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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvees dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement,
I'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont
recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé
primaire(1).

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure des médicaments gréce a la
richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire (2,3). Plus de 120 composés
provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine moderne et prés de 75% d'entre
eux sont utilisés selon leur usage traditionnel. Parmi, les 25 composés pharmaceutiques les
plus vendus au monde, 12 d'entre eux sont issus de produits naturels. Cela signifie que le
nombre de médicaments issus de produits naturels est supérieur a celui issus de la chimie
combinatoire ou plus de 10 000 molécules doivent étre synthétisées puis testées afin de mener
au développement d'un seul médicament. Par conséquent, les quelques 250 a 300 000 especes
inventoriées de plantes que I'on trouve sur terre, dont seulement 5 a 15% ont fait I'objet de
recherches de molécules bioactives, représentent un réservoir immense de nouveaux
composés médicinaux potentiels. Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle
présentent I'avantage d'une trés grande diversité de structures chimiques et ils possédent aussi
un trés large éventail d'activités biologiques (4). L’étude de la chimie des plantes est toujours
d’une brilante actualité malgré son ancienneté. Cela tient principalement au fait que le regne
végétal représente une source importante d’une immense variété de molécules bioactives (5).
Cette matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie, Parmi
ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins,
les lignanes, les terpenes et les flavonoides (6).

Les flavonoides constituent un groupe de produits naturels appartenant a la famille des
polyphénols, largement représentés dans la quasi-totalité des plantes, faisant partie intégrante
de notre nourriture quotidienne. lls possedent potentiellement des activités biologiques, anti-
inflammatoires, anti-cancerigenes, antimicrobiennes et anti-oxydantes. Les épices et les

herbes aromatiques sont considérés comme des sources importantes de flavonoides(7).

-



INTRODUCTION GENERALE

L’ail est une panacée utilisée dans I’alimentation et les préparations médicinales
depuis I’antiquité. Ses molécules biologiquement actives lui conférent plusieurs vertus

thérapeutiques.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressé a entreprendre ce travail qui est subdivisé
en deux parties essentielles; initié par une synthese bibliographique qui englobe et rassemble
des données théoriques sur les plantes médicinales et leurs substances bioactives, les
problémes liés aux radicaux libres et I’'importance des substances naturelles dans la lutte anti-
radicalaire, en exposant la plante médicinale choisie «Allium sativum» et élucide sa

composition en principes actifs et leurs activités biologiques.

La partie pratique consiste premiérement aux étapes d’extraction des flavonoides, leur
identification par CCM, étude de leurs teneurs en polyphénols ainsi qu’en flavonoides et

I’exploration du pouvoir anti-radicalaire in vitro par le test de DPPH.

N



CHAPITRE I LES PLANTES MEDICINALES

I-Généralités :
I-1-La phytothérapie :

(du grec « phytos » = plante, et « therapiea » = thérapie) est 1’art de soigner par
les plantes (8, 9, 10) C’est I’utilisation thérapeutique des plantes médicinales et de leurs
extraits. Dans la mesure ou les plantes sont utilisées pour produire 1’effet contraire aux
symptomes, la phytothérapie reléve de ’allopathie au sens strict. Si la phytothérapie
peut n’étre qu’une allopathie végétale lorsqu’on se contente de mettre en relation les
propriétés pharmacologiques et les indications thérapeutiques, elle devient au contraire,
une aide appréciable lorsqu’elle prend en compte la gestion du stress qui engendre des
déséquilibres immunitaires, neurovégétatifs et hormonaux. La phytothérapie fait donc
partie de I’arsenal thérapeutique a la disposition du vétérinaire. C’est une médecine dite
« de terrain », de type allopathique, (8) qui repose sur I’utilisation des propriétés
thérapeutiques des plantes médicinales (11, 17). La phytothérapie est le traitement des
maladies par des plantes dites médicinales (12).

I-2- Les plantes médicinales :

La phytothérapie peut étre vue comme un précurseur de la pharmacologie
moderne (13).L’origine des plantes médicinales est importante a la compréhension de
leurs propriétés biologiques (14). Les propriétés thérapeutiques d’une plante ne peuvent
pas étre transposées a celles de 1’une de ses préparations sans connaissances précises
des constituants responsables des propriétés de la plante, de la méthode d’extraction des
principes actifs, de la galénique, de la voie d’administration et des conditions de
conservation des produits issus des plantes médicinales (17). Une plante médicinale est
définie par une « drogue végétale (10, 13, 15, 16, 18, 19) .La plante médicinale
couramment utilisée en phytothérapie pour ses propriétés sédative, vasculoprotectrice et
anti-oxydante (20).

I-3-Principes actifs des plantes médicinales :

La phytochimie, c’est-a-dire 1’étude de la structure et des propriétés chimiques
des constituants des plantes médicinales (21, 22) est fondamentale a la compréhension
de leurs mécanismes d’action. Les métabolites végetaux peuvent étre classes en deux
catégories :

Les métabolites primaires: métabolisme primaire, qui donne origine aux métabolites

nécessaires a la survie de la plante (13), tels que les glucides, les acides amineés, les

e



CHAPITRE I LES PLANTES MEDICINALES

protéines et les lipides (8), sont les acteurs des réactions nécessaires a la vie des
vegetaux : photosynthése, respiration, et absorption des nutriments (8).

Les métabolites secondaires, ne semblent pas avoir d’importance a 1’échelle de la
cellule végétale, mais jouent un rdle prépondérant dans 1’adaptation des végétaux (8,
13) a leur environnement, notamment grace a leur pouvoir antioxydant qui les protége
des radicaux libres produits au cours de la photosynthese (caroténoides, flavonoides), a
leur capacité d’attirer des agents de pollinisation ou de dissémination des graines
(terpénoides), et a leur intervention dans 1’¢loignement des herbivores et insectes
ravageurs(alcaloides) (8, 23).

Cependant, certains de ces composés ont aussi un intérét thérapeutique qui n’est
généralement pas abordé dans les programmes enseignés dans les écoles vétérinaires.
Les métabolites secondaires sont des molécules complexes a l’origine de 1’activité
thérapeutique des plantes médicinales, et dont les précurseurs sont des métabolites
primaires ou des produits intermédiaires Leur connaissance est donc indispensable pour
la compréhension et 1’utilisation efficace de la phytothérapie moderne (8). La diversité
des métabolites secondaires s’oppose a I’ubiquité des métabolites primaires. Ils peuvent
étre classés selon plusieurs systémes dont aucun n’est entiérement satisfaisant. Pour les
chimistes et les pharmacologistes, il est plus pratique de les classer selon leur voie
biosynthétique et leur structure ; alors que pour les cliniciens, un classement selon leur
mode d’action serait plus approprié. Il serait illusoire de vouloir présenter
individuellement chacune des molécules impliquées dans 1’activit¢ des plantes
médicinales. Ainsi, nous préférons présenter les principes actifs leur conférant leurs
propriétés biologiques selon une classification fondamentale biosynthétique en mettant
en évidence la pertinence clinique de chaque groupe. Cependant, il est important de
noter que des métabolites d’origine biosynthétique commune n’ont pas

systématiquement des propriétés biologiques communes (8).

- Alcaloides

Les alcaloides sont des molécules hétérocycliques azotées basiques d’origine végétale
(8, 21, 24). Les premiers alcaloides isolés chimiquement furent la morphine (2, 13).
-Polysaccharides

Les polysaccharides sont des complexes de carbonate d’origine végétale et fongique.
Leurs propriétés sont nombreuses, ils sont notamment capables de :

v Former un gel hydro colloide, appelé mucilage ou gomme.

5
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v" Réduire la triglycéridémie en diminuant la synthése hépatique d’acide gras.
v" Stimuler le renouvellement et la synthese des acides biliaires (8).

-Glucosinolates

Les glucosinolates sont des hétérosides soufrés présents dans les plantes de la famille
des Brassicales. Leur hydrolyse permet la libération d’aglycones, dérivés d’acides
aminés (10).

-Terpénoides

Les terpénoides sont des molécules de faible poids moléculaire, volatiles, derivés de
I’isopréne (CsHs) (8, 13, 21, 25) et entrant dans la composition des huiles essentielles.
(8).

-Diterpénoides

Composeés de 4 unités isoprenes, les diterpénoides sont des molécules de haut poids
moléculaire formé de vingt atomes de carbone (26). Grace a leur caractére lipophile,
elles sont trés bien absorbées par les muqueuses digestives, et sont utilisées pour leurs
propriétés antioxydantes (8).

-Triterpénoides et saponines stéroidiennes

Les triterpénes sont des molécules a 30 atomes de carbone (26) synthétisées a partir
d’unités isoprenes, alors que les saponines stéroidiennes, appelées aussi phytotrons, sont
des molécules tétra cycliques synthétisées a partir de I’acétylcoenzyme A. Malgré leur
structure distincte, la majorité de leurs propriétés sont communes (27).

- Phénols et dérivés

Les phénols sont des composés aromatiques possédant au moins une fonction
hydroxyle, et sont réputés pour leur pouvoir antioxydant (13, 25, 28). Ce sont les

constituants les plus répandus dans les plantes médicinales (13, 28).

