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Introduction



Depuis la nuit des temps, la premiére préoccupation de I’homme fut de satisfaire ses
besoins alimentaires, puis il dut lutter contre les maladies ou le mal étre qui touchait son corps
et son esprit. Face a la maladie, il a cherché dans son environnement entre autres les plantes
qui pourraient le soulager. Par I’intuition, I’observation, I’expérimentation sur eux-mémes ou
sur des animaux, les hommes sélectionnérent les végétaux utiles, ceux qui nourrissent, ceux
qui soignent, ceux qui empoisonnent ou tuent et ceux qui peuvent étre utile & lachasseou ala

guerre.

Hippocrate (460-370 avant J.C.) souvent appelé « le pére de la médecine » disait :
« Que ta nourriture soit ta médecine et ta médecine, ta nourriture. ». Aujourd’hui, la relation
entre la nourriture et les médicaments se rapproche. Ainsi, le terme « nutraceutique »
mentionneé il y’a 20ans pour décrire une union entre la nutrition et la pharmacie, les deux

principaux contributeurs au bien étre de I’homme.

C’est d’abord vers les plantes toxiques, dont on avait pu constater |’activité sur les étres
vivants, que ce sont orientées les premieres recherches chimiques. C’est la découverte de la
morphine en 1804, extraite du pavot a opium, qui est toujours aujourd’hui le médicament de
référence contre la douleur. Depuis la recherche a fait d’énormes progres avec des outils de
plus en plus performants pour identifier les molécules actives.

Actuellement, I’analyse des aliments est un domaine tres vaste et trés répandu. |l existe
de nombreux laboratoires, tant dans la recherche, dans I’industrie que dans des agences
réglementaires spécialisés dans celui-ci. En (2011), environ 6000 articles et seulement dans
les premiers mois de (2012), environ 20 livres ont éé publiés et directement liés a I’analyse
des aliments, deux d’entre eux en particulier relié al’analyse par la chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) et la spectrométrie de masse (MS) (Stefano V.D. et al., 2012).

D’aprés Merghem R. (2011), les plantes sont une précieuse source de nombreuses
molécules. Ces végétaux synthétisent a coté des macronutriments, minéraux, vitamines, des
phytonutriments ou phytoconstituants. Ces phytonutriments ont parfois des activités
biologiques d’intéré pour I’homme, pharmacologiques (plantes médicinales) ou
nutritionnelles (aliments). Les substances bioactives végétales qui, aujourd’hui, intéressent le
monde médical, I’industrie pharmaceutique mais aussi I’industrie alimentaire appartiennent
essentiellement au groupe des « composés phénoliques ».



Les composes phénoliques ont suscité ces dernieres années un vif intérét due la
reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leurs implications probables dans la
prévention des diverses pathologies associées au stress oxydant.

Ces composés marquent de maniére originale, une famille, un genre ou une espece de
plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique. Chez les végétaux, ils sont
soumis a d’importantes variations quantitatives et qualitatives, ce qui témoigne d’une
dynamique biochimique incontestable. 1ls interviennent dans des processus vitaux les plus
divers d’ou I’importance croissante des éudes consacrées a ces CoOmposes.

Sur le plan phytochimique, ce n’est qu’a partir des années 80 que des équipes
Algériennes se sont intéresse a ce genre de travaux. Les départements de Biologie et de
Chimie de I’Université de Constantine ont été les pionniers dans ce domaine. Plusieurs
travaux de recherche ont fait I’objet de mémoires de these de Magister et de plusieurs
publications et communications nationales et internationales (Merghem R., 2000, Treki A.,
2009 ; Benkiniouar R., 2007).

Le présent travail afait I’objet d’une comparaison entre quelques plantes alimentaires et
d’autres médicinales appartenant I’'une a la famille des céréales et I’autre a la famille des
Lamiacées sélectionnées selon deux marqueurs biologiques (leurs contenus phénoliques et
leurs activités antiradicalaires), retenues d’apres les travaux réalisés dans le Laboratoire de
Biologie Micromoléculaire et Phytochimie (Bellebcir L., 2008, Treki A., 2009, Zeghad N.,
2009, Madi A., 2010).

Nos objectifs sont :

@ Dévoiler d’autres intéréts autres que nutritionnels particuliérement pharmacologiques
aux aliments connus par leur consommation élevée (cas des céréales alimentaires).

@ Trouver une nouvelle source de composés phénoliques peu couteuse ou résiduelle
comme celles des industries agro-alimentaires (exemple les sons et les germes des
céréales). Ces résidus peuvent s’intégrer dans des aliments connus : « aliments nutra-
ceutiques ».

@ L’investigation phytochimique de quelques plantes médicinales connues pour leur
endémisme a la flore d’Algérie peu ou pas encore ayant fait I’objet de ce type de

travaux.

Notre étude se divise en trois grandes parties:



La premiére partie est consacrée aux dernieres actualités bibliographiques, et est répartie

en guatre chapitres. Le premier vise I’étude des composés phénoliques, leurs biosyntheses,

leurs principales classes, ainsi que leurs roles et propriétés biologiques. Le deuxieme décrit le

stress oxydant, définit les principales sources de radicaux libres et leurs implications

physiologiques et pathologiques suivi par la détermination des principaux antioxydants

notamment leurs mécanismes d’actions. Le troisiéme et le quatrieme chapitre décrivent les

matériels d’études particuliérement la structure et la composition chimique des sons et des

germes des céréales et leurs bienfaits sur la santé et les principaux genres étudiés de la

famille des Lamiacée : Origanum, Thymus et Calamintha.

La deuxieme partie traite les méthodes appliquées a savoir :

\V4

\V4

\V4

\V4

Le choix du matériel d’étude et leurs récoltes.

L extraction, purification et fractionnement des composés phénoliques.
Différentes techniques de dosage (Folin-Ciocalteu et la méthode de tri-
chlorure d’aluminium) et de diagnostic (CCM et CCM hidi-mentionnelle).
Isolement et purification des molécules flavoniques par les techniques
chromatographiques préparative et la chromatographie sur colonne.

Analyses par la chromatographie liquide a haute performance.

Test au radical de DPPH®.

La troisieme partie présentera les résultats obtenus et leurs interprétations dans deux

sections: I’'une pour les céréales alimentaires et I’autre pour les plantes médicinales, suivie

par une comparaison et discussion entre elles.

Une conclusion et éventuellement quelques perspectives achéveront notre modeste

étude.



(Premiere partie :

Revue Bibliographique



Chapitre 01 :

Les composés phénoliques



1- Définition et caractéristiques

Largement distribué dans le régne végétal et abondant dans nos régimes alimentaires,
« les composés phénoliques » sont aujourd’hui les composés phyto -chimiques les plus
étudiés (Knezevi¢ S.V.et al., 2012). D’aprés Hurtado-Fermandez E. et al. (2010) beaucoup

de travaux ont été présentés par la communauté scientifique, qui se concentre sur:

@ Lastructure chimique des phénols antioxydants dans les différents aliments végétaux,
des plantes aromatiques et des matieres végétales les plus diverses.

@ Le réle probable des composés phénoliques dans la prévention de diverses maladies
associées aux stress oxydatifs telles que les maladies cardiovasculaires et neuro-
dégénératives et le cancer.

@ La capacité de certaines catégories de composés phénoliques particulierement les
flavonoides pour se lier aux proténes.

@ Lastabilisation des huiles comestibles, la protection de la formation de flaveurs et la
stabilisation de saveurs.

@ Préparation de compléments alimentaires.

Plus de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille et le nombre ne cessent de
croitre (Ignat |. et al., 2011), ils ont en commun un noyau benzénique portant au moins un
groupement hydroxyle. Ils comprennent essentiellement les phénols simples, les acides
phénoliques, les flavonoides, les tanins, les lignanes et lignines. |ls peuvent étre conjugués
avec plusieurs résidus sucrés liés ou ils peuvent également étre liés avec d’autres composés
chimiques, tels que des acides carboxyliques, des amines ou des lipides ou avec d’autres
phénols existants (Martin S., Andrantsitohaina R., 2002).

2- Biosynthese

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires et sont synthétisés, par
des plantes au cours de leur développement normal, en réponse a des infections, des blessures,
des rayons ultra-violet (UV) et des insectes. Ces composés phytochimiques provenant de la
phénylalanine et la tyrosine sont ubiquitaires dans les plantes (Pereira Nunes X. et al., 2012)
(Figure 01).

Les polyphénols sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques :

U Cédle de I’acide shikimique, qui conduit apres transamination et désamination, aux
acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les

phénols simples;;



U Cédleissue de I’acétate/malonate, qui conduit a des polys p-coesters (poly-acétates)
de longueur variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les

dihydroxy 1,8-anthraguinone ou les naphtoquinones.

De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques, due a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée de deux
voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte, «les flavonoides» (Martin S,

Andrantsitohaina R., 2002).
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Figure 01: Les grandes lignes de la biosynthése des principaux groupes de composés
phénoliques (M acheix et al., 2006)
Abréviation des principales enzymes: PAL : phénylaanine ammonidyase; TAL : tyrosine

ammonialyase ; CCR : cinnamate CoA réductase; CAD : cinnamyl alcool déshydrogénase; CHS: chalcone

synthase ; CHI : chalcone flavanone isomérase ; PPO : polyphénoloxydases ; L acc : laccases



3- Principales classes
3-1- Les acides phénaliques

Le terme acide- phynol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et hydroxyl phénolique (Bruneton J., 1999). La pratique
courante en phytochimie consiste a réserver ce terme aux dérives de I’acide benzoique et de
I’acide cinnamique (Figure 02 et 03). Les acides hydroxy benzoiques et hydroxycinnamiques
existent rarement sous forme libres, mais sont généralement trouvés sous formes conjuguées
d’esters et de glycosides (Hager T. et Howard L., 2009).

Les acides phénoliques participent directement aux réactions de stress
environnementaux, comme les attaques par les ravageurs et contribuent au processus de
guérison de la plante par la lignification des tissus endommagés (Manach et al., 2004).

3-1-1-L es acides hydroxybenzoiques

La concentration de I’acide hydroxy benzoique est généralement tres faible chez les
végeétaux comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans I’alimentation humaine par contre
ceux d’acides hydroxy-cinnamiques tels que les acides p-coumariques, férulique et sinnapique
sont tres présents (Macheix J.J. et al., 2006).

C1 { COOH COOH CAOOH COOH COOH

L

[ N i Pl
A0 0L Ol G J
IEJ “T’”‘“r_m "‘\[‘:l ~OCHSs H-i-"l TJ “~oH ch:::T-/I‘:‘\r:’ “0CH;

b |
OH L8 OH oH

Ac. Benzoique  Ac. Protocatéchique  Ac. Vamillique Ac. Gallique Ac. Syrmgique

Figure 02: Quelques exemples d’acides phénols dérivés de I’acide benzoique (Ce-Cy)
(Bruneton J., 1999)

3-1-2-L es acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure
de base (Cs-Cs3) dérive de celle de I’acide cinnamique (Figure 03). Le degré d’hydroxylation
du cycle benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires (par
méthylation chez les acides féruliques ou sinapique) sont un des éléments important de la
réactivité chimique de ces molécules (Macheix J.J. et al., 2006).



R _~._ -~ _COOH
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o == Ri=H,R=0OH : acide caféique
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Ri1= OCH3;, R,=0OCHg3 : acide sinapique
Figure 03 : Quelques exemples d’acides phénols dérivés de I’acide cinnamique (Ce-Cs) (Huang
W.Y. et al., 2010)

3-2-Lesflavonoides
3-2-1- Définition et historique

Le terme flavonoide est dérivé du mot « Flavus» en latin, qui signifie jaune
(Prochazkova D.et al., 2011). En 1937, Albert Szent-Gyorgyi recoit le prix Nobel de
physiologie et de médecine pour ses découvertes dans le domaine des processus de
combustion biologique, notamment concernant la vitamine C et la catalyse de I’acide
fumarique (Szent-Gyorgyi A., 1965).C’est en s’intéressant au transfert d’énergie dans les
plantes (métabolisme des carbohydrates) et aux processus d’oxydation gqu’il découvre une

nouvelle classe de composés, les vitamines P.

Il travaille sur I’oxydation de la vitamine C et Sintéresse au rble de I’enzyme
peroxydase. || démontre qu’une classe de composés polyphénoliques hydrosolubles (flavone,
flavonol, et flavanone) provenant essentiellement des pigments des plantes, intervient dans
I’oxydation de I’acide ascorbique. La peroxydase transforme ces phénols en quinones,
lesguels oxydent ensuite la vitamine C. |l détecte une grande concentration de ces composés
dans le paprika et s’attache a expliquer leurs propriétés biologiques, notamment pour mieux
comprendre leur réle (en synergie avec la vitamine C) dans la guérison du scorbut. Il en
conclut que ces polyphénols agissent sur la protection des vaisseaux sanguins, en faisant
varier leur permeéabilité et leur résistance. 11 montre que certains membres de la famille des
flavonoides possédent des propriétés similaires aux vitamines, et les nomment alors vitamines
P (Rusznyak |.; Szent-Gyorgyi A., 1936).

A I’heure actuelle, cette notation a été abandonnée puisqu’elle ne correspond pas a la

définition classique des vitamines.



3-2-2- Les composes flavonoidiques

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composés phénoliques, avec plus de
6000 composés naturels qui sont quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils
congtituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents
organes végétaux (Knezevi¢ S.V. et al., 2012).

Les flavonoides sont souvent rencontrés dans les légumes feuilles (salade, Chou,
épinard, etc.) ainsi que dans les téguments externes des fruits (Chebil L., 2006). Ils sont
présents également dans plusieurs plantes médicinales. Les travaux relatifs, aux flavonoides
se sont multipliés depuis la découverte du « French paradox », correspondant a un bas taux de
mortalité cardiovasculaire observé chez des populations méditerranéennes associant une
consommation de vin rouge a une prise importante de graisses saturées (Prochazkova D.et al .,
2011).

3-2-3- Structure et origine des flavonoides

Les flavonoides sont des composés de faible poids moléculaire, ils ont une origine
biosynthétique commune et, de ce fait, présentent le méme élément structural de base a savoir
I’enchainement 2-phénylchromane ; ils sont constitués de quinze atomes de carbone (Ces-Cs-
Cs), essentiellement, la structure se compose de deux cycles aromatiques A et B, reliés par un
pont de trois carbones, le plus souvent sous forme d’un hétérocycle C (Ignat I., 2011) (Figure
04).
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Figure 04 : Structure générale d’un flavonoide (Balasundram N. et al., 2006).

lls peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du
noyau pyranique central (Bruneton J.,, 2009): flavone, flavonol, flavanol, anthocyane,

aurone...

Le cycle aromatique A est dérivé de la voie acé&tate/malonate, tandis que le cycle B est
dérivé de la phénylalanine par la voie de shikimate sous I’intervention de la chalcone
synthase (CHS) (Merghem R., 2000). Dans les conditions physiologiques normales, la
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chalcone tend a s’isomériser spontanément en flavanone, en fait la cyclisation de la chalcone
est catalysée par une enzyme, la chalcone isomérase (CHI) qui induit une fermeture de cycle

conduisant a une flavanone constituant le squelette de base des flavonoides.

Plusieurs enzymes (synthase, réductase, hydroxylase) contribuent a I’apparition des
différentes classes de flavonoides, et dans chague classe, les molécules sont ensuite
diversifiées par hydroxylation (flavonoides 3’-hydroxylase, flavonoide 3’, 5’-hydroxylase),
méthylation (O-méthyltransférase), glycosylation (rhamnosyl transférase, flavonoide glycosyl
transférase), acylation (acyl CoA transférase) ou polymérisation (Merghem R., 2000). La
Figure 05 ci-dessous présente les voies de biosynthése des flavonoides adaptées selon
Winkel-Shirley B. (2002).
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Figure 05 : Voies de biosynthése des flavonoides adaptées de Winkel-Shirley B.( 2002)

AS : aurone synthase, CHI : chalcone isomérase, CHS : chalcone synthase, DFR : dihydroflavonol 4-réductase,
FHT : flavanone 3-hydroxylase, FLS: flavonol synthase, FNSI/FNSII : flavone synthase, IFS: isoflavone
synthase, LDOX : leucoanthocyanidin dioxygenase, L CR : leucoanthocyanidin reductase
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3-2-4- Principales classes de flavonoides
1- Flavoneset flavonols

ar
T 3

j e
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Flavones Flavonols
Flavonoides | Substitution Flavonoides Substitution
5 6 7 3 & 5 5 7 3 yy 5
Apigénine OH OH OH Kaempférole OH OH OH
Chrysine OH Myricétine OH OH OH OH OH
OH OH OH OH
lutéoline OH OH OH OH Quercitine

Les flavones et flavonols (quelques exemples se trouvent dans les tableaux ci-dessus)
sont les composés flavonoidiques les plus répandus ; en 2004, on dénombrait plus de 1100
génines de structure connue (530 flavones et 600 flavonols), et environ 1400 hétérosides de
flavonols et 700 hétérosides de flavones (Bruneton J., 2009). Les flavonols difféerent des
flavones par la présence d’un groupement hydroxyle en Cs. Chez les flavonols, la position 3
de I’hétérocycle est toujours glycosylée, ainsi que fréquemment la position 7 du cycle A mais
jamais la position 5 (Macheix J.J. et al., 2006). Lateneur des flavonols est plus élevée dans la

peau des fruits puisque la lumiére en stimule la biosynthése.

2- Flavanones et dihydroflavonols

| o
m\ & VWan Ry Y
e Py (SO

Flavanones Dihydroflavanones

11



Flavonoides Substitution Flavonoides Substitution

5 6 7 3 & 5 5 7002 & 5
Eriodictyol OH OH OH OH Taxifoline OH OH OH OH
Hesperidine OH OH OH OMe Fusetine OH OH OH
Naringénine OH OH OH

Les flavanones et dihydroflavonols (quelques exemples sont donnés dans les tableaux
ci-dessus) sont caractérises par I’absence de la double liaison entre le C, et Cs. Les
dihydroflavonols se différencient des flavanones par la présence d’un groupement hydroxyle
en position 3 (Bruneton J., 2009 ; Chosson et al., 1998). Les flavanones se retrouvent surtout
dans les agrumes et les tomates. La menthe congtitue également une source abondante
(Benbrook CM., 2005 ; Ignat 1., 2011).

3- Lesanthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et kuanos, bleu violet) sont des pigments
hydrosolubles responsables des couleurs bleu, mauve, rouge ou rose de certaines parties
végétales (fleurs, fruits, feuilles, racines,...) (Valls J. et al., 2009).

Les anthocyanines (Figure 06) sont des flavonoides porteurs d’une charge positive sur
I’oxygéne de I’hytérocycle C. Les anthocyanes se différencient par leur degré d’hydroxylation
et de méthylation, par la nature et la position des oses liés a la molécule. L’ aglycone ou

anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment.

Anthocyane Substitution

Couleur 3 5 7 3 4 5
Delphinidine (bleue- violette) OH OH OH OH OH OH
Cyanidine (rouge) OH OH OH OH OH
Pelar gonidine (Orange-r ouge) OH OH OH OH
Malvidin (M auve) OH OH OH OME OH OMe

Figure 06 : Structure du noyau flavylium ou 2- phénylbenzopyrilium (Knezevi¢ SV. et al.,
2012)
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3-3-Lestannins

Les tannins sont des composés polyphénoliques, solubles dans I’eau, dont les masses
molaires se situent entre 500 et 3000. |Is présentent les réactions caractéristiques des phénols
en général, ils sont capables de précipiter les alcaloides, la gélatine, et les autres protéines
(Merghem R., 2009 ; Stevanovic, 2005). Cette réactivité avec les protéines est a l’origine des
propriétés tannantes qu’ils exercent sur le collagéne de la peau au cours de la transformation
de la peau en cuir, larendant imputrescible et moins perméable a |’eau.

D’apres leurs structures et leurs propriétés, deux types de tannins sont distingués: les
tannins hydrolysables et les tannins condenses (Figure 07).

Les tanins hydrolysables sont des dérivés de I’acide gallique ; ce dernier est estérifié a
un polyol. Tandis que les tanins condensés (ou proanthocyanidines) sont des oligomeres
hétérogénes dont la structure est liée aux flavan 3-ols et flavan 3,4- diols, les unités de
monomeres sont principalement liées par des liaisons C-C entre les carbones 4-6 ou 4-8
(proanthocyanidine type B). Les tanins condensés sont distingués en procyanidine (dérivé de
catéchine, épicatéchine et leurs esters galiques) et en prodelphinidines (dérivés de
gallocatéchine, épigallocatéchine et leurs esters galliques) (valls J. et al., 2009 ; Ignat | et al.,
2011).
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Figure 07 : Exemple d’un tanin hydrolysable (pentagalloylglucose a gauche) et un autre
condensé (proanthocyanidine R1, R2 =H, OH adroite) (Ignat | et al., 2011)

4- | ocalisation des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont omniprésents dans les végétaux, mais leur répartition au
niveau tissulaire, cellulaire et subcellulaire n’est pas uniforme. Les composés phénoliques
solubles sont présents dans les vacuoles tandis que celles insolubles se trouvent au niveau des
parois cellulaires. Ces derniéres sont plus ou moins riches en polyphénols selon la localisation
de la cellule: les parties charnues du fruit en sont pauvres (les polyphénols sont aors
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principalement contenus dans la vacuole), contrairement aux cellules dont la paroi a atteint le
stade supérieur de rigidité (cellules de la peau et des pépins, épicarpes des grains de blé)
(Knezevi¢ S.V. et al., 2012 ; Macheix et al., 1990).

5-R0éles et propriétés des composes phénoliques
5-1-Chez les végétaux

Les composes phénoliques participent a deux principaux processus de I’activité des
plantes : la photosynthése et la respiration. De plus, ils interviennent dans d’autres processus
tels que: la croissance, la germination, la morphogénéese des tiges et dans le processus de
lignification. On sait que les polyphénols agissent sur les auxines et les enzymes responsables
de leur destruction catabolique, en particulier I’AIA (Acide B-indoyl acétique) oxydase,
enzyme ayant un role dans la dégradation de I’auxine (Merghem R., 2009).

Les composés phénoliques jouent un rdle important dans I’interaction de la plante avec
son environnement, en particulier contre les radiations UV, les attaques microbiennes...
(Moheb A. et al., 2011). Les flavonoides sont reconnus par les pollinisateurs, par exemple les
insectes, les oiseaux et les animaux, ainsi, I’une des propriétés majeures de ces composes est
de contribuer & la couleur des plantes et notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur
de ses fleurs que la plante exerce un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux
pollinisateurs, assurant par ce biais une étape fondamentale de sa reproduction. On peut noter
que certains flavonoides, en repoussant certains insectes par leur golt désagréable, peuvent
jouer un role dans la protection des plantes. Certains d’entre eux jouent également un réle de
phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour
lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Havsteen B.H.,
2002).

5-2-Dans ’aliment

Dans les aiments, les composés phénoliques peuvent contribuer a I’amertume
(principalement les flavanones), I’astringence, la couleur, la flaveur, I’odeur et la stabilité de
I’oxydation de I’aliment (Shahidi F. et Naczk M., 2004).

5-3-Chez I’homme

La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit I’incidence de nombreuses
pathologies, telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, les diabétes (Hanhineva K.,
2010). Cela peut étre expliqué par le fait que ces composés ont la capacité de modifier de

nombreux facteurs impliqués dans la genése de ces maladies.
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Les polyphénols sont en effet :

Capables d’abaisser la pression artérielle chez le rat, d’empécher |’oxydation des LDL
(lipoprotéines de faible densité), d’inhiber la prolifération des cellules musculaires
lisses vasculaires, d’empécher I’agrégation plaquettaire et de stabiliser les cellules
immunitaires (Martin S., Andrantsitohaina R., 2002).

lIs ont été décrits comme étant des antioxydants, des anti- agrégants plaguettaires,
des anti-inflammatoires, des anti-allergenes, des anti-thrombotiques et des
antitumoraux (Hanhineva K., 2010) (Figure 08).

lls ont été décrits comme neuroprotecteurs, antiviral, chimio préventive et plus de
preuves indiquent que les polyphénols ont une influence sur le métabolisme lipidique
et glucidique (Hanhineva K., 2010).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraus

\_'Anh -oxydant J
Y ____.x'"?_

Détoxifiant i—__ PD‘LYF"HENOLS - _——I- Anti-inflammatoire

/ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 08 : Effets biologiques des polyphénols (Martin S., Andrantsitohaina R., 2002)
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Chapitre 02 :
Stress oxydant-antioxydant



1- Lestressoxydant
1-1- Géneralités

L’oxygene (O,) est une molécule indispensable alavie (Pincemail J. et al., 2002). 1l est
essentiel pour le métabolisme aérobie en tant qu’accepteur final des électrons de la chaine
respiratoire. Cette réaction est associée a la production de 38 molécules d’adénosine
triphosphate (ATP) a haut potentiel énergétique. Les processus de réduction de I’oxygéne en
eau n’est toutefois pas parfais car 2 a 3 % de I’oxygene sont transformés en especes réactives
de I’oxygéne (ERO) particulierement réactionnelles (Koppenol W.H., 2001).

Cette production physiologique d’ERO est régulée par des systemes de défense
composes d’enzymes (superoxyde dismutase (SODs), catalase, glutathion peroxydase (GPx’s)
(Morel Y., Barouki R., 1998 ; Delattre J. et al., 2005), et de molécules antioxydantes de petite
taille (caroténoides, vitamines, glutathion...) et de protéines telles que la transferrine (Coyle
P. et al., 2002). Dans un premier temps, la cellule ne modifie pas ses propriétés biologiques.
Si les ERO continuent a s'accumuler, une adaptation plus consistante de la cellule est
nécessaire avec I’induction de génes codant des enzymes anti- oxydantes et des enzymes
impliquées dans la réparation de I’ADN (Adénosine désoxy-nucléotide) et des protéines. On
observe aussi une répression des systemes susceptibles de libérer des ERO, notamment la
chaine respiratoire (Barouki R., Morel Y., 2001). A un stade ultime, la cellule peut suivre la
voie de |’apoptose ou de la nécrose (Figure 09).

chaine de I
-
franspori 0, H.0O
dies electirons ’I

MITOCTIONDRIF

.

IH' PR s0eImig

RE :
cvtochrome P450

NADPH oxvydase

ferritine
santhine oxvilase . .

Figure 09 : Schéma représentant les sources de ROS et les systemes de détoxification de la
cellule(Morel C., 2007)
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Les ROS sont produites par des mécanismes cellulaires trés divers (en noir). La cellule
possede des systemes enzymatiques qui permettent la transformation du peroxyde
d’hydrogene (H2.O,) en eau (en vert) tel que Mn- et Cu/Zn-SOD : superoxyde dismutase
dépendante du manganése (dans les mitochondries) ou du cuivre et du zinc (dans le
cytoplasme). En présence de fer libre intracellulaire, le radical hydroxyle (OH®) est produit a
partir de H,O, et peut oxyder les constituants de la cellule (en rouge).

1-2-Définition

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systémes
oxydants et les capacités anti-oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire (Barouki R., 2006). 1| semble que la vraie origine d’un stress oxydant ne soit pas la
génération d’ERO elle-méme, mais le déséquilibre spatiotemporel entre la production d’ERO
et leur élimination. L équilibre peut ére rompu lorsque la production est trop importante ou
lorsque les systemes de détoxification sont trop peu présents ou mal localisés (Morel C.,
2007).

1-3-Lesradicaux libres
Lesradicaux libres sont des molécules ou atomes qui possedent un ou plusieurs électron
(s) libre (s), non apparié (s) sur leur couche externe (Asmus KD., Bonifacic M., 2000). Les
radicaux libres ont tendance a revenir immédiatement a un état stable en donnant un électron
ou en prenant une a une une autre molécule : ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants (un
temps de demi —vie extrémement court : de nano (10°)- & la milliseconde) (Koechlin-
Ramonatxo C., 2006).

Des exemples des radicaux libres dérivés d’oxygéne (ROS) sont : anions superoxydes
(027), radical hydroxyle (OH°), peroxyle (RO®,), alkoxyle (RO°), et hydroperoxyle (HO).
L’oxyde nitrique et dioxyde de nitrogene (NO°,), sont deux types radicalaires dérivés d’azote
(RNS). Les radicaux libres dérivés d’oxygene et d’azote peuvent ére converti en d’autres
especes réactives non- radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogene (H.0.), acide
hypocloreux (HOCI) (Favier A., 2003).

1-3-1- Principales sources
La source principale des ERO dans les cellules de mammiferes est d’origine
enzymatique, et une des plus grandes sources endogenes de production de radicaux libres est
la mitochondrie (Finaud J. et al., 2006), en effet neuf enzymes mitochondriales sont
responsables d’une production de ROS parmi lesquelles: monoamine oxydase (MAO),
cytochrome b5 réductase, complexe | et Ill , succinate déshydrogénase, glycérophosphate

17



déshydrogénase mais leur capacité ala production des ROS varie en fonction des tissus et des
especes (Andreyev et al., 2005).

De plus, les peroxysomes, les microsomes les macrophages sont d’importantes sources
de production de radicaux libres (Zou Y. et al., 2008). Par un systéme NADPH- oxydase
capable de produire des anions superoxydes (O,”) (Finaud J. et al., 2006). Parmi les facteurs
endogenes, on retrouve également le stress psychologique, I’inflammation (infection,
maladies chroniques) (Moller P. et al., 1996). L’obésité est aussi une condition favorisant la
production de radicaux libres, les responsables étant I’inflammation chronique,
I”hyperglycémie, I’ hyperleptinémie et des défenses antioxydantes inadéquates.

