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Abstract

Antioxidant activity’s study of polyphenols isolated from Alchemilla vulgaris L

Abstract

We are interested by studying the antioxidant power of flavonic extracts of Alchemilla

vulgaris: a plant of the Rosaceae family.

The first stage of this work is extraction of phenolic compounds then, using two solvents
n-butanol and the ethyl acetate , the quantification of the total phenol contents through using
the Folin-Ciocalteu reagent and flavonoids by aluminum trichloride.

The proportion of polyphenols (41.1 + 0.009 mg EAG / mg E) and flavonoids (4.22 + 0.017
mg EAQ / mg E) of the methanolic phase is high compared to ethyl acetate and n-butanol.
The results obtained from the study according to the DPPH ( IC50 of extract
méthanolic= 20.78, acétate of éthyle = 10.50 , of n-butanol = 12.42, of acide
ascorbique=15.16) method allowed us to state that all the extracts revealed inhibitory
responses at different levels of trapping the free radicals of DPPH. The acetate fractions Ethyl

and butanol are the best free radical sensors than the methanolic extract.

Key words: Alchemilla vulgaris I, polyphenol, flavonoids, antioxidant activity.
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Résumé

Résumé

Dans le cadre de notre travail, nous sommes intéressés a 1’é¢tude du pouvoir
antioxydant des extraits d’Alchemilla vulgaris : une plante de la famille Rosaceae.

La premiere étape de ce travail est I'extraction des composés phénoliques en utilisant
deux solvants : n-butanol et I'acétate d'éthyle puis la quantification des teneurs en phénols
totaux par 1'usage de réactif du Folin-Ciocalteu et de flavonoides par le trichlorure

d’aluminium.

Le taux des polyphénols (41.1 + 0,009 ug EAG/mg E) et de flavonoides (4.22 +
0,017 ng EAQ/mg E) de la phase méthanolique est élevé par rapport a celles d’acétate
d’¢éthyle et de n-butanol.

Les résultats obtenus de 1’é¢tude de [D’activité antioxydante selon la méthode de

DPPH ; ( IC50 de I’extrait méthanolique = 20.78, d’acétate d’éthyle = 10.50,de
n-butanol =12.42, d’acide ascorbique=15.16) nous ont permis d’affirmer que tous les
extraits ont révéle des réponses inhibitrices a différents niveaux de piéger les radicaux
libres de DPPH aussi, Les fractions d’acétate d’éthyle et de butanol sont les meilleurs
capteurs des radicaux libres que I’extrait méthanolique.

Mots clés: Alchemilla vulgaris I, polyphénole, flavonoides, activité antioxydante.
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Introduction

Introduction

Le monde végétal est constitué¢ d’une grande quantité¢ d’especes. Chaque espece peut
contenir jusqu'a plusieurs milliers de constituants différents et d'intéréts variés. Ces
derniers sont couramment appelés métabolites secondaires (Alain et al., 2011).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
(Harrar, 2012). Elles sont considérées comme source de matiere premiére essentielle pour
la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments
.L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualit¢é malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végétale contient
un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpénes et les
flavonoides (Harrar, 2012).

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un
role trés important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies
cardiovasculaires et la peroxydation lipidique. Expliquant de ce fait leur grande utilisation
dans la fabrication des médicaments. Ils interviennent aussi dans la protection des plantes
contre les différentes attagues microbiennes (surtout fongiques) risquant de causer la perte
d’une grande quantité de végétation (Bruneton, 1999).

Ce travail est portée sur L’Alchémilla vulgaris .1, historiquement, cette plante était
présumée faire renaitre la virginité. Aujourd’hui, /’Alchémilla est toujours couramment
employée en médecine populaire pour ses nombreuses propriétés : elle est réputée
astringente, anti-inflammatoire et vulnéraire. Ces allégations ont pour principale origine
une teneur élevée en composeés phénoliques (Alain et al., 2011).

L’objectif de ce travail est de quantifier les composés phénoliques majoritaires
d’extraits d’Alchemilla vulgaris | puis d’évaluer leurs activités antioxydantes. Cette
derniéres n’a pas été abordée par aucun chercheur avant, nous avons pris cette initiative.
Notre travail se répartit donc comme suit :

e FEtude botanique sur la plante « Alchemilla vulgaris | » (classification, description,

et utilisation, .....).

e FEtude chimique impliquant la définition, la structure, la classification, la

biosynthése et 1’activité biochimique des flavonoides.

-1-
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e Extraction des polyphénols et flavonoides contenus dans la plante étudiée.
e Dosage des polyphénole et flavonoides.

e Test de ’activité antioxydant de 1’extrait étudié¢ par la méthode DPPH.



Etude Bibliographique Chapitre I : Présentation de la Plante I’Alchemilla vulgaris L

I-Les Rosacées :

Les Rosacées (latin Rosaceae) sont une famille qui réunit environ 3370 especes
veégétales angiospermes dicotylédones en plus de 100 genres (Eriksson et al., 2003).0n
trouve dans cette famille des plantes herbacées vivaces, des grimpantes, des arbustes, et des
arbres. Les espéces qui la composent sont soit sauvages (sorbier, aubépine, églantier, ronce,
benoite, reine-des-prés, pimprenelle, etc...), soit fruitiéres (fraisier, framboisier, poirier,
pommier, amandier, etc...), soit ornementales (rosiers, spiréees, etc...).

Ce sont des plantes herbacées ou ligneuses, a feuilles alternes, simples ou composées, munies
de stipules (piéces foliaires, au nombre de deux, situées de part et d'autre du pétiole, au point
d'insertion sur la tige) (Eriksson et al., 2003).
I1- Le genre Alchemilla

Appartenant a la vaste famille et au genre Alchemilla, les alchémilles sont des plantes
herbacées vivaces par leur systéme racinaire, poussant spontanément aussi bien en plaine
qu'en montagne, selon les espéces. Ce genre appartient a la famille des Rosacées
(Said,1980).

Leur quéte de la pierre philosophale, récoltaient les gouttes d'eau recueillies dans les
feuilles des alchémilles. 117 variétés dicotylédones sont dénombrées en Europe, dont
seulement 11 en France (Frohner, 1995).

2 \
y

A : A/{ée/m’//a (alpina)
Lk TN (Alehémiillc)

¥ LSRN

b

Figure 1. Alchemilla (Eriksson et al., 2003).
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I11- Alchemilla vulgaris. L
Alchemilla vulgaris L est une plante vivace, glabre ou pubescente, a tige rhizomateuse

plus ou moins rameuse, émettant des tiges dressées gréles, a base parfois teintée de rouge,
pouvant atteindre 10 cm a 30 cm de haut. Les feuilles basales sont vert-gris ou par endroits
vert-brun, réniformes a presque semi-circulaires, d'un diametre allant généralement jusqu'a 8
cm ou parfois jusqu'a 11 cm; elles comportent 7 a 9 ou 11 lobes et possédent un long pétiole.
Les feuilles caulinaires, de plus petite taille, portent a la base une paire de grandes stipules;
elles comportent 5 a 9 lobes et possedent un pétiole plus court ou sont sessiles. Les feuilles
sont fortement pubescentes, notamment sur la face inférieure, et leur bord est grossierement
denté. Les jeunes feuilles sont repliées et présentent une pubescence blanc argenté, les feuilles
plus agées sont légérement pubescentes et leur face inférieure présente un fin réseau de
nervures proéminentes. Le pétiole, vert-gris a vert-jaune, est pubescent, d'un diamétre de 1
mm environ, avec un sillon adaxial. Les fleurs apétales, vert-jaune a vert clair, ont un
diametre de 3 mm environ. Le calice est surmonté d'un calicule a 4 pieces alternant avec 4
sépales de plus grande taille, subaigus a triangulaires. La fleur comporte 4 courtes étamines et
un carpelle unique a stigmate capité. La tige creuse, de couleur vert-gris a vert-jaune, est
pubescente et présente des sillons plus ou moins longitudinaux (D'Agostino et al., 1998).

-Caractéristiques de la feuille:

e disposition: alterne

e forme : palmée

e contour : dentelé

e nervure : palmée

Figure 2.la tige et la feuille 4 Alchemilla vulgaris L.
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L'Alchemilla vulgaris .L fleurit de
mai a juillet en cymes vaporeuses de

minuscules fleurs vert anis

Pour obtenir une remontée de la
floraison de septembre jusqu'aux
gelées, il convient de rabattre la
touffe pratiguement au ras du sol
(Rothmaler, 1937).

Alchemilla bleup

Figure 3.les fleurs d’Alchemilla vulgaris L.

Les fruits de I'Alchemilla vulgaris L. sont des akenes (Rothmaler, 1937).

Figure 4.les fruits d ’Alchemilla vulgaris L.
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I11.1 . Classification
La classification d’Alchemilla vulgairis.L est la suivante (Tableau 1) (Rothmaler,

1937).

Tableau 1. Classification scientifique d'Alchemilla vulgaris .L.

Régne Plantae
classe Magnoliopsida
famille Rosacees (Rosaceae)
Espice Alchemilla vulagris
Sous - regne Plantes vasculaire ( Tracheobionta)
Sous classe Rosidae
Division Plante a graines (Spermatophyta)
Super ordre Rosidés (Rosidae)
Genre Alchemilles (Alchemilla)
Nom commun Alchemille vulgaire
Ordre Rosales (Rosales)

I11.2.Nomenclature

e Noms anglais : lady's mantle , bear's foot , lion's foot

e Nom latin :Alchemilla vulgaris L.

e Nom arabe : sxll selbe 2 sy
111.3. Ecologie et répartition géographique:

L’Alchemilla est abondante dans les paturages humides, les bois d’Europe, Sibérie, et
Labrador, en Amérique du Nord et en Asie, jusqu’a une altitude de plus de 2000 m. Elle est
absente en Méditerranée. Elle est présente depuis la plaine dans le Nord jusqu’aux régions

alpines des montagnes de toute la France (Zukowski, 1982).
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I11.4. Histoire d'utilisation d'Alchemilla en phytothérapie
Alchemilla doit son nom aux alchimistes qui considéraient la rosée de ses feuilles
comme une eau céleste indispensable a la préparation de la pierre philosophale. Au Moyen
Age, cette plante était déja utilisée en phytothérapie, mais elle était alors censée... redonner
leur virginité aux femmes et de I'éclat aux seins flétris. C'est d'ailleurs de la que vient son nom
de "lady's mantle™ (manteau de dame), puisque la plante était connue pour raffermir les tissus
de I'appareil génital féminin en enveloppant celui-ci tel un manteau (Danie , 2007).
Alchémille apparait en 1570 dans un traité d'Andrés Laguna de Segovia, un médecin,
pharmacologue et botaniste espagnol qui la recommande en infusion pour soigner les félures
et fractures chez les bébés et les jeunes enfants, mais aussi en poudre associée a du vin rouge
pour soigner toutes sortes de blessures. C'est en fait au début du XXe siecle que le prétre et
herboriste suisse Johann Kinzle a démontré son utilité dans le soulagement des douleurs
prémenstruelles, mais aussi dans la préparation de I'accouchement (Danie , 2007).
I11.5.Parties utilisées
> Les parties aériennes fleuries récoltées tout 1’été a la floraison. Elles sont séchées dans
un endroit sec et aéré. Les jeunes feuilles fraiches peuvent étre ajoutées crues aux
salades.
> Laracine est utilisée en teinture (Danie , 2007).

