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Introduction



Introduction

Introduction :

Depuis des milliers d'années, I'humanité &isatidiverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutetesade maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attriawss métabolites secondaires qui ont
avantage d'étre d'une grande diversité de streicthimique et ils possedent un tres large
éventail d'activités biologiques. Cependant I'éatdun de ces activités demeure une tache tres
intéressante qui peut faire l'intérét de nomlesidtudes.

Le continent africain est doté d’'une biodiviErgparmi les plantes riches dans le monde,
avec un nombre tres élevé de plantes utilisées eimenbes, comme aliments naturels et
pour des buts thérapeutigues. De nombreuses sabstamaturelles différentes ont été
identifiées et beaucoup d’entre elles se sontsagl dans la médecine traditionnelle pour la

prophylaxie et le traitement des maladies.

Malgré la nature hétérogene d'une biodiversitdense du continent africain en général et
de I'Algérie en particulier, il y a eu peu d'effoconsacrés au développement des agents
thérapeutiques de ces plantes. C'est pourquoi mows sommes intéresses a etudiegymus
vulgaris et Rosmarinus officinalisdes labiées tres frequemment employées dansultopo

méditerranéen.

L'objectif de notre travail vise a démontrerilzhesse de nos plantes en flavonoides et a
déterminer leurs propriétés biologiques. Pour celae étude englobe deux aspects, dont le
premier est d’'ordre phytochimique basé principa&etrsur I'extraction et la quantification
des composés phénoliques. Il porte également esudidgnostic et la séparation des

principaux flavonoides par I'utilisation des di#étes techniques chromatographiques.

Le second aspect est consacré a une évaluggidactivité antioxydante des flavonoides
vis-a-vis du radical libre DPPH. Un test antibaietérest également réalisé afin de déterminer
I'efficacité des produits flavoniques contifescherichia coli, Staphylococcus aureus,

Enterobacter spppouvant étre pathogenes pour ’lhomme.
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Si I'on ne sait pas précisément ce que nograsa@angeaient au début de I'humanité il y'a
5 a 7 millions d'années, il est certain que lesitpk faisaient partie de leur alimentation
guotidienne. lls découvraient tres tot dans lewlion que ces plantes ne représentaient pas
uniguement une source d'alimentation mais pouvaégdlement soulager voire guérir

certaines maladies.

Aujourd’hui les principes actifs des plantestsies composants essentiels d'une grande
partie de nos médicaments et produits de soinss(tHA07). Malgré les multiples progres de
la médecine moderne, il y 'a un net regain d'inté@ea-vis de la phytothérapie. Selon OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) plus de 80%admpulation mondiale ont recours a la
pharmacopée traditionnelle pour faire face aux lprobs de la santé (Farnswoethal, 1986).

En effet sur les 300 000 espéces végétales recenaéda planéte plus de 200 000 especes
vivent dans les pays tropicaux d'Afrique ont detus médicinales (Millogaet al, 2005)

[-1 / Définition de la Phytothérapie :

Traitement ou prévention des maladies par leighes plantes, la phytothérapie fait partie

des médecines paralleles ou des médecines douces.

I-2 / Différents types de la Phytothérapie :

» Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essencegpldates, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétéde pambreuses familles de plantes,

ces huiles sont des produits complexes a util@event a travers la peau.

» Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique fiksus jeunes de

végeétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

» Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la passique et la plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plantembu séchée; elle utilise soit la plante

entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, $rdleurs). La préparation repose sur des
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méthodes simples, le plus souvent & base d'eagoctitin, infusion, macération. Ces
préparations existent aussi sous forme plus mod#gngelule de poudre de plante seche

gue le sujet avale.

» Homéopathie :a recours aux plantes d'une facon prépondérarsis, mon exclusive;
les trois quarts des souches sont d'origine véagdealreste étant d'origine animale et

minérale.

» Phytothérapie pharmaceutique :utilise des produits d'origines végétales obteraus p
extraction et qui sont dilués dans de l'alcool liglg ou un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour avoiragtien soutenue et rapide. lls sont

présentés sous forme de sirop, de gouttes, deegétig lyophilisats... (Strang, 2006)

I-3 / Les avantages de la phytothérapie :

Malgré les énormes progres réalisés par la niéelanoderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N'oublions pas que de toupseen I'exception de ces cent derniéres
annees, les hommes n'ont pas eu que les plantes@aoigner, qu'il s'agisse de maladies

bénignes, rhume ou toux ou plus sérieuses, talledagtuberculose ou la malaria.

Aujourd’hui, les traitements a base des plamei®nnent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considévésme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit, les bactéries et lessve sont peu a peu adaptés aux médicaments
et leur résistent de plus en plus.

La phytothérapie qui repose sur des remedeseiaitest bien acceptée par I'organisme, et
souvent associée aux traitements classiques. Ellmait de nos jours un renouveau
exceptionnel en occident, spécialement dansaleetnent des maladies chroniques comme

I'asthme ou l'arthrite (Iseriret al, 2001)
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I-4 / Les plantes médicinales :

La définition d'une plante médicinale est trispte. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager diveeux. Les plantes médicinales sont des
drogues veégétales dont au moins une partie posdede proprietés medicamenteuses
(Farnsworth et al, 1986). Environ 35 000 espéces de plantes sontogégs par le monde a
des fins médicinales, ce qui constitue le plusdaéyentail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent deneiigoa un besoin important malgré

l'influence croissante du systeme sanitaire modgtugj et al, 2007)

[-5 / Le pouvoir des plantes :

L'action de la phytothérapie sur l'organismeethépde la composition des plantes, depuis
XVIII 8™ sigcle, au cours duquel des savants ont commenegtraire et & isoler les
substances chimiques qu'elles contiennent. On dérmesles plantes et leurs effets en fonction
de leurs principes actifs. La recherche des prexipctifs extraits des plantes est d'une
importance capitale car elle a permis la mise aotte médicaments essentiels.

Aujourd'hui les plantes sont de plus en pluglisées par l'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinineegtiemployée contre la malaria ou sans la
diagoxine qui soigne le cceur, ou encore I'éphédyue I'on retrouve dans de nombreuses

prescriptions contre les rhumes (Iseahal, 2001)

I-6 / Efficacité des plantes entiéres :

La phytothérapie a la différence de la médeciassique, recommande d'utiliser la plante
entiére, appelée aussi "totum” plutdét que des ixti@btenus en laboratoire. Une plante
entiere est plus efficace que la somme de ses AN’ les plantes contiennent des

centaines voire des milliers de substances chimsiqagves (Iseriret al, 2001)
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I-7 / Les plantes médicinales sélectionnées :

Les plantes étudiées ont été choisies en foncedewt emploi trés fréquent en Algérie.

I-7-1 / Thymus vulgaris(Lamiacées)

[-7-1-1 / Origine du nom: le nom thym proviendrait aussi bien du latire giu grec
Thymus : «parfumer» (latin)

Thumus : «courage» (grec)

[-7-1-2 / Description botanique :

Thymus vulgarisest un sous arbrisseau, vivace, touffu et trematique de 7-30 cm de
hauteur, d’'un aspect grisatre ou vert grisatre. gss ligneuses a la base, herbacées
supérieurement sont presque cylindriques, ces lig@suses et trés rameuses sont regroupées
en touffe ou en buisson tres dense. Ses feuillat tses petites, ovales, a bord roulés en
dessous a nervures latérales distinctes, au péttiémement court et blanchatres a leur face
inferieure. Ses fleurs sont presque roses ou peeslanches, font de 4 a 6 mm de longueur,
sont pédicellées et réunies ordinairement au nenuw trois a l'aisselle des feuilles
supérieures. Le limbe du calice est bilabié, unipessu. La corolle de taille variable, un peu
plus longue que le calice mais la partie tubuldida corolle ne dépasse pas celle du calice,
les étamines sont incluses. La période de laifon commence en mai-début de juin
(Wikipédia, 2008)

=i =

Figure 1 : Photo dérhymus vulgarigWikipédia, 2008)
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[-7-1-3 / Classification :

a / Classification classique :
Regne: Plantae
S / regne: Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
S/ Classe Asterdae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre: Thymus

Espéce Thymus vulgaris

b / Classification phylogénétique :

Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae

[-7-1-4 / Distribution géographique :

Le thymest une plante originaire de l'ouest des régiongliteganéennesOzcan et
Chalchat, 2004) et aussi autochtone du sud d’Eur@mkeuchi et al 2004). Plus
précisément, le thym commun préfere un sol lIégéneraeide, bien drainé et rocailleux
(calcaire), en plein soleil et au sec, mais la telase développe également sur un sol alcalin
filtrant, 1éger ou compact (d’argile et de limon) tres poreux (sableux), un peu humide et
frais. La capacité de cette plante a résister arake forte chaleur provient de son huile
essentielle qui est produite la nuit et s’évapar@lirnée ; c’est par cette action que la chaleur

sera consommeée.
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[-7-1-5 / Propriétés du thym :

> Assaisonnement des aliments et des boissons.

> Antiseptique, désinfectant dermique et un spasnopigt bronchique dont il est

indiqué pour traiter les infections des voies negpires supérieures.

» Les principaux constituants du thym montrent deppétés vermifuges et vermicides
(Bazylko et Strzelecka, 2007)

> Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflaataires, et antibactériennes dont une
étude récente a montré que les extraits méthamaliqat hexaniques des parties
aériennes d&hymus vulgaris inhibent la croissance déycobacterium tuberculosis

(bactérie qui cause la tuberculose) (Jiminez-Anelet al, 2006)

> Propriétés anthelminthiques (Al-Bayati, 2008)

> Propriétés antioxydantes (Takeuchet al, 2004 ; Golmakani et Rezaei, 2008) en
raison de ces propriétés, le thym est utilisé cormmeonservateur afin de prolonger

la durée de conservation des poissbhannus thymnusdurant leur stockage (Selmi
et Sadok, 2008)

[-7-1-6 / Principes actifs du thym:

» Les acides phénoliques acide caféique (Cowan, 1999), acide rosmarinique
(Takeuchi et al, 2004)

> Les flavonoides hesperédine, eriotrécine, narirutine (Takeuehial, 2004),

lutéoline (Bazylko et Strzelecka, 2007)

> Les polyphénols: tanin (Cowan, 1999Gzcan et Chalchat, 2004)
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I-7-2 / Rosmarinus officinalis(Lamiacées)

[-7-2-1 / Origine du nom: le mot romarin (Rosmarinus) dérive du latin
«Ros» : rosée

«Marinus» : marin ou darm

[-7-2-2 | Description botanique :

Le romarin est un arbrisseau de la famille ldbiées, peut atteindre jusqu’a 1,5 meétre de
hauteur, il est facilement reconnaissable en tsai®on a ses feuilles persistantes sans pétiole,
coriaces beaucoup plus longues que larges, auwks dégérement enroulés, vert sombre
luisant sur le dessus, blanchatres en dessoudordaéasbn commence dés le mois de février
(ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au awiimai. La couleur des fleurs varie du bleu
pale au violet (on trouve plus rarement la varigtBeurs blanche®osmarinus officinalis
albiflorus). Le calice velu a dents bordées de blanc, eltatept deux étamines ayant une
petite dent vers leur base .Comme pour la plupsstlimiacées, le fruit est un tetrakéne (de
couleur brune) (Wikipédia, 2008)

Figure 2: Photo deRosmarinus officinalig§Wikipédia, 2008)
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|-7-2-3 / Classification :

a / Classification classique

Regne :Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre: Rosmarinus

Espece Rosmarinus officinalis
b / Classification phylogénétique :

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae
I-7-2-4 | Distribution géographique:

Le romarin se trouve dans toutes les contréawdiales de I'Europe, plus particulierement
sur le pourtour méditerranéen, de préférence denbdux secs et arides, exposés au soleil, a
I'état sauvage il se trouve sur des sols calcaires
[-7-2-5 / Propriétés pharmacologiques et thérapeugues du romarin :

Cette plante est utilisée en médicine erorage ses différentes propriétés :

» Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato proteesiicsoulagement des désordres

respiratoires (Lemonica at 1996 ; Souza el 2008)
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» Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydardeémopréventives (liiez et al,
2000 ; Pérezet al, 2007 ; Wanget al, 2008)

» Anti-inflammatoires, antimétastasiques (Cheund agt 2007)

> Inhibition de la genese des tumeurs mammaires &arg et Nelshoppen , 1991) et

la prolifération des tumeurs cutanées (Huangl €£994)

» D’autres études montrent que les composants du rimmahibent les phases

d'initiation et de promotion de cancérogénése (Offet al, 1995)

» Carnosol du romarin posséde une activité antevicaintre le virus du SIDA (HIV)
(Aruoma et al, 1996) alors que l'acide carnosique a un effetbitdur trés puissant
contre la protéase de HIV-1 (Pagisal, 1993)

[-7-2-6 / Principes actifs :
Les principaux constituants du romarin responsatdssdifférentes propriétés sont :

» Les acides phénoliques acide vanillique, acide caféique, acide p-cotmo
(Ibanez et al, 2003 ; Ramirezet al, 2004 ; Cavercet al, 2005 ; Herrero et al, 2005 ;
Muchuweti et al, 2007 ; Pérezt al, 2007)

» Les flavonoides genkwanine, cirsimaritine (lhaz et al,2000; Caveroet al, 2005),

eriocitrine, hesperédine, diosmine, lutéoline (Okeanet al, 1994 ; Del Bao etal,
2004), apigénine (Yangt al,2008)

10
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[1-1 / Généralités :

Les composés phénoliques sont des métabokimsndaires végétaux. lls peuvent étre
définis comme des molécules indirectement esskdidd la vie des plantes (d’ou la
dénomination de métabolites secondaires). Par dpposaux meétabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal ils sont essentiels dans l'interaction

de la plante avec son environnement.