Les facteurs exogenes associés a une production accrue et/ou a une diminution de

I’élimination des radicaux libres sont également trés variés, parmi ces facteurs, on retrouve :

@ L’alimentation: antibiotiques, alcool, aliments riche en protéines et/ou en lipides
et/ou a indice glycémique (1G) élevé, faible consommation d’antioxydant (Hu Y. et
al., 2006).

@ Ledioxyde de carbone (CO,) atmosphérique (Bentes de Souza AM. et al., 2004).

@ Les polluants: fumée de cigarette, pollution atmosphérique (dioxyde de soufre et
d’azote (SO,, NO,) les hydrocarbures) (Vako M. et al., 2005), les métaux lourds
ayant une grande affinité avec les groupements sulfohydryles (-SH), ils inactivent
facilement les antioxydants contenant du soufre (Houston M.C., 2007).

1-3-2- Rdles biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent jouer un role bénéfique pour la santé des organismes. Par
exemple, les ROS exercent des actions critiqgues comme signaux de transduction, dans la
transcription des génes et régulation de I’activité de la guanylate cyclase soluble de la cellule
(Fang Y.Z. et al., 2002).

Les ERO peuvent avoir des effets opposés, en fonction de leur lieu de formation et des
quantités produites (Delattre J. et al., 2003).Le monoxyde d’azote (NO°) est un exemple
classique, il joue un réle majeur dans la neurotransmission, régulation de la pression sanguine,
en activant la guanylate cyclase cytosolique, régulation immune (Vako M. e al., 2007), mais
a forte concentration, le NO° devient délétére pour les cellules notamment en réagissant avec
le O, pour former un puissant oxydant le peroxynitrite (ONOO") (Densiov E.T. Afanas ¢ ev
1.B., 2005).
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- Dommages oxydatifs a | ’ADN

Les ERO constituent la plus importante source endogene de dommages a I’ADN. Elles
peuvent lui induire de nombreuses modifications covalentes telles que des lésions aux bases
nucléotidiques (purines et pyrimidines), des cassures simples brin ou doubles brin de la chaine
oligonucléotidique, ou des pontages avec des résidus protéiques (Wang Y., 2008). Ces
modifications peuvent avoir de graves conséquences sur la réplication du génome. Les
niveaux élevés de ces lésions ont été enregistrées dans plusieurs types tumorales et sont
grandement impliquées dans tous les étapes de cancérogenese (Trachootham D. et al., 2009).

- Dommages oxydatifs aux lipides

Alors que I’oxydation des lipides représente I’utilisation du substrat énergétique, la
peroxydation lipidique est la dégradation du contenu lipidigue membranaire, c’est ainsi
gu’une atération de leur fonctionnalité aura lieu (modification de leur perméabilité, de leur
fluidité, perte d’activité d’enzymes, de récepteurs...).

Les lipoprotéines telles que les LDL (lipoprotéine de faible densité), riche en cholestérol
et en phospholipides sont également des cibles privilégiées de la peroxydation lipidique. Les
acides gras polyinsaturés (AGPI) sont la cible privilégiée des ERO en raison de leurs

hydrogénes bis- allyliques oxydables. Comme ces derniers sont les lipides majeurs des
membranes cellulaires et les lipoproténes, on comprend leurs vulnérabilités particuliéres.

La peroxydation lipidique se déroule en trois phases suivantes (illustré dans la Figure 10).
a) L’initiation
Consiste a |I’arrachement par le radical libre d’un atome d’hydrogéne d’un groupement

méthyleéne (-CH,-) surtout s’il est adjacent a deux doubles liaisons, en présence d’O; le

radical carboné est transformé en radical pyroxyle RO, .
b) Lapropagation
Le radical RO," enléve un hydrogéne & un nouvel AGPI voisin qui & son tour produira
un radical R puisunradical RO, une réaction en chaine s’installe.

c) Laterminaison

Cette phase consiste a former des composés stables issus de la rencontre entre deux
especes radicalaires ou le plus souvent par la réaction d’un radical avec une molécule
antioxydante dite « Briseur de chaine» (Kohen R. et Nyska A., 2002). En présence des

métaux de transition, les hydroperoxydes formés peuvent subir un clivage au niveau des
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ligisons C-C pour donner naissance a divers produits de décompositions : le malondialdehyde

(MDA), le 4-hydroxynonénal représentant les produits les plus toxiques de la peroxydation

lipidique (Lehucher-Michel M.P., 2001).
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Figure 10 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gr as polyinsatur és et nature des

produits terminaux formés (D’apreés Favier A., 2003)

Dommages oxydatifs aux protéines

Tout comme les lipides, les protéines peuvent également étre la cible de réactions
radicalaires ou oxydatives et subir des modifications sous I’action des ERO et ERN. Ces
réactions d’oxydation sont fréquemment influencées par les cations métalliques comme le
cuivre et le fer (Servais S., 2004). Les protéines atteintes peuvent se fragmenter ou se
dénaturer avec |’altération de leurs structures primaires et secondaires. On peut observer une
oxydation des chaines latérales des acides aminés notamment de la cystéine et de la
méthionine, avec formation de ponts disulfures (Stadtman E.R., 1993).
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1-4- Implications pathologiques du stress oxydant

De nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress
oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de
pathologies humaines différentes (Pincemail J. et al, 2002) alant de I’athérosclérose au
cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, neurodégénératives et le diabéte. Le
réle du stress oxydant a été également évoqué méme dans des processus physiologiques tel
que le vieillissement (Lehucher-Michel M.P. et al., 2001; Vako M. et al., 2007).

1-4-1- Stress oxydant et cancer

La carcinogénécité du stress oxydant est principalement attribuée a la génotoxicité des
ROS dans les différents processus cellulaires (Lee K.W. Lee H.J.,, 2006). Les cellules
cancéreuses sont connues par leur métabolisme actif et sous une élévation d’un stress
oxydatif, vraisemblablement associé avec une prolifération cellulaire incontrblée et

dysfonction de la régulation métabolique.
1-4-2- Stress oxydant et | ’athérosclérose

C’est I’oxydation de certaines lipoprotéines qui est aujourd’hui considérée comme une
étape importante de I’athérogenése. En effet, les LDL oxydées ne sont pas reconnues par les
récepteurs habituels (récepteur cellulaire B/E) et sont aors catabolisées par d’autres voies.
Elles vont s’accumuler dans les cellules spumeuses (macrophage gonflé de LDLox) observées
au stade initial de la formation de la plaque d’athérome qui impligue automatiquement une
réduction du diamétre de vaisseau (Belkheiri N., 2010).

2 -L es antioxydants alimentair es

L alimentation apporte une grande variété d’antioxydants jouant un réle important
comme facteur protecteur de la santé. Des preuves scientifigues suggérent que les
antioxydants réduisent les risques de maladies chroniques, telles que les maladies
cardiovasculaires, certains cancers ou les diabetes type 2 (Scalbert A. et al., 2005). Ainsi
I’apport de composés a activité antioxydante dans les aliments n’a plus pour seul objectif de
préserver les qualités sensorielles du produit, mais également de renforcer sa valeur

nutritionnelle.

Les antioxydants synthétiques sont utilisés depuis de nombreuses années. Mais,
récemment beaucoup d’études ont porté sur la toxicité élevée des antioxydants synthétiques

utilisés dans I’industrie alimentaire, comme, par exemple, le butylhydroxytoléne (BHT),
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I’hydroxyanisol butyle (BHA), le tert-butylhydroquinone (TBHQ) (Riebeiro M.A. et al.,
2001 ; Marongiu B. et al., 2004).

Un antioxydant peut ére défini comme une substance qui, lorsqu’elle est présente a des
concentrations faibles comparées a celle d’un substrat oxydable, empéche ou retarde de
maniére significative une oxydation du substrat (Prior R.L. et Cao G., 1999 ; Haliwell B.,
2008). IIs ont été classés en trois groupes en fonction de leurs natures biochimiques et leurs
origines alimentaires, a savoir les vitamines, les minéraux et oligo-éléments, et les
phytochimiques. Ces derniers sont ceux qui nous intéressent et qui appartiennent a la classe

des composés phénoliques
2-1- M écanismes d’action des antioxydants
Du point de vue de leur fonction mécanistique, les antioxydants peuvent étre classésen :
Antioxydants de prévention, antioxydants scavenger et antioxydants de novo et de réparation
2-1-1-L es antioxydants de prévention

lls agissent comme premiére ligne de défense dans la cellule (Figure 11), en évitant la
formation des ROS et RNS comme, par exemple, réduisant le peroxyde d’hydrogene et les
hydroperoxydes lipidiques en eau et hydroxydes lipidiques respectivement. Outre, en

séquestrant les ions métalliques comme le cuivre et le fer (Niki E., 2010).
2-1-2-Les antioxydants scavenger

Les antioxydants scavenger éliminent rapidement les radicaux libres avant que ces
derniers attaguent les molécules biologiques. La SOD convertit le superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne. Les composés phénoliques et les amines phénoliques agissent principalement
comme des antioxydants scavenger des radicaux libres.

2-1-3-L es antioxydants de novo et de réparation

Ce sont principalement les enzymes qui agissent comme troisieme ligne de défense, en
réparant les dommages, nettoyant les déchets et reconstituant les fonctions perdues. (Berger
M.M., 2006). La quatriéme ligne de défense est représentée par la fonction adaptative par
laguelle des antioxydants appropriés sont générés au bon moment, et transférés a la bonne

position avec des convenables concentrations (Niki E., 2010).
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Figure 11 : Réseau de défense (in vivo) contr e le stress oxydant selon Niki E., 2010.

COX : Cytochrome C oxydase; CYP: enzyme cytochrome P450; NOX: NADPH oxydase; LOX:

lipoxygénase; GPx: glutathion peroxydase; MPO: myédoperoxydase: Trx:

peroxyrédoxine;

2-2-L es composés phénoliques en tant qu’agents antioxydants

thiorédoxine; Prx:

Les composés phénoliques typiques possédant une activité antioxydante appartiennent a

deux principales classes qui sont : les acides phénoliques et les flavonoides (Wojdylo A. et

al., 2007).

2-2-1-Les Acides phénoliques

Les acides hydroxycinnamiques ont une activité antioxydante plus élevée par rapport a

leur correspondant d’acides hydroxybenzoiques. La plus grande activité antioxydante des

dérivés hydroxycinnamiques est liée a la présence d’une chaine propionique latérale a la

place d’une fonction carboxylique, de plus la double liaison peut stabiliser le radical phénoxy

en augmentant leur activité antioxydante.
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2-2-2-L es flavonoides
Plusieurs modes d’action de I’activité antioxydante des flavonoides ont éé décrits :
@ Activité scavenger

Trois mécanismes proposes par lesguels les antioxydants phénoliques peuvent jouer

leurs activités scavenger :

§ Le premier mécanisme inclut le transfert direct d’atome d’hydrogéne a partir de
I’antioxydant.

§ Le deuxiéme mécanisme concerne le transfert d’un seul électron a partir de
I’antioxydant au radical conduisant indirectement a [I’abstraction d’atome
d’hydrogeéne.

§ Le troisiéme mécanisme a été conditionné séquentiellement par le transfert d’électron
—perte de proton

Ces trois mécanismes peuvent avoir lieu en paralléle mais avec des vitesses différentes
(Mohajeri A. et Asemani S.S., 2009).

@ Chéation des métaux detransition

Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques peut s’exercer par la complexation
des métaux de transition (exemple: le cuivre et le fer). En effet, ces derniers accélérent la
formation des ROS. Pour les flavonoides, les deux points d’attachements des ions de
transition sont le groupe O-diphénolique dans la position 3’, 4’ di hydroxy du cycle B

(Figure 12 a), et entre la fonction 4 cétone et I’hydroxyle 3 (Figure 12 b) ou la fonction cétone
et I’hydroxyle 5 du cycle A (Figure 12 C) (Laguerre M. et al., 2007).

d b C
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Py e T
o. fr o 0
C M ¥ '“.;..1

Figure 12 : La complexation métallique par les flavonoides
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@ L’activitéinhibitrice d’enzymes
Les flavonoides sont connus par leur pouvoir d’inhibition d’enzyme dont, en particulier,
les oxydo-réductases qui font intervenir au cours de leur cycle catalytique des especes
radicalaires  (lipoxygénase, cyclo-oxygénase, monoxygénase, xanthine oxydase,
phospholipase A, protéine kinase) (Ghedirak., 2005).

Le Tableau 01 résume quelques facteurs structuraux qui peuvent améliorer le pouvoir
antioxydant des flavonoides.

Tableau 01 : Effet de la structure sur I’activité antioxydante des flavonoides (Sghaier
M.B et al., 2011).

Activité Facteurs améliorant le pouvoir antioxydant

Anti-radicalaire - Lenombre de groupements OH disponibles.

La doubleliaison C,-C; et un seul OH en position 4°.
Une fonction catéchol sur le cycle B.

La présence du C4’-OH.

La méthylation a des effets variables.

Complexations - Lafonction carbonyle en C4 et de groupe hydroxyle en Cs et/ou Ca.
métallique - Laprésence d’une partie catéchol.
La présence d’un sucre a peu d’effet.

Inhibition de la - Laprésence d’une fonction catéchol.
péroxydation des - Legroupement carbonyle en paosition 4 du cycle C.
lipides . Laprésence de groupement hydroxyle en position Cs, C7, C3°, Cs’, Cs
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Chapitre 03 :

Les céréales alimentaires



1- Présentation

La famille des graminées (ou poacées) est une des familles végétales les plus
importantes au monde, d’une part par son importance numérique (635 genres et plus de 9000
especes), d’autre part par son caractére cosmopolite, mais aussi du fait qu’elle occupe une
place de premier rang dans I’agriculture (Pierrel R., 2005). Elles comprennent I’avoine, le blé,
le mais, le millet, I’orge, leriz, le seigle et le sorgho.

La production mondiale totale de céréales (2187,7 millions tonnes (Mt) pour la
compagne 2010-2011) (Burney Ph., 2011) est aujourd’hui devenue un enjeu important pour
nourrir I’humanité. Les deux géants producteurs dans le monde sont la Chine et les Etats-
Unis, avec chacun une récolte de I’ordre de 400 Mt ou 20% du total mondial (Burney Ph.,
2011).

En Algérie, la production des céréales occupe environ 80% de la superficie agricole
utile (SAU) du pays. La superficie emblavée annuellement en céréales se situe entre 3 et 3,5
million d’hectares (ha). Les céréales et leurs dérivés congtituent I’épine dorsale du systéme
alimentaire algérien, et elles fournissent plus de 60% de I’apport calorique de la ration

alimentaire (Djermoun A., 2009).
2- Classification

La Figure 13 ci-dessous représente la phylogénie de la famille des graminées (Belitz H.D. et
al., 2009).

Famille [ Poaceae ]
Sub famille Pooideae Oryzoideae Panicoideae Andropogonoideae
/N L] l
Tribus Triticeae Aveneae  Oryzeae Paniceae Zeeae
/N b l
Genre: Triticum Secale Hordeum Avena Oryza Pennisetum Zea
Blé Seigle Or¢ge Avoine Riz Mais

Figure 13: Classification botanique des principaux genres de la famille des céréales
3- Legrain d’une céréale
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3-1- Structure
Le grain de céréale et un fruit a graine unique appelé caryopse. La face dorsale
comporte un pdle apical ou se trouve une « brosse» (Zeitoun R., 2011), e sur sa face
ventrale, il est traversé d’un sillon qui longe la longueur du grain.

L ’anatomie des céréales se ressemble (Figure 14) (Doumandji A. et al., 2003). Ils sont
composes de deux tissus zygotiques, a savoir I’embryon ou germe sur le pble basal et
I’endosperme, qui sont incorporés dans le tégument de la graine. L’endosperme se distingue
également au cours du développement, donnant naissance a une couche externe de cellules
d’aleurones entourant I’albumen (vitreux ou farineux) et joue un role clé dans la germination,
a la mobilisation des composés de réserve stockés dans I’endosperme (Barthole G. et al.,
2011).

tissus protecteurs

embryon origing © fissus de la fante mere

=mouvel individu

origine fécondation restes du stigmate

enveloppe (= pércarpe +
tégument de la graine)

cotylédan
coléoptile
albumen proteigue
gemmule
tigelle alburnen farneL
radicule (amidan)

Albumen = fissu de réserve

coléorhize " ’ :
arigine ; dou ke fécondation

Figure 14 : Structured’un grain de blé (Zahid A., 2010)
3-2- Caractéristiques nutritionnelles

Le grain de céréale est un réservoir de nutriments essentiels a I’alimentation humaine
(Kumar P., 2011). Ills ont en commun sur le poids sec une teneur significative en protéines
(10% a 12%), une forte teneur en glucides, amidon essentiellement dont la teneur est environ
70%, une teneur faible mais variable, en lipides, les plus riches éant I’avoine avec
prédominance d’acides gras polyinsaturés (AGPI). Brutes non raffinées, les céréales sont des
sources importantes de fibres (8%). Ces fibres sont multiples: lignine, celluloses,
hémicelluloses telles que B- glucanes de I’avoine et d’orge (Schlienger J.L., 2011).

3-3- Quelques applications
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La notion d’ « aliment fonctionnel » ou « nutraceutique » et trés récente. Elle est le
fruit de I’évolution de notre société vers une alimentation ne devant plus seulement répondre a
des exigences purement nutritionnelles ou organoleptiques, mais devant également posséder
un potentiel bénéfique pour la santé. Un aliment est dit « fonctionnel » est un aliment qui
procure des avantages au-dela de ses atouts nutritifs lorsqu’il est consommé dans le cadre
d’un régime alimentaire normale, améliorant I’état de bien étre des individus, ou réduisant le
risque d’une maladie. Les « nutraceutiques» sont des extraits contenants des composants
biologiquement actifs fournis dans une forme autre que la nourriture (Laparra JM., Sanz Y .,
2010).

Les céréales englobent une multitude de produits susceptibles d’étre des ingrédients
fonctionnels. Un certains nombre d’application sur les céréales sont réputés a avoir des

qualités propres aux aliments fonctionnels par exemple (Charalampopoulos D. et al., 2002) :

@ En tant que substrat fermentescible pour la croissance des microorganismes
probiotiques, en particulier de lactobacilles et les bifidobactéries.
@ Comme prébiotiques en raison de leur teneur en glucides non digestibles spécifiques.
@ Comme matériaux d’encapsulation pour les probiotiques afin d’améliorer leur
stabilité.
Le Tableau 02 ci-dessous résume quelques applications (alimentaires et non alimentaires)

attribuées aux grains de céréales.

Tableau 02: Quelques applications des différents constituants de grains de céréales
(Pecquet C et Lauriere M., 2003 ; Novak M.H., 2004)

Constituants de Forme Applications alimentaires Applications non alimentair es
lagraine

Farine (80%) Pains, biscuits, pates...

Amidon (70%) Natif fécule Enrobage, fermentation (éhanol,

e | e . carburants) Plastique...
Modifié | épaississant, glucose, sirop

Son (7%) Fibres Agent d’imagerie, antidote pour
I”empoisonnement au plomb
Germe (3%) Huile Cosmétique, enzymes, lectines...
Gluten (10%) Natif Additif en panification
] | Ingrédient liant, Alimentation
dénaturé | jimale
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4- L e son des céreales
4-1-Dé€finition et caractéristiques

Le son est un co-produit de la minoterie, il représente avec lafarine et le germe I’une
des trois fractions de la mouture. Il sert a la protection physique ou chimique pour

I’endosperme et le germe.

Paroi du fruit (P : Péricarpe)

{“— Paroidela graine (T : Testa)

A : Aleurone

m — Endosperme amylacé
—T—
Figure 15 : Micrographie du son de blé (Poutanen K., 2012)

La section a été colorée avec Acide Fuchsin et Calcofluor : Protéine (en rouge) ; parois

cellulaires (en bleu) ; parois cellulaires lignifiées (en orange)

P : péricarpe (cellules vides, poreux et fibreux) ; T : Testa (couche hydrophobe) ; A : aleurone

(Cellules riches en protéines, lipides et minéraux).

D’un point de vue histologique, le son est un empilement de couches cellulaires trés

différentes botaniquement, cytologiquement et biochimiquement (Figure 15).

De I’extérieur a I’intérieur, il comprend le tégument du fruit, le manteau de la graine et la

couche d’aleurone.

v/ Péricarpe: il provient des cellules de I’ovaire, il est constitué du péricarpe externe, du
péricarpe interne et des cellules tubulaires en paralléele. Le péricarpe est transparent et
facile a séparer. La composition et la structure du péricarpe est trés complexe (Peyron
et al., 2002). La couche intermédiaire est brune et possede davantage de lignine, ce qui
lui confere une propriété plastique supérieure aux autres couches (Antoine et al.,
2003). Les péricarpes ont un role de protection mécanique et de résistance aux agents
pathogenes.
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Vv Tedta: est un assemblage pluristratifié décrit comme un ciment trés hydrophobe de
composition biochimique complexe. A I’intérieur de latesta, une ou deux couches de
cellules trés compressées riches en lipides, incrustations phénoliques et pigmentaires.
Latesta joue un role important dans la circulation de I’eau entre la partie externe et la
graine et participe au controle de la maturation et la germination de la graine.

v Couche d’aleurone : également appelée assise protéique, constitue 6-7% du poids du
grain et contient des cellules riches en protéines, autres que celles du gluten. C’est la
seule couche de cellules vivantes du son. Ses roles physiologiques sont nombreux
parmi lesquels elle assure a la fois un réle nourricier via le stockage de métabolites et
synthese d’enzymes d’hydrolyse des réserves et un role de protection gréce a sa
structure pariétale résistante. La couche a aleurone est un tissu complexe qui renferme
des concentrations importantes de molécules d’intéréts nutritionnels soit 40% des
minéraux (Antoine et al., 2003) et 20% des protéines du son ( Pomeranz Y ., 1988).

4-2-1.a composition chimique du son

La répartition des composants du son dans les différentes couches se traduit par une
grande hétérogénéité qualitative et quantitative. Outre les nombreuses especes et variétés de
blé, et les divers procédés de mouture, la composition chimique est aussi fonction de la taille
de I’amande, de la maturité de la plante, de la taille du germe, de I’épaisseur des couches
externes, de ladurée de stockage (Zitterman A., 2003 ; Zeitoun R., 2011).

L ensemble des polysaccharides pariétaux : hémicelluloses et cellulose congtituent plus
de 50% du son (Reis D., et al., 2006). Les protéines proviennent majoritairement de la couche
d’aleurone. (Zeitoun R., 2011). Il arrive cependant que le son renferme aussi des fragments de
la couche la plus externe de I’albumen amylacé. Méme si la mouture est bien conduite, des
grains d’amidon restent accrochés sur les différentes particules du son (Reis D. et al., 2006).

4-2-1- Lesfibres alimentaires
4-2-1-1-Définition

On appelle «Fibre alimentaire» les parties comestibles des plantes riches en
polysaccharides résistantes a la digestion et a I’absorption dans I’intestin humain mais qui
sont totalement ou partiellement fermentées dans le codlon. Cette définition inclut les
polysaccharides, les oligosaccharides, lalignine et les substances végétales associées.

Marie E.S. (2005) a distingué deux types de fibres alimentaires :
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- Desfibres solubles dans I’eau telles que les pectines, les mucilages et B-glucane.
- Desfibresinsolublestelles que la cellulose, les hémicelluloses et lalignine.

4-2-1-2-Fibres alimentaires-Antioxydants

La moitié antioxydante détermine fondamentalement la structure des fibres alimentaires
et par conséquent leurs propriétés physiques (Vitaglione P., 2008). Des proportions élevées
des férolates sont localisées principalement dans le son des céréales, en se liant par des
liaisons esters sur la fonction alcool primaire du carbone 5 d’arabinose (Figure 16) (Bunzel et
al., 2001).

HO
OMe

Figure 16 : Liaison de I’acide férulique aux ar abinoxylanes (d’apreés Bunzel et al., 2002 ; Bunzel
et al., 2004)

Lesrésidus férolyl subissent des réactions de couplage radicalaire dont résulte un cross-
linking entre les polysaccharides, entre polysaccharides et lignine (Ralph et al., 1998) (Figure
17) et, probablement, entre polysaccharides et protéines (Piber et Koehler, 2005). Le cross-
linking des polysaccharides influence les paramétres physiques des fibres alimentaires
déterminant leurs réticulations, leurs poids moléculaires et leurs solubilités dans I’eau
(Vitaglione P. et al., 2008) ainsi, il contribue a I’intégrité structurale de la paroi cellulaire,
diminuant leur extensibilité (Sanchez et al., 1996), limitent la dégradation enzymatique
(Grabber et al., 1998) et aussi la dégradation microbienne des fibres notamment lors de la
fermentation microbienne dans le cdlon ( Naczk M., Shahidi F., 2006).
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Figure 17 : Modée structural de I’inter connexion des ar abinoxylanes du seigle (d’aprés Bunzel
et al., 2002 ; Bunzel et al., 2004)

Parmi les déhydrodimeres qui ont été détectées fréguemment dans les fibres alimentaires des
céréales : les diméres 5-5 et 8-8 (Figure 18) (Schooneveld bergmans et al., 1999).

Figure 18 : Structure chimique des acides diféruliques des fibres (d’aprés Bunzel et al., 2001 ;
Bunzel et al., 2003)

Les formes monomériques et dimériques d’acide férulique et p-coumarique pourraient servir
de sites de nucléation pour le développement de la lignine au cours des stades ultérieures du
développement de la paroi (Zeitoun R., 2011).

4-2-1-3-Effets biologiques des fibres alimentaires

Les effets biologiques possibles dépendent pour une grande part de la richesse relative en
fibres solubles ou insolubles dans I’eau (Bruneton J., 2009).0On peut distinguer trois groupes
d’effets pour les fibres alimentaires: I’action sur le transit intestinal, celle suspectée sur la
fréquence des cancers colorectaux et les actions métaboliques sur la cholestérolémie et sur la
glycémie (Bruneton J., 2009).
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- Action sur letransit intestinal

L’effet est double, d’abord un effet sur la masse des selles qui est augmentée dans des
proportions souvent importantes (de 127% apres ingestion de 20g de son de blé), cette action
est di aux fibres insolubles, car elles résistent a la digestion et a la fermentation, elles
retiennent I’eau et elles fermentent en partie, ce qui augmente la masse bactérienne (Bruneton
J., 2009 ; Neve J. et Pincemail J., 2008). L’ autre effet des fibres alimentaires porte sur la

durée du transit qui est normalisée aux alentours de 48heures (h) (Bruneton J., 2009).

- Prévention contrele cancer colorectal

Les fibres insolubles modifient non seulement la concentration intestinale des acides biliaires,
mais aussi leur métabolisme. Les fibres insolubles, qui sont fermentées partiellement et
lentement, produisent des acides gras volatils qui abaissent le pH tout le long du célon, sont
protecteur (Cao L. et al., 2011 ; Neve J. et Pincemail J., 2008 ; Bruneton J., 2002). Parmi ces
acides gras volatils, I’acide butyrique. C’est le substrat préférentiel des cellules épithéliales
différenciées du cblon. Pour les cellules tumorales, en revanche, le butyrate bloque la
prolifération in vitro, favorise la différenciation et/ou la mort cellulaire (apoptose) (Lamri-
senhadji M., 2011 ; Neve J. &t Pincemail J., 2008).

- Action métabolique : hypocholestérolémie et glycémie

Les fibres solubles (exemple le son d’avoine) ont un effet gélifiant, ralentissant la vidange
gastrique et I’absorption du glucose et du cholestérol. De plus, le gel que forment les fibres
solubles dans I’estomac ralentit I’acces des enzymes aux glucides. Il en résulte une réduction
de I’ampleur des pics sanguins de glucose et d’insuline (abaissement de I’index glycémique
des aliments). Ceci semble éviter ou retarder I’apparition du syndrome de résistance a
I’insuline, et éventuellement le diabéete non insulinodépendant (Figure 20) (Neve J. et
Pincemail J., 2008).
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5-Germe de céreale
5-1- Définition
Défini par les nutritionnistescomme étant « La maison du trésor des nutriments
naturels et source de vie de | ’humanité ». Le germe de blé, un co- produit de la minoterie, est
le composant de la graine le plus important pour assurer la survie de I’espece comme il est

capable de se développer en une future plante (Evers T. et Millart S., 2002. Zhu K et Zhou H.,
2005).

5-2- Quelques caractéristiques

Le germe de blé contient 27-30% de protéines, 8-11% des lipides ( principalement
insaturés), 15-20% des sucres (principalement saccharose et raffinose), 4-5% des minéraux et
8-10% de cellulose et d’hémicellulose (Zhu K et Zhou H., 2005). Les protéines de germe de
blé ont été classées avec des protéines animales de haute qualité, et sont riches en acides
aminés essentiels (lysine, méthionine, thréonine) et dans lequel de nombreuses céréales sont
déficients. Par conséquent, le germe de blé est un complément alimentaire potentiellement
nutritif (Arshad M.U et al., 2007). Les produits alimentaires communs produits avec
I’addition du germe de blé sont : le pain, gateaux, biscuits, aliments pour bébés et les produits
de viande. Le germe de blé peut aussi remplacer |le cacao dans certains produits de confiserie
(I'banoglu E., 2002).