I11.6.Propriétés médicinales de I’Alchemella vulgaris L

111.6.1.Utilisation interne

> Anti diarrhéique : Alchemille wvulgaris L est indiquée dans le cas
de diarrhée bénigne, notamment chez la femme enceinte (Pierrick , 2016).

> Astringente et calmante : elle aide a atténuer les douleurs des régles tout comme
les troubles gastro-intestinaux. Elle est également utile pour faire face au syndrome
prémenstruel et aider a régulariser les regles (Pierrick , 2016).

> Antioxydante : les flavonoides présents dans Alchemilla aident & maintenir une
bonne circulation sanguine (Pierrick , 2016).

> Cicatrisante : Alchemilla vulgaris L arréte les hémorragies, notamment celles
dues a des regles trop abondantes, au moment de la préménopause par exemple
(Pierrick , 2016).


http://www.doctissimo.fr/html/dossiers/phytotherapie.htm
http://www.doctissimo.fr/html/dossiers/diarrhee.htm
http://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2002/sem01/mag0201/dossier/syndrome_premenstruel_niv2.htm
http://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2002/sem01/mag0201/dossier/syndrome_premenstruel_niv2.htm
http://www.doctissimo.fr/html/dossiers/jambes_lourdes/jambes_lourdes_circulation_sanguine_niv2.htm
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111.6.2.Utilisation externe

En utilisation externe, de par ses propriétés décongestionnantes, Alchemilla est conseillée
pour soulager les personnes ayant les jambes lourdes, mais aussi pour traiter des affections
vaginales telles que les pertes blanches. Prise en bain de bouche, elle aide également a
maintenir une bonne hygiéne buccale (Pierrick , 2016) .
111.6.3.Indications thérapeutiques usuelles

Alchemilla peut étre utilisée en cas de diarrhée bénigne, de troubles gastro-intestinaux et,
surtout, de troubles gynécologiques, qu'il s'agisse de douleurs des regles, de syndrome
prémenstruel, d'affections vaginales comme les pertes blanches. Elle aide également a
soulager les personnes ayant les jambes lourdes et les chevilles gonflées, ainsi qu'a entretenir
I'nygiene buccale et a soigner les aphtes (Pierrick , 2016).
111.6.4.Autres indications thérapeutiques démontrées

De par sa forte teneur en tanins, I'Alchémilla aide a la cicatrisation des plaies et ulceres
cutanés. En compresse, elle lutte contre la cellulite et s'avére aussi efficace contre les
vergetures. Parmi les autres vertus reconnues a I’Alchémilla, notons qu'elle est utile en cas

d'angine, de céphalées et pour les personnes souffrant de rhumatismes ( Pierrick, 2016).

Alchemilla
vulgaris |

Vouvenmantsl/ Alchiniiy

DUNNE STOELGANG / MENSTRUATIE 5
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50ml l\gs/%’ "/
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Ay B \ 7 83 o Ul
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Figure 5.Exemple d’utilisation d ’Alchemilla vulgaris L.
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I11.7. Propriétés biochimiques
L’étude phytochimique sur les extraits de la partie aérienne et les racines d” Alchémilla
volgaris a révelé La présence de diverses quantités des tanins, des saponines, des résines,
des lécithines, des flavonoides, des triterpenes et de I'acide salicylique.
Les constituants chimiques principaux d’ Alchémilla figurent dans le tableau 2.
( Pierrick ,2016).

Tableau 2.Les constituants chimiques principaux d’Alchemilla vulgaris L.

Famille de constituants Constituants individuels

- Tanins, 6-8% -Gallotanins et d’ellagitanins : agrimoniine, l&vigatine

(dimeres) et pédunculagine (monomere)

- Flavonoides, 2 % - Glucuronyl-3 quercétol (1,18 %) et quercétol libre

- Acide Polyphénol - Acide ellagique (0,36 %)
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I. Généralités :

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). A I’heure actuelle, plus de
8000 molécules ont été isolés et identifies (Mompon et al., 1998). Selon leurs caractéristiques
structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones,
lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al.,
2004). Ces especes sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse
moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone,1993).

Ils sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes,
flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les
flavonoides représentent le groupe le plus commun et largement distribué. La grande diversité
structurale des composés phénoliques rend difficile une présentation globale des méthodes qui
permettent leur extraction et leur isolement, des processus mis en jeu au cours de leur
biosynthese, de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques (Bruneton, 1993).

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous
les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les boissons (thé,
café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les Iégumes secs.

Les recherches des dix a quinze derniéres années ont démontré que les composés
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. lls subissent dans les
tissus végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans de
processus vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa signification physiologique ne
sont pas encore toujours claires. Un réle important est attribué aux phénols dans la résistance
des plantes aux maladies, comme c’est le cas de la résistance du cotonnier a la maladie de
flétrissement, la verticilliose. Le phénoméne d’accumulation des substances phénoliques dans
les tissus végeétaux infectés ou dans les zones proximales est également observeé a la suite de
blessures causées par des facteurs mécaniques (Brzozowska et al., 1973) et dans le cas de
carence en certains éléments minéraux comme 1’azote et le soufre (Loche, 1966).

Des travaux plus anciens (Nitsch et Nitsch, 1961; Alibert et al., 1977) ont montré que
les phénols seraient associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation organogéne, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les polyphénols
sont aussi connu pour leur effets protecteurs contre le rayonnement UV, I’effet attracteur sur

les insectes et les oiseaux pollinisateurs et pour ces propriétés antifongique et antibactérienne

-10 -
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(Heimeur et al., 2004). lls interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant
la saveur, nous citons : les flavanones sont responsables de I’amertume des Cistus et peuvent
donner naissance par transformation chimique a des dihydrochalcones a saveur sucrée
(Dubois et al., 1977), les anthocyanes, composés de couleur rouge a violet, participent a la
coloration des fruits miirs et les tannins sont a I’origine de la sensation d’astringence des fruits
non mars.

A partir des années quatre-vingt, c’est la découverte du réle des radicaux libres dans les
processus pathologiques qui a relancé 1’intérét des polyphénols en particulier les flavonoides
dont les propriétés antioxydantes sont trés marquées ( Benhammou, 2012).

Il. Biosynthése :

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de la I’acide shikimique (Figure 6). Cette voie shikimate conduit a la formation des
oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces
derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés : acide benzoiques,

acétophénones, lignanes et lignines, coumarines (Bruneton,1993).

COOH DDOH
Phenylalanme Aude cmnamique
COOH l COOH JCOOH jZODH COOH
o
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() — () — (L U — [

i
,r

,#'/ —_—
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Figure 6. Biosynthése des composés phénoliques le plus largement distribués par la voie
de shikimate (Crozier et al., 2006). PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate
4-hydroxylase.
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I11. Classes des polyphénols :

Chapitre 11 : Les composés phénoliques

Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent

étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 3).

Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques
(Benhammou. 2012).

Tableau 3.Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de Structure de
Squelette Classification Exemple
carbones base
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique @-CDDH
C6-C2 acetophénones Gallacetophénone )
8 p p @, {:‘CH:*
8 C6-C2 Acide Acide p-
P @_,CCIDH
phénylacétique hydroxyphénylacétique
9 C6-C3 Acides Acide p- )
COOH
hydroxycinamiques | coumarique @f
9 C6-C3 Coumarines Esculitine @C;TD
C6-C4 Naphthoquinones Juglone O
: %
)
C6-C1-C6 | Xanthones Mangiferine ﬁ;\@
13
O
14 C6-C2-C6 | Stilbenes Resveratrol @/v@
C6-C3-C6 | Flavonoides Naringénine @L)D
15 =
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I11.1. Anthocyanosides :

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de
la plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). Ils sont caractérisés par 1’engagement de
I’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides). Leurs génines
(les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les
animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Brouillard et al., 1997 ; Bahorum, 1997).

Figure 7.Structure des anthocyanosides.

111.2. Tannins :

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). Les tannins sont caractérisés par une
saveur astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les
feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tannins
différents par leur structure et par leur origine biogénétique :

I11.2.1. Tannins hydrolysables : qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un
nombre variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et I’acide phénol
est soit I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des

tannins classiquement dénommeés ellagitannins (Figure 8) (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

o
HO o
OH
o

Figure 8.Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B).

COOH

HO OH
OH
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111.2.2. Tannins condenses ou tannins catechiques ou proanthocyanidols : qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des polymeres
flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone
carbone. (Bruneton, 1999).

111.3. Phénols simples et les acides phénoliques :

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de
cette dénomination est réserve aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique.
(Benhammou. 2012).

111.3.1. Acide phénols dérivés de I’acide benzoique :

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés communs,
aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide gallique et
son dimére (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des tannins
hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est trés
utilisé dans le secteur pharmaceutique (Bruneton, 1993).

111.3.2. Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique :

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution trés large ; les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont
peu fréquents (Bruneton, 1993).

111.3.3. Phénols simples :

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutét rares dans la nature a
I’exception de 1’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...).
Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois,
ont été montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes (Cowan, 1999).

111.4. Coumarines :

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont
substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou
biencombiné avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin
(Cowan, 1999).

I11.5. Quinones :
Ce sont des composes oxygénés qui correspondent a 1I’oxydation de dérivés aromatiques

avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-dicéto cylohexa-
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2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-
diénique (ortho-quinones) (Bruneton, 1993). Elles sont ubiquitaire dans la nature,
principalement dans le régne végetal et sont fortement réactifs (Cowan, 1999).

111.6. Stilbéne :

Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides, ce
sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbenes
sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).

I11.7. Lignanes :

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de
composes ont été isolés dans environ soixante dix familles (Crozier et al., 2006).

111.8. Les flavonoides :

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutot prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaali et al., 2004 ; Malesev et
Kuntié¢, 2007).

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

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

111.8.1. Structure :

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (W- Erdman et
al, 2007). Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-
C6 (Emerenciano et al., 2007) en formant une structure de type diphényle propane dont des
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groupements hydroxyles, oxygenes, methyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les
noyaux de cette molécule (Narayana, 2001; Malesev et Kunti¢, 2007).
111.8.2. Classification :

La structure de base des flavonoides est le noyau du flavone (2-phenyl-benzo-y-pyrane)
mais de point de vue classification, le groupe des flavonoides peut étre divisé en plusieurs
catégories. Cette division dépend de I’hydroxylation du noyau du flavonoide aussi bien que
du sucre lié.

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, et de ce fait, possedent le
méme élément structural de base, a savoir I’enchainement phenyl-2 chromane. (Figure. 9) Ils
peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation de noyau pyranique

central (Figure 10) (Krishna et al., 2001).

HO X0 0N~
/\
i (I /| A
o /[ | oH OH AN O
Cry : O
> ) Flavonol N \T"
N Flavone Flavanone o)
(o]

N | 7

j Q! 3
/\[/OI Isoflavone /5 \\T/C AN ﬂ R X~

7 XN \/ Xy |‘\ ] [
NN A 1 . LAk v )
" N \,l _ Gl‘\\,///\\/Jg - N e
e = B 4 (o]
/ \ Chalcone
SN l Flavan-3,4-diol N
E ( I Anthocyanidin Flavanol EH |
/\\‘/o\\\// S5 = jOH ‘//\K\/O\i AN
(Ale L
N NN O~ l'\\ NN
T om HO[;/\\“" "“&" - OH OH
R~ -
\O{\\/ \OH

Figure 10. Les structures chimiques des principales familles des flavonoides
(Fraga & Oteiza, 2011).
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111.8.3. Localisation et distribution des flavonoides

Les flavonoides sont impliqués dans de nombreuses interactions des plantes avec les
conditions biotiques et abiotiques de leur environnement, ces substances sont accumulées
dans différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante durant I'organogénese et sous
I'influence de plusieurs facteurs stimulants (Hutzler et al., 1998).

