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Symbole et abréviation
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

La nature, ou comme [’appelle Pierre Potier « le Magasin du Bon Dieu », avec
250000 a 500000 espéeces de plantes [1], ses micro-organismes et ses produits marins, est
la source d’une formidable biodiversité, possédant parfois des propriétés thérapeutiques,

mais malheureusement, seule une partie de cette richesses a été explorée [2].

Depuis quelques décennies, la recherche d’une vie saine et le retour a la nature, fait
renaitre un enthousiasme certain pour les plantes. Elles se sont adaptées a leur
environnement en produisant divers métabolites secondaires. Ces métabolites secondaires
bioactifs ont été¢ intensifiés grace aux recherches scientifiques. Les progres de la science
ont permis également un rapprochement significatif entre la pharmacopée végétale et la

médecine [3].

Les polyphénols, acides phénols, flavonoides et tanins, font partie des métabolites
secondaires. Ils sont considéres comme les principaux composé phénoliques présentant un
large éventail de propriétés physiologiques, tels que : antiallergiques, antiathérogenes, anti-

inflammatoire, antioxydant, anti-thrombotiques, cardioprotecteurs et vasodilatatrices [4].

Ces derniéres années, 1’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont ¢été développées pour I’extraction, I’identification et la
quantification de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les

plantes médicinales et les produits agroalimentaires [5].

L’activité anti-oxydante est attribuée a la capacité des composés naturels a piéger les
radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH") et superoxydes (O2"). Les composés
antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), ’acide ascorbique

(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques [5].

Notre travail de recherche est centré sur I’évaluation des extraits acétate d’éthyle et
n-butanol de la plante méditerranéenne Fumana thymifolia, appartenant a la famille
Cistaceae, en composés phénolique ainsi que 1’étude in vitro de 1’activité anti-oxydante de

cette espece.
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Sur un plan méthodologique ce mémoire comporte quatre chapitres :

Dans le premier chapitre, nous nous sommes intéressés a cités quelques connaissances
bibliographiques concernant ’espéce Fumana thymifolia en particulier et la famille

Cistaceae en général.

Le deuxiéme chapitre est consacré a une étude bibliographique sur les polyphénols,
leur classification, leur propriétés thérapeutiques, ainsi qu’une mise au point sur le stress

oxydatif, les radicaux libres, les antioxydants dans la nature et leur mécanisme d’actions.

Le troisieme chapitre présente le travail expérimental réalisé dans le cadre de I’étude
phytochimique (procédure d’extraction et controle sur CCM) et 1’évaluation de 1’activité
anti-oxydante (test au radical libre DPPH") des extraits AcOEt et n-BuOH de la plante

Fumana thymifolia.

Le quatrieme chapitre est consacré a la discussion des résultats obtenus et conclusion

générale .




CHAPITRE I généralités sur la famille Cistaceae, genre Fumana

I.1. Famille Cistaceae

La famille des Cistaceae dispose de huit genres principalement localisés dans la
région méditerranéenne. En effet, les cinq genres (Cistus, fumana, Halimium,
Helianthemum et Tuberaria) sont originaires de cette région. Les trois autres
(Crocanthemum, Hudsonia et Lechea) se rencontrent dans les régions tempérées de

I'Amérique (Figure 1.1) [6].

Figure I. 1 : Répartition géographique des plantes Cistaceae

I.1.1. Classification de la famille Cistaceae

Selon Cronquist les plantes Cistaceae sont classées dans I’ordre des Malvales. Le

tableau ci-dessous montre leur classification (tableau I .1) [7].

Tableau I.1: Classification de Cronquist (1981)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Malvales
Famille Cistaceae
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1.1.2. Aspects botaniques et répartition géographique des Cistaceae

Les especes constituent la famille Cistaceae sont en générale, des arbustes, plantes
herbacées, poilues ou velues, pérennes ou annuelles, a feuilles simples souvent opposées, a

fleurs solitaires ou en cymes, a 5 pétales libres (Figure 1.2) [8-9].