Ces composés ont tous en commun la présenceodiwde plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Uaga et Leighton, 2000). La structure
des composés phénoliques naturels varie depuimddscules simples (acides phénoliques
simples) vers les molécules les plus hautemdgihrisées (tanins condensés) (Machetix

al, 2005). Avec plus de 8000 structures phénoligdestifiées (Urquiaga et Leighton, 2000)

Les composés phénoliques participent activeraartinteractions de la plante avec son
environnement en jouant soit le role des signaexreconnaissance entre les plantes
(Allélopathie), entre les plantes et les symbiosms,bien lui permettant de résister aux
diverses agressions vis-a-vis des organismes geatles. lls participent de maniére treés
efficace a la tolérance des végétaux a des stagss, donc ces composés jouent un role
essentiel dans I'équilibre et 'adaptation deléaie au sein de son milieu naturel (Machatix
al, 2005)

D'un point de vue appliqué, ces molécules dmesit la base des principes actifs que I'on
trouve chez les plantes médicinales, alliées ad#ficulté de production. Chez I'hnomme, ces
molécules traces jouent un réle important en agtssi@ectement sur la qualité nutritionnelle
des fruits et légumes et leur impact sur la sdagéconsommateurs (effet antioxydant, effet

protecteur contre I'apparition de certains cancg(®acheixet al, 2005)

11
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[I-2 / biosynthése des composés phénoliques :

A / La voie de shikimate : cest souvent la voie de biosynthése des composés
aromatiques, elle joue un réle critique pour cdetrde métabolisme de la voie de

phénylpropanoide (Keningt al, 1995)

COOH
PO COOH CHO —o0 OH COOH COOH
1
., H——©oH H——H 2 6
CH2
H OH > OH H .
Acide 3 2
Phosphoenol CH20P H——OH O 4 OH OH
pyruvique H ___OH
(PEP) Erythrose 4 P ) _OH o OH
Acide 3 déhydroquinique Acide 3 déhydro
CH20P (DHQ) shikimique (DHS)
Acide 3 désoxy D arabino
heptulosique 7 P (DHAP)
COOH CQOH PEP  cooH COOH
- CH2 L
CH2 1
1l /\
OoP
o/\COOH O cooH ©OF OH  oH OH
OH OH OH OH
Acide chorismique 5-Enolpyruvylshikimate 3 P Shikimate 3 P Acide shikimique
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Figure 3 : La voie de shikimate (Floss, 1997)
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B / La voie de phénylpropanoide:

La voie de phénylpropanoide commence par layakanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarinssflavonoides, flavonoides, acide
salicylique, des précurseurs de lignine, qui eantjtativement le second biopolymére le plus

important apres la cellulose

NH (@)
Flavonoides

OH Isoflavonoides
Anthocyanines
Phenylalanine

Stilbé
Acide salycilique tosnes
PALl

/

OH

Acide cinnamique

C4Hl
/ —0OH / ----- > p Hydroxyphenyl lignine
OH OH SCoA

p Coumaroyl CoA

Acide p coumarique

/O
SCoA
Caffeoyl CoA
OH l l
/ ©
oOH—~/" N— N =" > Guaiacyl lignine
SCoA
A0|de férulique MeO
OH
OH SCoA N
OH OH E
MeO !
Me Acide 5 hydroxy férulique 5 Hydroxy feruloyl CoA !
1
!
MeO ;
Syringyl lignine
OH OH
MeO

Acide sinapique

Figure 4: La voie de phénylpropanoide (Hoffmamt al, 2004)
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C / La voie de biosynthese des flavonoides :

OH

2,4, 6, 4' tetrahydroxy chalcone
lChalcone isomérase
OH

Flavone synthase _

OH

Flavanone : Naringénine Flavone : Apigénine

(28 ) flavanone 3 hydroxylase

©/ Flavonol synthase o I
II o]
OH

Dihydroﬂavonol : (2R, 3R ) dihydrokaempférol Flavonol : Kaempférol

lDihydroﬂavonoI 4 réductase
OH
OH

i:it\OH OH
OH
OH

OH

Y

Flavan 3, 4 diol : Leucoanthocyanidol Flavan 3 ol

l OH OH
OH
O O+ 3 O glycosyl transférase : i+
: i OH O Glu
OH OH
Anthocyanidol :Pelargonidol Anthocyanoside : Pélargonidol 3 O glucoside

Figure 5: La voie de biosynthése des flavonoides (WinkeH&h 2001; Subsamaniaet al,
2007)
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[I-3 / Principales classes des composés phénoliques

[I-3-1 / Les acides phénoliques simples :

A/ Acides hydroxybenzoiques :

» Sont des dérivés de I'acide benzoique
» Ont une structure générale de base de type (C6-C1)
» Existent souvent sous forme d'esters ou de glyessid

> Les acides hydroxybenzoiques les plus abondantséertoriés dans le tableau | :

Tableau I: Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-ManchedCheynier, 2006)

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p hydroxy
R2 R1 benzoique
- oo H OH OH H Acide

protocatechique

R4 H OCH3 | OH H Acide vanilliqgue
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique
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B / Acides hydroxycinnamiques :

» Dérivent de l'acide cinnamique

» Ont une structure générale de base de type (C6-C3)

>
>

Existent souvent sous forme combinée avec des miekorganiques

Les degrés d'hydroxylation et de méthylation dcleyenzénique, conduisent a une

réactivité chimique importante de ces molécules,tdbleau Il représente les

principaux acides hydroxycinamiques

Tableau Il : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Mawichet Cheynier, 2006)

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
R1 OCH H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
Re L OCH3 OH H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

C / Coumarines :

» Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnaesigpar cyclisation interne de la

chaine latérale

» Les coumarines ont fréquemment un réle écologiquieialogique

Tableau Il : Principaux types de coumarines (Macheial, 2005)

Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
R6 OH OH H Aescultol
R7 ¢=0 OCH3 OH H Scopolétol
R8 OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol
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[1-3-2 / Les flavonoides :

[1-3-2-1 /| Généralités:

Le nom flavonoide proviendrait du terme flawedésignant la couche externe des écorces
d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autresieuisupposaient que le terme flavonoide a
été plutdt prété du flavus ; (flavus=jaune) (Kérahal 2004 ; Maléev et Kunté, 2007).

Les flavonoides ont été isolés par le scientdi E.Chervreul en 1814, mais ont été
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szefr@yui, désignés sous le nom de
vitamine P, en raison de leur efficacité a nornealis perméabilité des vaisseaux sanguins,
cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on seitrarmmpte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle d#amines, il devient clair que ces substances

appartiennent aux flavonoides (Nijveédtal, 2001)

Les travaux relatifs aux flavonoides sont mplds depuis la découverte du célébre "french
paradox" correspondant a un bas taux de mortaht@liovasculaire observé chez les
habitants des régions méditerranéennes, associardamsommation de vin rouge a une prise
importante de graisses saturées (Ghedira, 200fes®a et Kunté, 2007). Prés de 4000
flavonoides ont été décrits (Médbari et al, 2004)

[1-3-2-2 [/ Structure :

Les flavonoides ont tous la méme structure ichien de base, ils possedent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitudeda cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 emafurainsi I'hétérocycle (C) (W- Erdmah
al, 2007). Généralement, la structure des flavonoddeseprésentée selon le systeme C6-C3-
C6 (Emerencianet al, 2007) en formant une structure de type diphépytpane dont des
groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ousdeses peuvent étre attachés sur les

noyaux de cette molécule (Narayana, 2001; kéale et Kunté, 2007)
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[1-3-2-3 / Classification :

Tableau IV : Principales classes des flavonoides (Naragaah 2001; W- Erdmaret al,

2007)
Classes Structures chimiques R3' R4’ R5' Exemples
Flavones H OH H Apigénine
i OH OH H Lutéoline
R4’
OH 9 @ OH OCH3 H Diosmétine
OL T e
&
OH
Flavonols H OH H Kaempférol
OH OH H Quercétine
OH OH OH Myrecétine
Flavanols R OH OH H Catéchine
R4'
o O
O T "
OH
OH
Flavanones H OH H Naringénine
OH OH H Eriodictyol
Anthocyanidines R3' H OH H Pelargonidine
OH OH Cyanidine
OH OH OH | Delphénidine
Isoflavones R5 R7 R4
OH OH OH Genisteine
H O-Glu OH Daidezine
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[1-3-2-4 [ Localisation:

Les flavonoides sont impliqués dans de nomleseusteractions des plantes avec les
conditions biotiques et abiotiques de leur enviemant, ces substances sont accumulées
dans difféerentes parties cellulaires et tissuladesla plante durant I'organogénese et sous

I'influence de plusieurs facteurs stimulants (Hertet al, 1998)

Sur le plan cellulaire, les flavonoides somttgtisés dans les chloroplastes puis migrent et
se dissolvent dans les vacuoles (Piquemal, 2088¥dartition de ces composés montre des
accumulations trés localisées, généralement etiomlavec une fonction physiologique ou
avec linteraction de la plante avec son environe@mAinsi, les flavonoides qui ont une
localisation épidermique ont un rdle d'écran vigsades rayonnements solaires, tandis que
ceux qui sont impliqués dans les mécanismes densi&fent plutét une localisation sous
épidermique (Boudet, 2000)

[1-3-2-5 / Distribution :

Les flavonoides sont présents dans toutes dettep des végétaux supérieurs : racines,
tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Mzeyenet al, 2002), ils peuvent aussi étre
rencontrés dans certains boissons et chez cerfaursages (ex: tréfle) (Urquiaga et
Leighton, 2000)

Certaines classes de flavonoides sont préserthigsivement chez certains végétaux, on
trouvera par exemple, les flavanones dans les aguhes isoflavones dans le soja, les
anthocyanes et les flavonols ont eux une largeillision dans les fruits et les légumes
tandis que les chalcones se retrouvent plus frémesthdans les pétales des fleurs, sont
considérés comme des pigments naturels au ménee dite les chlorophylles et les
caroténoides (Lahouel, 2005 ; Piqguemal, 2008)
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Le monde animal est trés concerné par les fiaidws dont Brewingtoat al (1974), Lopez
et Lindsay (1993) in (Beslet al, 2004) ont isolé respectivement quinze et seizeposes
aromatiques a partir du lait de vache avec resggognt 6 et 5 composés importants dus

principalement a la consommation des plantes gdndebivores.

On trouve aussi la chrysine, la quercétine,adgalangine dans les propolis ; sécrétion des
bourgeons de nombreux arbres (le bouleau, le sipsaule...) récoltés par les abeilles, ces
insectes les fabriqguent en modifiant la propolis leairs enzymes salivaires. Les abeilles
mettent en ceuvre les propriétés antifongiques @bamériennes des polyphénols pour
aseptiser leurs ruches (Lahouel, 2005). Le tabléaeprésente la distribution des principaux

flavonoides dans certains aliments

Tableau V: Distribution alimentaire des principales clasdedlavonoides (W- Erdmaat

al, 2007)
Flavonoides Exemples Aliments Caractéristiques
Flavonols Quercétine | Oignon, poireau, | Le groupe le plus abondant

Kaempfeérol | brocolis, pommes, des composés phénoliques.
chou frisé, vin

rouge, thé.

Lutéoline Persil, céleri. Le groupe le plus abondant
Apigénine des composés phénoliques, |es
flavones se different des
flavonols seulement par le
manque d'un OH libre en CB

ce qui affecte ainsi leur

absorption aux UV, mobilit¢
hromatographique et les

réactions de coloration
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Flavanones

Naringénine

Eriodictyol

Fruits du genre

Citrus.

Sont caractérises p
l'absence de la double liais
C2-C3, le

des écorces de citrus.

flavanone le plus abondant
est la naringénine, isolée

pour la premiére fois a partir

ar

DN

R4’

Genisteine

Daidzeine

Graines de soja et
produits qui en

dérivent.

libre ou glycosylée.

Caractérisés par leur
variabilité structurale dont
I'attachement du cycle B se

fait en C3. lls sont présents

dans les plantes sous forme

Flavan3-ols

Catéchine
Epicatéchine

Vin rouge, thé

noire, thé vert,

Flavan3ols ainsi que flavan

4diols sont tout les deux

w

R3 Epigallocatéc| cacao, chocolat. | impliqués dans la

@ Re -hine biosynthese de

" @‘. - proanthocyanidines (tanins
o condensés) par des
OH condensations enzymatiques

et chimiques

Anthocyanidines Cyanidine | Raisins, vin rouge,| Représentent le groupe |le
Delphénidine| certaines variétés deplus important des

R3'

e
O e

OH
OH

céréales.

contribuent a la coloratio

des angiospermes.

pigments hydrosolubles

substances colorées, ges

=)
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[1-3-2-6 / Propriétés des flavonoides :

A / Propriétés antiradicalaires :

Les flavonoides sont capables de piéger legaaxl libres en formant des radicaux
flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut @xpliguée par leur propriété de donation
d'un atome d'hydrogéne a partir de leur groupermgatoxyle selon la réaction représentée
ci-dessous :

FLOH + R—> FLOe + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molétaldegRH) et un radical flavoxyle (FLOe)
ce dernier va subir un changement de structuregsamance ; redistribution des électrons
impaires sur le noyau aromatique pour donner ddéaules de faible réactivité par rapport
aux Re; en outre les radicaux flavoxyles peuveinteragir entre eux pour former des

composés non réactifs.

