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Abréviations et symboles

BuOH : Buthanol

MeOH : Méthanol

CH:2Cl2: dichloromethane

Na2COgs : Carbonate de sodium

AcOEt : Acétate d'éthyle

DPPH : 2,2 -Di- Phényl-1-Picryl-Hydrazyl

ABTS: 2,2 —azino- bis 3- ethylben zothiazoline-6-sulfonic acide
K2S20s : Persulfate de potassium

HsBOs : Acide borique

AICls: Trichlorure d'aluminium

HCL : Acide chlorhydrique

NC : Néocuproéne

A : Absorbance

AA : Activité antiradicalaire

CCM : Chromatographie sur couche mince

VLC : Chromatographie Liquide sous vide

CUPRAC: Cupric Reducing Antioxidant- Capacity
RMN 13C : Résonance Magnétique Nucléaire du carbone .
RMN?H : Résonance Magnétique Nucléaire du proton.
J(Hz) : Constante de couplage exprimée en Hertz

Rt : Rapport frontal.

v/v : Volume par Volume.

ppm : Parties par million

CC : Chromatographie sur colonne

ICso : Concentration d'inhibition 50%.
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Introduction générale

Les études phytochimiques basées sur la recherche de nouvelles molécules

médicamenteuses d’origine naturelle sont devenues de plus en plus nombreuses.
Le régne végétal représente une source importante de molécules actives.

L'industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore largement sur la
diversité des métabolites secondaires végetaux pour trouver de nouvelles molécules aux
propriétés biologique inédites.

Il existe environ 500 000 plantes sur terre, 100 000 d’entre elles, environ possedent
des propriétés médicinales di a leur principe actif qui agissent directement sur 1’organisme
[1].

Un grand nombre de plantes, aromatiques et médicinales possédent des propriétés
biologiques trés intéressantes qui trouvent divers domaines d'application a savoir en
médecine, pharmacie, cosmetologie et I’agriculture [2].

Le continent africain est un des continents fourni d’une biodiversité la plus riche dans
le monde, toutes les plantes supérieurs ont la capacité de produire les métabolites secondaires
mais entrés faible quantité comme les composes phénolique, flavonoids..... Etc.

Le chemin qui mene de la plante a ses constituants purs est tres long et nécessite un
travail d’équipes pluridisciplinaires (chimistes, biologistes, pharmacologues etc...).

Ce mémoire s’intéresse a une famille de plantes autrefois appelée Ombelliféres en
référence a leur inflorescence en forme d’ombelles et qui est aujourd’hui nommée Apiaceae,
elle comprend des plantes alimentaires comme la carotte le céleri, le fenouil... et des plantes
condimentaires comme le carvi, la coriandre, le cumin... c’est la famille riche en huile

essentielle [3].

Notre travail sera présenté comme suit :

e Chapitre I: consacré aux aspects botaniques incluant une présentation de la famille
Apiaceae et le genre Athamanta suivi d’un apercu sur les flavonoides et 1’activité
antioxydante.

e Chapitre Il : contient la partie expérimentale phytochimique et biologique.

e Chapitre Ill : comprend la présentation des resultats obtenus suite a cette étude
phytochimique et biologique.

e |l se termine par une conclusion générale
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I. La famille des Apiaceae:
1.1.1.Description :

La famille des Apiaceae, également appelées Ombelliféres, représente des plantes a fleurs,
c’est une grande famille de 3700 espéces réparties en 455 genres [4]. Les Apiaceae sont
représentées par quelques arbres et arbustes, mais pour la plupart, par des plantesherbacees
annuelles, bisannuelles. C’est une famille trés homogene, plus facile a reconnaitre au
contrairement par les genes les espéces sont parfois difficiles a distinguer. Les feuilles des
Apiaceae sont charnues, parfois rigides et arrangées de maniére alternée. Ecraser les feuilles
permet souvent de faire dégager une odeur aromatique ou fétide. Les fleurs sont
hermaphrodites, disposées en ombelles et composées de 5 pétales. La pollinisation se fait par
des mouches, moustiques, coléoptéres ou abeilles. Les fruits produits ne sont pas charnus, les

graines sont ensuite dispersees par le vent.

Figure 1: les différents composés des plantes de la famille des Apiaceae

I. 1.2. Position systématique de la famille des Apiaceae [5].

Reégne: Planta

Embrenchement: Spermatophyta

Sous —embranchement: Angiospermae
Classe: Dicotyledonae

Sous —classe: Dialypetales

Ordre: Apiales

Famille: Apiaceae
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1.1.3. Les caractéristiques génerales de la famille des Apiaceae :

La famille des Apiaceae est une famille de plantes dicotylédones présente les
caractéristiques suivantes:
Inflorescence typique est une ombelle d’ou I’appellation d’Ombelliféres ou Umbelliferae,
nom alternatif, cependant quelques especes de la famille ne forment pas d’ombelles, Feuilles
alternes, composées, pennées, au pétiole engainant au niveau des nceuds, Tige creuse et dotée
de canaux sécréteurs de résines et d’essences odorantes, Fruits secs doubles (dénommeés
diakénes).

Cette famille relativement homogene, a répartition cosmopolite, comprend prés de
3700 especes réparties en 455 genres [6], surtout présentes dans les régions tempeérées du
monde. C’est 1'une des plus importantes familles de plantes a fleurs, apres les Orchidacées,
les Astéracées et les Fabacées par le nombre d’espéces. Plusieurs de ces especes sont des
légumes ou donnent des condiments appréciés, mais quatre sont mortellement toxiques

comme la Grande cigué, la Petite cigué, I’(Enanthe safranée et le Cerfeuil des fous

Figure 2: les caractéristiques générales de la famille des Apiaceae

I. 1.4. Répartition géographique :
La famille des Apiaceae est répartie sur la majeure partie du globe, dans les régions
tempérées de I’hémisphére nord et les montagnes tropicales relativement rare en zone

tropicale [7].
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\

Figure 3: carte de répartition de la famille des Apiaceae

1.1.5. Utilisation traditionnelle:

Plusieurs Apiaceae sont utilisées comme « légumes » (Carotte, Fenouil, Céleri
(Opium...) et comme condiment : feuilles de Persil, Cerfeuil, Angélique, semences de
Cumin, Carvi, Coriandre...Le Khalla (Ammi visnage), est employé comme antispasmodique
et comme vaso-dilatateur des coronaires : I’essence d’Anis vert a des propriétés stomachiques
[8].

D’aprés certaines especes ont été utilisés en medecine traditionnelle comme

antiseptique, diurétiques, dans le traitement de la sclérose, et pour expulser les calculs rénaux

[9].

1.2. Le Genre Athamanta:

Le genre Athamanta (nom du grec Ath amas, montagne de Créte d’ou se trouve la
plante) est un genre de plante a fleurs de la famille des Apiaceae. C’est une plante endémique
du sud de I’Europe et du nord de I’ Afrique. dont les fleurs sont principalement blanches a cinq
pétales, velus en dehors, a peine échancrés, avec une pointe recourbée en dedans. Les
ombelles et les ombellules sont munies d’une collerette a plusieurs folioles simples, étroites et
membraneuses. Le fruit est velu, plus de deux fois plus long que large, chaque moitié du fruit

porte 5 cbtes égales arrondies, peu saillantes [10].
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Le genre Athamanta est constitue de plantes grisatre tomenteuse des rochers verticaux,

surtout calcaires. Les feuilles sont molles [11].