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis migrent
et se dissolvent dans les vacuoles (Piquemal, 2008), la répartition de ces composés montre
des accumulations tres localisées, généralement en relation avec une fonction physiologique
ou avec I’interaction de la plante avec son environnement. Ainsi, les flavonoides qui ont une
localisation épidermique ont un rdle d'écran vis-a-vis des rayonnements solaires, tandis que
ceux qui sont impliqués dans les mécanismes de défense ont plutdét une localisation sous
épidermique (Boudet, 2000).

111.8.4. Propriétés des flavonoides :
A/ Propriétés antiradicalaires :
Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux

flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation
d'un atome d'hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentée

ci-dessous :

FLOH + Re » FLOe* + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLO®)
ce dernier va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des électrons
impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport
aux (Re); en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des

composés non réactifs.

FLOs + Re » FLO-R (réaction de couplage radical-radical)
FLOe* + FLO* > FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)
(Amié et al., 2003)
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Figure 11.Piégeage des especes réactives dérivées de 1’oxygene (Re) par les flavonoides et la
formation d'une structure stable (Tigqwari, 2001).

La propriété antiradicalaire des flavonoides est étroitement liée & leur structure, en
particulier au phénomene de résonance électronique stabilisant exercé par les noyaux
aromatiques, cette activité nécessite :

» Structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (34" dihydroxystructure), cette
structure est importante pour l'activité antiradicalaire des flavonoides possédant un
hétérocycle sature.

» La double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est responsable de la
délocalisation des €electrons, en améliorant ainsi la capacité antiradicalaire.

» Les groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (Amic¢ et al., 2003).

O 2 x%*ff.’.'ér'u__.-l-‘
Iﬁ'?_l-'*---h,_..-i- } 'ffi% f}:i;:::;a:
PRI gl
.5 ﬁ::l" ““4”"* O '.

Figure 12. Critéres structuraux essentiels pour avoir une bonne activité antiradicalaire des
Flavonoides (Ami¢ et al., 2003).
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B / Propriétés chélatrices des ions métalliques :

Les ions métalligues sont nécessaires pour le fonctionnement des processus
biochimiques et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme
d'action n'est pas bien contrdlé ces mémes ions peuvent étre a l'origine d'une peroxydation
lipidique, un stress oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre d'exemple Cu+2 est un
stimulateur de la peroxydation des LDL (Tigwari, 2001).

Gréace a leur structure chimique spécifique, les flavonoides peuvent facilement chélater les
ions métalliques en créant des composés complexes inactifs (MaleSev et Kuntié¢, 2007) La
chélation des ions métalliques nécessite trois sites principaux :

» Site situé entre le groupe 3' OH et le groupe 4' OH du cycle B.

» Site situé entre le groupe 30H et 4 C=0O de I’hétérocycle C.

» Site situé entre le groupe 50H du cycle A et le groupe 4C=0 de I’hétérocycle C.

H\ O“““” '\:;18"—[‘
= b %
. OH
- —
- 2 S
e
s

Figure 13. Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (Me+)
(Tigwari,2001).
C / Propriétés antibactériennes :

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé
la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de metabolites secondaires dont les composes
phénoliques, sont toujours utilisés dans I’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents
antimicrobiens en médecine populaire (Cowan, 1999).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lieé a l'inhibition des

enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
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inactiver les adhesines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999).
D / Propriétés anticancéreuses :

Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formeée d'une masse cellulaire
qui est I'aboutissement d'une série de transformation pouvant se dérouler pendant plusieurs
années, donc la cancérogénese est un processus complexe multi-séquentiel menant une cellule
de I'état sain a un état précancéreux et finalement a un stade précoce de cancer (Pincemail et
al., 1999).

Depuis longtemps, on associe le cancer et le type d'alimentation, de nombreux
chercheurs ont étudié le role des nutriments dans le développement des cancers. Plus
récemment des recherches expérimentales suggerent que les flavonoides sont parmi les
substances susceptibles de retarder voire d'empécher I'apparition de certains cancers, tout en
réduisant d'une maniere spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains (Decloitre,
1993 ; Hertog, 1996).

Des études montrent que certains flavonoides particulierement ; lutéoline, quercétine,
kaempfeérol, apigénine, taxifoline inhibent d'une facon marquée la lipogenese des cellules
cancéreuses, d'autres flavonoides sont plutdt capables d'induire I'apoptose. Certains flavanols
(épigallocatéchine-3-gallate) représentent des effets cytotoxiques sur les cellules cancéreuses
de prostate, ces effets sont corrélés avec leur capacité a inhiber les enzymes clés lipogéniques
(Brusselmans et al., 2005).

L'activité anticancéreuse des flavonoides est assurée par lintervention de plusieurs
mécanismes :

» piégeage des radicaux libres.

Inhibition du métabolisme d'acide arachidonique.

Formation d'un complexe inactif avec le carcinogéne (Hertog, 1996).
Prévention de l'activation des métabolites carcinogénes.

Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses.

Arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses.

Induction de I'apoptose.

vV V.V V V VYV V

Inhibition des processus d'angiogénese (Ren et al., 2003).

-20 -



Etude Bibliographique Chapitre 11 : Les composés phénoliques

E / Propriétés anti-inflammatoires :

Une inflammation par définition est une réaction de défense immunitaire stéréotypée du
corps a une agression (infection, bralure, allergie...) qui se manifeste par une rougeur, un
gonflement, une sensation de chaleur, une douleur qui semble pulser.

Au cours de l'inflammation, des produits bactériens déclenchent la production d'une
grande quantité d'oxyde nitrique (NO) dans les macrophages et d'autres cellules sous I'action
d'oxyde nitrique synthase inducteur (iNOS) (Haméal&inen et al., 2007), bien que la libération
de (NO) est trées importante pour maintenir la dilatation des vaisseaux sanguins
(vasodilatation) mais des fortes concentrations peuvent conduire aux dommages oxydatifs
(Nijveldt et al., 2001),car une fois que le NO est formé il se peut qu'il va réagir avec l'anion
superoxyde conduisant a la formation de peroxynitrite qui provoque I'endommagement des
macromolécules cellulaires. Cependant une production en exces de NO durant une
inflammation chronique résulte au développement du cancer (Tsai, 2004).

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés
anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des
inflammations, ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant I'inflammation
athérosclérosique en inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallego
et al, 2007) d'autres flavonoides sont capables d'inhiber I'nistamine (Kim et al, 2004).

Les flavones et les flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la quercétine, kaempférol,
myrecétine ont une activité inhibitrice de COX (Cyclooxygénase) (Tapas et al, 2008).
F / Propriétés antivirales :

La stratégie de recherche d'un composé antiviral consiste a mesurer la réduction de
I'infection virale des cellules en culture, une substance peut agir a différents niveaux du cycle
viral :

» au niveau de l'adsorption du virus sur la cellule héte.

» au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hote.

» au niveau la de réplication du virus et la synthese des protéines virales.

» au niveau de I'assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule héte.

L'activité antivirale des flavonoides contre HIV peut étre liée directement par leurs
effets sur les enzymes responsables de son réplication (HIV-1 reverse transcriptase ou HIV-1
integrase) par railleurs d'autres flavonoides montraient une activité antivirale contre le virus
d'influenza, HIV-1, HIV-2 (Bylka et al., 2004). Quercétine, apigénine, catéchine et

hesperédine sont parmi les flavonoides caractérisés par leurs propriétés antivirales contre onze
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types de virus. Les flavonoides aglycones pourvus d’un groupement hydroxyle libre en C3 ont
montré une bonne activité antivirale, les flavanes sont généralement plus efficaces que les
flavones et les flavanones contre HIV-1 et HIV-2 (Tapas et al., 2008).

G/ Propriétés antiallergiques :

Ces effets antiallergiques sont attribués a I'influence des flavonoides sur la production de
I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que 1'AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase Ca?+ dépendante, responsables de la libération de I'histamine a
partir des monocytes et des basophiles. Par exemple, I'ATPase Ca2+ dépendante dégrade
I'’ATP produisant ainsi de I'énergie afin de faciliter I'absorption du calcium par les membranes
cellulaires, ce qui favorise la libération de I'histamine stockée dans les vésicules. En inactivant
cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du cromoglycate
de sodium utilisé comme médicament en empéchant la libération de I'histamine et d'autres
substances endogénes qui causent lI'asthme (Marfak, 2003).

H / Les flavonoides sont des produits nutraceutiques :

Le terme nutraceutique a été intervenu en 1979 par Steph De Felice (Lin et Weng,
2006), il s'agit d'une appellation commerciale elaborée par les industriels qui résulte de la
contraction de "Nutrition" et de "Pharmaceutique™ (Bietrix, 2004). Les nutraceutiques sont
des composés qui n'ont pas une valeur calorique mais qui ont un réle fondamental pour ce qui
concerne la prévention de certaines pathologies (Teissedre et al., 2007).

Le role nutraceutique des polyphénols s'inscrit dans le cadre de ce que I'on appelle la
nouvelle pharmacie qui consiste a faire un traitement préventif et non curatif, il vaut mieux
gue le médicament soit déja présent dans I'organisme prét a la défense apporté sous forme des
aliments fonctionnels capables de procurer des bienfaits physiologiques démontrés ou de
réduire les risques des maladies chroniques, en plus de remplir leurs fonctions nutritionnelles
de base dont la consommation des fruits et des Iégumes riches en composeés bioactifs peut étre
une stratégie de prévention réaliste contre de nombreuses maladies majeures. Les produits
nutraceutiques fondamentaux des plantes sont les composés phénoliques, particuliérement les
flavonoides en raison de leurs propriétés bénéfiques sur la santé humaine (Teissedre et al.,
2007).

I / Autres propriétés des flavonoides :
> Protection des plantes contre les radiations UV.
> Sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales.

> Agissent comme des pigments ou des co-pigments.
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> Modulation de la distribution d'auxine.
> Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les

bactéries symbiotiques et les légumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote

moléculaire.

> Régulation de I'élongation des tiges.

> Interviennent dans la maturité des fruits.

> Sont a l'origine des go(ts amers et astringents afin de repousser les animaux .

herbivores (Park et Cha, 2003 ; Subsamanian et al., 2007 ; Yang et al., 2008)
111.8.5.Biodisponibilité des flavonoides :

Les effets santé des polyphénols dépendent essentiellement de leur biodisponibilité ;
cette derniére qui signifie la part d'un nutriment présent dans un aliment qui est effectivement
assimilée par 1’organisme.