FLOe + Re—> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)

FLOs + FLO—> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)
(Ami¢ et al, 2003)

OH
-
Hia-me - o

RH

Figure 6 : Piégeage des espéces réactives dérivées de lroxyge) par les flavonoides et la
formation d'une structure stable (Tigwari, 2001)
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La propriété antiradicalaire des flavonoides ésoitement liée a leur structure, en
particulier au phénoméne de résonance électrongjabilisant exercé par les noyaux
aromatiques, cette activité nécessite :

» Structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B 43'dihydroxystructure), cette
structure est importante pour l'activité antiratiice des flavonoides possédant un

hétérocycle saturé.

» La double liaison C2-C3 conjuguée avec la foncdooxo qui est responsable de la

délocalisation des électrons, en améliorant ameapacité antiradicalaire.

» Les groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (Aatial 2003)

A titre d'exemple ; la quercétine et la myiigétrépondent a tous ces criteres nécessaires

pour avoir une activité antiradicalaire efficacengportante (Middletoret al, 2000)

Figure 7 : Critéres structuraux essentiels pour avoir une baactivité antiradicalaire des
flavonoides (Ami et al, 2003)

23



Synthése bibliographique Chapitre 1l —Les composeés phénoliques

B / Propriétés chélatrices des ions métalliques :

Les ions métalliques sont nécessaires poumletibonnement des processus biochimiques et
physiologiques cellulaires, mais dans certainsetdsrsque leur mécanisme d'action n'est pas
bien contrélé ces mémes ions peuvent étre a Farigiune peroxydation lipidique, un stress
oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre dge Cu+2 est un stimulateur de la
peroxydation des LDL (Tigwari, 2001).

Grace a leur structure chimique spécifique flgonoides peuvent facilement chélater les

ions métalliques en créant des composés compilexetifs (MaleSev et Kuntj 2007)

La chélation des ions métalliques nécessite titds principaux :

> Site situé entre le groupe 3' OH et le groupe 4'dDHycle B

> Site situé entre le groupe 30H et 4 C=0 de I'hét¢aie C

> Site situé entre le groupe 50H du cycle A et uge 4C=0 de I'hétérocycle C

wwMe+n

o

Figure 8 : Principaux sites impliqués dans la chélation des métalliques (Mey (Tigwari,
2001)

24



Synthése bibliographique Chapitre 1l —Les composeés phénoliques

C / Propriétés antibactériennes :

La thérapeutigue des infections bactériennesbase principalement sur l'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échellgagtois inappropriée de ces agents a entrainé
la sélection de souches multirésistantes d’'ou Kirtgnce d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent uoerce d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme deali@sisecondaires dont les composés
phénoliques, sont toujours utilisés dans lI'indesalimentaire et cosmétique et comme agents

antimicrobiens en médecine populaire.

Les polyphénols notamment les flavonoides ®ttd@nins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme diité peut étre lié a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les cadwolages) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiens, les protéinestrdnsport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999)

D / Propriétés anticancéreuses :

Le cancer se présente habituellement comméummeur formée d'une masse cellulaire qui
est l'aboutissement d'une série de transformatmuvgnt se dérouler pendant plusieurs
années, donc la cancérogénése est un processukexemulti-séquentiel menant une cellule
de I'état sain a un état précancéreux et finalendenh stade précoce de cancer (Pinceetall
al, 1999)

Depuis longtemps, on associe le cancer etpe thalimentation, de nombreux chercheurs
ont étudié le réle des nutriments dans le dévelogoe des cancers. Plus récemment des
recherches expérimentales suggerent que les flademosont parmi les substances
susceptibles de retarder voire d'empécher l'apparide certains cancers, tout en réduisant
d'une maniére spécifique les risques d'en avoirz ¢be sujets humains (Decloitre, 1993 ;
Hertog, 1996)
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Des études montrent que certains flavonoidetcpliérement ; lutéoline, quercétine,
kaempférol, apigénine, taxifoline inhibent d'unedia marquée la lipogenése des cellules

canceéreuses, d'autres flavonoides sont plutét egpdinduire I'apoptose.

Certains flavanols (épigallocatéchine-3-galaeprésentent des effets cytotoxiques sur les
cellules cancéreuses de prostate, ces effets sorélés avec leur capacité a inhiber les

enzymes clés lipogéniques i.e. FAS (Fatty Acid Bgsg) (Brusselmanst al, 2005).

Les travaux réalisés par Mahmaetdal (2000) in (Depeintet al, 2002) montraient que la
curcumine permet de prévenir la formation des tusmepontanées induites génétiquement,
ce méme flavonoide réduit I'apparition des tumelerda peau induites chimiquement. La
quercétine et la rutine sont les deux flavonoidesplus conseillés pour prévenir I'apparition
du cancer de l'appareil gastro-intestinal tandis tiapigénine avec la quercétine ont la
capacité a inhiber la phase de métastase. Toist€Ctdtagironeet al (2000) in (Depeintet
al, 2002) signalaient que l'inhibition des differensdades de développement de cancer est

plutdt assurée par tous les flavonoides.

L'activité anticancéreuse des flavonoides estrésspar lintervention de plusieurs

mécanismes :

piégeage des radicaux libres

Inhibition du métabolisme d'acide arachidonique

Formation d'un complexe inactif avec le carcinog@gtertog, 1996)
Prévention de l'activation des métabolites carcineg

Inhibition de la prolifération des cellules cancéres

Arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses

Induction de I'apoptose

vV V V V V V V V

Inhibition des processus d'angiogénése @erh 2003)
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E / Propriétés anti inflammatoires :

Une inflammation par définition est une réattde défense immunitaire stéréotypée du
corps a une agression (infection, bralure, allergiequi se manifeste par une rougeur, un

gonflement, une sensation de chaleur, une douléwseqble pulser ... (Wikipédia, 2008).

Au cours de l'inflammation, des produits baetési déclenchent la production d'une grande
guantité d'oxyde nitrique (NO) dans les macrophagetautres cellules sous l'action d'oxyde
nitrique synthase inducteur (iNOS) (Hamalainenal, 2007), bien que la libération de (NO)
est tres importante pour maintenir la dilatatios gaisseaux sanguins (vasodilatation) mais
des fortes concentrations peuvent conduire aux dmyamoxydatifs (Nijveldtet al, 2001),
car une fois que le NO est formé il se peut galitéagir avec l'anion superoxyde conduisant
a la formation de peroxynitrite qui provoque l'emdnagement des macromolécules
cellulaires. Cependant une production en exces @edNrant une inflammation chronique

résulte au développement du cancer (Tsai, 2004)

De nombreuses études semblent indiquer quitalemnoides possédent des propriétés anti
inflammatoires et qu'ils sont capables de mod@dphctionnement du systeme immunitaire
par inhibition de l'activité des enzymes qui peuv&re responsables des inflammations, ils
peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytendlirgflammation athérosclérosique en
inhibant I'expression des médiateurs inflammatdi@snzalez-Gallego et al, 2007) d'autres

flavonoides sont capables d'inhiber I'histaminen(kat al, 2004).
Les flavones et les flavonols sous forme glyts ou libre comme la quercétine,

kaempférol, myrecétine ont une activité inhibiéribe COX (Cyclooxygénase) (Tapasal,
2008)
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F / Propriétés antivirales :

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

» au niveau de l'adsorption du virus sur la celld&sh

» au niveau de la pénétration du virus dans laledliate

» au niveau la de réplication du virus et la syrehdss protéines virales
>

au niveau de lI'assemblage et de la sortie du himts de la cellule hote

L'activité antivirale des flavonoides contrevHieut étre liée directement par leurs effets
sur les enzymes responsables de son réplicatiod-IHieverse transcriptase ou HIV-1
integrase) par railleurs d'autres flavonoides nagnit une activité antivirale contre le virus
d'influenza, HIV-1, HIV-2 (Bylka et al 2004). Quercétine, apigénine, catéchine et
hesperédine sont parmi les flavonoides caractéeéleurs propriétés antivirales contre onze
types de virus. Les flavonoides aglycones pourius groupement hydroxyle libre en C3 ont
montré une bonne activité antivirale, les flavasest généralement plus efficaces que les

flavones et les flavanones contre HIV-1 et HIV-Pajgas et al, 2008)
G / Propriétés antiallergiques :

Ces effets antiallergiques sont attribuésrdldénce des flavonoides sur la production de
histamine. En effet, les flavonoides inhibent lenzymes, telles que I'AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase Ca?+ dépendante, sagpesde la libération de I'histamine a
partir des monocytes et des basophiles. Par exeiftlidPase Ca2+ dépendante dégrade
I'ATP produisant ainsi de I'énergie afin de faeilitabsorption du calcium par les membranes
cellulaires, ce qui favorise la libération de fhisine stockée dans les vésicules. En inactivant
cette enzyme, la quercétine a montré un potentaetidn supérieur a celui du cromoglycate
de sodium utilisé comme médicament en empéchalibdeation de I'histamine et d'autres

substances endogénes qui causent I'asthme (Maf@ag)
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H / Les flavonoides sont des produits nutraceuticgs :

Le terme nutraceutique a été intervenu en 1@2r®Steph De Felice (Lin et Weng, 2006), il
s'agit d'une appellation commerciale élaborée gmirldustriels qui résulte de la contraction
de "Nutrition" et de "Pharmaceutique" (Bietrix, Q0. Les nutraceutiques sont des
composés qui n'ont pas une valeur calorique mai®muun réle fondamental pour ce qui

concerne la prévention de certaines pathologieisg@&éreet al, 2007)

Le rble nutraceutique des polyphénols s'insdaibs le cadre de ce que l'on appelle la
nouvelle pharmacie qui consiste a faire un traitgmpréventif et non curatif, il vaut mieux
gue le médicament soit déja présent dans l'organsét a la défense apporté sous forme des
aliments fonctionnels capables de procurer desfditenphysiologiques démontrés ou de
réduire les risques des maladies chroniques,wenda remplir leurs fonctions nutritionnelles
de base dont la consommation des fruits et dasrlég riches en composés bioactifs peut
étre une stratégie de prévention réaliste contreod&reuses maladies majeures. Les produits
nutraceutiques fondamentaux des plantes sont lapagés phénoliques, particulierement les

flavonoides en raison de leurs propriétés bénédiguela santé humaine.

| / Biodisponibilité des flavonoides :

Les effets santé des polyphénols dépendenhtesdfEment de leur biodisponibilité ; cette
derniere qui signifie la part d'un nutriment présdans un aliment qui est effectivement

assimilée par I'organisme (Wikipédia, 2008)

Selon Wiseman (1999) la biodisponibilité absol@) correspond a la proportion des
molécules qui entrent dans la circulation sangusoes leur forme intacte apres leur

consommation en passant a travers la paroi ingdstat le foie.
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a / Absorption : tous les flavonoides a I'exception de catécfflaganol) sont présents dans
les plantes sous forme glycosylée (liés aux syzmesles liaisons 3 osidiques) seuls les
aglycones peuvent étre absorbés par l'intestire gré@&hdis que les glycosides sont hydrolysés
tout d'abord en aglycones par l'intermédiaire daitaoflore colique qui dispose des enzymes
capables de cliver les liaisons 3 osidiques (WasemM999 ; Urquiaga et Leighton, 2000 ;
Ming, 2007), cette méme flore microbienne métaleodis méme temps les aglycones libéreés.
Des quantités considérables de catéchines polyoesigconnus sous le nom de
proanthcyanidines sont présents dans l'alimentatites études montrent que les formes
diméres et trimeéres de catéchine sont susceptitdé® absorbés tandis que les polymeres de
degré de polymérisation élevé ne peuvent pas égerlaés par la paroi intestinale qu'apres

leurs dégradation (Hollman, 2001)

b / Métabolisme: deux compartiments considérablement importaots [ métabolisme des

composeés phénoliques :

* les tissus (foie et les reinsy ou des enzymes de biotransformation agissent
directement sur les flavonoides aglycones ainsi sure des métabolites coliques
absorbés, ces enzymes sont principalement locaisé@s/eau du foie, des reins, ainsi

gu’au niveau de l'intestin gréle.
e Colon : ou la microflore coligue dégrade les flavonoidegycones libérés (apres
hydrolyse des glycosides) par ouverture de leuérbéycle aux différents endroits

selon le type de flavonoide concerné :

> Les flavonols : sont dégradés en acides phénytamdti et acides

phénylpropioniques

» Les flavanols : produisent les valerolactones (ndyanzénique avec une chaine

latérale de cing atomes de carbones) et des gulidegylpropioniques

> Les flavones et les flavanones : produisent deteaghénylpropioniques
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Ces acides sont encore métabolisés aux défestacides benzoiques, les groupements
hydroxyles des métabolites générés subissent omgigaison par acide glucuronique,
sulfate, ou par glycine (Hollman, 2001). L'élimiioat des métabolites de polyphénols se
fait par deux voies essentielles d'excrétion ; pait voie biliaire (Manach, 1998) ou par

voie urinaire.