I-4-Domaines d’application des plantes medicinales :

Les substances naturelles issues des végétaux ont les intéréts multiples mis a
profit dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces
composés on retrouve dans une grande mesure les métabolismes secondaires qui se sont
surtout illustrés en thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de
médicaments d'origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des nouvelles
molécules actives, ou des matieres premieres pour la semi- synthése (29). Il y a en donc

un réveil vers un intérét progressif dans l'utilisation des plantes médicinales dans les

¢
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pays développés comme dans les pays en voie de développement, parce que les herbes
fines guérissent sans effet secondaire défavorable. Ainsi, une recherche des nouvelles
drogues est un choix normal (30).

-Utilisation en médecine :

En tant que médicament pour I’homme :

-En urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d'estomac, laxatifs, sommeil
et désordre nerveux (31).

- Systeme cardiovasculaire, exemple : Flavoce est un médicament constitué par la
lavone non substitué en combinaison avec la rutine et isoquercetine est utile dans le
Traitement de I'athérosclérose (32).

-Drogues immunostimulantes, antispasmodiques et anti-inflammatoires (Malaleuca
alternifolia,  Echinacea  angustifolia,  Chrysantenun  parthenium,  Achillea
milefolium...etc) (31, 33, 34).

-Contre le diabéte (Azadirachta indica, Annona squamosa, Musanga cecropioides...etc)
(34, 35, 36).

-Les maladies de stress, des activités antioxydantes, tels le thé noir, le thé vert et le
cacao sont riches en composés phénoliques, parmi les quels théaflavine, le resveratrol,
le gallate et épigallocatechine procyanidine tres étudié en raison de leur réle en tant
qu'agent chémopreventifs basés sur leurs capacités antioxydantes (37).

D'excellentes capacités a inhiber les réactions oxydatives ont été mises en évidence pour
les huiles essentielles de romarin et sauge gingembre (38).

-Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire: les produits naturels des plantes
depuis des périodes trés anciennes ont joué un réle important dans la découverte de
nouveaux agents thérapeutiques ex: la quinine obtenue a partir du quinquina
"Cinchona". A été avec succes employée pour traiter le malaria (39), l'arbre de thé
(Malaleuca alternifolia) est renommé pour ses propriétés: anti-bactériennes,
antiinfectieux, antifongiques et antivirales (31), aussi comme antivirale (Azadirachta
indica, Aloe vera, Withania somnifera, Curcuma louga....etc) (34, 40) mais aucune
plante n'est aussi efficace que les médicaments anti rétroviraux pour arréter la
réplication du VIH (40), antifongiques (Capsicum annum, Allium ramosum, Allium
sativum, Tulbaghia violacea...) (41).

e
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-En alimentation :

Assaisonnements, des boissons, des colorants (31, 42) et des composes aromatiques
(43). Les épices et les herbes aromatiques utilisées dans I'alimentation sont pour une
bonne part responsable des plaisirs de la table (44), considérées comme condiments et
aromates. La popularité des épices et des herbes aromatiques a été et reste liée a leurs
propriétés organoleptiques. La notion de flaveur des épices et aromates recouvre
I'ensemble des perceptions olfacto-gustatives. Ces perceptions resultent de stimuli
générés par une multitude de composés organiques dont certains sont volatils et
constituent ce qu'on appelle en général I'huile essentielle. Les autres non volatils, sont
plus particulierement responsables de la saveur et de la couleur (45, 46, 47).

-En cosmétique :

Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits d’hygiéne (42).

=
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I1- Généralités :

I-1- Position systématique (48) :

» Classification classique :
Regne : Plantae
Sous- Regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida
Sous- Classe : Liliidae
Ordre : Liliales
Famille : Liliaceae
Genre : Allium
Espece : sativum L
» Classification phylogénétique :
Ordre : Asparagales
Famille : Alliaceae
Non scientifique : Allium sativum L
Nom commun : Ail, ail cultivé, ail a tige tendre, thériaque des pauvres.
Nom vernaculaire arabe : 4
Parties utilisés : Bulbes.

Les liliaceae sont des monocotylédones cosmopolites, comprenant plusieurs
milliers d’espéces. Vivaces le plus souvent caractérisées par un rhizome ou par un bulbe,
surtout dans les pays tempérés (ex : tulipe, jacinthe, muguet, oignon, ail, scille), elles sont
parfois un port d’arbre ou de liane dans les pays chauds (ex : alo¢s, yucca, dragonnier). Le
genre Allium comprend plusieurs centaines d’espéces (ex : poireau, oignon, ciboule)
originaire de I’hémisphére Nord (49).

I1-2- Description botanique :

Plante pérenne herbacée, bulbeuse et vivace, rarement bisannuelle ; atteignant 25 a
70cm de hauteur, ’ail est une espéce a nombreuse feuilles engainant le bas de la tige.
L’inflorescence est enveloppée d’une spathe en une seule piece tombant assez rapidement.
Les fleurs sont groupées en ombelles. Assez peu nombreuses, elles sont de couleur blanche
ou rose et s’épanouissent en été. Le fruit est une capsule a trois loges, mais celle ci est

rarement produite (50). La racine a bulbe est composée de trois a 20 bulbilles (gousses)
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arqués (les caieux) (figure 1). On la récolte en juillet- aott. L’odeur faible, se développe-

forte et soufrée- dés que les tissus sont Iésés (51).

Figure 1 : Photo d’Allium sativum
I1-3- Sous-especes et variétes :

On distingue deux sous-espéces, qui se plantent a des époques différentes de
I’année : subsp, ophioscorodon, plantée en automne et subsp, sativum, plantée au
printemps. Les deux sous- espéces sont respectivement appelée « ail d’automne » et« ail de
printemps ». Indépendamment de la couleur réel du bulbe, 1’ail dit blanc est généralement
I’ail d’automne, 1’ail rose est 1’ail de printemps. Le premier est planté d’octobre a
décembre selon le climat. L’autre est mis en terre entre novembre et janvier. Dans les deux
cas, la récolte a lieu au juin- juillet (50).

11-4- Origine :

Plante cultivée mondialement comme épice, dans les zones chaudes et tempérées,
originaire d’Asie Centrale. L’ail est surtout importé des pays méditerranés, mais aussi plus
récemment de Chine. Sa culture est facile, puisque 1’ail croit sur tous les sols, mais de
préférence sur les terrains meubles ou méme les sables, ou les bulbes peuvent atteindre une
grosseur considérable. L’ail était cultivé par les anciens Egyptiens. L’on rapporte que les
batisseurs des pyramides en faisaient usage pour rester en bonne santé et éviter les
maladies infectieuses. Le culte grec dédie a Rhéa, mére de Zeus, interdisait toute
vénération a celui qui avait préalablement consommeé de 1’ail.... Ainsi, quiconque en avait
consomme était privé d’entrée au temple de Cybele encore dénommé « Grande Déesse de
Phrygie ». Les Romains par contre en faisaient cas (52, 53).

11-5- Composition chimique et principes actifs :
La gousse d’ail renferme des polysaccharides de réservés (des fructanes) des acides
amines, des sels minéraux (potassium, soufre, fer, cuivre, magnésium...) des oligoéléments

assez rares dont du sélénium, du germanium et du tellurium, des enzymes (allinase,
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peroxydase, myrosinase..etc) , des vitamines (A,B1, B2, C,E), des saponosides (hétérosides

de furostanols : sativosides, proto- érubosides- B, etc) et est surtout connue pour ses

composés soufreés responsables de la majorité des propriétés pharmacologiques . Le
constituant principal de 1’ail frais non contusé est 1’alliine ou sulfoxyde de Sallyl L-(+)-

cystéine. Lorsque les tissus sont coupés ou broyés, 1’alliine est dégradé par 1’alliinase (S-

alkyl-L-cystéine sulfoxyde lyase), en acide pyruvique et acide 2- propénesulférique, ce

dernier étant aussitot transformé en allicine (0,3% de la masse fraiche et a forte odeur
aillé). L’oxydation a I’air de I’allicine conduit au 1,7 dithiaocta-4,5- diene, connu sous le

non de désulfure de diallyle : c’est le constituant majoritaire de 1’« essence » d’ail (a

I’odeur également marquée) (14). L’analyse fine des extraits alcooliques d’ail montre

¢également la présence des produits de condensation de 1’allicine, les 6Z — et 6E- ajoénes

(4,5, 9- trithiadodéca- 1,6, 11- trien -6-S-oxyde) et de produits de cyclo-addition du

propénethial (vinyldithiines) (54). Il a été montré que beaucoup de composés identifiés en

CPG dans les diverses « essences » d’ail ne sont que des artéfacts : ’analyse en CLHP des

produits obtenus par simple distillation sous vide poussé et a température ambiante ne met

en evidence que des thiosulfates R-S (O) S-R’ ; I’allicine (R=R’= allyl), étant nettement
prépondérante (80-90%) (50, 52) (figure2). 1l convient de distinguer entre :

s L’ail frais

% Poudre d’ail : ’or de sa préparation, il est important de conserver le systeme
«alliine- allinase » et d’inhiber une transformation ultérieure de I’allicine déja formee.
Généralement, la poudre d’ail est préparer en fragmentant rapidement 1’ail (« flocons »
d’environ 5Smm d’épaisseur) et en le séchant immédiatement a environ 60°C (52).