Selon Wiseman (1999) la biodisponibilité absolue (%) correspond a la proportion des
molécules qui entrent dans la circulation sanguine sous leur forme intacte aprés leur
consommation en passant a travers la paroi intestinale et le foie.
> Absorption : tous les flavonoides a I'exception de catéchine (flavanol) sont présents
dans les plantes sous forme glycosylée (liés aux sucres par des liaisons B osidiques) seuls les
aglycones peuvent étre absorbés par l'intestin gréle, tandis que les glycosides sont hydrolysés
tout d'abord en aglycones par l'intermédiaire de la microflore colique qui dispose des enzymes
capables de cliver les liaisons B osidiques (Wiseman, 1999 ; Urquiaga et Leighton, 2000 ;
Ming, 2007), cette méme flore microbienne métabolise au méme temps les aglycones libérés.
Des quantités considérables de catéchines polymériques connus sous le nom de
proanthcyanidines sont présents dans I’alimentation, des études montrent que les formes
dimeres et trimeres de catéchine sont susceptibles d'étre absorbés tandis que les polymeéres de
degré de polymérisation élevé ne peuvent pas étre absorbés par la paroi intestinale qu'apres
leurs dégradation (Hollman, 2001).
> Metabolisme : deux compartiments considérablement importants pour le métabolisme
des composés phénoliques :

- les tissus (foie et les reins) : ou des enzymes de biotransformation agissent directement sur
les flavonoides aglycones ainsi que sur des métabolites coliques absorbés, ces enzymes sont
principalement localisés au niveau du foie, des reins, ainsi qu’au niveau de 1’intestin gréle.

- Colon : ou la microflore colique dégrade les flavonoides aglycones libérés (apres hydrolyse
des glycosides) par ouverture de leur hétérocycle aux différents endroits selon le type de

flavonoide concerné :
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» Les flavonols : sont dégradés en acides phénylacetiques et acides phénylpropioniques.
» Les flavanols : produisent les valerolactones (noyau benzénique avec une chaine
latérale de cing atomes de carbones) et des acides phénylpropioniques.

» Les flavones et les flavanones : produisent des acides phénylpropioniques.

Ces acides sont encore métabolisés aux derivés des acides benzoiques, les groupements
hydroxyles des métabolites générés subissent une conjugaison par acide glucuronique, sulfate,
ou par glycine (Hollman, 2001). L'élimination des métabolites de polyphénols se fait par
deux voies essentielles d'excrétion ; soit par voie biliaire (Manach, 1998) ou par voie
urinaire.

Autres
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Figure 14.Principaux compartiments impliqués dans le métabolisme des flavonoides
(Hollman, 2001).
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I. Généralités :

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant, di a I’exagération d’un phénomene physiologique, normalement trés controlé,
la production de radicaux dérivés de 1I’oxygene (Walker etal., 1982).

I1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux libres,
chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygéne dans des systémes fermés. Les
polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de
transformation sont considérés comme éliminateurs des radicaux libres (Chew et al., 2009).
11.1. Définition d’un radical libre :

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement
ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composes radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent
directement de l’oxygéne. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical
peroxyle ROO", radical alkoxyle RO"), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur
les composés biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “espeéces réactives de
I’oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de
I’oxygene proprement dit : radical superoxyde Oz , radical hydroxyl OHe, monoxyde d’azote
NOe, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante : ’oxygéne singulet LO, peroxyde d’hydrogéne H20., peroxynitrite ONOO
(Favier, 2003).

11.2. Piégeage des radicaux libres

Les composes phenoliques ont des propriétés antioxydantes en raison de leur capacité a

piéger les radicaux libres et les espéces reactives de I'oxygene, le processus est radicalaire

(S6kmen et al., 2012). lIs interférent avec I'oxydation des lipides et d'autres molécules par la
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donation rapide d'un atome d’hydrogene aux radicaux libres selon un mécanisme propose deés
1976 par Sherwin : 1’antioxydant cede formellement un radical hydrogene, qui peut étre un
transfert d’électrons suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner
un radical intermédiaire. Il est stabilisé par ses structures mésomeres conjuguées (Sékmen et
al.,2012).

OH
E.I—@—*EH— -_— —r

Figure 15.Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.

Les radicaux intermédiaires phénoxy (POe) sont relativement stables en raison de la résonance
et donc une nouvelle réaction en chaine n'est pas facile a initieé (Dai & Mumper, 2010). Par

ailleurs, ils peuvent agirent avec d'autres radicaux libres selon la réaction:

PO*+Re — POR

Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour le piégeage des
radicaux libres, parce qu’ils possedent:

- Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome

d'hydrogene ou un électron au radical libre.

- Un systeme aromatique stabilisé par la résonnance (Dai et Mumper, 2010).
Les flavonoides en général et les flavonols en particulier sont de bons piégeurs des radicaux
libres (Fraga, 2007). A cause la présence de 3\4\-dihydroxy et la présence du groupe o-
dihydroxy (structure des catéchol) sur le noyau aromatique B; ils possedent la propriété de
donneur d’électrons. En outre, la présence du 3-OH du cycle C est également bénéfique pour
I'activité antioxydante des flavonoides. La présence de la double liaison C2-C3 conjuguée
avec le groupe 4-céto est responsable de la délocalisation des électrons du noyau B, ce qui

améliore encore ’activité antiradicalaire (Amic et al., 2003).
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Figure 16. Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage des
radicaux libres élevée (Amic et al., 2003).

11.3. Stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un deséquilibre
profond de la balance entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes de
I’organisme en faveur des premiers, ce qui conduit & des dommages cellulaires irréversibles
(Pincemail et al., 1999). Le stress oxydatif est un fonctionnement de I'organisme qui est
normal tant qu'il ne dépasse pas certaines limites. En effet, tous les organismes vivants qui
consomment de l'oxygene produisent des radicaux libres qui sont de petites substances
chimiques tres oxydées par le contact avec I'oxygeéne, et dont nos cellules savent normalement
trés bien se débarrasser. Le stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit
dépassées par la quantité de radicaux libres a éliminer, soit ne disposent pas de ressources
antioxydantes (vitamines, oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les éliminer.
11.3.1 Implications pathologiques du stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreuses pathologies (figure 17) comme
facteur déclenchant ou associé a des complications (Favier, 2003). Il peut étre associé a
I’athérosclérose, 1’asthme, D’arthrite, la cataractogénese, I’hyperoxie, 1’hépatite, 1’attaque
cardiaque, les vasospasmes, les traumatismes, les accidents vasculaires cérébraux, les
pigments d’age, les dermatites, les dommages de la réetine, les parodontites et les cancers
(Cohen et al., 2000; Packer et Weber, 2001). Néanmoins, la plupart des maladies induites
par le stress oxydant apparaissent avec l'dge car le vieillissement diminue les défenses

antioxydantes et augmente la production mitochondriale des radicaux (Favier, 2003)
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Figurel7.Les pathologies associées aux especes réactives oxygenées (Lee et al., 2004).

11.4. Especes réactives de I’oxygéne

Les espéces réactives oxygénées (ERO) incluant les radicaux libres comme le radical
hydroxyl (OH), le radical superoxyde (Oz) et sa forme protonnée (HO>), le radical peroxyl
(ROO) et les especes non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H202) et 1’oxygeéne
singulet (LO2) sont des molécules hautement réactives (Chu et al., 2010).
Dans tous les systemes vivants aérobies, ces especes sont produites habituellement par voie
endogéne durant le métabolisme cellulaire (Kumari et Kakkar, 2008). Les ERO sont aussi
produites dans des circonstances pathologiques intrinséques telles que le dysfonctionnement
de la mitochondrie et D’involution thymique favorisant I’inflammation chronique
(Montagnier, 2009). Des facteurs exogénes a savoir les polluants environnementaux, les
radiations, les solvants organiques, le tabac ainsi que les agents pathogenes sont aussi
incriminés dans la production des ERO (Ansari, 1997).
Les especes réactives du nitrogene incluent le radical monoxyde d’azote (NO), 1’anion
peroxynitrite (ONOO-), le radical dioxyde d’azote (NO2) et d’autres oxydes d’azote sont
produits par la réaction du monoxyde d’azote avec O2 (Wiseman et Halliwell, 1996; Simon
et al., 2000).
11.4.1. Production des espéces réactives oxygénées

La majeure partie de l'oxygéne que nous respirons subit une réduction tétravalente
conduisant a la production d'eau (réaction 1). Cette réaction est catalysée par la cytochrome
oxydase, accepteur final d'électrons présent dans le complexe 1V de la chaine de transport des

électrons située dans la membrane interne mitochondriale (Gardes-Albert et al., 2003).
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O2+4e +4H" —— 2H20 1)

Toutefois, cette chaine de transport peut laisser fuir une certaine proportion d'électrons
qui vont réduire l'oxygene. C'est ainsi qu'environ 2% de l'oxygene subit une réduction
monoélectronique (réaction 2) conduisant a la formation du radical superoxyde O2.- au niveau
de I’'ubiquinone (Cadenas et Davies, 2000).

O2+1le —» O2 (2)

Le radical superoxyde est soumis a une réaction de dismutation catalysée par 1’enzyme
superoxyde dismutase (SOD) pour former le peroxyde d’hydrogéne H202 (réaction 3). Le
H202 peut traverser les membranes biologiques et former le plus puissant des especes
réactives, le radical hydroxyle (OH.), par interaction avec les métaux de transition comme
Fe2+ (réaction 4) et Cu+ (réaction 5) via la réaction de Fenton. Le H202 et O2-- donnent
aussi naissance au radical hydroxyle (réaction 6) via une réaction dite de Haber et Weiss
(Gardés-Albert et al., 2003; Ahsan et al., 2003).

O27+ Oz~ SOD . 2H* | H20:2+ Oz 3)

Fe?* + H202 » OH + OH +Fe?3* 4)
Cu* + H202 » Cu?*+OH +OH" (5)
02" +H202 Eedt » OH+O2+OH- (6)

La concentration de H202 est régulée par des enzymes telles que la catalase (CAT)
présente dans les peroxysomes et la glutathion peroxydase (GPx) essentiellement localisée
dans le cytosol. La catalase accélére la réaction de dismutation de H202 en oxygéne et en eau
(réaction 7), tandis que la glutathion peroxydase accélére la réaction d'oxydation du glutathion
(GSH) par I'eau oxygénée (réaction 8) (Gardes-Albert et al., 2003).

H202 + H20: CAT » H20+ O2 (7

H202 + GSH GPx 2H.0 + GSSG  (8)

v

L'eau oxygenée est aussi convertit par la myeloperoxidase (MPO), dans les neutrophiles, en
acide hypochloreux (HOCI), un trés fort oxydant qui agit comme agent bactéricide dans les
cellules phagocytaires (réaction 9). La reaction de HOCI avec H>O> resulte en la production
de 10> (Ahsan et al., 2003).

H202 —_mpa , HOCI » 0O +ClI- 9)
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D’autre part, le monoxyde d’azote (NO.) est une petite molécule générée dans les tissus
biologiques par I’oxyde nitrique synthase (NOS) lors du métabolisme de 1’arginine en
citruline (Guzik et al., 2003). le monoxyde d’azote est un radical réactif abondant qui agit
comme une importante molécule de signalisation dans une large gamme de processus
physiologiques incluant la transmission nerveuse, la régulation de la pression sanguine, les
mécanismes de défense, la relaxation des muscles lisses et la régulation immunitaire
(Bergendi et al., 1999). Le monoxyde d’azote peut réagir avec 1’anion superoxyde (réaction
10) pour former le peroxynitrite (ONOO-) qui peut & son tour générer des composés toxiques
tels que le dioxyde d’azote (réaction 11) (Halliwell, 1997).