Figure 4: les différentes parties des plantes du genre Athamanta

Le Genre Athamanta est une plante endémique du sud de I’Europe et du nord de

I’ Afrique. Le genre comprend 9 espéces au Total [12].

1.2.1. Position systématique du genre Athamanta [13]:

Régne: Plantae
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordre: Apiales

Famille: Apiaceae
Sous-famille: Apioideae
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Figure 5: exemple des especes appartenant aux genres Athamanta (Athamanta arétensis L)

a droite et (Athamanta sicula L) & gauche.
1.2.2. Quelques activités biologiques reconnues :
Des études limites ont été reportées sur les extraits obtenus a partir des espéces du

genre Athamanta:

Tableau 1: Les propriétés thérapeutiques des especes du genre Athamanta

Propriété thérapeutique Espece Référence
Antimicrobienne A.Turbith subsp .hungarica [14]
Antioxydante
Antimicrobienne Turbith subsp. haynaldii [14]
Antioxydante
Antimicrobienne Asicula L.

Antiproliferative [15]

Antibactérienne

1.2.3. Principaux métabolites secondaires du genre Athamanta :
Une étude chimique a été réalisé sur trois especes: A.marcrophylla, A. Turbith subsp et
A.siculaa permis d’identifier des principaux métabolites secondaires qui sont majoritairement

des flavonoides, acide gras et composées phénylpropanoides.
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e Les flavonoides:

Tableau 2: Les flavonoides isolés du genre Athamanta

Flavonoides Structure Espece Réference
Quercétine 7-4- D Galactoside 1 A. macrophylla [16]
Lutéoléine 2
Lutéoline 7-O-p-D-glucoside 3 A. turbith subsp [14]
Lutéoline 7- O- p-D-rutinoside 4

OH
OH
1: Ri= OH, R>= O-4-D-Gal
2:Ri=H, R.=0OH R, )
3:R1=H, R>= 0-p-D-Glc
4:R1=H, R2= O-B-D-Rut R,
OH 0]
Figure 6: structures des flavonoides isolés du genre Athamanta
e Lesacides gras:
Tableau 3: L’acide gras isolé du genre Athamanta
Acide gras Espece Référence

3,5-di-acide O-caffeoylquinique A.turbith subsp [14]
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O O

HO

/ OH

HO OH

Figure 7: structure de I’acide gras isolé du genre Athamanta

e Les phenylpropanoides:

Tableau 4: Les phénylpropanoides isolés du genre Athamanta

Phenylpropanoides Structure Espece Référence
Apiol 1
Myristcine 2 A. Sicula L [17]
Dillapiole 3
o
%
/0 =

Figure 8: structures des phenylpropanoides isolés du genre Athamanta
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Il. 1. Les Flavonoides :

Les flavonoides appartenant a la famille des polyphénols sont des composés
phénoliques de nom latin flavus qui signifiant jaune [18]

IIs possedent ont tous la méme squelette de base a 15 atomes de carbone contient 2

phenyles (A et B) reliés par une chaine en C3.

-

\_

Figure 9: Squelette de base des flavonoides

Les flavonoides ont été réellement découverts par Albert, Ils représentent une source
importante d’antioxydants dans notre alimentation, ce sont des pigments responsable de la
coloration des fleurs, fruits des Iégumes ,les boissons tels que le the [19].

Ils s’en servent pour attirer les insectes pollinisateurs ils jouent aussi un réle dans la
protection de la plante contre les UV et de défense contre les pathogenes et les insectes
ravageurs [20].

Ces molécules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques propres,
Actuellement environ de 4000 composés flavoniques d’origine biosynthétique antivirale anti
inflammatoire, anticancéreuse etc. [21].

Les flavonoides et ses dérivés sont stockés sous formes libre ou conjuguée mais leur
localisation cellulaire est encore incertaine bien que certains résultats favorisent le stockage

dans la vacuole et ou dans la réticulum endoplasmique.

11.1.1. classification des flavonoides :

Selon I’état structurale et le degré d’oxydation de I’hétérocycle centrale C .les
flavonoides peuvent étre répartis en plusieurs sous classe, les composés de la méme classe
sont déterminés par le point d’hydroxylation, ou d’autre substitution des noyaux A et B ils
sont genéralement solubles dans I'eau [22], la majorité des flavonoides naturels comportent

des sucres, sont généralement glycosylés. L’hydro solubilité des flavonoides favoriser par la
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présence des groupements hydroxyles et des sucres .les groupements méthyle et unités iso

pentyles rendent les flavonoides lipophiles [23].

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes :

Flavanonols

Flavonols

o

Flavanones

Figure 10 : Les différentes classes des flavonoides

10
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11.1.2. Propriétés des flavonoides :
11.1.2.1. L’activité antioxydante :

Les flavonoides ont des propriétés antioxydantes in-vitro, c’est-a-dire un pouvoir
réducteur des especes réactives oxygénées ou azotée produites en grande quantité dans des
conditions inflammatoires qui accompagnent fréquemment le développement de pathologies
chroniques par exemple (stress oxydant) [24].

La présence des fonctions hydroxyles phénoliques libres et les noyaux aromatiques
riches en ¢lectrons leur conférent ce caractére réducteur (donneur d’électron et de radical
hydrogene) les flavonoides via leur catéchol, ont également la capacité de se complexer
fortement avec les ions métalliques, en particulier les ions cuivre et fer dont le cycle
catalytique redox est typiquement impliqué dans la production d’especes réactives oxygénées
[24].

En fin, les molécules flavonoidiques montrent une affinité pour une large variété de

protéines, ce qui leur confére un certain nombre de propriété biologique [25].

11.1.2.2. L’activité antibactérienne des flavonoides:

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et trés diversifiée. Les
flavonoides sont capables d’inhibé la croissance de différents types de bactéries:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomanasaeruginosa, chaque composé agit
spécifiqguement sur un ou plusieurs germes exemple: sur plusieurs bactéries testés I'apigénine
n’a montré une faible activité que contre Staphylococcus aureus, toutes les autres ont été fort
sensible a ces flavonoides, Au contraire la galantine n’a donné une activité que sur
Staphylococcus aureus: les autres microorganismes se sont avérés résistants contre cette
molécule [26-27-28].
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Les flavonoides sont capables de protéger les plantes des invasions microbiennes.
Nombre de chercheurs se sont intéresses a mettre en évidence cette propriété des flavonoides
chez T’étre humain, les études ont une activité inhibitrice contre certains types de

bactéries/virus.

11.1.3. L’étude phytochimique des flavonoides:

11.1 .3.1. Extraction des Flavonoides:

Il existe différentes méthodes d’extraction des flavonoides sont [29]:

e Macération par solution hydro alcoolique (méthanol ou éthanol)

e Extraction successives de type liquide liquide par des solvants de polarité croissante.
Les solvants les plus utilisés sont : Ether de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-
butanol.

e Evaporation a sec des extraits obtenus.