Le seul inconvénient de I’utilisation extensive de germe de blé a été sa faible stabilité au
stockage, en raison de la présence de grande quantité de graisses et des enzymes
hydrolytiques (lipase, lipoxegénase), qui rendent le produit tres sensible au rancissement.
C’est pourquoi, et selon les demandes des boulangeries, les minoteries cherchent a extraire le
maximum de I’endosperme de la graine avec la plus basse contamination par les germes. Par
conséquent, le dép6t annuel mondial de germe de blé est estimé a environ 25000.000 tonnes
(FAOSTAT, 2008). La consommation humaine du germe de blé est trés limitée, puisgue la
majeure partie de celui-ci est utilisée pour I’alimentation animale et a d’autres fins (Rizzello
C.G et al., 2010).

Récemment, plusieurs méthodes ont été développées pour améliorer la stabilité et donc
la durée de vie de germe de blé. Actuellement, le germe de blé est |e plus souvent traité ala
chaleur avant d’étre ajouté aux produits alimentaires pour développer la couleur et la saveur
pour des applications spécifiques alimentaires. Le germe de blé peut étre traité par la chaleur
en utilisant la torréfaction, chauffage micro- ondes, autoclavage ou étuve. Le traitement
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thermique est également utile pour améliorer la durée de vie du germe de blé en désactivant
les enzymes (Ibanoglu E., 2002).

5-3- Composition structurale

Le germe de blé est composé de deux parties: I’axe embryonnaire et le scutellum
(Figure 19). L’épiblaste a une mineure importance. Lors de la germination, |’axe
embryonnaire se développe en un semis, et le scutellum le nourrit.

L5 mm

a) axeembryonnaire ; b) : scutellum vue par ESEM (microscope éectronique a balayage
environnemental).

Figure 19 : Composition structurale de germe de céréale (Barron C., Surget A. et Rouau X.,
2007).

+ L ’axe embryonnaire
L’axe embryonnaire est composé d’une tige (plumule) et une racine primaire orientée
vers la base. La tige est congtituée d’un apeX, de diverses feuilles embryonnaires et d’une
gaine protectrice appelée: coléoptile. La racine primaire et les deux poils des racines
secondaires latérales sont protégées par une gaine connue sous le nom: coléorhize. L’axe
embryonnaire est |le siége des activités vitales de la graine, contient du saccharose, principale
substrat respiratoire, ainsi que des lipides et des protéines de structure (Guiga W., 2006).

+ Lescutellum

Son nom dérive de sa forme en boucle (Figure 19), le scutellum est la partie du germe qui
est fixée sur le coté de I’axe embryonnaire plus proche de I’endosperme. Le scutellum est
considéré comme homologue a un cotylédon, et est constitué principalement de cellules non
spécialisées (parenchyme). En plus du noyau et de cytoplasme, les cellules parenchymateuses
contiennent une quantité considérable de protéines, de lipides, et une petite quantité
d’amidon.
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Le scutellum a une fonction de sécrétion et permet la diffusion des enzymes
hydrolytiques de I’embryon vers I’endosperme (Guiga W., 2006). De plus, le scutellum
fournit la nourriture, qui a éé stockée dans I’endosperme durant la maturation, et devient un
organe de digestion et de transport d’aliment a partir de I’endosperme pour permettre la
croissance de I’axe embryonnaire.

6- Leseffetssanté attribuésaux grainsentiers

De nombreuses études épidémiologiques ont été conduites sur les personnes
consommant des produits a base de grains entiers. Elles révelent un effet significatif sur la
réduction de I’index glycémique (basé sur la mesure du taux de sucre dans le sang), I’obésité,
les diabétes de type 2, les risques cardiovasculaires et certains cancers (VermaB et al., 2009 ;
Yuan X et al., 2005 ; Dinelli G. et al., 2009 ; Vitaglione P. et al., 2008). Ces effets bénéfiques
ala santé ont été attribués aux fibres alimentaires et/ou les composés bioactives associés tels
gue les antioxydants (caroténoides, acides phénoliques...), au donneur des groupements
méthyles, les traces minéraux) (Bjorck |. et al., 2012).

Le son et le germe des céréales sont les composantes majeures de la consommation
des grains entiers et sont largement acceptés comme des éléments importants de faible index
glycémique (1G). Les composés inhibiteurs de I’a- glucosidase (empéchant I”hyperglycémie
pos prandiale) de germe de blé ont éé identifiés comme les acides phosphatidiques, le 1,2
dilinoleoyl glycéro 3-phosphate et le 1- palmitylyl-2-linoléoyl-3-phosphate (Liu L. et al.,
2011). De plus, des études ont démontrée que les produits d’avoine et d’orge ont atténué la
glycémie post prandiale, le taux du cholestérol sanguin d a leurs teneurs en - glucane (fibres
solubles), conduisant alors a la perte du poids en augmentant la satiété, et par conséguent
contrélant I’incidence des maladies cardiovasculaires et les diabétes type 2 (Figure 20) (Baik
B.K. et Ullrich S.E., 2008).

Le son de blé a été largement reconnu comme un agent préventif contre le cancer, bien
gue le mécanisme de la protection ne soit pas entiérement compris. Les extraits de son de blé
ont é&é examinés contre la croissance de I’adénocarcinome des cellules de la prostate humaine
(PC3). Les fractions contenants des acides gras insaturés libres, et les alkylrésocinols (lipides
phénoliques) exercent une haute activité cytotoxique (Liu L. et al., 2012 ; Kumar P. et al.,
2011).

Les céréales a grains entiers sont une source riche de bétaine et la choline (Fardet A. et
al., 2008). La bétaine est un donneur de méthyle a I’lhomocystéine, ce qui permet sa
conversion en méthionine (Fardet A et al., 2008 ; Bjorck |. et al., 2012) sachant que
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I”’homocystéine est un facteur de risque cardiovasculaire et peut conduire au stress oxydatif.
La choline, en tant que précurseur de la bétaine est également impliquée dans les défenses
antioxydantes de I’organisme (Fardet A. et al., 2008). La Figure 20 ci-dessous démontre les
mécanismes probables dont la prise de grains entiers protege contre les maladies chroniques.

Consommation des grainsentiers

e ~

Fibres alimentaires (acide phytique) ] Fermentation colique ﬁ Composants bioactives/
(Bétaine) l
v Sensibilite 5 ﬂ Croissance
sibilité a
> Homocystéine St de tumeur
atut
IG 4 et/oull 4 vinsdine U AO/AIﬁ il

v A 4

Satiété ﬂ Lipides du sang ﬂ

v v v
Obésité ﬂ Diabéte type 2 ﬂ M aladies car diovasculair es ﬂ Cancer ﬂ

e

Figure 20: Effets de la consommation des grains entiers sur les différents paramétres
physiologiques et pathologiques (Bjorck 1. et al., 2012)

AO: antioxydant; A.A: anti inflammatoire; 1G: index glycémique; I.I: Index
Insulinémique

ﬁ : Augmentation ; ﬂ:diminution
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Chapitre 04 :
Les plantes Médicinales



1- Notions générales

1-1- Plante médicinale

Selon I’OMS (Organisation Mondial de la Santé), ce sont toutes les plantes qui
contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont
des précurseurs dans la synthése de drogues utiles (Sofowora A., 2010).

Une plante médicinale peut étre considérée comme un médicament car elle répond a la
définition du médicament : « est considérée comme médicament toute substance ou
composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a I’égard des
maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit pouvant é&re administré al’homme ou
al’animal en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs

fonctions organiques ».

1-2- Plante nutritive et curative

L’homme est habitué a consommer et digérer différents espéces de plantes qui sont bien
souvent appreéciées pour leurs qualités aussi medicales que nutritives. La ligne de démarcation
entre les propriétés nutritives et les propriétés curatives n’est pas toujours tres nette. Le citron,
la papaye, 1’oignon et I’avoine sont ils des aliments ou des médicaments ? En réalité ils sont
les deux alafois. Le citron (Citrus limon) prévient les infections ; la papaye (Carica papaya)
est parfois utiliste comme vermifuge ; I’oignon (Allium cepa) prévient les affections des
branches ; I’avoine (Avena sativa) augmente I’énergie. De fait, la phytothérapie prend tout son

sens lorsgue la frontiére entre aiments et médicaments disparait.
2- Lafamille des Lamiaceae

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées est une importante famille de
plantes dicotylédones qui comprend environ 240 genres, pour un nombre d’espéces estimé
environ 7200, répandus dans le monde entier, mais surtout dans la région méditerranéenne.
Elles sont réparties en sept sous famille (Ajugoideae Kostel., Lamioideae Harley, Nepetoideae
(Dumort.) Luerss., Progantheroideae Luerss, Scutellarioideae (Dumort.) Caruel,
Symphorematoideae Brig. And Viticoideae Briq.) (Brauchler C., et al., 2010 ; Pedersen JA.,
2000).

Ce sont le plus souvent des plantes herbacées, des arbustes et rarement des arbres ou
lianes, producteurs d’huiles essentielles, largement répandus dans tout type de milieux. La

forme de lévre de la fleur et la présence d’huiles essentielles signent cette famille. Pour la
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plupart des genres, la section carrée de la tige et des feuilles opposées sont aussi des

caractéristiques. De nombreuses especes de cette famille sont des plantes melliféres.

Les plantes de cette famille sont rarement ligneuses, souvent velues. Les feuilles sont
décussées (déposées en paire se croisant d’un noeud a I’autre), dépourvue de stipule, a limbe
généralement denté. Inflorescence en cymes axillaires ou contractées simulant souvent des
verticilles, ou condensées au sommet des tiges et simulant des épis. Fleurs pentameres en
générale hermaphrodites. Calice a cing divisions. Corolle en général bilabiée longuement
tubuleuse parfois a 4-5 lobes sub-égaux ou a une seule lévre. Lévre inférieure trilobée, la
supérieure bilobée. En générale a 4 éamines, la cinquiéme nulle ou tres réduite. Ovaire
supére a carpelles originellement bi-ovulés ensuite uniovulés par la constitution d’une fausse
cloison. Fruit congtitué par 4 akéenes plus ou moins soudés par leur face interne et diversement
ornés (Quezel P. et Santa S., 1962).

2-1-Classification botanique

La systématique des especes étudiées (Quezel P. et Santa S., 1962) est :

Regne : végétale

Sous régne : Plantes vasculaire
Ensemble : Eucaryote
Embranchement . Spermaphytes

Sous embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotylédones
Sous classe : Gamopétales
Ordre : Lamiales
Famille : Labiées

Sous famille : Nepetoideae

2-2-Les composés phénoliques rapportés a la famille des Lamiacées

Les composés phénoliques de la famille des labiées ont été déa decrits et identifiés. Plus de
400 flavonoides ont éé identifiés dans cette famille (Regnault-Roger C.et al., 2004).

Parmi les caractéristiques des composés phénoliques de la famille des lamiacées et la

présence des flavones (sous forme aglycone et/ ou glycosylé) significativement plus élevés

39



que les flavonols (Benkineouar R., 2007 ; Skoula M., et al., 2008 ; Regnault-Roger C.&t al.,
2004), par contre, les flavanones occupent la deuxiéme place et ceci inclut des flavonoides
monosubstitués en 6 et di substituées en 6,8 qui sont rare ailleurs (Skoula M. et al., 2008).
L’histogramme ci-dessous (Figure 21) démontre le pourcentage de la répartition de
différentes classes de flavonoides selon Benkiniouar R. (2007).

80%
60%
40%
20%

0% [

flavone flavanone flavonols reste

Figure 21 : Distribution des flavonoides dans les L abiées (Benkiniouar R., 2007)

Outre, I’acide rosmarinique (un dérivé des acides cinnamiques) est de loin I’acide phénolique
le plus représentatif de la famille des labiées (Merghem R., 2009 ; Regnault-Roger C.et al.,
2004).

3- Description des plantes étudiées
3-1-Legenre Origanum

Le nom « Origanum » vient du grec « Oros»= montagne, et « Ganos »= joie, |’origan
est donc considéré comme la joie ou I’ornement des montagnes (Wilson M., 2006). Dans le
genre « Origanum », letswart (1980), basé sur des critéres morphologiques, a reconnu 3
groupes, 10 sections (Skoula M. et al., 2008), 43 espéces, six sous especes et 18 hybrides. Les
membres de ce genre sont principalement distribués le long de la région méditerranéenne avec
plus de 80% dans I’Est méditerranéen (Skoula M. et al., 2008).

3-1-1-Description morphologique

L’Origan est une plante herbacée, vivace, aromatique, a tige érigée, dressée, gréle a
section carrée, a arétes saillantes, souvent rougedtre de 20 a 80 cm de haut. Les feuilles
ovales, pétiolées a bord peu denté, sont opposées et de grandeurs variables, les inférieures
étant plus grandes. Les fleurs sont groupées en panicules trés denses sur les rameaux ce qui
congtitue un cas unique chez les labiées. Calice tubuleux a 5 dents courtes bilabié ou non.
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Corolle blanche ou rosée, a lévre supérieure émarginée et a lévre inférieure trilobée, 4
étamines divergentes (Quezel P. et Santa S., 1962).

La détermination de différentes espéces d’Origan est assez délicate. Les espéces courantes,

plus ou moins commune dans le Tell sont :

@ Origanum vulgare ssp. Glandulosum (Desf) |etswaart appelée « Origan algérien »
est endémique al’Algérie et aTunisie (Krim S. et al., 2008).
@ Origanum hirtum Batt : espéce du nord africaine.
@ Origanum compactum Benth : espece d’ouest algérien.
@ Origanum floribundum Munby : espece endémique a I’ Algérie et protégée par laloi
(phase A., 2006-2010)

3-1-2-Propriétés thérapeutiques

En Algérie, I’Origanum glondulosum est un arbuste aromatique appelée « Zaater » qui
est utilisé principalement comme plante médicinale contre la toux, la coqueluche, la fiévre et
la bronchite (Bendahou M. et al., 2008). En médecine populaire, I’Origan est utilisé pour
soigner les rhumes, et les troubles digestives. Le Dr. Leclerc H. lui reconnait un réel pouvoir
thérapeutique, dans le traitement de la toux et de la coqueluche. Aussi, préférait-il les Origan
nord africains qu’il tenait plus actifs.

Les activités biologiques d’Origan sont : antiseptique, antispasmodique, antitussif,
apéritif, aromatique, carminatif, calmant, digestif, emménagogue, expectorant, ssomachique,
tonique (Baba-AissaF., 1999).

3-2-Le genre Thymus
3-2-1- Présentation et description

Thymus est un vaste genre diviseé en huit sections, comprenant environ 215 espéces
particulierement répandus dans la région méditerranéenne. Dans la flore algérienne ce genre
est représenté par 11 especes qui ne se prétent pas aisement a la détermination, en raison de
leur variabilité et de leur tendance a s’hybrider facilement, parmi lesquelles: T. numidicus
Poiret. (Hazzit M. et al., 2009) localement connu « zaitrax.

T. numidicus Poiret, un membre de la famille des Labiées, est une plante
aromatique/médicinale d’une importance économique croissante en Amérique du Nord, en
Europe, en Afrique du Nord et en Asie. Comme beaucoup de labiées elles sont connues par
leurs huiles essentielles (H.E.) aromatiques (Golmakani M.T. et Rezaei K., 2008).
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Nombreux sont les auteurs qui ont étudié les especes appartenant a ce genre (Gilly G., 2005 ;
Bouguet G., 2009), I’influence des conditions environnementales sur le modéle de
composants d’huiles essentielles et des composés phénoliques a été étudié. Des facteurs
environnementaux abiotiques (conditions de températures, I’humidité, pédologiques,
climatiques et I’altitude...) ainsi que des effets biotiques (perturbations d’origine humaines,
herbivores...) ont éé prouvés pour influencer a la fois I’H.E. et de polyphénols de genre
« Thymus » (Bouguet G., 2009).

3-2-2- Description morphologique

C’est un sous arbrisseau vivace, aromatique, a tiges ligneuses dressées, quadrangulaire,
fortement ramifiées, atteignant rarement plus de 30cm de hauteur et possédant de petites
feuilles linéaires ou elliptiques, opposées, sessiles ou courtement pétiolées. Les fleurs sont
réunies en grappes a I’extrémité des rameaux, situées a I’aisselle de bractées en forme de
feuilles, simulant des verticilles; la corolle est rose pale, trés rarement blanche, avec levre
supérieur entiere et lévre inférieur trilobé (Bianchini F. et Corbetta F., 1975 ; Wichtl M. et
Anton R., 1999 ; Baba Aissa F., 1999).

3-2-3- Origine et distribution

Spontanées sur les terrains sec et ensoleillés de la Provence, de nombreuses sous
especes et variétés se sont multipliées en Europe centrale et du sud, dans les Balkans et le
Caucase. Laplante est cultivée en Afrigue Orientale, Inde, Turquie, Maroc et en Amérique du
Nord (Wichtl M. et Anton R., 1999). En Algérie, elle est commune dans les régions
montagneuses et les bords de la mer, ou I’on rencontre aussi de la méme famille le serpolet,
(Thymus serpyllum) et Thymus algériensis (Delille L., 2007). Les thyms résistent bien a la
sécheresse d’été et a des températures de -10°c. S’il y’arepos de végétation en été le feuillage
est persistant. Remarquant que, suivant |’altitude, la plante fleurit en jour long ou en jour
court (Gilly G., 2005).

3-2-4- Propriétés thérapeutiques

Les usages médicinaux et non médicinaux de différentes especes de Thymus sont bien
connus. Le thym est couramment utilise comme herbe culinaire. Sa drogue et I’huile
essentielle sont officielles dans plusieurs pharmacopées (exemple la 6°™ de la pharmacopée
Européenne) (Borbala B et al., 2010) ; par exemple, le thym fait partie de nombreuses

spécialités antitussives (Expectral®, Pertussin et Thymipin). De plus de nombreux
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médicaments par voie interne et externe (sirop, gouttes, bains et frictions) renferment de
I”huile essentielle de thym (Wichtl M. et Anton R., 1999).

La plante est rapportée pour avoir un large éventail d’activités biologiques, tels que
carminative, antispasmodique, expectorant, antitussif, anti microbienne, vermifuge,
antioxydante et antifongique (El-Nekeety A.A. et al., 2011; Borbala B et al., 2010;
Golmakani M.T.et Rezaei K., 2008 ; Baba Aissa F., 1999). EI-Nekeety A.A. et al. (2011) ont
montré que les huiles essentielles de thym ont une activité antioxydante potentielle et un effet

protecteur contre la toxicité des aflatoxines (dose dépendante).

Il est également utilisé dans la médecine populaire pour le traitement d’une variété de
maladies gastro-intestinales et notamment des troubles broncho-pulmonaire.

Le thym ou I’origan ont é&é couramment utilisés dans les aliments principalement pour
le gout, I’aréme et a la préservation. Depuis les anciens Grecs, les Egyptiens, et les Romains
les parties feuillues sont souvent ajoutées aux produits de viandes, de poissons et de la
nourriture (El-Nekeety A.A. et al., 2011).

Les composés phénoliques rapportés du genre Origanum et de Thymus sont présentés

dans le Tableau 03 suivant :

Tableau 03: Les composés phénoliques communs et distingués du genre Origanum et

Thymus
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Classe

Composés

Références

Composés phénoliques communs

Acides phénolique

Flavones

Flavanones

Flavonols

A.rosmarinique

A.caféique

Lutéoline (5,7, 3", 4’ té&raOH)
Apigénine (5, 7, 4’-tri OH)

Thymonine (5, 6, 4’-tri OH -7, 8, 3’ tri —
OCHj;flavone)

Eryodictyal (5, 7, 3’, 4’- téra OH)

Quercétine (5, 7, 3°, 4’ tetra OH)

D’aprés une comparaison de

plusieurs auteurs

Composés phénoliques du genre Thym

us

Flavones

Scutellarein (5, 6, 7, 4° tétra OH flavone)

Vicenin-2 (6, 8, di C-glucoside d’apigénine)

Cirsilinéol (5,4°-di OH- 6, 7, 3’-tri-OCHs

flavone)
8-méthoxy cirsilinéol

Cirsimaritine (5,4’ di-OH, 6,7 di-OCHs-

flavone)

Nickavar B., Esbhati N., 2012

Regnault-Roger C. et al., 2004

Morimitsu et al., 1995 ;
Harraguchi H. et al., 1996

Adzet et al., 1988 ;; Morimitsu
et al., 1995; Harraguchi H. et
al., 1996 ; Broucke V.D., 1982

Regnault-Roger C. et al., 2004
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5,4-di OH-6,7, 8, 3’-té&ra-OCHsflavone

BrouckeV.D., 1982

Composés phénoliques du genre Origanum

Flavones 5,7- Di-OH (chrysin) Mirovich, 1987 ; Skoula M. &
_ _ al., 2008 ; Zheng et al., 1997
5,6- Di-OH-7-OCHg; (negletein)
_ Koukoulista et al., 2006;
5-OH-6,7- di-OCH3; (mosl oflavone)
Skoula M. et al., 2008
5,7, #-Tri-OH-3’-OCHj3 (chrysoeriol)
5,7, 3’-Tri-OH-4’-OCHj3 (diosmétine)
Flavanone 5,7, 4-Tri-OH flavanone (naringénine) Antonescu et al., 1983 ;
Flavonols 3,5,7-Tri- OH flavone (galangine) Kanazawa et al., 1995

3,5, 7, 4-Téra OH flavone (Kaempférol)

5-OH -3,7, 3’, 4’-tétra-OCHg3 (rétusine)

Gil-Munoz, 1993 ; Skoula M.
et al., 2008 ; Antonescu et al.,
1983

Dihydroflavonols

3, 5, 7, 4- téra OH flavanone (dihydro-

kaempférol)

3,5, 7,3’,4’- tenta OH- flavanone taxifolin

Skoula M. et al., 2008

3-3-

Le genre Calamintha

Le genre Calamintha est dérivé du grec « Kalos »= beau, et « mintha»= la menthe,

faisant allusion & la similitude de la plante a la menthe (Anisko T., 2008).

La premiére étude taxonomique du « Calamintha » était réalisée par Boissier (1879). L’ auteur

a reconnu trois sous sections et comprend neuf espéces (Alan S. et al., 2007) aromatiques,
originaires de|’Eurasie et I’Amérique du Nord (Ernest S., 2006).

Récemment, Galland et al. Ont mentionné une sous espéce comme éant présente en

Afrique du Nord (Rif et Atlas moyen) sous le nom Calamintha grandiflora (L.) Moench

subsp. Baborensis (Bali) Galland ; les plantes nord africaines présentaient la méme allure que
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celles d’Europe mais seraient plus réduites, c'est-a-dire avec des feuilles, calice et corolle un
peu plus courts (EI-Kalamouni C., 2010 ; Grijalbo R.P. et al., 1993).

Utilisée en infusion comme tisane, le Thé d’Aubrac et la plante la plus rare parmi les
plantes sélectionnées, Calamintha grandiflora (L.) Moench (Syn. Satureja grandiflora (L.)
Scheele) voir les synonymes Mélissa grandiflora L., Thymus grandiflorus scop., Calamintha
mariae, le Thé d’Aubrac est une plante connue dans la région d’Aubrac au massif central en
France. Elle appartient & la famille des Labiées, de taille (20-60 cm) et d’une odeur forte et
pénétrante particuliérement en Juillet.

3-3-1-Description morphologique

Plante herbacée de 20-50cm de hauteur, annuelle ou bisannuelle. Les feuilles sont
pétiolées, a limbe ovale, de 3-5cm de longueur et de 2cm de large, a bords dentelés et a
nervation pennée. Inflorescence est en cyme hipare, la fleur bisexuée, épigyne, a corolle
bilabiée a base tubulaire, purpurine ou blanches tachetées de rose pédicellées, a deux lévres,
hispides. Gynécée a style long lisse surmonté d’un stigmate bifide, tétracarpellés, uniovulés a

ovule anatrope. Le fruit est un tétramere a surface granulée (Aribi 1., 2011).
3-3-2- Distribution géographique

Sur le terrain, cette plante montre une préférence pour les foréts ombragées et fraiches
des étages montagnards, surtout hétraies (EI- Kalamouni C., 2010).

3-3-3- Composition chimique

Une étude sur les flavonoides de cette espéce menée par Benkiniour R., (2009) arévélé
la présence de six flavonoides qui sont identifiées par une co-chromatographie (rapport
frontale (Rf) et fluorescence) et par des analyses spectraes UV-Visible et résonance
magnétique nucléaire (RMN) :

Apigénine, lutéoline, 5-desméthysinensetin (5-hydroxy, 6,7, 3’,4’ téraméthoxyflavone),
xanthomicrol (5,4 dihydroxy, 6,7, 8-triméthoxyflavone), quercétine 3-glucoside, 5,3’,4’-OH-
6, 7, 8-O méthylflavone.

Une autre étude plus récente effectuée par Dobravalskyte D. et son équipe (2012) ont identifié
deux autres molécules phénoliques, qui sont : I’acide rosmarinique et I’acide salvialonique C.

3-3-4- Utilisation en médecine traditionnelle

Elle est trés utilisée, pour en enfants ou adultes des deux sexes, elle possede plusieurs

modes d’emploi, en infusion ou en macération ainsi qu’en poudre comme un anti-diarrhéique
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et les brulures de I’estomac ainsi que les problémes de cblon et |es gastrites en générale (Aribi
1., 2011).
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Deuxieme partie :
Matériel et Méthodes



Le présent travail a été réalise au niveau du Laboratoire de Biologie Micromoléculaire
et Phytochimie (Université de Constantine), dirigé par le Pr. Merghem R.

1- Matérielsvégétales
1-1-Choix du mateériel d’étude

La sélection du matériel d’éude est la premiére étape dans une investigation phytochimique.
Quelques critéres qui peuvent orienter un phytochimiste pour son choix:

@ Le chercheur sera souvent tenté de s’intéresser aux espéces qui n’ont pas, ou tres peu
été éudiées.

@ Plantes endémiques, car ces dernieres doivent certainement posséder des
caractéristiques évolutives particulieres et donc pouvoir fournir des substances
chimiques nouvelles.

@ Plantes qui ont une grande importance économigue et/ou nutritionnelle comme celles

de lafamille des Iégumineuses, des labiées et cérédes ...
1-2-Récolte des plantes
- Céréalesalimentaires

Ce sont le son et le germe des céréales : les fractions de la mouture et co- produits de la
minoterie qui ont éé éliminés lors d’obtention de lafarine et de la semoule.

La sélection a été faite aprés une étude préliminaire sur cing types d’échantillons:
I’ensemble son plus germe de blé, le son d’avoine, le son d’orge, le son de blé commercial et
lafarine d’orge. Des résultats préliminaires (I’intensité de la couleur des extraits, le tirage des
spectres des phases des différents extraits), nous laissent opter a continuer nos travaux sur
trois types échantillons (Figure 22) :

1- L’ensemble son plus germe de blé (1kg),
2- Lafarinede son plus germe de blé traité ala chaleur (1kg).
3- Lesond’orge (300g)

Les deux premiers échantillons ont éé fournit par le Laboratoire de recherche en Nutrition et
Technologie Alimentaire (L.N.T.A.) dI.N.A.T.A.A (Institut de la Nutrition, de
I”’Alimentation et des Technologies Agro Alimentaires de Constantine) et qui ont éé utilisés
telles qu’elles. Le son d’orge obtenu apres la mouture de 2600g de grains d’orge, nous permet
de récolter 3759 de son (environ 14% de rendement).
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Figure 22 : Photo des trois échantillons de céréales de I’étude: le son plus germe de blé (A),

farinede son plus germedeblétraitéalachaleur (B), et le son d’orge (C).

- Les Plantes médicinales

Les plantes ont été récoltées en mois de Juillet (2012) en période de floraison, de deux
stations de lawilaya de Jijel (Algérie) :

1- Origanumvulgare Desf : région d’Ouled Askeur.

2- Origanum floribundum Munby: Chréa (Parc National de Taza: P.N.T.)
3- Thymus numidicus Poiret : région d’Ouled Askeur.

4- Calamintha grandiflora (L.): foré Aftis (P.N.T) (Ziamma Mansouriah).

Aprés nettoyage, les plantes (Tableau 04, Figure 23) ont é&é séchées a température

ambiante et al’abri de la lumiére, puis broyé en fine poudre avec un mortier.

Tableau 04 : Les plantes médicinales sélectionnées, site de récolte, leur statut national,

partie utilisée et leur masse respective

Nom scientifique Région de | Statut national Partieutilisée | Masse de Ila
récolte _ matiéreen (gr)
/endémisme

Origanum vulgare | Ouled Endémique a Feuilles 30
Desf. Askeur Algérie, Tunisie

Fleurs
Origanum floribundum | Chréa Rare/ endémique a Feuilles 10
Munby (P.N.T.) I’Algérie

Fleurs
Calamintha Aftis Commun Feuilles 30
grandiflora Moench (P.N.T.)
Thymus numidicus | Ouled Endémique a Feuilles 20
Poiret Askeur I’Algérie

Fleurs
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Photo Thymus numidicus apreéslarécolte Photo : Calaminta grandiflora prise de

son site d’origine (Aftis)

Photo d’Origanum floribundum prise de son Photo d’Origanum vulgare (Ouled

Sited’origine (Chréade P.N.T.) Askeur) apreés séchage

Figure 23 : Photo des plantes médicinales sélectionnées.
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La Figure 24 suivante montre la répartition des foréts de la wilaya de Jijel et les stations

de récolte des plantes de I’étude.
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Figure 24 : Cartedelarépartition desforéts (en vert) delawilaya de Jijel et site derécolte des
plantes médicinales. > Indique le site de récolte

Le parc National de Taza (Figure 25) a été classé Réserve de Biosphére par ’TUNESCO
en Octobre (2004), au niveau desquels on dénombre plusieurs espéces protégées par la loi
(Phase A., 2010). 435 especes veégétales ont éé inventoriées dans le parc (sur environ 3139
especes que compte le pays) en sus de 135 champignons et 147 plantes médicinales (Site

officiel de laWilaya de Jijel).

o1



Hiiio

Tinbe

mone

MER MEDITERRANEE

ZIAMMIA-
MANZOURIA

SELMA-EENZIA]

BOUDRIA-BENI-YAD JI§

OUED-YAHIA-
KHEDROUCHE

B0 - IL.
OULED-ASKER
OULED-RABAH

MILA

CHEDDALA-MILAT

e

0000S0F

N

A

Fejeclpl UTH
Eche Ik '1 /i0D DOO

000090

Tonon

Teon0n

a0

L

Figure 25 : Carte géographique montrant la situation générale du Parc national de Taza-Jijel-
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2- Analyse phytochimique
2-1-Preéparation des extraits

L extraction des composés phénoliques des échantillons de céréales alimentaires et de
plantes médicinales sélectionnées, a été réalisée par macération. Elle est basée sur le degré de
la solubilité des composés phénoliques dans les solvants organiques. Elle comprend deux
grandes étapes: la premiere phase est une extraction solide- liquide, basée sur la
solubilisation des composés phénoliques dans le solvant et leur transfert vers ce dernier et la
seconde est une extraction liquide- liquide. Cette derniére consiste au transfert sélectif de
solutés présents initialement dans un solvant (phase agueuse dans notre cas) vers un autre

solvant non miscible.