Autres
tissus
Intestin [ > Foie
gréle \
Reins
Colon
U ﬂ 1
FECes oH Urines
(4]

Figure 9 : Principaux compartiments impliqués dans le ndiaime des flavonoides
(Hollman, 2001)
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G / Autres propriétés des flavonoides :

» Protection des plantes contre les radiations UV

» Sont impliqgués dans les processus de défense qatwe contre les infections
bactériennes et virales

» Agissent comme des pigments ou des co-pigments

» Modulation de la distribution d'auxine

» Fonctionnent comme des signaux moléculaires denreissance entre les bactéries
symbiotiques et les légumineuses afin de facilédixation de I'azote moléculaire

» Régulation de I'élongation des tiges

> Interviennent dans la maturité des fruits

» Sont a l'origine des golts amers et astringents dé repousser les animaux
herbivores (Park et Cha, 2003 ; Subsamaeiaal, 2007 ; Yanget al, 2008)
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[-1 / Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué des paaégennes derhymus vulgariet Rosmarinus
officinalis. Les feuilles du thym ont été cueillies en mai&ade la région d’Ain Smara tandis
gue Les feuilles et les sommités fleuries du mmant été récoltées en mois de mars 2008
de l'université de Constantine. Aprés séchageneatempérature ambiante et a I'abri de la
lumiére solaire, afin de préserver au maximuntégnité des molécules, le matériel végétal

de chacune des deux especes est broyé grossiemamsnin moulin électrique.

|-2 / Extraction des flavonoides :

Suivant le protocole d’extraction décrit pargiighem et al, 1995), le matériel végétal
broyé (100 g) est soumis a une extraction par mtoé dans le mélange éthanol / eau
(30/70 : vlv) pendant 72 heures avec renouvellententsolvant chaque 24 heures et
agitation de temps en temps.  Les macéras sanisr@uis ils sont filtrés sur un papier
filtre. Les filtrats sont évaporés presque a setayen d’'un évaporateur rotatif. Le résidu
sec est repris dans 100 ml d’eau distillée bou#ldhintérét de I'utilisation de I'eau distillée
bouillante c’est pour assurer la récupération desposes restés accolés a la paroi du ballon
d’évaporation), aprés une décantation de toutenuiiteon récupere la phase limpide qui va

subir des affrontements par des solvants de pélemiissante :

> Affrontement par éther de pétrole

> Affrontement par acétate d’éthyle

> Affrontement par MEC (méthyle éthyle cétone)
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Ces affrontements se font dans des ampouléanter, la phase aqueuse et le solvant
sont agités énergiqguement puis laissés au reposlape30 minutes, la phase aqueuse (qui
est au fond de I'ampoule) et la phase chargée décues spécifiques sont récupérées
séparément. Les différentes phases récupéréestéadéthyle, MEC, phase eau résiduelle)
sont évaporées a sec puis reprises par 10 ml douanadt les extraits obtenus sont ensuite
stockés a une température ambiante jusqu'a Idisatitn.

Matériel végétal
broyé
Macération dans['éthanoleau (30/70:v/v)
Poudre \ Trois extractions successives avec renouvellement du
végétale solvant chaque 24h
Extraits  réunis
Evaporation presquea sec
Phase  aqueuse
Phase éther de pétrole | Affrontement par éther de pétrole
Phase acétate d’éthyle ' Affronfement par acétate d'éthyle
i Affrontement parMEC
Phase MEC ;
Phase  eau
résiduelle

Figure 10 : Protocole d'extraction des flavonoides (Merghenal, 1995)
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[-3 / La chromatographie analytique sur couche mine:

[-3-1 / Principe :

Le principe de la chromatographie repose 'smtrhinement d’'un échantillon dissous par

une phase mobile a travers une phase stationVdikepgdia, 2008)

[-3-2 / Mode opératoire :

» a/ Préparation de la phase stationnaire La chromatographie sur couche mince a
été réalisée sur des plaques pré-étalées de gellide et sur des plaques de
polyamide (DC6), quant a ces dernieres sont prépag meélangeant 10 g de poudre
de polyamide dans 50 ml d’éthanol, apres étalemhergel sur des plaques en verre et

séchage, la phase stationnaire sera préte adation.

> b/ Préparation de la phase mobile : La phase mobile est constituée par un mélange
de solvants organiques. Pour cela, différents syetesolvants ont été essayés pour

définir ceux qui donnent les meilleures séparations

Tableau VI : Les différents systemes solvants utilisés p@@CM de gel de polyamide

CCM sur gel de polyamide
Systemes solvants Proportions Références
Tol/MEC/EtOH (2/1/1) (viviv) Mehibel, 2006
Tol/MEC/EtOH/EP (2/2/1/2) (vIvivIv) Mehibel, 2006
Systémes  ["\eOH/H,O/A acétique (18/1/1) (VivIv) Kaabouche, 2007
essayes  M\eOH/H,O/A acétique|  (95/5/5) (VIVIV) Bhaet al, 2004
Tol/MeOH/EtOH (4/3/3) (viviv) Aurangzeét al, 2005
Systemes Tol/MeOH/EtOH (4/3/3) (viviv) Aurangzelet al, 2005
choisis  "MeOH/H,O/A acétique|  (95/5/5) (VIVIv) Bhatt al, 2004
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Tableau VII : Les différents systemes solvants utilisés pal@CM de gel de silice

CCM sur gel de silice
Systemes solvants Proportions Références
Systemes Acétate d’éthyle /acide | (100/11/11/27) Males et al, 1998
essayés formique/acide (vivIviv)
acétique/HO
Acétate (100/13.5/10) Males et al, 1998
d’éthyle/MeOH/HO (VIVIV)
Systemes Acétate (100/13.5/10) Males et al, 1998
choisis d’éthyle/MeOH/HO (VIviv)

Les systémes solvants choisis sont utilisés comesedtliants des phases stationnaires (silice
et DCB6), leurs vapeurs doivent saturer 'atmosplkerta cuve ceci impose d'utiliser une cuve

bien fermée.

» ¢/ Le dépdt: le dépdt se fait avec des tubes capillairesegreva usage unique d’'une
facon perpendiculaire et linéairement. Chaque plise étre déposée en solution
diluée dans le méthanol, on peut effectuer plusidepobts successifs du méme analyte

en méme endroit, cette pratique permet de congdianalyte (Sine, 2003)

» d / Développement des plagueschaque plaque est déposée en position verticale
légerement inclinée dans la cuve préalablementé&atpar les vapeurs du systeme
solvant approprié, I'échantillon a étudier serasplau moins entrainé par la

progression par capillarité de la phase mobile ketaut de la plaque (Sine, 2003)
> e / Révélation: si les constituants sont colorés, ils seronéadement visible sur la

plaque, sinon la révélation peut se faire soit &k ou bien par des méthodes

chimiques :
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*Révélation aux UV : qui permet de mettre en évidence sous formeaides des substances
qui absorbent les UV entre 254 nm et 365 nm.

*Révélation par des méthodes chimiquesces méthodes consistent a mettre en contacte de
la plaque un réactif plus ou moins spécifique qanrte un produit coloré par réaction
chimique avec les substances a révéler (Latifo0520

> f/ Identification des flavonoides: le comportement d’une molécule particuliere dans
un systeme donné est exprimé par sa fluorescensel$d et par son Rf (le rapport
de la distance parcourue par cette molécule silg parcourue par la phase mobile

c’est a dire le front du solvant) qui est comprige O et 1.

*Structure -Rf

La distance de migration des substances démsahtiellement de leur polarité :

> Les polyhydroxyflavones ont des faibles valeur&é€0,00-0,25)

> Les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones ons daleurs de Rf comprises entre
(0,3-0,5)

> Les flavanones, les flavonols, méthoxyflavoneslesatvaleurs les plus élevées de Rf
(0,5-0,75) (Bandyukova et Shinkarenko, 1973)

Tableau VIII : La relation entre le Rf et la structure des flavioles (Bandyukova et
Shinkarenko, 1973)

Structure flavonique Rf
Augmentation des (OH) Diminution du Rf
Méthylation des groupements (OH Augmentation gdews de Rf
Acétylation Augmentation des valeurs de Rf
Glycosylation Diminution des valeurs de Rf due pipalement de
I'introduction de nouveaux groupements (OH)
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*Structure-fluorescence :

L’examen en lumiere ultraviolette est la métntalplus utilisée pour la détermination de la
structure des flavonoides, le tableau 9 résumel&ion qui peut exister entre la structure

d’'un composé et sa fluorescence sous UV.

Tableau IX : La relation entre la fluorescence et la structlg® flavonoides (Lahouel, 2005)

Spot coloré Types de flavonoides
Noir Flavonols 5, 6, 7, tri OH libres
Flavonols 5, 7, 8, tri OH librs
Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué
Violet Flavones 5-OH et 4’ OH

Flavones 3-OR et 5 OH ,4’-OH
Flavones 6 ou 8 OH
Chalcones
Dihydroflavonols
Isoflavones

Flavanones

Bleu claire (fluorescent) Flavones sans 5-OH libre

Flavonols sans 5-OH libre avec 3 OH

substitué
Jaune terne Flavonols 3- OH libre avec ou sans 5-OH
Jaune libre
Fluorescence orangée
Jaune vert brillant 5 OH libre ou 5 OH substitué
Jaune fluorescent Flavonols avec 30H libres
Aurones
Chalcone
flavanones

Jaune pale dihydroflavonols
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I-4 /| Mise en évidence des flavonoides :

Afin de mettre en évidence la présence de®fileides dans nos extraits, un test simple et
rapide au AIC] a été réalisé (Latifou, 2005) pour ce test houms préparé une solution
éthanolique de chlorure d'aluminium (1%) en disaotvlg d'AlC} dans 100 ml d'éthanol, la
solution est ensuite stockée a 4°c puis pulvésside chromatogramme de gel de silice, ce
dernier qui a été développé au préalable dans Istermg solvant (acétate
d'éthyle/méthanol/eau) (100/13,5/10). Apres séchHagehromatogramme sera directement

observé dans le visible.

I-5 / Dosage des composés phénoliques :

Le contenu des composés phénoliques de noaitexdist estimé par la méthode de Folin
ciocalteu (Adesegunet al,2007)

1ml d'extrait de I'échantillon

5ml du réactif de Folin ciocalteu (dilué dix fois)

4ml d'une solution de bicarbonate de sodium (0.7M)
Agiter vigoureusement

Incuber pendant 2h a une température ambiante

VvV V V V VYV V

Lire lI'absorbance a 765 nm, le total des compobé&ngliques est déterminé selon
I'équation suivante T=C.V/M

T : Représente le total des composés phénoliques (Mg GAl'extrait sec de la plante)

C : Concentration d’extrait éthanolique équivalent@éide tannique, obtenue a partir de la

courbe d'étalonnage (mg/ml)

V : le volume d'extrait éthanolique (ml)

M : poids sec d'extrait éthanolique de la plante (g)
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I-6 / Dosage des flavonoides

Les flavonoides contenus dans les extraitsétivpies du thym et du romarin sont estimés
par la méthode d'AlGI(Ayoola et al, 2008)

» 1ml d'une solution éthanolique d'AKC(2%) est rajouté a 1ml de I'extrait de la plante.

» Aprés 30 minutes d'incubation a une températureantd) I'absorbance du mélange
est lue a 420 nm, la quercétine est utilisée conumestandard, la quantité des

flavonoides est estimée en mg EQ/g d'extrait sda glante.

I-7 | Techniques chromatographiques de séparationas flavonoides :

[-7-1 / La chromatographie sur colonne :

La chromatographie sur colonne est une méthdmeséparation des constituants d’un

mélange par migration dans un dispositif constiteéeux phases :

» La phase stationnaire: c’'est le support solide, qui est la colonne adygmide

(DC6), elle est montée dans le moins polaire désasts utilisés qui est le toluene

dans notre cas.

» La phase mobile: représente le solvant d’élution utilisé qui est générale un

meélange de deux solvants, I'un polaire et I'aupelaire.

Apres dissolution des phases acétate d'éthiyldMEC de Thymus vulgaris dans le
meéthanol, le mélange est additionné a une quaititpolyamide (DC6), évaporeé a sec ce qui
conduit & I'obtention d’une poudre solide qui egtaduite délicatement dans la colonne puis
fractionnée avec le gradient (toluene/méthanol)pdtarité croissante, I'élution doit étre

poursuite jusqu’au méthanol pur. A chaque foisfdmsions de 25 ml sont prélevées.
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Les fractions collectées sont soumises au conttiiematographique sur couche mince, puis
révélées aux UV (254 et 365 nm) ce qui en permeatsgembler les fractions présentant des

similitudes.

[-7-2 | La chromatographie sur papier :

La chromatographie préparative sur papier Wathm® 3 est une méthode de séparation
dont le principe repose sur les phénomenes degeaita phase mobile est le plus souvent un
solvant organique et I'eau, la phase stationrnesteconstituée par I'eau elle-méme absorbée
par la cellulose du papier ou liée chimiguementlé ®ans cette technique, une quantité
importante des deux phases mélangées de MEC eted&tthyle dd&Rosmarinus officinalis
est déposée sur le bord d’'une bande de papierrdematographie, cet échantillon est absorbé
par le papier ; ce qui signifie que les moléculgsragissent avec ce dernier et gqu’elles auront
tendance a rester au méme endroit. Le papiernssite trempé dans le systeme solvant
(acide acétique/eau) (50/50 : v/v) placé dans une dien fermée, pendant que I'éluant
descend le long du papier par capillarité, il remicm|’échantillon qui commence a descendre
avec celui-ci. Les difféerentes substances de I'étilh@n migrent a différentes vitesses selon
gu’elles interagissent plus ou moins fortement deggapier. La chromatographie sur papier
demande un certain temps, généralement plusieursdiaune fois que c’est fini, c'est-a-dire
guand le solvant est arrivé en bas du papier agaategst retiré de la cuve, on laisse évaporer
le solvant. Aprés développement des chromatogrammess bandes correspondent aux

composeés sont délimitées sous UV, découpées astlains le méthanol.