% Macéras huileux : préparés en agitant pendant 48 heures de I’ail fraichement
fragmenté dans 1’huile grasse (52).

% Essence d’ail : il ne s’agit pas a proprement parler d’une huile essentielle « vraie »,
puisqu’elle est obtenue par une macération aqueuse préalable, pendant plusieurs
heures, d’ail fraichement fragmenté suivie d’une distillation a la vapeur d’eau. Ainsi,

100g d’ail frais fournissent environ de 0,02 4 0,4 g d’ « essence » d’ail (50).

% Extrait sec d’ail : en 1996, la fabrication d’un extrait sec a été brevetée (55 ,56): les
« gousses » d’ail non pellées sont soumises tout d’abord a un traitement de courte durée
par les micro- ondes, ce qui inactive I’allinase ainsi, lors de 1’extraction hydro
alcoolique ultérieure, les composés soufrés odorant ne peuvent se développer et seuls

les constituants hydrophiles de 1’ail sont extraits.
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Figure 2: Principaux composés soufrés du I’Allium sativum

11-6- Recherches et principaux effets :

L’ail est une plante alimentaire trés commune, un condiment commercialisé dans le
monde entier mais qui possede aussi des propriétés pharmacologiques et thérapeutiques
fort intéressantes. Au cours des dernieres décennies, les chercheurs ont publie plus de 2000
recherches scientifiques et un grand nombres d’études ont été réalisées afin de mieux
connaitre les principes actifs de I’ail et leurs effets physiologiques. Différentes études sur
des animaux ou in Vitro ont mis en évidence une activité anticancérigene des composés
actifs de 1’ail (diallyl sulfide, le diallyl disulfide et I’ajoéne). Ce sont principalement ces
composés qui pourraient empécher certaines cellules cancéreuses de se multiplier et ainsi
protéger 1’organisme contre de potentiels agents cancérigenes (57, 58 , 59). Dans certains
¢tudes, 1’allicine a été proposée comme étant le principal composé actif associé a 1’effet
cardioprotecteurs de 1’ail (60), entre autres par sa capacité de réduire les plaques
d’athéroschlérose chez 1’animal (61). Par contre, lors qui on tient compte du fait que

I’allicine n’est pas absorbé dans le sang durant la consommation d’ail, il est peu probable
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qu’elle contribue entant que tel a I’effet sur la santé cardiovasculaire (62). L’allicine serait
plutdt un composé transitoire rapidement transformé en d’autres composées sulfurées qui,
eux, sont actifs dans ’organisme (63).

L’ajoéne serait un composé capable d’empécher la synthése (formation) du cholestérol in
vitro (64, 65) et pourrait ainsi jouer un rdle dans I’effet hypocholestérolémiant attribué de
Iail.

Les antioxydants sont des composés qui protégent les cellules du corps des dommages
causes par les radicaux libres. Ces derniers sont des molécules tres réactives qui seraient
impliquées dans le développement des maladies cardiovasculaires, de certains cancers et
d’autres maladies liées au vieillissement (66). L’ail contient différents composés
antioxydants tels des flavonoides (67) et des tocophérols (68), en plus des composés
sulfurés qui contribueraient aussi a son activité antioxydants (69). La consommation d’ail
frais (cru on cuit) augmenterait 1’activité antioxydante dans le plasma chez des rats (70).
L’ail posseéde une capacité antioxydante plus élevée qu’une large sélection de legumes
(71,72). Concernant I’hypertension artérielle, I’OMS indique que 1’ail peut étre utile en
cas d’hypertension modérée. Plusieurs essais cliniques démontrent que 1’ail peut
effectivement étre utile a ce chapitre (73, 74,75).

Les propriétés antibactérienne et antifongiques de I’ail sont bien connues (76).
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I11-Généralités :
I11-1-Stress oxydant :

Le stress oxydatif est défini comme étant le désequilibre entre la génération des espéces
réactives de 1’oxygene (78) et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les
dommages oxydatifs (79). Les espéces oxygénees activées sont produites en
permanence dans 1’organisme, et sont impliquées dans le maintien de 1’homéostasie
cellulaire (prolifération cellulaire normale, métabolisme, état redox physiologique pour
I’expression de genes) (80).
Le plus souvent, les espéces réactives de 1’azote(RNS) et espéces réactives de
I'oxygene(ROS) formées subissent une transformation en une autre forme Réactive.
Ainsi, I’anion super oxyde Oz *~ et le peroxyde d’hydrogéne H20. peuvent interagir
avec les métaux de transition (fer, cuivre) pour générer des radicaux hydroxyles *OH.
De méme, NO*® se combine aisément avec O2*~ pour former le peroxynitrite ONOO™,
agent non radicalaire a la fois oxydant et nitrosant. Grace a la présence d’antioxydants,
il existe un équilibre physiologique subtil entre la production et 1’¢limination des ROS
et RNS (81)

Tableau 1. Les principales especes oxygénées réactives géenérées dans les systemes

biologiques (82)

Nom Symbole

Espéces radicalaires

Anion superoxide oF)
Radical hydroxyle OH*
Monoxyde d’azote NO*

Especes non radicalaires

Peroxyde d’hydrogene H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulierl 02
Peroxynitrite ONOO
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I11-2- Les radicaux libres :

I11-2-1- Un radical libre :

Un radical libre est définies comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non apparies (83), cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres
composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus
proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaguée devient elle-méme un
radical libre (84, 95).

Fe' " +e 2™ Fe'
0O; +2e +2H 2> H; O,

H;O; + Fe’™ — HO® = OH = Fe'™

111-2-2-Principaux radicaux libres et leurs origines :

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
role particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires (47, 78). Les
autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux
primaires sur les composeés biochimiques de la cellule (47, 80, 78).
Du point de vue de la terminologie, il est souvent fait mention d’especes réactives de
I’oxygene. Ces espéces incluent non seulement des radicaux libres dérivés: anion
superoxyde (O27), radical hydroxyle ‘OH) , radical hydroperoxyle (HO2 ), radical
peroxyle (ROZ2) , radical alcoxyle (RO‘) , mais d’autres espéces non radicalaires
dérivées de 1’oxygene : peroxyde d’hydrogéne (H202), acide hypochloreux (HOCI),
Ozone (Os3), Oxygéne singulet (102), peroxynitrite (ONOQO~) , qui ne sont pas réactives
mais peuvent étre des précurseurs de radicaux .Par ailleurs, tous les radicaux libres ne
sont pas des dérivés de 1I’oxygene, par exemple le monoxyde d’azote (‘NO) est un
radical libre dérivé de 1’azote Il ne faut pas penser que tous les radicaux d'oxygene sont
extrémement réactifs, cette réactivité étant trés variable selon la nature du radical. Ainsi
parmi les radicaux formés chez les étres vivants, I'anion radicalaire superoxyde comme
le monoxyde d'azote ne sont pas trés reactifs, mais constituent des précurseurs d'autres

especes plus réactives (16, 78, 80).
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I11-2-3- Les conséquences moléculaires du stress oxydatif :

La production excessive des radicaux libres provoque des Iésions directes de
molécules biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides,
mais aussi des Lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéene des
métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides (78).

Les principales cibles radicalaires sont:
111-2-3-1- L’oxydation de ’ADN :

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagénes ou D’arrét des
réplications de I’ADN. lls agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages
ADN protéines (16). L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation des
bases, ce qui donne naissance a un grand nombre de bases modifiées. Des dommages
indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la peroxydation génére des
aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN de type MDA-
guanine ou éthénoderivés. Les radicaux libres peuvent aussi attaquer les protéines qui
sont trés nombreuses a entrer en contact avec I'ADN pour le protéger (histones) ou pour
le lire (enzymes et facteurs de la réplication ou de la transcription), entraine des
pontages des protéines. Comme ils peuvent attaquer la liaison entre la base et le
désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre Lui-méme, créant une
coupure de chaine simple brin (19, 78).
111-2-3-2- L’oxydation des protéines :

L’action des radicaux libres a lieu sur les chaines latérales de certains acides
aminés comme le Thiol des cystéines. A proximité¢ des sites de liaison d’ions
métalliques peuvent se dérouler des réactions d’oxydation qui produisent des acides
aminés anormaux. Les radicaux libres sont également responsables de la formation de
ponts disulfures qui modifient la conformation des protéines et nuisent a leur activité
biologique (activité enzymatique, transduction d’un signal ou systéme de transport)
(75).
111-2-3-3-L’oxydation des lipides :

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible
privilégiee de I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les
carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué,

oxydé en radical pyroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique.
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111-2-4-Rdles des radicaux libres :

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des espéces
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de
maladies, tout en étant des espéces indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de
tres nombreuses fonctions utiles qui a part la phagocytose, ont été découvertes
récemment. Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a
la transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents
pathogeénes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales, a la régulation de la
dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la
mémoire, a la fécondation de l'ovule, a la régulation des genes, a la production
énergéetique, au reglement de la croissance des cellules et a la signalisation
intracellulaire (78).