NO + 07 ——— ONOO" (10)
ONOO +H* ————»  OH +NO2 (11)

11.4.2. Sources des especes reactives oxygenées

Les ERO sont produites par différentes sources tant endogénes (figure 18) qu’exogenes:
a) La mitochondrie est la source majeure de la production cellulaire de ’anion superoxyde,
principalement du a la réduction partielle de NADH déshydrogénase et la réduction partielle
de I"ubiquinone /ubisemiquinone / ubiquinol par le complexe | et Il respectivement (Roede
et Jones, 2010). Par ailleurs, les peroxysomes semblent étre les sources endogenes majeures
des ERO (principalement H202) via la -oxydation des acides gras (Beckman et Ames,
1998; Gulcin et al., 2006).

l NADPH oxydase i

- | Lipoxygénase |

2
TgwEm=es
*NO

/ H202
ONOO"- GSH-Px
NO-synthase |

Peroxysome

catalase
Chaine de transport H20>; —» HO0+1/20.
mitochondriale

Mn-SOD

O™ » H20->

Membrane de la cellule

Figure 18. Principales sources endogénes d’espéces réactives oxygénées. GSH-Px: glutathion

peroxydase, SOD: superoxyde dismutase (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).
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b) L’inflammation est par ailleurs une source importante d’ERO. Rodrigo et ses
collaborateurs (2011) ont rapporté que lors des processus inflammatoires, les neutrophiles
activés produisent I’anion superoxyde via I’action de la NADPH oxydase liée a la membrane
sur I’oxygeéne moléculaire. Les neutrophiles produisent aussi le radical de monoxyde d’azote
qui est a ’origine d’une molécule plus réactive, le peroxynitrite (ONOO-), un puissant
oxydant qui peut se décomposer pour former le radical hydroxyle (voir la réaction 11).
c) Plusieurs systemes enzymatiques produisent les ERO au cours des réactions biochimiques.
Le cytochrome P450 peut réduire directement O2 en O2e¢- en causant le stress oxydatif
(Goeptar et al., 1995). Le cytochrome P450 peut aussi prendre une voie alternative appelée
"cycles redox" dans lesquels un substrat accepte un électron du cytochrome P450 et le
transfére a I’oxygene générant 1’anion superoxyde (Beckman et Ames, 1998).
d) Au court du catabolisme des purines, la xanthine oxydoréductase catalyse 1’hydroxylation
oxydative de I’hypoxanthine en xanthine et par la suite de la xanthine en acide urique en
produisant I’anion superoxyde (Vorbach et al., 2003; Chan, 2003).
e) Durant le métabolisme de 1’acide arachidonique, les lipooxygénases et les cyclooxygénases
génerent des ERO (Ahsan et al., 2003; Lee et al., 2004). De plus, dans des conditions
normales, 1’oxyde nitrique synthase convertit 1’arginine en citruline et en monoxyde d’azote
(Guzik et al., 2003).
f) Les métaux toxiques (chrome, vanadium, cuivre) et aussi le fer libres générent en présence
de H202 les radicaux HO. par la réaction de Fenton. La plupart des métaux de transition, en
particulier le fer et le cuivre, sont des cofacteurs essentiels aux enzymes. Dans leur forme
libre, ces ions peuvent, dans les systémes biologiques, faciliter le transfert d’électrons aux
macromolécules susceptibles comme les protéines, les lipides et I’ADN (Zadak et al., 2009).
g) Les facteurs environnementaux tels que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments,
les réactifs chimiques, les solvants industriels et la pollution sont des sources exogenes des
ERO qui peuvent causer 1’oxydation des composants biologiques (Zadak et al., 2009).
11.4.3. Conséquences biologiques des espéces réactives oxygénées

La surproduction des ERO est responsable des lésions directes des molécules
biologiques ainsi que des lésions cytotoxiques et mutagénes par les produits liberés,
notamment lors de I'oxydation des lipides.

L'anion radicalaire superoxyde comme le monoxyde d'azote ne sont pas tres réactifs,
mais constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives. Les radicaux hydroxyles sont
au contraire les plus dommageables pouvant s’attaquer a toutes les molécules biologiques a

savoir I’ADN, les protéines et les lipides (Gardes-Albert et al., 2003; Ahsan et al., 2003).
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En fait, Verdan et ses collaborateurs (2011) ont rapporté que la réaction de Fenton
productrice de radicaux hydroxyles est la cause primaire de la mort cellulaire par
I’endommagent de I’ADN.

Par ailleurs, la réactivité du peroxyde d’hydrogene réside dans sa capacité de traverser
facilement les membranes cellulaires des organites dans le cytoplasme et par conséquent il
oxyde un nombre élevé de composes et structures cellulaires (Gido et al., 2010).

a) Peroxydation lipidique

Parmi les cibles les plus susceptibles a I’action des ERO sont les acides gras
polyinsaturés comme 1’acide linoléique et I’acide arachidonique. L’abstraction d’un atome
d’hydrogéne a partir d’'une molécule d’acide gras polyinsaturé initie le processus de la
peroxydation lipidique. Un atome d’hydrogene est pris d’une deuxiéme molécule d’acide gras
polyinsaturé résultant en un nouveau radical libre (Ahsan et al., 2003). Ces radicaux peuvent
déclencher une chaine de réactions de peroxydation au niveau des acides gras des
phospholipides membranaires, conduisant a 1’altération de la membrane et la perte de
I’organisation de sa structure de bicouche lipidique qui est nécessaire a la fonction des
enzymes liées et des récepteurs (Evans, 2000). Dans une premiére étape de la peroxydation,
les acides gras se transforment en peroxydes lipidiques puis sous 1’action des métaux de
transition ils se decomposent en une série de sous-produits a savoir les aldéhydes et les
hydrocarbones. La malonedialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (HNE) sont des
exemples d’aldéhydes résultants de la peroxydation lipidique et sont utilisés comme
marqueurs suivis lors de la détection de peroxydation lipidique chez les patients (Pincemail et
al., 1999). Les ERO ainsi que la MDA et le HNE peuvent aussi oxyder les lipoprotéines de
faible densité (LDL), riches en acides gras polyinsaturés causant un nombre de changements
structuraux et fonctionnels (Aruoma, 1999). Ces LDL modifiées sont reconnues par les
macrophages au sein desquels elles s’accumulent en formant des cellules spumeuses. En
s’accumulant dans 1’espace interstitiel, ces cellules contribuent au développement de
I’athérosclérose (Pincemail et al., 1999).

b) Oxydation des protéines

Les structures (primaire, secondaire et tertiaire) et les fonctions des protéines sont aussi
altérées par les ERO. Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout
celles qui comportent un groupement sulfhydryle (SH). C'est le cas de nombreuses enzymes
cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi €tre oxydées et inactivées. L’oxydation
protéique catalysée par les ions métalliques conduit a 1’addition de groupes carbonyles, la

formation des liaisons croisées et la fragmentation des chaines peptidiques. Les produits de la
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peroxydation lipidique peuvent réagir avec le groupement sulphydryle de la cystéine ou avec
les acides aminés basiques (histidine, lysine) affectant leurs caractéristiques biologiques
(Ahsan et al., 2003). Le dommage oxydatif des protéines peut affecter la fonction des
récepteurs, des enzymes et des protéines de transport, etc., et peut méme générer de nouveaux
antigenes qui provoquent des réponses immunitaires (Aruoma, 1999; Favier, 2003). Les
produits du dommage oxydatif des protéines peuvent contribuer au dommage secondaire
comme [’inactivation des enzymes de réparation de ’ADN et la perte de fidélit¢ des ADN
polymérases (Aruoma, 1999).

D’autre part, la surproduction des especes réactives du nitrogéne conduit aux réactions
de nitrosylation des protéines et par conséquent a 1’altération de leurs structures et 1’inhibition
de leurs fonctions (Valko et al., 2007).
¢) Oxydation de PADN

Le dommage oxydatif aux acides nucléiques inclue 1’addition des bases et des groupes
de sucres, cassures au niveau de la simple et double hélice ainsi que la formation des liaisons
croisées avec d’autres molécules (Beckman et Ames, 1998). La thymine et la guanine sont
plus susceptibles aux modifications suivies de la cytosine et I’adénine. La thymine glycol est
le produit d’oxydation majeur, et sa présence dans 1’urine sert d’indicateur du dommage de
I’ADN. La réduction de la guanine résulte de I’ouverture de sa structure cyclique formant le
formamidopyrimidine. Son oxydation, cependant, conduit a la formation du 8-hydroxy-2’
déoxyguanosine, un produit majeur dont la présence dans I’urine sert de bio-marqueur du
dommage oxydatif de I’ADN et qui est capable d’induire des mutations spécifiques
conduisant au développement du cancer (Pincemail et al., 1999).

d) Oxydation des glucides

Le glucose peut s'oxyder en présence des ions métalliques conduisant a la libération des
cétoaldéhydes, H202 et OH. qui peuvent entrainer la coupure des protéines ou leur glycation
par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomeéne de glycosoxydation est trés important chez
les diabetiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier,
2003).

I11. Les antioxydants

Pour contourner les dommages causés par les ERO, la cellule fait appel a des systemes
de défense appelés antioxydants (figure 19). Un antioxydant est défini comme toute substance
ayant la capacité de retarder, prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible
(Halliwell et Gutteridge, 2007). Ainsi, les antioxydants servent a contrbler le niveau des

espéces réactives pour minimiser le dommage oxydatif (Tang et Halliwell, 2010).

-33-



Etude Bibliographique Chapitre 111 : Les Activités biologiques

I11.1. Antioxydants enzymatiques

Les superoxyde dismutases (SODs) sont une classe d'enzymes apparentées qui
catalysent la dégradation de l'anion superoxyde en O2 et H202. Les cellules humaines
possédent une enzyme SOD mitochondriale ayant le manganese dans son site actif (MnSOD)
ainsi qu’une enzyme SOD cytosolique et une SOD extarcellulaire ayant le cuivre et le zinc
(Cu-ZnSOD) comme coenzymes (Favier, 2003). Due a sa relative stabilité, le H202 produit
par les SODs est régulé enzymatiquement par les catalases et les peroxydases (Blokhina et
al., 2003). Les catalases sont des enzymes localisées dans les peroxysomes et catalysent la
conversion du H202 en H20 et O2. Tandis que les glutathion peroxydases éliminent le H202
par son utilisation dans I’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG)
et requiérent le sélénium dans leur site actif pour cette activité (Aruoma, 1999). La glutathion
réductase, qui est une enzyme contenant le FAD, génere GSH a partir de GSSG via le

NADPH comme source de pouvoir réducteur (Aruoma, 1999).
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Figurel9. Espéces réactives oxygenées et systemes de protection permettant de limiter leur
effet toxique. GSH: glutathion, Cl-: anion chlorure, MPO: myéloperoxydase, SOD:
superoxyde dismutase, Se-GPx: glutathion peroxydase séléno-dépendante

(Pincemail et al., 1999).
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111.2. Antioxydants non enzymatiques

» Le glutathion : Le glutathion est un tripeptide dont la fonction thiol lui confére un réle
d'antioxydant, voire, de réducteur (donneur d'électron ou d'atome H), qu'il exerce vis-a-vis
de nombreuses espéces oxydées, et en particulier vis-a-vis de l'eau oxygénée et des
radicaux hydroxyles (Gardes-Albert et al., 2003). Toutefois, le réle protecteur de GSH
semble provenir de sa capacité a réagir avec les radicaux. Dans ce cas, un phénomeéne de
"réparation” des radicaux R- en produits réduits RH se produit (Lal, 1994).