11.1.3.2. Séparation et purification des flavonoides

a. Séparation:

La séparation des produits flavoniques se fait essentiellement par des méthodes

chromatographiques Telles que :

e Lachromatographie sur Colonne (CC) :

Elle est basée sur I’utilisation d’une phase stationnaire comme la cellulose ou le
polyamide ou le gel de silice, et une phase mobile constituée par divers systémes de solvants
comme éluant. Elle est la plus utilisée pour la séparation des quantités de melange importante

et complexes [30].

e Lachromatographie préparatoire sur papier (CP):
Basée sur I'utilisation d’une surface plane de cellulose considérée comme support
maintenant par impregnation une phase stationnaire liquide, les systemes de solvants les plus
utilisés dans cette technique sont [31]:

- Acide acetique constitue le systéme aqueux

12
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- Le n-butanol/acide acétique/Eau constitue le systéme organique

e Lachromatographie préparatoire sur couche mince (CCM):
Trés simple et tres rapide, elle est utilisée aussi bien pour la séparation que pour la

purification.

b. Purification:

Est un complément indispensable de la séparation elle consiste a éliminer les
composés minoritaires, tels que les impuretés des solvants et des particules des substrats
polyamide et sephadex entrainées leurs de 1’étape de séparation.

- colonne de polyamide
- colonne de sephadex

- contréle de pureté par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

I11.1. Les techniques d’identification structurale:

L’identification des flavonoides se fait généralement (comme avec d’autres structures
organique) par I’utilisation combinée des propriétés chromatographiques des flavonoides
comme la fluorescence sous la lumiére UV-visible et les valeurs de leurs Rf dans différents
systemes de solvants et les données de plusieurs techniques spectropiques [32], telles que la
spectro photométrie UV-visible qui reste la méthode de choix pour ce type de composés et
qui donne des indications importants sur la nature du flavonoide et son mode de substitution
et la résonance magnétique nucléaire (RMN) ainsi que la spectrométrie de masse (SM) [33].

I11.1.1.Facteur de retardement et comportement chromatographique:
Ce facteur symbolisé par Rf est défini comme étant le rapport de la distance entre la
tache du produit et ’origine d’une part et la distance entre ’origine et le front de solvant

d’autre part [34].

R¢ = Distance parcourue par le composé/Distance parcourue par 1’éluant [35].

La valeur du R¢varie avec la nature du solvant utilisé (organique ou aqueux), le type

de support chromatographique (gel de silice, polyamide, cellulose), la polarité du produit

13



Chapitre | : Apercu bibliographique

ainsi que de la disposition des différents substituants sur lesquelette flavonique [36].
Le tableau suivant montre I’influence de la substitution du squelette flavonique sur la

valeur du Rg:

Tableau 5 : la relation entre le Ry et la structure flavonique

Structure flavonique Rt

Augmentation des groupes Rf diminue dans les systemes de

solvants organiques et augmente dans

hydroxyles les systémes de solvants aqueux
Méthylation des Rf augmente dans les systemes de
solvants organiques et diminue dans les
hydroxyles systemes de solvants aqueux
Rt diminue dans les systéemes de
Glycosylation solvants organiques et augmente dans

les systémes de solvants aqueux

I11.1.2. La spectrophotométrie UV visible:

C’est la méthode la plus importante pour I’identification des structures flavoniques,
tous les flavonoides apparaissent sous UV sous forme de spots colorés, I’examen des
flavonoides sous lumiére UV 365 nm est trés utilisé pour leur détection. Elle est basée
essentiellement sur I’enregistrement d’un spectre dans un milieu alcoolique (méthanol ou

éthanol) qui sera caractérisé par deux bandes d’absorption principales [37].
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< |

o Bande | d’apsorption de la
\ } [ partie cinnamoyle

Y Y

Figure 11 : Les deux parties benzoyle et cinnamoyle

v' Labande1:
Ayant un maximum d’absorption entre 300 et 400 nm, elle est attribuée a 1’absorption du
systeme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du groupement carbonyle avec la double
liaison C2-C3 et le noyau B, elle donne donc, des renseignements sur les variations

structurales du cycle B et I’hétérocycle C.

v' La bande 2:

Ayant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, elle est attribuée a 1’absorption du
systeme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement carbonyle avec le noyau A et
donne des informations sur les variations structurales du cycle A [38].

Le tableau 7 donne I’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en milieu

méthanolique pour quelque type de flavonoides:
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Tableau 6: I’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes I et II en milieu
méthanolique pour quelque type de flavonoides.

Type des flavonoides Bande I (nm) Bande Il (nm)
Flavones 310-350 250-280
Flavonols (3-OH libre) 350-385 250-280
Flavonols (3-OH substitué) 330-360 250-280
Isoflavones 310-330 245-275
Flavanones et dihydroflavanols 300-330 275-295
Chalcones 340-390 230-370 faibles intensités
Aurones 380-430 230-370 faibles intensités
Anthocyanidinesanthocyanines 465-560 270-280

L’addition de divers réactifs au flavonoide permet de localiser les substituant sur le
squelette flavonique ou en geénéral la présence d’un hydroxyle libre provoque un effet
bathochrome (déplacement vers les grandes longueurs d’ondes). Pour une méthylation ou
glycosylation des positions 3,5 et 4’ hydroxylées, un déplacement hypsochrome est noté¢ par la

bande I.

v Le spectre UV en présence des réactifs :
Les réactifs souvent utilisés sont : NaOH, NaOAC+H3BO3, AICI3 et AICIs+HCI, certains

d’entre eux forment des complexes tels que AICIs et NaOAc [39].

- L’addition de AIClIs et AICI3+HCI:

L’addition de AICIz a la solution du flavonoide dans le méthanol méne a la formation
de complexes entre les hydroxyles ortho, I’hydroxyle en 3 et le groupement carbonyle et
I’hydroxyle en position 5 et le groupement carbonyle, ce qui entraine un effet bathochrome de
la bande I mais 1’addition de HCI provoque la disparition des complexes instables et le

maintien des complexes stables (hydroxyle et carbonyle).
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Ceci se manifeste par un déplacement hypsochrome de la bande | par rapport a celui
en présence de AICIs et bien évidement un effet bathochrome moins important au spectre dans

le méthanol, pris comme référence.

- L’addition de NaOH:
L’addition de NaOH indique la position des hydroxyles libres sur le squelette

flavonique essentiellement le OH de positions 4’ par un effet bathochrome de la bande I.

- L’addition de NaOAc et NaOAc + H3BOs :

Le réactif NaOAcC sert a détecter les groupements hydroxyles essentiellement celui de la
position 7 par un léger effet bathochrome de la bande II, il ionise les OH les plus acides
comme les hydroxyles des position 3, 7 et 4* [40]. Le tableau 8 donne les informations

obtenues des spectres en presence des reactifs [39].

Le H3BOs est additionné a 1’échantillon en présence de NaOAc et les informations
apportées indiquent I’existence ou 1’absence d’hydroxyle ortho sur le cycle B ou sur le cycle
A (6,7 ou 7,8) a cause des complexes formés, I’effet qui se manifeste est un effet bathochrome

de la bande I par rapport au spectre dans le méthanol [41].