I11-3-Les antioxydants :

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber
directement la Production (42, 78), de limiter la propagation ou de détruire les especes
réactives de l'oxygeéne (37, 81). Sont des composes qui protégent les cellules du corps
des dommages causés par les radicaux libres (39, 40). Ils peuvent agir en réduisant ou
en dismutant ces espéces, en les piégeant pour former un composé stable, en séquestrant
le fer libre ou en générant du glutathion. On distingue au niveau des cellules deux lignes
de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (37) Un antioxydant est
toute substance, présente & une concentration inférieure a celle du substratoxydable
(86).
111-3-1-Classification des antioxydants par rapport a leur mécanisme d’action :

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux
niveaux : en prevenant la formation de radicaux libres oxygénes ou en épurant les
radicaux libres oxygénés (87).

-Groupe |

Plusieurs noms ont été attribués a ce groupe par exemple, antioxydants
primaires, chain breaking, piégeur des radicaux libres. Ce genre d’antioxydants peut
inhiber la réaction d’initiation et la propagation de 1’oxydation en participant au
processus d’oxydation et en convertissant les radicaux libres vers leurs formes inactives.
Les antioxydants primaires sont généralement des composés phénoliques capables de

donner un atome d’hydrogéne au radical libre et le convertir en un composé stable non
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radicalaire. Les antioxydants de ce groupe réagissent de facon prédominante avec les
radicaux peroxydés, pour deux raisons : la concentration élevée de ces radicaux et la
faible énergie du groupement (ROQO"), en comparaison avec les autres radicaux comme
le (RO) et la faible concentration du piégeur du Radical libre dans I’aliment (88).

-Groupe Il
Les composes de ce groupe sont catalogués comme préventifs ou antioxydants

secondaires. lls englobent une large gamme de différentes substances chimiques qui
inhibent 1’oxydation des lipides par différents mécanismes et ne transfeérent pas le
radical libre sous sa forme non-radicalaire. Avec quelques exceptions, les antioxydants
secondaires sont généralement reliés a 1’inhibition de facteurs initiant I’oxydation. Le
groupe Il inclut : des chélateurs de métaux pro-oxydatifs, des désactivateurs de
I’oxygene singlet, des pié¢geurs de la molécule d’oxygene, inhibiteurs des enzymes pro-
oxydative, enzymes antioxydantes et destructeurs des hydroperoxides. (Figure3)
Parfois, quelques antioxydants peuvent exercer plusieurs fonctions anti-oxydatives, par
exemple, 1’acide ascorbique peut étre un piégeur du radical libre, désactivateur des
oxygenes singulets dans une solution aqueuse et effectivement régénérer du tocophérol.
Plusieurs flavonoides sont des piégeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux (89).
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Figure 3 : Les systemes de défense contre les radicaux libres (89).

I11-3-2-Classification des antioxydants suivant la nature chimique :

Plusieurs antioxydants synthétiques et quelques composés naturels (tocophérol,
acide ascorbique, Béta-caroténe) sont officiellement autorisés pour 1’utilisation dans
I’alimentation. Leur présence s’avere ¢galement nécessaire au sein des produits
pharmaceutiques et de cosmétiques afin d’éviter leur dégradation. Cependant, des

études toxicologiques ont jugé certains antioxydants synthétiques comme sources de
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danger. La recherche de nouveaux antioxydants naturels est 1’objectif de nombreux
industriels et scientifiques (90).
111-3-2-1-Les antioxydants naturels :

L’organisme posseéde des systemes de défense trés efficaces, de deux types : les
antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques. Ces antioxydants sont
d’autant plus importants que certains peuvent étre utilisés en thérapeutique pour tenter
de prévenir le stress oxydatif (91).
111-3-2-1-1-Les systemes antioxydants enzymatiques :

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principalement
de trois enzymes: le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion
peroxydase. Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au
niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la
formation d’eau et d’oxygeéne moléculaire (91, 92).
111-3-2-1-1-1-La superoxyde dismutase :

Cette métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu- et Zn
dépendante) (81), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante), et la SOD extracellulaire.
Le superoxyde dismutase (SOD), est une enzyme qui élimine I’anion superoxyde par
une réaction de dismutation, elle produit de I’oxygeéne et du peroxyde d’hydrogene (42,
75). Cette enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme
cofacteur les ions de cuivre et de zinc (Cu Zn SOD) et I’autre mitochondriale utilise le
manganese comme cofacteur (Mn SOD) (94, 95, 76).

2H"+2 0" - H:02+ O

111-3-2-1-1-2-La catalase :

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes (81).

Le peroxyde d’hydrogéne produit par la réaction de dismutation (75,92) peut subir une
réaction de Fenton. Il ne faut pas donc qu’il s’accumule, ¢’est le role de la catalase, elle
transforme deux molécules de peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygeéne qui sont des
composés (76, 93).

H.0,—2H,0+0:;
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111-3-2-1-1-3- La glutathion peroxydase :

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue 1’un des plus importants
systémes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
peroxyde d’hydrogéne (92, 81, 37), mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de
I’oxydation du cholestérol ou des acides gras (84). La glutathion peroxydase se trouve
dans le cytoplasme et dans les mitochondries (37, 92), elle nécessite la présence de deux
cofacteurs importants: le glutathion réduit et le selénium. En présence de deux
molécules de glutathion sous forme réduites, la glutathion peroxydase catalyse la
transformation de peroxyde d’hydrogéne en deux molécules d’eau. Au fur et a mesure
de sa consommation par la glutathion peroxydase, le glutathion doit étre régénéré, cela
est rendu possible par une glutathion réductase qui consomme une molécule de NADPH
fourni par la voie des pentoses phosphates (75) Au total, le mécanisme réactionnel

invoqué dans la détoxication active peut étre réesumé dans le (figure4):

» _ SOD CAT
0,———» 0 ————» Hy0,———» H,0 + 15 0,

_ GSH > NADP*
(\\/ \

GPx | (.’R'[ G6PI

H,0O L \)(;ssu --/\-- NADPH </

Figure 4 : Principales étapes de la défense enzymatique contre les espéces réactives de
I’oxygene (81, 92, 94, 96).
111-3-2-1-2-Les systémes antioxydants non enzymatiques :

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont
pas synthétisés par 1’organisme et doivent €tre apportés par 1’alimentation. Dans cette
catégorie d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH),
les vitamines E et C et les polyphénols (62).Les antioxydants sont des agents redox qui
réagissent avec les oxydants et soit stoppent, soit ralentissent les processus d’oxydation
(81).
111-3-2-1-2-1-Les antioxydants endogenes :

Les systémes antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux
thiols dont le majoritaire est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est

capable de reagir, in vitro, avec les radicaux (98).

)
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111-3-2-1-2-1-1- Glutathion :
Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systémes
vivants. Il est antioxydant par son caractére nucléophile et radicalaire (99) :
GSH + *OH — GSe + H20
2GS'—GSSG
111-3-2-1-2-1-2-Acide Urique :

L’acide urique est un piégeur de Oz, des radicaux peroxyles et hydroxyles
(RO2’et HO¢), de I’0zone et de HCIO. La réaction de 1’acide urique avec ces ROS
génére des radicaux moins réactifs que HOe (100).
111-3-2-1-2-2- Les antioxydants exogenes :

Les antioxydants chimiques exogenes, comprennent majoritairement les
vitamines C et E, les caroténoides et des composés phénoliques (100)
111-3-2-1-2-2-1-Médicaments :

Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques  comme  les  anti-inflammatoires  non  stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été
évalués pour leurs propriétés anti-oxydantes (92)
111-3-2-1-2-2-2- Les vitamines :

- La vitamine E

CH, Chaine Phytyle

N
r A

L£Hy H (CH; H_CH;
CH;

La vitamine E ou a-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre les
chaines d'acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les
lipoprotéines (92, 100). Le role essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux

pyroxyles lipidiques RO qui propagent les chaines de peroxydation (16, 100).
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- La vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble (98, 101) présente
dans la plupart des fruits et 1égumes (non synthétisée par I’Homme (98).

