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Liste des abréviations

Techniques de chromatographie :

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CPP : Chromatographie sur Plaque Préparative
CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance
GC : Gaz Chromatography

GC/MS : Gaz Chromatography / Masse Spectrométry
ml : millilitre

min : minute

1: litre

Ry : Rapport frontal

tr : temps de rétention

u : unité

Détermination structurale :

COSY : COrrelated SpectroscopY

d : doublet

dd : doublet de doublet

DEPT : Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
dt : doublet de triplet

HMBC : Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity
HSQC : Heteronuclear Single Quantum Connectivity

Hz : Hertz

J (Hz) : constante de couplage exprimée en Hertz

m : multiplet

MHz : mégahertz

NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
ppm : partie par million

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RMN 13C : Résonance Magnétique Nucléaire du carbone
RMN 1H : Résonance Magnétique Nucléaire du proton
ROESY : ROtating Overhauser Effect SpectroscopY

s : singulet

SM : Spectrométrie de Masse

t : triplet

td : triplet de doublet

UV : Ultra-Violet

Amax : longeur d’onde maximale

pg : Micro-gramme
Oc : Déplacement chimique du carbone en ppm
Oy : Déplacement chimique du proton en ppm

Solvants et réactifs :
AcAc : Acétylacétone
AcOEt : Acétate d’éthyle



AcONa : Acétate de sodium
MEC : Methyléthylecetone

Dénomination des sucres :
Gal : Galactopyranose

Glc : Glucopyranose

Rha : Rhamnopyranose

Activité biologique :

ABTS : 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)
ATCC : American Type Culture Collection

BHA : ButylHydroxyAnisole

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CUPRAC : CUPric Reducing Antioxidant Capacity

DZ1 : Diametre de Zone d’Inhibition

DPPH : 1,1-Diphényl-2-PicrylHydrazyl

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid

Clsp : Concentration Inhibitrice a 50%

NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standard
nm : Nanometre

1% : Pourcentage d’Inhibition
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Introduction générale

L’histoire de la médecine traditionnelle rapporte qu’au fil des ages, I’homme n’a cessé
de chercher de subvenir a ses besoins médicaux en puissant dans la nature qu’il découvre en

général dans 1’utilisation de plusieurs plantes qui s’averent tres bénéfiques pour sa santé.

Les plantes aromatiques et médicinales sont depuis toujours une source essentielles de

découverte de nouvelles molécules bioactives.

L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que pres de 80% de la population de
la plupart des pays en développement s’appuient sur les médicaments a base de plantes pour

leurs besoins en matiere de soins de santé (de Silva, 1997 ; Mukherjee et Wahil, 2006).

L’industrie  pharmaceutique préfere d’exploiter les plante utilisées en médecine
traditionnelle ou populaire pour extraire leurs principes actifs aux propriétés biologiques

inédite.

Du point de vue de la composition chimique, Les plantes sont extrémement complexes.
On estime qu’elles sont formées de plusieurs milliers de constituants différents dont quelques

un seulement sont responsables de 1’effet thérapeutique ou toxique (Hostettmann et al., 1998).

La flore Algérienne avec 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques dont

15% sont endémiques (Qeuzel et Santa, 1962).

Cette source semblent inépuisable puisque seule une petite partie des especes végétales

ont été investiguées dans les plans phytochimique et pharmacologique.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de recherche des substances naturelles d’origines
végétales a activités biologiques lancé par notre laboratoire pour but de 1’étude des plantes
algériennes, notre choix s’est porté de trois genres : Biscutella et Zilla de la famille des
Brassicaceae et Inula de la famille des Asteraceae. La sélection du genre Inula s’est basée
essentiellement sur sa richesse remarquable en métabolites secondaires d’un grand intérét
biologique. Alors que, la recherche bibliographique effectuée sur la famille des Brassicaceae a
montré que les métabolites secondaires de cette famille sont peu étudiés ce qui nous a donné

une motivation pour la concrétisation de ce travail.
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En fixant comme principale objectif, I’extraction, la séparation et I’identification des
métabolites secondaires ainsi que des activités biologiques des especes Biscutella
raphanifolia et Zilla macroptera. L’analyse des huiles essentielles des especes Inulla

graveolens et Inulla viscosa anisi que I’activité antibactérienne de cette derniere huile.
Ce manuscrit est divisé en trois parties :

% La premiere partie, comportant trois chapitres, est une revue bibliographique traitant
des généralités sur la famille des Brassicaceae et sur les genres Biscutella et Zilla.
Cette partie comprend également des généralités sur les huiles essentielles et une
bibliographie sur les huiles essentielles du genre Inula. Elle se termine par des
généralités sur les activités antioxydante, anticholinestérase et antibactérienne

“ Dans la deuxieme partie, le matériel végétal et les méthodes utilisées sont décrits en
détail.

% La troisi¢me partie comporte quatre chapitre décrivant les résultats phytochimiques et

d’activité antioxydante, anticholinestérase et antibactérienne.
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I. Présentation des Brassicaceae (Cruciferes)

La famille des Brassicaceae anciennement appelée Cruciferes est une famille tres
importante de plantes dicotylédones comportant 338 genres avec pres de 3709 especes
(Warwick et al., 2006), divisées en plus de 34 tribus (Koch et al., 2009). Les différentes
especes sont distribuées dans le monde entier, mais surtout dans les zones tempérées (Franzke
et al., 2009), en particulier le bassin méditerranéen, les régions Sud-Sst et Centrale de 1’ Asie
(Koch et al., 2006), ainsi que dans la zone climatique « Irano-Touranienne » (Hedge, 1976).

Cette famille se propage dans la presque totalit¢ des habitats et des milieux de vie
possibles: bords de ruisseaux, bords de chemins, sables et rochers maritimes, pelouses

humides ou seches, prairies de montagne, talus calcaires, cultures et jardins.

I.1. Caractéristiques des Brassicaceae

= Plantes généralement herbacées, trés rarement sous-arbrisseaux ou arbustes.

» Feuilles généralement alternes et dépourvues de stipules.

» Fleurs caractéristiques a quatre pétales disposés en croix, d’ou la désignation ancienne
de Cruciferes. La composition de la fleur est constante a quelques exceptions pres: 4 sépales,
4 pétales, 6 étamines dont 2 externes courtes et 4 internes longues, et 1 pistil diloculaire.

= Les fruits caractéristiques par : silique ou silicules, généralement déhiscents, avec

toutefois de grandes variations de formes.

I.2. Utilisation des Brassicaceae
Les plantes Brassicacées comportent un groupe des légumes les plus consommés
partout dans le monde, elles sont considérées comme une bonne source de composés
phytochimiques bioactifs (Podsedek, 2007).

Plusieurs Brassicaceae possedent un intérét économique majeur et sont cultivées pour :

e La production de légumes :
Le raifort (Armoracia rusticana), le cresson de terre (Barbarea verna), le navet (Brassica
rapa), le rutabaga (Brassica napus), le chou chinois (Brassica pekinensis), 1a roquette (Eruca
sativa), la giroflée (Erysimum cheiri), le cresson de fontaine (Nasturtium officinale), le radis

(Raphanus sativus), les choux, les moutardes...
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¢ Plantes oléagineuses :
La cameline (Camelina sativa), Le colza (Brassica napus oleracea), le navet (Brassica

rapa)...

¢ Plantes ornementales telles que :
Le genre Malcomia ex. La malcomie maritime (Malcomia maritima).
Le genre Matthiola ex. Tort giroflée (Matthiola incana).
Le genre Cheiranthus ex. La giroflée violier (Cheiranthus cheiri).
Le genre Lunaria ex. La monnaie du pape (Lunaria annua).
Le genre Alissum ex. Alysson a calices persistants (Alissum calycinum).
Le genre Aubrieta qui regroupe 12 especes de plantes a fleurs originaires d’Europe et d’ Asie

centrale.
e Fourrages comme les choux et le colza.
1.3. Activités biologiques des Brassicaceae

Les plantes de cette famille ont des propriétés antifongiques, antirhumatismales, et

antidiabétiques (Kirtikar et Basu, 1975).

Les légumes de la famille des Brassicaceae comportent des composés qui ont des
activités anti-cancérigene et immunomodulatrice (Preobrazhenskaya et al., 1993 ; Moreno et
al., 2006), qui ont révélé la présence de I’ascorbigen (Un dérivé d’indole contenant de I'acide

L-ascorbique) et des glucosinolates.

Le sulforaphane est un produit d’hydrolyse de glucosinolates qui sont abondants dans
les légumes du genre Brassica, et un des plus puissants aliments anti-carcinogenes

(Tanongkankit et al., 2011).

L’espece Brassica oleracea est une source importante de fibres alimentaires et divers
composés possédant des activités anti-ulcere (Lemous et al., 2011), antifongique (Sisti et al.,
2003), antitrypanosomienne (Lgweh et al., 2002), antioxydante (Sousa et al., 2009; Samec et
al., 2011), antimicrobienne (Survay et al., 2012), et immunomodulatrice (Thejass et al. 2007).
Le pollen de Brassica napus L. a été utilisé depuis des décennies en Chine pour traiter

I'hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) (Han et al., 2007).
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L4. Principaux métabolites secondaires de plantes de la famille des Brassicaceae

La recherche bibliographique réalisée sur les plantes de la famille des Brassicaceae

montre la richesse de cette derniere en métabolites secondaires tels que :

e Les glucosinolates (Fahey et al., 2011).

e Les flavonoides (Marzouk, online 2011).

e Les coumarines (Hashem, 2007).

e Les terpenes (Al-Gendya et al., 2010).

e Les stéroides (Jahangir et al., 2009).

e Les alcaloides (Brock et al., 2006).

e Les lignanes (Milder et al., 2005).

1.4.1. Les glucosinolates

Les glucosinolates appelés autrefois les hétérosides soufrés ou thioglucosides (B-
thioglucoside-N-hydroxysulfates), précurseurs des isothiocyanates, sont présents dans seize
familles d'angiospermes dicotylédones, y compris un grand nombre d'especes comestibles ou
ils sont responsables de la saveur amere ou piquante de nombreux aliments communs comme

la moutarde, les radis, le cresson, le chou-fleur etc...

Les glucosinolates et / ou leurs produits de dégradation sont connus depuis longtemps
pour leurs propriétés fongicides, bactéricides, nématicides et allélopathique (Fahey et al.,
2001), et ont récemment suscité 1'intérét de la recherche intense en raison de leurs attributs

chimioprotecteurs de cancer (Verhoeven et al., 1997).

De nombreux commentaires ont porté sur la présence de glucosinolates dans les
légumes, principalement la famille des Brassicacées (y compris le genre Brassica). Les
objectifs principaux de la plupart des recherches antérieures ont été mis sur les aspects
négatifs de ces composés en raison de la prévalence de certains glucosinolates
« antinutritionnels » ou goitrigene. Il y a, cependant, un c6té positif de cette image représenté
par les propriétés thérapeutiques et prophylactiques d'autres glucosinolates « nutritionnels »
ou «fonctionnels». En plus des légumes comestibles du genre Brassica pourrait fournir
d'importantes quantités de glucosinolates chimiquement et biologiquement actifs (Fahey et

al.,2011).
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Le squelette d'un glucosinolate (Figure 1) comporte un glucose, un groupe sulfate et un
aglycone variable qui peut étre: une chaine soufrée, une chaine aliphatique linéaire, chaine
aliphatique branchée, alceéne, chaine alcoolique, chaine linéaire avec carbonyle, hydrocarbure

aromatique, benzoate, indole, ou multiglycosyl€ et autres.

OH

o
0 ]

"Ro s. [ N
OH YN O

Figure 1. Squelette des glucosinolates

Actuellement, plus de 140 glucosinolates ont été identifi€s au cours des trois dernieres
décennies dans les plantes (Auria et Gershenzon, 2005), dont pas moins d’une trentaine dans
le colza (Brassica napus). Cette grande diversité est liée a celle des acides aminés précurseurs
de ces composés. Sept acides aminés sont concernés (alanine, leucine, isoleucine, valine,

phénylalanine, tyrosine et tryptophane) et divers homologues.

Le tableau 1 comporte quelques glucosinolates isolés d’espece de cette famille et la

figure 2 montre les structures de chaque composé.
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Tableau 1. Quelques glucosinolates isolés d’espece de famille des Brassicaceae

Nom de I’espece Nom du glucosinolate Structure Référence
2-mercaptomethyl Sulfinyl Glucosinolate Gl
(2£)-1-((28,55)-5-hydroxytetra-hydro-2H- Survay et al.,

Brassica oleracea pyran-2-ylthio)-2-(1H-indol-3-yl) G2 2012

L. var. italica ethylidene amino Sulfate
6'-O-trans-(4"- hydroxy Cinnamoyl)-4- G Survay et al.,
(methylsulphinyl) butyl Glucosinolate 2010
3-(Methylsulphinyl)propyl ca
Glucosinolate
Brassica neo-glucobrassicine G5
. _ Sun et al., 2011
alboglabra Bailey 4-Methoxyglucobrassicine G6
3-Butenylglucosinolate G7
Glucoerucine G8
Sinigrine G9
Erysimum 2(R)-Hydroxy-3-butenyl Glucosinolate G10 AL Gend
inthi ; -Gendya et
corinthium Boiss 3-(methylcarbonyl)propyl Glucosinolate Gl1
al., 2010
Glucocheiroline Gl12
4-Methylsulfonylbutyl Glucosinolate GI13
Glucotropaeoline Gl4
Hornungia i i
Glucolimnanthine G15 Radulovi¢ et al.,
petraea
Glucolepigramine Gl16 2012
Glucoaubrietine G17
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0—S—0

OH
o-H
OH
R, S OH
HO
NG
Ry 0SO;H | R1 R2
G14 H H
G15 | MeO H
Gl6 OH H
G17 H MeO

Figure 2. Structures de quelques glucosinolates isolés de la famille des Brassicaceae
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1.4.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes partageant tous une méme
structure de base (Figure 3) a 15 atomes de carbones constitué de deux unités aromatiques A
et B reliés par une chaine de trois carbones souvent fermée en un hétérocycle oxygéné

hexagonal ou pentagonal (Bruneton, 1999).

Figure 3. Structure de base des flavonoides

Ils ont été découverts par Albert Szent-Gyorgyi en 1936 qui a recu le prix Nobel en
1937 (Grzybowski et al., 2013), et dans les années 50, une étude des composés flavaniques de
I'écorce de pinet des pépins deraisinet dépose des brevets sur la purification des

procyanidines oligomeres et leurs utilisations thérapeutiques.

Les flavonoides forment une sous-classe des polyphénols; ils représentent une source
importante d'antioxydants dans notre alimentation. Il y en a plus de 9000 a avoir été décrits
chez le regne végétal ou ils sont présents le plus souvent sous la forme soluble d'hétérosides
(Martens et al., 2005), dont les plus importants sont les flavones, les isoflavones, les
flavanones, les isoflavanones, les flavonols, les dihydroflavonols, les chalcones, les
anthocyanes, les aurones et les cathéchines (Figure 4). Ces divers compos€s sont reconnus par

leurs nombreuses activités biologiques: antivirale, anti-inflammatoire, anticancéreuse etc...
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o F

Flavone Isoflavone Flavanone Isoflavanone

Flavonol Dihydroflavonol
o 1 o
9y s L oy o)
) ~ X
o} O A % OH
Chalcone Anthocyane Aurone Cathéchine

Figure 4. Différentes structures de flavonoides

Les flavonoides sont des pigments responsables des couleurs jaune, rouge, bleu, et
brune des fleurs et des fruits, ils s’en servent pour attirer les insectes pollinisateurs (Harborne
et al., 1978a; Harborne et al., 1978b), ils jouent aussi un role dans la protection de la plante
contre les UV et de défense contre les pathogenes et les insectes ravageurs (Brehm er al.,

1975).

Le tableau 2 rassemble quelques especes de la famille des Brassicaceae et leurs

contenus flavonique, les structures respectives sont données dans la figure 5.

Tableau 2. Quelques flavonoides isolés de différentes especes de la famille des Brassicaceae

Nom du flavonoides et N° de structure Espece Référence
Kaempferol 3-O-sophorotrioside-7-O-glucopyranoside

[S1] Brassica oleracea | Vrchovska et
Kaempferol 3-O-sophoroside-7-O-glucopyranoside [S3] L. var. costata al., 2006

Olsson et al.,

Brassica napus 1998

Marzouk, In

Erucaria hispanica
Press

Kaempferol 3-O-sophorotrioside-7-O-sophoroside [S4]

Kaempferol 3-O-sophoroside-7-O-sophoroside [S5]

Brassica oleracea | Vrchovska et

Kaempferol 3-O-(feruloyl/caffeoyl)-sophoroside-7-O- L var. costata al.. 2006

glucopyranoside [S7]

Kaempferol 3-O-sophorotrioside [S8]

10
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Kaempferol 3-O-(sinapoyl)-sophoroside [S9]

Kaempferol 3-O-(feruloyl)-sophorotrioside [S10]

Kaempferol 3-O-(feruloyl)-sophoroside [S11]

Kaempferol 3-O-sophoroside [S12]

Kaempferol 3-O-glucopyranoside [S13]

Isorhamnetin 3,7-O-di-B-D-glucopyranoside [S14]

Brassica rapa

Sasaki et al.,
2002

Kaempferol 3-(2"'-E-sinapoylsophoroside)-7-
glucopyranoside [S16]

Quercetin 3-sophoroside-7-glucopyranoside [S17]

Brassica napus

Olsson et al.,

Quercetin 3-(2"'-E-sinapoylsophoroside)-7- 1998
glucopyranoside [S18]
Luteolin [S20] Spirodela polyrhiza Klréloeltoal.,
Naringenin [S19]
Kaempferol [S21] Brassica napus Ha;oeot7al.,
Kaempferol 3-(3-E-p-coumaroyl-a-L-
rhamnopyranoside) [S22]
Kaempferol 3-(2,3-di-E-p-coumaroyl-a-L-
rhamnopyranoside) [S23]
3,5,6,7,8-pentahydroxy-4'-methoxy flavones [S24]
3,5,6,7,8-pentahydroxy flavones [S25] .
2'3'.4'5' 6'-pentahydroxy chalcone [S26] Brassica alba Pon;goe i al.,
Apigenin [S27]
. . Marzouk, In
Erucaria hispanica
Press
Spirodela polyrhiza Klréloeltoal.,
Cyanidin 3-0-[2-0-(2-0-(4-0-(6-O-(4-O-(B-
glucopyranosyl)-trans-caffeoyl)-B-glucopyranosyl)- Moricandia Tatsuzawa ef
trans-caffeoyl)-p-glucopyranosyl)-6-O-(trans-caffeoyl)- .
B-glucopyranoside]-5-0-[6-O-(malonyl)-3- arvensis al., 2013
glucopyranoside] [S28]
Saxatilisin C [S31]
Saxatilisin D [S32]
Quercetin 3-0-[2-0-(a-rhamnopyranosyl)-f- Hesperis
galactopyranoside]-7-O-(a-rhamnopyranoside) [S33] perts Tatsuzawa,
Kaempferol 3-O-[2-O-(a-rhamnopyranosyl)-3- matronalis 2013
galactopyranoside]-7-O-(a-rhamnopyranoside) [S34]
Cyanidin 3-0-[2-O-(2-O-(E-sinapoyl)-B-D-
xylopyranosyl)-6-0-(4-O-(B-D-glucopyranosyl)-E-p-
coumaroyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-[-D- Arabidopsis Nakabayashi
glucopyranoside] [S35] thaliana et al., 2009

Cyanidin 3-0-[2-O-(B-D-xylopyranosyl)-p-D-
glucopyranoside]-5-O-[B-D-glucopyranoside] [S37]

11
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Cyanidin 3-0-[2-O-(B-D-xylopyranosyl)-6-O-(E-p-
coumaroyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-[B-D-
glucopyranoside] [S38]

Cheiranthus cheiri

Tatsuzawa et

al., 2006
Cyanidin 3-0-[2-O-(B-D-xylopyranosyl)-6-O-(E-p- Iberis umbellata L. | Saito et al.,
coumaroyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)- 2008
-D-glucopyranoside] [S39] Lunaria annia Tatsuzawa et
al., 2006
Cyanidin 3-0-[2-O-(2-O-(E-sinapoyl)-B-D-
xylopyranosyl)-6-0-(4-0O-E-p-coumaroyl)-p-D-
glucopyranoside]-5-0-[6-O-(malonyl)-B-D- ] ) .
slucopyranoside] [S41] Arabzc?opszs Nakabayashi
Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(E-sinapoyl-B-D- thaliana et al., 2009
xylopyranosyl)-6-0-(4-O-(B-D-glucopyranosyl)-(E-p-
coumaroyl)-B-D-glucopyranoside)-5-O-[6-O-(malonyl)-
B-D-glucopyranoside] [S42]
Quercetin 3-0-a-L-rhamnopyranoside [S43]
Quercetin 7-0-a-L-thamnopyranoside [S44]
Kaempferol 3,7-0-a-L-dirhamnopyranoside [S45] Erucaria hispanica Marzouk, In
Press
Arabidopsis Nakabayashi
thaliana et al., 2009
Quercetin 3,7-0-0-L-dithamnopyranoside [S46]
Kaempferol 3-0-B-D-glucopyranosyl-7-O-a-L- .o . Marzouk, In
rhamnopyranoside [S47] Erucaria hispanica Press
Quercetin 3-0-B-D-glucopyranosyl-7-O-o-L-
rhamnopyranoside [S48] Arabidopsis Nakabayashi
Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl (1 — 2)-B-D- thaliana et al., 2009
glucopyranoside-7-0-a-L-rhamnopyranoside [S49]
Quercetin 3-0-a-L-rthamnopyranosyl (1 — 2)--D-
glucopyranoside-7-0-a-L-rhamnopyranoside [S50]
Delphinidin 3-O-[2-O-(B-xylopyranosyl)-6-O-(cis-p-
coumaroyl)-B-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S51]
Delphinidin 3-O-[2-O-(B-xylopyranosyl)-6-O-(trans-
caffeoyl)-B-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-f- Helionhila Saito ef al
glucopyranoside] [$32] coronopli}olia L. 2011 i

Delphinidin 3-O-[2-O-(B-xylopyranosyl)-6-O-(trans-p-
coumaroyl)-B-glucopyranoside]-5-O-B-glucopyranoside
[S53]

Delphinidin 3-O-[2-O-(B-xylopyranosyl)-6-O-(trans-
feruloyl)-B-glucopyranoside]-5-O-B-glucopyranoside

12




Chapitre | Apercu bibliographique sur les Brassicaceae et sur

les genres Biscutella et Zilla

[S54]

Delphinidin 3-O-[2-O-(B-xylopyranosyl)-6-O-(trans-p-
coumaroyl)-B-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S55]

Delphinidin 3-O-[2-O-(B-xylopyranosyl)-6-O-(trans-
feruloyl)-B-glucopyranoside]-5-0O-[6-O-(malonyl)-3-
glucopyranoside] [S56]

Cyanidin 3-[2-(xylosyl)-6-(trans-p-coumaroyl)-
glucopyranoside]-5-[6-(malonyl)-glucopyranoside]
[S57]

Cyanidin 3-[2-(xylopyranosyl)-6-(trans-feruloyl)-
glucopyanoside]-5-[6-(malonyl)-glucopyranoside]
[S58]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-0-(4-0-(6-O-(4-O-(B-D-
glucopyranosyl)-trans-caffeoyl)-B-D-glucopyranosyl)-
trans-caffeoyl)-p-D-xylopyranosyl)-6-O-(4-O-(B-D-
glucopyranosyl)-trans-sinapoyl)-p-D-glucopyranoside]-
5-0-(6-0O-malonyl-B-D-glucopyranoside) [S60]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-0-(4-0-(6-O-(4-O-(B-D-
glucopyranosyl)-trans-caffeoyl)-B-D-glucopyranosyl)-
trans-caffeoyl)-p-D-xylopyranosyl)-6-0-(4-O-(B-D-
glucopyranosyl)-trans-feruloyl)-B-D-glucopyranoside]-
5-0O-B-D-glucopyranoside [S61]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-0-(4-0-(6-O-(4-O-(B-D-
glucopyranosyl)-trans-caffeoyl)-B-D-glucopyranosyl)-
trans-caffeoyl)-pB-D-xylopyranosyl)-6-O-(4-O-(B-D-
glucopyranosyl)-trans-p-coumaroyl)-f-D-
glucopyranoside]-5-0-(6-O-malonyl-B-D-
glucopyranoside) [S62]

Orychophragonus
violaceus

Honda et al.,
2005

Kaempferol 3-O-f-D-[S-D-glucopyranosyl(1—2)
glucopyranoside]-7-O-f-D-[f-D-glucopyranosyl(1—4)
glucopyranoside] [S63]

Kaempferol 3-O-f-D-[2-E-sinapoyl-S-D-glucopyranosyl
(1—-2)glucopyranoside]-7-O-4-D-[ f-D-glucopyranosyl
(1—>4)glucopyranoside] [S64]

Kaempferol 3-O-f-D-[2-E-feruloyl-f-D-glucopyranosyl
(1-2)glucopyranoside]-7-O-f-D-[ f-D-glucopyranosyl
(1—4)glucopyranoside] [S65]

Kaempferol 3-O-$-D-[2-E-caffeoyl-f-D-glucopyranosyl
(1—-2)glucopyranoside]-7-O-4-D-[ f-D-glucopyranosyl
(1—>4)glucopyranoside] [S66]

Brassica oleraceae

Nielsen et al.,
1998

Cyanidin 3-0-[2-O-(2-O-(trans-feruloyl)-p-
glucopyranosyl)-6-0-(4-0-(6-0-(4-O- (B-
glucopyranosyl)-trans-feruloyl)-p-glucopyranosyl)-
trans-p-coumaroyl)-p-glucopyranoside]-5-O-[6-O-
(malonyl)-B-glucopyranoside] [S67]

Cyanidin 3-0-[2-0-(B-glucopyranosyl)-6-0-(4-0-(6-O-
(4-O-(B-glucopyranosyl)-trans-feruloyl)-3-
glucopyranosyl)-trans-p-coumaroyl)-3-

Iberis umbellata L.

Saito et al.,
2008

13
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glucopyranoside]-5-0-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S68]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-sinapoyl)-3-
glucopyranosyl)-6-0-(4-0-(6-O-(trans-feruloyl)-f3-
glucopyranosyl)-trans-p-coumaroyl)-3-
glucopyranoside]-5-0-[6-O-(malonyl)-f-
glucopyranoside] [S69]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-feruloyl)-f3-
glucopyranosyl)-6-0-(4-0-(6-O-(trans-feruloyl)-f3-
glucopyranosyl)-trans-p-coumaroyl)-3-
glucopyranoside]-5-0-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S70]

Cyanidin 3-0-[2-0-(B-glucopyranosyl)-6-0-(4-0-(6-O-
(trans-feruloyl)-B-glucopyranosyl)-trans-p-coumaroyl)-
B-glucopyranoside]-5-0O-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S71]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-0 -(trans-sinapoyl)-f3-
glucopyranosyl)-6-0-(4-O-(B-glucopyranosyl)-trans-p-
coumaroyl)-B-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S72]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-feruloyl)-f-
glucopyranosyl)-6-0-(4-O-(B-glucopyranosyl)-trans-p-
coumaroyl)-B-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S73]

Cyanidin 3-0-[2-O-(B-glucopyranosyl)-6-O-(4-O-(-
glucopyranosyl)-trans-p-coumaroyl)-3-
glucopyranoside]-5-0-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S74]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-sinapoyl)-3-
glucopyranosyl)-6-O-(trans-p-coumaroyl)-3-
glucopyranoside]-5-0-[6-O-(malonyl)-f3-
glucopyranoside] [S75]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-feruloyl)-f3-
glucopyranosyl)-6-O-(trans-p-coumaroyl)-f3-
glucopyranoside]-5-0-[6-O-(malonyl)-f-
glucopyranoside] [S76]

Cyanidin 3-0-[2-O-(B-D-xylopyranosyl)-6-O-(cis-p-
coumaroyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-[-D-
glucopyranoside] [S79]

Cheiranthus cheiri

Cyanidin 3-0-[2-O-(B-D-xylopyranosyl)-6-O-(cis-p-
coumaroyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-

Tatsuzawa et

B-D-glucopyranoside] [S81] Lunaria annua al., 2006
Cyanidin 3-0-[2-O-(B-D-xylopyranosyl)-6-O-(trans-
feruloyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-f-

D-glucopyranoside] [S82]

Cyanidin 3-0-[2-O-(B-D-xylopyranosyl)-6-O-(4-O-(B- Arabidopsis Nakabayashi
D-glucopyranosyl)-trans-p-coumaroyl)-B-D- thaliana et al., 2009

14
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glucopyranoside]-5-O-(B-D-glucopyranoside) [S83]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-caffeoyl)-p-D-
xylopyranosyl)-6-0-(4-O-(B-D-glucopyranosyl)-trans-
p-coumaroyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-(B-D-
glucopyranoside) [S84]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-caffeoyl)-p-D-
xylopyranosyl)-6-O-(trans-p-coumaroyl)-3-D-
glucopyranoside]-5-O-(p-D-glucopyranoside) [S85]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-feruloyl)-B-D-
xylopyranosyl)-6-O-(trans-p-coumaroyl)-B-D-
glucopyranoside]-5-O-(B-D-glucopyranoside) [S86]

Cyanidin 3-0-[2-0-(2-O-(trans-feruloyl)-B-D-
xylopyranosyl)-6-0-(4-O-(B-D-glucopyranosyl)-trans-
p-coumaroyl)-p-D-glucopyranoside]-5-O--D-
glucopyranoside [S87]

Cyanidin 3-0-[2-O-(B-D-xylopyranosyl)-6-O-(trans-
feruloyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-B-D-
glucopyranoside [S88]

Cyanidin 3-0-[2-O-(2-O-(trans-caffeoyl)-pB-D-
xylopyranosyl)-6-O-(trans-feruloyl)-B-D-
glucopyranoside]-5-0-p-D-glucopyranoside [S89]

Cyanidin 3-0-[2-O-(2-O-(trans-feruloyl)-p-D-
xylopyranosyl)-6-O-(trans-feruloyl)-B-D-
glucopyranoside]-5-0-B-D-glucopyranoside [S90]

Lobularia maritima

Tatsuzawa et
al., 2006

Tatsuzawa et
al., 2007

Cyanidin 3-O-[2-O-(2-O-(trans-sinapoyl)-3-O-(B-D-
glucopyranosyl)-pf-D-xylopyranosyl)-6-O-(trans-p-
coumaroyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-
(B-D-glucopyranoside) [S91]

Cyanidin 3-O-[2-0O-(2-O-(trans-sinapoyl)-3-O-( -D-
glucopyranosyl)-pB-D-xylopyranosyl)-6-O-(cis-p-
coumaroyl)-B-D-glucopyranoside]-5-O-[6-O-(malonyl)-
(B-D-glucopyranoside) [S92]

Cyanidin 3-O-[2-0O-(2-O-(trans-sinapoyl)-3-O-(pB-D-
glucopyranosyl)-B-D-xylopyranosyl)-6-O-(trans-p-
coumaroyl)-B-d-glucopyranoside]-5-O-(B-D-
glucopyranoside) [S93]

Malcolmia
maritima (L.)