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

I’addition des réactifs

Réactifs Déplacement en nm interprétation
Bnde I Bande 11
MeOH 304-350 250-280 Flavone
352-385 250-280 Flavonol(3-OH)
328-357 250-280 Flavonol(3-OR)
NaOH +44 3 +65 OH en 4’
1.stabilité ORen4’¢tOHen 3

d’intensité /MeOH

2.dimunition
d’intensité

L’intensité  diminue 3,4 OH ou ortho di -OH
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avec le temps sur A ou ortho di-OH sur B
(décomposition).
Nouvelle bande /MeOH entre 320 a 335 OHen7
NaOAC +5a+20 OHen7
Déplacement
diminue- en présence
d’un substituant en 6
ou8
Pas de déplacement | ORen7
ou tés faible
Spectre qui se | 5,6,7-tri OH ou 5,7,8- tri
décompose avec le | OH
temps.
NaOAc+H3BO3 +12a+ 36 Ortho di OH sur B
AlCl3 Une seule bande Ortho di —OH sur B avec 5-
entre 420- 430 OH
MeOH /AICIz + +17a+ 20 5-OH avec une oxygénation
HCl en 6
+35a +55 5- OH et 3-OMe
+50 a +60 OH en 3 avec ou sans OH
enb
AICls/ -20 a -40 avec Ortho di OH sur B
sommet ou
(AICIs+HC) épaulement entre
(350- 360)
Ortho di OH sur A et Ortho
204 25 gl OH sur B ou tri-OH sur

I11.1.3. La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN):

C’est une méthode tres précise et trés efficace, trouve un grand emploi pour la

détermination des structures flavoniques.
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111.1.3.1. La RMN du proton (RMN*H):
Elle informe sur I’environnement des différents protons flavonique qui résonnent
géneralement entre 6 et 8 ppm elle permet de connaitre [42].
e La position et le nombre de divers protons porté par le flavonoide.
e Le nombre de substituant méthoxyles porté par le squelette flavonique.

e Le nombre et la nature des sucres liés a I’aglycone.

111.1.3.2. La RMN du carbone 13 (RMN*C) :
Utiles pour mieux identifier la molécule par [42]:

e Le nombre total d’atomes de carbone du compose flavonique ainsi que leur

environnement.

e La connaissance de type des liaisons c-c et/ou c-0 sucres.

IV. Activite antioxydante:
IV.1. Définition:

Le terme «antioxydant» a été formulé comme «une substance qui en faibles
concentration, en présence du substrat oxydable, ralentit ou empéche significativement
I’oxydation des substrats matériels», les antioxydants sont des agents de prévention, ils
bloquent I’initiation en complexant les catalyseurs, ou des agents de terminaison capables de
dévier les radicaux libre, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.

Les antioxydants neutraliser ou de réduire les dommages causés par les radicaux libre,
dans I’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non
cytotoxique de ROS. Absorbent 1’énergie excedentaire de 1’oxygéne singulet pour la
transformer en chaleur [43].

Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou non enzymatiques, endogenes ou

exogenes [44].

e Lesantioxydants endogénes (enzymatiques) :
Ce sont des enzymes ou protéines antioxydants: superoxyde dismutase, catalase,
glutathion peroxydase €elaborés par notre organisme avec 1’aide de certains minéraux, la

quantité d’antioxydants endogénes diminue avec 1’age.
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¢ Les antioxydants exogénes (non enzymatique):

Le glutathion, est un tripeptide composé de cystéine, glutamine et glycine c’est le plus

important des défenses antioxydants en quantité et probablement en qualité.

e Lesradicaux libres :
Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, est une espece chimique de demi vie tres courte, le radical libre aura toujours
remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable, il existe sous deux forme

endogenes ou exogenes [45].

IV.2. Principaux méthodes d’activité antioxydante:
Des nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des
composés phénoliques purs (métabolites secondaire) ou des extrais. La plupart de ces méthodes sont

basées sur la coloration ou décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel.

IV.2.1. Inhibition du radical stable DPPH:

C’est le test le plus ancien des tests indirects utilisé pour la détermination de I’activité
antioxydante, il peut déterminer le potentiel antioxydant des composés phénoliques
individuels et de la nourriture et les échantillons d’intérét biologique [46].

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphenyl-B-picrylhydrazyle) c’est le radical libre
stable fut I’un des premiers radicaux libres utilise pour étudier la relation structure activité-
antioxydant des composés phénolique [47,48].

La stabilit¢ de ce radical résulte de la délocalisation importante de 1’électron
celibataire sur la totalité de la molécule empéchant ainsi la dimérisation de se produire comme
c’est souvent le cas pour les autres radicaux. D’autre part, cette délocalisation est a 1’origine
de la coloration violette en solution éthanolique ou méthanolique caractérisée par une bande

d’absorption dans le visible a 517 nm.
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O,N :
O,N OH 2 o)
N—N NO, +
N—N NO, + _— 2
O,N
O,N

DPPH Phénol diphenylpicrylhydrazine phénoxy

Figure 12: Réduction du DPPH par le phénol.

IV.2.2. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) :

C’est une méthode développée par Apak [49].Le Test de la capacité antioxydante par
réduction du cuivre CUPRAC est une méthode de mesure du potentiel antioxydant utilisee
pour une grande variété de polyphénols, y compris les acides phénoliques, les acides hydrox
cinnamiques, les flavonoides, les caroténoides, les anthocyanines, ainsi que pour des thiols et

les antioxydants synthétiques, les vitamines C et E [50].

B 12+ [ ]+
\_/ 7N Les antioxydants \_/ 7N
N, N= réduits N, N=
HaC .S CHas HaC S CHs
Cu le Cu (II) au Cu {I) Cu
HaC - CHg - HaC S CHag + K
™M N— N MN—
7N 7N
— V4 — V.
Cu(llNc Cu(l)Nc

Figure 13: Réduction du complexe néocuproine- cuivre.

Essentiellement utiliser pour la réduction de Cu Il et par le traitement du Cu | avec un
réactif chromogene Néocuproine (NC) (2,9- diméthyle-1,10 phénanthroline) [51], former par
la conversion des hydroxyles phénolique en quinones par la réduction du complexe

Cu*%-NC, produisant un complexe chromogéne de Cu*2-NC qui absorbe & 450 nm.

21



Chapitre | : Apercu bibliographique

IV.2.3. Test de la capacité du radical-cation ABTS™:

I’ABTS (acide 2,2’-azinobis-(3-éthyl benzo thiazoline-6-sulfonique)) est un radical
libre et stable trés utilisé pour I’évaluation du pouvoir antioxydant des fluides biologiques, des
mélanges complexes ou bien des composés purs. Ce radical est capable de réagir avec des
antioxydants classiques de type phénols et thiols mais aussi avec tout composé donneur

d’hydrogéne ou d’électron [52].

058 s SO5” ‘08 s soy|+
<Y |
— .
N
\ N\
CH; C,H;

CH; C,H;

“+

ABTS ABIS

Figure 14: Oxydation de I'ABTS par le persulfate de potassium et génération de 'ABTS™*
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I. Etude phytochimique de la plante :
I.1. Récolte du matériel végétal:

La plante a été recoltée dans la région de Constantine au mois de avril 2021 apres
séchage dans un endroit sec a I’abri des rayons solaires la partie aérienne a été¢ broyée et

pesée (m=1,5 Kg).

1.2. Extraction de la plante :

Une masse de 1,5 Kg de la matiére végétale a été macérée a température ambiante
dans un mélange hydroalcoolique (EtOH/ H20 , 7/3 , v/v) pendant 24h. Cette opération est
répétée trois fois avec renouvellement du solvant.