Les solvants utilisés sont I’éthanol a 70% (2 fois) et I’acétone a 70% (1 fois) (pour
I’ensemble son plus germe de blé). Le son d’orge a été traité uniquement par I’acétone a 70%
(3fois).

Quant aux plantes médicinales, I’extraction a été faite par I’éthanol & 70% (3fois).

Le rapport solvant/matériel végétal était de (10/1 : ml/g) (Marston et Hotsmann, 2006).
Cette macération se fait en trois jours successifs avec renouvellement du solvant chaque 24
heures. Ceci pour permettre une meilleure extraction des composés phénoliques.

Aprés filtration, les filtrats sont soumis a une évaporation a basse pression a 70°C
(Rotavapor®, Biichi B490) pour éiminer le maximum de solvant et de concentrer I’extrait.
Ce dernier est laissé au réfrigérateur pendant 24heures, afin de décanter les cires, les boues,
les lipides risgquant de géner la suite des opérations. La phase limpide a ensuite subit un lavage
par I’éher de pétrole (v/v) (I’opération est répétée 3fois) pour se débarrasser encore des cires,
des lipides et de la chlorophylle (cas des plantes médicinales) (Figure 26).

Aprés lavage, un volume de 10 ml d’extrait hydroalcoolique de chague échantillon testé
est récupéré et a subit une autre fois une évaporation a sec et a é&é solubilisé dans le méthanol

pour nous donner I’extrait brut ou Totum.

Afin de séparer les composés phénoliques en fractions (Kebiéche M. et al., 2011)
aglycones, monoglycosides et di-tri-glycosides, la phase aqueuse est mélangée avec :
1- L’ éther diéthylique (v/v) : qui permet de soutirer les composes phénoliques simples,
les flavonoides aglycones, et les aglycones méthoxylés.
2- L’acétate d’éthyle (AcOEt) (v/v) : pour les flavonoides aglycones mais surtout les

monoglycosides.
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3- Butanone ou méthyl éthyl céone (MEC) (v/v): pour récupérer notamment les
flavonoides C-glycosylés, tanins monomeériques, dimériques et trimériques.
4- La phase agueuse (H.0) finale: contient surtout les flavonoides glycosylés plus

polaires.

Les différentes partitions entre solvants ou affrontements, se font dans des ampoules a
décanter. La phase agueuse et le solvant (v/v) sont mélangés énergétiqguement en laissant
sortir a chaque fois les gaz produits. Aprés un repos d’une heure et demi, on récupére
séparément la phase eau et le solvant utilisé chargé de ses composés spécifiques. A
I’exception de la fraction éher diéthylique qui s’évapore a l’air libre, les trois autres fractions

récoltées sont concentrées par évaporation a basse pression a 70°C.

M atiére seche

-Extraction (3fois, pendant 3 jours, 1:10, m/v)
- Décantation, Filtration puis évaporation a basse pression

- Décantation

Phase aqueuse limpide

- Lavage par I’é&her de pétrole
| Phase é&her de pétrole

Phase aqueuse

Eliminée

[, Uneprisede 10ml

- Evaporation et récupération dans le M eOH

Extrait brut ou Totum

Affrontement par les solvants

Extrait éther diéthylique

Evaporation Extrait acétate d’éthyle (AcOEt)

Evaporation | gyirajt méthyl éthyl cétone (MEC)

Evaporation -
Extrait Eau (H,0)

Figure 26 : Protocole d’extraction des composés phénoliques
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2-2-Aspect quantitatif
2-2-1-Dosage des composes phénoliques totaux

Le contenu phénolique total des extraits a été estimé par une méthode
spectrophotométrique avec le réactif de « Folin-Ciocalteu ». Le dosage des polyphénols

totaux par ce réactif a été décrit par Singleton et Rossi, 1965.

Le réactif est congtitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) €t
d’acide phosphobolybdique (HsPM012040). Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en
un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdene. La Figure 27 démontre le principe de

laréaction de I’acide gallique avec le molybdéne.
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Figure 27 : Principe d’action de réactif de Folin-Ciocalteu avec I’acide gallique (adaptée a
partir Oliveira et al., 2009).

La coloration produite, dont I’absorption maximum est compris entre 725 et 765 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot N.,
Charpentier J.P., 2006).

Le dosage quantitatif a été réalisé selon la méthode de Zhu K.X. (2011) (Figure 28).
Un millilitre (1ml) d’extrait préparé dans I’eau distillée (a une concentration de 1mg/ml pour
les céréales alimentaires (Zhu K.X. et al. 2011) et 0,4mg/ml pour les plantes médicinales
(Nickavar B.et Esbati N., 2012) a éé mélangé avec 5 ml de réactif de Folin- Ciocalteu
fraichement préparé (dilué 10 fois). Aprés 10 minutes, 2 ml de carbonate de sodium (NaxCOs)
(75mg/ml) est ajouté au mélange réactionnel. Apres 30 min d’incubation, I’absorbance est
mesuré a 765nm avec un spectrophotometre UV .Visible type Shimatzu 1601.
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sml de réactif 4 ml de Na,CO;
de Folin-Ciocalteu (75 /L)
dilué au 1/10 ==

Attendre . Bien agiter
: laisser a I"'obscurité
10 min
1 ml d échantillon Lire I'absorbance
a 765nm

Figure 28 : Protocole suivi pour le dosage des composés phénoliques selon (Zhu et al., 2011)

La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec de I’acide gallique (0-200ug/ml) et est
exprimée en milligramme (mg) d’équivalent d’acide galliqgue par gramme d’extrait (mg
d’EAG/g d’extrait)

Le contenu phénolique total (CPTs) est calculé selon I’équation suivante :

CPTs(mg/g) :% (Nickavar B., Esbati N., 2012)

Ou C, V, M sont la concentration de I’acide gallique établit a partir de la courbe
d’éalonnage (ug/ml), le volume de I’extrait (ml) et le poids de I’extrait (mg), respectivement.

2-2-2-Dosage des flavonoides totaux

Le contenu flavonoidique total des extraits est mesuré par une méthode colorimétrique
en utilisant le réactif de chlorure d’auminium (AICl3). Ce réactif forme un complexe
flavonoides- aluminium ayant un maximum d’absorption a 430nm (Djeridane A. et al., 2006).

1ml de I’échantillon préparé dans le méthanol avec une concentration de 1mg/ml (cas
des extraits de céréales alimentaires) et a 0,4mg/ml (Nickavar B., Esbati N., 2012) pour les
plantes médicinales, est mélangé avec 1ml d’une solution méthanolique de chlorure
d’aluminium (2%). Aprés 15min d’incubation, I’absorbance est mesurée a 430nm par un

spectrophotométre.

Les résultats sont calculés a partir d’une courbe d’étalonnage établit avec de la
quercétine et exprimé en mg d’équivalent de la quercétine par g de I’extrait selon |’équation

suivante :
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CFTs(mg/g) :% (Nickavar B., Esbati N., 2012)

Ou C, V, M sont la concentration de la quercétine établit a partir de la courbe
d’éalonnage (mg/ml), le volume de I’extrait (ml), et le poids de I’extrait (g), respectivement.

2-3-Aspect qualitatif
2-3-1- La chromatographie sur couche mince (CCM) analytique

Mise au point fortuitement en (1938) par Ismailor et Shraiber qui ont constaté a la suite
de la rupture de la colonne chromatographique que la séparation des composés se poursuivait
aplat sur lapaillasse du laboratoire. Actuellement, elle est réalisée sur une plague en verre ou

aluminium recouverte d’une fine couche de phase stationnaire.

La CCM devient la méthode de choix pour des séries d’analyses simples et peu
couteuses (Marston A. et Hostemann K., 2006). Elle est utile pour un dépistage d’extraits de
plantes pour les substances phénoliques avant I’analyse détaillée par des techniques
instrumentales telles que I’HPLC, I’MS, spectrophotométre, en particulier parce que de
nombreux échantillons peuvent étre analysés simultanément (Knezevi¢ S.V. et al., 2012).

2-3-1-1- Principe
La CCM est une technique de séparation des constituants d’un mélange complexe par
entrainement a I’aide d’une phase mobile (solvant (s)) le long d’une phase stationnaire (gel de
polyamide, gel de silice, alumine) maintenue sur une plague en verre ou en plastique rigide,
en se basant sur les phénomenes d’adsorption et de partage. Larévélation se fait sous contrdle
UV ou alasuite de pulvérisation de réactifs spécifiques pour les composés recherchés.

2-3-1-2- Mode opératoire
- Préparation des plaques

Les plagues (en verre) de 10x20 cm et 20x20cm ont été utilisées, placées |’une a coté de
I’autre sur le support chromatographique, dégraissées au méthanol. L’étape suivante consiste
apréparer le gel de polyamide DC6 (10g) dans 55ml d’éthanol (pour préparer 10 plaques), le
mélange est verseé immédiatement dans I’étaleur qui a été déja placé a I’extrémité des
plaques. Etaler uniformément a vitesse constante. Enfin, laisser les plaques jusqu’a leur
séchage a l’air libre (a peu pres une journée).
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- Choix de la phase mobile
Lors du choix de la phase mobile pour le développement des plaques de CCM, il est
important de S’assurer que le solvant ne réagit pas chimiquement avec les substances du
mélange a analyser (Mendham et al., 2006).

Aprés plusieurs essais le systéme solvant qui montre une bonne séparation des molécules a été
retenu :

@ Pour les extraits bruts et les autres fractions de céréales alimentaires :
Le systeme : Toluene/MeOH/MEC/Butanol (30 :20 :15 :0,3 ; v/vIviv)

@ Pour les extraits bruts et les autres fractions de plantes médicinales :
Le Systéeme : MEC/MeOH/Ethanol/Ether de pétrole (40/30/30/10)

@ Pour les phases eau des plantes médicinales :
Le systeme : H,O/Butanol/EtOH/HCOOH (50/20/25/2 ; vIvIviv).
- Dépots
Le dépbt des échantillons a séparer est I’étape la plus délicate. || s’effectue al’aide d’un
capillaire. On dépose de facon perpendiculaire quelques microlitres d’échantillon (Figure 29)

et on seche (pour éviter la diffusion de la tache) et évaporer le solvant. On répéte I’opération
plusieurs fois.

<— Capillaire «— Plaque —>

2T e
' ' Ligne de dépot

Dépot perpendiculaire

Figure 29 : Méthode de dépbtslors d’une CCM analytique.
- Deéveloppement des plaques

On place la plague dans la cuve saturée en vapeur de solvants a |I’avance et contenant
I’éluant. Le solvant monte par capillarité, et les différents constituants de I’échantillon déposé
migrent avec des vitesses différentes. Dans le cas idéal on obtient autant de taches que les
congtituants sur le trajet de migration de solvant (Figure 30). Lorsqu’il arrive presque en haut
de la plaque on sort celle-ci de la cuve et on laisse I’éluant s’évaporer. La durée de
développement dépend de la phase mobile, de lataille de la plaque et de latempérature.
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Figure 30: Migration des constituants de I’extr ait lors d’une CCM analytique
- Revéation (Visualisation des taches) :
Aprés le développement et I’évaporation du solvant de migration les taches sont
visualisees:
@ Alddl nu
@ SousI’UV a365nm
@ Avant et aprés pulvérisation du Réactif de Neu .
U Réactif de Neu
Le réactif de Neu (C14H16BNO) ou 2-aminoéthyl diphényl borate (Naturstoff reagent A)
(Figure 31) est un colorant fluorescent utilisé en chromatographie sur couche mince, en
I’histologie végétale et dans la culture cellulaire pour améliorer et amplifier 1’auto-
fluorescence des polyphénols particulierement ceux des flavonoides (Griinz G. et al., 2010).

En fonction de la substitution avec des groupes hydroxyles sur le cycle B et C, les flavonoides
et le réactif Naturstoff forme un chélate avec une fluorescence caractéristique.

NH-
o—"

o=

Figure 31 : Structure de 2-aminoéthy! diphényl borate (réactif de Neu) (Grinz G. et al., 2010)
U Mode opératoire

Vaporiser une solution méthanolique du réactif de Neu 1% sur les plaques de CCM. Les
flavonoides apparaissent sous forme de taches fluorescentes. Selon la couleur obtenue nous
avons identifié le type de flavonoide (Stahl E., 1969)
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@ Les dérivés d’apigénine présentent une couleur fluorescente sous UV jaune-verdétre
et aprés 24 heures, leurs couleurs a la lumiére visible virent au rouge- brun.

Q

Les dérivés de lutéoline présentent une couleur fluorescente sous UV jaune.

@ Les dérivés de kaempférol présentent une florescence sous UV jaune verdétre plus
intense que celle des dérivés d’apigénine.

@ Lesdérivés de quercétol présentent une couleur fluorescente sous UV orange intense.

2-3-1-3-Appliquations

Parmi les multiples applications que posséde la CCM, on s’intéresse dans cette éude
aux qualitatives. La fluorescence sous lumiere UV ainsi que la valeur du Rf (rapport frontal)
accessible immédiatement & I’examen du chromatogramme apportent des informations sur la

structure du compose flavonique.

- Relation fluorescence-structure
L’examen en lumiére ulraviolet est certainement le procédé le plus utilisé pour la
détermination de la structure (Lahouel M., 2005). |1 fournit des informations treés importantes
sur la configuration structurale mais aussi les substituants sur les squelettes des molécules
isolées. Le Tableau 05 ci-dessous montre les relations existantes entre la structure d’un
compose flavonique et sa fluorescence sous UV.

Tableau 05 : Détermination de la structure des flavonoides par I’interprétation de leurs
fluorescences (L ahouel M., 2005).

Spot coloré Type de flavonoides

Noir Flavonols 5,6,7 tri- OH libres

Flavonols 5,7,8 tri- OH libres

Brun-noir 3-OH absent ou 3- OH substitué

violet Flavones 5- OH et 4’- OH
Flavones 3-OR &t 5-OH, 4’-OH

Flavones 6- ou 8-OH

Chalcones, isoflavone, dihydroflavonols,
flavonones
Bleu-clair (fluorescent) Flavones sans 5-OH libres

Flavonols sans 5-OH libre avec 3- OH subtitué
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Jauneterne, jaune, flurescence orangée Flavonols 3-OH libre avec ou sans 5- OH libre

Jaune vert brillant 5-OH libre ou 5-OH subtitué

Jaune fluorescent Flavonols avec 3-OH libre, aurone, chalcone,
flavanones

Jaune péle dihydroflavonols

- Relation Rf- structure

Le facteur de rétention (Rf) apporte aussi des informations sur la structure des
polyphénols. Le facteur de rétention est calculé d’aprés larelation suivante :

__ Distance entre la ligne de base et la tache du produit

Rf

" Distance entre la ligne de base et le front de solvant

Sachant que la valeur du Rf n’est pas une constante physique du corps, car elle est
influencée par plusieurs facteurs, tels que la nature du solvant, la technique employée, la
température ainsi les différents substituants et leurs positions sur le squelette flavonique
(Tableaus).

Tableau 06: Relation entre Rf- Structure flavonique (Akroum S., 2011)

Structure flavonique Rf
Augmentation des OH Diminution du Rf dans un solvant lipophile
Glycosylation Rf augmente dans un solvant aqueue

Rf diminue dans un solvant alcoolique

Hydroxyles méthylés Rf augmente dans un solvant alcoolique
Méthylation d’un OH en C5 Rf diminue dans un solvant alcoolique
Hétérosides de flavones avec 3- OH libre Rf nul dans I’eau

2-3-2-La chromatographie sur couche mince bidimensionnelle (2D-TLC)
2-3-2-1-Principe
Dans cette technique, la séparation est réalisée sur une plague carrée (20x20). On
dépose la tache du mélange des solutés a proximité d’un coin de la plague et I’on développe
d’abord le chromatogramme par un premier mélange de solvants. Cette opération terminée on
retire le chromatogramme de la chambre de développement, on le seche et on le tourne de
90°, de telle fagcon que la ligne des taches séparées devient la nouvelle ligne de dépbt. On
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effectue alors un nouveau développement du chromatogramme par un second mélange de
solvants. On réalise ainsi une bonne séparation sur toute la surface carée de la plague

chromatographique (Figure 32).

{5T|;E¥1

r-frant
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Figure 32 : Représentation schématique globale de la chromatogr aphie bidimensionnelle sur un
adsor bant

-(@) Echantillon au coin d’une plaque de chromatographie -(b) Développement de la plague
dans la premiére direction avec le premier éluant -(c) séchage de la plaque

-(d) Développement de la plaque dans la deuxieme direction perpendiculaire a la premiére
avec le deuxieme éluant (Ciesla L., Hajnos M.W., 2009)
2-3-2-2-Mode opératoire

Ce type de chromatographie est réaliseé sur plague de 20x20 de polyamide DC6
confectionnées au laboratoire. Les extraits concernés sont : I’extrait éther diéthylique, acétate
d’éhyle, MEC pour chague plante médicinale étudiée. On garde les m mes systéemes de
migration lors de la CCM analytique des plantes médicinales :

1¥¢dimension : MEC/ETOH/MeOH/éther de pétrole (40/30/30/10 ; v/VIVIv)
2°™ dimension : H20/Butanol/ETOH/acide formique (50/20/25/2 ; vIvIVIV)

Le premier solvant assure une dispersion en fonction de la nature de I’aglycone (nombre
d’hydroxyle et nombre de méthoxyle) alors que le deuxieme assure une dispersion en fonction

du mode de conjugaison (nombre, position et nature des sucres).

L’un des avantages importants de la CCM bidimensionnelle est la bonne séparation de
composes de substances trés proches. Les multiples systémes de détection permettent
I’analyse de large gamme de composés ainsi des résultats visuels peuvent tre facilement
observés (Mendham et al., 2006).
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2-3-3-La spectrophotométrie UV- Visible
2-3-3-1- Notions de base

Rappelons que les molécules qui présentent un spectre d’absorption UV/Visible sont
celles qui absorbent des photons dont |’énergie correspond a des longueurs d’ondes se situant
dans I’intervalle 190nm-800nm. Cette absorption correspond a une interaction des photons
avec les électrons des couches externes des atomes ou des molécules ; les électrons passent
alors d’un éat fondamental a un état excité (Gavrilovie M. et al., 1996).

2-3-3-2-Parametres importants d’un spectre UV/Visible

Deux types de paramétres sont importants en spectroscopie UV/Visible : les longueurs
d’ondes des maximas d’absorption (Amax) €t les épaulements et I’intensité de leurs absorptions
sont mesurées le plus souvent par la valeur de leur coefficient d’extinction molaire (g)
accessible par la mesure de |’absorbance (loi de Beer Lambert) (Burgot G., Burgot J.L., 2006)

En analyse structurale, I’ensemble du spectre est étudié et les deux types de paramétres
ci-dessus sont utilisés pour identifier des groupements d’atomes voire d’identifier dans les cas

les plus favorables la molécule.

En analyse quantitative, on choisit la longueur d’onde de préférence celle ou I’espéce
absorbe le plus et d’aprés la mesure de I’absorption on en déduit la concentration de la
substance puisque la premiére est fonction de la seconde.

- Spectre UV/Visible et structure moléculaire

@ Groupement chromophore

La présence de bande est liée a I’existence d’absorption UV/Visible de certains
groupements fonctionnels dits « groupements chromophores» dans la molécule. Ils sont
caractérises par la présence constante dans leurs structures de liaisons multiples (Tableau 07).

Tableau 07 : Maximum de longueur d’onde (Amax) de quelques groupements fonctionnels

Chromophore Exemple Maximum de longueur d’onde (Amax)
C=0 aldéhyde Acétaldéhyde 290
C=0 céone Acétone 279
COOH Acide acétique 208
COOR Acétate d’é&hyle 211
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Aromatique Benzéne 255

@ Conjugaison

Le Tableau 07 montre qu’un seul chromophore n’amene pas obligatoirement
I’apparition de bandes dans le visible voire dans I’UV proche. Lorsgque dans une méme
molécule coexistent deux chromophores isolés, on constate que les caractéristiques
d’absorption participent par un simple effet d’additivité (Gavrilovie M et al., 1996).

@ Quelques applications qualitatives de la spectrophotométrie sur les

composes phénoliques

L action des flavonoides dans les plantes résulte en partie de leur effet filtre et de leur
forte absorption dans le domaine UV. Dans le méthanol neutre, les composeés flavonoidiques
absorbent dans deux régions différentes du spectre ultra-violet entre 300 et 385 (Bande I), &t
entre 250 et 280 (Bande I1) (Figure 33).

v La Bande | correspond a I’absorption du systéme cinnamoyle qui fait intervenir la
conjugaison du groupement CO de I’hétérocycle central avec le noyau B.

v Labande Il est associée a |I’absorption du systéme benzoyle du noyau A, cette bande
permet de connaitre le nombre de substituant du noyau A (Lahouel M. et al., 2004).
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la Bande I1 Ia Bande I

Figure 33 : Spectre d’absor ption d’un flavonoide

Suivant le nombre de doubles liaisons conjuguées sur la structure des flavonoides, ces
bandes seront plus ou moins intenses. Il est ainsi facile de faire la différence entre des
molécules aglycones a cycle C ouvert (chalcone, aurone) qui ont une bande Il trés réduite et
les autres flavonoides a cycle C fermé qui possédent une bande |1 beaucoup plus intense. Par

contre, les isoflavones et les flavanones possedent une bande | qui est généralement réduite a
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un épaulement (Figure 34). Le Tableau 08 montre les principales classes de flavonoides et

leur spectre d’absorption UV-visible.

Tableau 08: Les principales caractéristiques des spectres UV-visible des flavonoides

(Markham, 1982)

Bandell (nm) Bandel (nm) Types de flavonoides

250-280 304-350 Flavones
250-280 352-385 Flavonols
250-280 328-357 Flavonols substitué en 3
275-295 300-330 Flavanones et dihydroflavanal
270-280 Flavanaols
230-270 340-390 Chalcone
230-270 380-430 Aurone
270-280 465-560 Anthocyane
245-275 310-330 | soflavone
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Figure 34 : Spectres UV-visde la quercétine (flavonols) (A), de I’isobutrine (chalcone) (B) et de
la naringénine (flavanone) (C) enregistrés entre 200 et 500nm (Michel M., 2011)

Cependant, plusieurs facteurs peuvent affecter le spectre d’absorption des flavonoides.
L augmentation du nombre d’hydroxyle sur la partie aglycone provoque un déplacement
bathochrome des bandes d’absorption vers les plus grandes valeurs (Tableau 09).
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En absence d’hydroxyle en position 3, cas des flavones, la longueur d’onde de la
bande | est plus courte de 20 a 30 nm. La méthylation comme la glycosylation, en particulier
sur les hydroxyles en position 3, 5, 7, 4’ provoquent un déplacement hypsochrome vers les
longueurs d’ondes plus courtes. Toutefois, la nature du sucre n’a généralement pas d’effet.

Tableau 09 : Relation entre I’arrangement des groupements hydroxyles et le maximum
d’absorption (Rice-Evans C.A. et al., 1996)

Flavonoides Arrangement du OH Position des bandes
Flavonols

Kaempferol 3,574 367 nm
Quercétine 3,573,4 371 nm
Myricetine 3,573,4,% 374nm
Flavones

Chrysine 57 313nm
Apéginine 574 337nm
Flavanones

Naringinine 574 289 (326sh) nm
Taxifolin 3,573,4 290 (327sh) nm

De plus, I’agjout de réactifs tels que la soude (NaOH), I’acétate de sodium, I’acide
borique, I’acide chlorhydrique provoquent les différents effets (bathochromique
/hypsochromique ; hyperchromique/hypochromique) indiqués dans la Figure 35:

Efftet hyvperchrrome
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a:: £ .
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——
Eftet bathochrome
(sc deplace vers e rouage, 1K)
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1

Effet hypochrome

\

AE PG by
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Figure 35 : Lesdifférents déplacements possibles en présence des différents réactifs.

66



2-3-3-3-Séparation et identification structurale

Les méthodes chromatographiques appliquées pour faire la séparation des molécules
flavoniques (sous leur forme native) sont de deux types :

1- La chromatographie préparative sur couche mince: cas des extraits de céréales
alimentaires.

2- La chromatographie liquide sur colonne ouverte: appliquée pour les plantes
médicinales.

Le choix de ces méthodes est basé sur la disponibilité des réactifs nécessaires.

2-3-3-3-1-Séparation et purification
- Chromatographie préparative sur couche mince (CCM préparative)
Cette méthode permet de séparer de maniere tres satisfaisante des quantités de
substances inférieures a 1gr. Elle s’est faite sur les plagues en verre de 20x20 cm recouvertes

par le gel de polyamide DC6, et la migration S'est faite sur le systéme solvant :
Tol/MeOH/MEC/Butanol (30 :20:15:0,3 ; v/iViviv).

L’échantillon & séparer est déposée non plus sous forme de tache, mais un trait épais

continu obtenu par plusieurs dép ts successifs (Figure 36) .

Plaque de 20x20 em o
- Constituants séparés en
Migration " hignes continnes
Dépod en ligne 5
COnfinme

Figure 36 : Dépot lorsd’une CCM préparative

Les différentes bandes résultantes présentes sur le chromatogramme ont éé délimitées
sous lumiére de Wood a 365nm dans une chambre noire, et cela selon leur fluorescence. Les

valeurs des Rf ainsi que la fluorescence des bandes ont été enregistrées.

Les différentes bandes ainsi délimités sont ensuite grattées et dissoutes dans le
méthanol afin de séparer les molécules de gel. La filtration des solutions obtenues s’est faite
dans des seringues reliées a des filtres ayant des diamétres de 25um. Ces dispositifs permetent

de retenir le gel en laissant passer le méthanol chargé de polyphénols (Figure 37).
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Figure 37 : Systéme defiltration
- Chromatographie liquide sur colonne ouverte

- Principe

Alors que les autres méthodes chromatographiques sont habituellement employées pour
I’analyse et la séparation de trés faibles quantités de produits, la chromatographie sur colonne
peut é&re une méthode préparative ; elle permet, en effet, la séparation des constituants d’un
mélange et leur isolement a partir d’échantillons dont la masse peut atteindre plusieurs

grammes. Elle présente cependant plusieurs inconvénients :

@ De grande quantité de solvant sont nécessaires a I’élution.
@ Ladurée del’élution est généralement trés grande.

@ Ladétection des composes exige une attention constante.

La chromatographie d’adsorption sur colonne est basée sur I’utilisation d’une phase
stationnaire comme le gel de silice, la cellulose ou le polyamide, et une phase mobile
congtituée par divers systemes de solvants comme éluant. La séparation est basée sur une
différence de vitesse d’entrainement des composés chimiques vers le bas de la colonne.

- Mode opératoire

Une colonne en verre équipée d’un verre fritté et d’un robinet a été remplie avec du
polyamide SC6 (dont la masse est d’environ 70g), la grosseur des grains est de (0,05-
0,16mm) préalablement saturée dans le toluene (pendant une nuit).

L’extrait acétate d’éthyle (de Calamintha grandiflora) dissout dans le MeOH est
mélangé a une petite quantité de gel de polyamide (pour colonne), I’ensemble est séché a l’air
libre jusqu’a I’obtention d’une poudre homogene. Cette derniére, est déposée trés doucement
a I’aide d’une pipette (délicatement de facon a ne pas déformer la surface de la phase

stationnaire pendant cette opération).
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La progression des substances dans la colonne est suivie sous lumiére UV qui indique le

parcourt des molécules en fonction de leur couleur.

Le nombre de fraction pour chaque gradient est en moyenne de 4, et le volume de la
fraction est de 100ml pour chague gradient de concentration du mélange utilisé. Les fractions
collectées sont évaporées a sec et récupérées dans le MeOH, afin de poursuivre I’analyse par
chromatographie sur couche mince (Merghem R., 1995). Seules les fractions qui présentent

un seul spot sont choisies pour I’analyse spectrale.

2-3-3-3-2-Analyse structurale des composés phénoliques « série
spectrale »
Les molécules isolées ont été analysées par mesure de leur spectre d’absorption UV-Vis
dans le MeOH, ainsi que leur déplacement bathochromique, hypsochromique,
hyperchromique, suite a l’addition des réactifs spécifiques (Voirin B., 1983).