Tatsuzawa et
al., 2008

Kaempferol-3-O-B-sophoroside-7-O--2" feruloyl
glucopyranoside [S96]

Luteolin 6,8-di-C-B-glucopyranoside [Lucenin 1] [S98]

Isorhamentin-3-O-B-glucopyranoside-7-O-a-
rhamnopyranoside [S100]

Luteolin 8-C-B-glucopyanoside [Orientin] [S101]

Apigenin 8-C-B-glucopyranoside [Vitexin] [S102]

Quercetin 7-0-B-glucopyranoside [S103]

Isorhamnetin [S105]

3,7,4'-Trihydroxyflavone [S106]

Erucaria hispanica

Marzouk, In
Press

15




Chapitre | Apercu bibliographique sur les Brassicaceae et sur
les genres Biscutella et Zilla

Que.rcet%n 3-O-galactopyanoside [S108] Erucaria Hashem,
Robinetin [ST10] microcarpa Bioss 2007
Isorhamnetin-3-O-galactopyranoside [S111] P
Chrysoeriol [S112]
Vitexin [S115] . . Kim et al.,
Orientin [S117] Spirodela polyrhiza 2010
Luteolin 7-O-B-D-glucopyranoside [S118]
R1 R2 R3 R4
Glu H H Glu
H H H Glu
Glu H H Glu
H H H sophorose
H feruloyl caffeoyl Glu
Glu H H H
H H sinapoyl H
Glu H feruloyl H
H H feruloyl H
H H H H
OR, S16 sinapoyl H H Glu

R,O.

R2 R3 R4

H H Glu
H H Glu

R2
H OR;
Glu o %
R,0 HOH
OR,

R1 R2 R3
H trans-p- coumaroyl H
trans-p- coumaroyl trans-p- coumaroyl H
Ara H Rha
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S37 H H H
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91,92
91: R=trans; 92: R= cis

| RI R2
100 | OCH; B-Glu

OH (0]
RI R2 R3 R4 RS R6
OH H OH Glu OH Glu
OH H OH H OH Glu
H H OH H OH Glu
OH OH OH H OGlu H
OCH; OH OH H OH H
H OH H H OH H
RI R2 R3 R4 R5
S110 OH OH OH OH H
S111 H OCH; OGal OH H
S112 H OCH; H OH H
S115 H H H OH Glu
S117 OH H H OH Glu
S118 H OH H OGlu H

Figure 5. Structures de quelques flavonoides isolés de la famille des Brassicaceae
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1.4.3. Les coumarines

Les coumarines sont des substances aromatiques naturelles treés largement distribuées
dans le regne végétal, dont la structure est comporte un noyau benzo-2 pyrone (coumarine)

résultant de la lactonisation de 1’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique.

X X

COOH
OH (0] (0]

Acide ortho-hydroxy- cis cinnamique Coumarine

Les coumarines sont naturellement présentes dans les plantes et les micro-organismes,
elles existent sous forme libre ou encore liée a des sucres. Environ 1000 dérivés de la
coumarine ont été isolés a partir de plus de 800 especes de plantes et de micro-organismes
(Smyth et al., 2009). La coumarine elle méme a été isolée de la feve tonka (Coumarouna
odorata) par Vogel en 1820 (Erzengin et al., 2012). D’apres Smyth (Smyth et al., 2009) les

coumarines peuvent étre grossierement classées en cinq grands groupes :

¢ Coumarines simples: ont des substituant sur le noyau benzénique, ils peuvent étre

des dérivés hydroxylés, alkylés ou alcoxylés. ex. 7-hydroxy-coumarine.

HO (0]

7-hydroxycoumarine

e Le deuxieéme groupe est celui des furocoumarines, qui contiennent un noyau
furanne pentagonal attaché a la structure de la coumarine avec 1’oxygene de

furanne en position 7. ex. Impératorine.
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Impératorine

Les furocoumarines peuvent étre linéaire ou angulaire, basée sur la position de
fixation de I'anneau furane a la structure de la coumarine (Keating et al., 1997).

e Le grand groupe de coumarines sont les pyranocoumarines. Elles ont un noyau
hétérocyclique a six chainons contenant un atome d’oxygene, et peuvent exister

sous formes linéaires ou angulaires. ex. Seseline.

Seseline

¢ Un autre groupe majeur des coumarines qui sont substitués dans le noyau pyrone

soit en positions 3 ou 4, tels que 4-méthylcoumarine.

X

O o

4-méthylcoumarine

e Le dernier groupe comporte les dimeres de la coumarine, qui comportent
généralement deux unités de la coumarine reliées entre elles. ex.

Bishydroxycoumarine.
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Bishydroxycoumarine

Les dérivés de la coumarine ont été trouvés a avoir de nombreuses applications
thérapeutiques, notamment la photochimiothérapie, I’antitumorale et la thérapie anti-VIH
(Kostova et al., 2006), ils sont également actifs comme des antibactériens (Al-Haiza et al.,
2003 ; Musiciki et al., 2000), des agents anti-inflammatoires (Fylaktakidou et al., 2004), des
anti-coagulants (Jung et al., 2001), et des antifongiques (Stein et al., 2006). En outre, les
coumarines sont connues comme des agents hypolipidémiants avec une activité d'abaissement
des triglycérides modéré (Madhavan et al., 2003). La découverte récente de coumarines ayant
une faible activité cestrogénique a entrainé l'utilisation de ces dérivés comme agents
thérapeutiques dans la prévention de I'apparition de maladies liées a la ménopause, telles que
l'ostéoporose, les risques accrus de maladies cardiovasculaires et les déficiences cognitives

(Usui, 2006).

L'utilisation pharmaceutique des coumarines a donc un excellent potentiel. Un large
éventail d'applications médicinales des coumarines ont été résumées dans des études récentes,

en particulier :

e Leurs propriétés antioxydantes (Rietjens et al., 2005; Galvano et al., 2001).

e Lactivit¢ biologique de prenyloxycoumarines (Curini et al., 2006), et
isopentenyloxycoumarine (Epifano et al., 2009).

e Application en pharmacothérapie du cancer du sein (Musa ef al., 2008).

e Les progres des coumarines du genre Calophyllum comme agents anti-VIH (Wang et
al., 2006; Tsutomu, 2000; Kostova et al., 2007).

e Utilisation des coumarines comme agents polyvalents biodynamiques (Kulkarni et al.,

2006).

Le tableau 3 rassemble deux exemples de coumarines isolées d’especes de la famille des

Brassicaceae.
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Tableau 3. Coumarines isolées de la famille des Brassicaceae

Nom du Coumarines N° de N >y
Espece Référence
structure
Corylidine Cl Erucaria
2,3-dihydroxy-dihydrosubrosin C2 microcarpa Boiss Hashem, 2007

OH
OH

HsCO o) 0

OH C2

Figure 6. Structures de quelques Coumarines isolées de la famille des Brassicaceae

1.4.4. Les alcaloides

> Généralités sur les alcaloides

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules renfermant du carbone, de
I'hydrogene et plus spécialement de l'azote. Leur dénomination — de l'arabe al kali (qui a
donné « alcali » base) — fait référence a leur caractére « alcalin » ou « basique ». L’origine

biosynthétique de la plupart des alcaloides sont les acides aminés.

Les noms usuels attribués aux alcaloides évoquent le plus souvent I'organisme d'origine
comme 1’atropine (de 1'Atropa belladona), parfois leur activité (émétine vomitive). Ils se

terminent par le suffixe -ine comme presque tous les produits naturels.

Le premier « alcali végétal » isolé a 1'état défini fut la morphine de 'opium, décrite en
1817 par F. W. Sertiirner sous le nom primitif de « morphium » apres avoir été entrevue en
1804 par A. Seguin. La méme année apparurent la narcotine ou noscapine (opium), 1'émétine
(ipéca) et la strychnine (noix vomique), ce qui conduisit W. Meissner, en 1819, a forger le

mot « alcaloide » pour désigner ce nouveau type de produits.

Les alcaloides ont la propriété de former des sels et d'avoir un gofit amer, ils se trouvent
en tant que métabolites secondaires principalement chez les végétaux, les champignons et

quelques groupes animaux peu nombreux.
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» Classification des alcaloides
On peut classer les alcaloides en trois classes (Foley, 2003):

e [es proto-alcaloides: sont des amines simples, dont l'azote n'est pas inclu dans un
hétérocycle. Ils dérivent aussi d'acides aminés;

e [es pseudo-alcaloides: ne sont pas dérivés d'acides aminés. Ils peuvent cependant étre
indirectement liés a la voie des acides aminés par 1'intermédiaire d'un de leurs précurseurs,
ou d'un de leurs dérivés. Ils peuvent aussi résulter d'amination, ou de réaction
de transamination dans une voie connectée avec les précurseurs ou les postcurseurs
d'acides aminés;

e [es alcaloides vrais: dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans un
systeme hétérocyclique. Ce sont des substances douées d'une grande activité biologique,
méme a faibles doses. Ils apparaissent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous

forme d'un sel, soit comme N-oxide.

> Utilisation des alcaloides

Les alcaloides sont utilisés en médecine moderne comme :

Antidote a l'empoisonnement de gaz neurotoxique (Atropine); Analgésique
(antidouleur) (Codéine, la morphine) ; Stimulant du syst¢eme nerveux central (La caféine),
antipaludique (Quinine) ; anti-plaque de projection antibactérienne utilisée dans les dentifrices

et les rince-bouche (Sanguinarine).

IIs sont utilisés aussi comme des anticancéreux (Vinblastine), des cholinergiques
(Pilocarpine), des substances paralysantes (Curare), des stupéfiants (Cocaine) et des poisons

(Nicotine).

Le tableau 4 regroupe les différents alcaloides isolés de la famille des Brassicaceae.
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Tableau 4. Quelques alcaloides isolés des Brassicaceae (Soledade et al., 2010)

COOH
MR
), d N OCH; N=c=s
A \]
A s ©/§
. ;“"N o "% ~N
o H
H = "'N
H
Phytoalexins camalexine Camalexine Rapalexine A
E: R: cHO R, COOR,
4
Qn e IS oy
Rl R2 Rl R2 - Rl R2
i ﬂrJ [ H H N [ H H H | H H
R 2| H  OCH; R, 2| H  OCH; 2 | OCH, OCH;
1 3| 0CH, H 3|/ 0CH, H 3| Gu_H
Indolyl-3-acétonitriles Indole-3-carboxaldéhydes Acide indolyl-3-acétique
H COOR
= ] N. _-R % E COOR,
| | =
= o COOH @: /QES
H R ‘N R, H
1 CH; A. Rl R2 RI R2
2 | CH,CH(CHy) 1| H H 1| Glu H
3| CH,COOH 2| H  CH 2 | Glu OH
4 | CH,CH,COOH 3| CH, H 3| H OGlu
5 | CH,CH,CONH, 4| CHy CH, 4| H  OGlu (6-malonyl)

Acide indolyl-3-acétique

Acide indole-3-carboxylique

1.4.5. Les terpénoides

Le groupe des terpénoides comporte des polymeres comme le caoutchouc, les huiles

essentielles et les stéroides, ils ont attiré plus d'attention au cours des dernicres années

(Wagner et Elmadfa, 2003). Les terpénoides sont des hydrocarbures linéaires ou cycliques

avec I’isopréne (CsHg) comme molécule du base. Leurs classification est basée sur le nombre

d’unités condensées « téte-a-queue » de cette molécule: hémmiterpenes (C5), monoterpenes

(C10), sesquiterpenes (C15), diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpenes (C30),

tetraterpenes (C40) et polyterpenes. Plus de 40.000 composés terpéniques ont été trouvés,

existant largement dans les fruits et I€égumes (Thoppil et Bishayee, 2011).

Les terpenes ont été isolés chez les champignons, les insectes, les éponges, les algues

maritimes, et une grande majorité spécifique du regne végétal. Chez les bactéries et les

levures, les composés terpéniques sont des métabolites de base (Thoppil et Bishayee, 2011).

La biosynthese de ces composés se fait par deux voies métaboliques, la premiere découverte

dans les années 1950 qui conduit également au cholestérol via la voie des mévalonates dans le

cytoplasme, la deuxieme voie est la voie du méthylérythritol phosphate (ou voie non
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mévalonate) dans les chloroplastes des végétaux, cette voie a été découverte a la fin des

années 1980.

Les principales structures cellulaires produisant les terpeénes sont soit des cellules a
essence (Lauracées, Zingibéracées...), des poils sécréteurs stipités (Pelargonium) ou sessiles
(Lamiaceae), des poches sécrétrices schizogenes (Myrtacées) ou schizolysigenes (Rutacées,

Burséracées), canaux sécréteurs (Térébinthacées, Apiaceae, Asteraceae).

Certains terpenes des plantes qui ont C10, C15 et C20 peuvent exercer des réactions
communicatives et défensives, servant attractifs pour les pollinisateurs, des toxines végétales
ou des antibiotiques de plantes pour inhiber la propagation des agents pathogenes des plantes
(McGarvey et Croteau, 1995; Wagner et Elmadfa, 2003). Le large éventail de structures et de

fonctions terpénoides a suscité un intérét accru dans leur utilisation commerciale.

Les terpénoides ont été trouvés pour €tre utile dans la prévention et le traitement de
plusieurs maladies comme le cancer, ils ont des propriétés antimicrobiennes, antifongiques,
antiparasitaires, antiviraux, anti-allergénique, antispasmodique, anti-hyperglycémique, anti-
inflammatoires et immunomodulatrices (Rabi et Bishayee, 2009; Wagner et Elmadfa, 2003;
Sultana et Ata, 2008; Shah et al., 2009). En outre, les terpenes peuvent étre utilis€és comme
substances insecticides et protectrices dans le stockage des produits agricoles (Theis et

Lerdau, 2003).

Des études épidémiologiques et expérimentales suggerent que les monoterpenes
peuvent étre utiles dans la prévention et le traitement de plusieurs cancers, comme ceux du
sein, du peau, du poumon, d’estomac, du célon, du pancréas et du prostate (Kris-Etherton et
al., 2002; Gould, 1997; Reddy et al., 1997; Vigushin et al., 1998; Crowell, 1999; Burke et
al., 2002; Carvalho et Fonseca, 2006). Les triterpenes constituent le plus grand groupe de
composés phytochimiques avec plus de 20 000 composés connus disponibles dans la nature
(Liby et al., 2007). Un grand nombre de triterpénoides ont été montré pour inhiber la
croissance d'une variété de cellules cancéreuses sans exercer aucune toxicité dans les cellules

normales (Setzer et Setzer, 2003; Laszczyk, 2009; Petronelli et al., 2009).

Le tableau 5 comporte des différents terpénoides isolés de la famille des Brassicaceae.
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(Chen et al., 2003; Chen et al., 2004 ; D’ Auriat et Gershenzon, 2005)

Monoterpenes
— - i"
Vs ~ - s
\ . Jf‘x
a-thujene B-thujene Sabinene a-pinene B-pinene 3-carene
== rO s ? |
R X
) . B- -
B-myrcene Limonene Linalool a-phellandrene phellandrene | terpinene
?
B-terpinene y-terpinene Camphene 1,8-cineole p-cymene
Z A
N N X~
OH 0
(Z)-B-ocimene (E)-B-ocimene a-terpineol | Verbenone
(Chen et al., 2003; Chen et al., 2004 ; D”Auriat et Gershenzon, 2005)

Sesquiterpenes
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@
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H A P
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-
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germacrene D Cuparene
OH
VL“
| | . S_
|
P A
(E,E)-a-farnesene d-cadinene Longiborneol

o-ionone

B-sesquiphellandrene

Triterpenes et Tetraterpene

Suzuki et al., 2006)

S (Lodeiro et al., 2007; Lange et Ghassemian, 2003; Husselstein-Muller e? al., 2001;

Baurenol

Lemmaphylladienol

Jf L]
l,/“ H

'E' ot
HO = 3
“h

.

J

L,
'

y-taraxasterol

12(13)-ene: a-amyrine

multiflorenol isomultiflorenol a-amyrine 13(18)-ene: amyrine
IS I SINSN 0| PISNYSV'S
- | 3 E\/H\\ 8 2\“ Q\ ° 1 2\\
Phytoene B-carotene a-carotene
T 3 .~ _s0H ~_»0H
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Zeaxanthine

Violaxanthine

Luteine
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Steroides

(Schaller, 2003; Fujioka et Yokota, 2003; Schaeffer et al., 2001)

J.’ e Ea
o~ S

g -~

e

P

=
o, Sy i /[». -
e Wy G o

e e

e, ~"\‘:}\\.‘,‘_/:‘-\_ o fes, /}T,
J T P l /“-\I
~ LA
[ [ J—\l ,L/’“\. N
~LA J’ :
] HO™ ™ 2

e :H I

= 24-ethylidene
lophenol

= 24-ene: cycloartenol

= 24-methylene: 24-
methylene
cycloartanol

= Brassicasterol

e
jo0;

-

|

HO 4 B

= 5-ene: campesterol
= 5 7-diene: A ’7—campesterol
= 8,14-diene: A*'*-campsterol

= 24(28)-ene: 24-methylene pollinastanol

= 7,24(28)-diene: 24-methylene lophenol

= 8(9),24(28)-diene: obtusifoliol

= 8,14,24(28)-triene: 4a-methyl-ergosta-8, 14,
24(28)-trien-3f-ol

= 8,24(28)-diene: 40-methyl-ergosta-8, 24(28)-
dien-3f-ol

= 5-ene, 24-methylene: 24-methylene
cholesterol

= 5-ene: cholesterol

= 7-ene: A’-cholesterol

= 8 14-diene: A3 _cholesterol

= 5-ene: sitosterol

= 7-ene: A’-sitosterol

= 8-ene: A®-sitosterol

= 5,7-diene: A>-sitosterol

= 8 14-diene: A3 sitosterol

= 5,22-diene: stigmasterol

= 5,24(28)-diene: isofucosterol

= 5,7,22-triene: A5’7—stigmasterol
=7 24(28)-diene: A’-avensterol

1.4.6. Les lignanes

Les lignanes sont des composés phénoliques largement distribués dans les plantes

supérieures, ils représentent un groupe vaste et plutdt varié de produits dérivés de

phénylpropanes.

Les dimeres de phénylpropanoides C6-C3 (figure 7), sont appelés lignanes lorsque les

unités phénylpropanes sont liées par C8-C8 du groupement propane (Haworth, 1936) et
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néolignanes lorsque les deux phénylpropanes sont liés autrement que par une liaison C8-C8’
(Gottlieb, 1972) (figure 8). Les lignanes composés de trois ou quatre unités phénylpropanes

sont couramment appelés sesquilignanes ou dilignanes respectivement (Umezawa, 2003).

Figure 7. Structure de phénylpropanoide
OH HO

P N
N

OCH3 4 OCH3

OH OH
2-Coniférol

OCH;4

OH

HO

HO
H;CO OCH;

Lignane Néo-lignane

Figure 8. Couplages oxydatifs de 1’alcool coniférylique

Selon le mode d’incorporation de I’atome d’oxygene et le type de cyclisation, les

lignanes sont classés en huit groupes structuraux (figure 9) (Umezawa, 2003).
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3. Les furanes

OH
0
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0
" O 0 OH
HO H;CO

OCH; HO
OCH; OCH;, OCH,
Pinorésinol Podophyllotoxine Larisirésinol
4. Les arylnaphtaleénes 5. Les dibenzylbutanes 6. Les dibenzocyclooctadienes
OH

B H3CO
O
iy,
o} \< HO
: o)

H;CO OCH;

OCHj,
Déhydropodophyllotoxine

OCH,4
Gimisine

Sécoisolarisirésinol

7. Les dibenzylbutyrolactones 8. Les dibenzylbutyrolactols

H;CO
H,CO.

OH

OH

OH
Matairésinol

Lactol
Figure 9. Les groupes structuraux de lignanes

Les lignanes sont des métabolites secondaires, produits dans presque toute les parties de
la plante, y compris les racines, feuilles, fleurs, fruits, tiges et graines. Ils occupent une zone

assez grande dans le monde végétal. Ils ont été identifiés dans pres de 70 familles, dont

beaucoup ont été utilisées dans la médecine traditionnelle (Zhang et al., 2014).

La biosynthese des lignanes (figure 10) utilise la voie générale des phénylpropanoides,
la phénylalanine est convertie en acide trans-cinamique, ce dernier donne par plusieurs étapes

d’hydroxylation et de méthylation, les acides: p-coumarique, caféique, férulique, 5-
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hydroxyférulique et sinapique. La réduction par NADPH est responsable de la formation des

monolignols (I’alcool p-coumaryle, 1’alcool conniféryle et I’alcool sinapyle).

CO,H CO,H
Acide
Cinnamique
L Phénylalanine
] NADPH
Acide COQH COzH COQH COo
Shlklmlque oH
\ Z =
0,
NADPH SAM
HO H;CO
o Acide 5
H H
L- Tyrosme A01de Acide femhqwl
p-coumarique  caffeique NADPH
OH OH - COH

=sl@}

F =
Alcool Alcool
p-coumaryle conniferyle
H;CO H;CO
OH

OH
SAM
CO,H

Lignanes Z
H;CO OCH;  H3CO oC
Alcool smapyle Acide sinapique OH Hj

Figure 10. La biosynthese des lignanes

Différents types de lignanes ont attiré une attention considérable en raison de leurs
nombreuses activités biologiques telles que anticancéreuse, anti-VHB, anti-VIH,
antibactérienne, antioxydantes, antifongiques, anti-inflammatoire, anti-leishmanique, sédative
et insecticide (Zhang et al., 2014) et leurs propriétés physico-chimiques uniques (optiques,

stéréochimiques) (Lewis et Davin, 1999).
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Les travaux recherche phytochimique et pharmacologique de nouveaux lignanes ont fait
des progres remarquables, un total de 354 nouveaux lignanes naturels ont été isolés a partir de

61 familles de plantes et identifiés entre 2005 et 2011 (Zhang et al., 2014).

D’apres Milder et al. (2005), les 1égumes de la famille des Brassicaceae comme le chou
frisé, le brocoli, le chou pommé, le chou de Bruxelles, le chou rouge et le chou-fleur sont

riches en :

HO O OH
0 O OCHj,

Lariciresinol ©OH

H,CO

HO

OCH,

OH
Secoisolariciresinol

Figure 11. Lignanes de la famille des Brassicaceae

II. Apercu bibliographique sur le genre Biscutella
I1.1. Généralités

Biscutella L. (Lunetiére « Goulgralane ») est un genre bien défini de la famille des
Brassicaceae comprend environ 53 especes qui se trouvent dans la région méditerranéenne, a
I'exception de I’espece B. laevigata L. qui s'étend en Europe centrale (Warwick et al., 2006).

Quezel et Santa (1963) comptent 7 especes de ce genre en Algérie. D’apres 1’étude
bibliographique qui nous avons menée, le genre Biscutella n’a fait 1’objet d’aucune étude

phytochimique auparavant.
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I1.2. Description du genre Biscutella (Quezel et Santa, 1962)

Le genre Biscutella est composé de plantes vivaces ou sous-frutescentes ou de plantes
annuelles dépourvues de rejets stériles.

Les plantes de ce genre ont: six étamines, glandes présentes allongées ou cornues.
Silicule angustiseptée, didyme, comprimée, a valves orbiculaires comprimées-carénées. Une
graine par loge, horizontale, insérée au milieu de la loge et non ailée. Les fleurs jaunes. Les

feuilles lyrées, en général hispides.
I1.3. Description botanique de ’espece Biscutella raphanifolia Poiret

Biscutella raphanifolia Poiret est une espece endémique du Tell, littoral algéro-
constantinois, Aures. Il s’agit d’une plante vivace ou sous-frutescente. Silicules plus grandes

(9-13 mm), glabres, marginées par une aile membraneuse tres étroite (Quezel et Santa, 1962).

Figure 12. Photos de Biscutella raphanifolia Poiret
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III.  Apercu bibliographique sur le genre Zilla

II1.1. Généralités

Le genre Zilla Forsk. Appartient de la famille des Brassicaceae, selon Warwick et al
(2006) ce genre comportent seulement deux especes indigenes aux régions désertiques
s'‘étendant du Maroc a 1’ Arabie Saoudite.

Traditionnellement, ce genre utile dans le traitement des maladies comme les calculs

rénaux (El-Menshawi et al., 1980) et biliaires (Heneidy et Bidak, 2001).

II1.2. Description du genre Zilla (Quezel et Santa, 1962)

Il s'agit de sous-arbrisseaux treés épineux a rameaux divariqués-imbriqués; glauque et
glabre, aux feuilles aternes, simples et enticres, rapidement caduques. Les fleurs rose-lilas
assez grandes (10-14 mm), actinomorphes et bisexuées, sont groupées en racémes terminaux
courts et pauciflores. Elles se composent de 4 sépales libres, de 4 pétales libres, de 6 étamines
libres, formant un androcée tetradyname, et d'un ovaire supere et uniloculaire. Les fruits sont

des silicules globuleuses, aux marges ailées.
II1.3. Travaux antérieurs sur le genre Zilla

Les travaux phytochimiques effectués sur le genre Zilla ont été réalisés uniquement sur

I’espece Z. spinosa.

Les métabolites secondaires de cette espece constitués de glucosinolates, de
flavonoides, de coumarine, de triterpenes et de stérols (Karawya et al., 1974; El-Menshaw et

al., 1980; Rizk et al., 1985; El-Toumy et al., 2011; El-Sharabasy et Zayed Mohamed, 2013).

Le tableau 6 rassemble des composés isolés a partir de 1’espece Z. spinosa, les

structures respectives sont données dans la figure 13.
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Tableau 6. Quelques composés isolés de 1’espece Z. spinosa

Nom du composé Référence
Goitrine [1] El-Menshawi et al., 1980
Progoitrine [2] Karawya et al., 1974

Bergaptene [3]

Psoraléne [4]

Umbelliferone [5] El-Sharabasy et Zayed

Fridelin [6] Mohamed, 2013

B-Amyrine [7]

6-sterol glucoside [8]

Quercetin 3-O-L- rhamnopyranosyl (1—6)-f-
glucopyranoside [9]

Kaempferol 3-O-L-rhamnopyranosyl (1—6)-p-D-
glucopyranoside [10]

Quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside [11] El-Toumy et al., 2011

Quercetin-3-O-B-glucopyranoside [12]

Kaempferol 3-O-B-glucopyranoside [13]

Quercetin [14]

Kaempferol [15]
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Figure 13. Structures de composés isolés de I’espece Z. spinosa

I11.4. Description botanique de I’espéce (Quezel et Santa, 1962)

Zilla macroptera (Coss.) Maire (figure 14) est une espece du Sahara nord-occidental
telles que Mzab, Tademait, sud oranais et sud-est marocain. Cette espece a une taille de 20 a
60 cm formant une boule tres dense, glabre, épineuse, de couleur vert bleuté; ses feuilles sont
sessiles, charnues, en spatule, présentent sur les jeunes rameaux; ses fleurs violettes sont

pratiquement sans pétiole et le fruit est une silicule a quatre ailes.

Figure 14. Zilla macroptera (Coss.) Maire
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I. Introduction

Depuis 1'Antiquité, les extraits de plantes aromatiques ont été utilisés a différentes fins,
telles que la nourriture, le traitement des maladies et la parfumerie (Heath, 1981). Les plantes
aromatiques médicinales offrent un mélange complexe de molécules volatiles connues comme

les huiles essentielles grace a leur métabolisme secondaire.

Les huiles essentielles sont un mélange complexe de composés, principalement des
monoterpenes, des sesquiterpenes et des composés oxygénés (alcools, aldéhydes, esters,
éthers, cétones et phénols). D'autres composés volatiles spécifiques comprennent le
phénylpropene, le soufre ou 1'azote. Généralement, la composition de l'huile est un équilibre
de divers composés, bien que de nombreuses especes peuvent comporer le méme constituant

(Cowan, 1999).

Ces molécules volatiles exercent une activité antibactérienne qui a été utilisée dans la
médecine populaire depuis des siecles. Les huiles essentielles sont considérées comme des
agents antimicrobiens (Lis-Balchin & Deans 1997) et peuvent aussi avoir des propriétés

antioxydantes et anti-inflammatoires.

Au cours des dernieres décennies, I'émergence de la résistance aux antibactériens nous a
forcés a chercher de nouveaux agents antimicrobiens efficaces. Le nombre important d'études
sur l'utilisation en aromathérpie des huiles essentielles et leurs composés contre les bactéries
multirésistantes, montrent un potentiel exceptionnel de ces produits naturels de freiner le

développement de résistance antibactérienne.

Aromathérapie vient du grec aroma, « odeur » et therapia, « soins ». Il s’agit donc de

soigner a l’aide de principes odoriférants. L’aromathérapie fait partie intégrante de la

phytothérapie (phytos, « plante »).

L'aromathérapie est I'une des branches les plus dynamiques de la médecine
complémentaire et alternative. Elle peut fournir un service médical complémentaire dans le
traitement du cancer, la démence et la dépression. Il y a aussi de nombreuses indications pour
I'application utile et réussie des huiles essentielles, comme le stress, les troubles du sommeil,

maux de dos et les infections des voies urinaires.

Ainsi, I’utilisation des huiles essentielles dans le domaine de cosmétologie entre dans la

fabrication des savons de toilette, des aérosols et des lotions désodorisantes (Young, 1941), ou
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dans les créemes et les gels pour permettre de préserver ces cosmétiques grace a leur activité

antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable.