Lavevipes Halimium commutatum
helianthemum

Thymifolia hudsonia

Lechea racemulosa

Figure 1.2 : Quelques especes de la famille Cistaceae
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1.1.3. Principaux métabolites secondaires des plantes Cistaceae

Les investigations phytochimiques effectuées sur les espéces de la famille Cistaceae,
ont révélées leur grande richesse en produits naturels tels que: diterpénes, huiles
essentielles et polyphénols (notamment les flavonoides et les acides phénolique). Le

tableau ci-apres regroupe quelques composés isolés des Cistaceae :

Tableau L.2 : Principaux métabolites secondaires des plantes Cistaceae

ACIDE PHENOLS
Nomenclateur Structure Référance
COOH
acide gallique [10]
HO OH
OH
DITERPENES
[11]
Acide cativique
6B, 8p-dihydroxy-ent-13-E- :/\(\COOH
labden-15-oique : :
[12]
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FLAVONOIDES
OH
OH
Gallocatéchine-3-O-gallate HO 0 O oH [13]
l Ogalloyl
OH (0]
OH
OH
: OH [13]
(+)-catéchine
OH
OH
OH
OH
OH 13
OH 13]
Procyanidine B3 OH
3,5,3'-triméthyl [14]
¢ther quercétine

I.1.4. Activités biologiques des plantes de Cistaceae

Une récente étude biologique effectuée sur onze taxons du genre Helianthemum

confirme le pouvoir antioxydant et antimicrobien chez les Cistaceae. Une forte relation a
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été trouvée entre les profils polyphénoliques des différents extraits (aqueux et
méthanolique) des feuilles de chaque taxon et les activités anti-oxydante et antibactérienne

[15].

Les investigations pharmacologiques réalisées sur 1’extrait méthanolique de 1’espece

Helianthemum. glomeratum ont montré des propriétés antigiardiales [16].

1.2. Genre Fumana

Le genre Fumana, appartenant a la famille Cistacese, est constitué de plantes a tige
ligneuse, a feuilles alternes (ou les inférieures sont opposées), linéaires en aiguille
subtrigone. Les fleurs sont petites et jaunes. Le calice est composé de cing pétales de taille
inégale dont deux plus court, les externes étant stériles. Le fruit est recouvert d’une capsule
ovale, trigone, glabre s’ouvrant par trois valves [17]. En Algérie, ce genre est représenté
par cinq espéces : F. thymifolia, F. laevipes, F. calycina, F.arabica et F. ericoides (Figure

1.3) [18].

Fumana thymifolia

Fumana laevipes
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Fumana arabica

Fumana ericoides

Fumana calycina

Figure 1.3 : Quelques especes du genre Fumana

1.2.1. Etudes chimiques antérieures sur le genre Fumana

Les travaux de recherches réalisés sur le genre Fumana, se sont limités aux trois
espéces Fumana montana, Fumana thymifolia et Fumana procumbens [19-20].Les

métabolites secondaires isolés a partir de ces especes sont regroupées dans le tableau 1.3 :
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Tableau 1.3: Principaux métabolites secondaires isolés du genre Fumana

Composés isolés de I’espece Fumana montana Pomel [19]

Nomenclature

Structure

3-méthoxy-7-0O-B-(6"-
galloylglucopyranoside)

quercétine

OH

0
0 OH OH
ST
10 OH ‘ |
OCH,
OH O

3,4'-diméthoxy-7-O-B-(6"-
galloylglucopyranoside)

quercétine

0
OH
o §0H OCH,
got\/o o K]
e
OCH,4
OH O

3-méthoxy-7-0O-B-(6"-
galloylglucopyranoside)

kaempférol

Tellimoside
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OH
on OH
e
3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside
y-7-0-B-glucopy HOD > O |
quercétine OCH
OH 0O
3,4'-diméthoxy-7-O-f-
. OH
glucopyranoside - ocH,8
quercétine 0 o O

3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside

kaempférol

Isoquercétrine

Quercétine
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3-méthoxy quercétine

(-)-Gallocatéchine OH

(-)-Epigallocatéchine oH

OH
OH
OH
HO
Iriflophénone-2-O-B-D-
_ O\ OH
glucopyranoside
OH O
OH OH
0
- o o
(-)-Rhododendrine HO
OH
CH,

11
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0
OH
Acide p-hydroxybenzoique
HO
O
HO
Acide gallique OH
HO
OH
0]
HO OCH;,
Gallate de méthyle HO
OH

Composés isolés de Fumana procumbens [20]

Nomenclateur et référence Structure

dihydrodaphnodorine B OH

12
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daphnodorin B

quercitrine

myricitrine

quercetine

13
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OH

epigallocatéchine OH

HO

"’