I-8 / La spectrophotométrie:

[-8-1 / Définition :

La spectrophotométrie est une méthode analytguantitative qui consiste a mesurer
I'absorbance ou la densité optique d’'une structhimique donnée en solution, plus cette
espece est concentrée plus elle absorbe la lurdae les limites de proportionnalité
énoncées par la loi de Beer— Lambert (Wikipedi@g2
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[-8-2 / Principe :

Le principe repose sur I'absorption de la @rmipar les especes chimiques, I'appareil
comporte une source de lumiere blanche, un systispersif permettant de sélectionner
la longueur d’onde de la radiation et un systemiai€ur permettant la mesure de
lintensité lumineuse de la radiation monochromagiqtraversant la solution. Le
spectrophotometre effectue une comparaison ergrimiensités lumineuses incidentes et

transmises et permet par l'intermédiaire d'un dtrélectronique d’afficher I'absorbance

A=[1.l.c

Pour valider la loi de Beer-Lambert il fautviagler en lumiére monochromatique, les
solutions utilisées doivent étre diluées, homoggee le soluté ne doit pas donner de

réactions sous l'effet de la lumiére incidente.

[-8-3 / Spectres UV-Visible des flavonoides :

Les flavonoides peuvent étre considérés coma®e g¢igments qui absorbent tres
fortement les radiations UV, par conséquent latspgsoopie UV-Vis reste l'outil principal
pour l'analyse structurale des flavonoides. Lesofias et flavonols sont caractérisés en

majorité par deux bandes d’absorption majeures @arggion UV-Visible.

Les flavones et les flavonols hautement oxygém# tendance d'absorbance vers les
longueurs d'ondes les plus longues en entrainamtéplacement du spectre vers linfra
rouge. La méthylation ou la glycosylation des geaupnts hydroxyles des flavonoides

résulte généralement d'un déplacement hypsochrentigua bande 1.
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Tableau X : Principales caractéristiques des spectres UV-Miglbs flavonoides (Markham,

1982)
Bande Il Bande | Types de flavonoides
250-280 310-350 Flavones
250-280 330-360 Flavonols substitués en C3
250-280 350-385 Flavonols
245-275 310-330 Isoflavones

(épaulement pic a 320) Isoflavones (5-desoxy-6,7-

dioxygénés)

275-295 300-330 Flavanones et
Epaulement dihydroflavonols
230-270 340-390 Chalcones

(Faible intensité)

230-270 380-430 Aurones

270-280 465-560 Anthocyanes
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[-8-4 / Etude spectrale des flavonoides :

Aprés la collection des extraits flavoniquestesta ['utilisation

des techniques

chromatographiques de séparation (chromatographieolonne pouifhymus vulgaris

et chromatographie sur papier paeosmarinus officinallsles composés isolés sont

analysés par mesure de leur spectre d’absorptibNid dans le méthanol, ainsi que leur

déplacement bathochromique, hypsochromique,

hgperdque suite a I'addition des

réactifs spécifiques (Andrét al 1976 ; Van Den Broucket al, 1982 ; Voirin , 1983 ;

Dordevi et al, 2000)

Premiére série :

1goutte =
= - ; — NaOH Apres 5 min
Filtration - Dilution
T o g g
A W €
Spectre Spectre Spectre
méthanol NaOH NaOH aprés S’
Deuxieme série :
| +2pincées | | + 1 pincée
[ NaOAc H3BO3
Filtration | Dilution ‘
R _
Spectre Spéctre Speétre
méthanol Haue NaOAc+
H3BO3
Troisieme série :
‘ +Sgouttes : ‘ +1 goutte
Filtration o Dilution | oo ‘ L2
v -
W ),
Spectre Spectre Spéttre
méthanol AICIE AICKE+HCI

Figure 11 :Protocole d'étude spectrale des flavonoides esepeé des différents réactifs
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Tableau Xl : Principales caractéristiques spectrales UV-Visilds flavonoides en présence

des différents réactifs (Markham, 1982)

Réactifs Déplacements en nm Interprétations
Bande | Bande I
MeOH 310-350 250-280 Flavones
330-360 250-280 | Flavonols (3-OH substitué)
350-380 250-280 Flavonols (3-OH libre)
NaOH +45 a 65 Bl avec stabilité 4'0OH
d’intensité
+50 a 60 avec diminution 3',4’-di OH
d’intensité
Faible déplacement avec 4’ -OMe
diminution d’intensité
Absence de pic entre 320-335 7-OR
Apparition d’un pic entre BI
et Bl 7-OH
Transformation de Bl en une
inflexion 5-OH
AICIl; +MeOH +20 a 45 5-OH
+60 3-OH
AICl3; +HCI / AICI3 -30 a 45 3,4 —di OH
-10 3’ ,4-OH,0OMe
-20 3,4",5'-tri OH
AICl 3+HCI /MeOH +35a55 5-OH
+17 a 20 5-OH
NaOAc / MeOH +20 a 80 7-OH
Déplacement trés faible 7-OR

Diminution d’intensité avec l¢
temps

Spectre se décompose aveg

6,7 ;7,8 0u 3 ,4-di-OH

le5,6,7:5,7,80u 3,34 -tri

temps OH
NaOAc +HBO3; / MeOH +12 &4 36 3',4’-di OH
+5a 10 6,7 ou 7,8 —di OH
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[1-1 / Activité antiradicalaire des flavonoides :

Les radicaux libres peuvent étre considéréswtemes éléments tres importants pour la vie
de l'organisme suite a l'implication de leurs effdiénéfiques, par exemple les radicaux
oxygeéniques exercent des actions critiques susitggux de traduction, et sur les genes de
transcription, les cellules phagocytaires (macrgpka utilisent également les espéces
réactives dérivées de l'oxygene (ROS) pour combdds agents infectieux (bactéries et
virus). Cependant ces mémes radicaux peuventercales dégats oxydatifs cellulaires,
endommagement des tissus et méme la mort deseseBtlle développement des processus
pathologiques (Fotsing Matene, 2005 ; Waagal, 2008)

Les antioxydants naturels sont présents dafisnEntation ; pour la plupart se sont des
composés phénoliqgues qui possedent au moins ununag@amatique, contenant un ou
plusieurs substituants, en effet cette propriétomydante est en relation directe avec la
structure de ces molécules (Cosinal, 2006). L’activité antioxydante des flavonoides tpeu
étre mesurée par I'utilisation d’'une méthode simppide et facile & mettre en ceuvre ; c’est
la méthode de DPPH, dont le DPPH est un radicaé,listable, qui posséde une bande
d’absorbance a 517 nm, employé pour évaluer I'aétantioxydante des composés pures ou
de mélange complexe, la méthodologie est basék slécroissance de I'absorbance d'une
solution méthanolique de DPPH suite a I'additien’dntioxydant (Bernardet al, 2007). On
utilise comme principes actifs les extraits flavpres du thym et du romarin qui sont
respectivement en nombre de six et de trois, ceaiexsont évaporés a sec afin de connaitre
leurs poids sec puis repris dans le méthanol de selrte a avoir des concentrations de 5

mg/ml pour chacun.
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L’activité antiradicalaire de ces extraits est mésuselon la méthode décrite par (ES —Safi
et al, 2007)

> 25l de I'extrait a tester

» 2.5ml d’une solution méthanolique de DPPH (0.004%)

» La densité optique DO est mesurée par le specttoptéare SHIMADZU a 517 nm,
aprées 30 minutes d’incubation a une températureiaart® et a I'obscurité, la
décroissance de I'absorbance est convertie en @otage d'activité Scavenger selon

I'équation suivante :

Activité Scavenger (%) = (A contréle —A échant / Aontréle) x 100

A controle : Absorbance du contrble

A échant: Absorbance des flavonoides testés

[1-2 / Evaluation de I'activité antibactérienne desflavonoides :

Le test de susceptibilité a été effectué skelanéthode de diffusion des disques décrite par
(Dulger et Gonuz, 2004 ; Parekh et Chanda, 20R0ata et al, 2008)

Le support microbien est composé Estherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterobacter spmui ont été isolées de produits pathologiques prantde laboratoire de

bactériologie de I'hépital universitaire de Constee.
» Repiquage des espéces bactériennedes différentes especes bactériennes ont été

repiquées par la méthode des stries, puis incub&3s°C afin d'obtenir des colonies

isolées qui vont servir a la préparation de Eulom.
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> Préparation de l'inoculum : des colonies bien séparées des espéeces bacgsrien
concernées ont été prélevées a l'aide d'une anpéatiee stérile et homogénéisées
dans 10 ml de bouillon nutritif puis portées adiibation pendant (18-24) heures a
37°C.

> Préparation des disques des disques de papier Wathman n°1 de 6 mm dectlie,
stériles (stérilisation a 120°C pendant 15 min patoclavage), sont chargés de
I'extrait naturel a tester, des disques imprégeémnéthanol sont également utilisés qui

vont servir de témoin négatif.

> Préparation des milieux de culture: la gélose de Muller Hinton stérile préte a
l'usage a été coulée dans des boites de pétrnidestéle 90 mm de diametre.
L'épaisseur de la gélose est de 2 mm répartie mmifiment dans les boites. Ces
dernieres doivent étre séchées 30 min a une tetupgi@nbiante du laboratoire avant

leur emploi.

» Ensemencement: des boites de pétrie stériles préalablement éesul sont
ensemencees par étalage a l'aide d'un rateae sténsemencement s'effectue de telle

sorte a assurer une distribution homogene degrext

> A l'aide d'une pince stérile, les disques de pdiiiee contenant les produits a tester

sont déposés a la surface de la gélose inoculpetalable.

L'activité antibactérienne est déterminée en tatmdiameétre de la zone d'inhibition produite

autour des disques aprés 24 h d'incubation a 37° C
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[-1 / Extraction :
L'extraction des parties aériennes Teymus vulgariset Rosmarinus officinalispar
macération dans le mélange éthanol / eau (3OVAD et la partition entre les différents

solvants nous ont permis d'obtenir les phases istéisa

> Phase éther de pétrole obtenue apres affrontement par I'éther de pétrohis elle
est éliminée car elle ne contient que des matigrasses, des chlorophylles, et des

impuretés.

> Phase acétate d'éthyle obtenue aprés affrontement par l'acétate d'éttog dernier
qui permet d'extraire les flavonoides, en entrdirnlas aglycones, les mono-O-

glycosides et partiellement les di -O- glycosidgenkiki, 2006)

» Phase méthyle éthyle cétone (MEC) obtenue apres affrontement par méthyle

éthyle cétone.

» Phase eau: c'est la phase résiduelle. Le mélange des gbases (phase acétate
d'éthyle et la phase MEC) sera consacré aux amalgheomatographiques de

séparation (CC et CP).

[-2 / Chromatographie analytique sur couche mince :

Pour avoir les empreintes flavoniques de noBais, et avoir une idée sur leurs
compositions chimiques, une chromatographie amglgtisur couche mince a été realisée en
utilisant deux systémes solvants moyennement gslairSous lumiere UV a 365 nm Les
différentes taches de produits qui se présentanteswchromatogrammes ont été délimitées.
Les couleurs des spots et leurs Rf observés sousuil¥ a une analyse par chromatographie

sur couche mince, nous ont permis de révéler lsepiee des flavones et des flavonols.
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Tableau Xl : Comportement chromatographique des phases aciéstyle et MEC de
Thymus vulgariet Rosmarinus officinalissur plaque de polyamide (DC6) dans le systeme

solvant (toluene /méthanol/éthanol) (4/3/3)

Thymus vulgaris Rosmarinus officinalis
La phase MEC La phase acétate La phase MEC La phase Acétate
d'éthyle d'éthyle
Spot coloré Rf Spot coloré Rf Spot coloré Rf Spot coloré Rf
sous UV a 365 sous UV a 365 sous UV a 365 sous UV a 365
nm nm nm nm
Violet +++ 0.85| Brunmarron| 0.84  Violet+++ 0.84 /
Violet 0.62 Violet 0.63 Violet++ 0.6 Brun noir 0.73
Brun 0.49| Brun marron| 0.51 Brun 0.6 Violet 0.66
Blanc 0.40 Marron 0.43 Marron clair  0.42 Brun noir| 0.54
Violet 0.32 Violet 0.35 Violet+ 0.33 Noir 0.44
Jaune 0.27 | Marron jaune| 0.25 Jaune | 0.28 Violet 0.38
fluorescent fluorescent
Marron 0.19 Violet 0.12 Marron 0.2¢4 Marron 0.31
Violet 0.14 Jaune pale 0.02 Violet 0.16 Bleu clair 0.14
Marron 0.06| Dépbt =jaune 0.0 | Violet sombre| 0.08 Dépbt=jaune 0.0
pale pale
Dépbt=marron| 0.0 / / Marron jaune| 0.02 / /
jaune
/ / / / Dépot= 0.0 / /
marron jaune
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Tableau XllIl : Comportement chromatographigue des phases adé&tigle et MEC de

Thymus vulgariet Rosmarinus officinalissur plaque de polyamide (DC6) dans le systeme

solvant (méthanol/eau/acide acétique) (95/5/5)

Thymus vulgaris

Rosmarinus officinalis

La phase MEC

La phase Acétate

La phase MEC

La phase Acétate

d'éthyle d'éthyle
Spot coloré Rf Spot coloré | Rf Spot coloré | Rf Spot coloré | Rf
sous UV a 365 sous UV a sous UV a sous UV a
nm 365 nm 365 nm 365 nm
Violet+++ 0.73 Vert clair 0.71 Violet+++ 0.84 Jautmes 0.75
clair
Jaune tres clain  0.5P Violet 0.56 Jaune | 0.75 Gris 0.64
trés clair
Marron 0.38 Gris 0.51 Violet 0.683 Violet 0.57
Jaune 0.28 Violet 0.45 Marron 0.45 Brun noir 0.51
fluorescent+++
Bleu clair 0.21 Vert jaune 0.34 Jaune+++ 0.32 gris 0.45
fluorescent
Marron+++ 0.13 Bleu clair 0.21 Bleu clair 0.24 Bnooir 0.36
Vert jaune 0.06 Marron 0.11 Marron 0.15 Bleu clair 0.21
Dépbt=marron| 0.0 Jaune 0.04 Marron+++  0[06 Marronp .08 0
/ / Dépbt=jaune| 0.0 Dépot 0.0 | Dépbt =jaunel 0.0
pale =marron
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MEC AE MEC AE

Figure 12: CCM analytique représentative des flavonoidesTHymus vulgariset de
Rosmarinus officinalissur plague de polyamide DC6 développée dans l@ragssolvant
(toluene/méthanol/éthanol) (4/3/3)
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Thym Romarin
. I

MEC AE MEC AE

Figure 13: CCM analytique représentative des flavonoidesTgmus vulgariset de
Rosmarinus officinalisur plague de polyamide DC6 développée dans l@regssolvant

(méthanol/eau/acide acétique) (95/5/5)
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[-3 / Mise en évidence des flavonoides :

La pulvérisation du chromatogramme de gelilitegpar une solution éthanolique d’AlCI
(1%) révele l'apparition des taches jaunes, cetterattm est due a la formation d'un
complexe entre le chlorure d'aluminium et les a®utiexygene présents sur les carbones des
flavonoides. Ces résultats affirment I'existence fil@vonoides dans les phases exprimant des

taches jaunes.