Apres filtration puis concentration, a une température n’excédant pas 40°C, nous
avons obtenu un résidu sirupeux. Ce dernier est dilué avec de 1’eau distillée.

Apres un repos pendant 24h, la solution a subi une filtration, la phase aqueuse
obtenue est épuisée successivement des extractions liquide-liquide en utilisant des solvants
de polarité croissante en commencant par le dichlorométhane puis 1’acétate d’éthyle et en
dernier le n-butanol.

Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduite a sec et

pesées.

Figure 15: Les différentes étapes de macération, de filtration et d’évaporation de 1’extrait

hydroalcoolique d’une plante du genre Athamanta

Le tableau 9 présente les masses des extraits obtenues.
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Tableau 8: Les masses des extraits obtenues apres extraction liquide-liquide.

Extrait Masse (g)
Dichlorométhane 1,82
Aceétate d’éthyle 3,34

n-butanol 25,78

La figure suivante résume I’ensemble des opérations de 1’extraction de la plante.

1.5 kg de la matiére végétale pulvérisée

Extrait

e Macératiohn dans (EtOH : H;0) (7 :3)
Filration

Concentration a sec

brut

Traitement avec H,O
Filtration

Phase aqueuse

Extraction par CH.Cl,
Décantation

Phase aqueuse

lConcentration a sec

Extrait CH2Cl2 (m= 1,829 )

Extraction par ACOEt

e Décantation

Phase aqueuse

Concentration a sec

Extrait ACOEt (m=3.34g)

Extraction par n-butanol
Décantation

Phase aqueuse

Concentration a sec

Extrait n-butanol (m=25,78g )

Figure 16: protocole d’extraction de I’espéce Athamanta.
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1.3. Séparation de I’extrait N-BuOH :

Les analyses par les plagues CCM ont montré la richesse de la phase n-BuOH en
flavonoides, pour cela un premier fractionnement par VLC nous a semblé nécessaire pour
faciliter les étapes suivantes de purification.

Une prise de la phase buthanolique (11g) a été soumise a un préfractionnement par
chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de silice en phase inverse (RP18) éluée
avec un gradient de MeOH:H»0 (30 :70, 40 :60, 60 :40, 80 :20, 100 : 0), 3x250 mL
chacun, des tests chromatographiques CCM ont été utilisés, afin d’évaluer la composition
et la complexité de chaque fraction et pouvoir choisir les fraction a étudier, ce qui nous a

permis de récupérer 5 fractions de polarité différentes, désignées F1 a F5 (Figurel6).

Extrait n-BuOH (11 g)

e VLCRP 18 (MeOH/H0)
e Concentration a sec
e 5 fractions obtenues

v \ 4 \ 4 v v ) 4 \ 4
30% /70% 40% / 60% 50% / 50% 60% / 40% 70% / 30% 80% / 20% 100% / 0%
(MeOH/H,0) | (MeOH/H0) | (MeOH/H,0) | (MeOH/H:0) | (MeOH/H:;0) | (MeOH/H,0) | (MeOH/H;0)
F1 F2 F3 F4 F5

Figure 17: schéma de fractionnement par VLC de la phase n-BuOH.

1.4. Etude de la fraction F2 :

La fraction F2 (7.26 g) a subi une séparation par une chromatographie sur colonne

de polyamide préparé dans le toluéne, 1’élution est réalisée avec un gradient de toluéne-

méthanol, commencant par le toluéne pur, en augmentant la polarité par 1’addition

progressive de méthanol.

Des fractions de 150 mL ont été collectées et analysées par chromatographie sur
couche mince avec les systemes (CH2Clo/MeOH) (9,5/0,5), (AcOEt/MeOH/H20)
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(10/1/0.5),(14/1/0.5)(v/v), ces fractions sont visualisées sous la lampe UV (254-365 nm) et

révélées dans un mélange d’acide sulfurique, d’acide acétique et de 1’eau (4/80/16).

.- 3 -
S T

Figure 18: Chromatographie sur\c-oloh‘ne de polyamide de la fraction F2.

Le suivi de cette séparation par la chromatographie sur colonne est reporté dans le
tableau 10.

Tableau 9: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait

n-BuOH
LOT de fraction Toluene (%) MeOH (%)

1-5 100 0

6-14 98 2

15-32 95 5
33-51 90 10
52-105 85 15
106- 125 80 20
126 -160 75 30
161-189 70 35
190-204 60 40
205-213 0 100

Le Tableau 11 résume le regroupement final des fractions de la colonne a partir des
résultats donnés par les plagues CCM qui sont éluées par les systemes suivants :
e Systéme 1 : (CH2Cl2/MeOH) (9/1),(v/v)

o Systtme2: (ACOEUMeOH/H20) (10/1/0.5),(12/1/0.5)(vV/V)
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Tableau 10: Résultats du regroupement final des fractions de la colonne

Lot de fraction | N° de Fraction Observation
1-11 f1 Graisses et cires
12-31 2 Mélange inséparable
32-36 3 Précipité blanc
37-61 f4 Mélanges de produits (faible quantite)
62-68 5 Mélange de produits falvoniques
69-74 f6 Melange inséparable
75-97 f7 Mélange de produits
98-109 8 Mélange de produits séparable
110-144 9 Mélange de produits séparable
145-164 10 complexe
165-179 f11 complexe
180-196 f12 complexe
197-213 13 complexe
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1.5. Etude de la sous fraction f5 :

La sous fraction f5 (188 mg) a subi une deuxieme séparation sur colonne
isocratiquede gel de silice en utilisant le systeme: AcOEt/MeOH (10 :0,5) v/v. Comme
éluant.

Le suivi de la séparation et le rassemblement final des fractions, sont présentés
dans le tableau 12.

Tableau 11: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction 5

1-5 5-1 Produits non flavoniques
6-8 5-2 Produit pure (P1)
AcOEt/MeOH
10/0.5 9-13 5-3 P1 majeur
Isocratique
14-20 5-4 Mélange
21-34 f-5 Mélange

La figure 18 montre un schéma qui résume les étapes de séparation de I’extrait n-BuOH

[ 11 g de I’extrait n-BuOH }

lVLC (RP-18) (H20/ MeOH)

I !
(r) (=) (=) (] (=]

CC de polyamide (Toluéne / MeOH)

vyl
(ra ) (22 ) (8 ) (72 ) (s ) (%6 ) (&7 ) (B8 ) (Fe ) (o ) (enn )z ) (Fis )

CC de gel de silice isocratique

| (ACOEt/MeOH) ; (10/0,5)
[ p1 |

Figure 19: schéma résume les différentes étgges de séparation de I’extrait n-BuOH
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I1. Dosage des polyphénols:

11.1. Principe du dosage:

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits, fractions et sous-fraction sont
déterminées au moyen du réactif de Folin-Ciocalteu [53].Ce dernier est constitué par un
melange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040) qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de
tungsténe (WsO23) et de molybdéne (MosOz3). La coloration bleue produite posséde une
absorption 765 nm. Pour cela, la détermination se fait spectrophotométriquement a cette

longueur d’onde.