OH
OH

Composition de I’huile essentielle issue de Fumana thymifolia [21]

Nomenclateur
Structure

(E) -2-hexénal /\/\fo
o —pinéne CHs
‘ Ji ‘ _CH;
CH;
CH,
B -pinéne
H,C
CH,
Myrcéne
|
CH,
H;C CH;

14



CHAPITRE I généralités sur la famille Cistaceae, genre Fumana

P-cyméne :
CH,
CH;
Limonéne @
HC ¢ H,
O. CHs
HsC CHj
1 ,8-cinéole
CHyj
v -terpinéne I;:%‘
H,C CHj
CHj,
Terpinoléne lg?
HsC CHj,
OH
Linonal §
O
/\/\/\/\/
Nonanal

15
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Terpinéole

(e}
CHs
Isomenthone
HsC
CHs
F OH

O
| \/\/\/\/\/

Pulégone HsC

E-2-décadiéna
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1.3. Espece Fumana thymifolia

Fumana thymifolia provient du nom latin fumus qui veut dire « fumé » (allusion a
I’aspect grisatre et enfumé de certaines espéces), tandis que thymifolius en liaison avec les

feuilles de thym [22].

Fumana thymifolia (L.) Spach ex Webb (Figure 1.4), I’objet de cette étude, est une
espéce thermophile a caractéres héliophile et xérophile. Elle est glanduleuse, atteint 10 a
20 cm de long. Les feuilles persistantes, lin€aires a bors plus ou moins enroulés en dessous,
les supérieures alternes et les inférieures opposées. Les stipules se terminent par un poil.
Les fleurs, réunies en grappe, sont courtes. Les pétales sont jaunes, non tachées a la base

[22].
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Fleur

Fruit Feuille

Port

Figure 1.4 : Fumana thymifolia (fleur, feuille et fruit)

1.3.1. Distribution géographique et position systématique de 1’espéce
Fumana thymifolia

Fumana thymifolia est une espéce méditerranéenne trés commune en Algérie et se
localise spécialement sur le littoral ou elle accompagne les pinédes [23]. Elle pousse aussi
dans les paturages rocailleux et calcaires algériens [24]. Elle est classée systématiquement

dans le tableau suivant :

Tableau 1.4: Position systématique de Fumana thymifolia

Classification
Famille Cistaceae
Genre Fumana
Espéce Fumana thymifolia
Nom commun Azir nyedhma, rock
rose
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I1.1. Activité anti-oxydante

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur
de croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune
appelée stress oxydant, dii a I’exagération d’un phénomeéne physiologique, normalement
trés contrdlé, la production de radicaux dérivés de I’oxygene [25].

I1.1.1. Stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre
entre les systémes oxydants et les capacités antioxydantes de 1’organisme en faveur des
premiers, ce qui conduit & des dommages cellulaires irréversibles [26]. Cette perturbation
peut avoir diverses origines, telle que la surproduction endogeéne d’agents pro-oxydants
d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou une exposition
environnementale a des facteurs pro-oxydants comme la pollution, le contact avec le
rayonnement gamma, ultraviolet ou méme 1’0zone, certains pesticides et solvants, les
métaux toxiques, exercice intense ou mal géré, la consommation de tabac et d’alcool et

aussi la prise des médicaments (Figure I1.1) [27].

LE STRESS OXYDANT : TOUTE UNE QUESTION D'EQUILIBRE

@ A mioxvoants @ rro-oxvoanTs

Enzymes (E Enzymes |

Protéines (Endogénes

Molécules de petite taille UV, radiations, agents cancérngénes,
o . pollution, tabagisme, alcool, stress

(witamines, flavonoides...)

Oligoéléments

HOMEOSTASIE STRESS
. . PAS DE STRESS . . OXYDANT

5 sibler I'équilibre de cette balance pro- et antioxydante permettrait de prévenir
STRATEGIE . i e ;
ou traiter les pathologies associées a un stress oxydant majeur.