Thym Romarin

MEC AE MEC AE

Figure 14: Comportement chromatographique des phases acédttteyle et MEC de
Thymus vulgariet deRosmarinus officinalis sur plaque de silice aprés pulvérisation par
une solution éthanolique d'Al£(1%), dont les taches jaunes correspondent avarftides.
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I-4 / Dosage des composés phénoliquetsdes flavonoides

Le contenu des composés phénoliques a été datepar la méthode de Folin ciocalteu. Le
romarin présente 10,42+0,003 mg EAT/g d’extrait deda plante, ces résultats sont presque
conformes aux travaux de Muchuwetial (2007), dont ils ont estimé 10,83 mg EAG/g pour
I'extrait sec du romarin sur lequel ils travailat. LeThymus vulgarigprésente 9,07+ 0.002

mg EAT/g d’extrait sec de la plante.

La quantité des composés phénoliques des ixithhanoligues des plantes étudiées
dépend essentiellement : de leur origine (Ebrahdeizat al, 2008), la variété, la saison de
culture, la saison de récolte, les conditions atiques et environnementales, la localisation
géographique, les différentes maladies qui peuatatter la plante, la maturité de la plante
(Park et Cha, 2003) et la durée de conservatiagifven et al, 1998)

La teneur en flavonoides des extraits éthaneticen terme de la quercétine équivalent
(EQ) estde 8,83 £0.026 mg/g EQ pour I'extrait slu romarin, et de 8.56 +0.001 mg/g
EQ pour I'extrait sec du thym.

Thymusvulgaris Rosmarinus officinalis

10,42 0,003

8,56+ 0,001
mg/g EQ

—
=]

12 +

10 ¢

B Polyphénols B Polyphénols

B Flavonoides W Flavonoides

W Autres W autres
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— 0+

© e r W s W @y~ 00 WD

Polyphénols Flavonoides Autres Polyphénals Flavonoides autres

Figure 15: Le contenu des composés phénoliques et conentlavonoides danehymus

vulgarisetRosmarinus officinalis
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I-5 / Les fractions obtenues par les techniques cbmatographiques de
séparation :

I-5-1 / Les flavonoides isolés dehymus vulgarispar CC :

La technique de chromatographie sur colonngalgamide est utilisée pour isoler des
flavonoides du mélange des deux phases acétahyld’é MEC derhymus vulgarisijont on
a pu collecter 172 fractions de 25 ml, le contrdke ces fractions sur des plaques de
polyamide nous a permis de sélectionner cellesrapriésentent un seul spot bien distingué
sous UV a 365 nm .

Tableau XIV : Le mode d'obtention des différentes fractioottiss délhymus vulgaris
leurs fluorescences sous UV a 365nm, leurs Rf esipthques de polyamide ou de silice ainsi

que les systémes solvants qui en sont utilisésIpal&veloppement des chromatogrammes.

Molécules Systemes Spot coloré Rf Systemes solvants pour le
d'élution sous UV a 365 développement des plaques
(Tol/MeOH) nm
pour la CC
01 (50/50) Noir 0.68 | Tol/MeOH/EtOH/EP (20/15/12.5/2.5)
02 (50/50) Violet 0.63 | Tol/MeOH/EtOH/EP (20/15/12.5/2.5)
03 (50/50) Violet trés clairl  0.63 Tol/MeOH/EtOH/Ethee pétrole
(20/15/12.5/2.5)
04 (0/100) Violet trés clair| 0.36| Tol/MeOH/EtOH/EP (20/15/1A4%p
(5/95)
05 (90/10) Brun 0.93 Acétate d'éthyle/MeOHBIEP
(20/15/12.5/1.5) (plaque de silice)
06 (65/35) Bleu violet 0.93 | Tol/MeOH/EtOH/EP (20/15/12.5/2|5)
(70/30)
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I-5-2 / Les flavonoides isolés deosmarinus officinalispar la CP :

Les flavonoides isolés dRosmarinus officinalis ont été obtenus par la technique de
chromatographie sur papier en utilisant comme ¢ligasysteme solvant (acide acétique/eau)
(50/50 : v/v). Aprés le développement des chronratoges, les bandes correspondant aux

composeés sont délimitées sous UV a 365 nm.

Tableau XV : Les différentes fractions obtenues dRosmarinus officinalis,leurs

fluorescences sous UV a 365nm, ainsi que leursiRbapier Wahtman n°3.

Spots Fractions Spot coloré sous U Rf
a 365 nm
01 A Bleu violet 0.82
02 B violet 0.68
03 C Violet 0.6
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I-6 / Identification structurale des flavonoides islés :

[-6-1 / Analyse spectrale des flavonoides isolés Bhymus vulgaris:
*Molécule 01 :

La fluorescence noire sous UV a 365 nmadmdlécule 1 et les pics d’absorption dans la
région UV-Vis : Bl (329,5 nm) et BIl (280,5 nm), m® orientent vers la supposition que cette
molécule fait partie des flavonols (3-OH subsiitué
Série | :

Les effets bathochromiques (+46.5nm) de la bdneh présence de NaOH, et la stabilité
du spectre sont en faveur de la présence d'un e &n C4', 'absence de pic entre 320-

335nm dans le spectre de NaOH par rapport aursp@ethanol indique que le 7-OH est

substitue.
Solvants Bl Bl (nm) 1,86 |
utilisés (nm) '.
MeOH 280.5 | 3295 !
(8,208 | |‘
+NaOH / 376 Adiv] 1 i
NaOH (apreés | / 376 | i
5 min) 0,004 | - g
238, dm ( G0/divy 450, B
Série Il :

Le faible déplacement hypsochromique (-4nm) ldebande Il en présence de NaOAc
confirme la présence d'une substitution en C7cdraparaison du spectre NaOAc ;B0

par rapport au spectre MeOH nous informe suséabe du groupe ortho di OH en C3' C4'.

Solvants Bl Bl (nm) 1,004
utilisés (nm) J
MeOH 280.5 329
P —
NaOAc 276.5 | 337 386 l"[:]fﬁl';':‘]j[?
NaOAc + 279 332.5
H3BO
— ) ;
236, Enn { SE/div)  480,0nm
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Série lll :

L'absence du groupe ortho di OH en C3' C4'cesfirmée suite a une comparaison du
spectre AIC{+HCI par rapport au spectre AlClfaible déplacement hypsochromique (-5.5
nm). L'effet bathochromique du spectre d'Al@har rapport au spectre méthanol (+22,5nm)

confirme que cette molécule dispose d'un OH lilr€B.

1084 !
Solvants BlI Bl (nm) _ I
utilisés (nm)
MeOH 281 329 : ]
(8,290
AlCI5 283 | 3515 Fekey
AICI; +HCIl | 283.5 346 '!
115 -
236, B tOBG/dly) 43R, Hna

Structure proposée :d’apres tous les critéres cités précédemment,ropope donc une

schématisation de la molécule 1 comme suit :

Keampférol 30R’, 7OR"
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*Molécule 02 :

Le spectre méthanol de cette fraction donne giees, avec un maximum d'absorption a
326 nm pour la bande | et 285.5 nm pour la bahdarsi que la fluorescence violette de la
molécule 1 sous UV a 365 nm nous laissent opter pouflavone dont le noyau A est
polysubstitué.

Série | :

L'addition de NaOH se traduit par un effet batiromique et hyperchromique de la bande

| sans apparition de pic entre 320-335 nm, ceérestindiquent la présence d'un OH libre en

C4' et une substitution en C7 respectivement.

Solvants BIl | Bl (nm) LUE T

utilisés (nm) 1
MeOH 285.5 326 N |

- (0,200
+NaOH / 363 A1)
NaOH (apres / /
5 min) 3,864 | |
230, L C SH/diy)  4B0.0nu

Série |l :

Le trés faible déplacement hypsochromique (-2gu® donne le spectre NaOAc affirme la
présence d’'une substitution en C7. Le spectreA¢taCH;BO; marque un déplacement de
(+8 nm), cette caractéristique est significativéagprésence d’'un groupe ortho di OH en C3’

C4’ sur le cycle B.

Solvants BII Bl (nm) l.aaa
utilisés (nm)
MeOH 285 | 325 s ]
B,200 1
NaOAc 283 330.5 Jild) |
NaOAc + | 2845 | 333 'i
H3:BOs 11 " :
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Série lll :

L'étude de la troisieme série spectrale nousen@aune confirmation de la présence d'un

groupe ortho di OH en C3' C4’ : un déplacementsbgpromique (-28.5nm) du spectre

d’AlICI ;3 +HCI, tandis que la comparaison du spectre AlleOH témoigne la présence d'un

OH libre en C5.
Solvants Bl Bl (nm)
utilisés (nm)
MeOH 285.5 325.5
AICl;3 283 / 350
AICI; +HCI | 286.5 354

{004

|
[’LEIJ."JPE’

i

e
250, ( m/divy 4500

Structure proposeée :tous les criteres discutés précédemment nous manproposer la

structure représentée ci-dessous pour la moléulu de son Rf élevé (0,63) on peut

supposer que le R’ soit un groupement méthyle.

Lutéoline 70R’
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*Molécule 03 :

Les spectres UV de cette molécule donnent geox d'absorption : 321.5 nm (BI) et

281.5 nm (BII), et la fluorescence violette sous &865 nm sont en faveur d'un flavone.

Série | :
Le déplacement bathochromique (+53.5nm) et toypemique de la bande | suite a
l'addition de NaOH, et I'apparition de pic entr@d3835) nm indiquent respectivement la

présence d'un OH libre en C4' et un autre en C7.

Solvants Bl Bl (nm) LA T

utilisés (nm) |

MeOH 2875 | 3215 :

(0,200 7

+NaOH 280 | 375323.5 i B |
NaOH (aprés 5 323.5 | :
min) 280 - ’ i
— Y ]
200 ( S7div)  460.0in

Série ll :

La comparaison du spectre NaOAc sBB; par rapport au spectre MeOH résulte d'un
effet bathochromique (+16nm) ce qui nous infosuela présence d'un groupe ortho di OH
en C3'C4".

Solvants BII Bl (nm) 1,00

utilisés (nm) J
MeOH 287 3215

0,200

NaOAc 284 326.5 L,]s-:f‘J?
NaOAc + 287.5 337.5 ]\
HsBOs |
SRELLY

O0Enm  { 50/dty) 480.0nu
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Série lll :

Les comparaisons suivantes : AKHCI/AICI; et AICI/ MeOH  résultent respectivement
d’'un effet hypsochromique (-50nm) et bathochroreige41nm) de la bande | ce qui nous
informent sur la présence d'un groupe ortho dilygen C3' C4' et sur la présence d'un OH
libre en C5.

Solvants BII Bl (nm) D0 §
utilisés (nm) i
MeOH 2875 |3215 _ i
0, 201
AlCl5 288 362.5 fiEy !
314.5 | ._
AlICl; +HCI | 288 312.5 6.0 J | 1|
99 Amm U Baddive 40,0

Structure proposée: d’'aprés les informations obtenues, on peut ggep la structure

suivante pour la molécule 3 isoléeT®ymus vulgaris.

Lutéoline
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*Molécule 04 :

Le spectre méthanolique de la molécule 4 dalene pics, avec un maximum d'absorption
de 332 nm pour la bande | et 283 nm pour la bdhdee qui nous laisse opter pour un
flavonol avec un (30OH substitué). (Les spectred sgprésentés dans I'annexe)

Série | :

L'addition de NaOH provoque un déplacement dmttomique de (+48 nm) et

hyperchromique traduisant la présence d'un OH Bor€4', I'absence de pic entre (320-335)

nm indique la présence d'une substitution en C7.