11.2. Protocole expérimental

e Préparation de Carbonate de sodium (Na2COs) a 7,5%
7,5 g de Na,COs3 sont dissouts dans 100 mL d’eau distillé.
e Preéparation de I’extrait de plante
Une masse de 1 mg de chaque extrait est dissoute dans un volume de 1 mL de Méthanol.
e Preéparation de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois
2 mL de la solution FCR concentré (2M) est complété a 20 mL avec ’eau distillée.
e Procédure :

400 pL d’extrait de plante est mélangé avec2 mL de FCR dilué (1 :10) et del,5 mL de
carbonate de sodium (7,5%). Aprés un repos de 2h a I’obscurité, 1’absorbance est mesurée
a 765 nm.

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par le solvant utilisé

(Méthanol).

e Gamme d’étalonnage

- Préparation de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique :

On prend 5 mg de ’acide gallique et on le dissout dans 25 mL de méthanol pour obtenir la

solution S1 (0,2 mg/mL).

Les dilutions sont préparées dans des Eppendorfs comme suit:
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N° des tubes 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentration de I’acide gallique 25 | 50 | 75 | 100 | 125 | 150 | 175 | 200
(ng/mL)

- Procédure :

400 pL de chaque dilution sont transférés dans un tube a essai et mélangés avec 2 mL FCR
(1 :10) et de 1,5 mL de Na.COs (7,5%). Aprés un repos 2h d’incubation a 1’obscurité.
L’absorbance est mesurée a 765 nm.

La teneur de polyphénols totaux, est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique est exprimée en mg équivalents d’acide

gallique pour 1g d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

I11. Evaluation du pouvoir antioxydant :
Les méthodes utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante sont basées sur
la coloration ou la décoloration d™une réactif dans le milieu réactionnel.
L’activité antioxydante des extraits ethanolique, n-butanol et acétate d’éthyle a été
testée par trois méthodes : DPPH', ABTS™*, CUPRAC.

I11.1. Protocole du test DPPH :

* Principe:

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du
DPPH [54], le BHA sont utilisés comme standards antioxydants.

e Préparation du DPPH :

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 mL de méthanol, le radical DPPH
est dissous dans le méthanol et gardé a T=-20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est de

0,5 nm (490 nm) dans le spectrophotométre.

e Preparation des solutions meres de concentration 4 mg/ml

On mélange 4 mg de chaque extrait, avec 1 mL de MeOH absolu dans un Eppendorf.
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e Procédure
40 pL de différentes concentrations de chaque échantillon testé ont est déposés sur une
microplaque a 96 puits, puis on ajoute a chaque puits, 160 pL d’une solution méthanolique
de DPPH. Le controle négatif (blanc) est préparé en parallele, en mélangeant 40 puL du
méthanol avec 160 pL d’une solution méthanolique de DPPH. Apreés incubation a
température ambiante et & 1’abri de la lumiéere pendant 30 min, I’absorbance a été mesurée

4490 nm en utilisant une lecture a microplaque.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (AA %) du radical DPPH

selon la formule :

% AA= [(Abs contrdle-Abs extrait)/Abs controle] x100

111.2. Protocole du test CUPRAC:

* Principe

La réduction cuprique a été déterminée par la méthode CUPRAC décrite par Apak
[55].

e Préparation des solutions:
e m = 0,7708 g d’Acétate d’ammonium (ACNH;) + 10 mL (H20) — S1 transparent
(PH=7,0)
e m=0,01705 g (Cu Clz, 2H20) + 10 mL (H20) — S2 bleu
¢ m=0,0156 g (Neocuprine) + 10 mL (EtOH) — S3

e Procédure
Dans chaque puits 200 pL, 40 pL d’extraits de chaque concentration, ont été ajoutés
60 pL de (S1), 50 uL de (S3) et 50 pL de (S2). Les microplaques de 96 puits ont été mise a

I’abri de la lumiere, aprés 1h d’incubation 1’absorbance est mesurée a 450 nm.

111.3. Protocole du test ABTS :

* Principe
L’activité de piégeage de ’ABTS™ est effectuée selon la méthode de Re [56]. Le

radical de I’ABTS *est facilement formé a partir de I’acide correspondant par oxydation en
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présence de persulfate de potassium pour donner une solution colorée en vert bleu. Le
radical formé est stable.

e Procédure

L’ABTS ™" a été produit par la réaction entre 19,2 mg (7 mM) ABTS avec 5 mL HO et
3,3 mg (2,45 mM) de persulfate de potassium (K2S.Og) avec 5 mL H20, les deux produits
en solution aqueuse sont mélangés et mis a 1’abri de la lumiere pendant 12-16h,
I’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H20) a 0,700 + 0,020
a 625 nm avant 1’usage. Ensuite, 160 uL de la solution de I’ABTS *ont été ajoutés a 40 puL
d’extrait a différentes concentrations aprés 10 min I’absorbance a été mesurée a 625 nm en

utilisant un lecteur de microplague a 96 puits.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (%) du radical ABTS par

I'équation suivante :

AA(%) = [1-(A Extrait /A blanc)] x100
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I.1dentification du composé P1 :

Le composé isolé a été identifié par les analyses spectrales, particuliérement PRMN'H,

1’UV- visible, sans négliger les autres caractéristiques physico-chimiques.

I.1. Comportement chromatographique:

Tableau 12: comportement chromatographique du composé P1

Systéme S

Ry 0,39

Fluorescence sous lumiere violette

de wood

S :(ACOEt/MeOH) (10/0.5),(v/v)

|.2. Données spectroscopiques:

I.2.1.Données spectroscopiques UV-Visible :

L’ensemble des données de la série spectrale UV-visible du composé P est reporté
dans le (tableau 14) qui résume les différents enregistrements des spectres effectués en

présence d’une série des réactifs.

Tableau 13 : Données de la série spectrale UV-Visible du produit P1.

Bande | Autres Bande 11 Interprétation
Réactifs Amax (NM) bandes Amax (Nm)
Amax (nm)
MeOH 350 / 266 Flavone ou flavonol
(3-OR)
NaOH 391 / 272 4’-OH
NaOAc 380 / 272 7-OH
NaOAc+H3BOs 353 / 265 Pas d’Ortho di-OH
sur le noyau B
AICls 404 342 266 Pas d’Ortho di-OH
sur le noyau B avec
AICIz+HCI 400 340 273 5-OH
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Interprétation :

e Le comportement chromatographique du composé Pl dans le systeme utilisé et la
fluorescence violette sous la lampe de wood, et la valeur Amax de la bande | a 350 nm du
spectre UV enregistré dans le MeOH, indiquent que ce dernier est un flavonoide de type
flavone ou flavonol subsitué en 3.

e L’addition du réactif NaOH induit un effet bathochrome de la bande I (AL = + 41nm) avec
une augmentation de I’intensité lumineuse, ceci indique la présence d’un OH libre en position
4,

e Le spectre enregistré dans le méthanol en présence du réactif NaOAc, permet d’observer un
effet bathochrome de la bande I (AA = + 6nm) indique la présence d’un OH libre en position
7.

o Le spectre UV enregistré dans le chlorure d’aluminium acidifié (AICI;+HCI) induit un
déplacement bathochrome de la bande | (AL = + 50 nm), indiquant la présence d’un
groupement hydroxyle (OH) en position 5.

o Le faible effet hypsochrome de la bande | (AL = - 4 nm), aprés 1’addition de HCI au systéme
(MeOH+AICIs) indique I’absence d’un systéme ortho di-OH sur le noyau B. Ceci est confirmé
par le faible déplacement bathochrome de la bande I (AL = +3nm) en comparant le spectre

(MeOH+NaOAc+H3BO:s) avec le spectre enregistré dans le MeOH (figurel9).