Cette méthode est sensible car elle n’exige que peu de produit pour déterminer la nature

des substituants sur le squelette flavonique de base.
@ Spectre en présence dela soude

La soude (NaOH), base forte, ionise tous les hydroxyles phénoliques du squelette
flavonique. 11 en résulte un effet bathochrome général, plus marqué sur la bande | que sur la
bande 1I. Ce réactif est utilisé principalement pour nous renseigner sur 3 positions de la
molécule: 3, 4’ et 7 (Bensegueni A., 1989).

@ Spectre en présence d’acétate de sodium

L acétate de sodium anhydre (NaOAc), est une base faible qui provoque I’ionisation des

hydroxyles phénoliques les plus acides de la molécule, c'est-a-dire 3, 7 et 4.

Ce réactif est utilisé essentiellement pour détecter la présence d’un hydroxyle libre ou
substitué en position 7, lequel se manifeste sur la bande Il du spectre enregistré. 1l peut

également nous renseigner sur la présence de dihydroxyle en 6,7 ouen 7, 8.

@ Spectre en présence d’NaOAc et H3BO3
L’acide borique (H3BOs) en présence d’acétate de sodium chélate les hydroxyles
phénoliques en position 3’ et 4’ sur la molécule, et de ce fait permet de nous renseigner
sur la présence ou I’absence d’un systéme orthodihydroxylé sur le noyau latéral B.
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@ Spectreen présence de AlClI3 et AICI; plusHCI

La présence du chlorure d’aluminium (AICl3) dans la solution méthanolique mene a la
formation de complexes entre les hydroxyles ortho du flavonoide d’une part et les hydroxyles
des positions 3 et 5 et la fonction carbonyle d’autre part. La formation de ces complexes se
traduit par un effet bathochrome de la bande | par rapport au spectre pris dans le MeOH. Les
complexes formés entre AICl; et les groupes ortho- dihydroxyles des noyaux aromatiques A
et B sont instables et se décomposent en présence d’HCI (Jurd L. et Horowitz R., 1962). Par
contre, ceux formés entre AICI; et les hydroxyles 5-OH ou 3-OH et la fonction carbonyle sont
stables. Ces effets se manifestent sur le spectre UV par un déplacement hypsochrome de la
bande | par rapport au spectre apres addition de AICIl; et déplacement bathochrome moins
important par rapport au spectre dans le MeOH.

@ Mode opératoire

D’un point de vue pratique, tous les spectres ont é&é enregistrés sur un
spectrophotometre UV. /Visible modele SHIMATZU, selon les consignes de Mabry et al.
(1970), Markham K.R. (1981) et Mears et Mabry (1972). Le protocole est schématisé dans la
Figure 38 et I’interprétation des résultats dans le Tableau 10:

Vv Premiére série:
- Solution méthanoligue de densité optigue voisine de 1 au maximum
d’absorption.
- Addition a la cuve précédente d’une goutte d’une solution aqueuse de soude
(NaOH) normale (N) ou N/10.
- Enregistrement du spectre instantanément, puis aprées 5min
v Deuxiéeme série:
- Solution méthanolique.
- Addition d’acétate de sodium anhydre (AcONa) jusgu’a saturation (en
moyenne 100mg).
- Addition d’une goutte d’une solution aqueuse d’acide borique (H3BOs) a5%.
Vv Troiséme<érie:
- Solution méthanolique
- Addition de 3 gouttes d’une solution méthanolique de chlorure d’aluminium
(AICl3) 5% fraichement préparée.
- Addition d’une goutte d’acide chlorhydrique (HCI) 50% ou normale.
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Figure 38 : Protocole de la série spectrale

Tableau 10: Principales caractéristiques spectrales UV-Visible des flavonoides en

preésence des différentsreéactifs (Markham K.R., 1982).

Réactif Déplacement en nm I nter prétation
Bandel Bandell
MeOH 310-350 250-280 Flavones
330-360 250-280 Flavonols (3 OH substitué)
350-380 250-280 Flavonols (30H libre)
NaOH +45 a +60 de Bl avec stabilité d’intensité | 4’-OH
+50 a 60 nm avec diminution d’intensité | 3’, 4’ di OH
Faible déplacement avec diminution | 4-OMe
d’intensité
Absence de pic entre 320-335
7-OR
Apparition d’un pic entre Bl et Bl
7-OH
Transformation de Bl en une inflexion
5-OH libre
Alcls +20a45 5-OH
+60 3-OH
Alcl3+HCI /AICI; -30 a45 3, 4- di- OH
-10 3, 4 -OH, OMe
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-20 3,4,5-1tri OH
AlcI3+HCIl/ MeOH +17 a55 5-OH
NaOAc/MeOH +20a80 7-OH

Déplacement tres faible 7-OR

Diminution d’intensité avec le temps 6,7;7,80u3,4-di OH

Spectre se décompose avec |e temps 56,7;5 7,80u3, 3, 4-

tri- OH

NaOAc+H3BO3/MeOH +12 236 3, 4-di OH

+5a10 6, 70u 7, 8- di OH

2-4- La chromatographie Liquide a Haute Perfor mance (CLHP)

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) est, de tres loin, la technique
la plus populaire, et la plus performante pour I’analyse des composés phénoliques que ce soit
a des fins qualitatifs ou quantitatifs (Macheix J.J., et a., 2006). Depuis son introduction en
1971, laCLHP est utilisée pour la séparation de toutes les classes de composés phénoliques et
des centaines d’applications ont été publiées. L'amélioration de l'instrumentation, les
matériaux d'emballage, et la technologie des colonnes sont mises en place tout le temps, ce
qui rend latechnique de plus en plus attrayante (Marston A. and Hostettmann k., 2006).

2-4-1- Principe

La méthode de séparation utilisée fait appel aux mémes éléments de base que ceux
employés pour la chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs solvants et une
colonne remplie avec une phase stationnaire, mais avec un appareillage plus sophistiqué. La
grande différence par rapport a la chromatographie classique réside dans la durée d’élution.
Cette vitesse est obtenue par I’application d’une pression élevée gréace a une pompe qui
maintient constant le débit de I’éluant, elle se distingue également de la chromatographie
classique par I’utilisation d’un détecteur dont le message est enregistré. La Figure 39 présente
le systéme d’appareillage de CLHP essentiel.

72




ROMELEON

Figure 39 : Principaux constituants d’un appareil HPLC

Les séparations sont basées sur les polarités respectives des phases stationnaires
utilisées, du solvant d’élution et des composés phénoliques concernés.

Le degré initial de purification de I’extrait végétal, les conditions chromatographiques
elles mémes et le type de détection utilisé en sortie de la colonne orientent fréquemment une
analyse CLHP vers une classe de composés phénoliques (acides phénoliques, flavonols,
anthocyanes, coumarines...).

Nos analyses HPLC ont été réalisées par le groupe THERMO FICHER SCIENTIFIC
(Suisse). Elles concernent quelques extraits de céréales alimentaires (extrait éther, acétate
d’éthyl), MEC et H,0 de I’ensemble son plus germe de blé.

@ Lesinstrumentsutilisés

ChromatographieLiquide: UltiMate 3000
Pompe:: DGP-3600RS
Injecteur automatique : WPS-3000SD
Four : TCC-3000SD
Détecteur : DAD-3000RS

Données sur le systéme chromatographique: Thermo Scientific™Dionex™
Chromeleon™?7. SR1
@ Lesconditionsanalytiques
Colonne : Acclaim 120 C18, 3um, 2.1x150mm P/N 059130
Eluant : A : eau+ 0.1% d’acide acétique (v/v)

B : Acé&onitrile
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Débit : 0.35mL/min
Pression du Systéme : <215 bar
Détection : UV
Longueursd’onde: 280, 326 et 340nm
Température: 30°c
Levolumed’injection : 0.5uL
Mode gradient : A : eau +0,1% acide acétique (v/v)
B : Acétonitril
Le Tableau 11 résume le systéme solvant (type gradient) qui a été suivi :

Tableau 11 : Le systéme solvant (mode gradient) appliqué pour lesanalysesHPLC

Temps (min) A (eau+0.1% acide acétique (v/v) (%) B (Acéonitril) (%)
0.0 95 5
0.1 95 5
10.2 78 22
17.4 45 55
19.2 10 90
19.3 95 5
24.0 95 5

L’enregistreur : Le logiciel Chromeleon 7, apreés programmation des paramétres
d’acquisition, d’intégration et de calculs, gére I’acquisition de chromatogrammes,
détecte et integre les pics, effectue des calculs et sort pour chaque chromatogramme
un rapport d’analyse comprenant le numéro et le temps de rétention (Tr).

3- Le pouvoir antioxydant « test au DPPH® »

La méhode de DPPH° a d’abord éé décrite par Blois en 1958, & a ensuite été
largement modifiée par de nombreux chercheurs (Pereira Nunes X et al., 2012). Le DPPH?
(1,1-diphényl -2- picrylhydrazyle) (CisH12NsOs; M= 394,33g/mole) est un radical libre
stable, de couleur violette ( Figure 40) qui réagit avec des composés qui peuvent donner un
atome d’hydrogéne, mais il est sensible a la lumiére, a I’oxygene, au pH et a la nature du
solvant utilisé (Schever R. et Godoy H. T., 2009).
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3-1- Principe

Cette méthode est basée sur le principe que le DPPH® accepte un atome d’hydrogéne
(H) a partir d’'une molécule scavenger par exemple un antioxydant, résultant une réduction du
DPPH° en DPPH; , un changement de la couleur (violette) en jaune, avec une diminution
concomitante de I’absorbance a 515nm (Mishra K. et al., 2012). Le degré de changement de
la couleur est proportionnel a la concentration et a la puissance des antioxydants. L’activité
antioxydante est ensuite mesurée par la diminution de I’absorbance a 515nm. Une grande
diminution de I’absorbance du mélange réactionnel indique une activité significative du
balayage du composeé al’essai (Pereira Nunes X., 2012).
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1,1-diphényl 2- picrylhydrazyl (violet) 1,1-diphényl 2- picrylhydrazyne (jaune)

Figure 40 : Formelibre et réduite du DPPH® (Pereira Nunes X., 2012)
3-2-Mode opératoire
- Préparation de la solution mere du DPPH®°

Le DPPH est solubilisé dans le méthanol absolu (Mishra K. et al., 2012) pour en avoir une
solution de O,1millimolaire (mM) (Zhu K.X., et al., 2011).

- Préparation des solutions méres d’extrait a testé

Chague échantillon avec son extrait brut et ses quatre fractions (éther diéthylique,
acétate d’éthyle, MEC et eau) ont é&é préparés dans I’éthanol a 70% de telle fagon a obtenir
une concentration de 4mg/ml (cas des céréales alimentaires) (Karamac M. et al., 2002) ou a
Img/ml ( cas de plantes médicinales). Cette derniére a été choisie d’aprés des essais
préliminaires. Chaque solution mére a ensuite subit une série de dilution pour obtenir une
gamme de concentration allant de (2- 0,125) mg/ml (cas des céréales) ou 0,5 a 0,0062 mg/ml
(cas des plantes médicinales).
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- Méthodologie

La méthode de Brand-Williams et al. (1995) a été suivi pour laréalisation de notre test.
La méthode consiste a faire mélanger 0,1 ml de chaque extrait a testé avec 3,9 ml de la
solution de DPPH®, le mélange est agité vigoureusement pendant quelques secondes. Celui-ci
est laissé a I’obscurité pendant 30min. La mesure d’absorbance a été effectuée a 515nm en
utilisant un spectrophotométre type SHIMADZU UV-Visible (1601) contre le blanc

correspondant.

Le contrble positif est représenté par des solutions d’antioxydants standards: I’acide
gallique, I’acide tannique et la quercétine dont I’absorbance est mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons testés.

- Expression desrésultats

Plusieurs paramétres peuvent étre pris en compte pour faire la détermination de
I’activité anti-radicalaire entre autre est de calculer la concentration efficace (ECs « efficient

concentration »).
@ Laconcentration efficace (ECsg « efficient concentration »)

Pour obtenir la concentration efficace (ECso) qui réduit la concentration initiale de
DPPH° de 50%, les résultats sont exprimés en pourcentage (%) d’inhibition selon I’éguation

suivante :
% d’inhibition = Abs=o- Abs-30/ Abs= (Mishra K. et al., 2012)

ADbS =0 et AbS i=30min cOrrespond a I’absorbance a 515nm du radical de DPPH® en absence et

en présence de I’antioxydant respectivement.

Lavaleur EC 5, a été définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte
de 50% de I’activité de DPPH°. Ou encore la concentration de I’échantillon exigée pour
donner une diminution de 50% de la solution contrdle constituée de méthanol et de DPPH°.
L’ECsp a éé calculée par la régression linéaire ou I’abscisse est représenté par la
concentration des composes testés et I’ordonné par I’ activité antioxydante en %.
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Troisieme Partie :

Résultats et Interprétations



Chapitre 1 :

Résultats et interprétation de la
partie des céréales alimentaires



1- Lescéréalesalimentaires

Ces derniéres années, les recherches scientifiques ont été focalisées sur I’extraction des
composés phénoliques a partir de nouvelles sources végeétales peu couteuses ou résiduelles
des industries agro-alimentaires. Le résultat de plusieurs études (lvanisova E. et al., 2012 ;
Vitaglione P. et al., 2008 ; Liyana- Pathirana C.M., Shahidi F., 2007) confirme que les
composés phytochimiques (composés phénoliques, vitamines, caroténoides, minéraux)
d’intéréts bénéfiques a la santé des consommateurs se trouvent principalement dans le son et
le germe des céréales. Les sous produits des minoteries de grains de céréales (son et germe de
blé et le son d’orge) ont &é ainsi choisis.

2- Analyse phytochimique
2-1- Préparation des extraits

L’extraction est une étape trés importante dans I’isolement, I’identification et
[’utilisation des composes phénoliques (Ignat I. et al., 2011). Les méthodes d’extraction
dépendent aussi bien du matériel végétal que des molécules recherchées. L’optimisation
d’une procédure d’extraction des métabolites d’un organe donné est une démarche
fondamentale, en effet, si un composé n’est pas extrait de I’échantillon, il ne pourra bien
évidemment pas étre identifié et dosé.

L extraction par les solvants spécifiques a la température ambiante (macération) et la
méthode la plus perfectionnée au niveau de notre laboratoire. Le choix du systéme solvant est
en fonction de la polarité des composés d’intéréts, de la polarité des composés indésirables,
du cout global et de la sécurité du manipulateur (Wang Y. et al., 2008).

La préparation des extraits de céréales alimentaires a été faite par I’utilisation de deux
types de solvants: I’éthanol et I’acétone a 70%. En effet, si on prend en considération la
nature pariétale des sons de blé et en moindre partie le germe de blé, on a préféré I’utilisation
d’éthanol suivi par I’acétone & 70%. En effet, I’acétone est un solvant plus puissant que les
solvants hydro alcooliques pour I’extraction des composés phénoliques de poids moléculaires
élevés. Concernant le son d’orge, I’acétone a 70% a été choisie. En effet, plusieurs références
indiquent que I’acétone est le meilleur solvant pour faire I’extraction des composés
phénoliques d’orge (Liu Q. et Yao H., 2007). Sachant que la solubilité des composés
phénoliques est régie par le type de solvant (polarité) utilisé, le degré de polymérisation des
composes phénoliques, ainsi que I’interaction avec les autres constituants et la formation des
complexes insolubles (Naczk M. et Shahidi F., 2004).
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L’étape suivante et le fractionnement (ou partition) par plusieurs solvants spécifiques
de polarité croissante qui a pour but de simplifier un extrait brut en séparant ses molécules en
fonction de leurs propriétés physico-chimiques, ¢’est I’une des étapes clés qui va permettre de
réduire la complexité du matériel de départ et donc faciliter I’identification des molécules
actives. A lafin, un extrait brut, et quatre fractions successivement : éher diéthylique, acétate
d’éhyle (AcOEt), méthyle éhyle cétone (MEC) et aqueuse (H.O) ont é&é collectées pour
chaque résidu testé qui vont subir les différents dosages, les évaluations et les déterminations
structurales.

2-2- Aspect quantitatif
2-2-1- Dosage des composés phénoliques totaux

Les céréales alimentaires sont une source importante en composes bioactives dont les
composes phénoliques (acides phénoliques, flavonoides...), qui peuvent étre le majeur
contributeur a I’activité antioxydante, particulierement des grains de céréales. Pour cette
raison, le contenu phénolique de nos extraits de I’ensemble son plus germe de blé (pour les
types) et celle de son d’orge, a é&é etimé.

Le contenu phénolique a été déterminé via le test de Folin-Ciocalteu et selon la méthode
de Zhu K.X. (2011). D’aprés Huang et al. (2005), le test de Folin-Ciocalteu a éé choisi
pour doser les composés phénoliques pour les raisons suivantes :

C’est une méthode qui satisfait les critéres de faisabilité et de reproductibilité.
Ladisponibilité du réactif de Folin-Ciocalteu.
La méthode est bien standardisée.

Q O 8 8

La grande longueur d’onde (765nm) d’absorption du chromophore permet de
minimiser les interférences avec la matrice d’échantillon qui est souvent
colorée.

@ Cest un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche des
antioxydants alimentaires a travers le monde.

Le contenu phénolique total de nos extraits a é&té estimé a partir de la courbe d’éalonnage (y=
0,0114x+0,1606, R?*= 0.9986, y est |’absorbance ; x est la concentration de la solution d’acide
galique, pg/ml) (Annexel), nos résultats ont été exprimés en milligramme d’équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait (mg d’EAG/g) (Tableau 12, Figure 41).
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Tableau 12 : L e contenu phénolique destrois échantillons de céréales alimentaires

Son plus germe de
Son plus germe de blétraitéala
Extrait blé chaleur Son d'orge
Brut 18,1+4,09 22,18+1,66 47+0,43
Ether 16,26+2,46 9,026+0,43 35,03+3,35
AcOEt 42,578+1,36 42,35+0,68 88,45+8,55
MEC 38,41+1,14 29,113+0,55 96,96+8,18
H,O 13,76+1,79 23,26+3,19 41,91+2,29
Les valeurs représentent lamoyenne de 2 a 3 mesurestEcartype
2 100 -
85 80 -
S m son+germe de blé
e g =) 60
S 83
S 9 S 40 ® son+germede blé traité ala
§ .03.)_ © 20 - chaleur
k) é 0 mson d'orge
= Brut éther AcOEt MEC  H20
Extrait brut et ses fractions

Figure 41 : Histogramme du contenu phénolique des trois échantillons de cér éales alimentaires

D’aprés la Figure 41 et le Tableau 12, nous notons que la teneur en composés
phénoliques totaux varie d’un échantillon de céréale alimentaire & un autre et d’un extrait
d’une phase a une autre. Cette variation peut étre expliquée dans les différences qui existent

dans la composition chimique entre les tissus des végétaux.

Le son d’orge a été marqué par ses teneurs les plus élevées par rapport aux extraits de
son et germe de blé (pour les deux types). L’extrait ACOEt et MEC du son d’orge sont les
plus riches avec des teneurs respectives de 88,45+8,55 et 96,96+8,18 mg d’EAG/g d’extrait
sec. Les extraits ACOEt et MEC de son et de germe de blé (pour les deux types) viennent par
la suite avec des teneurs allant de 29,113+0,55 a 42,578+1,36 mg d’EAG/g d’extrait sec
respectivement pour I’extrait MEC de son et de germe de blé traité a la chaleur et I’extrait
AcOEt de son et de germe de blé. L’extrait éher de la farine de son et de germe de blé traité a
la chaleur a une teneur plus faible en composés phénoliques: 9,026+0,43mg d’EAG/g
d’extrait.
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Par rapport aux extraits bruts, on peut classer ces trois échantillons de céréales
alimentaires selon leur teneur en phénols totaux décroissant : le son d’orge est supérieur au
son et germe de blé traité a la chaleur et presgue égal au son et germe de blé. Ce classement
est en accord avec les résultats de plusieurs chercheurs, dans lesguels I’orge est classé en
premier dans leur teneur en composés phénoliques (Ivanisova E. et al., 2012 ; Amarowicz R.
et al., 2007).

La teneur de I’extrait global de I’ensemble son et germe de blé et celle de la farine de
son et germe de blé traité a la chaleur est proche a celle d’El Bedawey A.A. et al. (2010) :
18,5+0,66 mg d’acide tannique/g d’extrait sec et Kosinska A. et Karamac M. (2006) : 17,3 mg
équivalent d’acide férulique/g d’extrait sec, et aussi a celle de Zhu K.X. et al. (2011) :
16,75+0,28 mg d’EAG/g d’extrait éthanolique (70%). Mais assez loin de celle de Karamac M.
et al. (2002) : 7,6 mg équivalent catechin/g d’extrait et lvanisova E. et ses collaborateurs
(2012) qui ont trouveé une teneur élevée en composés phénoliques des extraits méthanoliques
(80%) de germe de blé qui se situe entre 159,1+2.6 (en 2009) et 130,7+3.2 (en 2010) mg
EAG/g d’extrait sec.

A propos du son d’orge, lateneur de I’extrait MEC de la présente é&ude est trés proche a
celle obtenu par Amarowicz R. et son équipe en (2007) : une concentration de 92mg
d’éguivalent de catéchin/g d’extrait. Par contre lvanisova E. et al. (2012) ont obtenu un
contenu phénolique de 291,7 et 232,9 mg d’EAG/g d’extrait de son d’orge respectivement en
(2009) et (2010) qui sont tres élevés par rapport anos résultats.

2-2-2- Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de tri- chlorure d’aluminium
(Alcls) suivant le protocole de Djeridane A. (2006). La quercétine a éé utilisée comme
standard et les valeurs ont été calculées selon la courbe d’étalonnage (y=0,0123x+0,0453 ;
R?=0,9891 ; x est I’absorbance ; y est la concentration de la solution de la quercétine, pg/ml)
(Annexe 1) et est exprimées en mg d’équivalent de quercétine /g d’extrait (mg d’EQu/g).

Tableau 13 : Le contenu en flavonoides des trois échantillons de céréales alimentair es

Son plus Farine deson
Extrait germedeblé |plusgermedeblé | Sond'orge
Brut 13,06+1,61 9,36+1,32 24,27+3,1
éther 11,31+0,28 4,48+0,28 21,43+1,03
AcOEt 48+3,35 29,4+1,61 34,68+2,87
MEC 59,48+1,48 33,02+1,89 35,78+0,4
H,O 8,67+0,11 8,91+1,26 18,58+0,45
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Les valeursreprésentent lamoyenne de 2 a 3 mesures +Ecartype

o< 60 -
£3
g 207 + de blé
§g% 40 - m son+germede blé
T £ = -
S5 30 e s
§38 20 - m son+germede blé traité ala
é g 10 - chaleur
é §- 0 mson d'orge

@ Brut éther AcOEt MEC  H20

Extrait brut et ses fractions

Figure 42: Histogramme du contenu en flavonoides des trois échantillons de céréales

alimentair es.

D’aprés I’histogramme (Figure 42) et le Tableau 13, le contenu en flavonoides est
différent en fonction de la nature de I’échantillon et du solvant d’extraction. L’échantillon du
son et germe de blé (Extrait AcOEt e MEC) a é&é marqué par le contenu élevé en
flavonoides : 48+3,35 et 59,48+1,48 mg d’EQu/g d’extrait, ces teneurs sont plus élevées par
rapport a leurs teneurs en composés phénoliques. Les extraits MEC de la farine son et germe
de blé et de son d’orge ont des teneurs presgue identiques 33,02+1,89 et 35,78+0,4 mg
d’EQu/g respectivement. La teneur la plus faible est enregistrée pour I’extrait éther de la
farine de son et germe de blé 4,48+0,28 mg d’EQu/g d’extrait. Les teneurs des extraits eau de
son et germe de blé (pour les deux types) sont presque identiques : 8,67+0,11 et 8,91+1,26 mg
d’EQu/g d’extrait sec respectivement pour la phase aqueuse de son et germe de blé et son et
germe de blé traité ala chaleur.

El Bedawey A.A. et al. (2010) ont trouvés une teneur de 1,14+0,23mg d’EQu/g
d’extrait de germe de blé, alors que Ivanisova E. et son équipe (2012) ont rapporté une teneur
de 0,93+0,15 mg d’EQu/g de germe de blé (en 2009) et 1,11+0,02mg d’EQu/g (en 2010) ; et
pour le son d’orge: 2,14+0,07 mg d’EQu/g d’extrait (en 2009) et 2,35+0,05mg d’EQu/g
d’extrait (en 2010).

Cette différence entre nos résultats et celles de la littérature sur le contenu phénolique et
particuliérement en flavonoides trouvent ses originalités dans :

- L’ association du contenu phénolique total et en particulier a celle des flavonoides avec
le génotype de lagraine (Vaher M. et al., 2010 ; VermaB. et al., 2009 ; Stalikas C.D.,
2007).
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- L’influence des conditions environnementales (climat, rayon UV.) dans I’expression
du phénotype phénolique (Moore et al., 2006).

- Vaher et son équipe (2010) ont prouvés I’influence des conditions de la croissance sur
la biosynthése et I’accumulation des composés phénoliques dans les céréales.

2-2-3- Corrélation entre le contenu phéenolique —flavonoides

Les courbes ci-dessous représentent la corrélation entre le contenu phénolique (en
abscisse) et le contenu en flavonoides (en ordonné) (Figure 43). Une corrélation linéaire et
fortement significative a éé trouvée pour les trois échantillons. Une corrélation de 91% pour
les extraits de son plus germe de blé (A), 66% pour les extraits de son plus germe de blé
traité ala chaleur (B) et 94% pour celles de son d’orge (C).

70 + -
60 ¥~ L0 el % = 0,2655x +
12,224 8o 30 - 5] )
o> 50 =gl g3 2 30 - 10,519
83 40 - ’ o 25 £ = R =0,9417
S o c | S® |
Swm 30 A oo 20 s 20 *
c T g o
ST 20 - = g 151 ST
IS E 10 - §5 10 - gg 10 -
- =
o3 O SE O =5 0 —
1S 0 50 T 5 ) 5 g
% S T3 s || 3 0 100 200
— S Teneur en COMposés e & .
@ phénolique exprimé en mg Teneur en composés phénolique [| = Teneur en composés phénolique
d'EAG/g exprimé en mg d'EAG/g exprimé en mg d'EAG/g d'extrait
d'extrait
A B C

Figure 43: Corrélation contenu phénolique-flavonoides des différents extraits de céréales
alimentaires (A : pour le Son plus germe de blé, B : farine de son plus germe de blé traité a la

chaleur, C : le son d’orge).

Ceci confirme que les flavonoides représentent effectivement les composés majoritaires des

polyphénols.
2-3- Aspect qualitatif
2-3-1-Diagnostic sur chromatographie analytique sur couche mince

La CCM analytique est une méthode simple, couramment utilisée dans les laboratoires
de phytochimie pour la séparation et I’identification rapide des constituants d’un extrait donné

avant I’analyse détaillée par d’autres techniques instrumentales.

Les plaques de CCM utilisées sont des plaques de verre constituées de gel de polyamide
DC6. La chromatographie sur polyamide des phénols est basée sur la formation réversible de
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liaisons hydrogéne de différentes intensités entre d’une part les groupes amides du polyamide
et d’autre part I’échantillon et I’éluant. Les éluants qui conviennent le mieux sont ceux qui
réussissent arompre les liaisons hydrogene entre le substrat et I’adsorbant.

Des difficultés ont été trouvées pour ateindre une séparation satisfaisante a I’analyse
des constituants du dépbt. Plusieurs systémes solvants ont éé essayés et le meilleur a été
gardé : Tol/MeOH/MEC/Butanol (30 :20 :15:0,3 ; V/IVIVIV).

@ L ’analyse chromatographique des extraits de son plus germe de blé

La Figure 44 présente les chromatogrammes CCM résultants de I’analyse des cing
extraits (éther diéthylique (E), acétate d’éthyle (A), MEC (M), eau (H.0) € le totum (T)) de
I’ensemble son et germe de blé (pour les deux types). La révélation a éé faite dans une
chambre noire sous UV a 365 nm avant et apres révélation au réactif de Neu.

T HOM A E THO M A E T HOM A E T HO M A E
Farine son plus aerme de blé Farine son plus aerme de bl é
A : Avant révélation B : Apresrévélation

Figure 44 : chromatogrammes résultants de I’analyse des différents extraits de I’ensemble son

plus germe de blé par chromatographie sur gel de polyamide DC6 développés dans le systéme
solvant Tol/MeOH/MEC/Butanol (30:20:15:0,3; v/viviv)

Nos extraits du son plus germe de blé (pour les deux types) analysés par la CCM
présentent (sous UV a 365nm, avant révélation) des taches sombres, de couleur violette-noir,
ce qui dévoile la richesse de nos extraits en composés phénoliques et particuliérement en
flavonoides. La couleur violette-sombre nous permet de supposer (d’apres Lahouel M., 2005)
que ce sont principalement des flavones. Aprés la pulvérisation du réactif de Neu, nos
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molécules réagissent positivement au réactif, par le virage de la couleur au jaune (cas de
I’extrait AcOELt) et au jaune marron pour le cas de I’extrait MEC (sous UV) et apparait rouge
a I’adl nu, donc on est surement devant des flavonoides et probablement en dérivés
d’apigénines.

Cette richesse est plus marquée pour les extraits d’AcOEt e MEC de son et germe de
blé. Cette constatation est en accord avec les résultats du dosage quantitatif (Folin-Ciocalteu
et AlCl3), dans lesquels ces deux extraits (AcOEt et MEC) sont ceux qui présentent les
teneurs les plus élevées. Mais la séparation n’a pas donné de spots bien distingués, témoignant

la complexité de nos molécules.