» L’acide ascorbique :L 'ascorbate (vitamine C) est un trés bon capteur de radicaux libres
oxygénés aussi bien hautement réactifs tels que les radicaux OH. que tres peu réactifs tels
que les radicaux O2°. Sa capacité de donation d’électrons dans une large gamme de
réactions enzymatiques et non enzymatiques le qualifie de meilleur agent de détoxification
des radicaux oxygénés dans la phase aqueuse (Blokhina et al., 2003). En réagissant avec
ces divers radicaux, l'ascorbate (AscH-) est oxydé en radical ascorbyle (Asc--) qui est
relativement inerte vis-a-vis des molécules biologiques. De plus, ’ascorbate est muni
d’une propriété importante: la réparation de deux autres antioxydants, le glutathion (GSH)
et I'a- tocophérol (o-TH) a partir de leurs formes radicalaires. L'ascorbate est recyclé, tout
au moins en partie, par dismutation du radical ascorbyle (Gardes-Albert et al., 2003).

» Le a-tocophérol : Parmi les tocophérols naturels, le a-tocophérol (vitamine E) est le plus
efficace in vivo. Son role essentiel est de capter les radicaux lipidiques peroxyles (LOO')
alkoxyl (LO) et alkyl (L) qui propagent les chaines de peroxydation lipidique. La réaction
entre les radicaux lipidiques et le a-tocophérol (a-TH) se passe au niveau de I’interphase
membrane-eau ou ce dernier perd un atome d'hydrogéne et se transforme en radical o-
tocophéryle (a-T-), tandis que le radical peroxyle est réduit en une molécule
d'hydroperoxyde (Blokhina et al., 2003). Le recyclage de la vitamine E par des systéemes
réducteurs dont le plus important est I'ascorbate lui permet de jouer son réle d'antioxydant
a plusieurs reprises (Gardés-Albert et al., 2003)

» Les caroténoides : Les caroténoides tels que le B-carotene constituent une vaste famille de
composés qui sont généralement des bons capteurs de radicaux hydroxyles et peroxyles ce
qui les rend susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. En outre, les
caroténoides ont un role spécifique de capter 'oxygéne singulet, 1O, ce qui leur permet
d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la
lumiere solaire. L'ensemble de ces propriétés antioxydantes permet d'expliquer, en partie,
les bénéfices apportés par les régimes alimentaires bases sur une consommation de fruits,
de 1égumes, de thé et d’autres produits végétaux (Gardes-Albert et al., 2003).
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» Les oligoéléments : Les oligoéléments ou les éléments-trace (zinc, selénium, cuivre,
manganése) constituent des cofacteurs nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes
(figure 20). D’autres constituants de I’alimentation, comme les vitamines du groupe B, le
chrome ou le magnésium agissent comme des antioxydants indirects via la régulation de
I’homocystéinémie (vitamines du groupe B), ’amélioration de la sensibilité a I’insuline
(chrome) ou la lutte contre I’inflammation (magnésium).

La synthese du glutathion, un des antioxydants le plus important de 1’organisme, dépend

fortement de 1’apport nutritionnel en acides aminés tels que la méthionine (Roussel, 2009).

Zn Se Mn Cu vitamines Amino-
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¥ v
SOD Cu-Zn
glutathion réductase
méttallc:llhlog:lnes voie des pentoses
st métabolisme CH2a
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- v
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Figure 20. Oligoéléments nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes
(Roussel, 2009).

» Les protéines plasmatiques : Les transferrines sont des protéinse plasmatiques douees
d’activité antioxydante car elles possedent une capacité de fixation importante au fer. Elles se
trouvent saturées a 30% en ce métal de transition de sorte qu’il n’est pas possible de trouver
du fer libre dans le sang de sujets sains.

Dans des cas pathologiques, le fer peut étre libéré de ces protéines de transport (ferritine,
lactoferrine) et se retrouver dans le sang sous une forme libre capable d’initier des réactions
productrices de ERO (Pincemail et al., 1999).

» Les polyphénols : Plusieurs études épidémiologiques ont montré qu’il y a un rapport
inverse entre la prise d’aliments riches en polyphénols (les fruits et les légumes) et le risque

des maladies reliées a I’age comme les maladies neurodégéneératives (Hu, 2003; Bubonja-
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Sonje et al., 2011). Cette relation est souvent attribuée aux puissantes activités anti-oxydantes
des flavonoides et d’autres polyphénols associées a leurs propriétés redox permettant
d’éliminer les effets d’espéces réactives de 1I’oxygene (Ketsawatsakul et al., 2000) ainsi que
de chélater les différents métaux de transition (Gulcin et al., 2010).

Les flavonoides sont de puissants antioxydants vis-a-vis des radicaux libres dus a leur
propriété de donation d’atomes d’hydrogéne disponibles dans les substituants hydroxyles de
leurs groupes phénoliques (Sandhar et al., 2011). Leur capacité de donation d’hydrogéne
augmente avec |’augmentation de I’hydroxylation de leurs cycles phénoliques. Cette
caractéristique structurale peut étre observée dans les flavonoles comme le kaempférol
quercétine et myricétine ou I’activité antioxydante est croissante en fonction du nombre des

groupements OH dans la molécule (figure 21) (Le et al., 2007).

R
‘R
HO 0 .
R
OH
OH O

Figure 21.Structures de quelques flavonoles. Kaempférol: 2R=0H, 1R =3R =H; Quérétine:
1R=2R=0H, 3R=H; Myricétine: 1R=2R=3R=0H.

En outre, les polyphénols agissent contre la peroxydation lipidique de deux fagons: par la
protection des lipides cibles contre les initiateurs de 1’oxydation ou par stabulation de la phase
de propagation. Dans le premier cas, les antioxydants dits préventifs entravent la formation
des ERO ou ¢éliminent les especes réactives responsables de 1’initiation de I’oxydation comme
02, !0, et OH- . Dans le second cas, les antioxydants dits briseurs de chaine perdent
généralement un atome d’hydrogéne en faveur des radicaux propagateurs de 1’oxydation
(LOO) pour stopper la propagation de la peroxydation (Laguerre, 2007) selon la réaction ci-
dessous.

A-H+LOO: ——» A +LOO-H
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Les flavonoides exercent des effets antioxydants aussi par la chélation des ions
métalliques. 1l a été postulé par Verdan et ses collaborateurs (2011) que la quercetine et
myricétine forment des complexes avec les différents métaux (Fe2+, Zn2+, Fe3+, etc.) via les
groupements hydroxyle des trois cycles: les groupes hydroxyles du cycle B ainsi que les
groupes 3-hydroxy-4-céto et 5-hydroxy-4-céto des cycles A et C. Néanmoins, les deux
groupes 3-hydroxy et 5-hydroxy sont particulierement intéressants car ils sont en compétition
pour la fixation du métal .

En plus, les flavonoides sont des inhibiteurs des enzymes impliquées dans la production
des ERO. En effet, Sandhar et ses collaboratuers (2011) ont rapporté que les flavonoles
quercétine, kaempferol et galangine, ainsi que le flavone apigénine sont des inhibiteurs des
enzymes du cytochrome P450 impliquées dans la production des ERO.

IV. Méthode d’étude d’activité des antioxydants :

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer I'activité antioxydante des aliments et
les systemes biologiques (Ali et al., 2008 ; Scherer et Godoy, 2009). Elles peuvent étre
classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert d’atome d’hydrogene,
soit par le transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno, 2002 ; Huang etal ., 2005).

Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer la peroxydation lipidique en
utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette propriété est
exprimée par la mesure du degré d’inhibition de 1’oxydation (Sanchez-Moreno et Larrauri,
1998).

Alors, les méthodes du deuxiéme groupe sont celles qui interviennent dans la mesure de
I’habilit¢ du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage du peroxyde
d’hydrogéne (H202), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle ("OH), des anions
superoxyde (0°2), du peroxyle (ROO") et de 1’oxyde nitrique (NO’) (Sanchez-Moreno,
2002).

Parmi ces techniques, nous citons :

> la méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de 1’oxygéne) (Cao et al .,
1993).

> la méthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC
(Capacité antioxydante équivalente de Trolox) (Miller etal ., 1993)

> la méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) (Benzie et Strain,
1996).

> La méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Brand-Williams et
al ., 1995).
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la méthode de DMPD (Balayage du radical cation N, N- dimethyl-phenylenediamine)
(Liet al ., 1994).

la méthode TOSC (Capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux)(Winston et al .,
1998).

la méthode TRAP (Parametre du piégeage du radical total) (Wayner et al., 1985).

la méthode photochémiluminescence (PCL) (Popovetal ., 1987)

la méthode d'hémolyse (Charfi, 1995).
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I. Matériel végétal :

Notre travail expérimental ayant pour objet 1’étude de ’activité antioxydant des extraits
de la Plante médicinale Alchemilla Vulgaris.L obtenus a partir d’une phytothérapeutes .
L’¢tude expérimental a été effectuée au sein du laboratoire de Biochimie, Université Abbés
Laghrour - Khenchela.
I.1.Préparation du matériel :

La partie aérienne seche de la plante est récupérée, stockée dans des bocaux fermés
hermétiquement et placée dans un endroit a I’abri de la lumicre et de la chaleur avant son
utilisation apres son broyage.

I. 2. Appareils et produits chimiques

> Hexane
» Meéthanol ou éthanol
» Chloroforme

» Acétates d’éthyle

Réactifs 1-butanol

NA2 COs: préparé dans I'eau distillee
Réactif de Folin ciocalteau: dilué au 1/19 avec de l'eau distillée.
AICI3: préparé Dans le méthanol.

Solution de DPPH préparée dans Le méthanol

vV V VYV VvV V V

Acides ascorbique

» Balance de précision

Appareillage > Rota vapeur.
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1.3. Préparation des extraits.
1.3.1 Préparation de I’extrait méthnolique

La partie aérienne de la plantes (20g) fraichement récoltée sont mise a macérer dans un
mélange méthanol/eau (80 :20 V/V) pendant 48 heures a température ambiante. L’extrait
hydroalcoolique est récupéré apres filtration du mélange, le méthanol est éliminé du filtrat
par évaporation a 1’aire pendant 24h permettant ainsi d’obtenir 1’extrait méthanolique qui est
conservé a température ambiante pour le dosage des polyphénols totaux et flavonoides
(Cetkovic et al., 2007).
1.3.2.Préparation des I’extraits aqueuses .

Les différentes étapes de la préparation des phases n-hexane, chloroformique, acétate
d’¢éthyle et n-butanolique de la partie aérienne du plante selon la méthode suivante :

La quantité de matériel végétal obtenue (50 g) a subit une macération dans un mélange
hydroalcoolique (Ethanol/Eau ; 80 : 20 ; v/v) pendant 72 heures. La macération est répétée 3
fois avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas de 24 heures.

L’homogénat est filtré sur du papier filtre Wattman N°1.

Les trois extraits hydroalcooliques sont additionnés et évaporés a sec a I’aide d’un
évaporateur rotatif a une température de 40 - 50 °C. L’extrait sec est conservé aprées 1’ajout
de 20M1 d’eau distillé, a température ambiante.

La solution ainsi obtenue et filtré puis laissée au repos pendant une nuit pour
décantation. Cette décantation permet le dép6t des lipides, de la chlorophylle, des
polyphénols, des flavonoides.