L'ascorbate est un tres bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il réagit non
seulement avec les radicaux hydroxyles "OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes
O2~ En outre, l'ascorbate capte les radicaux peroxyles ROz ~.En réagissant avec ces
diversoxyradicaux, l'ascorbate est oxydé en radical ascorbyle (Asc-) qui est
relativement inerte vis-a-vis des matériaux biologiques. L’ascorbate posséde une
propriété importante qui est la réparation possible de deux autres antioxydants, le
glutathion et 'a-tocophérol a partir de leurs formes radicalaires. 1l est recyclé, tout au
moins en partie, par dismutation du radical ascorbyle (101).C’est un puissant réducteur.
Il joue un réle important dans la régénération de la vitamine E (92).
111-3-2-1-2-Exemples des antioxydants exogénes phénoliques naturels :

Une grande partie de ces molécules est présente dans 1’alimentation. Les plus
connus sont les acides phénoliques (benzoique ou cinnamique), les flavonoides, et les
tanins. Les stilbénes et le lignant sont moins connus.
111-3-2-1-2-1-Les flavonoides :

Le terme flavonoide rassemble de nombreux composés naturels répartis en
plusieurs familles dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les
flavanols, les flavanones, les isoflavones et les anthocyanines (102). Les relations
structure-activités anti-oxydantes des flavonoides et des composés phénoliques ont
montré que 1’activité anti-oxydante etait déterminée par la position et le degré
d’hydroxylation (92). Ce sont des pigments naturels qui donnent leurs couleurs aux
plantes. Des études chez I’homme ont permis de montrer que les flavonoides, et
notamment les isoflavones contenus dans le soja, permettent de réduire le taux de
cholestérol  (LDL).
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Tableau 2. Les grandes familles de polyphénols (103).

Famille

Principaux composes

Origine

Acide hydroxy- benzoiques

Acide vanillique

Acide gallique

Vanille

Feuilles de thé

Acides hydro- cinnamiques

Acide caféique
Acide férulique
Acide chlorogénique

Café

Riz, blé, pomme de terre

Stilbéne Resvératrol Raisin, vin
Flavanoides Quercetine, kaempférol Oignon, brocoli
- Flavonols Luéoline, apigénine Céleri

- Flavones Naringénine Agrumes

- Flavanones Catéchine, épicatéchine Raisin, chocolat,

- Flavones-3-ols
- Isoflavones

- Anthocyanidines

Génistéine, daidzéine

Cyanidine

Soja

Fruits rouges, raisin

Tannins hydrosolubles ou

non

Polyphénols de haut poids

moléculaire

Plantes supérieures

Lignines Lignane Bois

Lignane

Bois

111-3-2-1-2-2-Les tanins :

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours

de la peroxydation (104).

111-3-2-1-2-3-Les coumarines:

Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les

radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (92).

111-3-2-1-2-4-phénoliques :

Les acides phénoliques sont divisés en deux catégories :
benzoique comme 1’acide gallique ou vanillique et les dérivés de 1’acide cinnamique

comme I’acide caféique, coumarique, sinapique et férulique. Ces derniers ont une bonne

activité antioxydante (40, 105).

les dérivés de 1’acide
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111-3-2-2-Les antioxydants synthétiques :

Dans [I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et
moins chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car
ils générent un besoin de recherche comme matic¢re de substitution d’apres des sources
naturelles comme antioxydants de la nourriture. Cependant, il a été montré que ces
antioxydants de synthese pouvaient étre toxiques. En effet, le BHA convertirait certains
produits ingérés en substances toxiques ou carcinogenes en augmentant la sécrétion des
enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques (106).
111-3-3-Mécanismes d’actions des antioxydants :

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (92).
111-3-4-Les composes phénoliques

Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés
phénoliques hydrosolubles (25, 107), de poids moléculaire compris entre 500 et 3000
Dalton, et ayant, outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter
les alcaloides, la gélatine et autres protéines (107). Les fonctions principales attribuées a
ces composés chez les végétaux sont la protection contre les pathogenes et les
herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux radiations UV. Dans ce cas, ils
agissent par effet d'écran et par effet antioxydant. Les composés phénoliques (acides
phénoliques, flavonoides simples et proanthocyanidines) forment le groupe des
composés phytochimiques le plus important des plantes. Ces substances sont dotées de

certaines activités résumées dans le (Tableau 3).
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Tableau 3 : Activités biologiques des composés polyphénoliques (25)

POLYPHENOLS

ACTIVITES

Acides Phénols (cinnamiques et

benzoiques)

Antibactériennes
Antifongiques
Antioxydantes

Coumarines

Protectrices vasculaires et

antioedémateuses

Flavonoides

Antitumorales
Anticarcinogénes
Anti-inflammatoires

Antioxydantes

Anthocyanes

Protectrices capillaro-veineux

Proanthocyanidines

Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques

Anti-inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques

Antioxydantes

111-3-5-Flavonoides :
111-3-5-1-Définition:

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques (47, 92, 94, 105, 106,
104). Ces molécules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques propres.
Elles sont omniprésentes dans les fruits, les légumes (43, 47, 94, 105), les graines, les
boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties de la plante (65). Elles sont
considérées comme des pigments quasi universels des vegetaux (47, 91, 94) qui peuvent
participer dans les processus photosynthétiques, dans la régulation de gene et dans le
métabolisme de croissance. Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont
connus et ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont

arrangés a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est

synonyme avec la structure 2-phényle chromane (47).
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I11-3-5-2-Structure et classification :

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne. Leur structure de base est celle d’un
diphenyl propane a 15 atomes de carbone (Cs-C3-Cs) (37, 89), constitué de deux noyaux
aromatiques qui designent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle (94, 105,
113)oxygené, qui désigne la lettre De fagcon générale les flavonoides se trouvent soit a
I’état libre, dans ce cas ils sont dits aglycones, soit sous forme de C- ou O
glycosides(94, 113), et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que le glucose, le
rhamnose, ’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeéres ou des oligomeres
(113)Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus
importantes sont: flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones,
anthocyanins (94,113).
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Figure 5 : Structure de base de flavonoides.

111-3-5-3-Localisation, distribution et biodisponibilité des flavonoides :

Les flavonoides possédent une large répartition dans le monde végétal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des plantes (43, 62, 91, 94).
Les formes hétérosidiques des flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les
especes, elles se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent entre
I’épiderme et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les
cellules épidermiques (76).
111-3-5-4-Activités Biologiques des flavonoides :
111-3-5-4-1-activités anti-inflammatoires et immunologiques :

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des proprietés
anti-inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme

immunitaire (107) .
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111-3-5-4-2-Activité antivirale :

L’évaluation de I’activité antivirale de I’extrait commercial du romarin, a indiqué qu’il
ya une inhibition de I’infection (87, 109) par le virus de I’immunodéficience humaine
(HIV) aux concentrations tres basses, qui ont étaient également cytotoxiques.
Cependant, le carnosol a montré une activité anti-HIV a une concentration de 8uM qui
n'était pas cytotoxique (87).

111-3-5-4-3-Activités antioxydantes des flavonoides :

Les flavonoides possedent de nombreuses activités biologiques, ces activités sont
attribuées en partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels (110).
L’action antioxydante de ces composés ne s’exerce pas seulement par I’inhibition des
radicaux libres, mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes
et par la chélation d’ions métalliques responsables de la production des espéces
réactives I’oxygene (111) de la cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides
(FI-OH) sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants
(R*), comme le superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et 1’hydroxyle, par transfert
d’hydrogéne et le radical Flavonoxy (FL™®) qui en résulte peut réagir avec un autre

radical pour former une structure stables (112)
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Figure 6: Piégeage des espéces réactives oxygenées par les flavonoides (96).

Les flavonoides sont aussi considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques ,
comme les ions du fer (Fe ") et du cuivre (Cu*) qui sont essentiels pour certaines
fonctions physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la production du radical
hydroxyle par la réduction du pyroxyle d’hydrogéne selon la réaction suivante (114)

H202 + Fe?* (Cu*) —OH +OH + Fe® (Cu?)

Q
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IVV-Matériels :
IV-1- Matériel végétal :

Le matériel végétal est une espece locale constitué d’une racine a bulbe (Allium sativum)
dont la poudre est préparée en fragmentant rapidement 1’ail (flocons d’environ 5 mm
d’épaisseur) et en le séchant immédiatement a I’ombre dans un endroit sec et aéré puis
pulvérisée et conservée.

IVV-2 -Extraction:

L’extraction a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie, université
Abbes Laghrour «Khenchela».

IV-2-1-Préparation de I’extrait aqueux total :

La préparation de cet extrait consiste a macérer 80g de la poudre d’ail obtenue dans un
volume de 2L d’cau distillée. Le macérat est homogénéisé pendant 24 heures a 1’aide d’un
agitateur magnétique puis filtré successivement 2 fois sur du coton hydrophile puis 1 fois sur
du papier Wattman N°1. Le filtrat obtenu est évaporé dans une étuve de type (MEMMERT)

a 50°C pour donner une poudre qui constitue ETA as (figure7)

IV-2-2- Préparation de I’extrait méthanolique brut :

600g de la poudre d’ail sont mises a macérer pendant une nuit a température
ambiante, dans un mélange méthanol -eau (7:3 V/V), le tout par la suite est filtré sur papier
Wattman N°1, I’extraction est refaite 2 fois avec renouvellement du solvant. Le solvant est
évaporeé sous vide a sec en utilisant un rotavapeur (HAHNVAPOR) a la température 50°C.
Une fraction d’extrait est préparée a part a partir de 200g de la poudre est considérée Comme

étant I’extrait méthanolique brut EMB as qui est conservé a +5°C jusqu’a utilisation.

