marron 0.02 marron 0.07 Violet 0.03
Jaune terne 0.1 JAUNE terne 0.13 | Jaunepéle 0.13
Jaune 0.2 Bleu 0.22 Jaune 0.29
Jaune péle 0.37 | Jaunepéle 0.38 | Marron 0.56
Jaune 0.55 Bleu fluorescent | 0.56 Jaune 0.82
fluorescent fluorescent
Bleu fluorescent | 0.71 Jaune 0.63
Violet 0.87 Violet 0.85
Spot hétérogene | 0.97
Jaune vert rose

ANNEXEOQ7 :comportement chromatographique(CCM préparative) des phases ,Acétate ,
MEC ,Eau de lavarié&té WAHA



Variété VITRON

Phase acétate Phase MEC Phase eau

fluorescence Rf fluorescence Rf fluorescence Rf
Jaune péle 0.02 Marron 0.08 Bleu fluorescent | 0,03
Jaune terne 0.13 Bleu 0.22 Jaune péle 0.13
Jaune 0.24 Jaune terne 0.35 Marron clair 0.29
Jaune fluorescent | 0.43 Jaune péle 0.58 Marron brun 0.56
Jaune péle 0.59 Bleu fluorescent | 0.7 Jaune fluorescent | 0.82
Bleu fluorescent | 0.74 | Jaunefluorescent | 0.78

Jaune fluorescent | 0.84 | Violet 0.88

Rose 0.94

Annexe08 :comportement chromatographique (CCM préparative)des phases ,Acétate,
MEC ,EAU delavariété VITRON



Résume
Notre travail a porté sur I’étude quantitative et qualitative des polyphénols y compris

essentiellement les flavonoides chez deux variétés de blé dur (Tviticum durvon ) WAHA et

VITRON.
Les résultats obtenus de I’étude quantitative des extraits méthanoliques montrent que la
teneur en polyphénols est considérable chez les deux variéteés.

L’étude qualitative des polyphénols commence par des répartitions entre solvants de
polarités différentes ( du moins polaire au plus polaire) .Cela a conduit a I’obtention de
différentes phases, leurs compositions sont identifiées par la chromatographie sur couche
mince et e spectrophotométre UV-Visible

L’évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits analysés a éte réalisée par la
détermination de leur pouvoir de piégeage du radical du DPPH° en estimant leurs activité
antioxydante par I’utilisation des réactions anti radicalaire témoins avec I’acide gallique

Le test au DPPHe n’est pas quantitatif, il permet de comparer les différents extraits
entre eux selon leur capacité a piéger le DPPHe

Notre résultat confirme également une certaine corrélation entre la teneur en composés
phénoliques et I’activité anti-radicalaire,

Motsclés: blédur, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante

Summary
Our work focused on the quantitative and qualitative study of polyphenols, including

mainly flavonoids, in two varieties of durum wheat (Triticum durum DSF) WAHA and
VITRON.

The results obtained from the quantitative study of the methanolic extracts show that the
polyphenol content is considerable in both varieties.

The qualitative study of polyphenols begins with distributions between solvents of
different polarities (from the least polar to the most polar). This Distribution has led to the
obtaining of different phases, their compositions are identified by thin-layer chromatography
and UV-Visible Spectrophotometer.

The evaluation of the antioxidant power of our analyzed extracts was carried out
by the determination of their power to trap the radical of the DPPH ° by estimating
their activities antioxidant by the use of control antiradical reactions with gallic acid

The test at DPPH < Is not quantitative, it allows to compare the different extracts

between them according to their ability to trap the DPPH «



Our result aso confirms a certain correlation between the phenolic compound content
and the anti-radical activity,

Key words: durum wheat, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity
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Ce travail est réalisé dans le contexte de la recherche d’une activité antioxydante des extraits
phénoliques des feuilles de blé dur (Triticum durum) de deux variétés WAHA et VITRON.

nous avons pu montrer que les extraits phénoligques des deux variétés de blé dur ont une
activité antiradicalaire plus ou moins puissante, cette activité est en corrélation avec la
guantité des polyphénols dosés par |a méthode col orimétrique de Folin-Ciocalteu, suivi d’une
CCM, cette derniere et grace a une analyse spectrale nous a permit d’identifié que la plupart
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