Série ll :

L'absence de 70H libre est confirmée suitaddition de NaOAc qui ne provoque qu'un
tres faible déplacement hypsochromique de la bdn@€.5nm). L'ajout de EBO3; conduit a
un déplacement bathochromique de (+15nm) indigleaptésence d'un groupe ortho di OH
en C3'C4".

Série lll :

L'effet bathochromique résulte d’'une comparaido spectre d'AlGlpar rapport au spectre
méthanol de la bande | (+31nm) indique que laéede dispose d'un OH libre en C5.
Finalement, l'effet hypsochrome (-30nm) en présedi¢tCl (AICIs+ HCI/ AICI3) nous

confirme la présence du groupement ortho di OH &r0g"'.

Structure proposée : Vu que le Rf est de 0.36 dans le systeme solvant
(toluene/méthanol/éthanol /éther de pétrole) (20/25/1), il est fort possible qu'on ait un

sucre en C 3 ou en C 7 sinon les deux. Car laglyation fait diminuer les valeurs des Rf.

Quercétine 30R ', 70R"
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*Molécule 05 :

Série | :
La comparaison du spectre NaOH par rapporpaatee MeOH ne montre qu'un trés faible

déplacement bathochromique de la bande | (+2.5cengui traduit I'absence d'un OH en C4'.

Série Il :

La comparaison du spectre NaOAc par rappospactre MeOH : pas d'effet ce qui
traduit la présence d'une substitution en C7. Na®AsBOs/ MeOH ne donne aucun effet,
cela peut étre due a l'absence du groupe orthéidBOC3' C4'.

Série lll :

L’addition d’AICI; résulte d'un effet bathochromique (+39nm), et comparaison entre
AICI3+HCI/MeOH donne un déplacement bathochromique itapbrde (+35nm), ces
criteres  indiquent que la molécule dispose d'uh lbre en C5. La comparaison des
spectres AIGHHCI /AICI; résulte d'un faible déplacement hypsochromiquani)4 ce qui
affirme l'absence du groupe ortho di OH en C3' €d'que le Rf est de 0.93 dans le systeme
apolaire (toluéne/éthanol/méthanol /éther de p&tr(20/15/12,5/1,5), on suppose que cette

molécule est polaire, son R’ peut étre un groupgmethyle.

Structure proposée :

e

Chrysine 70R’
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*Molécule 06 :

Le spectre méthanolique donne un maximum dfgbiea a 323.5nm pour la bande | et &
282 nm pour la bande I, et la fluorescence vielel la molécule 6 sous UV a 365nm nous
laissent opter pour un flavone. Vu de son Rf&lgx93) dans le systeme solvant apolaire
(toluene/éthanol/méthanol /éther de pétrole) (20/2,5/2,5), donc il est fort possible qu'au
moins I'un de R' ou R" est un groupement métisytmn les deux.

Série | :

Un déplacement bathochromique (+41.5nm) et iaypemique sont observés suite a une
comparaison du spectre de NaOH par rapport aurspdetOH, ce qui témoigne la présence
d'un OH libre en C4'. L'absence de pic entre (328)}3nm indique la présence d'une
substitution en C7.

Série Il :

Le faible déplacement hypsochromique de la edhd-1nm) en présence de NaOAc nous
confirme la présence d'une substitution en C7, pai®ut de HBO3 ne provoque qu'un trés
faible déplacement bathochromique (+0.5) de la bdnde qui témoigne I'absence du groupe
ortho di OH en C3' C4'.

Série lll :

Le faible déplacement hypsochromique de la éahd(AICIs+HCI/AICI3) confirme
'absence de groupe ortho di OH en C3' et C4'. dppase aussi que cette molécule ne
dispose pas d'un OH libre en C5 car Il'addition@Ane provoque qu'un faible déplacement

de (+0.5) nm par rapport au spectre méthanol.

Structure proposée :

“ory 'S

o O

Apigénine 50R’, 70R"
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[-6-2 /Analyse spectrale des flavonoides isolés Bosmarinus officinalis:

*Molécule A :
Le maximum d’absorption de la bande | se sit30.5 nm, celui de la bande Il est a 290
nm, et la fluorescence bleue violette sont en davé'un flavonol (3OR) au noyau

polysubstitué.

Série | :
L'effet bathochromique (+45nm) combiné a letfgperchromique de la bande | apres
addition de NaOH nous informent sur la préserge 4 OH.

Série ll :

Le NaOAc, une fois ajouté, provoque un déplam@nbathochromique important de la
bande Il cela veut dire que notre molécule dispbige OH libre en C7, lI'addition desBlO;
résulte d'un effet bathochromique de (+16,5 nm)adbande | indiquant la présence d'un

groupement ortho di OH en C3' C4'.

Série lll :

Le déplacement bathochromique (+33.5nm) saitéaddition d'AIC} indique que la
molécule est un flavonol avec un OH libre en C5camparaison (AIGFHCI/AICI3) résulte
d’'un déplacement hypsochromique de (-28nm) ce fijuime la présence d'un groupe ortho
di OH en C3'C4..

Structure proposée :

Quercétine 30R’
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*Molécule B :

Le spectre méthanoliqgue nous donne deux maxsndiabsorption I'un correspond a la
bande | (345 nm) et l'autre est celui de la barld€271 nm), ces caractéristiques sont en
faveur de la présence d’'un flavonol au noyau Argdabstitué.

Série | :

L'addition de NaOH donne un effet bathochrormaiqt54nm) et hyperchromique de la

bande I, avec apparition de pic entre 320-335 mgnjfant la présence d'un OH libre en C4',

et un autre OH libre en C7 respectivement.

Série ll :
L'addition de NaOAc provoque un effet bathoaohigue (+18nm) de la bande Il cela
confirme la présence d'OH libre en C7, puis I'ajdu HBO3; donne un déplacement

bathochromique (+21.5nm) traduisant la présenaegtoupe ortho di OH en 3' et 4.

Série lll :

L'addition d'AIC} provoque un déplacement bathochromique trés impb(t69nm) de la
bande | par comparaison au spectre méthanol cenaus permet de déduire que cette
molécule dispose d'un OH libre en C3. La présehae @H libre en C5 est confirmée par le
déplacement bathochromique (+19.5nm) de la bandesuite a l'addition d'HCIl. La
comparaison du spectre AKEHCI par rapport au spectre ACInous confirme I'existence
du groupe 3',4' ortho di OH sur le cycle B, catee&omparaison marque un déplacement
hypsochromique important (-49.5nm).

Structure proposée :

Quercétine
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*Molécule C :

La fluorescence violette sous UV, ainsi querfeximums d'absorption des deux bandes

respectivement a 338.5nm (BI) et a 272 nm (Blint®m faveur de la présence d’un flavone.

Série | :
Le déplacement bathochromique de la bandd8r{m) provoqué suite a I'addition de
NaOH traduit I'existence d'un OH libre en C4'.

Série ll :
L'absence de tout déplacement de la bandeité & I'addition de NaOAc indique la
présence d'une substitution en C7, puis I'ajold;80; conduit a un déplacement de (+10

nm) ce qui signifie la présence d'un groupe odihOH en C3' et C4'.

Série lll :

L’addition d’AICl; résulte d'un déplacement bathochromique de (+48.,5®t une
comparaison du spectre AEHCI par rapport au spectre MeOH résulte d’'un dégiaent
bathochromique équivalent a (+22nm), ces infornmatimous laissent opter pour une
molécule qui dispose d'un OH libre en C5. La comisan du spectre AlgtHCI par rapport
au spectre AIG| résulte d'un déplacement hypsochromique (-26.5m®i nous juge

I'existence d’un groupe di OH en C3' et C4'.

Structure proposée :

Lutéoline 7 OR
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Tableau XVI : Tableau récapitulatif représentant les strestuates différents flavonoides

isolés derhymus vulgari®t deRosmarinus officinalisespectivement.

Molécules Structures Dénominations

01 Keampférol 30R’
70R"

02 Lutéoline 7 OR’

03 Lutéoline

04 Quercétine 30R’
70R”

05 Chrysine 70R’

06 Apigénine 50R’
7 OR”

A Quercétine 3 OR’
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Quercétine

Lutéoline 70R
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[I-1 / Evaluation du pouvoir antiradicalaire des flavonoides isolés de

Thymus vulgariset Rosmarinus officinalis:

L'activité antiradicalaire de nos produits & éwvaluée par la méthode de DPPH. Une
solution méthanolique de DPPHe (2-2-diphényl-1ylitydrazyl) présente une coloration
violette sombre, en présence d'un antioxydantptené réduite de DPPH-H confere a la
solution une coloration jaune, et par conséqueatdiminution de I'absorbance (Peret al,
2007)

NO2

ph N2 oh
' H I
ON N—N\ + ROH —> ON N—N.\ \RO

Ph Ph

NO2 NO2

DPPH * (Violet) Flavonoide DPPHH  (Jaune ) Flavon’oide radical
phénoxyle

Figure 16 : Piégeage de DPPH par les flavonoides (ph: ngyeumolique) (Ami et al,
2003)

Le changement de la couleur de la solution arglque de DPPH en présence de chacun
des produits flavoniques a tester a été mesuré7ani, les résultats figurant dans les
tableaux et les figures ci-apres illustrent lesirpentages de l'activité antiradicalaire des
principaux flavonoides isolés respectivementdgmus vulgariet deRosmarinus officinalis

vis-a-vis du radical libore DPPH.
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Tableau XVII : Pourcentages de l'activité antiradicalaire dguiercétine standard et des

principaux flavonoides isolés déaymus vulgaris(Kaempférol 30OR’ 7OR” ; Lutéoline

70R’ ; Lutéoline; Quercétine 30R’ 7OR” ; Chrysii®R’ ; Apigénine 50R’ 70R”) vis-a-
vis du radical libre DPPH.

Molécules Quercétine Molécule | Molécule | Molécule | Molécule | Molécule | Molécule
standard 1 2 3 4 5 6
Kaempférol| Lutéoline| Lutéoline | Quercéting Chrysine | Apigénine
30R’ 70R’ 3 OR’ 70R’ 50R’
70R” 70R” 70R”
% de l'activité
antiradicalaire 93.05% 50.17% 52.58% | 58.30% | 70.45% 5.66% 50.96%
vis-a-vis du
DPPH
Activité antiradicalaire des flavonoides
isolésde Thymus vulgaris
5
o 100
5 @0
En 20
e 70
E‘ &0 W Quercétine standard
E =0 W rolécule 4
,E ;g W MMoléecule 3
.E 20 = Molécule 2
_H 10 . ™ polécule s
% 0 W rAolecule 1
= bfe}“h $\¢h ‘}E?: A &° e @’ 4 Molécule 5
e 2 e e e e ™
-.:'\{S‘ ‘&\D @D @D tt"‘a @D @D
t"-‘-’"z.
d‘-}i’_‘.—
Figure 17 : Pourcentages de l'activité antiradicalaire deéscjpaux flavonoides isolés de

Thymus vulgarisclassés selon l'ordre décroissant suivant : Quinecstandard (93.05%) >
Quercétine 3 OR’ 7 OR” (70.45%) > Lutéoline (58%8) > Lutéoline 70R’ (52.58%) >
Kempférol 30R' 70R" (50.17%) > Apigénine 5 OR’ 70/0.96%) > Chrysine 70R’

(5.66%)
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Tableau XVIII: Pourcentages de l'activité antiradicalaire deukrcgtine standard et des

principaux flavonoides isolés &osmarinus officinaligQuercétine 30R’ ; Quercétine ;
Lutéoline 70R) vis-a-vis du radical libre DPPH

Molécules Quercétine Molécule A Molécule B Molécule C
standard Quercétine Quercétine Lutéoline
30R’ 70R
% de l'activité
antiradicalaire 93.05% 90.05% 88.18% 87.07%

vis-a-vis du
DPPH

% de |'activité de piégeage de DFFH

94
93
92
91
90
82
88
87
86
85

84

Activité antiradicalaire des flavonoides isolés de

Rosmarinus officinalis

=]
&b
[=e]
L

M Quercétine standard

BE 18

B rolécule &

87,07 ™ MoléculeB

B MaoléculeC

Quercetine
standard

Maolécule A

MoléculeB

Molécule C

Figure 18 : Pourcentages de l'activité antiradicalaire descjpaux flavonoides isolés de

Rosmarinus officinalis classés selon l'ordre décroissant suivant: @tiaee standard

(93.05%) > Quercétine 30R' (90.05%) > Quercét@818%) > Lutéoline 70OR (87.07%)
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De nombreuses études ont établi la relatioredatstructure et 'activité antiradicalaire des
flavonoides (Cheet al, 1996 ; Rice —Evenet al, 1996 ; Soficet al, 1997; Lien et al, 1999)

in (Ami¢ et al,2003) cette activité nécessite trois critéres :

» La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B

» Ladouble liaison C2-C3 en conjugaison avec l&tion 4-oxo

» La présence du groupement OH en position 3 et Boambinaison avec la double

liaison C2-C3 qui donne une activité antiradigaanaximale

La quercétine satisfait a tous ces criteremt th quercétine (3OR’, 7OR") isolée du thym,
ainsi que celles isolées du romarin (quercétinguetcétine 30R’) posseédent une tres bonne
activité antiradicalaire contre le radical libre BHP dont elles présentent un pourcentage de
réduction de 70,45% ; 90,05% ; 88,18% respectivént&ertains auteurs supposaient que la
capacité de la quercétine a piéger les radicaugdilest en relation directe avec la présence
d'une structure O-dihydroxybenzéne qui est condel@omme un caractere essentiel pour

avoir une activité antioxydante importante (Bordléteet al, 1990) in (Es —Sa#kt al, 2007)