Apreés filtration on obtient une solution aqueuse claire. Cette phase aqueuse subit une
extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en
commengcant par n-hexane, le chloroforme, puis 1’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.

Les quatre phases organiques récupérées sont séchées.
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“ Méthode D’extraction Des Flavonoides

—____=

Matiére végétale ‘

Maceération a froid dans un mélange
METHOH/H20 80% 3 fois 24H et la quatriéme
a chaude
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Figure22.Protocole D’extraction Des Flavonoides (Cetkovic et al., 2007).
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I.4.Détermination des rendements d’extractions

Le rendement des extraits est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids de la solution

. Il est exprimé en pourcentage selon la formule suivante

Rendement d’extraction (%)=Ps /Pp x 100

Ou : Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (g),
Pp : Poids de la solution en gramme (g).

I1. Méthodes de caractérisation quantitative des polyphénols :

La caractérisation quantitative des différentes phases de la plantes a été réalisée de la
Maniére suivante :
11.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a
été décrit en 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son utilisation s'est largement répandue
pour caractériser les extraits végétaux d'origines plus diverses.
11.1.1.Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (HaPW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est
réduit lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu de tungsténe et
demolybdene (Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont I'absorption maximum a environ
760-765 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits
végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
11.1.2.Méthode de dosage

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie, dont la concentration
est de 1mg /1ml, suivant le protocole appliqué en 2006 par Wong et ses collaborateurs.
Briévement 200ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1ml de réactif
de Folin-Ciocalteu 1/19 . Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 4 minutes.

Apreés I’incubation 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na2COs (7.5%) a été
ajoutée. Le mélange 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
spectrophotomeétre (VIS BECKMAN Modele 34) a 765 nm.
La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide gallique a différentes concentrations (0-

200 pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi
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exprimés en ug d’équivalent d’acide gallique par Img poids sec de I’extrait (ug EAG/1mg
EXS).Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
11.2.dosage des flavonoides :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par (Djeridane et al., 2006) et
(Boudiaf, 2006) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

11.2.1 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’AlCIz (2% dans le méthanol). Le
mélange a été vigoureusement agité et l'absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes
d’incubation.

Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que 1’extrait est remplacé par le solvant.

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = a x + b) réalisé par un standard d’étalon "la quercétine” a différentes
concentrations (0,5,10,15,20,25,30,35,40 pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme

d’extrait (ug EQ/mg)
Dosage des polyphénols totaux
I| 800 ul de la solution Na,Co3 |I 1ml de réactif folin —ciocalteu

apres A minutes

2 heures a température
ambiante a I’obscurité

Lecture a 765nm

Figure 23. protocole de dosage des composes phénolique (Wong et al., 2006).
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Dosage des flavonoides

1ml d’extrait

1ml d’une solution méthanoique d’AlCI 5(2%0)

30mn a température ambiante

Lecture a 430mn

Figure 24.protocole de dosage des flavonoides (Djeridane et al., 2006).

11.3. Méthodes de dosage des activités antioxydantes in vitro
11.3.1. Le test de piégeage du radical DPPH
11.3.1.1. Principe

Le test DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de I’activité antioxydante.

En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables.
Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La
présence de ces radicaux DPPHe¢ donne lieu a une coloration violette foncée de la solution. La
réduction des radicaux DPPHe par un agent antioxydant entraine une décoloration de la
solution (Molyneux, 2004). Le changement de couleur peut é&tre suivie par
spectrophotométrie a 517nm et de cette fagon le potentiel antioxydant d'une substance ou un

extrait de plante peut étre déterminée (Popovici et al., 2010 ; Molyneux, 2004).
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(2 L] (2 L]

N N
I + Antioxydant -OH > I + Antioxydant-Oe
Ne. NH
NO-> ~ :/L _~NO, NO, \ij‘/ NO>
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 25. Equation du radical DPPH transformé en DPPHH (Talbi et al., 2015).

Notons que compte tenu de la solubilité en milieu organique du DPPH, cette méthode est plus
adaptée pour les dosages qui se déroulent en milieu alcoolique (méthanol et éthanol).
11.3.1.2. Méthode de dosage

Dans notre étude, ce test a été évaluée suivant le protocole appliqué par Mansouri et al
(2005). Et ses collaborateurs. Brievement, de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol
(6x10-5 M). 25 ul de différentes dilutions des extraits de plante sont ajoutés a 975 ul de
solution méthanolique de DPPH. Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumiére a
la température ambiante pendant 30 minutes.

Nous avons utilise différentes concentrations (5,10,15,20,25,30mg /ml) des
échantillons étudiés en méme temps que le control positif acide ascorbique .
Le control négatif est préparé de la méme condition opératoire sauf que 1’extrait est remplacé
par le solvant.
Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min.
La décroissance de 1’absorbance est mesurée au spectrophotométre et le % PI (pourcentage

d’inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous :

%PI=% x 100

La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations qui
correspondent a 50 % d’inhibition (IC50); la valeur d’IC50 la plus faible correspond a
I’efficacité de I’extrait la plus élevée. La valeur de I’IC50 est exprimée en pg/ml (3 répétitions
pour chaque concentration).

I11. Traitement des données :

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2007. Les résultats

des tests effectues sont exprimés en moyenne * écart-type, (n = 3). Les valeurs d’IC50
(concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir

de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].
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|. Détermination de rendement d’extraction:

L’extraction et la préparation des phases n-hexane, chloroformiques, acétate d’éthyle
et n-butanolique de la partie aérienne du plante a permet d’obtenir des extraits de différente
couleurs, vert fonce, marron, jaune et un extrait méthanolique vert foncé.

Le rendement de ces extraits apres le séchage a I’air ont été déterminés dans le tableau ci-
dessous.
Tableau 4. Rendements des extraits de la plante Alchemilla vulgaris L.

Matiére Extrait Couleur Rendement %o

vegeétale (g)

' 20g  méthanolique  Vert foncé 6185  26% |
n-hexane Vert foncé 29 4%
chloroformique Vert claire 39 6%
50g Acétate d’éthyle marron 89 16%
n-butanolique jaune 19 2%

30%

25%

20%

B méthanolique

15%
H n-hexane

10% B chloroformique

1 Acétate d’éthyle

59% 1-butanolique

0%

Figure26. les différents rendements des extraits de la plante Alchemilla vulgaris L.
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Les résultats obtenus montrent que le rendement en extrait méthanolique (26%b) est
Iégerement supérieur a celui des extraits n-hexane (4%o), chloroformiques (6%o), acétate
d’éthyle (16%) et n-butanolique (2%o).

D’une manicre générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une
plante a une autre de la méme famille mais également en fonction des paramétres due aux
techniques d'extraction utilisées, et a la composition chimique qui differe d'un extrait a
I’autre, la température, le solvant d’extraction, la taille des particules.

Il a été démontré que pour I’extraction par les solvants a température élevée permettait
d’obtenir des rendements plus é€levés en extraits secs que lorsqu’ils sont obtenu a
température ambiante aussi la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer le
processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout en
préservant la bio-activité de ses constituants (Majhenic et al., 2007).

I1. Quantification des composés phénoliques :

11.1 .Dosage des composés phénoliques totaux :

La teneur en phénols totaux, des extraits méthanolique, acétate d’éthyle et n-
butanolique estimée par la méthode de Folin- Ciocalteu pour chaque extrait a partir d’une
gamme étalon établie avec différentes concentrations d’acide gallique .

Les résultats obtenus sont exprimés en g équivalent d’acide gallique par mg de
I’extrait (ug EAG/mg E ). En plus de sa sensibilité, cette méthode de dosage représente
une productibilité puisque I’absorbance et étroitement corrélée a la concentration de 1’acide

gallique utilisé dans la gamme étalon, R? = 0,998.

25 y=0.011 x +0.037
R%2=0.998
)
N 15
©
3
c
8 1
o
3
<

0,5

0 < : K
Concentration de ’acide gallique (ug :ml)

Figure 27.Droite d’étalonnage de I’ Acide Gallique ((Moyenne £ SD de trois essais).
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Les résultats sont montrés dans le tableau ci-dessus
Tableau 5. Teneur en polyphénol des extraits méthanolique , acétate d’éthyle et n-

butanolique de la plante Alchemilla vulgaris L.

Extrait Polyphénol( ug EAG/mg
E)
acétate d’éthyle 40.72 +£ 0,012
meéthanolique 41.1 £0,009
n-butanolique 16 £ 0,011

D’apres les résultats, on peut constater que tous les extraits de la plante étudiés, sont

riches en polyphénols mais avec des quantités différentes.
La (tableau 5) montre que I’extrait méthanolique posséde la plus haute teneur en
polyphénols (41.1 £ 0,009 ug EAG/mg E ), suivi par I’extrait acétate d’éthyle (40.72 +
0,012 ug EAG/mg E ) et enfin I’extrait n-butanolique (16 £ 0,011 ug EAG/mg E ).
11.2. Teneur des extraits en flavonoides

La quantification de flavonoides a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linaire (y=ax) réalisé par une solution étalon (Quercitine) a différents concentration.

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été alors calculée a partir de la courbe
d’étalonnage et exprimée en milligrammes équivalent en Quercitine par gramme d’extrait ,
la mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d'onde de 415nm.

3 -

y=0.066 x +0.000
ik R2=0.998

2
S
e 15
[e0]
<t
ol 1
3
C
=2 0,5
S
-2 0 % T T T ==

0 10 20 30 40 50

Concentration de I'acide gallique (pg /ml)

Figure 28.Droite d’étalonnage de la quercétine ((Moyenne + SD de trois essais).
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Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :
Tableau 6. Teneur en flavonoides des extraits méthanolique , acétate d’éthyle et n-

butanolique de la plante Alchemilla vulgaris |

méthanolique 4.22+0.017
acétate d’éthyle 2.28+0.002

n-butanolique 0.93+0.002

D’apres les résultats du (tableau 6) que la quantité de flavonoides varie entre 4.22 et
0.93 ug EQ/mg E de la matiére seche. Le taux de flavonoides le plus élevé ont été détecté
dans I’extrait méthanolique, il est 2 fois supérieur a celle trouver dans la fraction d’acétate
d’éthyle (2.28 ug EQ/mg E) aussi bien dans I’extrait n-butanol (0.93 ug EQ/mg E).
Discussion :

les extraits de la plante contenant une faible quantité des flavonoides par rapport aux
composes phénoliques totaux , il doit contenir d’autres classes de composé phénoliques ce
qui a confirmer par (Wichtl et al.,2003) ; ( Bruneton,2009) qui trouvent que cette
drogue est riche en tanins hydrolysables (agrimoniine, pédunculagine, laevigatine )
représentant au minimum 6% de ses constituants exprimeés en pyrogallol (Wichtl et al.,
2003) ; (Bruneton,2009).Elle contient aussi des flavonoides (environ 2%) tels que
glycosides et quercétine libres (Wichtl et al.,2003) .On note aussi la présence de
triterpénes (Bruneton,2009) . Des proanthocyanidines sont aussi identifiés ainsi que de
nombreux composés phénoliques (acides gallique, ellagique, chlorogénique) Moller C. et
al., (2009).
Aussi Okuda et al ., 1992 a montre que les tannins hydrolysables sont largement distribuer
dans la famille des Rosaceae spécialement dans A. vulgaris.