Des études approfondies sur les composants chimiques des especes Asteraceae ont
conduit a l'identification de plusieurs substances, y compris les huiles essentielles, avec une
activité antibactérienne intéressante. Ce chapitre résume certains des principaux rapports sur

la chimie et I'activité biologique des huiles essentielles du genre Inula, dans la littérature.
I1. Généralités sur les huiles essentielles
11.1. Définition et localisation

Les huiles essentielles (HE) sont des huiles aromatiques obtenues principalement a
partir de la matiere végétale. Elles peuvent étre stockées dans les fleurs, feuilles, fruits,
racines, écorces, bois ou graines. Elles sont recherchées pour leurs propriétés thérapeutiques,

odorantes ou cosmétiques.
I1.2. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent des propriétés antivirale, antibactérienne,
antifongique, antiparasitaire, antitoxigenique et insecticide. Leur utilisation est autorisée dans
les denrées alimentaires (Burt, 2004; Vukovic et al., 2007). L’activité antimicrobienne des HE
et leurs composants a été exploitée dans le controle des bactéries d'altération pathogenes des
aliments (Azzouz et Bullerman, 1982; Deans et Ritchie, 1987; Akgul et Kivanc, 1989; Hao et
al., 1998; Hsieh et al., 2001; Grande et al., 2007; Sinigaglia et al., 2008).

L'huile essentielle peut comprendre plus de 60 composants uniques, la principale
composante constitue jusqu'a 85% de I'HE, tandis que les composants mineurs ne sont
présents que comme traces pourraient avoir un role essentiel dans I'activité antibactérienne,
éventuellement en produisant un effet combiné (Burt, 2004). Les terpénoides et les
composants phénoliques (thymol, carvacrol, eugénol) sont principalement responsables des

propriétés antibactériennes de plusieurs HE (Dorman et Deans, 2000; Ultee et al., 2000).

Les huiles essentielles et leurs composants sont connus pour étre actifs contre un large
éventail de micro-organismes, notamment les bactéries (Ouattara et al., 1997; Smith-Palmer
et al., 2001; Marino et al., 2001 ; Lambert et al., 2001; Delaqiuis et al., 2002; Pintore et al.,
2002; Harpaz et al., 2003).
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11.3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

La distillation a la vapeur d’eau et I’hydro-distillation de la plante seche ou fraiche sont
les méthodes les plus couramment utilisées pour la production d'HE, mais d'autres méthodes
peuvent tre employées (expression, fermentation, enfleurage ou extraction) et leur choix peut
influer sur la composition chimique, les propriétés organoleptiques et donc 1’activité

biologique (Corbo et al., 2009).
III. Les huiles essentielles du genre Inula
I11.1. Présentation botanique et géographique de la famille des Asteraceae

Le genre Inula appartient a la famille des Astéracées qui comprend environ 25000
especes cosmopolites, avec 408 especes réparties en 109 genres en Algérie (Quezel et Santa,
1963), dont beaucoup sont riches en producteurs d'huiles essentielles avec des potentiels

biologiques (Okunade, 2002).

Les Asteraceae sont principalement des herbes, des arbustes ou sous-arbrisseaux,
parfois des épiphytes ou de herbes des plantes aquatiques. Les feuilles sont le plus souvent

alternes, mais aussi opposées ou radiales, simples exstipulées (Paulian, 1967).

On trouve généralement les différentes especes de cette famille dans les régions

tempérées et froides du globe (Paris et Moyse, 1971).

II1.2. Apercu bibliographique sur le genre Inula

I11.2.1. Présentation du genre Inula

Le genre Inula appartient a la tribu Inuleae, il comporte environ 100 especes, réparties
principalement en Europe, en Afrique et en Asie (Abid et Qaiser, 2002). Ce sont des plantes
herbacées vivaces, a feuilles alternes. Capitules jaunes, contenant a la fois des fleurs
tubuleuses et des fleurs ligulées. Bractées en plusieurs séries. Fleurs périphériques pistillées, a

ligules tridentées. Antheres sagittées a la base. Akenes munis de cOtes. Aigrette simple.

I11.2.2. Utilisation en médecine traditionnelle
Dans le monde entier, plusieurs especes de ce genre sont utilisées dans la médecine
traditionnelle. Elles ont été utilisées pour traiter de nombreuses maladies, y compris les

troubles digestifs, la bronchite, la tuberculose, le diabete et les ulceres intestinaux.
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Chez certaines especes d’Inula, comme I. Britannica, 1. salicina, 1. bifrons, I. Conyza et
L spiraeifolia, les dérivés de thymol sont les principaux constituants des racines (Bohlmann et
al., 1978). Beaucoup d'attention a été€ accordée a des especes du genre Inula, en raison de
leurs diverses activités biologiques telle que: anti-inflammatoire, antibactérienne, anti-
hépatique, anti-tumorale, antispasmodique et antiseptique, aussi des propriétés toniques et
aromatiques sont caractéristiques de ce genre (Bai et al., 2006; Qi et al., 2008; INMC, 1986;
Okuda, 1986; Zhao et al., 2006).

I11.2.3. Métabolites secondaires du genre Inula

Le genre Inula est tres riche en métabolites secondaire; ce qui explique les diverses
utilisations de ce genre dans la médecine traditionnelle et les diverses activités biologiques.

La composition chimique de ce genre de plantes est représentée par:

v' Les flavonoides : comme la quercetine, isorhamnetine, lutéoline, spinacetine
(Zhang et al., 2009)...

v’ Les terpénoides : sesquiterpéne lactones, diterpénes et triterpénes (Mamoci
et al.,2011; Khan et al., 2010; Zhu et al., 2013).

v Les dérivés d'acide anthranilique (Qin ez al., 2008).

v Les huiles essentielles: avec les différents composants chimiques (Haoui er al.,

in press).

Les huiles essentielles du genre Inula
- Activités biologiques:
Les huiles essentielles du genre Inula ont des propriétés antifongique, antiseptique, anti-
inflammatoire, anti-infectieuse, microbicide, anticatarrhale, mucolytique puissante, calmante,
régulatrice cardiaque, spasmolytique, antitussive et tonicardiaque (Hawi et al., in press; Zhao
et al., 2010 ; Cafarchia et al., 2002).
Ces huiles essentielles sont utilisées dans I’aromatherapie pour le traitement de :

¢ Hypertension, tachycardie supraventriculaire, arythmie, aortite, coronarite (infarctus),

fatigue cardiaque.
¢ Laryngite, trachéite, toux spasmodique, bronchite chronique, rhinopharyngo-amygdalite,

otite séreuse, emphyseme.
¢ Dyskinésies biliaires, entérocolite virale.
+¢ Petite insuffisance rénale, cystites, vaginites.

¢ Mycoses cutanées et gynécologiques.
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- Composition chimique:

Plusieurs études sur la composition chimique des huiles essentielles de différentes
especes du genre Inula (1. crithmoides, 1. helenium, I. viscosa, 1. graveolens, I. oculus-christi
et I. thapsoides) ont été signalées précédemment en France (Blanc et al., 2006 ; Hernandez-
Ochoa et al., 2012),Turquie (Perez-Alonso et al., 1996 ; Karamenderes et Zeybek, 2000 ;
Ucuncu et al., 2008 ), Espagne (Camacho et al., 2000), Italie (De Laurentis et al., 2002 ;
Adams, 2004 ; Blanc et al., 2004 ; Derius et al., 2008 ), Algérie (Haoui et al., 2001), Tunisie
(Jallali et al., 2014), Maroc (Lamiri et al., 2001), Liban (Ghosn et al., 2006) et en Iran
(Mirza et Ahmadi, 2000 ; Javidnia et al., 2006).

La composition chimique de certaines huiles essentielles d’Inula est présentée dans les
tableaux 1, 2 et 3, seuls les composés majoritaires (ayant un pourcentage supérieur a 5%) sont

mentionnés dans ces tableaux.

D’apres le tableau 1, on remarque que la composition chimique des huiles essentielles
de cinq especes récoltées des zones tres éloignées géographiquement est tres différente.
L’huile essentielle des parties aériennes d’I. crithmoides (Tunisie) est plus riche en p-cymene
(Jallali et al., 2014), alors que I’EH de l’espéce I. helenium est caractérisée par
I’alantolactone avec un pourcentage de 51.3% pour 1’espece récoltée en Italie (Derius et al.,

2008) et de 56.6% poussant en France (Hernandez-Ochoa et al., 2012).

L’huile essentielle des parties aériennes fraiches de I’espece I. oculus-christi (Iran) est

riche en pentacosane (13.7%) et en acide palmitique (13.6%) (Javidnia et al., 2006).

L’huile essentielle des parties aériennes fraiches de 1’espece I.thapsoides (Turque)

contient le dihydro edulan (12.4%) comme produit majoritaire (Ucuncu et al., 2008).
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Tableau 1. Composants majoritaires (> 5%) d’huiles essentielles du genre Inula

Composé

Localité et pourcentage (%)

1. crithmoides

Lhelenium

1. oculus-
christi

Lthapsoides

Tunisie
(Jallali ef al., 2014)

Soliman

Kairouan

Italie
(Derius et al.,
2008)

France

(Hernandez-

Ochoa et
al., 2012)

Iran
(Javidnia et al., 2006)

Turquie
(Ucuncu et al.,
2008)

p-cymene

23.1

27.3

o-limonene

3.2

24.0

Thymol méthyl
ether

8.3

2.7

Carvacrol méthyl
ether

18.1

3.8

Alantolactone

Isoalantolactone

Acétate de bornyle

Bornéole

7-cadinol

Pentacosane

Acide palmitique

Dill apiole

Méthyl eugénol

Viridiforol

Dihydro édulan

12.4

B-selinene

9.9

Oxide de
caryophyllene

9.0

Epi-a-cadinol

5.2

Le tableau 2 représente les composants majoritaires d’huiles essentielles de 1’espece

Inula viscosa récoltées de plusieurs pays du monde. Les principaux composants de ces huiles

essentielles sont :

Le 12-carboxyeudesma-3,11(13)-diene, s’est trouvé en plus grand pourcentage dans les

plantes Italienne des parties aériennes fraiches (62.4%) (De Laurentis et al., 2002) et

Algérienne des parties aériennes fraiches (28.9%) (Haoui et al., 2001). Cependant les huiles

essentielles des parties aériennes fraiches de cette espece récoltée en France (Blanc et al.,

2006) et en Espagne (Camacho et al., 2000) sont riches en fokienol avec des pourcentages qui

varient respectivement entre 21.1% et 38.8%. Le borneol se trouve en pourcentage le plus

élevé dans les parties aériennes fraiches de 1’huile essentielle de turque avec un pourcentage

de 25.2% (Perez-Alonso et al., 1996).

Ces huiles essentielles de la méme espece prélevée de plusieurs pays du monde,

présentent des variations plus ou moins importantes.
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Tableau 2. Composants majoritaires (> 5%) d’huiles essentielles de I’espece Inula viscosa

Localité et pourcentage

Composé Algerie France Turquie Espagne Italie
(Haoui et al., (Blanc et al., (Perez-Alonso (Camacho et (De Laurentis et
2001) 2006) et al., 1996) al., 2000) al., 2002)
12-carboxyeudesma-
3,11(13)-diene 28.9 ) ) ) 62.4
Acide linolenique 7.8 - - - -
Acide palmitique 54 - - - -
Fokienol 3.4 21.1 - 38.8 -
Nerolidol - 8.6 - 7.7 -
Eudesm-6-en-4a-ol - 6.2 - - -
Bornéol - - 25.2 - -
Acétate de bornyle - - 19.5 - -
Acétate d’isobornyle - - 22.5 - -

La composition chimique d’huiles essentielles de 1’espece Inula graveolens récoltées de

plusieurs pays du monde est présentée dans le tableau 3.

Le pourcentage le plus élevé en acétate de bornyle a été obtenu dans les HE des parties

aériennes fraiches des plantes Libanaise (70.6%,72.3%) (Ghosn et al., 2006), Marocaine
(63.9%) (Lamiri et al., 2001) et Italienne (56.8%) (Blanc et al., 2004), en plus bornéol qui se

trouve en pourcentage élevé dans les plantes Turque (64.0%) (Karamenderes et Zeybek,

2000) et Iranienne (60.7%) (Mirza et Ahmadi, 2000). Cependant la plante de Sardaigne

contient le Selin-11-en-4-a-ol (14.1%) comme produit majoritaire (Blanc ez al., 2004).

Tableau 3. Composants majoritaires (> 5%) d’huiles essentielles de I’espece Inula graveolens

Localité et pourcentage
) Iran Turquie | Corse, Sardaigne, Sannine, | Bekaa,
COH’IpOSC ggi{gg (Mirza et (Karamenderes | [talie It ah%: Liban Liban
al., 2001) Ahmadi, etZeybek, | (Blanceral, | ., o0 (Ghosnet | (Ghosn et
’ 2000) 2000) 2004) (Adams, 2008) | 1 2006) | al.,2006)
Camphene 5.0 - - 6.1 - - -
B-caryophylleéne - 8.3 - - - - -
t-cadinoe - 52 - 7.8 - - 13.4
Oxyde de - -
. - - - - 6.2
caryophylleéne
Selin-11-en-4-a-ol - - - - 14.1 - -
Bornéol 25.6 60.7 64.0 7.6 - 12.4 -
Acétate de bornyle 63.9 6.8 23.0 56.8 - 70.6 72.3
1,10-di-epi-cubenol - - - - 10.3 - -
Cedr-8(15)-en-9-0-ol - - - - 10.3 - -
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111.2.4. Inula graveolens

II1.2.4.1. Description botanique de la plante

Inula graveolens (L.) Desf. (Figure 1) est une plante annuelle entierement pubescente-
glanduleuse, visqueuse, a odeur fétide ; tige de 20 a 70 cm. dressée, trés rameuse, a rameaux
étalés-dressés, tres feuillée ; feuilles sessiles, étroites, linéaires, aigués, enticres ou
obscurément denticulées, les inférieures oblongues-linéaires; involucre a folioles linéaires-
lancéolées, les extérieures herbacées, les intérieures scarieuses sur les bords ; achaines velus,
rétrécis en col au sommet ; capitules petits, tres nombreux, subsessiles, en longue panicule
pyramidale, lache ; fleurs jaunes ne dépassant pas l'involucre, celles de la circonférence

souvent violacées (Quezel et Santa, 1963).

Figure 1. Photographie d’Inula graveolens (L.) Desf.

I11.2.2. Classification dans la systématique botanique

Synonymes : Inule poisseuse, Inule odorante, Inule fétide, Dittrichia graveolens.

Regne » Plantae

Division » Magnoliophyta

Classe » Magnoliopsida

Ordre » Asterales

Famille » Asteraceae

Genre » Inula

Espece » Inula graveolens (L.) Desf.
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II1.2.5. Inula viscosa

I11.2.5.1. Description botanique de la plante (Quezel et Santa, 1963).

Inula viscosa (L.) Ait. (figure 2) est une plante vivace fréquente en région
méditerranéenne, elle fleurit a la fin de 1'ét€ et au début de l'automne. Elle affectionne les
anciennes cultures (friches), les décombres, les bords des routes et des chemins, formant

d'abondantes touffes vertes a capitules jaunes.

La plante est visqueuse et treés odoriférante, a odeur de camphre. Toute la plante est

couverte de poils glanduleux qui liberent une résine odoriférante et collante.

La racine est pivotante, ligneuse a sa base (pouvant atteindre 30 cm de long). Les tiges
sont frutescentes a la base de 40-100 cm, a rameaux rougeatres. Les feuilles sont entieres ou
dentées, aigués, sinuées, insérées directement sur la tige pour les caulinaires. Elles sont
glanduleuses sur les deux faces. Les caulinaires amplexicaules, plus largement lancéolées. Les
fleurs sont rayonnantes, regroupées en inflorescences (capitules) formant de longues grappes
de capitules, pyramidales. Les fruits sont des akénesde un a 2 mm de long. Ils sont

rassemblés sur le réceptacle du capitule.

Figure 2. Photographie d’Inula viscosa (L.) Ait.
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I11.2.5.2. Classification dans la systématique botanique

Synonymes : Dittrichia graveolens, Magramen.

Régne
Division
Classe
Ordre
Famille
Genre

Espece

v

v

v

v

v

v

v

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asterales
Asteraceae
Inula

Inula viscosa (L.) Ait.
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L. Activité antioxydante

L'oxydation est le transfert d'électrons d'un atome a l'autre, elle représente un élément
essentiel de la vie aérobie et de métabolisme, car 1'oxygene est 1'accepteur d'électrons final
dans le systtme de flux d'électrons qui produit de I'énergie sous forme d'ATP
(Davies, 1995). Toutefois, des problemes peuvent survenir lorsque le flux d'électrons est
dissocié (transfert d'électrons non appariés simples), générant des radicaux libres. Des
exemples de radicaux libres centrés sur 1'oxygene, appelées especes réactives de 1'oxygene
(ROS), comprennent le superoxyde (O,7), I’hydroxyle (HO"), le peroxyle (ROQ), I’alcoxyle
(RO) et I'oxyde nitrique (NO).

Les radicaux libres sont tres réactifs et attaquent rapidement les molécules dans les
cellules voisines, le dommage causé est inévitable et probablement traité par des processus de
réparation. Les ROS sont produits par l'utilisation normale du corps de 1'oxygene tels que la
respiration et certaines fonctions immunitaires a médiation cellulaire (Giilgin, 2006a). Un
radical libre est défini comme une espece chimique indépendante tres instable, possédant un

ou plusieurs électrons non appariés.

Les ROS sont soit des radicaux qui contiennent au moins un électron non apparié ou des
composés non radicaux réactifs, capables d'oxyder les biomolécules. Par conséquent, ces
intermédiaires sont également appelés oxydants ou pro-oxydants (Halliwell et
Gutteridge, 1989; Sies, 1991). ROS sont produits au cours des évenements physiologiques
normaux et peut facilement ouvrir la peroxydation des lipides membranaires, ce qui conduit a
I'accumulation de peroxydes lipidiques (Elmastas et al., 2006; Giilcin, 2010). Les ROS sont
également capables d'endommager les biomolécules essentielles telles que les acides
nucléiques, les lipides, les protéines, les acides gras polyinsaturés et les hydrates de
carbone. En outre, elles peuvent provoquer des dommages a I'ADN qui peut conduire a des
mutations. Si les ROS ne sont pas efficacement balayées par les constituants cellulaires, elles
peuvent stimuler des réactions radicalaires en chaine et endommager par la suite les
biomolécules telles que les protéines cellulaires, les lipides et les acides nucléiques,

conduisant a des états pathologiques (Halliwell et Gutteridge, 1990).

Les ROS provoquent également le vieillissement, le cancer et d'autres maladies
(Aruoma, 1994). En conséquence, ROS ont été impliqués dans plus de 100 maladies,

notamment le paludisme, les syndromes d'immunodéficience acquise, les maladies
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cardiaques, les accidents vasculaires cérébralles, 1'artériosclérose, le diabete et le cancer

(Tanizawa et al., 1992; Hertog et al., 1993; Duh, 1998; Alho et Leinonen,1999).

Les cellules sont protégées contre le stress oxydatif par l'interaction d'un réseau
d'enzymes antioxydants (Davies, 1995). En outre, les enzymes ont été évalués comme
nouveaux types d'antioxydants naturels dans certaines applications alimentaires. Ils peuvent
étre utilisés pour éliminer 1'oxygene et les especes réactives de 1'oxygene et de réduire les

hydroperoxydes lipidiques (Frankel, 1998).

Un antioxydant a été défini comme étant toute substance présente a faible concentration
par rapport a celle d'un substrat oxydable retarde ou inhibe 1'oxydation de ce substrat de facon

significative (Halliwell et Gutteridge ,1989; Sies, 1993; Halliwell, 1995).

Les antioxydants peuvent neutraliser les radicaux libres et augmenter la durée de vie en
retardant le processus de peroxydation lipidique, qu’elle est I'une des principales raisons de la
détérioration des produits alimentaires et pharmaceutiques au cours de traitement et de

stockage (Halliwell, 1997).

Au cours des dernieres années, un grand intérét a été porté sur l'identification des
sources alternatives naturelles et sres d'antioxydants naturels, en particulier d'origine

végétale.

La consommation de fruits et légumes a été associée a un risque réduit de maladies
chroniques, notamment I'athérosclérose coronaire (Rimm et al., 1996a,b). Des études
épidémiologiques ont montré une association inverse entre la consommation de fruits et
légumes et la mortalité liée aux maladies d'dge, comme les maladies coronariennes et le
cancer, qui peut étre attribuée a leur activité antioxydante (Eberhardt et al., 2000; Ganesan et
al.,2011). Les principaux composants bioactifs de ces sources naturelles sont en particulier
les composants phénoliques et les flavonoides, qui sont responsables de leurs avantages sur la

santé (Bocco ef al., 1998).

Une grande variété de composés phénoliques biologiquement actifs contenant un ou
plusieurs cycles aromatiques, se trouvent naturellement dans les aliments végétaux, ou ils
fournissent une grande partie de la saveur, la couleur et la texture. Les substances phénoliques
simples comprennent des monophénols avec un noyau benzénique, tels que le 3-éthylphénol

et le 3,4-diméthylphénol qui se trouvent dans les fruits et les graines, le groupe de l'acide
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hydroxycinnamique, qui contient I’acide caféique, 1'acide férulique, les flavonoides et leurs
glycosides qui comprennent les catéchines, les proanthocyanidines, les anthocyanines et les

flavonols.

La dose journaliere des substances phénoliques peut étre supérieur a 1 g par jour, mais
la quantité de flavonoides définis dans l'alimentation revient probablement a pas plus de

quelques dizaines de milligrammes par jour (Pokorny et al., 2000).
1. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques les plus utilisés sont des composés phénoliques tels que
le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), la tert -butylhydroquinone
(TBHQ) et le gallate de propyle (PG) (figure 1). Ces antioxydants synthétiques sont les plus
couramment utilisés dans des applications alimentaires et pharmacologiques. Ils sont toujours
substitués par des alkyles pour améliorer leur solubilité dans les graisses et les huiles

(Hudson, 1990).

Toutefois, le BHA et le BHT ont été limités par des regles 1égislatives en raison de
doutes sur leurs effets toxiques et cancérogénes (Wichi, 1988 ; Sherwin 1990). Par
conséquent, il y a un intérét croissant des antioxydants naturels dans les applications
alimentaires, et une tendance croissante de préférences des consommateurs vers des
antioxydants naturels, qui ont tous donné un nouvel élan aux efforts pour explorer les sources

naturelles des antioxydants (Giil¢in, 2006b , 2007).

OH OH H COOC,H,
| =
>
HO OH
OCH; CH; OH OH

BHA BHT TBH(Q PG

Figure 1. Les antioxydants synthétiques les plus putatifs et populaires

BHA et le BHT sont relativement stables a la chaleur, ils sont souvent utilisés pour la
stabilisation de matieres grasses dans des produits cuits au four. Les produits naturels
apparaissent comme plus sains et plus sirs que les antioxydants synthétiques (Valenzuela et

Nieto, 1996).
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2. Les antioxydants naturels

Le régime alimentaire humain contient une matrice de différents composés possédant
des activités antioxydantes ou qui ont été suggérées pour piéger les ROS sur la base de leurs
propriétés structurelles. Les représentants les plus éminents d'antioxydants alimentaires sont
la vitamine C, les tocophérols, les caroténoides et les flavonoides. L'acide ascorbique
(vitamine C) est considéré comme 1'un des antioxydants les plus puissants, moins toxiques et
naturels (Bendich et al., 1986; Weber et al., 1996). 11 s'agit d'une vitamine soluble dans l'eau
qui se trouve en concentrations élevées dans de nombreux aliments et plantes diététiques.
L'acide ascorbique peut mettre fin a la chaine de réactions radicalaires par transfert

d'électrons.

Les principales sources de l'acide ascorbique dans l'alimentation sont les fruits, en
particulier les agrumes, les kiwis, les cerises, les melons et les Iégumes comme la tomate, les
légumes verts feuillus, le brocoli, les choux-fleurs et les choux de Bruxelles; son contenu

pourrait dépasser 100 mg ascorbate/100 g de poids frais.

Les tocophérols sont une classe de composés chimiques dont beaucoup ont une activité
de la vitamine E (Giil¢in et al., 2005a ;. ArasHisar et al., 2004). 1ls sont les antioxydants les
plus connus et les plus utilisés (Pokorny, 1987).1ls peuvent étre classés comme des
tocophérols et des tocotriénols, et dans chacune de ces deux classes il existe quatre isomeres
(a, B, vy et d) fait un total de huit isomeres de tocophérol. Le composé a-tocophérol est une

forme courante de tocophérol ajouté a des produits alimentaires.

Les antioxydants naturels sont présents dans presque toutes les plantes, les micro-

organismes, les champignons et méme dans les tissus des animaux (Pokorny, 1999).

3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des éléments communs des plantes, plus de 8000 polyphénols, y
compris plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans différentes especes végétales, et le
nombre ne cesse de croitre (Harborne et al., 1999 ; Beecher, 1999), ils ont été isolés a partir
de presque toutes les parties de la plante: feuilles, tiges , racines, fruits ou graines. La
structure de base de ces composés est constituée de deux noyaux aromatiques reliés par une
chaine aliphatique de trois atomes de carbone formant un cycle pyranne ou moins

fréquemment un cycle furane (Harborne, 1986).
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Les flavonoides sont des antioxydants tres efficaces proposés pour la protection contre
les maladies cardio-vasculaires en réduisant l'oxydation de lipoprotéines de basse
densité. Egalement, les flavonoides sont parmi les principaux constituants antioxydants de

notre alimentation, leur dose journaliere est supérieure a 100 mg (Dragsted et al.,1997).

En général, la capacité effective antioxydante de flavonoides dépend de certains
facteurs, le potentiel de chélation de métal est fortement dépendant de l'arrangement des
groupements hydroxyles et un groupement carbonyle dans la molécule, la présence de
I'hydrogeéne ou des substituant donneurs d'électrons capables de réduire les radicaux libres et

délocaliser 1'électron non apparié qui conduit a la formation d'un radical phénoxy stable.

Généralement, il existe deux mécanismes d’action d’un antioxydant phénolique

(généralement ArOH) (Wright et al., 2001):

¢ e transfert de 1'atome d'hydrogene (HAT)
ArOH — ArO+ H

e transfert d’un électron unique suivi par un transfert de proton (SET-PT),

ArOH — ArOH™ + ¢
ArOH™ — ArO + H*
Récemment, un autre mécanisme a été découvert:
e transfert d’électron séquentiel de la perte de protons (SPLET)
ArOH — ArO + H*
ArO' + ROO'— ArO + ¢

Le groupe 7-OH joue un role important en tant que site d'ionisation et de transfert d'électrons.
Par exemple, les mécanismes possibles pour la réaction de la quercétine avec le radical DPPH'

a été donné en figure 2.
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Figure 2. Les mécanismes possibles de la réaction entre la quercétine comme un flavonoide et

les radicaux DPPH"

Cette réaction est fortement accélérée par 1'augmentation de la densité d'électrons dans
les cycles A et C. De plus, l'itinéraire alternatif est un transfert d'électrons (ET) rapides a
partir de l'anion phénolate vers les radicaux DPPH. Le cycle A est fortement électro-
attracteur, et sous l'effet de la conjugaison, la partie catéchol du cycle B est le site le plus

probable de déprotonation.

En raison de la présence de groupes -OH, de nombreux flavonoides sont principalement
situés dans la phase aqueuse des systemes biologiques. Les flavones, les flavonols, les
isoflavones, les flavonones et les chalcones, se produisent dans tous types de tissus de parties
aériennes de plantes (Herrmann, 1993 ; White et Xing, 1997). Les flavones et les flavonols
sont trouvés dans presque toutes les parties de plantes, en particulier dans les feuilles et les
pétales, ainsi que les flavonols survenant plus fréquemment que les flavones

(Herrmann, 1976).

4. Les acides phénoliques

L'activité antioxydante des acides phénoliques et leurs dérivés dépend du nombre et de
la position des groupements hydroxyle liés au cycle aromatique (Rice-Evans et al., 1996;
Sroka et Cisowski, 2003). La présence de différents substituants dans le squelette phénol peut

modifier les propriétés antioxydantes, en particulier la capacité de donner 1'hydrogene. En
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général, le phénol non substitué est inactif en tant que donneur d'hydrogene, les monophénols
sont des antioxydants moins efficaces que les polyphénols. L'introduction d'un groupement
donneur d'électrons tel que le groupement hydroxyle dans la position ortho ou para augmente
l'activité antioxydante du phénol ou de l'acide phénolique (Pokorny, 1988; Chimi et
al., 1991). En outre, la présence d'un groupement carbonyle, tel qu'un acide, un ester, ou une
lactone, renforcée son activité antioxydante, cette derniere augmente lorsque le groupe
carbonyle est séparé du noyau aromatique.

Dans la littérature, la position et le degré d'hydroxylation sont tres importante pour la
détermination de l'activité antioxydante (Dziedzic et Hudson, 1984; Chen et Ho, 1997).

Les avantages et les inconvénients des antioxydants synthétiques et naturels sont

résumés dans le tableau 1.

Tableau 1. Quelques avantages et inconvénients des antioxydants synthétiques et naturels

couramment utilisés pour la protection des produits alimentaires (Valenzuela et Nieto, 1996;

Gulgin, 2002)

Antioxydants synthétiques Antioxydants naturels

Peu coliteux Chers

Largement appliqués L'utilisation de certains produits soumis a
restriction

Moyenne a forte activité antioxydante Vaste activité antioxydante

Une préoccupation croissante de la sécurité | Percue comme des substances
inoffensives

L'utilisation de certains d'entre eux est Utilisation accrue, développement des

interdite applications

Faible solubilité dans I'eau Large gamme de solubilité

Intérét décroissant Intérét croissant

Certains d'entre eux sont stockés dans les Completement métabolisés

tissus adipeux

5. Effets antioxydants
Dans les dernieres années, l'importance des antioxydants dans la protection des
organismes, des tissus, ou des systemes non vivants contre le stress oxydatif, est devenue
évidente. Cette déclaration est appuyée par des études réalisées dans différents domaines, y
compris la physiologie, la pharmacologie, la nutrition et méme la transformation des aliments
(Magalhaes et al.,2009). En ce qui concerne les aliments, les antioxydants peuvent étre

définis comme des substances qui sont capables de retarder ou d'empécher 1’oxydation.
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Les activités des antioxydants dépendent non seulement de leurs caractéristiques
structurelles, mais aussi de nombreux autres facteurs, tels que la concentration, la

température, le niveau de lumiere, le type de substrat, et 1'état physique du systeme.