@ L ’analyse chromatographique (CCM) des extraits de son d’orge

T HO M A E T HO M A E

A : Avant révélation B : Aprésrévélation

Figure 45 : chromatogrammes résultants de I’analyse des différents extraits de son d’orge par
chromatographie sur gel de polyamide DC6 développé dans le systéme solvant
Tol/MeOH/MEC/Butanol (30:20:15:0,3 ; v/VIiVIV).

Le chromatogramme CCM d’analyse des extraits de son d’orge montré dans la Figure
45, on congtate que I’extrait éther diéthylique est le plus riche en composés phénoliques (trois
spots) suivi par la phase acétate (avec deux spots). L’ extrait MEC et H,O ne donne qu’un seul
spot. Ces spotsont éé confirmé leur nature flavonoidique suite a leur réaction positive avec le

réactif de Neu.
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2-3-2- L "analyse spectrale des mol écules isol ées

La CCM préparative sur gel de polyamide DC6 développée dans le systéme
Tol/MeOH/MEC/Butanol (30 :20:15:0,3; v/viviv) a permis d’isoler 4 molécules (2 a partir
de la phase MEC, une de la phase acétate, et la derniére de la phase eau). Aprés leurs
purifications par le gel de Sephadex LHZ20, ils ont été subit une série d’analyse en utilisant
divers réactifs de déplacements chimiques. Nous présenteront ici I’interprétation complete
d’une seule molécule (spectre UV est dans la Figure 46), pour les autres voir I’ Annexe 2.

2-3-2-1- Spectre UV dela Molécule 1

- Moléculel : Dépot de la phase MEC : (Rf=0 ; couleur violette)
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Figure 46 : Analyse spectrale du dép6t MEC deson plusgermedeblé

Tableau 14 : Interprétation des déplacements observés par analyse spectrophotomé -
trigue UV dela molécule 01 (dépbét M EC) d’aprés Markham K.R. (1982)

Réactif de déplacement Bandel (nm) Bandell (nm) I nter prétation
MeOH 333 274 Flavone
NaOH (base forte) 399 344 282 4 OH
(+66nm) OH libreen7
AlICl; 345 305 278
AICl3/Hcl 348 306 278 Pas de systéme ortho
(+15nmy MeOH) di OH (3, 4)
NaOAc (basefaible) 393 282 OH-7 libre
(+60nm /M eOH) (confirmation)
NaOAc/H3;BO3 358 281
(+26nm) Ortho di-OH 3’, 4°?

La Figure 46 et le Tableau 14 nous permettent de mettre une premiéere hypothese sur la

structure de la molécule 1 : une flavone possédant des groupes OH libresen 7, 4°. Le systéme

ortho di OH en 3’ et 4’ n’est pas confirmé présent gréce a des contradictions entre les résultats

des séries. Ceci peut étre d0 a une mauvaise séparation qui résulte de la complexité de nos

molécules et de la présence de nouvelles molécules dont I’interprétation est encore en

discussion. |1 est important d’utiliser d’autres méthodes d’identification telles que ’RMN, MS

pour déterminer la structure exacte de la molécule.
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La structure proposée dela molécule 1 : Dérivé d’apigénine ou lutéoline

L’identification des trois autres molécules a été suivie comme le modele précédent (Annexe

02).

Le Tableau 15 résume les structures proposées de toutes les molécules isolées.

Tableau 15: Récapitulation de la structure des molécules isolées a partir des céréales

alimentaires
Molécule | Phase Rf Couleur Structure Nom
R
({,J-R/DH
Ho %_v,o\[/-:u___/-“ Dérivé d’apigénine
1 MEC | Dépdt violet i - ou de lutéoline
©) A |
R
2 MEC 06 | Violet- r_,),.w,ou Dérivé d>apigénine
noir Ho n@_,/o\[/-ea._ B ou de lutéoline
J\. ‘%J“‘x. -
T I
OH o
_r___.{"lH
o~ o _Js
3 Acétate | 0,9 Violet B i Dérivé d’apigénine
nOir J)H ([IL
R
,1 _OH
4 Eau 0,7 Violet- 4 o e J Dérivé d>apigénine
noir O] ou delutéoline
~
OoH ©O
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Les résultats du Tableau 15 montrent que ce sont tous des dérivés de flavone qu’on a pu
isoler, mais I’identification de leurs structures exactes demande d’autres techniques
instrumentales plus affirmatives (exemple MS).

2-4- Analyse par HPLC-DAD

Nos analyses en HPLC-DAD ont été optimisée par deux docteurs du groupe Thermo
Fisher Scientific (Suisse) : le docteur Deshiolles C. (chimiste) et le docteur Marti N. (pour
confirmation) et nous le remercions pour leur contribution. Les composés phénoliques de
céréales ont principalement été séparés par HPLC-DAD (VermaB., 2009 ; El.Bedawey et al.,
2010 ; De Vasconcelos M.C.B.M. et al. 2013) . Les phases stationnaires habituellement
employées pour la séparation de composés phénoliques sont les colonnes de silice greffées
avec des chaines C18 (Robards, K. et Antolovich, M., 1997). La séparation peut étre réalisee
en mode isocratique ou en mode gradient d’élution, toutefois la vaste gamme de polarité de
ces molécules nécessite souvent de travailler en gradient d’élution pour éviter les co-élutions
et pour éluer I’ensemble des composés. Les systémes solvant sont alors composés d’eau
(H20) et d’un modificateur organique le méthanol (MeOH) ou I’acétonitrile (ACN). La phase
mobile est souvent acidifiée aun pH situé entre 2 et 4, afin d’éviter I’ionisation des nombreux
groupes hydroxyles des composés phénoliques pendant I’analyse, ce qui améliore en méme
temps la résolution et la reproductibilité (Misan A.C. et al., 2011; Stalikas C.D., 2007 ;
Marston A and Hostettmann k., 2006).

Nos analyses ont été effectuées pour quatre extraits de céréales: les extraits (éther
diéthylique, acétate d’éthyle (AcOEt), MEC, eau) de son et germe de bl€, la quercétine a été
utilisée comme un compose phénoligue témoin, avec pour objectif de visualiser un maximum
de molécules extraites aux longueurs d’ondes caractéristiques des composés phénoliques :
280, 326, 340 nm. La méthode développée est un gradient constitué d’eau acidifié et
d’acétonitril (ACN). Ce dernier (ACN) induit une perte de charge inférieure et une durée
d’analyse plus courte par rapport au méthanol. En raison de sa meilleure force d’élution et de
sa plus faible viscosité, I’ACN a été sélectionné pour poursuivre le développement (Michel
T., 2011). La séparation a été réalisée a 0,35ml/min pendant 24min a 30°c sur une colonne
Acclaim 120 C18, 3um, 2.1x150mm P/N 059130.

La détection UV-vis est le mode de détection couplé a la chromatographie liquide qui
est de loin le plus utilisé aujourd’hui pour I’analyse des produits naturels possédant un ou
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plusieurs chromophores. Les détecteurs UV-vis les plus communément utilisés sont des
détecteurs a barrette de diode (DAD, Diode Array Detector) qui permettent de suivre une
analyse a plusieurs longueurs d’ondes simultanément, et d’enregistrer les spectres
d’absorption de chaque compose élué par la phase mobile (Merghem R., 2004 ; Misan A.C. et
al., 2011). De plus, il s’avere que cette méthode de détection est rapide, reproductible,
sensible et non destructive. Les composés phénoliques possédant tous un chromophore, leur
analyse en ligne par HPLC-DAD permet donc d’obtenir des informations structurales et ainsi
de réaliser un premier criblage des extraits bruts et /ou fractions (De Rijke E. et al., 2006 ;
Hogtettmann K. and Wolfender J.L., 2001).

2-4-1-Chromatogramme HPL C des étalons

La Figure 47 montre le chromatogramme de la quercétine, qui a été utilisée comme
témoin de cette analyse. Les analyses ont été suivies a trois longueurs d’ondes différentes,
280 (marqué en noir sur le chromatogramme), 326nm (en rose), 340 nm (en vert).
L’identification des composés phénoliques contenus dans les extraits se fait par comparaison
des temps de réention (Tr) et les données spectrales UV-Visible de chaque pic élué.
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Figure 47 : Profil du chromatogramme HPL C dela quercétine (pic 4) et leur spectre UV.

D’ aprés la Figure 47, la quercétine a un temps de rétention (Tr) égal a 16,87min et un
spectre d’absorption UV caractéristique des flavonols avec deux bandes maximales : la bande
| 2369nm et labande Il a258nm.
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2-4-2-Chromatogramme HPL C des extraits

Les profils chromatographiques de différents extraits (éther diéthylique, acétate
d’éhyle, MEC et eau) de I’ensemble son plus germe de blé sont représentés au niveau des
Figures 48a, 49a, 50a, 51a et les spectres UV-visible respectifs de chaque pic résultant sont
donnés dans les Figures 48b, 49b, 50b, 51b ; tandis que les résultats des analyses qualitatives

sont rassemblés dans le Tableau 16.

On peut observer une bonne résolution (efficacité) et séparation des différents pics
résultants dans les profils chromatographiques. Il faut signaler que chague pic correspond a
une molécule, et celle qui présente une forte absorption correspond aux molécules majeures
(signalées en gras dans le Tableau 16).

Ainsi, huit pics ont été déectés pour la phase éther diéthylique dont les trois premiers
plus le pic 6 ont une réponse a 280 nm. Leurs spectres UV montrent une seule bande avec un
maximal d’absorption a I’environ de 260nm. Ces derniers peuvent correspondre aux
composes phénoliques simples tels que des dérivés d’acide cinnamiques. Les pics 4, 5, 7 e 8
ont une forte absorption a 340nm.

Les phases acétate d’éthyle et MEC ont présenté neuf pics (pour chacune) dont six pics
et sept pics respectivement pour la phase acétate et MEC ont é&é détecté a 340nm. La phase
eau a montré dix pics dont les cing derniers (les pics 6, 7, 8, 9, 10) ont une forte absorption a
340nm.
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Figure 50 a: Profil du chromatogramme HPLC de la phase MEC de I’ensemble son plus
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Figure 50 b : Spectres UV des pics élués dela phase MEC de I’ensemble son plus ger me de blé
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Figure 51 a: Profil du chromatogramme HPL C de la phase eau de I’ensemble son plus ger me

deblé

v Fro &M% o3 - s Firoh £2 - i o .02 1. Forkak IA0E nfef mn
B Tan o, £18 2
i A
K ] | wo- |
sa |y iy | |
] T b I|
- ! i 0y - w10
L I .
Wt ' L b m
p o R —,
%, — - - A
Lt —m| nm -
e L& ]| &n ]
Eles Ei &)t E ari|  paz 3o ari
L Taoka 1 1205 ot T3 min 2l Mook B 1200 gl T30 mir ., Tooh RS20l 1270 mn
naci.1 _‘3:3'21'32 R I E
; i .
' i I
CITEN I ENTE) I'n AL ",_‘
M1 ! k) LT
II § S | A : ™,
HiT I _IRET a0 Y 01 L N A
v ST FTD P e e \
e e \ .,
) -.\
— oy o —_— h\’ﬁ }
ar ig ' ' &2 '
He) 350 484 239 H e 10 Bt
e HAkkEy T MR ATTAE MY B Teak & A1 FEmn 230 MFams &% 100 /I LS Fmin
SIGE o ZTEY _.y_\EI:-.E-
T W A -
e | % LS Y 400 , 03
H L] Y 3 T o N, i
! wa B \ ape RS n Y
R Vs \ ’-"“'-. AT, W AR i
. L r Y . Y ; . - e .
o T ., 36.3- R . 362 .
) W .
™y : ks
T m’ g e
80 Ex : e :
) FEE) s e Ery s [ B 4771
P e R LU H e T ol
250 —
TEE
S
' .
Ak * A
3 S
) J ',
\ ‘."Tﬂ/Df g
. PRS N
£ Ve "
kS
nri’
50
uLu i a4

Figure 51 b : Spectres UV des pics élués de la phase eau de I’ensembl e son plus germe deblé
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Tableau 16: L’interprétation des résultats lors de I’analyse en HPLC-DAD des

différents extraits de son plus germe de blé non traité ala chaleur

Tr Ether Acétate MEC H20 Groupe phénolique

(min) | BII Bl BlI Bl Bl Bl Bl Bl

1.45 263.7 263.1 Dérivés d’acide
benzoique®

1.46 263.2 263.2 Dérivés d’acide
benzoique®

1.94 284.1 Dérivés d’acide
cinnamique®

2.22 260.1

2.21 259.8

2.26 261.6 Dérivés d’acide
benzoique®

5.65 279.7

7.37 255.7 279.9

7.8 263.1 Dérivés d’acide
benzoique®

8.44 255,2 280 | 255.7sh  280.0

10.77 271.7 338.5 Dérivés de flavones

10.78 | 271.8 336.4 271.8 336.4 Dérivés de flavones

10.79 271.8 336.7 Dérivés de flavones

11.17 271.8 336.9 Dérivés de flavones

11.18 271.8 336.7 Dérivés de flavones

11.32 2715 345.3

11.34 2719 336.7 271.9 337.2 2719 336.6 Dérivés de flavones”

12.24 | 2723 3021 Dérivés de flavones

12.55 323.8 300sh Dérivés de flavones”

325.2

12.57 271.3 336.0 Dérivés de flavones”

13.28 12730 3308 |2731 3307 | Dérivés de flavones”

13.29 273.3 330.3 | Dérivésdeflavones®

13.5 2732 3311 Dérivés de flavones

13.51 273.2 330.6 Dérivés de flavones

13.52 2733 330.2 | Dérivésdeflavones®

13.84 12739 3207 | 2738 3294 | Dérivés de flavones”

13.85 | 2749 3294 Dérivés de flavones

16.87 Quercétine (étalon)

@Chirinos R. et al., 2008 ; ° Chirinos et al., 2009

@ Interprétation desrésultats

A lalumiére de ces résultats, et a partir de la comparaison des temps de rétention de nos

différents pics élués avec de la quercétine, on peut dire que cette derniére est absente dans nos

différents extraits analysés de I’ensemble son plus germe de blé. Cependant, une étude

récente menée par De Vasconcelos M.C.B.M. et al. (2013) ont signalé la présence de la

quercétine (flavonol) dans leurs extraits de germe de blé lors d’une analyse en HPLC-

fluorescence. De plus, d’autres recherches ont aussi identifiées la quercétine mais au niveau

des feuilles de céréales. En effet, la synthése de ce type de métabolites secondaires est en

relation avec I’exposition aux rayons UV (ZagoskinaN.V. et al., 2005).
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Les différents pics dans les différents profils chromatographiques peuvent étre classes
en trois groupes phénoliques qui sont: dérives d’acides benzoiques, celles d’acides
cinnamiques et des dérivés de flavones (ces derniers semblent étre majoritaires), tout cela est
basé sur la comparaison des spectres d’absorption de différents pics élués avec celles de la
bibliographie.

3-Le pouvoir antioxydant « test au DPPH?® »

Le pouvoir antioxydant de nos différents extraits testés a été estimé par la méthode de
DPPH° ; en effet c’est celle qui est utilisée dans le monde entier (Scherver R. et Godoy H. T.,
2009) et la plus populaire pour le dépistache de I’activité antiradicalaire d’un composé
unigue ou un mélange de composés. Cette méthode est considérée, a partir d’un point de vue
méthodologique, I’une des plus faciles, plus précise et productive de I’activité antioxydante
des jus des fruits, des extraits de plantes, et des composés purs comme les flavonoides
(PereiraNunes X., et al., 2012).

Nos résultats ont é&é exprimés par le calcul de la concentration efficace (ECsy « efficient
concentration », ce paramétre a éé introduit apparemment par Brand- Williams et ses
collegues, et a été utilisé par la suite par plusieurs chercheurs pour présenter leurs résultats
(Molyneux P., 2004). La valeur ECs, la concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber
50% du DPPH° radicalaire a été calculée par régression linéaire des pourcentages
d’inhibitions calculées en fonctions de six concentrations différentes d’échantillons préparés
et et exprimé en mg/ml. La mesure d’ECsp est utile pour comparer les résultats non
seulement entre une référence mais aussi entre les échantillons testés.

3-1- Le pouvoir antioxydant des anioxydants de référence

A titre comparative, trois antioxydants de références sont utilisés: I’acide gallique,
I’acide tannique et la quercétine. Leur activité antioxydante a été démontrée dans la Figure 52
et le Tableau 17
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Variation du % d'inhibition en fonction dela
concentration
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Figure 52: L’estimation de I’ECs, des antioxydants de r éférences

Tableau 17 : Le pouvoir antioxydant (exprimé par EC50 (en mg/ml)) des antioxydants

deréférencestestés
L *antioxydant ECso
deréférence (en mg/ml)
Acide gallique 0,065+0,0056
Quercétine 0,068+0,0056
Acidetannique 0,114+0,007

Les valeurs d’ECsp des antioxydants de références testés se sont avéré 0,065, 0,068 et
0,11mg/ml pour I’acide gallique, quercétine et |’acide tannique respectivement (Tableau 17).
Etant donné que la valeur d’ECsy est inversement proportionnelle au pouvoir antioxydant
d’une substance pure ou d’un mélange de substances, le classement de nos antioxydants testés
selon leurs pouvoirs antioxydants décroissant est : acide gallique est supérieur a la quercétine,
supérieur al’acide tannique.

La concentration efficace de I’acide gallique est tres proche de celle obtenue par Mishra
et a. (2012) : 0,07 et par Brand-Williams et al. (1995) : 0,08 mais assez loin de celle obtenue
par Popovici C. et al. (2009) : 0,03. Pour I’acide tannique, Popovici C. et al. (2009) ont
obtenu un ECs, égale a 0,08 trés proche de nos résultats : 0,11mg/ml.

Dans la présente étude I’acide gallique et la quercétine montrent un pouvoir antioxydant
presgue identique. Cela est conforme a la littérature, ainsi Villano D. et al. (2007) ont obtenu
des valeurs égales a 5,1x 10-6 et 5,5x10- 6 M représentant I’ECs, de I’acide gallique et celle
de la quercétine respectivement. L’activité antioxydante la plus élevée de I’acide gallique
(groupement 3, 4, 5 tri —OH sur le cycle aromatique) peut étre atribuée a sa plus forte
polarité par rapport aux flavonoides (Popovici C. et al., 2009).
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3-2-Le pouvoir antioxydant des différents extraits de céréales alimentaires

Les graphes (Figure 53) représentent les courbes de régression entre le pouvoir
antioxydant  (exprimé par le pourcentage d’inhibition du DPPH°®) en fonction de la
concentration de I’échantillon testé.

Variation du % d'inhibition en fonction Variation du % d'inhibition en
delaconcentration desdifférents fonction de la concentration des
extraitsde son plus germedeblé différentsextraitsde son plus germe

o deblétraitéalachaleur
, 100 E
I 80 a 80
% 60 /‘§ ¢ totom g 60 / @ totom
3 4 > W éther © 40 méher
20 - A acétate S 20 )
§ 0 . . 5 0 . . . Aacdate
5 X mec S
= 0 5 10 < 0 2 4 6 *XMEC
= XH20 o YH2O
o . X Concentration en mg/mi
< Concentration en mg/ml
Variation du % d'inhibition en fonction de
la concentr ation des différentsextraitsde
son d'orge

T 150

o

a 100 @ totom

> ,

T 50 W éher

2 % acétate

._6 0 T T 1

= XMEC

£ 0 2 4 6

kel XH20

L Concentration en mg/ml

Les équations de régression des courbes (de chaque extrait) ont éé données dans|’Annexe 4

Figure 53 : L’estimation de I’ECs, des différents extraits de céréales alimentair es
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Tableau 18 : Le pouvoir antioxydant (exprimé en ECso) des différents extraits céréales

alimentaires
Extrait Farine de son plus ger me
Son plus germedeblé deblé Son d’orge (ECs
(ECso expriméen (ECso expriméen mg/ml) | expriméen mg/ml)
Echantillon mg/ml)

Totum 13,02+0,25 8,7+0,26 5,16+0,73
Ether diéthylique 12,64+0,56 21,33+1,46 4,04+0,57
AcOEt 3,2+0,22 3,505+0,78 1,77+0,22
MEC 5,53+0,26 6,755+0,92 2,32+0,17
H,O 14,25+0,32 11,13+0,07 10,81+0,46

Les valeurs représentent la moyenne de deux essaist Ecartype

q" -

§ - 25

— 2 -

= m SON+GERME
=2 O 10 A

*E 3 5 W Farine

@ E

€5 0 m son d'orge
83 ) )

ks totom éther acétate MEC H20

Totum et ses fractions

Figure 54 : Histogramme comparatif du pouvoir antioxydant des différents extraits des trois

échantillons de céréales alimentaires

L’histogramme (Figure 54) et le Tableau 18 révélent que les différents extraits de son
plus germe de blé (traité ou non a la chaleur) et celles de son d’orge agissent comme de bons
antioxydants. Les extraits ACOEt et MEC de ces trois échantillons sont les plus puissants,
puisgu’ils agissent a de faibles doses, et qui sont plus marqués pour celles de son d’orge:
1,77+0,22 mg/ml et 2,32+0,17mg/ml respectivement pour I’extrait AcOEt et MEC.

La comparaison du pouvoir antioxydant de nos extraits entre eux révéle que celui du
son d’orge est le plus active. Ceci est en accord avec les résultats de plusieurs chercheurs
(Ivanisova E et al., 2012 ; et Ragaee et al., 2006 ; Sharma et al., 2012 ) dans lequel, I’orge
présente un pouvoir antioxydant plus élevé que celui du blé. Ce résultat est en accord avec les
teneurs qu’on a obtenu (en composés phénoliques) les plus élevées du son d’orge par rapport
aux extraits de son et germe de blé. Selon Dvorakova M. (2008), ce sont les

proanthocyanidines (diméres et triméres de tanins) qui contribuent majoritairement a
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I’activité antioxydante de I’orge.  Tous nos extraits testés sont moins actifs, que les
antioxydants standards ; I’acide gallique et la quercétine qui sont 47 fois plus actifs, I’acide
tannique et 35 fois plus actifs que I’extrait ACOEt de son plus germe de blé. En comparaison
avec |’extrait ACOEt de son d’orge, I’acide gallique et la quercétine sont 26 fois plus actifs, et
16 fois moins actif par rapport al’acide tannique.

D’aprées Zhu K.X. (2011), peu d’études systématiques ont été basées sur les
antioxydants de germe de blé. De plus, les composés phénoliques du germe de blé sont moins
traités en termes de leurs teneurs et de leurs contributions a I’activité antioxydante. Les
résultats de ce méme hauteur montrent une concentration inhibitrice de I’extrait éthanolique
de germe de hlé égale a 0,424 mg/ml, cette valeur s’avere tres faible par rapport a nos
résultats. Toutefois il est important de noter que I’utilisation des protocoles de mesures
différentes et de différents indices d’évaluation de I’activité antioxydante réduit la fiabilité de
la comparaison des valeurs (Popovici C., et al., 2009).

3-3-Relation contenu phénolique- pouvoir antioxydant

Les résultats des analyses de corrélation entre le contenu phénolique et le pouvoir
antioxydant (exprimé dans la présente étude par I’inverse de la concentration efficace
(/ECsp)), sont représentés dans les Figures 55, 56 et 57.
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Figure 55 : Corréation entrele contenu en composés phénoliques (a droite) et en flavonoides, et

le pouvoir antioxydant de I’ensemble son plus germe de blé

Une corrélation de 87% et 62% respectivement entre le contenu en composés phénoliques
totaux, flavonoides et le pouvoir antioxydant pour les cing extraits de I’ensemble de son et
germe de blé.

100



5 0.3 - * @ 0.3 *
B y=0.007x - 0.04 S y =0.005x + 0.030
86 $T o .
83 0.1 - g §8 01
kS &/ W
g8 1 * ST A —
8; = T T 1 — 8
T I
g 0 20 40 60 % 0 10 20 30 40
5 o
- e phénoliaues total exorimé Teneur en flavonoides expriméen mg
eneur en composes pnenoliques total exprime ' ' H
en mg d'EAG/g d'EQU/gd'extrait

Figure 56 : Corréation entre le contenu en composés phénoliques (a droite) et en flavonoides, et

le pouvoir antioxydant de la farine del’ensemble son plus germedeblétraitéalachaleur

Une corrélation de 92% et 60% respectivement entre le contenu en composés phénoliques
totaux, flavonoides et |le pouvoir antioxydant pour les cing extraits de I’ensemble son et germe
de blé traité ala chaleur.
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Figure 57 : Corréation entre le contenu en composés phénoliques (a droite) et en flavonoides et
le pouvoir antioxydant du son d’orge
Pour celles des extraits de son d’orge, une corrélation de 74% et 86% respectivement

pour le contenu en composés phénoliques, flavonoides et le pouvoir antioxydant a éé trouve.

Cette forte corrélation est en accord avec plusieurs résultats de chercheurs qui ont
rapporté une corrélation positive entre le contenu phénolique total et I’activité antioxydante
des céréales (Donkor O.N. et al., 2012; Vaher M. et al., 2010 ; Beta et al., 2005 ; Verma et
al., 2009). La corrédation positive de la présente éude confirme que les composés
phénoliques et particulierement les flavonoides, sont les majeurs contributeurs a I’activité
antioxydante des différents extraits de céréales alimentaires. En d’autre terme, les extraits qui
possedent un contenu phénolique élevé exercent un pouvoir antioxydant important (la valeur
d’ECsp et faible).
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Chapitre 2 :

Résultats et interprétation de la
partie des plantes médicinales



1- Lesplantes médicinales

L "Origanum vulgare, Thymus numidicus (O. Askeur), Origanum floribundum de la
région du Chréa (PNT.) et Calamintha grandiflora (for tsAftis; PNT), toutes récoltées dans
lawilaya de Jijel (Tableau 4).

2- Analyse phytochimique
2-1- Préparation des extraits

La préparation des extraits de plantes médicinales a été effectuée par macération. Le
solvant d’extraction qui a été utilisé est I’éthanol a 70%, parce qu’il est moins toxique que le
méthanol et peut ére facilement récupéré sous pression réduite (Dobravalskyte D. et al.,
2012). Chague extrait global a subi par la suite une série d’affrontement successivement par
I’éther diéthylique, acétate d’éthyle (AcOEt) et butanone (MEC) et la phase aqueuse est la

résiduelle.
2-2-Aspect quantitatif
2-2-1- Dosage des composes phénoliques totaux

Les plantes aromatiques sont riches en composés phénoliques, principales substances
qui agissent comme des antioxydants. Pour cette raison, il a été jugé important d’établir la
teneur en composés phénoliques dans les extraits d’Origan (pour les deux espéces), de C.
grandiflora et de T. numidicus.

Le dosage a éé détermineé via le test de Folin-Ciocalteu et selon la méme méthode qui a
été appliquée pour les céréales alimentaires (méhode de Zhu K.X., 2011). Le contenu
phénolique total de nos extraits a été obtenu a partir de la courbe d’éalonnage (y=
0,0114x+0,1606, R?*= 0.9986, y est |’absorbance ; x est la concentration de la solution d’acide
galique, ng/ml) (Annexe 01), les résultats ont été exprimés en milligramme d’équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg d’EAG/g d’extrait) Tableau 19, Figure 58.

Tableau 19: Résultats de la teneur en composés phénoliques des quatre plantes

médicinales  (Lesvaleursreprésentent lamoyenne de 2 ou 3 mesures + Ecartype)

Extrait O. wulgare O. floribundum C.grandiflora T.numidicus
Extrait brut 204,57+6,97 202,82+0,15 115,65+0,92 152,27+4,03
Ether 302,6+2,32 62,36+6,51 213,46+7,12 38,46+5,26
AcOEt 300,19+9,14 129,89+5,26 197,22+26,37 149,3+15,66
MEC 374,97+6,66 349,75+12,56 231,21+2,48 219,81+155
H,O 193,39+0,45 221,35+13,33 101,62+5,27 146,79+3,1
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Figure 58: Histogramme du contenu phénolique total des extraits des quatre plantes
médicinales.

D’apres le Tableau 19 et la Figure 58, le contenu phénolique total varie d’une plante a
une autre, e d’un extrait a un autre. Les extraits MEC des deux especes d’Origan ont éé
marqués par leurs teneurs les plus élevées: 374,97+6,66 et 349,75+12,56 mg d’EAG/g
d’extrait respectivement pour |’O. vulgare et O. floribundum. Les extraits éher et ACOEt
d’O. wulgare viennent par la suite avec des teneurs de 302,6+2,32 et 300,19+9,14 mg
d’EAGI/g respectivement. Les teneurs les plus basses ont éé obtenues avec les extraits éther
d’O. floribundum et de T. numidicus.

A I’exception des extraits éther et AcOEt des deux espéces d’Origan, les autres extraits
(brut, MEC, eau) montrent des teneurs presque identiques. Cela peut ére di a I’appartenance
de ces deux plantes au méme genre de la famille des Lamiacées.

Le contenu phénolique d’extrait méthanolique d’Origanum vulgare (186mg/g d’extrait)
obtenu par Skerget et al. (2005) est similaire a nos extraits bruts d’Origan.

La teneur d’extrait brut de T. numidicus est proche a celle de Barros L. (2010) :
165,29+1,11mg d’EAG/g d’extrait ; mais assez loin des valeurs de Nickavar B. et Esbati N.
(2012) : 295,57+ 1,91 a 337+8,31 mg d’équivalent de larutine/g d’extrait.