Ces données nous permettent de proposer la structure probable suivante pour le produit P1 :

OR' (H)
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Figure 20: série spectrale UV —Visible du composé P1.
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| .2.2. Données spectroscopiques RMN *H :

Tableau 14: Données spectroscopiques RMN'H (250 MH;, C3Ds O) du P1

Déplacement Intégration ~ Multiplicité Constante de Attribution
chimique (ppm) couplage J(Hz)

7.86 2H d 8.5 Hz e

6.75 2H d 8.5 Hs s

6.37 1H s - Hs

6.24 1H s - Hs

5.53 1H s - Hi-rha

0.90 3H d 5.3 CHs (rha)

3-4 _ _ - Protons de
sucre

Interprétation :

Le spectre RMN'H montre les signaux caractéristiques d’un flavonol (3-OR) ,
apparaissant comme suit:

e Deux signaux sous forme d’un doublet d’intégration 2H a 8 = 7,86 ppm et 6 = 6.75
ppm avec une constante de couplage J = 8,5 Hz (un couplage ortho) attribuable
successivement aux protons Hy' ¢ et Hs- 5.

e Deux singlets larges apparaissent a 6= 6,37 ppm et a 6= 6,24 ppm d’intégration 1H,
attribués respectivement a Hg et He.

e L’apparition d’un singlet large a 6=5,53 ppm d’intégration 1H caractéristique d’un

proton anomerique du sucre Rhamnose Hi~ confirmé par 1’apparition de son méthyle
sous forme d’un doublet & 8= 0,90 ppm avec une constante de couplage J = 5,3 Hz.

e Dans I’intervalle [3-4] ppm, se trouvent les autres protons du rhamnose.
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Figure 21: Spectre RMN'H (250MHz C3Dg O) du produit P .

Ces données nous permettent d’identifier la structure finale du produit P1.

OH

HO 0
0
OH O
CH
0 *OH
OH
OH

Kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranoside
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I1. Dosage des composés phénoliques:

La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique est représentée dans la figure 21:

Courbe d'étalonnage de I'acide gallique

2,5

2 //‘
o 1,5
(&}
[
5 /
= 1 y=0,0111x-0,06
2 RZ=0,9984
< 0,5

0 T T T T 1

0 50 100 150 200 250

Concentration (pg/mL)

Figure 22: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les valeurs de la densité optique (DO) mesurées des échantillons et la quantité des

composés polyphénoliques sont mentionnées dans le tableau 16.

Tableau 15: La densité optique (DO) mesurée et la quantité des composés

polyphénoliques calculé des trois extraits.

Quantité des polyphénols
Extraits DO (nm) en (ug EAG/mg) d'extrait
EtOH 0.254 28.28
BuOH 0,465 47,29
ACOEt 0,575 57,21
Extrait hydro- - 313,3
éthanolique de thé vert

La quantité des composeés polyphénoliques indiqué dans le tableau 16 est calculé

selon la relation suivante:

Y =0,011 X-0,06
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Les résultats indiquent que la richesse de I'extrait acétate d'éthyle en polyphénols

est plus importante que les autres extraits, cette quantité est faible comparé a celle des

polyphénols trouvés dans I’extrait de thé vert (313.3) [57].

11 . Activité antioxydante:

L’activité antioxydante des trois extraits EtOH, BUOH et ACOEt a été évalue par

trois méthodes DPPH, CUPRAC et ABTS.

I11.1. Test du DPPH:
Selon les mesures effectuées sur les extraits, nous avons calculé le pourcentage

d'inhibition de DPPH. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 17.

Tableau 16: Pourcentage d’inhibition du DPPH par les trois extraits EtOH, BuOH et
ACOEt.
Extrait Pourcentage d ‘inhibition du DPPH % Clso(pug/ml)
400 200 100 50 25 12,5 6,25
Extrait EtOH | 76 ,11+1,55 | 46,26+0,86 | 19,92+1,54 | 11 ,38+2,54 | 6,17+1,65 1,06+1,17 | 0,31+1,12 | 247,72+4,87
Extrait BUOH | 78,46+0,98 | 75,50+1,39 | 59,31+1,83 | 33,96+0,49 | 17,771 ,96 | 14,95+7,74 | 5,70+510 | 82,02+5,91
Extrait ACOEt | 81,13+0,37 | 79,72+0,61 | 71,46+1 ,58 | 42,78+1 45 | 22,41+2,33 | 11,95+1,33 | 5,05+1,38 | 65,30+1,87
BHA 2,23+0,61

La determination de la Clso e fait a partir des graphes suivants (figure 22):
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Figure 23: Courbes de pourcentage d’inhibition du DPPH par les trois extraits EtOH,
BuOH et ACOEt.

Figure 24: Photo prise lors du dosage de I’activité antiradicalaire DPPH.
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La concentration correspondante a 50 % d'inhibition est calculée selon les équations

des trois graphes suivantes:

y = 0,1818x +4,9988 y = 0,5472x +5,0927 y = 0,6425x +8,0732

Pour y = 50%, la Clso sera calculée comme suit :

e Extrait ETOH :
X=(50- 4,9988) /0,1818 = 247,53 pg/mL

Clso= 247,53ug/mL

e Extrait BUOH :
X =(50-5,0927)/ 0,5472 = 82,07 ug/mL

Clso=82,07pg/mL

e Extrait ACOEt:
X=(50-8,0732)/ 0,642 5 = 65,26 pug/mL

Clso= 65,26 pg/mL

Parmi les trois extraits, les deux extraits n-BuOH et ACOEt sont plus actifs avec
une Clso de 82,07 et 65,26 pg/mL, par contre 1’extrait ETOH montre une activité modérée

avec une Clso de 247,53 pg/mL.

111.2-Test du CUPRAC:
selon les mesures effectuées sur les extraits EtOH ,BuOH et ACOEt, nous avons
calculé I'absorbance de l'activité antioxydante de CUPRAC. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau 18.
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Tableau 17: L'absorbance de I'activité antioxydante des extraits EtOH, n-BuOH et
ACOEt au CUPRAC .