Jusqu’a présent, les méthodes les plus couramment utilisées pour la détermination in

vitro de I’activité antioxydante sont :

v Anti-radicalaire DPPH
v’ Piégeage de radical cation ABTS™
v Réduction cuprique (CUPRAC)

v" Chélation des ions ferreux

6. Tests d’activité antioxydante
Essai de piégeage des radicaux

Les piégeurs des radicaux libres peuvent réagir directement pour mettre fin aux
réactions en chaine de peroxydation et améliorer la qualité et la stabilité des produits
alimentaires (Soares et al., 1997). L’élimination des radicaux libres, un des mécanismes
connus en antioxydants. Ce mécanisme standard propose une technique rapide pour le
dépistage de l'activité antioxydante de composés spécifiques. Les analyses basées sur
l'utilisation des radicaux de DPPH' et d’ABTS™ dans des méthodes spectrophotométriques
plus populaires pour la détermination de la capacité antioxydante des aliments, des boissons et
des extraits végétaux. Les deux radicaux chromogenes peuvent réagir directement avec des
antioxydants. En outre, les méthodes de DPPH et d’ABTS™ ont été utilisés pour évaluer
I'activité antioxydante des composés en raison des procédures simples, rapides, sensibles et

reproductibles (Ozcelik et al., 2003; Giilgin et al., 2005c¢).

Les antioxydants sont soupconnés d'intercepter la chaine d'oxydation des radicaux
libres, de donner I’hydrogeéne des groupements hydroxyles phénoliques, et de former un
produit final stable qui ne déclenche ou propage 1'oxydation des lipides (Amarowicz et al.,

2004).

L’activité de piégeage des radicaux est trés importante, en raison du role délétere des
radicaux libres dans les aliments et dans les systeémes biologiques. Diverses méthodes sont

actuellement utilisées pour évaluer l'activité antioxydante des végétaux. Les essais chimiques
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sont basés sur la capacité de piéger les radicaux libres, en utilisant une variété de systemes
générant des radicaux et des méthodes pour la détection de la terminaison d'oxydation. Quand
un antioxydant (AH) est ajouté aux radicaux, il existe un degré de décoloration qui inverse la

formation du radical DPPH et ABTS ™:

DPPH' + AH — DPPH-H + A

ABTS*+ AH — ABTS" + A’

Ces tests ont été appliqués pour déterminer l'activité antioxydante des constituants
alimentaires (Koksal ef al., 2009). Ils sont rapides, ne nécessitent pas des réactifs onéreux ou
des instrumentations sophistiquées. Ces chromogenes sont faciles a utiliser, ont une grande
sensibilité et permettent une analyse rapide de l'activité antioxydante d'un grand nombre

d'échantillons.

6.1. Test du DPPH:

Le test du DPPH- est la plus ancienne méthode de détermination de l'activité
antioxydante. 11 a d'abord été proposé en 1950 pour découvrir H donateurs en matériaux
naturels. Plus tard, le test a été quantifié pour déterminer le potentiel antioxydant des
composés alimentaires ainsi que des échantillons biologiquement pertinents (Roginsky et

Lissi, 2005).

Le radical DPPH est l'un des rares radicaux organiques azotés stables qui porte une
couleur violette foncée. Il est disponible, et ne doit pas €tre généré avant le dosage comme
ABTS™. En test DPPH, les antioxydants sont capables de réduire le radical stable DPPH' a la
couleur jaune de DPPH-H. Cette méthode est basée sur la réduction du DPPH" en solution
alcoolique en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogene due a la formation de la forme

non-radical DPPH-H dans la réaction.

La capacité de réduire le radical DPPH- par I’antioxydant peut étre évaluée en mesurant
la diminution de son absorbance. Le test de décoloration largement utilisé a été signalé par
Blois (1958). Le DPPH est habituellement utilisé comme réactif pour évaluer I'activité
antiradicalaire des antioxydants (Elmastas et al., 2006b). 1l s'agit d'un radical libre stable
montrant une absorption maximale a 517 nm. Lorsque les radicaux DPPH rencontrent un
substrat donneur de protons comme un antioxydant, les radicaux seraient trouvés et

I'absorbance est réduite (Blois, 1958; Giil¢in et al., 2009).
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Comme on le voit dans la figure 3, le radical chromogene violet (DPPH-) est réduit par
des composants antiradicalaires (AH) a I'hydrazine jaune pale correspondant (DPPH-H)
(Blois, 1958; Elmastas et al., 2006b). Le test est simple, rapide et ne nécessite qu'un
spectrophotometre UV-VIS a effectuer, ce qui explique probablement son utilisation

généralisée dans le dépistage antioxydant.

Nk

ON MOk AH A .M M,

NH

[DPPH - DPFPH-H
Figure 3. L’effet d’un antioxydant (AH) sur le radical DPPH'

Le test du DPPH: est considéré comme fondé principalement sur une réaction de
transfert d'électrons et l'abstraction de I'hydrogene, basé sur la mesure de la capacité de

réduire 1'antioxydant vers DPPH- (Prior et al., 2005).

Le radical libre stable DPPH" est un réactif utile pour étudier I’activité des phénols,
catéchols et anilines a travers deux mécanismes différents: HAT et SPLET (Foti et al., 2004a,

b; Musialik et Litwinienko, 2005).

Ar - OH + DPPH' — Ar - O + DPPH-H (HAT)
Ar-OH == Ar- O+ H* (SPLET)

Ar- O™+ DPPH— Ar - O + DPPH"

DPPH™ + H*— DPPH-H

Une solution de DPPH" fraichement préparée présente une couleur pourpre foncé avec

un maximum d'absorption a 517 nm. Cette couleur pourpre disparait généralement quand un
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antioxydant est présent dans le milieu (Giilgin e al., 2004d, 2006a). Ainsi, les molécules
antioxydantes peuvent étancher les radicaux libres DPPH' en fournissant des atomes

d'hydrogene ou d'électrons (Giil¢in et al., 2007b; Samadi et al., 2011).

En général, les résultats sont rapportés comme étant la concentration inhibitrice (ICs).
ICsp est la quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire 50% de la concentration initiale de

DPPH: (Brand-Williams et al., 1995).

Enfin, le test de DPPH- est considéré comme une méthode spectrophotométrique facile
et utile en maticre de dépistage pour mesurer la capacité de piégeage des radicaux libres des
composés purs (Glilcin et al., 2004d, 2007b, 2008b), des constituants alimentaires (Giil¢in et
al., 2006c, 2011c; Ak et Giilgin, 2008), des extraits de plantes (Elmastas et al, 2006b;
Biiyiikokuroglu et Giil¢in, 2009; Serbetci Tohma et Giilgin, 2010) et d’autres échantillons tels
que les composés synthétisés (talaz et al., 2009; Balaydin et al., 2010).

Le resvératrol est un principal constituant de raisin (figure 4), il a eu une activité
marquée de piégeage des radicaux DPPH'" (Giilcin 2010). Il est bien connu que la capacité des
composés polyphénoliques d'agir comme des antioxydants dépend des propriétés redox de
leurs groupements hydroxyles phénoliques et leur potentiel de délocalisation électronique a

travers la structure chimique.

OH (0}

DPPH DPPH-H

=4 - =4

HO OH HO OH
Figure 4. Mécanisme de piégeage des radicaux par le resvératrol

Comme on peut le voir dans la figure 5, un autre mécanisme a été observé dans la

molécule de curcumine (Ak et Giil¢in, 2008), dont I’intermédiaire B est le plus stable.
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Figure 5. Réaction proposée entre les radicaux DPPH et la curcumine

6.2. Test de balayage ABTS*

Dans ce dosage, I'ABTS est oxydé a son radical cation ABTS™, qui est intensément

coloré, la réaction entre les composés d’essai et le radical ABTS peut réduire la couleur

d’ABTS™, ce qui permet la mesure de 1’activité anti-oxydante.

ABTS " est applicable pour les composés lipophiles et hydrophiles. La production du

radical cation ABTS™ constitue la base de I'une des méthodes spectrophotométriques qui ont

été appliquées pour mesurer l'activité antioxydante totale des substances pures, mélanges

aqueux et boissons (Gulgin, 2009). Ce test est une technique de décoloration, dans lequel le

radical est produit directement sous une forme stable avant la réaction avec les antioxydants.
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ABTS " présente des maximum d'absorption dans des milieux aqueux de 414, 734 et 815 nm
et dans un milieu éthanolique de 414, 730 et 873 nm. Le test ’ ABTS " a été développé par
Miller et al., (1993).

Cependant, le radical cation ABTS™ est généralement généré par K,S,Og (figue
6) (Giilcin et al., 2006a, b, 2007a, b, 2010a, 2011a, b). En général, cette réaction chimique
nécessite un long temps (jusqu'a 16 h), alors que la production enzymatique est plus rapide et
les conditions de réaction sont plus douces. En ce qui concerne la longueur d'onde de

détection, la détermination a 734 nm est préférable (Arnao 2000).

0,5 5 S0y S g S04+
=nN—N K;5,04 U =—N—N
—_— - _
N N
Y \
CH, C,H,

C,H; C.H;
ABTS ABTS ™
Figure 6. Génération d’ ABTS™ par I'oxydation d'ABTS avec K,S,05

Il convient également de noter que la réaction avec ABTS™ était tres rapide et presque
dans tous les cas a été achevée dans 0,25 a 0,5 min. Le blanchiment d'une solution préformée
de radical cation bleu-vert ABTS ™ a été largement utilisé pour évaluer la capacité
antioxydante des composés. La réaction du radical cation avec des capteurs de radicaux peut
étre facilement controlée en suivant la décroissance de 1'absorbance de 1'échantillon a 734 nm

(Giil¢in et al., 2009).

Le radical cation ABTS™ peut étre préparé en employant différents oxydants. Les
résultats obtenus a l'aide de I’oxydant K,S,0g montrer que la présence de peroxodisulfate

augmente le taux &’ ABTS ™.
ABTS ™" ont été générés dans le systeme ABTS / K,S,0s :
S,05 ?+ ABTS — SO,2+ SO, + ABTS™

Ou la scission de la peroxodisulfate pourrait avoir lieu apres le transfert d'électrons. En

présence d'un exces d'ABTS, le radical sulfate réagira selon
SO, +2 ABTS — SO, > + 2ABTS™

Conduisant a la réaction générale
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S,05 2+ 3 ABTS — 2 SO, 2 + 3 ABTS*

Généralement, ABTS * réagit avec les antioxydants dans 30 minutes. Il est soluble dans
les solvants aqueux et organiques et n'est pas affecté par la force ionique. Ainsi, il peut étre
utilisé pour la détermination de 1’activité antioxydante des extraits hydrophiles, ou lipophiles

(Awika et al., 2003).
6.3. Réduction cuprique (CUPRAC)

La méthode de CUPRAC a été développée par Apak et al., (2006). Ce dosage est basé
sur la réduction de Cu”* en Cu" par I'action combinée de tous les antioxydants ou réducteurs
dans un milieu aqueux-éthanolique (pH 7,0) en présence de Neocuproine (2,9-diméthyl-1 ,10-
phénanthroline), par les polyphénols, donnant un complexe Cu® avec un pic d'absorption
maximale a 450 nm (figure 7 ) (Giilgin, 2008; Lee et al., 2011 ). Cette méthode peut Etre
utilisée pour la détermination de la capacité antioxydante du constituant alimentaire par le

complexe Cu2+—Neocuproine (Cu**-Nc) en tant que réactif oxydant chromogene.

Le neocuproine est un composé organique hétérocyclique et est un agent chélatant. Le
dosage de CUPRAC est économique, rapide, stable, sélectif et approprié pour une variété

d'antioxydants.

+ H+

Figure 7. Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante (HA: une molécule
antioxydante, A © : une molécule antioxydante oxydée). Les protons libérés dans la réaction

sont neutralisés par un tampon d'acétate d'ammonium

Le réactif de CUPRAC a un potentiel redox a proximité de celle du couple redox
ABTS"/ ABTS. En outre, des sucres simples et de 1'acide citrique, qui ne sont pas classés
comme de véritables antioxydants, ne sont pas oxydés par le réactif de CUPRAC, alors que la
plupart des antioxydants phénoliques sont facilement oxydés en raison de leurs potentiels

redox favorables. Des antioxydants (tels que les thiols) restants inerte vis a vis des réactifs a
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base de Fe* sont facilement oxydés par le réactif de CUPRAC (Apak et al., 2005). Ce
procédé est capable de mesurer a la fois des antioxydants hydrophiles et lipophiles (Apak et

al., 2008).
6.4. Chélation des ions ferreux

Les ions ferreux (Fe™*) sont des pro-oxydants les plus efficaces dans les systemes
alimentaires, 1’effet de chélation serait bénéfique, et la suppression de la liberté d'ions de fer
de la circulation pourrait étre une approche prometteuse pour prévenir les maladies induites
par le stress oxydatif. Lorsque l'ion ferreux est chélaté, il peut perdre ses propriétés pro-

oxydantes.

Le fer, dans la nature, peut €tre trouvé sous forme d’ions ferreux (Fez+) ou d’ion
ferrique (Fe3+) (forme prédominante dans les aliments). La chélation de fer peut rendre un
effet antioxydant important en retardant 'oxydation catalysée par un métal. D'une compilation
de données biochimique, humaines et animales, des liens ont été proposés entre
I'accroissement des niveaux de fer dans le corps et un risque accru d'une variété de maladies
telles que les maladies vasculaires, le cancer et certaines maladies neurologiques (Berg et

al., 2001 ; Siah et al., 2005 ).

Le fer est un élément essentiel pour toutes les cellules vivantes, malgré son caractere
essentiel, le fer peut étre potentiellement toxique lorsqu'il est présent comme ion libre. Sa
toxicité peut résulter de sa capacité a participer, en tant que catalyseur dans la formation du
radical hydroxyle, une espece capable d'induire I'oxydation des lipides, des protéines et de

I'ADN (Halliwell et Gutteridge, 1984; Valko et al., 2006 ).

Un chélateur d'ions ferreux efficace offre une protection contre les dommages oxydatifs
en éliminant le fer. Les ions ferriques (Fe**) produisent également des radicaux de peroxydes
bien que le taux est dix fois inférieur a celui de l'ion ferreux (Fez+). Pour assurer sa
disponibilité et pour protéger les cellules de subir les effets toxiques d'ions de fer libres, le
métal est 1ié a différents peptides et protéines, dont la ferritine est reconnue comme la seule et
la plus importante protéine de fer-stockage (Ponka, 1999; Arosio et al., 2009). En fait, la
ferritine a été estimée pour pouvoir séquestrer jusqu'a 4500 atomes de fer par molécule, le
stockage de ces atomes se produit sous la forme d'un noyau minéral ferrihydrite (Harrison et

Arosio, 1996).
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La ferrozine (figure 8) peut former des complexes avec Fe™*, la formation de ces
complexes est perturbée en présence des agents chélatants, ce qui entraine une réduction de la
couleur rouge du complexe. La mesure de la réduction de la couleur permet donc I'estimation
de l'activité métal-chélateur. La basse absorbance indique un accroissement des activités
métal-chélateur. La chélation des métaux est une importante propriété antioxydante

(Kehrer, 2000 ; Giil¢in et al., 2003c ).

Figure 8. Structure chimique de la ferrozine

Le complexe ferrozine-Fe** produit un chromophore rouge avec une absorbance qui

peut étre mesurée a 562 nm.

La capacité métal-chélatant est significative car il réduit la concentration du métal de
transition du catalyseur de la peroxydation lipidique. Il a été rapporté que les agents chélateurs
sont efficaces comme antioxydants secondaires, car ils réduisent le potentiel

d'oxydoréduction, ce qui stabilise la forme oxydée des ions métalliques.

Comme représenté sur la figure 9, la curcumine peut chélater les ions ferreux avec ses (-
OH) et (-OCHs3). Il a été rapporté que les composés ayant des structures contenant des
groupements fonctionnels (C-OH) et (C=0) peuvent chélater les ions métalliques. Kazazica et
al., (2006) ont montré que les flavonoides tels que le kaempférol peuvent chélater les Cu®* et
Fe® par les groupements carbonyles fonctionnels. Les composés avec des structures
contenant deux ou plusieurs groupements fonctionnels tels que: -OH, -SH, -COOH, -POsH »,
C=0, -NR,, -S- et -O-, peuvent présenter une activité de chélation des métaux (Yuan et
Carrington, 2005 ; Giil¢in, 2006a ). La structure de la curcumine et ses sites de liaison de
chélation de métal sont données dans la figure 9. Récemment, Fiorucci et al., (2007 ) ont

démontré que la quercétine peut chélater les ions métalliques de la méme maniere.
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OH

Curcumine

+
3 Fe?*

rr”:|

WO Otrin,5a
e2¥  “CH, CH,” Fes*

Complexe curcumine-Fe **

Figure 9. Chélation des ions ferreux (Fe*") par la curcumine

Il a été indiqué que la curcumine délimitée les ions ferreux (Fe®*) par les groupes

fonctionnels carbonyle et hydroxyle (Ak et Gulcin, 2008).

De la méme maniere, deux molécules de resvératrol peuvent se lier a des ions ferreux
(Fe*) par les groupements hydroxyle. Le resvératrol montre une capacité marquée de fixation
de fer, ce qui suggere son action principale comme un inhibiteur de la peroxydation. Dans ce
dosage, le resvératrol a interféré avec la formation du complexe de fer-ferrozine, ceci suggere
que le resvératrol est capable de capturer des ions ferreux avant la ferrozine. La structure du

resvératrol et ses sites de liaison pour la chélation de métal sont données dans la figure 10.

H H
OH Q {,D
" Oy O
2 Q \ O + Felt , F:.“:*' H
0’ "0
H H

OH

Figure 10. Chélation d’un ion ferreux par deux molécules de resvératrol
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Récapitulation

Le principe de l'activité antioxydante est basé sur la disponibilité d'électrons pour
neutraliser les radicaux libres. En outre, l'activité antioxydante est liée au nombre et a la
nature du motif d'hydroxylation sur le noyau aromatique. Il est généralement reconnu que la
capacité d'agir comme donneur d'hydrogene et inhibiteur de l'oxydation est améliorée par
l'augmentation du nombre de groupements hydroxyle dans le cycle phénol. Les composés
phénoliques sont un groupe beaucoup diversifié de composés phytochimiques qui sont
largement distribués dans les plantes supérieures telles que les fruits, les légumes, le thé,

I'huile d'olive, le tabac et ainsi de suite.

Aujourd'hui, il y a un intérét croissant pour les substances présentant des propriétés
antioxydantes, qui sont fournies aux organismes humains comme composants alimentaires ou
pharmaceutiques préventifs spécifiques. Par conséquent, les antioxydants sont devenus une
partie essentielle de la technologie de conservation des aliments et des soins de santé
contemporaine. Il est bien connu que les plantes qui possedent des propriétés
pharmacologiques antioxydante sont liés a la présence de composés phénoliques, en

particulier les acides phénoliques et les flavonoides.

D'autre part, une grande diversité des méthodes de bio-analyse pour la détermination de
la capacité antioxydante du composant alimentaire est disponible. Ces tests bioanalytiques
different les uns des autres en termes de mécanismes de réaction, des especes oxydantes, des

conditions de réaction et de la forme de 1'expression des résultats.

IL. Activité anticholinestérase
1. La maladie d’Alzheimer
— Histoire
En 1901, le psychiatre et neuropathologiste allemand Alois Alzheimer, identifie le
premier cas de la maladie qui portera son nom, chez une patiente de 50 ans (Auguste Deter). Il
suivit son cas jusqu'a sa mort en 1906 et décrivit les altérations anatomiques observées sur son
cerveau. Durant les cinq années suivantes, onze cas similaires furent rapportés dans la

littérature médicale (Berchtold et Cotman, 1998).

— Définition
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La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénérative (perte progressive de
neurones) incurable du tissu cérébral qui entraine la perte progressive et irréversible des
fonctions mentales et notamment de la mémoire. C'est la forme la plus fréquente de démence

chez 1'étre humain.

La maladie d'Alzheimer (MA) ou la démence sénile du type Alzheimer (DSTA) est un
trouble neurodégénératif progressif mais irréversible provoquée par la perte de neurones et de
synapses dans le cortex cérébral et certaines régions sous-corticales. La fréquence de la MA
augmente avec 1'age, on estime qu'environ 10% des personnes de plus de 65 ans et 50% de
ceux de plus de 85 ans souffrent de MA. Sauf s’il y a nouveaux traitements sont développés
pour réduire le risque, le nombre de personnes atteintes de la MA aux Etats-Unis devrait étre

de 14 millions en 2050 (Ul-Hagq et al., 2010).

— Traitement
La maladie d'Alzheimer, connue pour étre associée a la perte progressive de la mémoire,
est caractérisée par une faible concentration d'acétylcholine dans le cadre de 1'hippocampe et
le cortex du cerveau. L’inhibition de 1'acétylcholinestérase a été utilisée avec succes comme
une cible thérapeutique pour traiter la maladie d'Alzheimer, mais la résistance aux
médicaments montre que la butyrylcholinesterase reste un sujet de préoccupation dans le

traitement de la maladie d'Alzheimer (Ul-Haq et al., 2010)

— Les cholinestérases
Les cholinestérases (ChEs) sont une famille d'enzymes qui partagent une homologie
étendue de séquence (65%). Les ChEs chez les vertébrés ont été classés en deux types,
I'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE), sur la base des spécificités
de substrat et de l'inhibiteur des sensibilités distinctes. L’AChE est un élément clé des
synapses cholinergiques du cerveau et des jonctions neuromusculaires. La fonction biologique
majeure de l'acétylcholinestérase est la fin de nerf propagation de 1'influx par hydrolyse rapide

du neurotransmetteur acétylcholine cationique (ACh) (Fgure 11).

0] N* AChE HO N
. ——> HO + \ / N\
4 \ / H,0
0]
Acétylcholine Acide acétique Choline

Figure 11. Réaction d’hydrolyse de I’acétylcholine
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Selon I'hypothese cholinergique, les troubles de la mémoire chez les patients atteints de
DSTA résulte d'une déficience de la fonction cholinergique dans le cerveau (Perry, 1986).
Plus précisément, de faibles quantités de 1'ACh dans I'hippocampe et le cortex sont

généralement considérés comme la cause de la MA (Terry et Buccafusco, 2003).

Bien que le rdle exact de la BChE n'est pas encore completement compris, il est
rapporté d'étre impliqués dans la morphogénese, la cytogenese et la tumorigenese, la
régulation de la prolifération cellulaire et l'apparition de différenciation au cours du
développement neuronal précoce, comme fixateur a la détoxication de certaines substances

chimiques, et en le métabolisme des lipoprotéines (Ezio, 2003).

En outre, certaines populations de neurones présentent une activité exclusivement BChE
dans le cerveau humain (Wright et al., 1993), telle que 1'hydrolyse de l'acétylcholine au
niveau des synapses du systeéme nerveux central, et le remplacement de la fonction AChE
dans le cerveau d'Alzheimer rend la BChE comme une cible de médicament plus puissant que
I’AChE (Carreiras et Marco, 2004). Les données biologiques appuient le role de la BChE
dans la perturbation de la neurotransmission cholinergique observée dans la MA (Combarros

et al., 2005).
2. Mesure de ’activité anticholinestérase

La mesure de D'activité cholinestérasique, par la méthode colorimétrique indirecte
d’Ellman (Ellman et al., 1961), utilise un analogue de substrat naturel de 1’AChE,
I’acétylthiocholine (ATC), hydrolisée en acétate et thiocholine (figure 12).

A

Acétylcholine Acétylthiocholine
Figure 12. Structure chimique de deux substrats de 1’acétylcholinestérase

L’acide 5,5’- dithiobis (2-nitrobenzoique) (DTNB) présent dans le milieu réactionnel est
réduit par la thiocholine issue de I’hydrolyse enzymatique (figure 13), et libere le

thionitrobenzoate (TNB") qui absorbe a une longueur d’onde maximale de 414 nm.
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A partir de la variation de cette absorbance on peut déterminer 1’activité de I’enzyme.

s—< i}—No2 ‘
_N+
S, \N(\ + O)N S/ | _\>S S NO,
/ coor \s NO,
-00C
Ccoo"

COO”

Thiocholine DTNB TNB"

Figure 13. Réduction de DTNB par la thiocholine

III.  Activité antibactérienne

La résistance aux antibiotiques est un probleme qui continue a défier le secteur de la
santé. La découverte de nouveaux antibiotiques et de nouvelles stratégies thérapeutiques est
nécessaires pour relever ce défi. Les progres dans l'identification de nouvelles sources
d'antibiotiques naturels et l'expansion de la diversité chimique des antibiotiques fournissent

des pistes chimiques pour les nouveaux médicaments (Wright et Sutherland, 2007).

Les antibiotiques a base de plantes représentent une grande source inexploitée de
médicaments. Les antibactériens d'origine végétale ont un énorme potentiel thérapeutique. Les
infections humaines en particulier celles impliquant des micro-organismes: bactéries,
champignons ou virus, provoquent des infections graves dans les pays tropicaux et
subtropicaux du monde. En général, les bactéries ont la capacité génétique a transmettre et a
acquérir une résistance a des médicaments, qui sont utilisés comme agents thérapeutiques

(Girish et Satish, 2008).

L’évaluation de I’activité antibactérienne d’une plante peut étre réalisée par plusieurs
méthodes, parmi ces méthodes la technique la plus utilisée est la diffusion en milieu gélosé

« antibiogramme ».
II1.1. Technique de diffusion en milieu gélosé « antibiogramme »

Le test de sensibilité antibiogramme est avant tout un outil de décision thérapeutique en

classant les bactéries : sensibles, intermédiaires ou résistantes (Caron, 2012).

Dans cette méthode, des disques de 6mm de papier filtre sont imprégnés d’échantillon
puis déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé, en surface d’une

suspension bactérienne. La lecture des résultats se fait apres incubation a 37°C pendant 18h
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par la mesure de diametre de la zone d’inhibition (DZI) en millimetre de la croissance

bactérienne.

D’apres Ponce et al., (2003) et Moreira et al., (2005), le diametre de la zone d’inhibition

renseigne sur la sensibilité d’une bactérie donnée :

- Résistante : DZI < 8mm.
- Sensible : DZI =9-14 mm.
- Tres sensible : DZI = 15-19 mm.

- Extrémement sensible : DZI > 20 mm.
II1.2. Définition de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la concentration minimale d’un échantillon permettant d’inhiber la
croissance bactérienne apres un temps d’incubation de 18 a 24 h. Cette concentration est
déterminée par la méthode standardisé de macro-dilution NCCLS (National Commitee for
Clinical Laboratory Standards), elle consiste a disperser 1’agent antimicrobien en
concentration variable de facon homogene et stable dans le milieu de culture du germe

étudié (Allegrini et al.,1973).
II1.3. Les souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées sont 1’origine des infections (respiratoire, urinaire,
intestinales ...). Il existe deux types de germes : Cocci gram positif et Bacilles gram négatif.
3.1. Cocci gram positif

- Staphylococcus aurreus : responsable d’intoxications alimentaires.

- Enterococcus feacalis : habitant le tube digestif, elle peut causer des infections
mortelles.

3.2. Bacilles gram négatif

- Pseudomonas aeruginosa : responsable d’infections nosocomiales.

- Enterobacter aerogenes : responsable d’infections urinaire et nosocomiales.

- Klebsiella pneumoniae : responsable d’infections pulmonaires, urinaires ou
nosocomiales.

- Proteus mirabilis : responsable d’infections urinaires ou infections de plaie.

- Escherichia coli : entrainant des gastro-entérites, des infections urinaires, méningites

ou sepsis.
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Chapitre 1 Matériel végétal et méthodes
d’extraction, de s€paration et de purification

L. Biscutella raphanilfolia Poiret

I.1. Récolte et séchage de la plante
La plante endémique Biscutella raphanifolia a été récoltée en Mai 2009 dans la région
de Constantine. Le matériel végétal fraichement récolté est séché a 1’abri de la lumiere et de la

chaleur.

L.2. Extraction

Pour extraire des produits a partir d’une plante, il existe plusieurs techniques
d’extraction. Nous avons procédé la méthode la plus couramment utilisée soit la macération
dans un mélange alcool/eau.

1500¢g de la plante seche, sous forme de poudre, sont mis a macérer trois fois dans un
mélange méthanol/eau (80/20 : V/V) pendant 24heures. Les extraits obtenus sont concentrés
puis repris avec 600 ml d’eau distillée. Apres filtration, la solution obtenue est épuisée
successivement par 1’éther de pétrole, le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol.
Les phases organiques sont concentrées a sec sous pression réduite. On obtient 0.75 g de
I’extrait éther de pétrole (PEBR), 2.1 g de I’extrait dichlorométhane (DEBR), 3.4 g de
I’extrait acétate d’éthyle (EEBR), 30.5 g de I’extrait n-butanol (BEBR).

Les rendements d’extraction sont donnés dans le tableau 1.

Tableau 1. Rendements des extraits de Biscutella raphanifolia

Extrait PEBR DEBR EEBR BEBR

Rendement (%) 0.05 0.14 0.22 2.03

Le processus de I’extraction est résumé dans la figure 1.
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[ 1500g de plante séchée et pulvérisée ]

¢ Extraction
MeOH/H,0: 80/20
Extrait MeOH/H,0

e Concentration a sec
e Addition de H,O distillée (600 ml)
e Filtration

Phase aqueuse

e Extraction par I’éther de pétrole
Evaporation a sec (3 x 300 ml)

Extrait d’éther de pétrole
P Phase aqueuse

075 ¢g
Evaporation a sec ¢ Extraction par CH,Cl,
(3 x 300 ml)
Extrait CH,Cl, Phase aqueuse
21¢g
o e Extraction par AcOEt
Evaporation a sec (3 x 300 ml)
Extrait AcOEt Ph
34g ase aqueuse
e Extraction par n-butanol
Evaporation a sec (3 x 300 ml)
Extrait n-butanol Phase aqueuse
305¢g

Figure 1. Récapitulatif de I’extraction de Biscutella raphanifolia Poiret
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L.3. Traitement des extraits

La faible quantité de 1’extrait d’éther de pétrole et de I’extrait dichlorométhane ainsi que
la couleur rouge de ces deux extraits sous UV (254-365 nm) indiquent la présence abondante
de chlorophylle. Ceci nous a incités a renoncer a I’étude de ces deux extraits.