IV-2-3- Fractionnement de ’extrait brut:

L’extrait méthanolique brut est mélange avec de 1’eau distillée bouillante et laissé a
température ambiante pendant 24 heures. Aprés filtration, D’extrait brut est épuisé
successivement par 3 solvants (1’éther de pétrole, ’acétate d’éthyle et le n- butanol).

L’extrait brut est initialement mélangé avec 1’éther de pétrole, le mélange est laissé
décanter et la phase organique supérieure est récupérée. L’extraction est refaite plusieurs fois
jusqu’a ce que le solvant devienne transparent. L’éther de pétrole est par la suite évaporé a

40°C et I’extrait resultant est considéré comme étant la fraction d’ éther de pétrole EEP as.
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La phase aqueuse résiduelle est soumise a deux autres extractions liquide-liquide par
I’acétate d’éthyle et le n- butanol, en suivant les mémes étapes que la premiere
extraction afin d’obtenir les fractions acétate d’éthyle EAEas et n-butanolique En-Bas.
Tous les extraits obtenus sont conservés a +5°C jusqu’a utilisation apres le calcul de leur

rendement. La (Figure 8), résume les étapes de cette extraction.

Poudre vegétale
m=80g

Macération dans 2L d’eau
distillée + Agitation 24h =
\ 4

[ Macérat }
Filtration 2 fois sur coton
+ 1fois sur papier Wattman =

Evaporation a 50 ° C dans
Pétuve ——

Figure 7: Préparation de I’extrait aqueux total
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Matiere végétale
m=600g

Extraction avec méthanol — eau
(7 VIV

A 4

L’extrait brut concentré

SR

Traitement avec de I’eau distillée

bouillante (macération 24 h) :>
Extraction liquide-liquide avec 1’éther
A

de pétrole

A

y

[ Phase d’éther de pétrole ]

[ Phase aqueuse résiduelle ]

Extraction liquide-liquide avec ’acétate d’éthyle :>

A 4

A

y

[ Phase d’acétate d’éthyle ]

[ Phase aqueuse résiduelle ]

Extraction liquide-liquide avec le n-butanol :::>

A

\ 4

Y

[ Phase n-butanolique ] [ Phase aqueuse ]

Figure 8 : Protocole résumant les étapes de fractionnement de I’EMB
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V- 3- Dosage des polyphénols :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectue avec le réactif colorimétrique

Folin- Ciocalteu (37)
» Principe:

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement

avec le spectrophotomeétre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement
Folin- Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide
phosphotungstique phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution
alcaline (82).
Briévement 200ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1ml de
réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et
incubées pendant 4 minutes. Apres I’incubation 800ul de la solution de carbonate de
sodium Na,COj3 (75g /l) a été ajoutée. Le meélange final a été secoué et puis incubé
pendant 2 heures dans I'obscurité a température ~ ambiante. L’absorbance de tous les
extraits a été mesurée par un spectrophotometre de type JENWAY 6305 UV /VIS a 765
nm.

» Expression des résultats :

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation
de régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide gallique
(5-200pg/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg).

IV -4-Teneur en flavonoides:
IV-4-1- Test préliminaire (mise en évidence des flavonoides) :

A 5 ml du filtrat des extraits (aqueux et organiques) solubilisés dans I’ecau
distillée, on ajoute 1 ml HCI concentré, puis on ajoute quelques tournures de
magnésium et on laisse agir 3 minutes. La coloration rouge ou orange indique la

présence des flavonoides (115).
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IVV4 -2- Dosage des flavonoides :
La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane (116) est
utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.
» Principe :
1 ml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions
convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCl; (2% dans le méthanol).
Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été lue apres 10

minutes d’incubation.

» Expression des résultats :

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = a x + b) réalisé par un standard étalon "la quercétine™ a différentes
concentrations (1.75-40 pg/ml) dans les mémes conditions que I’échantillon. Les
résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme

d’extrait (ug EQ/mg).
IV-5-Analyse de la composition chimique des flavonoides par CCM:

» Principe
Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait

selon leur force de migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de
solvant, adapté au type de séparation rechercher, et leur affinité vis-a-vis la phase
stationnaire qui peut étre un gel de silice ou de polyamide. Les techniques
chromatographiques ne sont pas suffisantes pour identifier un produit mais elles apportent
des renseignements (Rapport frontal-Rf-et coloration) susceptible d’orienter vers une
hypothese de structures.

» Méthode

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques gel de silice sur support
rigide en aluminium 20 /20 cm.
Les extraits sont déposés a I’aide d’une micropipette (2ul) a des points repéres a 1,5cm du
bord inférieur de la plaque. En suite, les plaques sont placées dans les cuves de
développement dans les quelles se trouve un systéme de solvants approprié appelé phase
mobile a environ 1cm de ’hauteur. La migration est effectuée par 1’utilisation des éluants

suivants :
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EMBAs : Butanol /Acide acétique/H20 (40 /10/50)
Acétone/ H20 (50 /50)
EEPAas: Chloroforme/Méthanol (96/4)

EAEnas: Toluéne/Acétate d’éthyle / Méthanol (5/3/2)

En-Bas: Chloroforme/ Méthanol/Eau distillée (65 /35/10)

Aprés développement dans une cuve en verre et séchage, les plaques ont été
observées sous lampe UV a 254 et 365 nm. Les couleurs des spots ont été enregistrées
ainsi de méme pour le calcul du rapport frontal Rf qui est égal a la distance parcourue par
le soluté/la distance parcourue par le solvant.

IV-6-Etude de I’activité anti-oxydante par test au DPPH :

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par l'activité du
balayage des radicaux libres a été mesurée en employant le radical libre stable DPPH
(C18H12Ns06) qui est I'un des essais principaux employés pour explorer l'utilisation des
extraits d'herbes comme antioxydants (117)

» Principe :
En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 diphenyl 1 picryl
hydrazyl)  (Figure 9) de couleur violette se réduit en 2.2 diphényl 1 picryl hydrazine

de couleur jaune (118)

2 02
' H
0N —N IJ;N N—N
NO 5 NO2
Forme libre Forme réduite

Figure 9 : Forme libre et réduite du DPPH (119)
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Ce radical estun oxydant qui peut étre réduit par l'antioxydant (AH) selon la
réaction suivante :
DPPH. + AH » DPPH-H + A (120)

L’Activit¢ du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par
Lopes-Lutz. (121)
» Méthode
Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,3 mM. Dans
des tubes on introduit 2,5 ml de chaque extrait (Img/ml dans le méthanol avec des
dilutions convenables) et on ajoute 1ml de la solution méthanolique au DPPH. Aprés
agitation par un vortex, les tubes sont placés a I’obscurité a température ambiante pendant
30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm.
Le controle négatif est composé de 1 ml de la solution méthanolique au DPPH et de 2.5 ml
de méthanol. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard qui est 1’acide ascorbique.
» L’expression des résultats :
En présence d’un antioxydant la force d'absorption est diminuée et la décoloration
résultante est steechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (117).
Les résultats sont exprimés en tant que 1’inhibition des radicaux libres en pourcentages
(1 %) en utilisant la formule suivante :
Inhibition % = [(Abs control négatit — AbS Echantilion) / AbS Control négatif] X 100 (122).
Ou
ADs Echantilion : Absorbance de I'échantillon ;

ADs control négatif : Absorbance du control négatif

IV-7-Etude statistique:
L’étude statistique a été reéalisée par le logiciel statistique Minitab version 13.
Toutes les expeériences ont été réalisées en triple, Les résultats sont exprimés en

moyenne avec son écart-type.
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V-1-Détermination de rendement d’extraction :
Pour chaque échantillon, nous avons calculé le rendement de 1’extraction, les

résultats obtenus sont présentes dans le tableau suivant:

Tableau 4 : Tableau récapitulatif regroupant les rendements des différents extraits

Le poids du Le poids
matériel Les extraits | des extraitsen | Le rendement CZ‘;:;:C: ot
végétal en (Q) (9) en (%)

80 ETAAs 45 56,25 Rouge visqueux

200 EMBas 76,5 43,16 Marron visqueux
EEPAs 0,58 0,096 Marron poudre

600 EAEAs 0,51 0,085 Vert foncé poudre
En-Bas 0,75 0,12 Orange poudre

Le calcul des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale (Tableau 4)
a montré que I’ ETAAas représente le rendement le plus éleve (56,43%), suivi par PEMBas
avec 43,16 % ,I’ En-Bas a un rendement de (0,12%) et enfin les rendements de 1’EEPAs
(0,096%) et de I’ EAEAs(0,085%) sont les plus faibles.
Selon Newman (123) et Markham (124) les flavonoides que pourraient contenir les
différentes fractions issue de I’extrait méthanolique seraient comme suit :I’extrait n-
butanolique est plus riche en flavonoides les plus polaires (di ,tri et tétra glycosylés),l’extrait
éther de pétrole qui est en générale constitué de flavonoides aglycones hautement
méthoxylés et I’extrait d’acétate d’éthyle contient les flavonoides aglycones et flavonoides
glycosylés en particulier monoglycosylés.
Car la macération est une méthode discontinue, le solvant devrait étre remplacé jusqu’a ce
que la matiere végetale soit epuisee (125), il est difficile de comparer ces résultats avec ceux
de la bibliographie de maniére générale. En effet, le rendement n’est pas relatif ; il dépend
de la méthode et des conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée.
D’autre part, la méthode d’extraction affecte également le contenu total en phénol et
flavonoides (126).
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V-2- Teneur en polyphénols:

La méthode d'extraction doit permettre I'extraction compléte des composés
d'intérét et doit éviter leur modification chimique. L'eau, les mélanges aqueux de
I'éthanol, du méthanol et de lI'acétone sont généralement utilisés pour 1’extraction (108).
La solubilit¢ des composes phéenoliques est en fonction de leur degré de
polymérisation, I’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilise.