Extrait Absorbance A0.50 (pg/ml)
400 200 100 50 25 12,5 6,25
Extrait EtOH 1,02+0,05 | 0,56+0,04 | 0,32+0,00 0,23+0,01 0,18+0,00 0,15+0,00 0,13+0,00 172,10+3 ,97
Extrait BUOH 2,50+0,13 | 1,49+0,17 | 0,90+0,03 0,47+0,02 0,30+0,02 0,20+0,00 0,15+0,00 19,42+12,12
Extrait ACOEt 3,18+0,13 1,98+0,05 0,97+0,01 0,56+0,00 0,34+0,01 0,22+0,01 0,17+0,01 18,70+£2,15
BHA 6,460,22
La détermination de I'Aos se fait a partir des graphes suivants (figure 24):
/ 1,20 \ 3,00 \
1,00 _40,08114—*—0,002470— 2,50 ¥= +
0,9997 =2 R =
" 0,80 2,00 Rz=0,9987
c (5]
8| 060 2 1,50
S 8
g 0,40 rg 5 1,00
< 2 0,50
0,20 30
0,00 T T 1 0'00 T T !
0 200 400 600 0 200 400 600
\ concentration de 'ETOH / \ concentration de BuOH /
/ 3,50 \
3,00 v=0,0072x+0,3682 =
250 RZ= ﬂ,O7QR
81 2,00
o
= 1,50
2 /
K] 1,00
<
0,50
0,00 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
\ concentration de ACOET j

Figure 25: Courbes de I’activité antioxydante au CUPRAC par les trois extraits
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Figure 26: Photo prise lors du dosage de I’activit¢ CUPRA

L'absorbance correspondante a 0.50 de I'activité antioxydante est calculée selon les

équations des trois graphes suivantes:

Y= 0.0024x +0.087 J y = 0.0053x +0.3973 J y = 0.0072x + 0.3682 J

Pour y = 0.50, I'Ao.s0 sera calculée comme suit :

e Extrait ETOH :
X =(0.50-0.087)/0.0024 = 172,08 pg/mL

Aoso= 172,08 pg/mL

e Extrait BUOH :
X =(0.50-0.3973)/0.0053 = 19,38 pg/mL

Aoso=19,38 pg/mL

e Extrait ACOEt:
X =(0.50-0.3682)/0.0072 = 18.3 pug/mL

A0.50=18.3 pg/mL
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Les résultats du test au CUPRAC obtenus ont révélé que les deux extraits n-BuOH

et ACOEt sont plus actifs que I’extrait EtOH, ont manifesté une bonne activité inhibitrice

du CUPRAC (Aoso = 19,38, Aoso = 18,3 pg/mL) en les comparant avec 1’extrait EtOH,

cependant cette derniere est modérée par rapport aux standard BHA (Ao.s0 = 6,46 pg/mL).

Tableau 18 : les pourcentages d'inhibition de I’ABTS par les extraits EtOH, n-BuOH et

ACOEt
Extrait Pourcentage d'inhibition de PABTS % Clso(ug/ml)
400 200 100 50 25 12,5 6,25

Extrait 87,88+2,22 | 86,69+6,17 | 51,25+3,39 | 33,69+2,49 | 15,06+£11,44 | 10,06+4,50 | -3,38+3,38 | 96,88+5,64
EtOH
Extrait 89,19+2,20 | 90,88+0,76 | 90,06+1,60 | 85,06+6,39 | 41,38+1,88 | 25,06+6,71 | 6,44+2,65 | 28,26+3,71
BuOH
Extrait 90,38+0,60 | 90,81+0,50 | 90,94+0,92 | 89,56+2,49 | 66 ,56+4,59 | 38,25+4,18 | 28,81+3,46 | 17,31+1,19
ACOEt

1,81£0.10
BHA

111.3-Test de PABTS:
Selon les mesures effectuées sur les extraits, nous avons calculé le pourcentage

d'inhibition de I’ABTS. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 19.

La determination de la Clso se fait a partir des graphes suivants (figure 26):
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Figure 27: les courbes de pourcentage d'inhibition de I’ABTS par les trois extraits

Figure 28: Photo prise lors du dosage de 1’activité antiradicalaire ABTS
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La concentration correspondante a 50 % d’inhibition est calculée selon les

équations des trois graphes suivante:

y = 0.3535x +15.969 y=1.6211x + 3.2188 y=2.0493x +14.656

pour y =50% , la Clso sera calculée comme suit :

e Extrait ETOH :
X= (50-15.969) /0.3535 = 96.26 pg/mL

Cls0=96.26 pg/mL

e Extrait BUOH :
X=(50-3.2188)/1.6211= 28.86 pug/mL

Clso=28.86 pg/mL

e Extrait ACOEt:
X=(50-14.656) /2.0493 = 17.25 pg/mL

Clso=17.25 pg/mL

Les trois extraits testés, EtOH, n-BuOH et ACOEt ont montré une activité modérée
inhibitrice du radical ABTS™ avec une Clso de 96,88, 28,26et 17,31ug/mL successivement.
Conclusion:

En conclusion de ces résultats, les deux extraits n-BuOH et ACOEt ont montré une

meilleure activité antioxydante par rapport a I’extrait EtOH par les trois méthodes
antiradicalaires au DPPH, CUPRAC et ABTS.
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Conclusion générale

La présente étude a porté sur une espece du genre Athamanta de la famille des
Apiaceae. Elle a permis de faire I'étude phytochimique el I'évaluation des activites

biologiques, principalement I'activité antioxydante.

A T’issue de 1’étude phytochimique de la partie aérienne de cette espece, nous avons
pu isoler un produit de type flavonol (Kaempférol 3-O-a-rhamnopyranoside) qui a été
identifié, grace a [I’utilisation des méthodes physico-chimiques et spectrales (Ry,
fluorescence, UV-Visible, RMN'H).

L’activité antioxydante des extraits éthanolique, n-butanol et acétate d’éthyle a été

effectuée par les trois méthodes du DPPH, du CUPRAC et de I’ABTS.

Les deux extraits n-butanol et acétate d’éthyle ont révélé wune  activité
antioxydante, modérée par rapport a 1’extrait éthanolique par les trois méthodes testés.

En conclusion, la plante étudiée possede une moyenne activité antioxydante en

raison d’une quantité faible des polyphénols.
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Résumé

L'étude phytochimique d'une plante du genre Athamanta a permis d'identifier les
principaux métabolites secondaires de type flavonoides, par les méthodes d'extraction,

séparation et purification des composés de I'extrait n-BuOH.

La caractérisation par les techniques spectroscopiques, ultraviolette (UV) et la
résonance magnétique nucléaire (RMN'H), a permis d’identifier le flavonoide

Kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranoside.

Les deux extraits n-butanol et acétate d’éthyle ont montré une meilleure activité
antioxydante par rapport a I’extrait éthanolique, en utilisant les méthodes du DPPH, du
CUPRAC et de I’ABTS. Cette activité est modérée comparée a celle du standard BHA,
Cela a été confirmé par le dosage des polyphénols totaux qui a révélé une faible
richesse des extraits éthanolique, n-butanol et acétate d’éthyle (en utilisant la méthode

de Folin- Ciocalteu).

Mots clés : Athamanta, Activité antioxydante, flavonoides, polyphénols, Folin- Ciocalteu,
DPPH, CUPRAC, ABTS.



Abstract

The phytochemical study of the genus Athamanta identified major flavonoid
secondary metabolites through the extraction; separation and purification of the n-BuOH

extract compounds.

Characterization by spectroscopic, ultraviolet (UV) and nuclear magnetic resonance
(RMN'H) techniques, made it possible to identify flavonoid Kaempférol 3-O-a-L-

rhamnopyranoside.

The two n-butanol and ethyl acetate extracts showed better antioxidant activity
compared to the ethanolic extract, using DPPH, CUPRAC and ABTS methods. This
activity is moderate compared to that of the standard BHA, This was confirmed by the
determination of total polyphenols which revealed a low richness of the extracts ethanolic,
n-butanol and ethyl acetate (using the method of Folin- Ciocalteu).

Key words: Athamanta, antioxidant activity, flavonoids, polyphenols, Folin- Ciocalteu,
DPPH, CUPRAC, ABTS.
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