Les différents tests chromatographiques sur 1’extrait acétate d’éthyle et I’extrait n-

butanol montrent que 1’extrait n-butanol est le plus riche en composés.

L.4. Séparation et purification des composés de I’extrait n-butanol

15g de I’extrait n-butanol ont été fractionnés par chromatographie sur colonne de gel de
polyamide SCg (le poids de la phase stationnaire est trente fois le poids de 1’extrait). L’élution
est réalisée par un gradient de polarité du systeme toluene / méthanol. Des fractions de 200 ml
sont recueillies, leur suivi est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice.
L’examen de plaques CCM est réalisé sous lumiere UV a 254 nm et a 365 nm. Les fractions
de compositions similaires sont rassemblées et évaporées. 20 fractions ont été ainsi obtenues

(Tableau 2)

Tableau 2. Résultats de séparation par chromatographie sur colonne de polyamide SCq

de I’extrait n-butanol

Fractions NI ALLES SIS i ution Observations
fraction | % Toluene | % MeOH
1-77 F1 100-98-96 0-2-4
78-107 F2 92 8 Meélange de produits en tres faible
108-130 F3 88 12 quantité
131-168 F4 85 15
169-192 F5 80 20 Trainée
193-213 Fo 75 25 Mélange complexe
214-231 F7 70 30
232-249 F8 65 35
250-266 i 60 40 Mélange inséparable
267-283 F10 55 45
284-292 F11 50 50
293-298 F12 40 60 Mélange complexe
299-300 F13 40 60 Meélange séparable
J01-308 Fl4 40 60 Mélange complexe
309-312 F15 30 70
313-318 F16 30 70 Meélange séparable
319-323 F17 30 70
324-338 F18 20 80 Mélange complexe
339-353 F19 10 90
354-368 F20 0 100
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- Etude des fractions obtenues
L’étude chromatographique analytique sur couche mince de fractions obtenues a partir
de D’extrait n-butanol de Biscutella raphanifolia montre une présence d’un produit majoritaire
qui masque 1’observation d’autres produits.
Le poids important et la simplicité des fractions F13 et F16 nous a permis d’étudier ces

deux fractions jusqu’a la détermination structurale de principaux composés isolés.

I .4.1. Fractionnement de la fraction F13

La fraction F13 (403 mg) a été mise a chromatographier sur colonne de gel de silice en
phase et pression normale. On a utilisé le systeme isocratique AcOEt /MeOH/H,0 (8/1.5/0.5)
pour une bonne séparation. Des fractions de 25 ml ont été collectées et analysées par
chromatographie sur couche mince de gel de silice. Les résultats de cette séparation sont

présentés dans le tableau 3.

Tableau 3. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction F13

Nom de la

Fraction . Observations
fraction
1-7 13-1
8-13 13-2 Mélange de produits en tres faible quantité

14-18 13-4
19-22 13-5 Meélange séparable
23-29 13-6 Mélange complexe
30-35 13-7
4318:?12 } g:g Mélange séparable, faible quantité
48-53 13-10 Mélange complexe

La chromatographie sur couche mince de la sous fraction 13-5 montre un composé
majoritaire sur des plaques préparatives de gel de silice éluées avec le systeme
AcOEt/MeOH/H,0 (8/1/1) pour donner 25 mg du produit A23.

La fraction 13-8 a subi une séparation sur colonne de gel de silice, avec un systeme
isocratique d’élution AcOEt/MeOH/H,O (7/1.5/0.5). Deux fractions intéressantes ont été
obtenues F13-8-5 et F13-8-6.

Par chromatographie sur colonne de gel de silice avec un systeme isocratique d’élution
AcOEt/MeOH/H,0 (7/2/0.5), nous avons pu séparer un produit pur A4.

La figure 3 montre les différentes étapes de séparation et de purification de F13.
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F13

* CC (Silice) (AcCOEYMeOH/H20)
! (8/1/0.5)

. e

e CCM préparatives (Silice) e CC (Silice) (AcOEt/MeOH/H,0)
(AcOEt/MeOH/H,0) $ (7/1/0.5)
(7/2/0.5)
A23
25 mg v v
F13-8-5 F13-8-6
CC (Silice) (AcOEt/MeOH/H,0)
! (7/2/0.5) !

\4

A4
17 mg

Figure 2. Fractionnement et purification de la fraction F13

1.4.2. Fractionnement de la fraction F16

Nous avons procédé a une séparation sur colonne de gel de silice avec le systeme
isocratique d’élution AcOEt/MeOH/H,0 (8/1/0.5). Des fractions de 25 ml ont été collectées.
Le tableau 4 montre les résultats de cette colonne apres regroupement des fractions selon les
tests chromatographiques sur couche mince.

Tableau 4. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de gel de silice de la

fraction F16
Fraction | Nom de la fraction Observations
é:g Eig: ; Mélange de produits en faible quantité

9-11 F16-3 Meélange séparable

12-15 F16-4 Mélange complexe

16-24 F16-5

25-30 F16-6 Meélange séparable

31-33 F16-7

34-38 F16-8 Trainée

39-42 F16-9
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La présence d’un méme produit majoritaire dans ces fractions inhibe le processus de la
séparation.

Nous avons procédé a des séparations sur colonnes de gel de silice avec différents
systemes isocratique d’élution (AcOEt/MeOH/H,0) (Figure 3) pour obtenir deux produis purs
Al6, et C9.

10 Silice

Silice ilice
CC (8/1/0.5 v CC (7/2/0.5)

o Silice F16-7-4
l' Silice CC (7/1/0.5) e Silice
CC (7/1/0.5) y CC (7/2/0.5)
Al6 @
17 mo Silice 4

l CC (7/2/0.5)

()
14 mo
Figure 3. Fractionnement et isolement de la fraction F16

Conclusion
L’étude chromatographique de I’extrait n-butanol s’est avérée étre compliquée suite a
la présence d’un produit majoritaire.

Par conséquent, nous avons pu isoler quatre produits purs A23, A4, A16 et C9.
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1. Zilla macroptera

II.1. Récolte et séchage
La plante endémique Zilla macroptera a été récoltée au mois de Mars de 1’année 2011
dans la région de Ghardaia. Le matériel végétal fraichement récolté est séché a 1’abri de la

lumiere et de la chaleur, puis coupé en petits morceaux.

I1.2. Extraction

Nous avons procédé a I’extraction de 2000g des parties aérienne de la plante seche et
coupée en petits morceaux par macération a froid trois fois dans le chloroforme pendant 24
heures, la solution obtenue a été filtrée puis concentrée a sec pour obtenir I’extrait
chloroformique.

La plante traitée par le chloroforme a été reprise par un mélange éthanol/eau (80/20 :
V/V) 3x24 heures. Les solutions résultantes sont filtrées puis concentrées. L’extrait obtenu est
additionné d’eau distillée puis filtré pour obtenir la phase aqueuse. Cette dernieére subit une
extraction liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencgant par
I’éther de pétrole, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle, et le n-butanol. Les phases organiques
sont concentrées a sec pour donner les différents extraits destinés a notre étude.

Le tableau 5 montre les rendements d’extraction.

Tableau 5. Rendements des extraits de Zilla macroptera

Ether de Acétate
Extrait Chloroforme Chloroforme n-butanol
pétrole d’éthyle
Poids (g) 23.5 0.8 1.3 10.5 80
Rendement (%) 1.17 0.04 0.07 0.52 4.00

Le processus d’extraction est résumé dans la figure 4.
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[ 2000g de plante séchée et coupée ]

e Macération dans CHCl3
o Filtration

@ Plante traitée

e Concentration a sec
e Macération dans éthanol/H,O
(80/20)

Extrait CHCl; e Filtration

235¢g ¢ Concentration

Extrait brut
[ 369.1¢ ]
¢ Ajout de H,O distillée
+e Filtration

e Extraction par I’éther de pétrole

Evaporation a secl l

Extrait éther de pétrole Phase aqueuse

0.8 g e Extraction par le chloroforme

Evaporation a secl

v

M Extrait CHCl;

e Extraction par I’acétate d’éthyle 13g

Evaporation a secl l

Extrait AcOEt M

105¢ e Extraction par le n-butanol
Evaporation a secl l
Extrait n-butanol M
80¢g

Figure 4. Récapitulatif de 1’extraction de Zilla macroptera
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I1.3. Traitement des extraits
Apres la réalisation d’une étude chromatographique analytique par CLHP sur les
différents extraits nous avons choisi I’extrait n-butanol pour faire la séparation et

I’identification de produits.

I1.4. Séparation et purification des composés de I’extrait n-butanol

Une étude chromatographique analytique par CLHP a été réalisée sur cet extrait en
utilisant différentes colonnes éluées par différents systémes pour mettre au point les
meilleures conditions de séparation.

Le chromatogramme représenté dans la figure 5 montre la richesse de cet extrait en
composés, en utilisant une colonne de phenylhexyle éluée par un systeme binaire (H,O+0.1%
TFA/acétonitrile) (voir le tableau 6) et une détection UV avec des valeurs de Ag.x = 205, 254,
et 280 nm.

Tableau 6. Conditions chromatographiques d’élution

Temps (min) | Débit (ml/min) % HO+TFA % ACN Systeme
1 0,80 90,0 10,0 Isocratique
2 5,00 0,80 90,0 10,0 Polarité croissante
3 35,00 0,80 0,0 100,0 Polarité croissante
4 45,00 0,80 90,0 10,0 Isocratique
|‘ ”.N.f"” b m’
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Chromatogramme enregistré a 213 nm
Chromatogramme enregistré a 205 nm
Chromatogramme enregistré a 254 nm
Chromatogramme enregistré a 280 nm

Figure 5. Chromatogramme de 1’extrait n-butanol
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I1.4.1. Séparation chromatographique sur colonne

2 g de I’extrait n-butanol sont dissous dans le méthanol puis additionnés a quelques
grammes de gel silice diol puis évaporé a sec afin d’obtenir un solide sous forme de poudre.
Ce dernier est déposé sur une colonne de gel de silice greffé diol préparée dans le
cyclohexane. L’€lution est réalisée par un gradient de polarit¢ du type
Cyclohexane/AcOEt/MeOH. Des fractions de 50 ml sont recueillies et analysées par CLHP.

Les résultats de la progression de cette colonne sont rassemblés dans le tableau 7.

Tableau 7. Résultats de la chromatographie sur colonne de 1’extrait n-butanol

Nom de la Systeme €luant Poids (mg)
fraction % Cyclohexane % AcOEt % MeOH
25.59
Kl 100 0 0 (Précipité)
F1 bis 100 0 0 2.29
F2 50 50 0 2.17
F2 bis 50 50 0 2.55
F3 0 100 0 3.16 (pur)
F3 bis 0 100 0 43.99
F4 0 95 5 8.34
F4 bis 0 95 5 17.17
F5 0 90 10 33.36 (pur)
F5 bis 0 90 10 39.78
F6 0 80 20 81.06
F6 bis 0 80 20 205.07
F7 0 50 50 310.90
F7 bis 0 50 50 637.86
F8 0 0 100 119.37
F8 bis 0 0 100 35.18

I1.4.2. Analyse des fractions de I’extrait n-butanol
Les fractions obtenues sont analysées par CLHP pour regrouper les fractions similaires,
et déterminer les fractions jugées importantes en poids ayant une composition peu complexe.

Nous avons procédé a la séparation de I’ensemble de fractions F6, F6 bis, et F7 (597 mg).

11.4.3. Etude de la fraction F6-F6bis-F7
La fraction F6-F6bis-F7 a été soumise a une chromatographie par CLHP en utilisant les
conditions chromatographiques suivantes :
v Colonne semi-préparative de phenylhexyl.
v" Eluant : HHO+TFA/ACN (tableau 8).
v' La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).
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v Le volume injecté : 100ul.
v Longueur d’onde de séparation A= 213 nm.

Les résultats de cette opération sont regroupés dans le tableau 9.

Tableau 8. Condition chromatographique d’élution

Temps (min) | Débit (ml/min) | % H,O+TFA | % ACN
1 3,00 77,0 23,0
2 5,00 3,00 77,0 23,0
3 20,00 3,00 10,0 90,0
4 25,00 3,00 77,0 23,0

f R (R S ‘-'\--_,_____--________Ig‘

|III|III|III| I|III|III|III| II|III
12,00 14,00 15,00 1800 2000 2200 240C 2600 2800 30,00

Minutes

T v T
€,00 10,00

Chromatogramme enregistré a 213 nm

Chromatogramme enregistré a 254 nm
Chromatogramme enregistré a 280 nm

Figure 6. Chromatogramme de 1’extrait n-butanol

Tableau 9. Résultats de la séparation de la fraction F6-F6bis-F7

Nom d
OPI?C © P, P, P; P, Ps Pspis Ps Pébis P,
Poids | 21571 462 | 4599 | 098 | 139 | 2044 | 1948 | 102.86 | 2.98
(mg) (pur)

Cette séparation nous a permis d’obtenir un produit pur F6-F6bis-F7-P5.
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I1.4.3.a. Fractionnement de la fraction F6-Fé6bis-F7-P3

La fraction F6-F6bis-F7-P; a été chromatographiée par CLHP dans les conditions suivantes :

v Colonne semi-préparative de phenylhexyle.

v Systeme d’élution isocratique : 35% H,0/65% MeOH.
v" La concentration de la fraction : 10 mg/ml.

v Le volume injecté : 100ul.

v" Débit : 3 ml/min

v Longueur d’onde de séparation A= 213 nm.

Les résultats de cette opération sont regroupés dans le tableau 10.
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Figure 7. Chromatogramme de 1’extrait n-butanol
Tableau 10. Résultats de séparation de la fraction F6-F6bis-F7-P;

No:il cde P5-Py P5-P; P5-P; P3-P4 P3-Ps P5-Pg
Poids .18 7.69 5.23 7.95 7.25 7.20
(mg)

Remarque / PUR PUR Repurification PUR PUR
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» Repurification de F6-F6bis-F7-P;-P,
Nous avons procédé a la repurification de F6-F6bis-F7-P3-P4 par CLHP dans les

conditions chromatographiques suivantes :

v" Colonne semi-préparative C18.

v Systeme d’élution isocratique : 65% H,0/35% MeOH.
v’ La concentration de la fraction : 10 mg/ml.

v Le volume injecté : 55ul.

v Débit : 3 ml/min

v Longueur d’onde de séparation A= 213 nm.

Cette opération nous a permis d’obtenir deux produits purs F6-F6bis-F7-P3-P4-P; (1 mg)

et F6-F6bis-F7-P3-P4-P, (1mg) (voir figure 8).
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Figure 8. Chromatogramme de repurification de la fraction F6-F6bis-F7-P3-Py

11.4.3.b. Fractionnement de la fraction F6-Fé6bis-F7-P;

Afin de

séparer les différents pics de cette fraction nous avons utilisé les conditions

chromatographiques suivantes :

v

DN N N N

Colonne semi-préparative de phenylhexyle.

Systeme d’élution isocratique : 75% H,0/25% MeOH.
La concentration de la fraction : 10 mg/ml.

Le volume injecté : 100ul.

Débit : 3 ml/min

Longueur d’onde de séparation A= 213 nm.
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La figure 9 montre le chromatogramme de cette séparation

représentées dans le tableau 11.

et les fractions récoltées sont
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Figure 9. Chromatogramme de la fraction F6-F6bis-F7-P,

Tableau 11. Résultats de la séparation de la fraction F6-F6bis-F7-P

Nom de la fraction Poids (mg) Observations
P-P, 3.48 Repurification
Py-P, 2.57 Meélange
P;-P; 2.21 PUR
P;-Py 2.25

Meélange
P,-Ps 3.33
Py-Pg 3.95 Repurification
P,-P; 2.89

Meélange
P,-Pg 3.77
P;-Py 1.50 PUR
Pi-Pio 1.52

Meélange
Pi-Pyy 0.91
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» Repurification de F6-F6bis-F7-P;-P;
La fraction F6-F6bis-F7-P;-P; montre en chromatogramme (voir figure 10) trois pics,
elle a été chromatografiée par CLHP dans les conditions suivantes :
v" Colonne semi-préparative C18.
Systeme d’élution isocratique : 90% H,0/10% MeOH.
La concentration de la fraction : 2 mg/ml.

Le volume injecté : 50ul.

D N N NN

Débit : 3 ml/min

v Longueur d’onde de séparation A= 213 nm.
Deux produits purs F6-F6bis-F7-P;-P;-; et F6-F6bis-F7-P-P;-, ont été isolés (voir tableau
12).
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Figure 10. Chromatogramme de la fraction F6-F6bis-F7-P-P,

Tableau 12. Résultats de la séparation de la fraction F6-F6bis-F7-P;-P;

Nom de la fraction

Pi-P14 Pi-Pi> Pi-Pi3
Poids (mg) 1.1 0.8 1.3
Observations PUR PUR Non pur
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» Repurification de F6-F6bis-F7-P;-Pg

La fraction F6-F6bis-F7-P;-Pg est soumise a une chromatographie par CLHP dans les

conditions suivante :
v" Colonne semi-préparative C18.
v’ Systeme d’élution isocratique : 83% H,0/17% MeOH.
v La concentration de la fraction : 3 mg/ml.
v Le volume injecté : 100ul.
v Débit : 3 ml/min
v Longueur d’onde de séparation A= 213 nm.

Ainsi trois pics ont été récoltés (voir figure 11) dont un produit pur (voir tableau 13).
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Figure 11. Chromatogramme de la fraction F6-F6bis-F7-P;-Pg

Tableau 13. Résultats de la repurification de la fraction F6-F6bis-F7-P;-Pg
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Nom de la fraction P;-Pg Pi-Ps2 P1-Pe3
Poids (mg) 1.0 1.1 1.3
Observations Non pur PUR Non pur
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Le fractionnement et 1’isolement des métabolites secondaires de 1’extrait n-butanol de

I’espece Zilla macroptera (voir figure 12), nous a permis d’isoler 15 produits purs.

La faible quantit¢é de quelques produits nous a empéché de faire 1’identification

structurales.

Extrait n-butanol
2g

Fractionnement sur colonne de gel de silice diol

bbb

l

Voo

Fractionnement par CLHP‘{

T 1]
RS RO

Py

o

Y
T T

ﬂ P3-P1

P3-P2 /\ P3-P3

P3-P4 P3-P5 P3-P6
Pur
v

igure 12. Récapitulatif sur le traitement de 1’extrait butanolique de Zilla macroptera
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II1. Les huiles essentielles

II1.1. Hydrodistillation des I’huiles essentielles
On a utilisé I’hydrodistillation dans un Clevenger, durant 3 heures pour extraire 1’huile

essentielle de la partie aérienne fraiche de la plante.
II1.2. Analyse GC et GC/MS

II1.2.1. Analyse GC

L'analyse GC a été réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse Varian CP3800
équipé d'une colonne VF5-MS réticulé (30 m x 0,25 mm, épaisseur de film de 0,25 pm). La
température du four a été programmée comme isotherme a 60°C pendant 5 min, puis a 275°C
par une vitesse de 5°C / min et maintenue a cette température pendant 5 min. L'hélium est

utilis€ comme gaz vecteur a un débit de 1 ml / min.

I11.2.2. Analyse GC/MS
L’analyse GC / MS a été réalisée a l'aide d'un GC couplé a un détecteur sélectif de

masse Saturn 2200. Les conditions opératoires sont les mémes que pour la GC analytique. Les
parametres d'exploitation MS étaient les suivants:

e 0,1 uL de I’huile essentielle a ét€¢ mélangé avec de 1'éther diéthylique (40%).

¢ Le potentiel d'ionisation : 70 ev.

e Courant d'ionisation : 2 A.

¢ Température de trappe d’ion : 200 ° C.

® Résolution : 1000.

e Tempsdescan:3s.

Bande de scan de 40 a 400 u.

rapport de split : 01:50.
e vitesse linéaire : 30,0 cm / s.
Les pourcentages relatifs aux composés identifiés ont été calculés a partir de la GC par

intégrateur informatisé.
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I11.2.3. Identification des composants

Les composants d'huiles essentielles ont été identifiés en fonction de leurs indices de
rétention (RI) (déterminé par référence a une série homologue d'alcanes normaux), et par
comparaison de leurs modeles de fragmentation de spectrométrie de masse avec ceux
rapportés dans la littérature (Adams, 2007 ; Mclafferty et Stauffer, 1991 ; Swigar et
Silverstein, 1981).
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Chapitre 11 Activités biologiques

I. Activité antioxidante
L’activité antioxydante des extraits a été testé par quatre méthodes : radical libre DPPH,

ABTS™, Métal chélation et CUPRAC.

L.1. Activité antiradicalaire DPPH
Le principe de cette méthode est de mesurer la capacité d’inhibition du radical stable

1,1-Diphényl-2-Picrylhydrazyl ou DPPH (Figure 1) selon la méthode de Blois (1958).

Q ox on Q o o-
N—N’ NO, . © S N_ITI NO, +
H
O,N O,N

DPPH phénol diphénylpicrylhydrazine phénoxy

Figure 1 : Inhibition du DPPH par un phénol

Le dosage spectrophotométique a été effectué dans des microplaques de 96 puits. On
utilise le radical stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) comme réactif, 40 ul de
différentes concentrations des extraits ont été ajoutés a 160 ul de solution de 0.4 mM de
DPPH dans MeOH. Apres une période d’incubation de 30 min a I’obscurité et a température
ambiante, I’absorbance a été lue contre un blanc (MeOH) a 517 nm.

Les résultats ont été enregistrés en termes de pourcentage d’inhibition (I %) selon la
réaction suivante :

1% = (ABlanc — AExtrait / ABlanc) X 100
Ou:
Aganc €st I’absorbance de la réaction témoin contenant tous les réactifs a I’exception de
I'extrait.
Agxmaic €St I’absorbance de la réaction contenant de 1’ extrait.

Les résultats sont la moyenne des analyses en friplicata, ils ont été enregistrés en
moyenne + écart type. La concentration d’extrait fournissant 50% d’activité de piégeage des
radicaux (ICsp) a été calculée a partir du graphique de DPPH.

Le BHA et le a-tocophérol ont été utilis€és comme des normes antioxydantes pour la

comparaison de I’activité antioxydante de nos extraits.
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1.2. Essai de décoloration de radical cation ABTS™

L’analyse spectrophotométrique ABTS™ a été déterminée selon la méthode de Re et
al.(1999). Le radical ABTS™ a ét€ produit par la réaction entre 7 mM d’ABTS dans H,O et
2.45 mM de persulfate de potassium, le mélange a été stocké dans 1’obscurité a température
ambiante pendant 12h.

L’oxydation d’ABTS a commencé immédiatement mais I’absorbance n’était pas stable
avant 6h de temps.

Avant I'utilisation du radical ABTS™, la solution a été diluée par I’éthanol jusqu’a
I’obtention d’une absorbance de 0.708 £+ 0.025 a 734 nm. Ensuite, 160 ul de la solution
d’ABTS™ on été ajoutés a 40ul de la solution de I’extrait dans I’éthanol a différentes
concentrations.

Apres 10 min, I’absorbance a été mesurée a 734 nm, en utilisant un lecteur de
microplaques de 96 puits. Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chaque
concentration par rapport a l’absorbance du blanc (EtOH). La capacité de piégeage de
I’ABTS™ a été calculée selon la réaction suivante :

La capacité de piégeage de I’ ABTS™ = (Acontrole — AExtrait / Acontrole) X 100
®  Acontole €St I’absorbance de la concentration initiale I’ ABTS ™
®  Agumic est I'absorbance de la concentration résiduelle de ’ABTS™ en présence de
I’extrait
Le BHA et le a-tocophérol ont été utilis€és comme des normes antioxydantes pour la

comparaison de I’activité de nos extraits.

1.3. La réduction cuprique (CUPRAC)

L’activité antioxydante par réduction cuprique des extraits a été déterminée par la
méthode CUPRAC (Apak et al., 2004). Pour chaque unité d’une plaque de 96 unités des
solutions ont été ajoutées: 50 ul de Cu(Il) (10 mM), 50 ul de neocuproine (7.5 mM), 60 ul de
tampon NH4Ac (1 M, pH =7), et 40 ul de I’extrait a différentes concentrations.

Apres une heure du temps et a I’aide d’un lecteur de microplaques, 1’absorbance a été

enregistrée contre un blanc a 450 nm.
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1.4. Chélation des ions ferreux

L activité de chélation des ions Fe’" a été mesurée en utilisant le Ferrin (Decker et
Welch, 1990).
La solution des extraits a différentes concentrations (40 ul) a été ajoutée a: 40 ul EtOH,
40 ul FeCl, (0.2 mM) et 80 ul ferene (0.5 mM). L’absorbance a été mesurée apres 10 min a
562 nm. L activité de métal chélation a été calculée selon I’équation suivante:
Activité de métal chélation (%) = (Acontrole — AExtrait / Acontrole) X 100
®  Acontole €St ’absorbance de 1’échantillon dépourvu de I’extrait
®  Agxmit €St I’absorbance de I’échantillon en présence de I’extrait
L’EDTA a été utilis€é comme un standard antioxydant pour la comparaison de I’activité

de nos extraits.

I1. Activité anticholinestérase

Les activités inhibitrices de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) ont été mesurées en modifiant Iégerement la méthode spectrophotométrique d’Ellman

et al. (1961).

Les enzymes AChE de I’anguille électrique et BChE de sérum de cheval ont été utilisés,
tandis que I'iodure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été utilisés
comme substrats de la réaction (AChE et BChE respectivement) avec 1’acide 5,5’-dithio-bis

2-nitrobenzoique (DTNB), pour la mesure de 1’activité anticholinestérase.

Brievement, pour mesurer 1’activité inhibitrice AChE, un mélange de: 130 pl du tampon
de phosphate de sodium (100 mM, pH = 8), 10 ul de I’extrait a différentes concentrations, et
20 ul de I’enzyme AChE (5.32 x 107 U), ont été incubés pendant 15 min a 25°C, puis 20 pl
de DTNB (0.5 mM) ont été ajoutés. La réaction est ensuite initiée par 1’addition de 20 ul
d’iodure d’acétylthiocholine (0.71 mM).

L’analyse de I’activité inhibitrice BChE a été déterminée suivant les mémes étapes de
celles de I’AChE, en utilisant I’enzyme BChE (6.85 x 10° U) et le substrat chlorure
butyrylthiocholine (0.2 mM).

L’hydrolyse de ces substrats a été surveillée par spectrophotométrie de la coloration

jaune de 5-thio-2-nitrobenzoate formé par la réaction de DTNB avec la thiocholine, libérée
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par 1’hydrolyse enzymatique de I'iodure d’acétylthiocholine ou de chlorure de

butyrylthiocholine.

L’absorbance a été mesurée a 1’aide d’un lecteur de microplaque a une longueur d’onde

de 412 nm.

Le pourcentage d’inhibition des enzymes AChE ou BChE a été déterminé par
comparaison de la réaction de 1’échantillon comportant 1’extrait par rapport a 1I’échantillon a

blanc (EtOH dans du tampon phosphate pH = 8) a I’aide de la formule suivante:
I (%)= (E-S)/Ex 100

E : I’activité de ’enzyme sans extrait

S : I’activité de I’enzyme a la présence de I’extrait

Les expériences ont été réalisées en triplicata, et la galantamine a été utilisée somme

composé de référence.

II1. Activité antibactérienne

I11.1. Microorganismes testés
a)  L'étude de l'activité antibactérienne (Bauer er al., 1966; NCCLS, 1993) des extraits a été
effectuée selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé « antibiogramme », vis-a-vis cinq
pathovars d'Escherichia coli:

E. coli Entérotoxigenique (ECET) ATCC 1493.

E. coli Entéropathogenique (ECEP) ATCC 2348.

E. coli Entérohemorrhagique (ECEH) ATCC HB 101.

E. coli Entéroinvasive (ECEI) ATCC LT 10407.

E. coli Entéroaggregative (ECEA).

Et trois souches bactériennes a gram positif et a gram négatif.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (cocci Gram positif).
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (bacille Gram négatif).
Enterococcus feacalis ATCC 29212 (cocci Gram positif).

N

Les résultats sont comparés a ceux des antibiotiques contrdles : Ceftazidime 30ug
(CAZ), Cefamandole 30ug (MA), Amoxicilline + Acide clavulonique 20/10ug (AMC) et
Gentamycine 500ug (10UI) (GM).
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b) Les huiles essentielles ont été utilisées individuellement contre une variété de
bactéries, notamment Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et
Streptococcus a-hémolytique. Les souches de référence ont été obtenues a partir de 1'Institut
Pasteur (Alger). Les autres souches de I'hdpital (SH) proviennent du laboratoire de

bactériologie, Hopital Benbadis, Constantine, en utilisant des méthodes classiques.

II1.2. Les tests de sensibilité

La sensibilité des souches bactériennes a été étudiée en utilisant la méthode de diffusion
sur disque et en comparant leurs zones d'inhibition de I'antibiogramme a ceux rapportés par le
NCCLS.

Des disques contenant I'huile essentielle fraichement préparés ont été utilisés pour des
essais d'activité antibactérienne. Les diamétres des zones d'inhibition (ZDI) ont été mesurés et
comparés avec celles suggérés par le NCCLS (P sensible > 15 mm).

La sensibilité des souches a l'huile essentielle a été évaluée par la méthode de dilution
en gélose; différentes concentrations de l'huile essentielle ont ét€ inclus dans des boites de
gélose Mueller-Hinton (MIC sensible < 32 ug / ml). Les plaques d'agar ont été préparées et
inoculés avec une suspension bactérienne. Apres incubation a 37°C pendant 18-24 h, des
zones d'inhibition ont ét€ mesurées (les essais ont été effectués en triple). CMI des huiles

essentielles ont également été déterminées par une méthode de dilution en gélose.
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Chapitre 1 Etude phytochimique de I’espece

Biscutella raphanifolia Poiret.

I. Elucidation structurale des composés isolés

Les structures des produits isolés ont été établies par la combinaison des données de

RMN 'H, RMN "*C mono- et bidimensionnelle, des expériences de la spectrophotométrie

d’absorption ultraviolette et de I’hydrolyse acide ont été nécessaires.

I.1. Le produit A4

La fluorescence violette sous lumiere de Wood suggere un squelette probable d’une

flavone ou d’un flavonol substitué en position 3.