Figure II .1 : Stress oxydant

20



CHAPITREII Synthese bibliographique

Cependant, le stress oxydatif est un fonctionnement de 1'organisme qui est normal tant
qu'il ne dépasse pas certaines limites. En effet, tous les organismes vivants qui
consomment de l'oxygéne produisent des radicaux libres qui sont de petites substances
chimiques trés oxydées par le contact avec l'oxygeéne, et dont nos cellules savent
normalement trés bien se débarrasser. Le stress oxydatif devient anormal lorsque les
cellules sont soit dépassées par la quantité de radicaux libres a éliminer, soit ne disposent
pas de ressources anti-oxydantes (vitamines, oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les

¢liminer [28].
I1.1.1.1. Radicaux libres et espéces réactives

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomiques ou moléculaires) possédant
un ¢électron ou plusieurs électrons célibataires non appariés sur son orbitale externe. De ce
fait, un radical libre est trés réactif et sa durée de vie trés courte (de 1’ordre 10 a 10

seconde) (figure 11.2) [29].

Electron Mangquant

,;j\a

Radlcal Libre
(molécule instable)

Figure I1.2 : Forme d’un radical libre

Les especes réactives oxygénées ERO, classe spécifique de radicaux, incluant les

radicaux libres comme le radical hydroxyl (OH-), le radical superoxyde (O>’) et sa forme
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protonnée (HOy'), le radical peroxyl (ROO") ainsi que les espéces non radicalaires comme
le peroxyde d’hydrogeéne (H20:) et 'oxygeéne (O2) sont produits par divers mécanismes
physiologiques a dose raisonnable (Figure I1.3) [30].Ces especes réactives de 1’oxygeéne

doit étre neutralisées immédiatement par différents systémes antioxydants [31].

ESPECES RADICALAIRES

radical radicaux

- hydroxyle lipidiques
danion ‘OH Lo'
superoxyde LOO"

o,

0,
Oxygene
singulet

H,O, HOCI
Peroxyde Acide

ESPECES NON RADICALAIRES

Figure I1.3: Espéces Réactives de 1’Oxygéne (ERO)
I1.1.1.2. Origines des especes réactives de I’oxygéne
I1 existe deux sources différentes de ces radicaux libres :

» Production endogene

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les étres aérobies puisent leur
énergie, joue un role capital dans la cellule en couplant 1’oxydation de coenzymes
transporteurs d’hydrogene ou d’électrons avec la phosphorylation de ’ADP (Adenosine
DiPhosphate) en ATP (Adenosine TriPhosphate). Les conséquences de cette activité
mitochondriale sont doubles et paradoxales. D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule
une source d’énergie importante puisque 36 molécules d’ATP a haut potentiel énergétique

sont générées lors de la réduction de I’oxygeéne. Par contre, dans les conditions

22



CHAPITRE 11

physiologiques, environ 0,4 a 4 % d’¢lectrons s’échappent, réagissent directement avec

I’oxygéne dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des ERO (Figure 11.4) [32-

33].

Synthese bibliographique

—

(anioq superoxyde)

1e - Dismutation O,™

H,0,

(peroxyge d’hydrogéne)

1e -+ Fenton

OH

(radicPl hydroxyle)

1e-
H,O

Fe2*

Figure I1.4 : Formation des Especes Réactives résulte d’une réduction progressive de

» Formation par voie exogéne

Les ERO peuvent également générées par différents agents non enzymatique comme
les rayonnements UV induisant la synthése de radicaux libres (02", OH") et des molécules
génératrices de radicaux libres (H2O2) par I’intermédiaire d’agents photosensibilisants,
ainsi que les radiations ionisantes (Figure II .5). L’ingestion d’alcool ou médicaments est

suivie de formation de radicaux libres selon divers mécanismes dont leurs structures

I’oxygene

peuvent jouer le role d’accepteurs et donneurs d’¢lectrons [34].
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uv
lumiere

Figure IL.5: Radiations UV de la lumiére
I1.1.2. Maladies liées aux stress oxydatifs

De nombreuses anomalies pathologiques sont induites par le stress oxydant : baisse
de la fluidit¢ des membranes, diminution de la sensibilité a 1’insuline, perturbation de
I’immunité cellulaire, fibrose, dépdts de lipides oxydés, affaiblissement musculaire, 1ésions
secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment
lors de I’oxydation des lipides, malformation des feetus, formation d’auto-anticorps et

immunosuppression [35].

En conséquence, le stress oxydant sera la cause initiale essentielle de plusieurs
maladies telles que le cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de
détresse pulmonaire aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer,

parkinson, infections intestinales, rhumatisme et diabete [36-37].