L’extrait méthanoique indique la présence des différentes groupes fonctionnelels tel
que les alcenes, les alcools, les esters, les acides carboxyliques, les composé nitrés, les
composants aliphatiques et les alcanes (Altameme et al ., 2015) Cependant il est plus
riche en polyphénols que les 2 autres fraction d’acétate d’éthyle et de butanol, cela due a la
faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient principal du dosage

colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
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d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais ¢galement de certains
sucres et de protéines etc. (Gomez et al., 2006).

La teneur en polyphénols et en flavonoides peut étre influencée par d’autres

parametres :
Le solvant d'extraction élu des substances non phénoliques comme les sucres, les protéines
et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique (Djeridane et
al., 2007). Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés
phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de
composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé
(Tawaha et al., 2007).

La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également
influencer 1’estimation de la teneur des phénols totaux. (Lee et al., 2003). Selon les
especes, les organes, les tissus ou encore les différents stades de développement (Robards
et al., 1999 ; Gresele et al., 2011).le patrimoine génétique, la période de la récolte et le
stade de développement de la plante. (miliauskas et al., 2004).
les facteurs climatiques et environnementaux : la zone geographique, sécheresse, sol,
agressions et maladies, etc. (miliauskas et al., 2004).

Il a été prouvé que les teneurs des phénols totaux et des flavonoides sont élevees lorsque le
milieu de vie de la plante n’est pas adéquat, dans ce cas la plante 56 favorise la synthese
des métabolites secondaires afin de s’adapter et survivre (Tim et al ., 2005 ; Piquemal
2008).

I11.L’étude du pouvoir antioxydant :

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation (Rice-Evans CA, et al., 1995). De nombreuses méthodes sont utilisées
actuellement pour évaluer cette activité. Le radical DPPH a été largement utilisé pour
I’é¢tude de I’activité antiradicalaire des différents extraits végétaux. Le composé chimique
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut 1’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la
relation structure activité antioxydante des composés phénoliques (Brand-Williams W, et
al., C 1995) .1l possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. La réduction
de ce radical s’accompagne par son passage de la couleur violette caractéristique de la
solution de DPPH & la couleur jaune mesurable par spectrophotométrie a 517 nm. A partir
des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la

formule donnée auparavant. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes
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représentées sur la (Figures 29) qui montrent la variation du pourcentage d’inhibition en

fonction des concentrations de nos extraits.

90
’o\? 80
g 70
© . , .
E 60 / _ Extrait méthanolique
S 50 . .
© _ Acide ascorbique
Z 40 -
% 30
= ,/ _ Extrait butanol
(8]
o 10

0 T T T T

0 5 10 15 20
Concentration (mg/ml)

Figure 29.Changement de I’activité anti-radicalaire des extraits d’alchemilla vulgaris en
fonction de la concentration ( moyennexSD de trois mesure ).
Nous avons déterminé graphiquement la concentration correspondante a 50 % d’inhibition
(IC50), L’extrait possédant la valeur IC50 la plus basse, exerce 1’activité anti-radicalaire
la plus puissante.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 7.les valeurs d’IC50 de différents extraits étudié

méthanolique 20.78
acétate d’éthyle 10.50
n-butanolique 12.42
A.ascorbique 15.16

Discussion :

Des études minimes sont apportés sur cette plante, donc 1l est difficile de comparer
les résultats avec ceux de la bibliographie .

L’activité antiradicalaire d’extrait méthanoliques pourrait s’expliquer par la richesse

de la plante en tanins hydrolysables représentant au minimum 6% de ses constituants Par
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ailleurs, Uchida et ses collaborateurs suggerent que les tanins ont une action de piégeage
radicalaire sur le radical 1-1 diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (De Bruyne et al ., 1999).
Se qui a démontrer par latache qui ce trouve que le genre Alchemille Les activités anti-
radicalaires et antioxydantes semblant fortement liées a la teneur en tanin 1, tanin
hydrolysable.

1-L’étude montre que les extraits méthanoliques sont moins actifs que les autres extraits
acétate et butanol au contraire de ce qui a trouvé Ondrejovic et al. (2009) que les extraits
méthanoliques sont plus actifs que les autres extraits d’acétate. 1l faut toute fois souligner
qu’il ne s’agit ni de méme solvant ni de méme protocoles d’activité, méme la durée de
conservation et la température pourrait expliquer 1’écart observé entre nos résultats et ceux
de la bibliographie .

2- Pactivité de la fraction butanol est due a leur composition en flavonoides glycolisé
contient aussi des flavonoides (environ 2%) tels que glycosides d’ou( D’Agostino et al.,
1998) qui permet d’identifier ¢ flavonoides de type glycosile quercetin-3-0O-4-D-
glucopyranoside, quercetin-3-O-p-Drutinoside, quercetin-3-O-a-D-arabinofuranoside, 3-
Okaempferol- 6°’-O-(p-coumaroyl)-S-D-glucopyranoside dans cette drogue .

3- I’extrait acétate d’ethyle est plus actif que celle de butanol( Shahidi et Naczk, 2006)
montre que les formes aglycones des flavonoides trouvés le plus souvent dans les fractions
d’acétate d’éthyle sont les plus actives que les formes glycosylées.

Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé des groupements hydroxyles
présentent 1’activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) due & leur pouvoir de
donner plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al., 2007), ce
qui peut expliquer en partie que I’activité anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la
position et de la nature des substituant sur les cycles B et C (groupements hydroxyles,
metaxylés, glycosylés) et le degré de polymérisation (Popovici et al., 2010). Ainsi, I’effet
antioxydant n’est pas Seulement dose-dependant mais également structure-dépendant
(Rodriguez-Bernaldo et al.,2010).

La teneur des polyphénols totaux des extraits du cumin s’est corrélée
significativement (R2 = 0.977) avec leurs activité anti-radicalaire. De méme pour les
extraits du romarin avec un coefficient de corrélation égale a 0.997.

Selon (Turkmen et al., 2007) les polyphénols semble étre des donateurs efficaces
d'’hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.
(Turkmen et al., 2007) ont constaté que les extraits du thé noir ayant une activité anti-
oxydante tres élevée, ont également un contenu plus élevé en polyphénols. Les autres

-53-



Etude expérimentale Chapitre V : Résultats et discussion

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
I'activité biologique (Bourgou et al., 2008).

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 (Falleh et al., 2008).

On a essay¢ de trouver une corrélation linéaire entre les valeurs d’IC50 et les teneurs
en flavonoides, le graphe avec le coefficient de corrélation est présent dans la figure

suivante :
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Figure 30. Courbe de corrélation entre I’activité antioxydante d’IC50 et la teneur en
flavonoides des différents extraits.

Selon (Brunneton, 2009) la famille des composés phénolique est dotée de
nombreuses activités biologiques. Nous avons donc voulu vérifier s'il y a une corrélation
positive entre I"activité antioxydante et la teneur en flavonoides totaux de notre plante.

D’apres ces résultats, on remarque qu’il existe une moyenne corrélation entre les
valeurs d’IC50 du test DPPH et de la teneur en flavonoides (R2 = 0.668), Ceci peut étre

expliqué par la presence des molécules antioxydantes actives autres que les flavonoides.
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L’activité antioxydante est dii a la synergie des composés phénoliques dans les
extraits et dépend non seulement de la concentration mais aussi de la structure de ces
molécules (Rice-Evans et al.,1997) .

Selon (Turkmen et al., 2007) les polyphénols semble étre des donateurs efficaces
d'’hydrogéne 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 lI'un avec l'autre devrait étre pris en considération dans

I'activité biologique (Bourgou et al., 2008).
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Conclusion
Les plantes aromatiques et médicinales sont la source de la majorité des antioxydants
naturels et elles restent encore sous exploitées dans le domaine médicale .Dans I’industrie
pharmaceutique, sachant que les anti oxydants sembleraient de maniére significative a la
prévention des maladies, le développement de nouveaux médicaments a base
d’antioxydants d’origine naturelle doit étre a 1’ordre de jour.
Dans le cadre de notre travail, nous sommes intéressés a 1I’é¢tude du pouvoir antioxydant
des extraits flavoniques d’Alchemilla vulgaris une plante de la famille Rosaceae.

La premiere étape qui consiste a I'extraction des composés phénoliques suite a une
macération puis un fractionnement afin d’obtenir les par quatre factions ; d’ hexane, de
chloroforme, d'acétate d’éthyle et de n-butanol. Le rendement est calculé pour chaque
extrait ou chaque fraction.

La quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a permis de
déterminer les teneurs en phénols totaux par I’'usage de réactif du Folin-Ciocalteu et la
teneur flavonoides par le trichlorure d’aluminium

Les résultats obtenus révelent que les extraits sont plus riche en polyphénols que
les flavonoides .ou I’extrait de brut méthanolique a enregistré la grande teneur en
polyphénols et en flavonoides.

Les résultats obtenus de 1’étude de 1’activité antioxydante nous amene a avancer
les conclusions suivantes :
» Tous les extraits ont révélé des réponses inhibitrices a différents niveaux a
piéger les radicaux DPPH
> Les fractions d’acétate d’éthyle et de butanol sont les meilleurs capteurs des
radicaux libres que I’extrait méthanolique.

D’ou nos perspectives seraient donc intéressant de réaliser d’autres études plus
approfondies et complémentaires de diverses activites biologiques de ces composes
phénoliques de cette plante in vitro et in vivo, et aussi d’identifier les structures
moléculaires de par la combinaison d’autres méthodes physico-chimiques a savoir la
spectrophotométrie IR, la RMN et ses séquences bidimensionnelles ainsi que la
spectrométrie de masse qui peuvent donner une indication importante sur la nature des

composés et leurs mode de substitution.
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Annexe

Figure 1.les étapes de macération, filtration, séchage .



Annexe

Figure 2.Les différentes phases de I’extraction liquide- liquide.




Annexe

Figure 3. Les extraits obtenus.
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Figure 4.Courbes représentants le pouvoir d’inhibition des différents extraits.
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Théme : L’activité antioxydante des extrais de la plante : Alchemilla Vulgaris L

Résumé
Dans le cadre de notre travail, nous sommes intéressés a 1’étude du pouvoir antioxydant des
extraits d’Alchemilla vulgaris : une plante de la famille Rosaceae.

La premiere étape de ce travail est I'extraction des composés phénoliques en utilisant
deux solvants : n-butanol et l'acétate d'éthyle puis la quantification des teneurs en phénols
totaux par 1’usage de réactif du Folin-Ciocalteu et de flavonoides par le trichlorure

d’aluminium.

Le taux des polyphénols (41.1 + 0,009 ug EAG/mg E) et de flavonoides (4.22 + 0,017
Mg EAQ/mg E) de la phase méthanolique est élevé par rapport a celles d’acétate d’éthyle et
de n-butanol.

Les résultats obtenus de I’étude de [Dactivité antioxydante selon la méthode de

DPPH ; (IC50 de I’extrait méthanolique = 20.78, d’acétate d’éthyle = 10.50,de
n-butanol =12.42, d’acide ascorbique=15.16) nous ont permis d’affirmer que tous les
extraits ont révélé des réponses inhibitrices a différents niveaux de piéger les radicaux libres
de DPPH aussi, Les fractions d’acétate d’éthyle et de butanol sont les meilleurs capteurs des
radicaux libres que I’extrait méthanolique.

Mots clés: Alchemilla vulgaris |, polyphénole, flavonoides, activité antioxydante.
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