Les valeurs du Ry sont calculées sur une plaque de gel de polyamide. La valeur du Ry
= (.22 dans le systeme organique (Toluene/ MEC/ MeOH : 4/ 3/ 3) et Ry = 0.26 dans
le systtme aqueux (H,O/ MeOH/ MEC/ Acétylacétone : 13/ 3/ 3/ 1), indiquent que le
produit A4 est un glycoside.

L’€lucidation structurale d’un composé€ flavonique peut nécessiter des analyses par

spectrophotométrie UV a I’aide de réactifs (Tableau 1) (Markham, 1982 ; Mabry et al., 1970).

Le maximum d’absorption (Ay.x) de la bande I a 353 nm, dans le spectre enregistré
dans MeOH, oriente vers un squelette probable d’une flavone ou d’un flavonol
substitué en position 3.

L’addition de NaOH, provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AL =
+51 nm), avec augmentation de I’intensité lumineuse par rapport au spectre enregistré
dans MeOH, révele la présence d’un OH libre en position 4’. Sur le méme spectre, on
observe une apparition d’une nouvelle bande a 331 nm, indiquant la présence d’un OH
libre en position 7, ce qui est confirmé par le déplacement bathochrome de la bande 11
(+14 nm) apres 1’addition de NaOAc par rapport au spectre enregistré dans le MeOH.
Le déplacement bathochrome de la bande I (AA = +23 nm) dans le spectre enregistré
dans le milieu AICI;+HCI, comparativement a celui enregistré dans MeOH, indique la

présence d’un OH libre en position 5.
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— L’addition de H3BO;, a la solution de MeOH+NaOAc provoque un déplacement

bathochrome de la bande I (+18 nm), indiquant la présence d’un systeme 3’-4’ orth di-

OH sur le cycle B, cela est confirmé par le déplacement hypsochrome de la bande I

(AN = -38 nm), en comparant les spectres enregistrés dans AlCl; et AICI;+HCI.

Tableau 1. Données spectrales UV du composé A4

. . Q\'max (nm)
Réactifs
Bande I | Autres bandes | Bande II Interprétation
Flavone ou flavonol substitué
MeOH 353 - 257 -
en position 3
OH libre en position 4’
+ NaOH 404 331 272
OH libre en position 7
AlICI; 414 300 273 OH libre en position 5
Existence d’un systéme ortho
AICl; + HC1 376 359 269
3’,4’- di-OH sur le cycle B
NaOAc 363 - 271 OH libre en position 7
Existence d’un systéme ortho
NaOAc+H3;BO; 371 - 262

3’,4’- di-OH sur le cycle B

Les observations ci-dessus permettent de proposer une premiere hypothese structurale :

flavone ou flavonol substitué en position 3, comportant des groupements OH dans les

positions 5,7, 3’ et 4.

Le spectre RMN lH, enregistré dans DMSO-dg 2 400 MHz (figures 1 et 2) montre la

présence de :
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Un doublet d’intégration 1H a 6 = 7.74 ppm avec une constante de couplage J =
2.0 Hz, caractéristique d’un couplage méta attribuable a un proton en position
2.

Un doublet dédoublé d’intégration 1H a 6 = 7.49 ppm (J = 8.4; 2.0 Hz)
attribuable a un proton en position 6’.

Un doublet d’intégration 1H a 6 = 6.77 ppm et J = 8.4 Hz attribuable a un proton
en position 5.

Un doublet d’intégration 1H a 6 = 6.29 ppm avec une constante de couplage J =
2.0 Hz caractéristique d’un couplage méta attribuable a un proton en position 8.
Un doublet d’intégration 1H a 6 = 6.10 ppm avec une constante de couplage J =
2.0 Hz caractéristique d’un couplage méta attribuable a un proton en position 6.
Un doublet d’intégration 1H a 6 = 5.06 ppm avec une constante de couplage J =
7.6 Hz caractéristique d’un proton anomérique du sucre H-1"".

Dans I’intervalle de & = 3.00 — 4.00 ppm, on trouve les signaux des protons d’un

sucre.

L’ensemble de ces données (tableau 2) nous a permis d’attribuer 5 protons dans les

positions 2, 5’, 6’, 6, 8 et un proton anomérique H1"’.

Tableau 2. Données RMN 'H du produit A4 (DMSO-d6, 400 MHz)

o (ppm) Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution

6.10 1H d 2.0 H-6

6.29 IH d 2.0 H-8

7.74 1H d 2.0 H-2’

6.77 1H d 8.4 H-5’

7.49 1H dd 8.4;2.0 H-6’

5.06 IH d 7.6 H-1”

3-4 6H m - Protons du sucre
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Figure 2. Spectre RMN 'H étalé du produit A4 (DMSO-d6, 400 MHz)
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L’hydrolyse acide de ce composé a libéré le glucose comme sucre identifié par
cochromatographie en présence d’oses standards (figure 3). L’aglycone obtenue donne une
fluorescence jaune sous lumiere UV indiquant I’obtention d’un flavonol, ce qui confirme une

jonction sucre aglycone en position 3.
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Figure 3. Plaque CCM de I’hydrolyse acide du composé A4

Les différentes données spectroscopiques permettent d'identifier la structure du

composé A4 (Touafek et al., 2011) :

Quercétine 3-O-f-D-glucoside

L.2. Le produit A23
Le produit A23 se présente sous forme d’un solide jaune soluble dans MeOH, il a une
fluorescence violette sous lumiere de Wood caractéristique d’un squelette probable d’une

flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

Le comportement chromatographique est indiqué par les valeurs du Ry calculées sur plaque de
gel de polyamide dans les deux systemes :

1. Ry=0.2 (Toluene/ MEC/ MeOH: 4/ 3/ 3).

2. Ry=0.31(H,O/ MeOH/ MEC/ AcAc: 13/ 3/ 3/ 1).

Les spectres UV enregistrés dans différents milieux (Tableau 3) ont conduit aux

observations suivantes :
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Un squelette probable d’une flavone ou d’un flavonol, suggéré par 1'observation de
deux bandes d'absorption dans le spectre enregistré dans MeOH, 1'une a A, = 358
nm et I'autre a Ay =257 nm.

L'addition de NaOH induit un effet bathochrome de la bande I (AL = +48 nm) avec
augmentation d’intensité par rapport au spectre enregistré dans MeOH, indiquant la
présence d'un OH libre en position 4' sur le cycle B. Sur le méme spectre, 1’apparition
d’une nouvelle bande a 331 nm est révélatrice de la présence d'un OH libre en 7; ce
qui est confirmé par le déplacement bathochrome de la bande II, apres addition de
NaOAc (AL = +13 nm), par rapport au spectre enregistré dans MeOH.

L'effet hypsochrome de la bande I (AL = - 35 nm), observé en comparant les spectres
AICl; et AICI;+HCI suggere la présence d'un systeme ortho 3°,4’-dihydroxyle sur le
cycle B, Cette hypothese est confirmée par 1'effet bathochrome (AL = +22 nm) de la
méme bande dans le spectre obtenu apres addition de NaOAc + H3;BOj par rapport au
spectre enregistré dans MeOH.

L'effet bathochrome de la bande I (AAL = 66 nm), observé apres addition de AlICl; +

HCI a la solution neutre indique la présence d'un OH libre en 5.

Tableau 3. Données spectrales UV du composé A23

. . )\'max (nm)
Réactifs
Bande I | Autres bandes | Bande 11 Interprétation
Flavone ou flavonol substitué
MeOH 358 - 257 .
en position 3
OH libre en position 4’
+ NaOH 406 331 272
OH libre en position 7
AlICI; 433 - 274 OH libre en position 5
Existence d’un systeme ortho
AlICL; + HCI 398 - 275
di-OH sur le cycle B
NaOAc 368 - 270 OH libre en position 7
Existence d’un systeme ortho
NaOAc + H3BO3 380 = 264
di-OH sur le cycle B
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Ces données permettent de proposer une structure partielle d’une: flavone ou d’un
flavonol substitué(e) en position 3, comportant des groupements OH dans les positions 5, 7,

3etd.

L’analyse du spectre RMN 'H enregistré dans CD;OD a 400 MHz (figures 4 et 5)
montre:
e Un doublet d’intégration 1H a 7.72 ppm avec une constante de couplage 2.2 Hz
caractéristique d’un couplage méta attribuable a un proton en position 2’.
e Un doublet dédoublé d’intégration 1H a 7.60 ppm (/ = 85; 2.2 Hz),
caractéristique d’un proton en couplage ortho et méta, en position 6’.
e Un doublet d’intégration 1H a 6.89 ppm et J = 8.5 Hz, caractéristique d’un
couplage ortho, correspondant a un proton en position 5°.
¢ Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6.41 ppm avec une
constante de couplage 2.1 Hz, caractéristique d’un couplage méta attribuable a
un proton en position 8, et le second a 6.22 ppm avec une constante de couplage
2.1 Hz, caractéristique d’un couplage méta, attribuable a un proton en position 6.
¢ Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 5.32 ppm et le second a
4.62 ppm avec J = 7.7 ; 7.8 Hz respectivement, caractéristiques de deux protons
anomériques H-1"", H-1""".
¢ Dans I'intervalle de 6 = 3.20 — 4.00 ppm, on trouve les signaux des protons de
deux sucres.
L’ensemble des données du spectre RMN 'H de produit A23 (le tableau 4) nous a
permis d’attribuer 7 protons dont deux protons anomériques H1’’, H1’*” correspondant aux

deux sucres.
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Tableau 4. Données RMN 'H du produit A23 (CD5;0D, 400 MHz)

o (ppm) Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution
6.22 1H d 2.1 H-6
6.41 IH d 2.1 H-8
7.72 1H d 22 H-2’
6.89 1H d 8.5 H-5
7.60 1H dd 8.5;2.2 H-6
5.32 IH d 7.7 H-1”
3.71 1H dd 7.8;9.0 H-2”
3.65 1H t 9.1 H-3”
3.51 1H t 9.1 H-4>
3.38 IH / / H-5”
3.76 1H dd 22;11.7 Ha-6"’
3.63 1H dd 6.2;11.9 Hb-6”
4.62 1H d 7.8 H-1""
3.30 IH dd 5.1;9.5 H-2""
343 1H t 9.1 H-3""
3.35 1H / / H-4""’
3.31 1H dd 54,94 H-5""
391 IH dd 6.3; 12.1 Ha-6""
3.66 1H dd 6.3;12.1 Hb-6""’

LG

B
<ML

Figure 4. Spectre RMN 'H du produit A23 (CD;0D,

103



Chapitre 1 Etude phytochimique de 1’espéce
Biscutella raphanifolia Poiret.

: . Protons anométiques
‘ |

A

H-1

H-1

T T d + T T T T T T T o T T 1 T T
7.7 7.8 Vb el Fud T T F Iy LT 6.8 T 6.6 6.5 6.4 B:3 6.2 ppm 5.4 5.2 R 4.8 ppmJ

Figure 5. Spectre RMN 'H étalé du produit A23 (CD;0D, 400 MHz)

L’hydrolyse acide du composé A23 a libéré le glucose comme sucre identifié par
cochromatographie en présence d’oses standards (figure 6), la partie aglycone obtenue donne
une fluorescence jaune sous lumiere UV caractéristique d’un flavonol avec OH en 3, ce qui

confirme une jonction sucre aglycone en position 3.

v

A23 glu arab gal ald xyl

Figure 6. Plaque CCM de I’hydrolyse acide du composé A23

Le spectre RMN '°C (figure 7) et de séquence DEPT 135 (figure 8) montrent la
présence de deux carbones secondaires (-CHj;-), le premier a 61.25 ppm et le second a 61.05
ppm, ce qui confirme la présence de deux sucres de glucose. Les signaux apparaissent dans

I’intervalle de 90 et 178 ppm, sont caractéristiques des carbones du squelette flavonique, et les

104



Chapitre 1 Etude phytochimique de 1’espéce
Biscutella raphanifolia Poiret.

autres signaux apparaissant dans le champ plus blindé correspondant aux atomes de carbone

de deux sucres de glucose.

\
Glu-Glu

Les résultats du spectre RMN Be, déplacements chimiques et attributions des signaux
sont résumés dans le tableau 5.

Tableau 5. Données RMN "°C (400 MHz, CD;0D) du produit A23

o (ppm) Attribution 0 (ppm) Attribution

177.9 C-4 103.8 C-rr
165.2 C-7 102.3 C-17
161.6 C-5 98.7 C-6
157.4 c-4 93.4 C-8
1571 C-9 86.3 C-3”
148.5 C-2 76.7 C-57/5”
144.5 C-3 76.4 C-3
134.1 C-3 74.1 c-2”
121.8 C-6’ 73.7 C-2”
121.6 C-r 70.2 c-4
116.1 CY 68.3 C-4”
114.6 Cs’ 61.2 C-6
104.1 C-10 61.0 C-6”
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Figure 8. Spectre Dept 135 (400 MHz, CD3;0D) du produit A23

Les couplages entre les différents protons du composé A23, observés dans le spectre
COSY homonucléaire "H-"H (figures 9-11) nous ont permis d’attribuer les différents protons

des sucres. Ces données facilitent 1’attribution des signaux carbones et protons réalisée a

I’aide des spectres HMBC et HSQC.
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Figure 9. Spectre COSY (400 MHz, CD;0D) du produit A23
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Figure 11. Spectre COSY (400 MHz, CD3;0D) du produit A23

Le spectre HSQC (figures 12-13) de ce composé montre les corrélations C-H entre :

¢ Les protons du cycle B résonant dans les champs faibles et les carbones correspondants :

H-2> a7.72 ppm et le carbone résonant a 116.1 ppm.
H-6" a 7.60 ppm et le carbone résonant a 121.8 ppm.
H-5" 2 6.89 ppm et le carbone résonant a 114.6 ppm.

¢ Les protons du cycle A et les carbones correspondants :
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H-8 4 6.41 ppm et le carbone résonant a 93.4 ppm.
H-6 4 6.22 ppm et le carbone résonant a 98.7 ppm.

¢ Les protons anomériques et les carbones correspondants :
H-1"" 4 5.32 ppm et le carbone résonant a 102.3 ppm.
H-1"" 2 4.62 ppm et le carbone résonant a 103.8 ppm.
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Figure 12. Spectre HSQC (400 MHz, CDs;0D) du produit A23
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Figure 13. Spectre HSQC (400 MHz, CDs;0D) du produit A23

Le spectre HMBC (figures 14 et 15) de ce composé nous permet d’observer les
couplages proton-carbone a longues distances entre le proton anomérique résonnant a 5.32

ppm du premier sucre et le carbone en position 3 résonant a 134.1 ppm.
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Figure 15. Spectre HMBC (400 MHz, CD3;0D) du produit A23

Le spectre COSY montre que le proton en position 3’ résonne a 3.65 ppm, la

corrélation de ¢

e proton dans le spectre HSQC montre que le carbone corrélé a ce proton

résonne a 86.3 ppm et le spectre HMBC (figure 16) permet de déterminer la position de ce

sucre par 1’apparition d’une tache de corrélation entre le carbone C3’’ et le proton anomérique

H-1""" du deuxieme sucre, apparaissant a 4.62 ppm.
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Figure 16. Spectre HMBC (400 MHz, CD;0D) du produit A23

L’ensemble de ces analyses spectrales nous a permis d’identifier la structure du produit
A23 (Imperatto, 1995) comme étant :

OH
OH O
OH
OH

Quercétine 3-O-[f-D-glucosyl (1—3)-O-f-D-glucoside]

L.3. Le produit C9

Le produit C9 a une fluorescence violette sous lumiere de Wood, caractéristique d’un

squelette probable d’une flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

Le comportement chromatographique est indiqué par les valeurs du Ry :

1. Ry=0.21 (Toluene/ MEC/ MeOH : 4/ 3/ 3).
2. Ry=0.29 (Toluene/ MeOH/ MEC/ Acétylacétone : 13/ 3/ 3/ 1).
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Les données relatives a la série spectrales UV du composé C9 sont rassemblées dans le

tableau 6.

Tableau 6. Données spectrales UV du composé C9

. . }"max (nm)
Réactifs
Bande I | Autres bandes | Bande II Interprétation
Flavonol ou flavonol substitué
MeOH 354 - 256 o
en position 3
OH libre en position 4’
+ NaOH 414 325 279
OH libre en position 7
Existence d’un systeme ortho di-
AICl3 442 - 271
OH sur le cycle B
AICl; + HC1 408 - 266 OH libre en position 5
NaOAc 407 - 273 OH libre en position 7
Existence d’un systeme ortho di-
NaOAc + H3BO3 389 - 262
OH sur le cycle B

Ces données permettent de proposer une structure partielle d’un flavonol substitué en

position 3, comportant des groupements OH dans les positions 5, 7, 3* et 4°.

L’hydrolyse acide de ce produit a libéré le glucose comme sucre identifié par

cochromatographie en présence d’oses standards.
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Cc9 glu arab gal ald ;'\,'

Figure 17. Plaque CCM de I’hydrolyse acide du composé A23

La combinaison des résultats de la série spectrales UV et I’hydrolyse acide ainsi
I’authentification par HPLC-UV-DAD menent a la structure suivante (Mohamed et al.,

2001) :

OH

OH
OH

HO (o]

OH
OH

HO
Quercétine 3-O-[f-D-glucosyl (1—2)-O-f-D-glucoside]
1.4. Le produit A16

* La masse moléculaire de ce composé est de 756.1899 g/mol correspondant a la
formule brute Cs¢ H36 O1s.

* Le spectre HPLC-UV-DAD (figure 18) a été enregistré dans les conditions suivantes :
- Eluant : Acétonitrile — H,O+Acide formique (0.03%)
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- Débit : 0.5 ml/min

- Temps de rétention tg = 34.0 nm

mAL

225 250 2¥5 300 2325 350 375 400 i

Figure 18. Spectre HPLC-UV-DAD du composé A16
La banque des données de l'appareil a permis d’identifier le produits Al6 (par

superposition des spectres de masse et UV) comme étant (Wang et al., 2010) :

OH

O

OH
0
OH
HO OH
o
VA
on] 0—¢
HO

OH

Kaempférol 3-O-[#-D-glucosyl(1—2)-(6' p-coumaroyl)-f-D-glucoside]

Brainoside
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Conclusion

Dans ce travail, nous avons présenté une premiere étude phytochimique réalisée sur le

genre Biscutella.

L’étude phytochimique de I’espece Biscutella raphanifolia Poiret a permis 1’isolement
et I’identification de quatre flavonols glycosides :
® Quercétine 3-O-f-D-glucoside
¢ Quercétine 3-O-[f-D-glucosyl(1—2)-O-f-D-glucoside]
e Quercétine 3-O-[f-D-glucosyl(1—3)-O-p-D-glucoside]
e Kaempférol 3-O-[S-D-glucosyl(1—2)-(6" p-coumaroyl)-f-D-glucoside]

114



Chapitre 11

Etude phytochimique de

Zilla macroptera (Coss.)
Maire



Chapitre 11 Etude phytochimique de 1’espece
Zilla macroptera (Coss.) Maire

I1. Elucidation structurale des produits isolés

L’¢€lucidation structurale de nos produits a été réalisée par des différentes analyses
spectrales telles que la RMN monodimensionnelle : ! H, 13C, et la RMN bidimensionnelle
homonucléaire '"H-"H : COSY et hétéronucléaire 'H-">C : HSQC, HMBC, et par comparaison

des données spectrales avec celles de la littérature.

I1.1. Elucidation structurale de produit P3-P3

L’allure des spectres RMN 'H (figure 1) et Bc (figure 2) du composé P3-P3 suggere la
présence de deux cycles aromatiques, un systeme oléfinique, un sucre et deux groupements

methoxyles.
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Figure 1. Spectre RMN 'H du composé P3-P3
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Figure 2. Spectre RMN BC du composé P3-P3
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Le spectre RMN 'H étalé (figures 3 et 4) montre :

>

Les signaux de protons des cycles aromatiques apparaissent dans les champs faibles

sous forme de :

- Doublet d’intégration 1 H a 7.15 ppm (J= 8.4 Hz) caractéristique d’un couplage ortho.

- Doublet d’intégration 1 H a 7.03 ppm (J= 1.8 Hz) caractéristique d’un couplage meta.

- Doublet d’intégration 2 H a 6.96 ppm (J= 2.4 Hz) caractéristique d’un couplage meta.

- Doublet dédoublé d’intégration 1 H a 6.93 ppm (J= 8.4 ; 2.0 Hz) caractéristique de deux

couplages ortho et meta.

>

Un systeme oléfinique :

- Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1 H a 6.54 ppm (J= 15.8 Hz)

caractéristique d’un couplage trans.

- Un signal sous forme d’un doublet de triplet d’intégration 1 H & 6.22 ppm (J= 15.8; 5.8

Hz) caractéristique d’un couplage trans et )

>

Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1 H a 5.58 ppm (J= 5.9 Hz)
caractéristique d’un couplage *J.

Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1 H a 4.89 ppm (J= 7.3 Hz)
caractéristique d’un proton anomérique d’un sucre.

Un signal sous forme d’un doublet dédoublé d’intégration 2 H a 4.20 ppm (J=5.8 ; 1.5
Hz) caractéristique d’un couplage *J et vicinal.

Deux groupements methoxy sous forme de deux singulets d’intégration 3 H chacun le
premier a 3.87 ppm et le second a 3.83 ppm.

Un signal d’intégration 1H a 3.86 ppm.

Un doublet dédoublé d’intégration 1 H a 3.78 ppm (J=11.1 ; 7.4 Hz) caractéristique a
deux couplages “Jet IJ.

Un signal sous forme d’un multiplet d’intégration 1H a 3.49 ppm caractéristique de
couplages avec trois protons.

Les autres signaux caractéristiques aux protons du sucre.
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Figure 4. Spectre RMN 'H étalé du composé P3-P3

L’expérience COSY nous a permis de faire les corrélations H-H entre les protons des

cycles aromatiques (fragment a et b (figure 8)) et les substituants (figures 5 et 6), et donc

identifier les protons qui ont des signaux non analysables sur le spectre proton (tableau 1) tels

que le proton qui résonne a 3.87 ppm et les six protons du sucre (figure 7).

Les principaux couplages H-H observés via les taches de corrélations entre les signaux

correspondants aux :

H-a’ : H-g’, H-b’.
H-b’ : H-g’, H-a’.
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- H-g’:H-b’, H-a’.
Conduisent au fragment c (figure 8)
Et ceux de :
- H-a:H-b.
- H-b: Ha-g, Hb-g, H-a.
- Ha-g: Hb, Hb-g.
Conduisent au fragment d (figure 8)
Et ceux de :
- H-1":H-2";H-2":H-3""; H-3": H-4’; H-4": H-5" et H-5"": H-6"" aetb

Indiquent une structure d’un hexose.

=
H-67/2"
H-5 _ 1
6 Hoa H-1

H-a~ H-b’

29512-thomas-385-za-butoh-f6+f6bis+f7-p3-p3

T esH-b’/H-g’
H-a’/H-g’

-S>
H-a’/H-b’
o 88
H-2/H-6 oH-b’/H-a’
-6/H-2
-6/H-5
71 6o 67 65 &3 61 58 _s7  ss | 53 51 48 a7  as 43
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Figure 5. Spectre COSY étalé du composé P3-P3
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Figure 6. Spectre COSY étalé du composé P3-P3
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Le spectre COSY étalé permet d’identifier les sept protons d’un hexose en partant du

N N

proton anomérique H-1"" a 4.89 ppm. Le proton H-2"" a 3.50 ppm (t, J= 9.1 Hz) est couplé au

N N

proton H-3"" a 3.44 ppm (dl, J= 9.1 Hz), lui méme couplé au proton H-4’" a 3.37 ppm (sl). Un

N

signal correspondant a H-5"" a 3.40 ppm est couplé a deux protons Ha-6"" a 3.67 ppm et Hb-
6’’ a2 3.84 ppm.

Toutes ces données identifient le sucre au glucose (fragment e (figure 8)).

29512-thomas-385-za-butoh-f6+f6bis+f7-p3-p3 i
Ha-6""/H-5"
- = —m o, e R [~
Hb-6"/H-5" .. ‘ < S8 il
= . 2>
= 3
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£ ED) ) 3.6 a
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@' 3.7
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3.8
=
- = & S S S ,'.J
=% < < 3 3.9
4.0
gl B .
@) @ Fa.1
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4.10 4.05 4.00 3.95 390 3.85 380 375 3.70 365 3.60 3.55 3.50 345 340 3.35 3.30 3.25 3.20 3.15
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Figure 7. Spectre COSY étalé du composé P3-P3

Les données relatives aux spectres RMN 'H et COSY indiquent :

Fragment a Fragment b

b’ a b g
Rg a/ o OH Ry OH
Fragment ¢ R,; Fragmentd

Figure 8. Corrélation observées sur le spectre COSY du composé P3-P3
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Tableau 1. Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) du composé P3-P3 dans CD3;OD

o (ppm) Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution
7.03 1H d 1.8 H-2
7.15 IH d 8.4 H-5
6.93 1H dd 20;84 H-6
5.58 IH d 59 H-a
3.49 1H m / H-b
3.78 IH dd 74;11.1 Ha-g
3.86 1H / / Hb-g
6.96 2H 24 H-2’ ; H-6’
6.54 1H d 15.8 H-a’
6.22 IH dt 5.8;15.8 H-b’
4.20 2H dd 1.5;5.9 H-g’
3.87 3H S / O-CH3
3.83 3H S / O-CH3
4.89 IH d 7.3 H-1”
3.50 1H t 9.1 H-2”
3.44 IH dl 9.1 H-3”
3.37 1H sl / H-4
3.40 IH m / H-5”
3.67 1H dd 22;11.9 Ha-6"’
3.84 1H m / Hb-6”

L’analyse du spectre HSQC (figures 9, 10) permet de corréler chaque proton a son carbone ce

qui facilite I’analyse du spectre HMBC.
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Figure 10. Spectre HSQC étalé du composé P3-P3

Les résultats de I’analyse du spectre HSQC permettent d’attribuer les déplacements

chimiques des carbones sur le spectre '>C (figure 11). L attribution des carbones quaternaires

nécessite une analyse du spectre HMBC (corrélations a longue distance).
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Figure 11. Spectre Be plus I’étalement du composé P3-P3

Dans I’expérience HMBC (figures 12 et 13) on observe les corrélations hétéronucléaire a

longue distance entre :

- Le carbone résonne a 130.1 ppm et
- Le carbone résonne a 132.8 ppm et
- Le carbone résonne a 138.1 ppm et
- Le carbone résonne a 145.5 ppm et
- Le carbone résonne a 147.7 ppm et
- Le carbone résonne a 149.2 ppm et

- Le carbone résonne a 151.0 ppm et

les protons H-a, H-g et H-b attribuable a C-5’.

les protons H-b’ et H-a’ attribuable a C-1".

les protons H-2, H-5, H-a et H-b attribuable a C-1.
les protons H-2" et -OCHj attribuable a C-3’.

les protons H-5, H-2, H-6 et H-1"" attribuable a C-4.
les protons H-6’, H-2’, H-a et H-b attribuable a C-4’.
les protons H-5, H-2 et -OCHj3 attribuable a C-3.

La figure 14 montre les corrélations observées sur le spectre HMBC, et le tableau 2 regroupe

les déplacements chimiques *C de ce composé.
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Figure 14. Corrélations H-C observées sur le spectre HMBC

Tableau 2. Déplacements chimiques en RMN "°C (500 MHz) du composé P3-P3 dans
CD;0OD

0 (ppm) Attribution 0 (ppm) Attribution

151.0 C-3 111.2 C-2
149.2 c-4 102.8 C-17
147.7 C-4 88.8 C-a
145.5 c-3 78.2 C-5”
138.1 C-1 77.9 C-3”
132.8 c-1’ 74.9 Cc-2”
132.0 C-a’ 71.4 C-4”
130.1 C-5 65.0 C-g
127.7 C-b’ 63.9 C-g’
119.4 C-6 52.5 C-6”
118.1 C-5 56.8 CH3-0O
116.5 c-6 56.7 CH3-O
112.2 c-2 55.4 C-b

Les données de RMN de composé P3-P3 sont en accord avec ceux de la littérature

(Tolstikhina et Semenov, 1998) de la structure suivante :
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H,CO

Dehydrodiconiferyl alcool-4-O-p-D-glucoside
I1.2. Elucidation structurale de produit P3-P6

L’analyse du spectre RMN 'H (figure 15) montre des signaux caractéristiques

correspondant a des groupements :

¢ Feruloyl (trois protons aromatiques a 7.21, 7.08 et 6.82ppm de multiplicité doublet,
doublet de doublet et doublet respectivement formant un systtme ABX, un
groupement méthoxyle a 3.89 ppm et deux protons trans oléfiniques a 7.67 ppm et
6.37 ppm caractérisés par la méme constante de couplage 15,8 Hz) ;

¢ 3-methoxy-4-hydroxyphényléthanol (trois protons aromatiques a 6.82, 6.76 et 6.70
ppm formant également un systtme ABX, un groupement méthoxyle a 3.82 ppm, un
signal sous forme d’un triplet correspondant a un méthyléne et deux protons non
équivalents de la chaine latérale du groupement aglycone) ;

Ce qui indique qu’il s’agit d’un phénylethanoides.

Sur le méme spectre, on remarque la présence de trois protons anomériques, un doublet
a5.19 ppm (J = 1.7 Hz) correspond a un proton anomérique d’un rhamnose 1°°’ confirmé par
la présence d’un doublet a 1.1 ppm d’intégration trois (J= 6.3 Hz) trés caractéristique d’un
méthyle en position C-6’"" ; et deux doublets observés a 4.40 ppm (J= 7.9 Hz) 4.30 ppm (J=
7.7 Hz) correspondent aux deux protons anomériques du glucose 1" et 1777,

D’apres la litérature le triplet a 5.01 ppm (J= 9.7 Hz) correspond au proton du glucose
(H-4") dont la fonction hydroxyle est estérifiée par I’acide ferulique.

Les autres signaux correspondent aux protons osidiques sont compris entre 3 et 4 ppm.
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Figure 15. Spectre RMN "H (CD;0D/ 400 MHz) du composé P3-P6

L’expérience COSY nous a permis d’attribuer les protons osidiques, les valeurs des

constantes de couplage (J > 7 Hz) montrent qu’il s’agit un S-D-glucopyranoside.