Le méthanol a été recommandé et fréquemment employé pour [I'extraction des
composés phénoliques (77). Le méthanol aqueux 70% est deux fois plus efficace que le
méthanol pur, pour I’extraction des composes phénoliques (82) .La teneur en polyphénols
a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. C’est 1'une des
méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en polyphénols, des plantes
médicinales et les nourritures (85).

L’acide gallique est le standard (Figure 10) le plus souvent employé dans la méthode de
Folin-Ciocalteu (24).
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Figure 10 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne = SD de trois mesures).
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Tableau5 : Teneur en polyphénols des extraits d’Allium sativum.

Extrait Teneur en polyphénols ©
EATas 40.85+ 1.67
EMBas 58.53 + 0.89
EEPAs 83.92+ 1.32
EAEAs 113.96 £ 1.89
En-Bas 117.92 + 0.54

(a) mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures £SD.

V-3- Teneur en flavonoides:
V-3-1- Test préliminaire:
On trouvera dans les tableaux ci-aprés les résultats du dosage préliminaire des

flavonoides :

Tableau 6 : Virement de la couleur des extraits d’Allium sativum

Extrait Couleur

EATas Rouge brique clair
EMBas Rouge brique foncé
EEPas Rouge brique foncé
EAEAs Rouge brique trés foncé
En-Bas Rouge brique tres foncé

Le test préliminaire a indiqué la présence des flavonoides aglycones dans les
extraits de I’ail. Au Préalable, I’intensité de la couleur observée indique la richesse

de I’ Allium sativum en flavonoides.
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V-3-2- Dosage des flavonoides :

La raison principale pour la quelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le
fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec
plus de 5000 composés déja décrits (28).

Selon Elagoun (116) I’éther de pétrole est utilisé pour I’extraction des flavonoides
aglycones hautement methoxylés, 1’acétate d’éthyle est utilisé pour I’extraction des
flavonoides aglycones ou flavonoides mono O- glycosides et partiellement di-O-
glycosides, tandis que le n-butanol est utilisé pour I’extraction des flavonoides di-O-
glycosides et tri-glycosides et C- glycosides.

Le dosage des flavonoides a été réalise selon la méthode d’AICIl; en utilisant comme
standard la quercétine (Figure 11), les teneurs en flavonoides sont exprimées en pg EQ/g

d’extrait.

2

y=0.035%+0.288
R2=0.995

1.5

Absorbancea 430 nmm
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois mesures).
Les resultats du dosage quantitatif des flavonoides (Tableau.7) révélent que
I’EATas contient 57.14+ 1. 32 pg EQ/g, ses deux fractions représentent presque la méme
quantité avec une teneur de 200 + 1.89 ug EQ/g pour la fraction EMBas et 142.8+ 2.12 ug
EQ/qg pour la fraction EEPAxs et la fraction En-Bas est plus riche avec une teneur de 1485.7
+7.14 ng EQ/g.
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Tableau? : Teneur en flavonoides des extraits d’Allium sativum.

Extrait Teneur en flavonoides ®
EATas 57.14+ 1. 32

EMBas 200 +£1.89

EEPAs 142.8+ 2.12

EAEAs 1230+ 5.16

En-Bas 1485.7 +7.14

(b) pg d’équivalent de la quercétine par gramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD

Nos résultats montrent que la teneur totale des flavonoides, des extraits organiques
et celui aqueux, est liée a la teneur des composés phénoliques totaux. De méme nous
avons trouvé que la teneur des flavonoides des extraits de notre espece locale s'est corréle
significativement avec la teneur des polyphénols (R2= 0.969).

V-4-Résultat de la CCM des fractions issues d’extrait brut méthanolique :

La CCM nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques de nos extraits de la
plante des différentes phases issues d’extrait brut méthanolique. 5 systémes de solvant ont
été utilises, les chromatogrammes résultants comportent une série de spots (figure 12, 13,
14, 15,16), I’identification des composés était basée sur la comparaison des Rfs des taches
apparues sur CCM observés sous lampe UV.

Les tableaux (8, 9, 10, 11,12) comportent les Rfs des différents spots apparus avec les
différents systémes solvants utilises, ainsi que la couleur révélée sous une lampe UV. Un
ensemble des spots a été obtenu par les différents systémes solvants pour les quatre
extraits, avec plus de composés pour I’extrait acétate d’éthyle.

V-4-1-Composés identifiés dans la fraction éther de pétrole :

Deux spots ont été ségrégues des dépdts de la fraction ether de pétrole par le
systéeme de solvant utilisé (Chloroforme /Méthanol) appartenant aux différentes classes

polyphénoliques et précisément Anthocyanidine 3-glycosides, Flavonones et aurones.
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Tableau 8 : résultat de la CCM de la fraction éther de pétrole
systeme solvant : Chloroforme /Méthanol (96 /4)

Adsorbant : gel de silice

Couleur sous UV 365(nm) Rf (cm) Type flavonoide possible
Mauve 0,06 Anthocyanidine 3-glycosides
Bleu sombre 0,87 Flavonones, aurones

©

Figurel2: Photo de chromatogramme résultant de ’analyse d’extrait éther de pétrole

par chromatographie sur gel de silice par
le systeme solvant : Chloroforme/Méthanol (96/4)

(révélation a I’UV), A= 365 nm
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V-4-2-Composes identifiés dans la fraction acétate d’éthyle :

Quinze spots ont été ségrégués des dépots de 1’extrait par le systéme (Toluéne /acétate
d’éthyle /Méthanol) appartenant aux différentes classes polyphénoliques, mais une grande

partie appartiennent probablement surtout aux classes des flavonols et flavones.
Tableau 9: résultat de la CCM de la fraction acétate d’éthyle :
Systeme solvant : Toluéne /acétate d’éthyle /Méthanol (5 /3/1)

Adsorbant : gel de silice

Couleur sous UV 365(nm) Rf Type flavonoide possible
Violet 0,07 Flavones
Mauve 0,15 Flavonols,isoflavones,flavanones
Violet 0,22 Flavones
Bleu blanc fluorescent 0,35 Flavonols
Jaune 0,42 Flavonols
Jaune 0,48 Flavonols
Violet 0,55 Flavones
Mauve 0,59 Anthocyanidine 3-glycosides
Bleu sombre 0,66 Flavonones, aurones
Bleu blanc fluorescent 0,69 Flavonols,flavones,isoflavones,flavanones
Mauve 0,71 Flavonones ,aurones
Violet 0,75 Flavones
Jaune 0,78 Flavones
Bleu 0,80 Flavonols
Jaune 0,82 Flavonols
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Figure 13: Photo de chromatogramme résultant de I’analyse d’extrait acétate d’éthyle

par chromatographie sur gel de silice par

le systeme solvant : Toluéne/acétate d’éthyle /Méthanol (5/3/1)

(révélation a I’UV), A=365 nm

V-4-3-Composes identifiés dans la fraction n-butanolique:

Quatre taches révélées par le systeme (Chloroforme/ /Méthanol /H,0), les composés font

partie des flavones, anthocyanidine 3-glycoside, Flavone glycoside, flavonol glycoside,

Flavonones, aurones.