I1.1.3. Antioxydants et systéme de défense

Les antioxydants, analogues de 1’acide ascorbique, sont des substances naturellement
présentes dans l'organisme capables de neutraliser ou stabiliser les radicaux libres par

résonance (Figure 11.6).
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OH
HO O _o
+ R*
-0 OH
AscH ™

Figure I1.6 : Actions de la vitamine C sur les radicaux actives

En effet, les cellules disposent d’un ensemble complexe de défenses anti-oxydantes
(Figure 11.7). Ces derniers peuvent se diviser en systémes non enzymatiques ; apportée par
I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique ; et systémes enzymatiques qui se
composent d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de
protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systémes de réparation

des dommages oxydatifs comme les endonucléases [38].

1;\} Oz(oxygéne fondamental)
. C1'-MPO
=) —

SOD, Vit C
anion superoxyde peroxyde'd "hydrogéne acide hypochloreux

'* (eau de Javel)

%‘ Vit C, flavonoides,

[erritine, transferri
gents chélateurs

radical hydroxyle

oxygéne singulet acide urique, Vit C, GSH
'\"Kﬂ g Vit E, Se-GPx, ubiquinone
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Figure I1.7 : Apercu des différentes especes oxygénées activées (ERO) et des antioxydants

régulateurs de leur production
I1.1.4. Méthodes d'évaluation de propriété anti-oxydante in vitro

L’activité anti-oxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés

phénoliques (acide gallique) (Figure I1.8).

p-caroténe (provitamine A)

0
HO

OH
HO

HO OH OH
Acide ascorbique (vitamine C) Acide gallique
HO
Me Me Me
Me
(6] Me

Tocophérol (vitamine E)

Figure I1.8 : Structure des antioxydants les plus connus
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En revanche, la plupart des structures des antioxydants possédent des groupes
hydroxyphénoliques dont leurs propriétés anti-oxydantes sont attribuées en partie, a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux

hydroxyles (OH") et superoxydes (O2") [39].

Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer, in vitro, ’activité anti-oxydante
par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROO« par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) [40]. et TRAP (Total Radical-Trapping
Antioxidant Parameter) [41]. les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing
Antioxidant Parameter) [42].ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-
azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) [43]. ainsi que la méthode utilisant le

radical libre DPPHe (diphényl-picrylhydrazyle) [44].

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé pour
des composés possédant la fonction OH [45]. 1l s’effectue a température ambiante, ceci
permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles.
Le test est largement utilis¢ au niveau de 1’évolution des extraits naturels trés riches en

composés phénoliques [46-47].

I1.2. Composés phénoliques

Les composés phénoliques (polyphénols) forment une grande classe des métabolites
secondaires des végétaux. Ils sont largement présents dans tous les organes de la plante
[48]. L'¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres
ou substitués [49]. Ces composés sont polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau
aromatique a 6 carbones. Cette classe de métabolites secondaire trés importante, est
subdivisées généralement en sous classes principales : acides phénoliques, flavonoides,

tannins...etc [50].
I1.2.1. Acides phénoliques
Le terme acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au

moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ces composés regroupent les

acides benzoiques et hydroxycinnamiques.

27



CHAPITREII Synthese bibliographique

o o

\
OH OH

Acide benzoique Acide cinnamique

On distingue deux classes appartenant a cette catégorie. Les dérivés de I’acide

benzoique et les dérivés de ’acide cinnamique

» Acide phénols dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique, sont trés communs, aussi bien sous
forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide gallique et son dimeére
(P’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des tannins hydrolysables.
D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est tres utilisé dans le

secteur pharmaceutique [51].

R: R R; R4
Acide p-hydroxy benzoique H H OH H
COOH Acide protocatéchique H OH OH H
R, Acide vanillique H OH OH OCH;
Acide gallique H OH OH OH
R; R, Acide syringique H OCH; OH OCH;
R3 Acide salicylique OH H H H
Acide gentisique OH H H OH

» Acides phénols dérivés de I’acide cinnamique

Les acides hydroxycinnamiques sont principalement composés des acides p-
coumarique, caféique, férulique et sinapique [52]. On les trouve a 1’état libre ou combiné

(esters, amide, glucosides). Ils acylent fréquemment les métabolites les plus divers [53].
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Ry R,
Acide p-coumarique H H
R, ~. ~COOH Acide caféique H OH
Acide férulique H OCH3
HO Acide sinapique OCH; OCH;
R,
I1.2.2. Flavonoides

Les polyphénols, en particulier les flavonoides, sont présent dans de nombreux
organismes (végétaux, fruits et légumes), que ce soit au niveau de leurs feuilles, tiges,
fleurs et fruits [S4]. Tous les flavonoides possédent la méme structure de base (C6-C3-C6)
c’est-a-dire contiennent quinze atomes de carbone formant deux cycles aromatiques A, B

et C (Figure 11.9) [55].