A propos de C. grandiflora, la composition chimique reste mystérieuse et n’a pas fait
I’objet d’études phytochimiques sur son contenu phénolique et son activité antioxydante
(Dobravalskyte D. et al., 2012). Cet auteur a obtenu un contenu phénolique entre 28,0mg/g
(pour I’extrait acétonique) et 82,8 mg/g dans I’extrait é&hanolique des résidus de la plante qui

ont subi préalablement une hydrodistillation.

Lateneur en composés phénoliques des extraits bruts des quatre plantes médicinales les

classe en ordre décroissant: Origanum vulgare est presgue égal a I’Origanum floribundum
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supérieur a Thymus numidicus supérieur a Calamintha grandiflora. Cependant, Wojdylo A. et
al., (2007) a classé le Thymus en premier lieu dans sa teneur en composes phénoliques suivi
par I’Origan.

A la lumiére de nos résultats et celles de la littérature, il est difficile de déterminer
I’origine de ces disparités, ils peuvent étre dues a des différences dans |’organe végétale testé
(feuilles, tige, fleurs et leurs combinaisons), dans I’état physiologique a la récolte, dans les
méthodes d’analyse, ainsi que les différences génotypiques et géographique des herbes (Perez
M.B. et al.,, 2011). De plus, la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est
I’inconvénient principal de la méthode colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a
laréduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques

mais aussi a certains sucres et protéines.
2-2-2- Dosage des flavonoides totaux

Laraison principale pour laguelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le
fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de
6000 composes déja décrits (Knezevi¢ S.V. ¢ al., 2012).

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de tri- chlorure d’aluminium
(Alcls) et selon le protocole de Djeridane A. (2006). La quercétine a été utilisée comme
standard et les valeurs ont été calculées selon la courbe d’étalonnage (y=0.0123x+0.0453 ;
R?=0.9891 ; y est I’absorbance ; x est la concentration de la solution de la quercétine, pg/ml)
(Annexe 1) et est exprimés en mg d’équivalent de quercétine (EQu)/g d’extrait (Tableau 20,
Figure 59).

Tableau 20 : Résultats delateneur en Flavonoides des quatre plantes médicinales

Extrait O. wulgare O. floribundum C. grandiflora T. numidicus
brut 71,78+0,71 85,19+0,43 109,89+3,7 119,75+10,76
éher 106,03+2 193,94+7,9 385,7+2,01 168,22+18,39
AcOEt 77,88+3,01 74,12+14,16 321,27+15,8 168,83+11,2
MEC 82,96+1,58 69,75+6,75 142,31+3,01 173,61+9,92
H,O 64,56+1,43 62,63+7,33 43,43+1,14 127,06+8,47

Les valeurs représentent la moyenne de 2ou 3 valeurst Ecartype.
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Figure 59 : Histogramme du contenu en flavonoides des quatr e plantes médicinales

D’apres la Figure 59 et le Tableau 20, le contenu en flavonoides varie selon la plante
étudiée et selon son extrait. Le contenu le plus élevé a été marqué pour les extraits éther et
AcOEt de C. grandiflora qui atteignent une teneur de 385,7+2,01 et 321,27+15,8 mg
d’EQu/g d’extrait (plus élevé par rapport a leur teneur en composes phénoliques totaux).
L extrait éher d’O. floribundum montre aussi leur richesse en flavonoides par rapport a leur
teneur en composeés phénoliques : 193,94+7,9mg d’EQu/g d’extrait. Les extraits éther, acétate
et MEC du T. numidicus présentent des teneurs presgue identiques de 168,22+18,39,
168,83+11,2 et 173,61+9,92 mg d’EQu/g d’extrait respectivement. L extrait le moinsriche est
enregistré pour I’extrait H,O de C. grandiflora qui présente une teneur de 43,43+1,14 mg
d’EQu/g d’extrait.

Comme dans le cas de la teneur en composés phénoliques, la teneur en flavonoides des
deux especes d’Origan (O. vulgare et O. floribundum) montre une similitude remarquable
(sauf pour I’extrait éther) car ces deux plantes appartiennent au méme genre de la famille des
Lamiacées.

Le contenu en flavonoides des extraits méthanolique d’O. vulgare obtenu par Barros L.
et al., (2010) (224,15+0,96 mg d’équivalent de catéchine/g d’extrait ) et trés loin de nos
résultats . Cette différence trouve probablement son explication dans la différence du standard

utilisé pour le dosage des flavonoides.

D’apres leurs extraits bruts on peut classer ces quatre plantes médicinales selon leur
teneur en flavonoides décroissant : Thymus numidicus est supérieur a Calamintha grandiflora
supérieur a Origanum floribundum presque identique a I’Origanum vulgare.
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2-3- Aspect qualitatif
2-3-1-CCM analytique

Les plagues de CCM utilisées sont des plaques de verre constituées de gel de
polyamide DC6. La migration sest faite dans les systémes solvants suivants:
MEC/MeOH/EtOH/éther de pétrole (40/30/30/10 ; v/viviv) pour toutes les phases (éther di-
éthylique, acétate d’éthyl, MEC, H,O et totum). Ce systéme solvant a permis une bonne
séparation des constituants du dépdt et une tres bonne visibilité des spots sous lampe UV a
365nm (avant et apres la pulvérisation du réactif de Neu) (Figure 60 et 61) sauf pour la
phase H,O et celle du totum. La phase aqueuse a été reprise par un autre systéme plus
polaire : H,O/Butanol/EtOH/HCOOH (50/20/25/2 ; viviviv) (Figure 62). Quant au totum,
cette mauvaise séparation peut étre expliquée par la complexité du dépdt et par conséquent
nous remarquons I’importance de I’ affrontement des composés phénoliques.

@ Chromatogramme dela CCM analytique des deux espéces d’Origanum
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HO M H0 M T HO M A THO M A
O. floribundum O. vulgare O. floribundum O. vulgare
A : visible (avant révélation) B : sous UV (avant révélation)

O. floribundum O. wulgare 0. floribundum O. wulgare
C : visible aprésrévélation D : sous UV apresrévélation

Figure 60 : chromatogrammes résultants de I’analyse des différents extraits (E : éther, A :
acétate, M : MEC, H,O: eau, T: Totum) d’Origanum wulgare (a droite) et ceux d’Origanum
floribundum (a gauche) par chromatographie sur gel de polyamide DC6 développés dans le
systeme solvant MEC/M eOH/EtOH/éther de pétrole (40/30/30/10 ; viviviv)
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Les chromatogrammes d’analyse des différents extraits des deux espéces d’Origanum
(Figure 60) montrent I’importante présence de divers types de flavonoides par |I’apparition des
taches de différentes couleurs qui leurs sont caractéristiques. Ces taches ont des différents Rf.
Le réactif de Neu les révéle en jaune, jaune vert, noir, violet, bleu. Ce qui correspond aux
différentes structures moléculaires de type flavonoidiques.

Les extraits éther diéthylique des deux especes d’Origan ont une constitution flavonique
la plus importante avec 13 spots observés. L’extrait acétate d’éthyle montre 6 spots et la phase
MEC 7 spots bien distincts, ce qui peut ére due a la richesse de ces deux plantes
principalement en aglycones et aglycones méthoxylés, puis aux flavonoides di-glycosylés et
monoglycosides.

Les résultats de I’étude n’indiquent gu’aucune différence significative n’est observée
relativement a la composition qualitative des flavonoides entre les extraits d’O. vulgare et O.
floribundum (Figure 60). Nos résultats s’expliquent par I’appartenance de ces deux especes
dans le méme genre, qui a éé établie par letswaart en1980. Ceci confirme ainsi le role des
composés phénoliques et particuliérement des flavonoides dans la classification chimique des
végétaux.

@ Chromatogrammes de la CCM analytique de C. grandiflora et T. numidicus

Comme ceux des extraits des deux especes d’Origanum, les extraits de C. grandiflora et
ceux de T. numidicus montrent une bonne séparation de tres bonne visibilité des spots dans le
syséme solvant MEC/MeOH/EtOH/éther de pétrole (40/30/30/10; viviviv). Le
chromatogramme résultant (Figure 61) montre diverses couleurs sous UV a 365 nm: violet,
noir, bleu, jaune. Ces différentes couleurs seront modifiées aprés la pulvérisation du réactif de
Neu : les plus remarquables est le virage de la couleur noire au jaune fluorescent ; le violet
vers I’orange. Ces dernieres ont été observées sous UV a 365 nm et aussi a I’adl nu. Ceci
confirme la richesse de nos extraits en flavonoides et particulierement en flavones et
flavonols. En effet, plusieurs éudes indiquent que les plantes appartenant a la famille des
Lamiacées sont riches de tels types de molécules (Merghem R., 1995 ; Benkiniouar R., 2007).
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T H0 M A E T HOM A E T HO M A E T HOM A E

Thymus numidicus Calamintha grandiflora Thymus numidicus Calamintha grandiflora

A : visible (avant révélation) B : sous UV a 365nm (avant révélation)

T HO M A E T HOM A E T HO M A E T HO M A E
Thymus numidicus Calamintha grandiflora Thymus numidicus Calaminthagrandiflora
C : Visibleet Apresrévédation au réactif de Neu D : Sous UV et apréesrévélation au réactif de Neu

Figure 61: chromatogrammes résultants de I’analyse des différents extraits (E : éther, A :
acétate, M : MEC, H,O : eau, T : totum) de Calamintha grandiflora (a droite) et ceux de Thymus
numidicus (a gauche) par chromatographie sur gel de polyamide DC6 développé dans le systéme
solvant MEC/MeOH/EtOH/éther de pétrole (40/30/30/10 ; viviviv)
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@ Analyse des phases eau des quatre plantes médicinales

Les phases eau des quatre plantes étudiées sont développées ensemble (une autre plaque
de 10X20) dans un autre systeme solvant : H,O/Butanol/EtOH/HCOOH (50/20/25/2 ;
v/vIviv) ; ce dernier a donné une bonne séparation des constituants et confirme que les phases
aqueuses contiennent principalement de glycosides (Figure 62).

Le chromatogramme (Figure 62) montrent que les molécules des extraits d’eau
présentent de différents Rf dont les plus élevés peuvent correspondre a des flavonoides les

plus glycosylés (les plus polaires).

On peut déduire qu’a partir de ce chromatogramme, que les deux especes d’Origanum :
I’Origanum vulgare et I’Origanum floribundum ont une constitution flavonique homogene,
témoignant encore I’importance des composés phénoliques dans la chimiotaxonomie des
végétaux.
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Figure 62 : chromatogrammes résultants de I’analyse des extraits agqueux d’O. vg (O. vulgare)
O. fl (O. floribundum), Cala (Calamintha grandiflora), Thy (Thymus numidicus) par
chromatographie sur gel de polyamide DC6 développée dans le systéme solvant
H,O/Butanol/EtOH/HCOOH (50/20/25/2 ; viviviv)
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2-3-2- CCM bidimensionnelle (2D-TLC)

L analyse par chromatographie bidimensionnelle sur couche mince répond a un double
objectif : d’une part avoir un maximum d’empreintes flavoniques des extraits de plantes
médicinales testées et d’autre par faire une éude comparative entre les cartogrammes
résultants. Quatre plaques de polyamide de (20X20) ont é&é utilisées (une pour chaque
plante), le dépdt se fait sur le bas droit de la plaque sur une longueur de 1cm. Les extraits
éther, acétate et MEC (de chague plante médicinale) sont ceux qui ont é&é déposes.

La séparation a été réalisée en deux dimensions: la premiére avec le systéme:
MEC/ETOH/MeOH/éther de pétrole (40/30/30/10 ; v/viviv) entrainant les aglycones et la
deuxiéme avec le systéme: H,O/Butanol/ETOH/acide formique (50/20/25/2; viviviv)
entrainant les glycosides. La révélation a été faite sous UV a 365nm avant et aprés la

pulveérisation du réactif de Neu.

Ce deuxiéme diagnostic de nos extraits de plantes médicinales a permis de visualiser
leur chimisme phénolique. En effet, la chromatographie bidimensionnelle est utile pour
résoudre les probléemes analytiques rencontrés lors de la séparation des composés les plus
complexes. Cette méthode de détection montre une bonne séparation de nos molécules
repérées dans les chromatogrammes sous forme de cercle. Nos chromatogrammes (Figure 63
et 64) montrent la richesse de nos extraits en composés phénoliques et particulierement en
flavonoides. Elle permet de visualiser presque une vingtaine de taches pour les extraits
d’Origanum floribundum, dix sept pour les extraits de Thymus numidicus. Le cartogramme de
Calamintha grandiflora montre des taches jaune et bleu vert et une seule tache orange.
Quelques taches au niveau du cartogramme d’O. floribundum (en jaune et en violet) et
d’autres dans le cartogramme de Thymus numidicus (en jaune) migrent uniguement en
dimension agqueuse et correspondent probablement a des glycosides complexes (diglycosides,
triglycosides, C- glycosides).

Les flavonoides sont fluorescents comme d’autres métabolites secondaires sous UV
365nm. Les taches jaune correspondent aux flavonols et/ou aurones; les flavones méthylés
sont bleu ou pourpre. Aprés la pulvérisation du réactif de Neu, les couleurs rouge (sous UV et
visible), jaune, jaune verdatre ou méme orange ont été visualisées dans les cartogrammes et
qui correspondent respectivement aux dérivés d’apigénine, de lutéoline, celles de kaempférol
et de quercétol.
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B-1 B-2

Figure 63 : Diagnostic sur chromatographie bidimensionnelle sur couches minces des extraits
d’Origanum vulgare sous UV a 365nm (A-1: avant révélation ; A-2: apresrévéation au réactif
de Neu) et ceux d’Origanum floribundum sous UV a 365nm (B-1: avant révélation ; B-2: aprés
révélation au réactif de Neu)

—» 1: premiére dimension ; T 2 : deuxieme dimension
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D-1 D-2

Figure 64: Diagnostic sur chromatographie bidimensionnelle sur couche mince des extraits de
Thymus numidicus sous UV a 365nm (C-1: avant révélation ; C-2: apreés révéation au réactif
de Neu) et ceux de Calamintha grandiflora sous UV a 365nm (D-1 : avant révélation ; D-2 : apreés
révélation au réactif de Neu).

—» 1: premiéredimension ; TZ: deuxiéme dimension
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La comparaison entre nos chromatogrammes des quatre plantes médicinales révéle la
présence des taches identiques et d’autres différentes. Des taches de couleur rouge, violette,
noire et aussi quelques taches jaune sont communes pour le cartogramme d’O. vulgare et d’O.
floribundum, et celle de Thymus numidicus. En plus, une tache jaune verdétre se trouve au
niveau des quatre chromatogrammes et qui a migré uniqguement en premiére dimension,elle
semble étre un aglycone. Ces résultats sont valables dans la mesure ou ce type de composés
de métabolites secondaires participe a la « chimiotaxonomie ». Il est d’ailleurs intéressant de
constater que les systémes de classification morphologiques sont souvent confirmés par
I’étude chimiotaxonomique. Sachant qu’il existe des races flavoniques qui correspondent aux
cercles taxonomiques reconnue et d’autres qui ne correspondent pas a ce cercle (Bruce A.B.,
1987).

Les travaux de Merghem R. et ses collaborateurs en 1995 ont été menés sur le Thymus
hirtus, permettent d’identifier cinq dérivés de flavonoidesde type flavone (apigénine et
lutéoline) et de flavonol (quercétine et kaempférol). Benkiniouar R. et son équipe (2010) ont
identifié cinq aglycones a partir du Thymus numidicus qui sont: apigénine, lutéoline,
xanthomicrol (5,4’ di-OH, 6, 7,8-triméthoxy-flavone), sideritoflavone (5,3’,4’ trihydroxy-6,7,
8 triméthoxyflavone) et 5-desméthylsinensetin (5-OH- 6,7, 3’,4° tétra-méthoxyflavone).

Les travaux de Skoula M. et son équipe (2008) ont été réalises sur plusieurs especes
d’Origanum parmi lesguelles I’O. vulgare et O. floribundum d’origine algérienne. Ils ont
effectués une analyse par I’HPLC, I’'MS et ’RMN, leurs résultats montrent neuf (9) composés
flavonoidiques communs parmi lesquels (apigénine, naringénine, ériodictyol, taxifolin...)
mais ayant des concentrations différentes entre eux. De plus, I’O. floribundum se distingue
d’O. vulgare par la présence d’un autre composé : 5,6- dihydroxy-7, 8, 4’-triméthoxyflavone
(pebrellin).

2-3-3-Sépar ation et identification structurale
2-3-3-1- Séparation et purification des flavonoides

Les fractions collectées a partir de la chromatographie sur colonne (Tableau 21), sont
évaporeées a sec et récupérées dans le méthanol et analysées. Leurs spectres d’absorption ont
€té enregistrés suivi par le diagnostic de la CCM analytique (Figure 65, Tableau 22) pour
ceux qui donne un spectre caractéristique. La révélation a été faite sous UV a 365nm apres
pulveérisation du réactif de Neu.
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Tableau 21 : M ode defractionnement sur colonne des produits a analysés

Solvant d’élution Nombrede
Toluéne % - Ethanol% fraction
100-0 4
80-20 4
60-40 4
50-50 4
0-100 3
Acétone 100% 4

F4 F2 F1

Figure 65: Chromatogramme d’analyse des fractions lors de la CCM analytique développé
dans le systeme solvant MEC/MeOH/EtOH/éther de pétrole (40/30/30/10 ; viviviv) (F1: fraction
1 100% éthanoal, F2 : fraction 2 100% éthanol, F4 : fraction 4 60% toluéne)

Tableau 22: Interprétation du chromatogramme du CCM analytique des différentes
fractions de la phase acétate d’éthyle de Calamintha grandiflora

Fraction Nombre RF Couleur Fraction | Nombrede | Rf Couleur
de sous UV-NA molécule
molécule
1: 100% 1 0,59 Jaune 2:60% 1 0,9 Bleu
éthanol orangée Toluene
2: 100% 1 0,59 Jaune 2:80% 2 0,59 Jaune
éthanol Toluéne fluorescent
0,76 Bleu
3: 5% 3 0,59 Jaune 1:80% 1 0,77 Bleu
éthanol Toluéne
0,70 Orangée 4 : 60% 1 0,35 Jaune
Toluéne
0,85 Bleu
4: 50 % 2 0,64 Jaune
éthanol fluorescent
0,82 Orangée
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2-3-3-2- analyse structurale des mol écules isol ées

@ ldentification structurale dela fraction 1 dans 100% EtOH
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Figure 66: Analyse spectrale delafraction 1 (100% éthanol)
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Tableau 23: Interprétation des déplacements observés par analyse
spectrophotométrique UV dela fraction 1 (100% EtOH) d’aprés Markham K.R. (1982)

Réactif de déplacement Bandel (nm) Bandell (nm) I nter prétation
MeOH 356.5 257 Flavonol avec OH-3
substitué
NaOH (base forte) 409.0 (+52,5nm) 265 OH-4’
AICl3 391 (+34,5nm) 265
OH-5
AICI3/HCI 3975 364 299,0 269,0
NaOAc (basefaible) 387.5 (+31nm) 326,0 270,0 OH-7
NaOAC/H3:BO; 382,5 (+26nm) 263,5 Ortho di-OH 3’, 4

Cette fraction se présente sous forme d’une bande violette sombre sous UV et jaune
orangée apres révélation au réactif de Neu (Rf=0,59) (Figure 65) et son spectre UV est
caractéristique d’un flavonol & 3 OH substitué avec des maxima a 256 et 355 nm (Markham
K.R., 1982). L ajout de réactif NaOH conduit a un déplacement bathochrome (+52,5nm) avec
augmentation de I’intensité, ce qui prouve gu’il y’aun OH libre en 4’ (Tableau 22).

L’effet bathochrome de la bande Il (+34,5nm par rapport a celui enregistré dans le
méthanol) suite a I’ajout d’AICI3; est en faveur d’un hydroxyle (OH) libre en 5. Cet effet est
confirmé par le déplacement bathochrome (+41nm) de la bande Il enregistré a la présence
d’AlCI;3 plus HCI par rapport a celui enregistré dans le méthanol.

L effet bathochrome de la bande Il (+31nm) aprés I’addition d’NaOAc par rapport a
celui enregistré dans le MeOH est en faveur d’un hydroxyle libre en 7. Un systéeme ortho di-
OH en 3’ et 4’ est confirmé si on compare le spectre en présence d’NaOAc et I’acide borique
avec celui qui est tiré dans le méthanol (+ 26nm).

Les observations ci-dessus (Figure 66 ; Tableau 24) nous permettent de mettre une
premiére hypothese structurale de la fraction 1 (100% EtOH)
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Structure proposée dela fraction 1 (100% dansI’EtOH) : 3 glycosyl de quercétine

Les travaux de Benkiniouar R., (2009) ont confirmé la présence de la quercétine -3- glucosyl
par les différentes techniques spectrométriques.

@ ldentification structurale de la fraction 2 (100% EtOH) :

Les spectres UV ont été tirés de la méme maniére que la précédente (Annexe 3)

Tableau 24: |Interprétation des déplacements observés par analyse
spectrophotométrique UV delafraction 2 (100% EtOH) d’aprées Markham K.R. (1982).

Réactif de déplacement Bandel (nm) Bandell (nm) I nter prétation
MeOH 345,0 253 Flavonol avec OH-3
substitué
NaOH (base forte) 403.0 (+58nm) 274 OH-4’ ; OR-7
AICl3 371,5 (+34,5nm) 265,5
OH-5
AICI3/HCI 352,5 298,5 269,0 3,4, 5 tri-OH
NaOAc (basefaible) 344 270,0 OR-7 confirmation
NaOAc/H3;BO; 371,5 (+26nm) 261 Ortho di-OH 3, 4’

D’ apres ces données, on suppose la structure suivante:

=
|
Ro O
i N =" “OH
S oR
OH O

Structure proposée de la fraction 2 dans 100% éthanol (di- glycosyl de myricétine)

%)
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@ ldentification structurale de la fraction 4 (60% toluene)

Les spectres UV de cette molécule sont donnés dans I’Annexe 3. Le Tableau 26 résume
les données spectrales :

Tableau 25: Interprétation des déplacements observés par analyse
spectrophotométrique UV dela fraction 4 (60% T oluene) d’aprés M arkham K.R. (1982)

Réactif de déplacement Bandel (nm) Bandell (nm) I nter prétation
MeOH 329,0 289 Flavone
NaOH (base forte) 374.0 (+45nm) 305 OH-4’ ; OR-7
AICl; 356,0 (+27nm) 265,5 OH-5

3,4 di -OH
AICIy/HCI 301, 0 (-28nm) -
NaOAc (basefaible) 328,0 288,0 OR-7 confirmation
NaOAc/H3;BO; 347,0 (+18nm) - Ortho di-OH

3, #confirmation

D’apreés ces données, on suppose la structure suivante

L utéoline 7-O glycosyl
3- Le pouvoir antioxydant « test au DPPH® »
3-1-Lepouvoir antioxydant des deux especes d’Origan

Les courbes de régression (Figure 67) et I’histogramme (Figure 68) et leurs résultats sont
annotés dans le Tableau 26
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Variation du % d'inhibition en Variation du % d'inhibition en
5 fonction dela concentration o fonction dela concentration
T
& 100 o 100
- @ totom - #totom
©
s 50 B éther g 50 Wéther
S 0 — acdtate | = , .  Aackate
= =
£ 0 05 1 15 Xmec < 0 05 1 15 Xme
© kel
. X . X
X Concentration en mg/ml cal L Concentration en mg/ml H20

Les équations de régression des courbes (de chaque extrait) ont éé données dans|’Annexe 4
Figure 67 : L’estimation de I’ECs, de I’extrait brut et de ses fractions d’Origanum vulgare (a

droite) et d’Origanum floribundum (a gauche)

Tableau 26 : L’activité sacavenger du radical du DPPH par I’Origanum wulgare (O.
vulgare) et d’Origanum floribundum (O. floribundum)

Extrait Origanum vulgare Origanum floribundum
% d’inhibition ECs en % d’inhibition ECs en
almg/ml (mg/ml) almg/ml (mg/ml)
Totum 52,82 0,988+0,14 69,72 0,718+0,06
Edi 90,9 0,529+0,05 90,68 0,510+0,007
AcOEt 87,28 0,530+0,032 85,42 0,536+0,07
Mec 72,26 0,564+0,03 82,93 0,594+0,08
H,0 57,3 0,872+0,031 72,02 0,784+0,11

Les valeurs représentent la moyenne de deux essaist Ecartype

"EEEE

O floribundum

Concentration efficace
expriméeen mg/ml
o

¥ i
Totum et ses fractions

Figure 68 : Histogramme compar atif du pouvoir antioxydant des deux espéces d’Origanum

Les différents extraits des deux especes d’Origanum démontrent un pouvoir antioxydant
important puisqu’ils agissent a de faible dose (inférieur & 1mg/ml). Mais, ce pouvoir est faible
par rapport aux antioxydants de référence testés: en comparaison avec I’extrait le plus actif
(Pextrait éher d’O. floribundum), I’acide gallique et la quercétine sont 8 fois plus élevés, 5

fois plus élevé pour I’acide tannique (Tableau 17).
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Le pouvoir antioxydant est presgue semblable entre les extraits de ces deux especes.
Ainsi les extraits éther, acétate e¢ MEC de ces deux plantes ont un ECsp entre 0,510+0,007 et
0,594+0,08 mg/ml respectivement pour I’extrait éther de d’O. floribundum et I’extrait MEC
de la méme plante. Leur pourcentage d’inhibition allant de 72,26% a 90,9% a une
concentration de 1mg/ml. Les différences enregistrées entre ces deux especes sont marquées
pour les extraits H,O : celle d’O.floribundum est le plus actif avec un ECsp égal a 0,784+0,11
mg/ml (inférieur acelle d’O. vulgare qui est égal a 0,872+0,031mg/ml).

Le pouvoir antioxydant de notre extrait brut d’O. floribundum est si proche de celui de
I’extrait méthanolique d’Origanum vulgare spp hirtum étudié par Lagouri V. et al. (2011)
(0,78mg/ml) mais il est assez loin de celui de Perez M.B. et al. (2011) : ECs égal a 11,42
mg/ml et de Lee C.J. et al. (2011) : ECsp d’Origanum majoranum égale a 0,Amg/ml. La
différence entre les résultats peuvent étre expliquée par la différence dans la méthodologie
appliquée, I’origine des plantes éudiées, la partie testée (feuilles, fleurs...), la méthode
d’extraction...tous ces facteurs peuvent avoir une influence sur la composition chimique de

I’extrait et par conséquent sur leurs pouvoirs antioxydants.
3-2-Le pouvoir antioxydant de la Calamintha grandiflora et celui de
Thymus numidicus

Les courbes de régression (Figure 69) et I’histogramme de C. grandiflora et T. numidicus
(Figure 70) et leurs résultats sont reportés dans le Tableau 27

Variation du % d'inhibition en variation du % d'inhibition en
fonction de la concentration o fonction de la concentration
I

T 80 o 100
& 60 # totom g #totom
g % méther s 50 méther
5 20 , -g o .
= o M acdtate || 5 acétate
§ X'mec = - Xmec
= 0 0.5 1 15 5 0 0.5 1 15
5 . H20 © ) H20
< Concentration en mg/mli S Concentration en mg/ml

Les équations de régression des courbes (de chaque extrait) ont éé notées dans|’annexe 4
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Figure 69: L’estimation de I’ECsx, de I’extrait brut et de ses fractions du Calamintha grandiflora
(adroite) et cellede Thymus numidicus (a gauche)

Tableau 27 : L activité scavenger du radical du DPPH® du C. grandiflora et T. numidicus

Extrait Calamintha grandiflora Thymus numidicus
% d’inhibition a EC50 (en % d’inhibitiona | EC50 (en
Img/ml mg/ml) Img/ml mg/ml)
Totum 31,41 1,675+0,16 58,41 0,878+0,08
Ether diéthylique 39,86 1,305+0,17 65,9 0,769+0,18
Acétate d’éthyle 74,53 0,672+0,02 82,54 0,625+0,003
MEC 49,98 1,01+0,1 69,81 0,726+0,1
Eau 27,94 1,865+0,13 60,75 0,744+0,18
Les valeurs représentent la moyenne de deux essaist Ecartype
Q_ 2
g % 15
1 = )
sg 05 | ® C grandifiora
c .9 0 .
EE o o o . S T numidicus
O = (2 X <
§ % ,\6\'0 ‘5’0 v.(:é:b N <&@
(@]
Totum et ses fractions

Figure 70 : Histogramme compar atif du pouvoir antioxydant de la Calamintha grandiflora et
cellede Thymus numidicus

Parmi les extraits de C. grandiflora, la fraction acétate est la plus active avec un ECs
égal a 0,672mg/ml et pourcentage d’inhibition égal a 74,53% a 1mg/ml, suivi par la fraction
MEC qui aun ECs égal a 1,01. Le pouvoir antioxydant de la fraction éther est intermédiaire
avec un ECsp de 1,309. Le totum a un ECsp égal a 1,671mg/ml. La fraction eau semble étre la
moindre active avec un ECsy égal a 1,871 et un pourcentage d’inhibition de 27,94% a 1mg/ml.

Concernant le pouvoir antioxydant du T. numidicus, la fraction acétate est la plus active
et aun ECs égal 0,625mg/ml suivi par la fraction MEC avec un ECs, de 0,726mg/ml et la
fraction eau qui a un ECs; égal a0,744. La fraction éther et le totum sont moins actives avec
un ECsp égal 20,769 et 0.878mg/ml respectivement.