Tableau 10: résultat de la CCM de la fraction n-butanolique

systéme solvant : Chloroforme/ /Méthanol /H20 (65 /45/12)

Adsorbant : gel de silice

Couleur sous UV 365(nm) Rf Type de flavonoide possible
Violet 0,22 Flavones
Mauve 0,43 Anthocyanidine 3-glycoside
Marron foncé 0,63 Flavone glycoside,flavonol glycoside
Bleu sombre 0,82 Flavonones,aurones
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ﬁ

Figure 14 : Photo de chromatogramme résultant de I’analyse d’extrait butanolique
par chromatographie sur gel de silice par
le systeme solvant : Chloroforme/ /Méthanol /H20 (65 /45/12)

(révélation a I’UV), A= 365nm

V-4-3-Composés identifiés dans la fraction méthanolique:

Les spots ont été ségrégués des dépots de lextrait par deux systemes de solvants

(butanol /a. acétique/ H20) et (Acétone/ H20).

o
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Tableau 11: résultat de la CCM de la fraction méthanolique
Systéme solvant : butanol /a. acétique/ H20 (40 /10/50)

Adsorbant : gel de silice

Couleur sous UV 365(nm) Rf Type flavonoide possible

Violet 0,22 Flavones

Mauve 0,43 Anthocyanidine 3-glycoside

Mauve 0,51 Anthocyanidine 3-glycoside

Jaune trés clair 0,60 Anthocyanidine 3-glycoside

Brun noir 0,69 Flavonols,flavones,isoflavones,flavanones
Violet 0,77 Flavonols,flavones,isoflavones,flavanones
Jaune tres clair 0,82 Flavonones,aurones

Figure 15 : Photo de chromatogramme résultant de I’analyse d’extrait méthanolique
par chromatographie sur gel de silice par
le systeme solvant : butanol /a. acétique/ H20 (40 /10/50)
(révélation a I’UV), A=365nm
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Tableau 12: résultat de la CCM de la fraction méthanolique
systéme solvant : Acétone/ H20 (50/50)

Adsorbant : gel de silice

Couleur sousUV 365(nm) Rf (cm) Type flavonoide possible
Bleu blanc fluorescent 0,15 Flavonols,flavones,isoflavones,flavanones
Jaune fluorescent 0,27 Flavone glycoside,flavonol glycoside
Marron 0,28 Flavone glycoside,flavonol glycoside
Jaune trés clair 0,55 Flavones
Violet 0,75 Flavones
Jaune tres clair 0,78 Flavonols
Vert clair 0,82 Anthocyanidine 3-glycoside
Violet 0,89 Anthocyanidine 3-glycoside

Figure 16: Photo de chromatogramme résultant de I’analyse d’extrait méthanolique
par chromatographie sur gel de silice par
Le systeme solvant : Acétate/ H2.0 (50/50)
(révélation a ’UV), A=365nm
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V-5- Test au DPPH :

Le radical DPPH est un radical libre organique stable, avec une bande maximum
d'absorption entre 515-528 nm. Dans cet essai les antioxydants réduit et décolore le
radical DPPH, a un composé jaune le diphenyl picryl hydrazine, I'ampleur de la
réaction dépendra de la capacité des antioxydants de donner I’hydrogénes (133).
L’En-B du I’Allium sativum a présenté 1’activité antioxydante la plus élevée (99.62%),
suivie par I’EAE (99.02%) qui sont comparable a celle de 1’acide ascorbique (99.67%),
I’EMB (90.67%), I’EEP (82.97%) et en dernier ’ETA avec un pourcentage de 67.46%.
Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de [I’activité anti-radicalaire et
le changement d’absorbance (Figure 17 et 18), révélent que tous les extraits testés sont

pourvus d’un potentiel antioxydant trés puissant et qui est dose-dépendant.
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Figure 17 : Activité anti-oxydante relative des extraits d’Allium sativum

a5



CHAPITRE V RESULTATS ET DISCUSSION

120
100
80 - e ETA
60
7/ EEP
e E N-B
20
O T T T T 1
200 400 600 800 1000

Figure 18 : Changement d'absorbance des extraits d’Allium sativum (moyenne + SD de
trois mesures).

La teneur des polyphénols totaux des extraits de notre espéce locale s’est corrélée
significativement (R2 = 0.977) avec leurs activité anti-radicalaire. (127) Les polyphénols
semblent étre des donateurs efficaces d'hydrogene au radical DPPH, en raison de leur
chimie structurale idéale. Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre
négligés, par ce que la synergie entre les différents produits chimiques I'un avec l'autre
devrait étre pris en considération dans l'activité biologique. D’un autre coté, la fraction
phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions synergiques entre les
antioxydants dans un mélange fait que 1’activité antioxydante dépend non seulement de la
concentration, mais également de la structure et la nature des antioxydants (77). L’activité
antiradicalaire peut étre expliqué aussi par la richesse de I'ail en sélénium d'une part (127,
128), et par ses principes actifs (alliine, allicine et composés soufrés) qui sont doués d'une
activité antioxydante élucidée in vitro et in vivo d'autre part (129, 130).
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CONCLUSION & PERSPECTIVES

L’utilisation des plantes médicinales est aujourd’hui la forme de médecine la plus
répandue a travers le monde. Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche
des nouvelles substances a activités biologiques constituent une des plus grandes
préoccupations scientifiques.

De ce fait, plusieurs travaux ont été réalisés pour 1’évaluation des secrets des plantes
médicinales dont la présente étude qui est consacrée a la recherche d’éventuels effets
antioxydants a partir des extraits organiques et aqueux d'une espéce locale d’Allium sativum.
Notre étude nous a permis en premier lieu d’identifier quantitativement et qualitativement les
polyphénoles et les flavonoides présents dans 1’ail. Les résultats obtenus peuvent étre,
ardemment, attribués a un des composés ou une conjugaison de substances.

L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode du DPPH a confirmé les propriétés puissantes
que possedent les flavonoides, caractérisant nos extraits d’Allium sativum, a piéger les

radicaux libres.

En perspectives, il serait intéressant de développer cette recherche de point de vue
opérationnel par approfondissement de la connaissance sur :
e L'identification et I'isolement des composés actifs pour augmenter I'efficacité des
extraits.
e Appréciation de l'activité antioxydante de cette espéce d'Allium sativum in vivo a
travers 1’analyse de tous les éléments de la cascade enzymatique du systeme de

détoxification.
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Résumé

RESUME

Les espéces oxygénées réactives (EOR) ont une grande capacité d’endommager
presque tous les types de constituants cellulaires dans 1’organisme, ce qui explique leur
implication dans I’induction et/ou [’amplification de plusieurs pathologies. La
supplémentation de 1’organisme par des antioxydants exogénes s’avere trés utile pour lutter
contre ces espéces nocives.

Le présent travail a pour objectif d’évaluer ’activité anti-oxydante par le biais de la
méthode au DPPH des extraits ETA, EMB, EEP, EAE et En-Bu d’une espéce locale d’Allium
sativum.

Nous avons tout d’abord procédé aux dosages quantitatifs colorimétriques par un
spectrophotomeétre UV-Vis des polyphénols totaux, ainsi que les flavonoides comme étant la
classe la plus importante de la famille des polyphénols et a une analyse qualitative des
flavonoides par chromatographie sur couche mince (CCM).

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et
des flavonoides par la méthode d’AlClz ont révélé une richesse des extraits (EAE et En-Bu)
d’Allium sativum et une corrélation entre les teneurs en polyphénols (113. 96£1.89 et 117.92
+ 0.54 mg EAG/g) et celles en flavonoides (1230+ 5.16 et 1485.7 + 7.14 pg EQ/g)
respectivement.

L’analyse qualitative par CCM a révelé une abondance des flavones, flavonols et
anthocyanidine 3-glycoside, flavones glycosides, flavonols glycosides, Flavonones et les

aurones dans les extraits d’ail.

L’expression des résultats du test DPPH ont confirmé les potentiels anti-radicalaire
dose-dépendant trés puissant, caractérisant les extraits organiques (EAE et En-bu) a piéger les
radicaux libres, qui sont respectivement (99.02 et 99.62%), ces derniers sont comparables au

control positif avec un pourcentage d’inhibition de 99.67%.

En conclusion; cette espéce locale d'Allium sativum constitue une ressource naturelle

pour les futures études sur le stress oxydatif et ses complications.

Mots clés : Activité anti-oxydante, Allium sativum, CCM, DPPH, flavonoides.



Abstract

ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) have a high potential to damage almost all types of
cellular constituents, which explains their involvement in the induction and/or amplification
of a number of human pathologies. The supplementation of the body by exogenous
antioxidants seems to be very helpful to fight these harmful species.

The present work aims to evaluate the antioxidant activity through the DPPH method
of ETA, EMB, EEP, EAE and En-Bu extracts of a local species of Allium sativum.

We have first performed the quantitative colorimetric assays by UV-Vis
spectrophotometer of total polyphenols and flavonoids as the most important class of the
polyphenol family and a qualitative analysis of flavonoids by thin layer chromatography
(CCM).

Quantitative determinations of total polyphenols by the Folin-Ciocalteu reagent and
flavonoids by AICI3 method revealed a wealth and a correlation in (EAE, En-Bu) extracts
of Allium sativum between polyphenol contents (113. 96 + 1.89 and 117.92 + 0.54 mg EAG /
g) and those of flavonoids (1230 £ 5.16 and 7.14 + 1485.7 ug EQ / g) respectively.

Qualitative analysis by CCM revealed an abundance of flavones, flavonols and
anthocyanidin 3-glycoside, flavone glycosides, flavonol glycosides, flavonones and aurones

in garlic extracts.

The expression of the results of DPPH test confirmed the anti-radical potential dose-
dependent powerful characterizing organic extracts (EAE and En-bu) to scavenge free
radicals, which are respectively (99.02 and 99.62%), the latter are comparable to the positive

control with a percentage of inhibition of 99.67%.

In conclusion; this local species of Allium sativum is a natural resource for future

studies on oxidative stress and its complications.

Keywords: antioxidant activity, Allium sativum, CCM, DPPH, flavonoids.
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au control positif avec un pourcentage d’inhibition de 99.67%.

En conclusion; cette espéce locale d'Allium sativum constitue une ressource naturelle

pour les futures études sur le stress oxydatif et ses complications.

Mots clés : Activité anti-oxydante, Allium sativum, CCM, DPPH, flavonoides.
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