Figure I1.9: Squelette de base des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes selon le degré d’oxydation
du cycle pyranique (C). En général, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en positions 3,
5,7, 3, 4, 5" et/ou 6. Un ou plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemment
méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés. Ils peuvent étre présents sous forme C- ou O-
glycosylés [56]. En conséquent, on distingue les principales classes suivantes (Figure

11.10) :

Flavonols Dihydroflavonols
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Flavanones

Isoflavones Chalcones

Aurones

Figure I1.10: Structures des différents squelettes flavonoidiques

I1.2.3. Tanins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire ¢levée [57-58]. Les tanins sont caractérisés par
une saveur astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, bois,
feuilles, fruits et racines [59].

Il existe deux groupes différents par leurs structures et également par leurs origines

biogénétiques: Tanins hydrolysables et Tanins condensées.
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» Tanins saponifiables ou hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters de glucides ou d’acides phénols (acide
gallique), ou de dérivés d'acides phénols (Acide ellagique) (Figure I1.11). La molécule
glucidique est en général du glucose, mais dans certains cas des polysaccharides. Ces
tanins en raison de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins (en
fonction de leur poids moléculaire) dans I'eau, en formant des solutions colloidales [60-

61].

(0]
HO O COOH
agoe
HO OH
OH
© OH
(0]
Acide ellagique Acide gallique

Figure I1.11: Acides gallique et ellagique

» Tanins condensés (pyrocatéchique ou proanthocyanidols)

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou procyanidoliques, sont largement
répandus dans l'alimentation humaine. Ces tanins sont des oligomeres ou polymeres de
flavan-3-ols (Figure I1.12) qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a

chaud par rupture de la liaison inter monomérique [62].

Figure I1.12 : Tanins condensés (dimérisation au niveau de liaisons C4-C8)
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I1.2.3. Polyphénols et santé

Une alimentation (fruits et légumes) contenant les flavonoides (Figure 11.13), joue un
role important dans la prévention contre le cancer de la prostate, du poumon, de I’estomac

et du sein [63].

=) Flavonoides

Flavanols Flavonols Anthocyanes

v N

Proanthocyanidines Catéchines
(tannins) ©H

Flavanones Isoflavones

Figure I1.13 : Alimentation riche en flavonoides (polyphénols)
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Des effets protecteurs de la consommation d’aliments riches en polyphénols vis-a-vis
de différentes pathologies (maladies cardiovasculaires, neurologiques, cancer...) ont été
mis en évidence d’un point de vue épidémiologique ainsi qu’expérimental (Figure 11.14)

[64].

. . Bénéfice en
Evidence animale 9/ : N | santé humaine
: avéré

Maladies neurologiques

Maladies cardiovasculaires

*  Meémoire/Apprentissage :
* Neurodégénération ? | N  / | * Reéduction de I'hypertension
" * Amélioration fonction endothéliale
*  Amélioration du profil lipidique
* |nhibition de |'activation plaquettaire

7 G A

R i1 / A\ :
Va3 N B S sl
i i :1' 1 | N - - :
it o Cancers (o ‘Inﬂammanon Etudes in vitro

* |nhibition du développement de tumeurs \t Inhibition de la production de
*  Apoptose de cellules cancéreuses |
* Inhibition de l'oxydation de 'ADN

cytokines

Réduction de l'expression de
molécules d'adhésion

Inhibition de la neuroinflammation

Del Rio et al., Redox Signal., 2013

Figure I1.14 : Effets santé potentiels des polyphénols végétaux
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I11.1. Récolte de la plante Fumana thymifolia

La plante Fumana thymifolia a été récoltée dans la région de Djarema (Willaya de
batna), au mois de mais 2013. Cette plante a été identifiée par le professeur Bachir
Oudjehih du département d’agronomie de I’Institut des sciences Vétérinaires et

Agronomiques de I’université Batna-1.

II1.2. Procédure de I’extraction

La matieére végétale (plante entiere) doit étre séchée a 1’abri de la lumiére, ensuite

coupée en petit morceaux pour les broyer.