La présence d'un OH libre en C3 améliore éparant cette activité dont de nombreux
auteurs annoncaient que le groupe 30H est teuade plus important qui conféere aux
flavonddes une activité antioxydante significative (Vacker et al, 1996 ; Arora et al,
1998 ; Heijneret al, 2001) in (Amé et al, 2003). Mais nos résultats ont montré le contraire
dont l'activité de réduction de la quercétine 30@®0.05%) est supérieure a celle de
guercétine avec 30H libre (88,18%) cela peut &@iqué par le fait que le noyau A de la
(quercétine 3 OR’) est polysubstitué, et il est fissible que ces substitutions soient des
OH libres en C6 et en C8 formant des structuresooddihydroxy sur le noyau A, ce qui
améliore cette activité antiradicalaire (Rice —ivat al, 1993)

La lutéoline représente également une bonngitactie piégeage contre le radical libre
DPPH car elle répond a certains des critéres gsksepour avoir une activité antiradicalaire

efficace ; la présence de groupe 3',4' ortho disDHe noyau B, la présence de la double
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liaison C2= C3 en conjugaison avec le groupe @} exla présence d’'un OH libre au niveau
du carbone C5 (Oszniiski et Czemerys, 2007)

Les résultats obtenus montrent que la Lutéql#@R’) du thym représente une activité
antiradicalaire équivalente a (52.58%) tandis gekecavec (7OH) donne plus d'activité
(58.30%) cela peut étre due a l'existence d'uneadtd libre en C7 qui vise a améliorer
l'activité de piégeage du radical libore DPPH carspgyu’il y a d’OH libre plus l'activité
antioxydante est importante (Sofiet al, 1997) in (Es —Safet al, 2007)

Les résultats qu’Ani et al (2002) trouvaient pour le pourcentage de rédonatie® DPPH
par la lutéoline commercialisée (87.6%) ressenibkeceux qu’'on a obtenu dont la lutéoline
70R’ du romarin a donné un pourcentage de réducdiquivalent a (87,07%).

Les valeurs de lactivit¢ de piégeage du kaémgbf (SOR’, 70R”) (50.17%) et
d'apigénine (5 OR’, 7OR") (50.96%) isolés du thysont presque équivalentes, malgré gu'ils
appartiennent a deux classes différentes de fades (kaempférol est un flavonol tandis
gue l'apigénine est un flavone) cela peut étre igupl par le fait que I'OH en C3 du
kaempférol est substitué et il est fort possible gette substitution soit un glycoside. Selon
Plumb De Pascual —Terestaial (1998) in (Es —Safet al, 2007; Oszmigski et Czemeryz,
2007) les aglycones ont plus d’activité par coraan aux flavonoides glycosylés.

D’apres les travaux d’ Ari et al (2003), les résultats montraient que l'apigénirgly
(commercialisée) ne représente que (34.8%) d'tetile piégeage alors que I'apigénine
(7OR’) isolé de notréeThymus vulgaris donne plus d'activité (50.96%), donc on peut
supposer que la substitution au niveau du carbahso@ un groupement méthyle car Rice —
Evanset al (1995) et Cosi@t al (2006) suggerent que les groupements méthylenenignt
la stabilité du radical libre et améliorent l'ad#vantiradicalaire des flavonoides.
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[1-2 / Résultats de I'activité antibactérienne dedlavonoides isolés de

Thymus vulgariset Rosmarinus officinalis:

Nous avons étuditn vitro le pouvoir antibactérien des flavonoides isolésTHymus
vulgaris et deRosmarinus officinalispar la méthode de diffusion des disques sur uremili

géloseé solide (Muller Hinton).

L’activité antibactérienne de nos produits estimée en terme de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les gitedlavoniques a tester vis-a-vis de trois
germes pathogenes d'origine hospitaliereEscherichia coli, Staphylocaccus aureus,
Enterobacter spp apres 24 heurs d'incubation a une températéguate de 37°c.

Les résultats des diametres des zones d'iitibievélent quEscherichia coliapparait
sensible vis-a-vis des flavonoides testés, ces métaeonoides développent des zones
d’inhibition moyennement importantes vis-a-vis®taphylococcus aureudont les diamétres
des zones d’inhibition varient entre (8-18) mm p&acherichia coli (figures 19 et 20), et de

(10-15) mm poufStaphylococcus aurelfgures 21 et 22)

La sensibilité dscherichia coli et de Staphylococcus aureus traduit I'action
antibactérienne des flavonoides. En fait, cettesibéité est en relation avec le nombre des
hydroxyles libres dont on constate que les flavdesiles moins hydroxylés sont les plus
actifs, a titre d'exemple le flavonoide n°5 (qoispéde uniquement un seul OH libre au
niveau du carbone 5) dehymus vulgarigiéveloppe des zones d'inhibition équivalenteba 1

mm pourStaphylococcus aurewt 18 mm pouEscherichia coli

Cowan (1999) supposait que les flavonoides uldps des groupements hydroxyles libres
ont plus d'activité antimicrobienne par rapporteéixcqui en sont pourvus, ce qui conduit a
une augmentation de leur affinité chimique auxdgs membranaires, donc on peut supposer

que la cible microbienne de ces flavonoides tegtla membrane cytoplasmique.
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Figure 19 : Diametres des zones d’inhibition (m des principauxflavonoide isolés de

Thymus vulgari®t Rosmarinus officinal vis-a-vis dEscherichia coli, classés selon I'ord

décroissant suivantmolécule 5 (1seul OH libre[l molécule 6 (20H libre [1 molécule 1
(20H libres) ] molécule 2 (30H libres) = molécule 4 (30OH libres molécule A (40H

libres)= molécule C (30H libres] molécule B (50H libres)! molécule 3 (40H libre

Figure 20 : Photos représentativeses zones d'inhibition (mm) Ecerichiz coli

flavonoides testés.

par les
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Figure 21 : Diametres des zones d’inhibition (m des principauxflavonoide isolés de
Thymus vulgari®t Rosmarinus officinal vis-a-vis deStaphylococcus aure, classés selon
l'ordre décroissant suivantmolécule 5 (1seul OH libre) = molécule 6 (20H I&) [
molécule 1 (20H libres) molécule 4 (30H libres)! molécule 2 (30H libre: = molécule C
(30H libres) [1 molécule 3(40H libres) = molécule A (40H libres molécule B (50H
libres)

molécule A (40H libres), molécule B (50H libr

Stanhviococcus a

Figure 22 : Photos représentativees zones d'inhibition (mm) d&taphylococcus aure par
les flavonoides testés.
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79
Les résultats obtenus (figure3 et 24 indiquent que les flavonoides du thym et

romarin développent des zones d'inhibition faiblés-a-vis dEnterobacter sp. Cette
insensibilité est expliqguée par le fait que cette bactérie esimeue par sa résistance

agents antibactériens (Strang, 2(

B raclécule ©

B rAclecule 3

El W rAaclécule A
W raclécule B

MW raclécule 1

W rolécule 2

2 W rolécule 4

W raclécule S

Diametres des zones d'mhubition (mm)

[u] [u [ul [u [u [a] [u] W raclécule &
T

Figure 23 : Diametres des zones d’inhibition (ir des principauflavonoide isolés de

Thymus vulgari®t Rosmarinus officinal vis-a-vis dEnterobacter spp

Figure 24 : Photos représentativeeeszones d'inhibition (mm) des flavonoides du thyr

du romarin vis-a-vis &nterobacte spp.
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Il en ressort de cette analyse que chaque compage différemment sur les
microorganismes. C'est-a-dire, qu’'un composé peair aine action trés importante sur un
germe (la sensibilité’Escherichia coliet deStaphylococcus aurewsux flavonoides testés)

ou une action moindre, voire méme nulle sur uneafldér résistance Enterobacter spp

L'activité antibactérienne des flavonoides pdrg éxpliquée par le mécanisme de toxicité
vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit ¢es interactions non spécifiques telles que
I'établissement des ponts hydrogenes avec lesipestdes parois cellulaires ou les enzymes,
la chélation des ions métalliques, inhibition dutabélisme bactérien, la séquestration de

substances nécessaires a la croissance des maténieu et al, 2005)
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Conclusion :

Les plantes médicinales restent toujours lacsfiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Une étude desigtép antioxydante et antibactérienne a
concerné deux plantes, appartiennent a la faméitelabiées tres frequemment employées en

Algérie.

Les analyses qualitatives effectuées par larmshtographie sur couche mince de gel de
polyamide et de silice, ont montré sous UV la pnésed’une multitude de variétés de
composés phénoliques. Quantitativement, I'évalnatio contenu des phénols totaux en
adoptant la méthode de Folin ciocalteu révele risgnce des quantités moyennement
importantes en polyphénols. De méme nous avons kesdlavonoides par la méthode
d’AICI3; qui nous méne a conclure que ces deux plantesenoent principalement des
flavonoides, ces derniers sont par la suite isgkés des differentes techniques
chromatographiques de séparation dont leur streicu#té élucidée par une étude directe au
spectrophotomeétre UV-Vis. Il ressort de ces analygee les deux plant@siymus vulgarigt

Rosmarinus officinalisont riches en flavonoides de types flavonesaeofiols.

Le potentiel antiradicalaire des flavonoideslés a été déterminé par la méthode de
DPPH dont les résultats montrent que ces flavosgidesedent une bonne activité, donc ces
molécules sont considérées comme des agents agdiosyde premiére classe et peuvent étre
employées pour des applications thérapeutiquebastaue les antioxydants contribuent de
maniere trés efficace a la prévention des malatiles que le cancer, et les maladies
cardiovasculaires. Au cours de cette étude noussaréalisé €également un test antibactérien
vis-a-vis de quelques germes pathogenes, les atsulfticrobiologiques ont montré que les
flavonoides du thym et du romarin  agissent diffiément sur les especes bactériennes

testées.

Sachant que notre pays posséde une biod&eisimense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important deabuliies secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiqeeticulieres qui demandent d’étre

exploitées par les recherches, de cet effet, enwmperspectives on propose de :
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» Déterminer de nouvelles substances bioactives elbsirpourront répondre

aux difféerents problemes de la santé et d'étre Iterratif des médicaments

synthétiques.

» Développer des médicaments antiradicalaires a theselantes, doués d’'une

activité antioxydante.

» Orienter les recherches scientifiques vers lasatin des études approfondies
et complémentaires de l'activité antioxydante dtbactérienne des composés

polyphénoliques en général et des flavonoides ditpier.
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Spectre UV-Vis de la molécule 6 @ymus vulgaris
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Spectres UV-Vis de la molécule B Be@smarinus officinalis
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Spectres UV-Vis de la molécule C BResmarinus officinalis
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Summary:

The thyme Thymus vulgarisand rosmaryRosmarins officinallsare labiatae used since
the antiquity in traditional medicine, recognizeygl their therapeutic virtues. In this context,
the present work concerns a phytochemistry studh@fmajority of flavonoids cantained in
these plants, and an evaluation of their antioxidand antibacterial activities.

The content of flavonoids in the ethanolic agts is : 8, 56£0,001 mg/g QE for thyme and
8, 83+0,026 mg/g QE for rosmary. The flavonoiddased fromThymus vulgarigresent an
activity of trapping of the free radical DPPH iretbrder of 70%, 58%, 52%, 51%, 50%, 5%
respectively for quercetin (30R’, 7OR"), luteoliluteolin (7OR’), apigenin (50R’, 70R"),
kaempferol (30OR’, 70R”), and chrysin (7OR’), whasethose isolated frorRosmarinus
officinalis, are characterized by an activity of 90%, 88%, 8#&¥pectively for quercetin
(30R’), quercetin, luteolin (7OR). The microbiologl results showed that the flavonoids
isolated act differently on the bacterial specesidd.

Key words: Thymus vulgarisRosmarins officinalisflavonoids, antioxidant, antibacterial.



Zeghad Nadia Soutenu le : 16/12/2009

Etude du contenu polyphénolique de deux plantes méthales dintérét économique

(Thymus vulgaris, Rosmarinus officinaljset évaluation de leur activité antibactérienne.

Resumé :

Le thym Thymus vulgariset le romarin Rosmarinus officinaljssont des labiées utilisé

[1%}

depuis l'antiquité en médecine traditionnelle rexms par leurs vertus thérapeutiques. Dans ce

contexte, le présent travail porte sur une étudgoghimique des flavonoides majoritaites

contenus dans ces plantes, et une évaluation e Btivités antioxydante et antibactérienne

La teneur en flavonoides des extraits éthque$ est de : 8.56+0.001 mgE® pour le thym
et de 8,83 £ 0.026 mg/g EQ pour le romarin. Lesrdhoides isolés d&hymus vulgaris
présentent une activité de piégeage du radica IIPPH de I'ordre de 70%, 58 %, 52 %, 51%,
50% et 5% respectivement pour quercétine (3ORR™), lutéoline, lutéoline (7OR’)
apigénine (50R’, 70R"), kaempférol (30OR’, 7OR'%hrysine (7OR’) tandis que ceux isolés|de
Rosmarinus officinalissont caractérisés par une activité antiradicaldee90%, 88%, 87%
respectivement pour quercétine (30R’), quercétirlaiéoline (7OR). Les résultats
microbiologiques ont montré que les flavonoidestidum et du romarin agissent differemment

sur les espéces bactériennes testées.
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