A partir de méme spectre (figure 16) nous avons distribué 14 protons de deux glucoses et six

signaux correspondant aux 8 protons du rhamnose.

H-8, H-2, H-6'  H-54 -ZH . L H-T
W 3 [
/6 B
= &5 B
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- <3 = K=" Foe T
6’/2’ oo
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Figure 16. Spectre COSY (CD;0D/ 400 MHz) du composé P3-P6
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La présence des taches de corrélation H-C observées par I’expérience HSQC (figure 17)

et H-C a longues distances observées par I’expérience HMBC (figure 18) entre :
e Le proton H-4"" du glucose et le carbone C-9 de la fonction ester ;
® Le proton anomérique du rhamnose H-1""" et le carbone C-3’" du glucose ;
e Le proton anomérique du glucose H-1"" et le carbone C-7 ;

e Le proton anomérique du glucose H-1""" et le carbone C-6’" du glucose ;

Permet de déterminer les différentes jonctions entre les unités de sucre et entre le glucose

de la partie aglycone.

OCH;4
OH
E
E—
j 29512 thamosS0a 2a-buten fo T amia T 7P pe H-C/8<=}_
- o_CHMH C/6” - -
; H.C/4” H-Cc/6 = = =+ = /ﬁ C/5” / _C/2 j .
= g H c/5 T
= H- C/7 H- C/3 -
H-C/2’ C/4 s
H /AT H c/3”
- H-C/17” H-C/12. _H-C/1’ _c/2 s

Flgure 17. Spectre HSQC (CD3OD/ 400 MHZ) du composé P3-P6
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Figure 18. Spectre HMBC (CD;0D/ 400 MHz) du composé P3-P6

La structure de composé P3-P6 est :
2-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl) éthyl O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-O-[B-D-
glucopyranosyl-(1—6)]-(4-O-feruloyl)-B-D-glucopyranoside ou cistanoside B.

Les déplacements chimiques de tous les signaux en RMN 'H et BC (mentionnés dans le

tableau 3) sont identiques a ceux donnés dans la littérature (Jia et al., 2009).

OH
HO o 9
HO

HO

OH

Q
H;CO Z 9% O OCH
O OH
0
HO~/— OH
OH

Cistanoside B
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Tableau 3. Déplacement chimique en RMN 'Het *C du composé P3-P6

N° oC (ppm) N° oC (ppm) N° oH (m, J Hz)
1 132.95 5” 74.83 2 6.76 (d, 2.0)
2 117.12 6’ 69.46 5 6.84 (d, 8.2)
3 147.38 1’ 103.03 6 6.70 (dd, 8.2-2.1)
4 149.44 2’ 72.37 7a 3.75

5 112.93 3 72.24 7b 4.05

6 121.21 4 73.78 8 2.83 (t, 8.5)
7 72.08 5 70.44 2 7.21 (d, 1.9)
8 36.55 6>’ 18.42 5’ 6.82 (d, 8.2)
9 168.45 1”” 104.74 6’ 7.08 (dd, 8.2-1.9)
r 127.61 27 75.13 7 6.37 (d, 15.8)
05 111.85 37” 77.86 8 7.67 (d, 15.8)
¥ 147.57 4 71.49 1” 4.40 (d, 7.9)
4 150.99 57 77.95 2” 3.40

5 116.54 6’ 62.66 3”7 3.84

6’ 124.41 O-CH; 56.51 4” 5.00

7 115.11 O-CH; 56.46 5” 3.80

8 148.12 6”’a 3.85

1” 104.23 6’b 3.94

2” 76.17 1’ 5.19(d, 1.7)
3 81.52 6’ 1.10 (d, 6.3)
4 70.68 1°” 4.30 (d, 7.7)

IL.3. Elucidation structurale de produit P3-P5

L’analyse du spectre RMN 'H (figure 19, tableau 4) de ce composé montre des
déplacements chimiques et des signaux similaires de ceux de composé P3-P3 avec disparition
des signaux correspondant au systtme ABX et on observe par contre deux signaux sous forme
d’un singulet d’intégration 2H chacun a 6.96 et 6.75 ppm impliquent la présence de deux
noyaux aromatique tétra substitués, deux signaux sous forme d’un singulet de trois
groupements methoxyles a 3.9 ppm (d’intégration 3H) et a 3.82 ppm (d’intégration 6H), deux
signaux correspondant aux deux protons oléfiniques trans a 6.55 (J=15.8 Hz) et 6.23 ppm (J=
5.7-5.8 Hz) avec une configuration correspondant a un alcool allylique, et un proton

anomérique du glucose a été observé a 4.87 ppm (J= 7.7 Hz).
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Figure 19. Spectre RMN 1H (CD;0D/400 MHz) du composé P3-P5

Tableau 4. Déplacements chimiques en RMN 'H (CD;0D/400 MHz) du composé P3-P5

N° 0 (ppm)  intégration multiplicité J (Hz)
2et6 6.95 2H S /

7 5.60 1H d 5.8

8 3.48 1H d 7.7

9 3.79-3.87 2H / /
2’et6’ 6.75 2H S /

7 6.55 1H d 15.8

8 6.23 1H dt 15.7-5.8

9 4.2 1H dd 15.8-1.3

1” 4.87 1H d 7.7
O-CH ; 3.90 3H S /
O-CH ; 3.82 6H S /

Par comparaison avec les résultats du composé P3-P3 et celles proposés dans la

littérature (Atsuko et al., 2008), la structure du composé P3-P5 est:

dehydrodiconiferyl alcool-4-O-B-D-glucoside.

5-methoxy

130



Chapitre 11 Etude phytochimique de I’espece
Zilla macroptera (Coss.) Maire

H,CO

S5-methoxy dehydrodiconiferyl alcool-4-O-p-D-glucoside
I1.4. Elucidation structurale de produit F3

Le spectre RMN 'H (figure 20 et 21) montre les caractéristiques d’un iridoide. En effet,
on observe les signaux du : proton H-9 résonnant a 2.55 ppm (d, 8.3 Hz), H-1 résonnant a
5.40 ppm (d, 8.2 Hz), H-3 résonnant a 6.30 ppm (d, 6.1 Hz), H-4 résonnant a 4.94 ppm (d, 6.2
Hz), les deux protons Ha-10 et Hb-10 résonnant respectivement a 3.70 (d, 13.0 Hz) et 4.12 (d,
12.9Hz) et enfin la présence du signal du proton anomérique H-1" du glucose a 4.70 ppm
sous forme d’un doublet (J = 7.8 Hz).

Le proton H-7 résonne a 3.56 ppm (d, 1.0 Hz) couplé a H-6 résonnant a 4.04 ppm (d,
1.3 Hz) indiquent par leurs multiplicités selon le spectre COSY qu’ils ne sont pas couplés a
d’autres protons vicinaux.

Tous les signaux enregistrés dans le produit F3 sont proches a ceux observé dans le
catalpol (Suomi et al., 2001) avec disparition du signal correspondant a H-5 et le déblindage
du signal C-5 vers les bas champ (74.32 ppm), de plus I’absence de corrélation de ce carbone

avec un proton dans le spectre HSQC indique la formation d’un alcool tertiaire a C-5.
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Figure 21. Spectre RMN 'H étalé (MeOD, 400 MHz) du composé F3

L’expérience COSY H-H (Figure 22-23) permet de retrouver toutes les corrélations

identifiant le noyau catalpol et les protons du glucose bien caractéristiques par leurs

déplacement chimiques et constantes de couplage.
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Figure 22. Spectre COSY (MeOD, 400 MHz) du composé F3

Le spectre étalé COSY permet d’identifier les protons osidiques : H-2’ résonne a 3.24

ppm (t, 7.2 Hz), H-3’ résonne a 3.40 ppm (t, 8.2 Hz), H-4’ résonne a 3.26 ppm (t, 7.9), H-5’

résonne a 3.27 ppm, Ha-6" résonne a 3.64 (dd, 5.8 ; 12.4 Hz) et Hb-6" résonne a 3.90 ppm
(dd, 2.0 ; 13.0).

15313-thomas-174-zr-meoh-f3

{cd 81.3.I)GKf
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]

38 3z 3.6 35 34
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Figure 23. Spectre COSY étalé (MeOD, 400 MHz) du composé F3
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Les corrélations C-H observées sur le spectre HSQC (figure 24) permettent d’attribuer les

déplacements chimiques des carbones correspondants.
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Figure 24. Spectre HSQC (MeOD, 400 MHz) du composé F3

L’analyse de I’expérience HMBC (figure 25) permet d’observer les couplages C-H a
longue distance notamment le proton H-1" (4.70 ppm) et le carbone C-1 (95.11 ppm).

H-3
15313-thomas-174-zr-meoh-f3
== .
= &
e
B
C-1’/H-1
. . C-1/H-1’ o
o=y o - - & P =
C-1"—3 o - - - o Lo E
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C-4 4 o ° ° °
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130
- - 140
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Figure 25. Spectre HMBC (MeOD, 400 MHz) du composé F3

Les données HMBC et HSQC permettent d’assigner les déplacements chimiques de

tous les carbones (Figure 26 et tableau 5).
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Figure 26. Spectre RMN °C (MeOD, 400 MHz) du composé F3

Tableau 5. Déplacements chimiques en RMN 'H et '>C du composé F3

N° | 8C oH (m, J Hz) N° [ oC oH (m, J Hz)

1 ]95.11 540, 8.2) 1’ 199.68 4.70 (d, 7.8)

3 142.09 ]6.30(d, 6.1) 2 17449 3.24 (t,7.2)

4 |107.82 1494, 6.2) 3 7743 3.40 (t, 8.2)

S 7432 / 4 | 71.59 3.26 (t,7.9)

6 |78.18 4.04 (d, 1.3) S’ | 78.37 3.30

7 | 63.13 3.56 (d, 1.0) 6’ | 62.67 Ha- 3.64 (dd, 2.6 ; 12.4)
Hb- 3.90 (dd, 2.0 ; 13.0)

8 | 66.65 /

9 |51.01 2.55 (d, 8.3)

10 | 61.28 Ha- 3.70 (d, 13.0)
Hb- 4.12 (d, 12.9)

Toutes ces données permettent d’identifier sans ambiguité le composé F3 comme étant :

5-hydroxycatalpol
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IL.5. Elucidation structurale de produit F1

Le spectre RMN °C (figure 27, tableau 6) montre trois signaux a 71.3, 69.7 et 63.9 ppm

attribuables a des carbones oxygénés.
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Figure 27. Spectre RMN °C (DMSO, 400 MHz) du composé F1

Tableau 6. Déplacements chimiques en RMN BC (DMSO, 400 MHz) du composé F1

N° de carbone | 6c (ppm)
2,5 71.3
3,4 69.7
1,6 63.9

Le spectre HSQC (figure 28) permet d’observer les corrélations entre :
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- Le carbone résonnant a 63.9 ppm et les protons résonnants a 3.61 ppm et 3.38 ppm ce

qui indique un carbone oxymethylene.
- Le carbone résonnant a 69.7 ppm et le proton a 3.55 ppm.

- Le carbone résonnant a 71.3 ppm et le proton a 3.45 ppm.

Les autres signaux des protons ne montrent pas des taches de corrélations, on en déduit

que ce sont des signaux de protons de groupement OH couplés a des protons vicinaux.

H
3/ /5 | Hb
OH j1/6 - 3
55 3/4 Fia 1/6
I‘ l JUL 1/6 >\

10512-thomas-298-zr-meoh-vic-f11
—_— =

. bas
C C/OH e

1/6 1/6-o o
C =
3/4 ca Lo

C C/OH LQZH $ p

2/5 2/5 & F7s

45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 3.1 30 25 28 27 26

Figure 28. Spectre HSQC (DMSO, 400 MHz) du composé F1
Les spectres RMN 'H (figure 29, tableau 9) et COSY (figure 30) confirment la
corrélation H-H entre les deux protons géminés d’un oxymethyléne et le proton du
groupement OH qui apparait sous forme d’un triplet a 4.31 ppm (t, 5.7 Hz) et un autre proton
résonnant a 3.45 ppm qui apparait sous forme d’un multiplet. Ce dernier est lui méme corrélé
a un proton d’un deuxieéme groupement OH résonnant a 4.39 ppm et un proton vicinal,
résonnant a 3.54 ppm sous forme d’un triplet car il est a son tour couplé a un proton d’un
troisieme groupement OH. Les différentes corrélations COSY permettent de proposer le

fragment ci-dessous (figure 31).
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Figure 31. Corrélation COSY H-H du composé F1
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Figure 29. Spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz) du composé F1

Tableau 7. Déplacements chimiques en RMN 1H (DMSO, 400 MHz) du composé F1

N° oH (ppm) | Intégration m, J (Hz)
OH/2,5 4.39 2H d, 54
OH/1,6 431 2H t,5.7
OH/3.4 4.12 2H d, 7.1
Ha/1,6 3.61 2H m, /
H/3.,4 3.54 2H t, 7.9
H/2,5 3.45 2H m, /
Hb/1,6 3.38 2H dt,5.9;10.8
OH OH
2/] 1/6 If
duH _ommb ,
2/5  §B/6 .
H/H 5
o 3/4 :
OH/H ™
<> CD3/4 [
OH/Hb [+
> Po | ==1/6 Lis
@ ) COOH/H s
: ‘ ; 2/5 .

Figure 30. Spectre COSY (DMSO, 400 MHz) du composé F1
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L’absence d’autres signaux dans les spectres RMN 'H et RMN "°C et la multiplicité du
proton résonnant a 3.54 ppm révelent la présence d’un fragment symétrique a celui élucidé

(figure 31).

L’analyse du spectre HMBC (figure 32) montre les corrélations suivantes :

- Les protons de I’hydroxyle en positions 1 et 6 et les carbones en positions 2 et 5.
- Les protons de I’hydroxyle en positions 3 et 4 et les carbones en positions 2 et 5.
- Les protons en positions 1 et 6 et les carbones en positions 2 et 5.

10512-thomas-298-zr-meoh-vic-f11
R 0.
OH OH 5
L3 A~ o OH
HO A L
OH OH g
] a e OH1,6/C2,5 @H3,4/C1,6 )
k OH3,4/C2,5

—_ 0 0 o O '@Hb-l,s/cz,s

G T T T T TS TS TS T T T T T e s aa ar ae as

Figure 32. Spectre HMBC (DMSO, 400 MHz) du composé F1

Il se confirme, a I’issue de cette analyse spectrale que le composé F1 est un hexane 1, 2, 3, 4,

5, 6 hexaol. La similitude des données spectrales de F1 avec ceux du D-mannitol de la

littérature (Branco et al., 2010) nous a permis de suggérer la structure suivante :
OH OH

OH OH

D-mannitol
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des especes 1. graveolens et I. vscosa

L. Inula graveolens

L’hydrodistillation de 200g des parties aériennes fraiches d’Inula graveolens récoltée a
Constantine en quatrieme semaine d’Octobre 2011 donne une huile essentielle jaune avec un

rendement de 1.2% (poids/poids).

I.1. Résultats et discussion de I’analyse GC/MS

30 composants, représentant 89.9% de I'huile essentielle d’Inula graveolens (L.) Desf.
ont été identifiés et listés selon 1’ordre de leur indice de rétention (Tableau 1).

Les principaux composants de cette huile sont (Figure 1): I’acétate d’isobornyle

(50,8%), le bornéol (18,3%) et le T-cadinol (6.2%).

HO
H3C CHs ~¢ d
CHy N
O -CHs /] /H
hig Al
O OH
Acetate d’isobornyle Bornéol T-cadinol

Figure 1. Structures des composés majoritaires de 1’huile essentielle d’Inula graveolens

(L.) Desf.

C'est la premiere fois que I’acétate d’isobornyle se trouve en tant que composant
majoritaire d'une huile essentielle d’Inula graveolens.

Le bornéol (7,6%) ainsi que le t-cadinol (7.8%) ont été signalés comme principaux
composants de 1'huile essentielle d’1. graveolens de la Corse (Blanc et al., 2004), également
représentée principalement par 1’acétate de bornyle (56,8%).

L’acétate de bornyle se trouve aussi comme produit majoritaire dans la plante Libanaise
(70.6%-72.3%) (Ghosn et al., 2006) et Marocaine (63.9%) (Lamiri et al., 2001).

Le selin-11-en-4-0-ol est un produit majoritaire (14.1%) caractérise la plante de
Sardaigne (Adams, 2004). Alors que le bornéol est le produit majoritaire de la plante
Iranienne (60.7%) (Mirza et Ahmadi, 2000) et Turque (64.0%) (Karamenderes et Zeybek,
2000).
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Par conséquent, les compositions des huiles essentielles d’l. graveolens (L.) Desf.
récoltées en Maroc, Iran, Turquie, Corse, Sardaigne et Liban étaient tout a fait différentes de

la présente huile.

Tableau 1. Composition de I’huile essentielle des parties aériennes fraiches d’Inula

graveolens (L.) Desf.

No Composé® IR®  Pourcentage
1 Camphene 954 4.2
2 B-Pinene 979 0.1
3 1,8- Dehydrocineole 991 1.5
4  Limonene 1029 0.1
5 1,8-Cinéole 1031 0.9
6  3-Nonanone 1090 0.1
7 8-(1-Methylethylidene)bicyclo [5.1.0] octane 1099 0.1
8  trans-Thujone 1114 0.1
9  Exo- Fenchol 1122 0.1
10 Chrysanthenone 1128 1.0
11 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1138 0.9
12 trans-Pinocarveol 1139 0.1
13 p-Menth-2-en-1-o0l 1141 0.2
14 Camphre 1146 1.5
15 Camphene hydrate 1150 0.1
16 Borneol 1169 18.3
17  Terpinen-4-ol 1177 0.1
18 p-Cymen-9-ol 1205 0.1
19 Thymol methyl ether 1235 0.1
20  Acétate d’isobornyle 1283 50.8
21  trans-caryophyllene 1419 0.6
22 Aromadendrene 1441 0.4
23 4,5-di-epi-Aristolochene 1471 0.1
24 Germacrene-D 1485 0.1
25 & -Cadinene 1523 1.2
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26  Oxyde de caryophyllene 1582 0.7

27 Caryophylla-4(12), 8(13)-dien-5a-ol 1639 0.1

28  t-Cadinol 1640 6.2

29 1,1,4,7-Tetramethyl-1H- Cycloprop[e]azulene, 1651 o1
1a,2,3,4,4a,5,6, 7b -octahydro-

30 neo-Intermedeol 1658 0.1
Total 89.9

* Composés listés dans I'ordre de leur IR
® R (indice de rétention) calculé par rapport a n-alcanes (C6-C24) en utilisant une colonne
VF-5MS

% Pourcentage relatif obtenu a partir de la surface du pic

Conclusion

L'huile essentielle obtenue par hydrodistillation des parties aériennes fraiches d’Inula
graveolens (L.) Desf. récoltée a Constantine en Octobre 2011 (Rd = 1.2 %) est principalement
composée d’acétate d’isobornyle (50.8 %), de bornéol (18,3%) et de t-cadinol (6.2%). Cette
composition est différente de celles rapportées pour les huiles essentielles de 1’espece récoltée
au Maroc, Iran, Turquie, Corse, Sardaigne et Liban.

Nous notons que, la composition chimique peut étre différente a cause du climat,

période de récolte et nature du sol.

II. Inula viscosa

L’hydrodistillation de 200g des parties aériennes fraiches d’Lviscosa (L.) Ait., récoltée
a2 Hamma Bouziane (Nord de Constantine) et a Ain El-Bey (Sud de Constantine) en premiere
semaine de Novembre 2011 a abouti a 0.8 et a 0.1% (p / p) respectivement, d'huiles

essentielles de couleur jaune.
I1.1. Résultats et discussion de I’analyse GC/MS

L’huile essentielle des parties aériennes fraiches d’I. viscosa (L.) Ait. récoltée a Ain El-
Bey (Sud de Constantine), a été obtenue avec un rendement de 10% elle se caractérise par 34
composés, ce qui représente 85,2% de l'huile essentielle (Tableau 2), avec le nérolidol
(25,3%), 1'acide isocostique (10,1%), 1'acide costique (8,0%), le néo-intermedeol (6,4%) et

I'oxyde de caryophylléne (5,5%) comme principaux composants (Figure 2).
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L’hydrodistillation des parties aériennes fraiches d’l. viscosa (L.) Ait. récoltée a Hamma
Bouziane (Nord de Constantine) a donné 8% d'une huile essentielle jaunatre. 23 composants
représentants 84,5% de l'huile essentielle ont été identifiés et listés dans le tableau 2 qui
montre le pourcentage de composition de cette huile principalement caractérisée par l'acide
isocostique (25,1%), I'acide costique (15,2%), le nérolidol (9,6%), 1'acide linoléique (9,1%), le
néo-intermedeol (7,5%) et le fokienol (7.2 %) (Figure 2).

(0)
| | 0
/’/\‘:\" ’/\‘v’/\‘*—g‘
LI
OH | OH
X .=
ST N
Acide isocostique Nerolidol Acide costique
H,C CH,
A H,C
OH o)
AN
HO H,C
Fokienol néo-intermedeol Oxyde de caryophylléne
0
= OH

CHs

Acide linoléique

Figure 2. Structures des composés majoritaires de 1’huile essentielle d’Inula viscosa
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Tableau 2. Composition des I’huiles essentielles des parties aérienne fraiche d’I. viscosa (L.)

Ait.

N°  composé * IR”  Pourcentage (%)¢ Pourcentage (%) °
1 2-Methylpentanene-2-thiol 862 1.5 -
2 o-Terpinene 913 0.1 -
3 Fenchol 1122 0.1 -
4  Isomenthone 1159 0.3 -
5  Borneol 1180 1.6 -
6  Dihydroedulane II 1284 0.1 -
7  Dihydroedulane I 1286 0.9 -
8  Acétate de bornyle 1289 0.9 -
9  Theaspirane B 1302 0.1 -
10 o-Ionone 1408 0.5 -
11 Isocaryophyllene 1421 - 0.1
12 Aromadendrene 1441 0.4 -
13 Cabreuva oxide B 1466 0.1 -
14 B-Selinene 1489 - 0.1
I5  o-Selinene 1498 0.4 -
16 y-Cadinene 1514 - 0.1
17  §-Cadinene 1523 - 0.1
18 Nerolidol 1531 25.3 9.6
19 Selena-3,7(11)-diene 1540 - 0.1
20  cis-Dracunculifoliol 1541 - 0.9
21 Spathulenol 1578 0.2 -
22 B-Humulene 1579 - 2.2
23 Oxyde de caryophyllene 1583 5.5 0.1
24 a-Copaen-11-ol 1588 0.6 -
25 Viridiflorol 1590 0.2 -
26 Fokienol 1596 4.4 7.2
27 Humulene epoxide II 1604 0.3 0.4
28 trans-Longipinocarveol 1618 - 0.1
29 Epiglobulol 1629 0.1 -
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30 t-Cadinol 1640 - 0.1
31 Oxyde d’alloaromadendrene 1641 0.2 -
32 Cubenol 1647 1.0 -
33 a-Eudesmol 1654 - 0.9
34 neo-Intermedeol 1658 6.4 7.5
35 Davanol acetate 1689 2.0 -
36 cis-Lanceol 1760 - 0.4
37 6,10,14-Trimethyl 1846 1 )
pentadecan-2-one
38 Acide isocostique 1925 10.1 25.1
39 Acide costique 1930 8.0 15.2
40 Acide linoleique 2105 3.1 9.1
41  Acide 9-hexadecenoique 2144 1.8 -
42  Tricosane 2300 1.1 1.0
43 Tetracosane 2400 2.2 1.9
43  Pentacosane 2500 2.1 0.4
44 Hexacosane 2600 2.3 1.9
Composés identifiés Total 85.2 84.5

* Composés listés par ordre de leur IR

® IR (indice de rétention) calculée par rapport a n-alcanes (C6-C24) en utilisant une colonne
VE-5MS

¢ Huile essentielle de parties aériennes fraiches d’L. viscosa récoltée a Ain El-Bey (Sud de
Constantine)

4 Huile essentielle de parties aériennes fraiches d’l. viscosa récoltée a Hamma Bouziane
(Nord de Constantine)

A partir de ces analyses, il est apparu que le nérolidol était plus abondant dans 1'huile
essentielle de la plante récoltée a Ain El-Bey (Sud de Constantine), tandis que l'acide
costique, 1’acide isocostique, l'acide linoléique, le néo-intermedeol et le fokienol ont été
trouvés avec des pourcentages plus élevés dans l'huile essentielle de la plante récoltée a
Hamma Bouziane (Nord de Constantine). L’oxyde de caryophylléne a été trouvé comme un

composant principal dans I'huile essentielle de la plante de Ain El-Bey.

C'est la premiere fois que les acides isocostique et costique se trouvent étre de

principaux composants d'huile essentielle du genre Inula.
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N

Ces acides sesquiterpéniques ont été isolés a partir de l'extrait hydroalcoolique des

parties aériennes séchées d’I. viscosa (L.) Ait. récoltée en Turquie (Ulubelen et al., 1986).

Le fokienol (38,3 ; 21.1%) et le nérolidol (7,7 ; 8.6%) ont également été détectés dans
les huiles essentielles d’1. viscosa (L.) Ait. poussant en Espagne (Camacho et al., 2000) et en

France (Blanc et al., 2006) respectivement.

Les présentes compositions sont différentes de celles signalées dans les huiles
essentielles des feuilles de l'espece algérienne I. viscosa, récoltée au village de Sidi Rezine
(sud d'Alger), extraite par deux méthodes (hydrodistillation et distillation a la vapeur) qui
étaient principalement représentées par le 12-carboxyeudesma-3,11(13)-diene (28,9 et 56,8%,
respectivement) (Haoui e al., 2012). L'huile hydrodistillée qui provienne de Sidi Rezine a
également été caractérisée par la présence principale de l'acide linoléique (7,8%), composant

principal de notre huile essentielle d’1. viscosa récoltée a Hamma Bouziane (9,1%).

Conclusion

L’huile essentielle des parties aériennes fraiches d’I. viscosa (L.) Ait., récoltée a Ain El-
Bey (Sud de Constantine), est caractérisée par la présence du nérolidol (25,3%), de 1'acide
isocostique (10,1%), de l'acide costique (8,0%), du néo-intermedeol (6,4%) et de 1'oxyde de
caryophyllene (5,5%), en tant que composants principaux, alors que l'huile essentielle des
parties aériennes fraiches d’l. viscosa (L.) Ait., récoltée a Hamma Bouziane (Nord de
Constantine), est principalement représentée par I'acide isocostique (25,1%), I'acide costique
(15,2%), le nérolidol (9,6 %), l'acide linoléique (9,1%), le néo-intermedeol (7,5%) et le
fokienol (7,2%).

D’apres cette étude, les acides isocostique et costique et le néo-intermedeol semblent
étre exclusifs aux présentes huiles essentielles de la plante qui pousse dans le nord et le sud de
Constantine. L’oxyde de caryophylléne a été trouvé exclusivement comme un composant
principal de la plante récoltée a Ain El-Bey (Sud de Constantine). Ces différences peuvent
étre expliquées par la différence du sol, du climat et de la période de récolte par rapport aux

conditions de collecte de plante rapportées.
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I. Activité antioxidante

L’activité antioxydante des extraits d’éther de pétrole (PEBR et PEZM), de
dichlorométhane ou de chloroforme (DEBR et CEZM), d’acétate d’éthyle (EEBR et EEZM)
et de n-butanol (BEBR et BEZM) des especes Biscutella raphanifolia et Zilla macroptera a
été testée par quatre méthodes : radical libre DPPH’, ABTS™, Métal chélation et CUPRAC.

I.1. Activité antiradicalaire DPPH
I.1.1. Cas de Biscutella raphanifolia
Les résultats obtenus dans ce test, nous permettent de tracer une courbe de variation du

pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration (figure 1).

DPPH

90
80 . —

o ) B

50 [ —o—BEBR

40 -

1%

0 —8—EEBR
10 e —>PEBR
0

0 20 40 60 80 100 120

Concentration (pg/ml)

Figure 1. Courbe représentant 1’activité antiradicalaire DPPH des extraits de Biscutella
raphanifolia Poiret.
Les valeurs de Clso (ug/ml) calculé a partir des courbes de pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration sont représentées dans le tableau 1.

Tableau 1. Pouvoir d’inhibition Clsy des extraits de Biscutella raphanifolia et des

standards

Clso (ug/ml)

BEBR 18.80+0.33

Extrait EEBR 15.76+0.83

xtraits DEBR 63.9420.63
PEBR 184.16+1.60

BHA 45.37+0.47

Standards a-tocophérol 7.31+0.17
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L’extrait EEBR a montré le pourcentage d’inhibition le plus élevé par rapport aux autres
extraits, par contre I’extrait PEBR a montré le pourcentage d’inhibition le plus bas, ceci peut

étre dii a la richesse de I’EEBR en polyphénols et flavonoides.

A des fins comparatives deux antioxydants standards sont utilisés, le BHA et le a-
tocophérol. Leur activité antiradicalaire est tres puissante, les Clsp sont respectivement égales
a45.37+0.47 pg/ml et 7.31+0.17 pg/ml.

L’activité antiradicalaire manifestée par 1’extrait EEBR, avec une Clsy de 15.76+0.83
ug/ml, est trois fois plus grande que celle du BHA et deux fois moins grande que celle de 1’a-
tocophérol.

En comparaison avec les antioxydants standards, I’extrait BEBR, avec une Clsp =
18.80+0.33 pug/ml, est deux a trois fois plus actif que le BHA et mois actif que 1’a-tocophérol.

Selon les résultats obtenus de 1’activité antioxydante, par cette méthode et par

comparaison avec les produits de référence, les extraits sont classés par ordre d’efficacité :
a-tocophérol > EEBR > BEBR > BHA > DEBR > PEBR.
1.1.2. Cas de Zilla macroptera

Les résultats de 1’activité antiradicalaire DPPH de différentes concentrations des extraits
consignés en pourcentages d’inhibition nous permettent de déterminer les Clsy des extraits

pour comparer leurs activités par rapport aux molécules de référence (figure 2).
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Figure 2. Courbe représentant 1’activité antiradicalaire DPPH des extraits de Zilla

macroptera
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A partir de la précédente courbe nous avons calculé les Cls pour faire une comparaison

entre nos extraits et les standards (tableau 2).