I11.2.1. Macération de la poudre

1 kg de la poudre obtenue sont mise a
macérer dans un mélange hydro-alcoolique
(¢thanol/eau: 70/30 %) pendant 48h sous
agitation et a température ambiante (opération

répétée deux fois) ( figure II1.1).

Figure III.1 : Macération pendant
48h a T° ambiante

I11.2.2. Filtration des macérats

Les différents macérats obtenus sont filtrés par une filtration simple, ensuite les filtrats

récupérés pour les évaporer (Figure I11.2).

Figure II1.2 : Etape de filtration
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I11.2.3. Evaporation des filtrats

Apres évaporation non a sec des filtrats par un

appareil rotavapeur, 600 ml d’extrait aqueux ont

¢été obtenus (figure I11.3).

Figure II1.3 : Evaporation non a

sec des filtrats

I11.2.4. Préparation des différents extraits

L’extrait aqueux obtenu a subi des extractions liquide-liquide (Figure II1.4)
successives au moyen de trois solvants organique de polarité croissante : éther de pétrole,
acétate d’éthyle et n-butanol. L’évaporation a sec des différents solvants a permis

d’obtenir les trois extraits : étheropétrolique (5 g), acétate d’éthyle (14 g) et butanolique
(41 g).

Figure II1.4 : Différentes étapes pour 1’obtention des extraits secs

ITLI.1.2. Tests des extraits obtenus sur CCM

Les extraits obtenus (EP, AcOEt et n-BuOH) sont testés sur une chromatographie
sur couche mince de gel de silice. Les plaques CCM réalisées dans différents systémes
d’¢lution, sont examinées sous la lumiere UV a 254 et 366 nm, puis révélées en utilisant

une solution acide (10 ml acide acétique, 10 ml acide sulfurique, 80 ml H>O) et chauffage a

100°C.
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Figure III .5 : Chromatogrammes des extraits obtenus (EP, AcOEt et n-BuOH) dans
différents systemes d’élution

II1.2. Dosage des composés phénoliques

La plante Fumana thymifolia, appartenant a la famille Cistaceae, a été choisie pour
I’évaluation de I’activité anti-oxydante sur la base de sa richesse en composés phénoliques.
La recherche bibliographique réalisée sur les plantes Cistaceae en générale et les Fumana
en particulier, ainsi que 1’analyse des chromatogrammes des extraits AcOEt et n-BuOH,
ont confirmée cette richesse. En conséquent, la teneur en composés phénoliques
(polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins) de nos extraits choisis est déterminée
colorimétriquement avec le spectrophotomeétre UV-Vis de marque DR2800 HACH
LANGE (Figure II1.6).

36



CHAPITRE 111 Matériel et méthodes

Figure I11.6 : Spectrophotometre UV-Vis

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste & mesurer
'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en solution. Plus cette
espece est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalités

énoncées par la loi de Beer-Lambert.

Tous les dosages des composés phénoliques, également le test DPPH ont été réalisés
dans le laboratoire de phytochimie du Centre de Recherche Scientifique et Technique sur

les Régions Arides, Biskra (Algérie).

I11.2.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)
» Principe

Le dosage des polyphénols se fait avec le réactif de Folin-Ciocalteu, qui en milieu
alcalin se réduit en oxyde de tungsténe et de molybdéne donnant une couleur bleue en
présence de polyphénols [65]. Le réactif FCR est constitu¢ d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) de
coloration jaune. Lors de 1’oxydation, il est réduit en mélange d’oxydes de tungsténe
(W3023) et de molybdéne (MogO23). La coloration produite est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans I’extrait analysé.
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» Protocol

1. Préparation des échantillons

1 mg de chaque extrait (AcOEt et n-BuOH) sont dilués dans 1 pl du méthanol (Figure

I11.7). La méme dilution est utilisée dans tous les protocoles des dosages.

Figure I11.7 : Etapes de préparation des dilutions des extraits AcOEt et n-BuOH

2. Préparation de la gamme d’étalon de ’acide gallique

On réalise une gamme d’étalonnage en milieu aqueux (6 points de concentrations a
partir de Al jusqu’a A6, voir annexe) avec un polyphénol témoin, en général de 1’acide

gallique (2 g de I’AG dissoudre dans 2 ml d’eau distillée pour obtenir la solution S1).