Le pouvoir antioxydant de I’extrait ACOEt de C. grandiflora peut étre en relation avec
la présence notamment d’un dérivé de la quercétine et I’autre d’un myricétine (deux
flavonols). Ces deux derniers montrent toutes les caractéristiques structurales pour conférer
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une forte activité antiradicalaire (fonction cathécol, double liaison, OH en 3). Pour plus de
détail voir le Tableau 02.

3-3-Relation contenu phénolique- pouvoir antioxydant des quatre plantes
médicinales testées

La corrélation entre I’activité antioxydante et le contenu phénolique total des plantes de
la famille des Lamiacées a été étudiée par plusieurs auteurs. Wojdylo A. et al. (2007) ;
Djeridane et al. (2006) et Shan et al. (2005) ont trouvé une forte corrélation linéaire entre ces
parametres. Par contre, Capecka et al. (2005) ont reporté une faible corrélation chez les
Lamiacées. Prenant le cas d’Origanum vulgare comme un exemple: la corréation entre le
pouvoir antioxydant (exprimé par I’inverse de la concentration efficace (1/ECsp)] avec le
contenu phénolique (A1) et/ou flavonoidique (A2) a été présentée Figure 76.

__ 25 3 )%/
T 2 =0.004x+ Q302 T =0.043x - 1.7
& y—=U004x 7S a y=0.
& 15 Feo7 5 RZ=0.7
g L 3 1
Q 05 Q
: 0 T T T 1 : 0 T T 1
0 100 200 300 400 0 50 100 150
contenuen composés phénoliques Contenu en flavonoides
exprimé en mg/g exprimé en mg/g

Figure 71: Les courbes de corréation entre le contenu phénolique et le pouvoir antioxydant
(exprimé par 1/ECs) (cas d’Origanum vulgare)

Les coefficients de corrélation (R?) que nous avons obtenu varient d’une plante & une
autre. L ’Origanum vulgare éant pris comme exemple dont leurs courbes de régressions sont
représentées dans la Figure 71. Le coefficient de corréation entre la teneur des extraits en
composes phénoliques et leurs pouvoirs antioxydants est linéaire et significatif (R=0,74) pour
les cinq extraits de la plante, qui devient hautement significatif (non mentionné) (R= 0,98),
excepté I’extrait MEC. Les 74% a 98% de la capacité antioxydante des extraits d’O. vulgare
est di a la contribution des composés phénoliques qui sont des antioxydants dominants. La
corrélation (DPPH, flavonoides) de la méme plante (Origanum vulgare) est modérée (R’=
0,54) et devient significative (R°=0,7) (excepté I’extrait éher) (Figure A2).
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Sachant que la méthode de DPPH° est indépendante de la polarité du substrat. En
d’autres termes, I’hydro-lipophylé du substrat n’a pas d’effet sur I’activité antioxydante
(Nickavar B., Esbati N., 2012). Lafaible corrélation entre le contenu phénolique/ flavonoides
et le pouvoir antioxydant peut étre expliquée par la dépendance de cette derniére a la nature
physico-chimique des composés phénoliques individuels présents dans les extraits que dans le
contenu phénolique estimé par la méhode de Folin-Ciocalteu. De plus, elle peut aussi
indiquer que la concentration critigue en composés phénoliques et/ou flavonoides est
suffisante pour obtenir une activité antioxydante désirée apres laquelle il y’a un effet de
saturation par la présence d’autres composés phénoliques ne peuvant augmenter I’activité
antioxydante.
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Discussion générale



@ Discussion sur la partie phytochimique

Nos résultats du dosage colorimétrique via le réactif de Folin-Ciocalteu et au chlorure
d’aluminium, nous permettent de donner une idée sur la teneur en composés phénoliques et
en flavonoides totaux. Les extraits de plantes médicinales avaient des teneurs élevées
comparées aux extraits de céréales alimentaires.

Le son d’orge et I’Origan étant marqués par leurs teneurs élevées respectivement pour
les céréales alimentaires et les plantes médicinales. Entre ces deux derniers, I’Origan est 4 fois
plus supérieur dans ses teneurs en composés phénoliques par rapport au son d’orge (Tableau
12 et 19).

L’étude comparative entre les plantes médicinales et les céréales alimentaires a été peu
traitée. Wojdylo A. et al. (2007) ont fait une éude comparative entre plusieurs especes
appartenant a plusieurs familles botaniques mais n’inclut pas la famille des céréales.

Cette large différence trouverait une explication dans les diverses sources de variations
qui peuvent étre d’ordre intrinséques ou extrinseques. Les composés phénoliques comme tous
les produits du métabolisme secondaire ont une répartition quantitative inégale selon les
especes (génotype), les organes (feuilles, graines...), et lestissus et |es stades physiologiques.

A la récolte, les grains de céréales se trouvent a I’état de dormance, le métabolisme
cellulaire se situe dans ses conditions de base. Les composés phénoliques présents alors dans
un grain ne constituent que des molécules « starters » ou précurseurs. Ces derniers se trouvent
principalement dans les tissus qui restent encore vivants de lagraine : la couche d’aleurone du
son et le scutellum du germe. D’aprés Quattrochio F. et al. (2006), au départ, les enzymes du
métabolisme primaire peuvent déja avoir produit de petites quantités de plusieurs flavonoides
simples, du fait d’'un manque de spécificité compléte pour le substrat de ces enzymes.

Les composés phénoliques de la graine ont un réle important dans sa défense au cours
de sa maturation et de sa germination. La reprise de la respiration et du processus
métabolique, les « starters» vont initier les voies de biosynthése et seront par la suite
diversifiés.

Les facteurs environnementaux (climat, lumiéere...) peuvent jouer aussi un role
important dans cette différence. D’autres facteurs peuvent influencer le contenu phénolique :
la nature du matériel végétal investigué, la méthode d’extraction, la taille des particules de
I’échantillon, les conditions, le temps du stockage et la présence des substances
d’interférences telles que les cires, lipides et chlorophylle (Knezevi¢ S.V. et al., 2012).
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Les composeés phénoliques des céréales ont la particularité d’étre beaucoup plus liés aux
parois cellulaires (jusgu’a 80%) (Liyana —Pathirana et Shahidi, 2007 ; Verma B. et al., 2009)
et jouent ainsi un réle structural. Pour cela, I’extraction de ce type de matériel végétal

ATV

pour empécher la modification chimigque de nos molécules.

L’intérét porté aux composés phénoliques n’est pas seulement d’ordre quantitatif.
Vitaglione P.et al. (2008), indiquent qu’une présence continue d’une concentration
relativement faible en composés phénoliques peut avoir des potentiels bénéfiques pour la
santé en comparaison avec une observation immédiate d’un pic de concentration élevée en
antioxydant dans le plasma apres I’ingestion des aliments riches en composés phénoliques
libres. Les composeés phénoliques liés aux parois cellulaires sont résistants a I’action des
enzymes humaines, et peuvent survivre dans I’estomac et I’intestin gréle et ainsi peuvent
atteindre le c6lon. La microflore clonique peut libérer les composés phénoliques liées a
travers la fermentation et ainsi fournir des éléments bénéfiques pour la santé dans le clon ou
autrestissus apres leurs absorption (Okarter N. et al., 2010).

Du point de vue qualitatif, le contenu phénolique de nos extraits a éé mis en évidence
par des techniques chromatographiques (CCM) comme le précise le chromatogramme
comparatif ci-dessous (Figure 72) :

T H20 MEC A E MEC: MEC., As A, E Ev

Figure 72: Chromatogramme CCM comparatif entre les céréales alimentaires (son
d’orge) et les plantes médicinales (Origan)
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Ce chromatogramme montre que les plantes médicinales ont une constitution flavonique
plus importante, plus diversifiée que celle des céréales alimentaires (cas d’orge) (couleur,

nombre de spot).

Deux hypothéses ont été formulées, en ce qui concerne les avantages liés a la
production de flavonoides, d’apres Markham K.R. (1988), les flavonoides ont é&é considérés
efficaces comme « écran solaire » contre le rayonnement UV depuis I’apparition des plantes
sur terre. En revanche, Stafford (1991) a soutenu que la premiere fonction des flavonoides
était de réguler le niveau des hormones végétales, il affirme que cette hypothese est plus
probable que I’hypothése de protection UV car les enzymes de la biosynthése
vraisemblablement au début n’étaient pas aussi efficaces que les enzymes actuelles, et donc
de grandes quantités de flavonoides ne sont pas probablement accumulées plus t6t. Il faut
garder aI’esprit que la biosynthése des flavonoides est un résultat de genes, de structure et de
régulation.

Un essai d’identification structurale a été effectué. Apres I’ isolement des molécules par
la chromatographie sur couche mince préparative (pour les céréales) et la chromatographie sur
colonne pour les plantes médicinales, on a pu mettre les premiéres hypothéses sur la structure
de nos molécules. Le tableau suivant résume les molécules identifiées (Tableau 28).

Tableau 28: La comparaison entre les composés phénoliques isolés des céréales

alimentaires et celles de plantes médicinales.

Céréalesalimentaires Plantes médicinales
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Ce sont des dérivés de flavone et de flavonol qui ont été supposés présents dans nos
extraits de céréales alimentaires et de plantes médicinales. Ces composés identifiés sont des
flavonoides majoritaires de nos échantillons parce qu’elles existent en grande concentration
dans nos extraits. D’apres Bellebcir L. (2009), les céréales sont riches en flavonoides de type
flavones et flavonols. Selon Bruneton J. (2009), ce sont les flavones et les flavonols qui sont
les composés flavonoidiques les plus répandus. Nos résultats ne sont pas en accord avec
Harborne (1967) cité par Regnault —Roger C. et al. (2004), ou il indique que les composés
phénoliques peuvent ére identifiés & partir d’une observation générale sur I’évolution des
plantes : les Lamiacées sont des dicotylédones produisant principalement des flavones et des
acides hydroxycinnamiques, alors que les flavonols et les anthocyanidines sont retrouvés dans
les plantes inférieures.
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Les dernieres recherches sur le contenu phénolique de céréales telles que celle de
Gelmez N. et al. (2009) indiquent que les glycoflavones sont les flavonoides les plus
abondants dans le germe de blé. Plusieurs auteurs (Moheb A. et al., 2011 ; Kharazian N. et
Rahimingjad M.R., 2009) ont mis en évidence ce type de molécules dans les grains de
céréales. Les 6-C et 8-C-glycosides de lutéoline et d’apigénine sont les plus courants
(Asenstorfer R.E. et al., 2006 ; Moheb A. et al., 2011 ; Dinelli G. et al., 2009). Ces composés
agissent comme antibiotiques, antioxydants, et comme phytoalexines produits en réponse aux
diverses conditions de stress (Moheb A. et al., 2011). Le tricine (5, 7, 4’ tri-OH, 3, 5’
diméthoxy flavone) est le premier flavone qui a été extrait par Anderson et Perkin en (1931)
comme étant un facteur de résistance a la rouille des feuilles de céréales. Cependant, une
étude récente menée par De Vasconcelos M.C.B.M. et son équipe (2013) identifient la
quercétine (flavonol) comme le flavonoide le plus majoritaire du germe de blé. Cette
différence peut étre due notamment al’association du contenu phénolique avec le génotype de
la graine (Vaher M. et al., 2010). D’autres travaux confirment que les flavonols sont
synthétisés sous I’influence des rayons UV, et sont identifiés dans les feuilles des céréales
(Zagoskina N.V. et al., 2005) et la synthese des flavonols est associée a I’activité des
chloroplastes, I’un des sites majeurs de la synthese des composés phénoliques.

@ Discussion sur la partie d’évaluation du pouvoir antioxydant

Il est @ noter un intérét croissant aux antioxydants naturels d’origine végétale en raison
de leurs capacités bhiologiques prometteuses pour protéger le corps humain contre les effets
néfastes des radicaux libres, pour retarder la progression de plusieurs maladies chroniques et
éviter le rancissement des aliments par I’oxydation des lipides.

Les évaluations des propriétés antioxydantes des composés naturels sont tres
importantes gréce a leurs utilisations en médecine, dans les secteurs alimentaires et en
cosmétiques (Mishra K. et al., 2012). Plusieurs méthodes ont été développées (plus d’une
vingtaine) qui sont généralement basées sur les réactions d’oxydo-réduction et la capacité des
composes phénoliques d’agir comme agents réducteurs ou donneurs d’atome d’hydrogene ou
d’électron (Stretil P. et al., 2007).

Dans la présente éude, la méthode du DPPH® a été développée pour évaluer le pouvoir
antioxydant de nos extraits préparés a partir des céréales alimentaires et de plantes
médicinales sélectionnées. Trois antioxydants de références ont été aussi testés: |’acide

gallique, la quercétine et I’acide tannique. Nos résultats ont été exprimés par la mesure de la
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concentration efficace (ECsp). Cette derniere est la concentration de I’échantillon qui est
nécessaire pour inhiber la concentration (ou I’absorbance) du DPPH® a 50%. Sachant que, la

valeur d’ECsp est inversement proportionnelle au pouvoir antioxydant.

Les antioxydants des extraits de céréales alimentaires, tous semblent agir en tant
gu’agents scaverger du radical du DPPH°. Cette activité est plus marquée pour les extraits
acétate et MEC de tous les échantillons (Tableau 18). Le son d’orge est classé en premier
suivit par les extraits de son et germe de blé. L extrait acétate d’éthyl du son d’orge est le plus
actif avec un ECs la plus basse et est égale a 1,77 mg/ml (Tableau 18). Par rapport aux
antioxydants de références, I’acide gallique et la quercétine est 26 fois plus actif que I’extrait
AcOEt du son d’orge et 16 fois pour |’acide tannique (Tableau 18 et 17).

Concernant les antioxydants de plantes médicinales, ils fonctionnent comme de puissants
antioxydants mais plus faibles que les antioxydants de références. Elles paraissent plus
puissantes que les extraits de céréales alimentaires. Mais on peut signaler que I’extrait ACOEt
du son d’orge a un pouvoir antioxydant (ECso= 1,77 mg/ml) presque identique a |’extrait brut
de Calamintha grandiflora (ECso= 1,675 mg/ml) (Tableau 27 et 18).

Le pouvoir antioxydant d’un extrait est en relation avec ses teneurs en composés
phénoliques et particuliérement en flavonoides, et aussi en fonction des structures chimiques
des molécules bioactives présentes (Tableau 01). Quelques cas particuliers peuvent étre
enregistrés, comme dans le cas de Calamintha grandiflora, qui d’apreés les chromatogrammes
CCM (Figure 61), elle semble étre riche en flavonols et marquée par ses teneurs les plus
€levées en flavonoides (Tableau 20), mais elle présente une activité antioxydante faible par
rapport aux autres plantes testées (Origan et Thymus) (Tableau 26, 27). Cette constatation a
€té remarquée par Dobravalskyte D. et al. (2012). selon ces auteurs, il faut prendre en
considération la nature chimique individuelle des composés phénoliques présents. A notre
avis, elle peut étre expliquée par I’action prooxydante des flavonoides.
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Conclusion générale



Le présent travail a pour but d’établir une comparaison entre quelques espéces
appartenant a deux familles botaniques : les céréales alimentaires (famille des Graminées) et
les plantes médicinales (cas de la famille des Lamiacées) sur la base de leurs teneurs en
composés phénoliques et de leurs pouvoirs antioxydants. A cette fin, une étude
phytochimique a été réalisée commencant par I’extraction, le fractionnement et
I’identification structurale des molécules phénoliques.

Les principaux résultats obtenus indiquent que les teneurs en composés phénoliques et
en flavonoides des extraits de céréales alimentaires sont plus faibles que celles des extraits de
plantes médicinales. Ceci est en relation en particulier avec la nature chimique du matériel

investigué.

L’isolement des molécules flavoniques par des techniques chromatographiques: la
CCM préparative (pour les extraits de céréales alimentaires) et la chromatographie sur
colonne (pour les extraits de plantes médicinales) a été effectué. Les résultats ont montré que
les céréales alimentaires sont riches en flavonoides de type flavone alors que les flavones et
les flavonols sont les principaux flavonoides des plantes médicinales.

Les analyses qualitatives de nos extraits de céréales alimentaires par la chromatographie
liquide & haute performance (HPLC/DAD) ont confirmé I’absence de la quercétine et la
présence principalement des flavonoides de type flavone.

L’évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits analysés a été réalisée par la
détermination de leur pouvoir de piégeage du radica du DPPH° en déterminant leur
concentration efficace (ECsp). Suivant ce parametre, les extraits de plantes médicinales
paraissent plus puissants que les extraits de céréales alimentaires.

Les résultats de la présente étude ne constituent qu’une initiation a la recherche des
composés phénoliques, qui sont des métabolites secondaires dans les céréales alimentaires et
les plantes médicinales. A la suite de ces résultats, il serait intéressant d’approfondir notre
étude &fin :

@ D’atteindre la structure exacte des molécules en utilisant des techniques
instrumentales les plus sophistiqués telles que la spectrométrie de masse.

@ D’appliquer d’autres tests antioxydants (in vitro et in vivo) pour avoir une
indication plus affinée sur la capacité antioxydante de I’échantillon a tester.
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@ De faire une bio-évaluation «in vivo» de ces extraits afin de tester leur
capacité a traiter quelques maladies notamment : I’obésité, le diabéte type2, le
cancer du colon...

@ De préparer des extraits de céréales alimentaires qui peuvent ére utilisés dans
les produits alimentaires (yaourt, pains, biscuits...), créant ainsi une valeur
ajoutée pour les fabricants et les avantages pour les consommateurs.
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Annexe 01 : Courbes d’étalonnage

Courbe d'éalonnage de I'acide gallique
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Annexe 2 : Série spectrale des molécules isolées a partir des céréales alimentaires

Molécule 02 : Bande 1 (Noire, Rf=0,6) delaMEC :
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Figure: Analyse spectrale de la molécule 02 qui provienne de la phase Mec de
son+germe de blé (Noire, Rf= 0.6)
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Tableau : Interprétation des déplacements observés par analyse spectropho- tométrique
UV dela molécule 02 d’aprés M ar kham 1982

Réactif de déplacement  Bandel (nm) Bande |l (nm) Interprétation
MeOH 332 274 Flavone
NaOH (base forte) 399 333 281 4’ OH
(+67nm) OH libreen 7
Effet bathochrome
AICl3 341 276 Pas de systéme ortho
AICIy/HCI 341 276 di OH (3°, 4)
(+9nm/ MeOH) OHen5
NaOAc (base faible) 391 282 OH-7 libre
(+59 nm /MeOH) (confirmation)
NaOAc/H3BOs 358 281
(+24nm/ MeOH) Presence d’Ortho di-

OH 3, 42

Molécule 03 : a partir de extrait acétate de son +germe de blé (noir, Rf=0,9)
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Figure: Analyse spectrale de la molécule 03 (extrait acéate de son +germe de blé (nair,
Rf=0,9)

Tableau : Interprétation des déplacements observés par analyse spectropho- tométrique
UV dela molécule 03 d’aprés M arkham 1982

Réactif de déplacement Bandel (nm) Bandell (nm) I nter prétation
MeOH 331 274 Flavone
NaOH (base forte) 396 282 4 OH
(+67nm) OR en7
Effet
bathochrome
AICl3 338 306 280 Pas de systéme ortho
AICl3/Hcl 338 306 280 di OH (3, 4)
NaOAc (basefaible) 392 333 282 OH-7 libre
(+61nm/MeOH) confirmation)
NaOACc/H3;BO3 282

Molécule 04 : qui provient a partir de la phase eau de son+germe de blé (noire, Rf=0,7)
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Figure: Analyse spectrale de la molécule 04 (de la phase eau) de son+ger me de blé (nair,

Rf=0,7)

Tableau : Interprétation des déplacements observés par analyse spectropho tométrique
UV dela molécule 4 d’aprés M arkham 1982

Réactif de déplacement Bandel (hm) Bandell (nm) I nter prétation
MeOH 333 274 Flavone
NaOH (base forte) 398 (+65nm) 280 4 OH
Effet bathochrome OR en7
AlICl; 342 276 5 OH libre
AICl3/Hcl 342 342 Pas de systéme ortho
di OH (3, 4)
NaOAc (basefaible) 389 281 OH-7 libre?
(+54nm/M eOH)
NaOAc/H3;BO; 345 277 systéme ortho di OH
(+12nm/M eOH) (3,4)
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Annexe 3

Série spectrale des molécules isolées a partir de Calamintha grandiflora

§ Ildentification structurale delafraction 2 (100% EtOH)

A0/ Tao s 08 5007

1449.5‘%! @-zg?"ﬂ B0 Tan LS 0% 54 54

[ 44‘%.5&'“1 6.3024 |

l.ﬁﬁ.ﬂ." 1.068A
- ::';-mi P E
(8260 [/ 0,700 |
/div) + . div) f\\
S G SO T S ST e 1L
220 Onm ( S/div) 440 Onm 220 . Bnn [ 58/div) 440 _Onn

Spectre MeOH et I’ajout de NaOH

AxAJdan 13 090114

| 440.8na| 0,138A |

Apreés5min d’ajout de NaOH

50/ Jansls QP25

(440 8onl §.095A

(.20 | [ .200

/div) 4 1 E?’aﬁ}

S % i gemnane e o 0. 1941
220 Gam { 50/div) ANG  Gnm Ph]

Spectre apres I’ajout de NaOAc

2000 15 BF:08:255

[ 249 Gon] 82458

1.08A ()

\\
N\
(6.200 *Q\ /

/div] 1 AN Lot t
e ~

Sl

) A

220 Unm L RaAdLv) 440 . Bnw

Spectre en pésence d’AlCI3

fnm [

50/div)  440.6mm

spectre apres I’ajout d’HzBO3

FOADan A% oF:08:-25 ; e
| 440 @nm] £ €134
|.0an g :
3 '!I\

{0209 | \;’; i T
N
N
5. 18A [ = eic
218 Anm ( S8/diy) 446 . Bon

spectre apres|’ajout d’HCI

Figure : Analyse spectrale delafraction 2 (100% éthanal)

§ Identification structurale delafraction 4 (60% toluene)
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Annexe 4 : Les équations de corrélation (DPPH, Concentration)

1/ Origanum vulgare

Extrait Equation R’
Totom Y = 46,539x+4,614 0,9867
Ether diéthylique Y = 86,838x+4,0762 0,9996
Acétate d’éthyle Y = 80,958x+5,6156 0,996
MEC Y = 70,595x+3,8032 0,9903
EAU Y = 46,897x+9,0895 0,9922
2/ Origanum floribundum

Extrait Equation R’
Totom Y = 66,265x+2,39 0,9963
Ether diéthylique Y= 87,148x+3,0011 0,9974
Acétate d’éthyle Y=79,441x+ 7,3618 0,9961
MEC Y=79,417x+ 3,1588 0,9994
EAU Y= 69,496 x-0,5218 0,9837
3/ Thymus numidicus

Extrait Equation R’
Totom Y=55,159 x+ 2,8348 0,9957
Ether diéthylique Y=64,177x + 1,9227 0,9969
Acétate d’éthyle Y =80,286 x- 0,3519 0,9884
MEC Y=61,783x+ 6,2612 0,9888
EAU Y= 58,7x+ 1,3558 0,9978
4/ Calamintha grandiflora

Extrait Equation R’
Totom Y=28,772 x+ 1,9188 0,9897
Ether diéthylique Y= 25,835x + 1,6627 0,9859
Acétate d’éthyle Y= 73,556 x+ 0,555 0,9994
MEC Y= 46,592x+ 1,5248 0,9755
EAU Y=35,671x+ 3,4903 0,9957
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1/ Son plus germe deblé

Extrait Equation R’
Totom Y= 3,4733x+ 4,7646 0,9938
Ether diéthylique Y =3,6484 x+ 4,6 0,9862
Acétate d’éthyle Y=12,575x+ 8,171 0,9987
MEC Y =8,4403 x+ 3,8701 0,9903
EAU Y= 3,1762x+ 4,7363 0,9874
2/ Son plusgermede blé en farine

Extrait Equation R’
Totom Y = 4,796x+ 8,1909 0,9945
Ether diéthylique Y= 2,1632x+5,375 0,8658
Acétate d’éthyle Y= 13,655x+ 3,0323 0,9985
MEC Y =7,2986 x+ 1,1249 0,9961
EAU Y =4,158x+ 3,4819 0,9864
3/ Son d’orge

Extrait Equation R’
Totom Y=9,1974x+ 2,4968 0,9935
Ether diéhylique Y=10,898 x+ 5,9 0,9675
Acétate d’éthyle Y= 26,159x+ 3,9929 0,9916
MEC Y=20,771x+ 1,694 0,9913
EAU Y=4,537x+ 0,9501 0,9839
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Abstract:

After the water and air, nutrition is the third essential element of life. In recent years,
research has been focused to find foods, which, beyond their nutritional qualities also have
health benefits. Phenolic compounds are ubiquitous in the plant kingdom, they are found in
grains, leaves, flowers, medicinal plants and food grains. They have attracted great interest
from nutritionists, industrial food processing and consumer recognition due to their
antioxidant properties as well as their roles in the prevention of various diseases associated
with oxidative stress (cancer, diabetes type 2, cardiovascular diseases). This work is done in
this context, through a comparative study of some medicinal plants and food grains on the
basis of their phenolic contents and their antioxidant power.

The main results show:

- Qualitative point of view, the analysis of our food grain extracts by HPLC / DAD
confirms the absence of quercetin and the predominance of flavone derivatives. The
chromatography TLC shows the richness of our different extracts of phenolic
compounds, especially flavonoids. The latter were confirmed by spraying the
reagent Neu. The isolation by chromatographic techniques followed by
spectrophotometiques analyzes assume that they are derived from apigenin and
luteolin, which are found in our extracts of food grains. Those herbal two flavonols
(quercetin derivative, and myricetin) and flavones (a derivative of luteolin).

- From a quantitative point of view: food grains have a lower content of phenolic
compounds and flavonoids as medicinal plants. These results can be explained by
the results of several researchers as they indicate that the phenolic compounds of
these results can be explained by the fact that the phenolic compounds of cereals
particularly wheat germ are essentially the precursor molecules starters or the
phenolic metabolism of the plant.

The results of the in vitro antioxidant power by the method of DPPH ° (measured by
calculating the ECsp) showed that the different extracts can act as free radical scavenger.Our
results show that our extracts especially of food grains can provide "added value" in several
areas such as functional foods, nutraceuticals for value.

K ey words: phenolic compounds, dietary cereals, medicinal plants, flavonoids, antioxidant
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Nom : KHELFALLAH Soutenu le ;: 07/07/2013
Prénom : Amina

Théme: Etude compar ative du contenu phénolique et du pouvoir antioxydant
de quelques plantes meédicinales et des cér éales alimentair es.

Nature du dipldme : Magister Option : Biologie appliquée

Aprés I’eau et I’air, la nutrition est le troisieme élément essentiel de la vie. Ces derniéres
années, les recherches ont été focalisées en vue de prouver que les aliments, qui, au-dela de
leurs qualités nutritionnelles présentent aussi des avantages pour la santé. Les composés
phénoliques sont ubiquitaires dans le régne végétal, ils se trouvent dans les grains, les feuilles,
fleurs, plantes médicinales et dans les céréales alimentaires. Il1s ont suscité un grand intérét de
la part des nutritionnistes, des industriels de I’agro-alimentaire et des consommateurs, due a la
reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leurs réles dans la prévention des
diverses pathologies associées au stress oxydant (cancer, diabéte type 2, maladies cardio-
vasculaires). Ce travail est réalisé dans ce contexte, a travers d’une éude comparative entre
quelques plantes médicinales et des céréales alimentaires sur la base de leurs contenus
phénoliques et de leur pouvoir antioxydant.

Les principaux résultats obtenus montrent que :

- Du point de vue qualitatif, les analyses de nos extraits de céréales alimentaires par
I’HPLC/DAD confirment I’absence de la quercétine et la prédominance des dérivés
de flavones. Les diagnostics CCM montrent la richesse de nos différents extraits en
composés phénoliques et particulierement en flavonoides. Ces derniers ont éé
confirmés par la pulvérisation du réactif de Neu. L’isolement par les techniques
chromatographiques suivi par les analyses spectrophotométriques supposent que ce
sont des dérivés d’apigénine et de lutéoline. Par contre les lamiaceae étudiées (origan,
thym et calamintha (plantes médicinales) nous ont livré deux flavonols (dérivé de la
quercétine, et de myricétine) et une flavone (dérivée de lutéoline).

- Du point de vue quantitatif, les céréales alimentaires ont une teneur plus faible en
composés phénoliques et en flavonoides que les plantes médicinales. Ces résultats
peuvent étre expliqués par le fait que les composés phénoliques des céréales et
particulierement du germe de bhlé sont essentiellement les précurseurs ou les
molécules starters du métabolisme phénolique de la plante.

Les résultats du pouvoir antioxydant in vitro par la méthode de DPPH®° (exprimé par le calcul
de I’ECsp) ont montré que les extraits peuvent agir en tant que piégeur de radicaux libres.

Nos résultats mettent en évidence que nos extraits particulierement ceux des céréales
alimentaires peuvent offrir « une valeur gjoutée » dans plusieurs secteurs tels que les aliments
fonctionnels, les nutraceutiques pour les valoriser.

M ots clés : composés phénoliques, céréales, flavonoides, Lamiaceae, pouvoir antioxydant.

Laboratoire : Laboratoire de Biologie Micromolécul aire et Phytochimie. Faculté des Sciences de la Nature et
delaVie. Université de Constantinel.
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