Tableau 2. Pouvoir d’inhibition Clsy des extraits de Zilla macroptera

Clso (ug/ml)

BEZM 47.80+0.42

. EEZM 15.69+0.72
Extraits CEZM 176.120.71
PEZM 205.09£2.15

D’apres les résultats de cette activité, On remarque que l’extrait EEZM a montré le
pourcentage d’inhibition le plus élevé, suivi par I’extrait BEZM, puis I’extrait CEZM et
enfin I’extrait PEZM avec le pourcentage d’inhibition le plus bas.

L’activité antiradicalaire manifestée par EEZM avec une valeur de Clsp = 15.69 + 0.72 pg/ml
est trois fois plus grande que celle du BHA et deux fois moins grande que celle de I’a-
tocophérol.

Ainsi, en comparaison avec les antioxydants standards, 1’extrait BEZM a une valeur de Clsp=
47.80+0.42 pg/ml tres proche de la valeur du BHA.

L’activité antiradicalaire des extraits présente des valeurs de Clsyimportantes, dont EEZM et
BEZM ont des Clsg inférieures ou tres proches de celle du BHA.

On peut classer nos extraits selon leurs activités :

a-tocophérol > EEZM > BHA > BEZM > CEZM > PEZM
1.2. Essai de décoloration de radical cation ABTS™
1.2.1. Cas de Biscutella raphanifolia

La figure 3 montre les courbes des pourcentages d’inhibition tracées en fonction de la

concentration des extraits étudiés.
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Figure 3. Courbe représentant I’activité antiradicalaire ABTS des extraits de Biscutella

raphanifolia

Tous les extraits se sont avérés avoir une activité antioxydante par I’essai d’ABTS™

avec des pourcentages d’inhibition proches.

L’extrait EEBR est le plus actif, avec une Clsop= 7.21+0.16 pg/ml, suivi par I’extrait
BEBR avec une Clsp=10.10+0.2 pg/ml, et I’extrait DEBR (Cls50=10.244+0.32 pg/ml) (tableau
3).

Tableau 3. Pouvoir d’inhibition Clsy des extraits de Biscutella raphanifolia et des

standards

Clso (ug/ml)

BEBR 10.10+0.20

Extrait EEBR 7.210.16

xtraits DEBR 10.24+032

PEBR 61.86%1.55

BHA 4.10%0.06

Standards a-tocophérol 4.31+0.10

Les résultats de ce test montrent que les extraits testés ont une activité antioxydante,
mais aucun d’entre eux n’a montré une meilleure activité que les standards BHA

(ClI50=4.10£0.06 pug/ml) et a-tocophérol (Clsp=4.31£0.10 ug/ml).
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L’extrait PEBR a la plus faible activité par rapport aux autres extraits. Ces résultats sont
logiques car les polyphenols et les flavonoides sont plus abondants dans les extraits polaires.

Les résultats obtenus permettent de classer nos extraits selon leurs ordres d’efficacité :
BHA > a-tocophérol > EEBR > BEBR > DEBR > PEBR.

1.2.1. Cas de Zilla macroptera

Les pourcentages d’inhibitions des extraits testés a différentes concentration par la méthode

d’ ABTS™ nous ont permis de dessiner la courbe présentée dans la figure 4.

ABTS

100
90
80
70
60
50 =—BEZM
40 —=i—EEZM

30 f/ CEZM
C

1%

20
10
0

=>=PEZM

0 100 200 300 400 500

Concentration (pg/ml)

Figure 4. Courbe représentant I’activité antiradicalaire ABTS des extraits de Zilla macroptera

Tous les extraits de cette plante ont des pourcentages d’inhibition élevés, avérés avoir une

activité antioxydante (Tableau 4).

Tableau 4. Pouvoir d’inhibition Clsy des extraits de Zilla macroptera

Clso (ng/ml)

BEZM 11.15+0.37

. EEZM 10.24 £0.25
Extraits CEZM 59.09+1.37
PEZM 63.15+1.62

Les deux extraits EEZM et BEZM ont montrés une meilleure activité antioxydante par rapport
aux autres extraits, avec des Clsp de 10.24 £ 0.25 pg/ml et 11.15 £ 0.37 pg/ml
respectivement, moins grande que celles des standards BHA (Clsy=4.10+0.06 pg/ml) et
a-tocophérol (Clsp= 4.31£0.10 pg/ml).
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L’extrait PEZM possede une activité faible par rapport aux autres extraits.

Dans cette méthode le classement de nos extraits, selon leurs activités et par rapport aux

molécules de référence est :
BHA > a-tocophérol > EEZM > BEZM > CEZM >PEZM

1.3. La réduction cuprique (CUPRAC)

La capacité antioxydante (CUPRAC) est basée sur la mesure de 1’absorbance a 450 nm
par la formation d’un complexe stable entre la Neocuproine et le cuivre (I), ce dernier est

formé par la réduction du cuivre (II) en présence de Neocuproine.

1.3.1. Cas de Biscutella raphanifolia

L’ensemble des valeurs d’absorbance obtenues est reporté dans la figure 5.
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Figure 5. Activité de réduction cuprique des extraits de Biscutella raphanifolia mesurées (a

100 pg/ml) comparés avec les standards

Les résultats ont été comparés avec les standards BHA (3.51 + 0.01) et a-tocophérol
(1.85+0.01) a 100 pg.

L’extrait EEBR a montré une activité plus grande que celle de 1’a-tocophérol avec une
absorbance de 2.26+0.06 a 100 pg/ml alors que les extraits DEBR et BEBR ont montré une
activité antioxydante plus proche de celle de I’a-tocophérol et presque deux fois moins grande

que le BHA.
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L’extrait PEBR présente une valeur d’absorbance de 0.45+0.02 c-a-d quatre fois moins

actif que 1’a-tocophérol.

En comparant les résultats de la réduction cuprique de nos extraits avec celles des

standards, on constate qu’aucun extrait n’a montré une meilleure activité que le BHA.
Le classement des extraits par ordre d’efficacité est le suivant :
BHA > EEBR > a-tocopherol > BEBR > DEBR > PEBR.
1.3.2. Cas de Zilla macroptera

Les résultats de ’activité de réduction cuprique des extraits de Zilla macroptera ont été
comparés aux standards BHA et I’ a-tocophérol (figure 6). A 100 pg/ml, le BHA donne
une absorbance de 3.51+ 0.01, alors que I’a-tocophérol donne une absorbance de 1.85 +

0.01.
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Figure 6. Activité de réduction cuprique des extraits de Zilla macroptera mesurées (2 100

ug/ml) comparés avec les standards

L’extrait EEZM a montré une meilleure activité, il est plus actif que les deux molécules de
référence avec une valeur d’absorbance de 4.00+ 0.01tandis que I’extrait BEZM a une

valeur d’absorbance de 2.83 + 0.05, donc il est plus actif que 1’ a-tocophérol.
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Les deux autres extraits (CEZM et PEZM) ont montré une activité antioxydante inférieure a
celle des molécules de référence avec des valeurs d’absorbance de 0,91 + 0,07 et 0,58 +

0,01 respectivement.

Les activités peuvent étre classées comme suit :

EEZM > BHA > BEZM > a-tocophérol > CEZM > PEZM
I.4. Chélation des ions ferreux

L.4.1. Cas de Biscutella raphanifolia

Les résultats de I’activité de chélation des ions ferreux sont présentés dans la figure 7.

Chélation des ion ferreux
100 —_
0 E
60 —
S ,/ —
40 1~ = ==
20 | . .
0 C .
BEBR EEBR DEBR PEBR  EPTA

Figure 7. Activité de chélation des ions ferreux des extraits de Biscutella raphanifolia

mesurées (a 100 ug/ml) et ’EDTA

On remarque que les extraits de BEBR et EEBR ne possedent pas d’activité de chélation des

métaux. Cependant, les deux autres extraits PEBR et DEBR semblent plus actifs.

Le standard utilisé dans ce test (EDTA) donne un pourcentage d’inhibition de 92.5 + 1.4% a
100 pg/ml.

Ainsi, I’extrait BEBR est non actif jusqu’a 50 pg/ml, il a une faible activité a 100 pg/ml avec

un pourcentage d’inhibition de 5.00 + 0.55%.
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Comparativement aux autres méthodes d’activité antioxydante, on remarque que 1’extrait
PEBR est le plus actif dans cette méthode avec un pourcentage d’inhibition de

32.78+1.18 % a 100ug/ml, mais trois fois mois actif que '’EDTA.
Par comparaison avec ’EDTA, on a classé les extraits par ordre d’efficacité :

EDTA > PEBR > DEBR > BEBR > EEBR.

1.4.2.Cas de Zilla macroptera
Les résultats de la méthode de chélation des ions ferreux des extraits testés sont

représentés dans la figure 8.
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Figure 8. Activité de chélation des ions ferreux des extraits de Zilla macroptera (a 100

pg/ml) comparés avec I’EDTA
Le standard EDTA donne un pourcentage d’inhibition de 92.5 + 1.4 % a 100 ug/ml.

On remarque que l’extrait EEZM ne possede pas d’activité de chélation des ions

ferreux.

A une concentration inférieure a 50 pg/ml, ’extrait BEZM n’a pas montré une activité
de chélation des métaux, mais a des concentrations plus élevées cet extrait donne un
pourcentage d’inhibition de 2,51 £ 0,94 %, trés moins actif que 'EDTA.

L’extrait le plus actif par rapport aux autres extraits est PEZM avec un pourcentage

d’inhibition de 17,83 = 1,77 %, donc sept fois moins actif que la molécule de référence.
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En comparant les résultats avec ’'EDTA a 100ug, CEZM a une faible activité de
chélation des ions ferreux avec un pourcentage d’inhibition de 3,19 + 0,96 %.
L’ordre d’efficacité des extraits étant comme suit :

PEZM > CEZM > BEZM > EEZM

Conclusion

L’étude de I’activité antioxydante de huit extraits de Biscutella raphanifolia Poiret et de Zilla
macroptera (Cross.) Maire. montre que ces extraits sont plus ou moins actifs par rapport

aux standards utilisé€s, selon les méthodes utilisés.

D’apres les résultats obtenus, on a pu mettre en évidence une variabilité au niveau de la

composition chimique de chaque extrait.
La variabilité de résultats est liée a la nature chimique des extraits et a la méthode utilisée.

Selon I’ordre de classement de 1’activité des extraits étudiés par différentes méthodes, on peut
affirmer que les extraits d’acétate d’éthyle sont les plus actifs, ce qui exprime son

richesse en polyphénols.

L’EDTA est un bon chélateur des ions ferreux, cette activité due a sa richesse en centres
ligands portant de paires d’électrons susceptible d’étre mises en commun avec les

atomes de fer pour former un complexe tres stable EDTA-Fe.

L’ordre d’efficacité des extraits était le méme dans trois méthodes (DPPH, ABTS™ et
CUPRAC) (figure 9) d’otr :

e Le classement des extraits de Biscutella raphanifolia et de Zilla macroptera est :

Acétate d’éthyle > n-butanol > chloroforme > éther de pétrole
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Figure 9. Classement des extraits par ordre croissant de I’activité antioxydante (DPPH,

ABTS™ et CUPRAC).

Cependant, ce classement s’est trouvé étre différent par la méthode de chélation des ions

ferreux (figure 10) car le mécanisme d’action est probablement différent.

Ether de pétrole > chloroforme > n-butanol > acétate d’éthyle
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Figure 10. Classement des extraits par ordre croissant de 1’activité antioxydante (Chélation

des ions ferreux).
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I1. Activité anticholinestérase

L’activité anticholinéstérase des huit extraits de Biscutella raphanifolia et de Zilla

macroptera a été réalisée par I'utilisation de deux enzymes cholinestérase AChE et BChE.

IL.1. Activité anticholinestérase de Biscutella raphanifolia
Les résultats de [Dactivité anticholinestérase des quatre extraits de Biscutella

raphanifolia ont été regroupés dans les tableaux 13 et 14.

Tableau 13. Pourcentages d’inhibition de ’activité d’acétylcholinéstérase des extraits

de Biscutella raphanifolia Poiret

AChE
Concentration (ug/ml) 25 50 100 200
BEBR Na na Na Na
EEBR Na na Na Na
DEBR Na na 6.04+1.30 8.10£1.26
PEBR 2.40+0.78 3.14+1.79 5.54+1.81 7.85+0.53
Galantamine * 68.4+1.1 74.4+0.7 78.620.5 81.4£1.0

* Composé de référence.
na Non actif.

Tableau 14. Pourcentages d’inhibition de I’activité de butyrylcholinéstérase des extraits

de Biscutella raphanifolia Poiret

BChE
Concentration (ug/ml) 25 50 100 200
BEBR Na Na Na Na
EEBR Na Na na Na
DEBR Na Na 10.54+1.45 25.71£2.80
PEBR Na Na 1.19+0.42 7.91£1.50
Galantamine * 40.6+2.9 48.7+0.9 65.0+0.4 75.5+1.1

* Composé de référence.
na Non actif.

Les deux précédents tableaux montrent 1’activité inhibitrice d’AChE et de BChE des extraits
comparés a ceux de la galantamine utilisée comme un médicament pour le traitement de

la maladie d’ Alzheimer légere.

D’apres les résultats d’activité réalisée contre les deux enzymes, il apparait que les extraits de

BEBR et EEBR ne possedent pas d’activité anticholinéstérase.
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Par ailleurs, 1’extrait PEBR a montré une faible activité anticholinéstérase contre les deux
enzymes utilisées avec des pourcentages d’inhibition dix fois inférieurs a ceux de la

galantamine a une concentration de 200 pg/ml.

Néanmoins, 1’extrait DEBR a été jugé le plus actif que les autres extraits avec un pourcentage
d’inhibition dans BChE de 25.71 + 2.80 % a 200 pg/ml et donc trois fois seulement
moins actif que la galantamine avec [=75.5 = 1.1 %. Lorsqu’on utilise I’AChE, le méme
extrait donne un pourcentage d’inhibition de 8.10 £ 1.26 % donc il est dix fois moins

actif que la galantamine (81.4 £ 1.0 %).

I1.2. Activité anticholinestérase de Zilla macroptera
Les résultats de I’activité anticholinéstérase réalisée par 1’enzyme AChE de quatre

extraits de Zilla macroptera ont été regroupés dans le tableau 15.
Tous les extraits n’ont pas une activité contre I’enzyme BChE.

Tableau 15. Pourcentages d’inhibition de I’AChE des extraits de Zilla macroptera

% Inhibition

AChE
Concentration (ug/ml) 25 50 100 200
BEZM na na na na
EEZM na 6,01 £0,77 1920+ 1,76 21,53 +1,29
CEZM na 7,51 £0,31 14,65 +0,42 17,74 £ 1,18
PEZM na na na na
Galantamine * 68.4+1.1 74.4 £ 0.7 78.6 £ 0.5 81.4+£1.0

* Composé de référence.
na Non actif.

Les résultats obtenus montrent que les extraits BEZM et PEZM n’ont pas une activité

anticholinéstérase.

L’extrait EEZM est le plus actif parmi nos extraits avec un pourcentage d’inhibition de 21,53
+ 1,29 % a 100 pg, suivi par CEZM avec I % = 17,74 £ 1,18 %. Néanmoins, ces deux
extraits sont presque quatre fois moins actifs que la galantamine avec un I % = 81.4 +

1.0 % dans la méme concentration.
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Conclusion

L’évaluation de I’activité anticholinestérase des extraits de Biscutella raphanifolia et de Zilla
macroptera a été réalisée par I'utilisation de deux enzymes, acétylcholinestérase et
butyrylcholinestérase. Les résultats présentés dans cette étude sont les premieres

informations sur ces activités.

D'apres la littérature, les études des activités antioxydantes et anticholinestérasiques
soulignent que les extraits polaires comprennent des composés antioxydants.
Cependant, ces extraits sont incapables d'inhiber les enzymes d'acétyl- et de
butyrylcholinestérase. En outre, les extraits non polaires peuvent étre considérés comme

des inhibiteurs des enzymes d'acétyl-et de butyrylcholinestérase.

Les résultats obtenus de 1’activité anticholinestérase par les deux méthodes montrent que les
extraits DEBR, PEBR, EEZM et CEZM possede la plus grande activité
anticholinestérase par rapport au autre extraits, ces résultats sont en accord avec ceux de

la littérature.

Cependant, d'autres études sont nécessaires pour comprendre l'origine de cette activité. En
particulier, les principaux constituants de chaque extrait doivent étre testés pour leur

activités anticholinestérases et antioxydantes.
III. Activité antibactérienne

IIL.1. Activité antibactérienne de Biscutella raphanifolia Poiret.

Les tests de sensibilité (tableau 16) sont réalisés sur les extraits d’éther de pétrole, de
dichlorométhane et de n-butanol et sur les antibiotiques contrdles : Ceftazidine 30 ug (CAZ),
Cefamandole 30 pg (MA), Amoxicilline+Acide clavulonique 20/10 pg (AMC) et
Gentamycine 500 pg (10UI) (GM) contre :

® Les pathovars d’E. coli
v' E. coli Entérotoxigenique (ECET) ATCC 1493.
v E. coli Entéropathogenique (ECEP) ATCC 2348.
v E. coli Entérohemorrhagique (ECEH) ATCC HB 101.
v E. coli Entéroinvasive (ECEI) ATCC LT 10407.
v' E. coli Entéroaggregative (ECEA).
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e Les souches isolées a partir d'échantillons de germes pathologiques
v’ Staphylococcus aureus ATCC 25923 (cocci Gram positif).
v’ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (bacille Gram négatif).
v’ Enterococcus feacalis ATCC 29212(cocci Gram positif).

Tableau 16. Résultats de D’activité antibactérienne des extraits d’éther de pétrole, de

dichlorométhane et de n-butanol de I’espece Biscutella raphanifolia.

Microorganisme Zone d’inhibition (mm)

PEBR | DEBR | BEBR | CAZ | MA | AMC GM
E. coli Entérohemorrhagique 13.5 14.5 15.0 22.0 | 22.0 | 30.0 | 265
E. coli Entérotoxigenique 17.5 13.5 13.5 235 | 225 | 28.0 | 225
E. coli Entéroinvasive 12.5 14.0 13.5 31.5 | 325 | 28.0 -
E. coli Entéropathogenique 15.5 14.5 - 215 | 240 | 385 | 245
E. coli Entéroaggregative 12.0 - 11.5 32,5 | 355 | 320 | 26.0
Staphylococcus aureus - - - 27.0 | 185 | 24.0 -
Pseudomonas aeruginosa 13.0 13.5 13.5 220 (295 | 245 | 37.0
Enterococcus feacalis 15.5 14.5 14.0 180 | 19.5 | 30.0 | 20.5

D’apres Ponce et al., (2003) et Moreira et al., (2005), les résultats de D’activité
antibactérienne de nos extraits sont en majorité actifs (DZI =9-14 mm) ou tres actifs (DZI =
15-19 mm).

L’extrait d’éther de pétrole a une meilleure activité antibactérienne contre ECET, EPEC
et Enterococcus faecalis dont les diametres d’inhibition sont de 17.5, 15.5 et 15.5 mm
respectivement, alors que la souche ECEH était plus sensible a 1’extrait de dichlorométhane
avec un diametre d’inhibition de 14.5 mm et a I’extrait de n-butanol avec 15 mm de diametre

d’inhibition.

Les activités antibactériennes trouvées pour les trois extraits sont meilleures que la GM
(DZI = 0 mm) vis-a-vis des souches bactériennes Staphylococcus aureus et E. coli

Entéroinvasive.
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11.2. Evaluation de ’activité antibactérienne des ’huiles essentielles d’Inula viscosa

L’activité antibactérienne de deux huiles essentielles de 1’espece Inula viscosa récoltée

a Ain El-Bey et 2 Hamma Bouziane a été testée contre :

— Escherichia coli ATCC 25922

— Escherichia coli

— Staphylococcus aureus ATCC 25923
— Staphylococcus aureus

— Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
— Pseudomonas aeruginosa

— Enterobacter aerogenes

— Klebsiella pneumoniae

— Proteus mirabilis

— Streptococcus a-hémolytique

Nous reprenons dans le tableau suivant les différents diametres des zones d’inhibition et
les concentrations minimales inhibitrices (CMI).

Tableau 17. Activité antibactérienne des huiles essentielles d'Inula viscosa (L.) Ait.

Microorganisme Zone d’inhibition (mm) | CMI (ug/ml)
HE® HE* HE® HE*

Escherichia coli ATCC 25922 18 16 40 40
Escherichia coli 20 13 40 80
Staphylococcus aureus ATCC 43300 21 10 40 80
Staphylococcus aureus 11 09 80 80
Streptococcus a -hemolitic 15 15 80 80
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 21 21 20 20
Pseudomonas aeruginosa 21 15 20 20
Enterobacter aerogenes 18 16.5 20 80
Klebsiella pneumonia 24 20 32 40
Proteus mirabilis 19 16 - 40

¢ Huile essentielle (128 pg / ml) de parties aériennes fraiches d’L. viscosa récoltée a Ain El-
Bey (Sud de Constantine)
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4 Huile essentielle (128 ug / ml) de parties aériennes fraiches d’I. viscosa récoltée 3 Hamma
Bouziane (Nord de Constantine)

L'huile essentielle de D’espece [Inula viscosa récoltée a Ain El-Bey a inhibé
considérablement la croissance de K. pneumoniae (24mm), P. aeruginosa ATCC (21mm), P.
aeruginosa SH (21mm), E. coli ATCC (20mm) et E. coli SH (20mm), tandis que I'huile
essentielle de I’espece récoltée a Hamma Bouziane a montré une bonne activité
antibactérienne contre P. aeruginosa ATCC (21mm), P. aeruginosa SH (21mm) et K.

pneumoniae (20mm).

Il semble que la premiere huile est plus active contre un plus grand nombre de micro-

organismes. Cela peut s'expliquer par la différence entre les compositions des huiles testées.

On rappelle que, I’huile essentielle de la plante récolté a Ain El-Bey se caractérise par la
présence de nérolidol (25.3 %) et d’oxyde de caryophyllene (5.5 %) comme composant
principales, présents dans I’huile essentielle de la plante récoltée a Hamma Bouziane avec des
faibles pourcentages (9.6 % et 0.1 %, respectivement). Ce qui pourrait justifier la différence

d’activité antibactérienne entre les deux huiles essentielles.

On en conclu que l'espece Inula viscosa a montré une meilleure activité anti-
bactérienne vis-a-vis d’un grand nombre de micro-organismes. Cela est probablement di a la
différence de la composition des huiles essentielles étudiées qui peut s'expliquer par

I'influence de la nature du sol et de 1'environnement.
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Conclusion Générale

Dans le cadre de recherche de substances naturelles biologiquement actives, deux

especes de la famille des Brassicaceae : Biscutella raphanifolia Poiret. et Zilla macroptera

(Cross.) Maire. ont fait ’objet de 1’étude phytochimique et biologique (Activités

antioxydante, anticholinestérase et antibactérienne) et deux especes de la famille des

Asteraceae : Inula graveolens et Inula viscosa ont fait 1’objet des analyses GC et GC/MS et

activité antibactérienne de leurs huiles essentielles.

4  L’étude phytochimique de I'extrait n-butanol de 1’espéce Biscutella raphanifolia a

permis d’isoler et d’identifier quatre flavonols glycosides. En faisant appel aux

différents méthodes analyse spectroscopiques monodimensionnels RMN 1H et RMN

13C et bidimensionnels COSY, HSQC, HMBC et NOESY.

Quercétine 3-O-4-D-glucoside

Quercétine 3-O-[f-D-glucosyl(1—2)-O-f-D-glucoside]

Quercétine 3-O-[f-D-glucosyl(1—3)-O-f-D-glucoside]

Kaempférol 3-O-[f-D-glucosyl(1—2)-(6"'p-coumaroyl)-f-D-glucoside]

L’étude des activités biologiques des extraits de n-butanol, d’acétate d’éthyle, de chloroforme

et d’éther de pétrole a été réalisée par quatre méthodes d’évaluation de 1’activité

antioxydante (DPPH, ABTS, CUPRAC et Chélation des ions ferreux), deux méthodes de

I’activité anticholinestérase (AChE et BChE) et I’activité antibactérienne par la méthode de

diffusion sur disque.

L’extrait acétate d’éthyle a montré une trés bonne activité antioxydante par
rapport aux autres extraits.

L’extrait d’éther de pétrole a manifesté une bonne activité anbactérienne, et
exceptionnellement cet extrait a également montré une activité

anticholinestérase.

+ L’étude phytochimique de 1’espéce Zilla macroptera nous a permis d’isoler quinze

produits purs dont cinq ont été identifi€s, les autres sont en cours d’identification.
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= Dehydrodiconiferyl alcool-4-O-B-D-galactoside

= cistanoside B

* 5-methoxy dehydrodiconiferyl alcool-4-O--D-glucoside
= 5-hydroxycatalpol

=  D-mannitol

Les résultats des activités biologiques effectuées sur les quatre extraits de la plante ont
montré que I’extrait acétate d’éthyle possede une meilleure activité antioxidante, alors que

I’extrait d’éther de pétrole a montré la plus grande activité anticholinestérase.

+ L’analyse GC et GC/MS de huile essentielle des parties aériennes fraiches de 1’espéces
d’Inula graveolens a montré qu’elle est majoritairement composé d’acétate d’isobornyle

(50,8%), de bornéol (18,3%) et de T-cadinol (6.2%).

L’analyse GC et GC/MS des huiles essentielles des parties aériennes fraiches de
I’espece Inula viscosa rtécolté a Ain El-Bey (Sud de Constantine), est caractérisée par la
présence principale du nérolidol (25,3%), de l'acide isocostique (10,1%), de I'acide costique
(8,0%), du néo-intermedeol (6,4%) et de l'oxyde de caryophyllene (5,5%), alors que les
composants majoritaires de 1’huile essentielle des parties aériennes de la plante récoltée a
Hamma Bouziane (Nord de Constantine) sont : 1'acide isocostique (25,1%), 1'acide costique
(15,2%), le nérolidol (9,6 %), l'acide linoléique (9,1%), le néo-intermedeol (7,5%) et le
fokienol (7,2%).

Les huiles essentielles d’Inula viscosa récoltée de deux régions différentes ont manifesté une

bonne activité antibactérienne vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pnumoniae.
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Resume

L’étude phytochimique des especes Biscutella raphanifolia Poiret, récoltée a Constantine et
de Zilla macroptera (Coss.) Maire de la région de Ghardaia, a permis, apres différentes
méthodes d’extraction et de séparation, d’isoler vingt produits dont dix ont été identifiés,
quatre isolés a partir de 1’extrait n-butanol de Biscutella raphanifolia et six a partir de 1’extrait

n-butanol de Zilla macroptera.

L’analyse GC et GC/MS de I’huile essentielle des parties aériennes fraiches de 1’espece Inula
graveolens récoltée a Constantine a montré qu’elle est majoritairement composée d’acétate

d’isobornyle (50,8%), de bornéol (18,3%) et de T-cadinol (6.2%).

L’analyse GC et GC/MS des huiles essentielles des parties aériennes fraiches de 1’espece
Inula viscosa récoltée de deux régions différentes de Constantine a montré qu’elles sont
majoritairement composées de nérolidol (25,3%), d'acide isocostique (10,1%), d'acide
costique (8,0%), du néo-intermedeol (6,4%) et d'oxyde de caryophyllene (5,5%) pour celle
récoltée a Ain El-Bey (Sud de Constantine) et d'acide isocostique (25,1%), d'acide costique
(15,2%), de nérolidol (9,6 %), d'acide linoléique (9,1%), de néo-intermedeol (7,5%), et de

fokienol (7,2%) pour celle récolté a Hamma Bouzianne (Nord de Constantine).

L’investigation des activités biologiques de huit extraits de Biscutella raphanifolia et de Zilla
macroptera montre que la meilleure activité antioxydante a été manifestée par les extraits
d’acétate d’éthyle, cette activité est probablement due a la présence de composants

phénoliques dans les extraits polaires.
Les extraits d’éther de pétrole ont manifesté la meilleure activité anticholinestérase.

L’extrait d’éther de pétrole de Biscutella raphanifolia posséde une meilleure activité
antibactérienne contre ECET, EPEC et Enterococcus faecalis, alors que la souche ECEH était

plus sensible a I’extrait de dichlorométhane.

Les deux huiles d’Inula viscosa ont manifesté une meilleure activité antibactérienne vis-a-vis

de Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pnumoniae.

Mots clés : Brassicaceae, Zilla macroptera, Biscutella raphanifolia, Asteraceae, Inula

graveolens, Inula viscosa, Antioxydante, Anticholinestérase, Antibactérienne.



Abstract

The chemical study of secondary metabolites of the species Biscutella raphanifolia collected
from Constantine and Zilla macroptera from the region of Ghardaia, allowed, by the use of
different methods of extraction and separation, the isolation of twenty products from which
ten were identified including, four isolated from the n-butanol extract of Biscutella

raphanifolia and seven from the n-butanol extract of Zilla macroptera.

GC and GC/MS analyses of the essential oil of fresh aerial parts of Inula graveolens species
showed that it is mainly characterized by isobornyl acetate (50.8%), borneol (18.3%) and -
cadinol (6.2%).

GC and GC/MS analyses of the essential oils of fresh aerial parts of Inula viscosa collected
from two different regions are mainly represented by nerolidol (25.3%), isocosticacid
(10.1%), costicacid (8.0%), neo-intermedeol (6.4%) and caryophyllene oxide (5.5%) for the
plant collected at Ain El-Bey (South Constantine) and by isocostic acid(25.1%), costic acid
(15.2%), nerolidol (9.6%), linoleic acid (9.1%), neo-intermedeol (7.5%) and fokienol (7.2%)

for the plant collected at Hamma Bouzianne (Northern Constantine).

The investigation of the biological activities of eight extracts of these two species showed that
the ethyl acetate extract exhibited the best antioxidant activity which may be due to the

presence of phenolic compounds in polar extracts.
Petroleum ether extracts showed the best anti-cholinesterase activity.

The petroleum ether extract of Biscutella raphanifolia exhibited the best antibacterial activity
against ETEC, EPEC and Enterococcus faecalis, while the EHEC strain was more sensitive to

the dichloromethane extract.

The essential oils of Inula viscosa showed the best activity against Pseudomonas aeruginosa

and Klebsiella pneumoniae.

Key words: Brassicaceae, Zilla macroptera, Biscutella raphanifolia, Asteraceae, Inula

graveolens, Inula viscosa, antioxidant, anti-cholinesterase, antibacterial.
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