On peut représenter la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure II1.8) en
prenant la concentration (mg/ml) en fonction de I’absorbance, le coefficient de corrélation

R? = 0,98646.
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Figure II1.8 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique (moyenne + de trois essais

SD)

3. Mode opératoire de la méthode de Folin-Ciocalteu

Briévement 125 pl d'extrait de I'échantillon (AcOEt ou n-BuOH) ont été ajouté a 125ul
de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilu¢). Les solutions ont été mélangées et incubées

pendant 3 minutes a une température ambiante.

Apres I’incubation 1250ul de la solution de carbonate de sodium Na,COs3 (75 g/l) a été
ajoutée. Le mélange a été ensuite ajusté avec 1ml d’eau distillé puis incubé pendant 90 min
dans l'obscurité a température ambiante (Figure II1.9). L'absorbance a ét¢ mesurée a la

longueur d’onde A = 760 nm.

Blanc

AcOEt

n-BuOH

Figure I1L9 : Solutions préparées selon la méthode de Folin-
Ciocalteu, apres I’incubation
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A partir de la courbe d’étalonnage précédente, la concentration des polyphénols totaux
des extraits est calculée. Le résultat est exprimé en pg d’équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

I11.2.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

» Principe

La quantification des flavonoides dans les extraits acétate d’éthyle et butanolique de la
plante Fumana thymifolia, a ¢été faite par la méthode colorimétrique de trichlorure
d’aluminium [66].

> Protocol

250 pl d’extrait dilué¢ (AcOEt ou n-BuOH) sont ajoutés a 75 pl d’une solution de
NaNO; a 5%. Apres 6 mn d’incubation a température ambiante, 150 pl d’une solution
fraichement préparée de chlorure d’aluminium (AICl;, 10%) sont ajoutés au mélange
précédent. Aprés 5 mn de repos, toujours a température ambiante, 500 pl de soude (NaOH,
IM) sont additionnés. Le mélange homogeéne résultant est ajusté a 2500 pl avec de 1’eau

distillée (Figure I11.10). L’absorbance de cette préparation est mesurée a 510 nm.

AcOEt

2

Figure II1.10: Echantillons préparés pour la mesure de I’absorbance
( dosage des flavonoides)

La concentration des flavonoides dans les extraits est calculée a partir de la gamme
d’¢talonnage de la catéchine (Figure III.11) et exprimées en mg d’équivalents de la

catéchine par gramme d’extrait (mg EC g! extrait).
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Figure II1.11 : Droite d’étalonnage de la catéchine (moyenne =+ de trois essais SD)

I11.2.3. Dosage des tanins condensés (TC)

» Principe

En milieu acide, les tanins condensés se dépolymérisent et par réaction avec la
vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par

spectrophotométrie a 500 nm [67].
> Protocol

Une aliquote de 0,05 ml d’extrait est ajoutée a 1,5 ml de vanilline a 4% et 750 ml
d’acide chlorohydrique (HCI). Le milieu réactionnel est mélangé grace a un vortex, laissé a
incuber pendant 20 minutes puis analysé en spectrophotométrie a 500 nm contre un blanc

contenant de I’acétone 80 %.
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AcOEt

n-BuOH

Figure II1.12 : Echantillons préparés pour la mesure de I’absorbance
( dosage des tanins)

Les teneurs en tanins condensés sont déterminées en se référant a une gamme
étalon de catéchine (0 a 400 pug.ml') (Figure I11.12). Comme pour les flavonoides, les
teneurs en tanins condensés sont exprimées en mg d’équivalent catéchine par gramme

d’extrait (mg EC g! extrait).

I11.3. Evaluation in vitro de I’activité anti-oxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro, I’activité anti-oxydante. De
ce cadre, nous nous somme intéress¢ a 1’évaluation du pouvoir antioxydant des deux
extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Fumana thymifiloia en vue de leur valorisation en
tant qu’antioxydants. En effet, on a choisi pour cette étude une méthode de mesure de la

capacité antiradicalaire a I’aide du DPPHe.

I11.3.1. Test du radical libre DPPH

A température ambiante, le radical synthétique 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) présente une intense coloration violette qui disparait au contact d’une substance

donneuse de protons selon la formule suivante (1):
DPPH-+ AH — DPPH-H + A- (1)

(violet) (Jaunatre)
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II est donc possible de détecter la diminution de I’intensité de cette coloration par
spectrophotométrie. Cette décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un

échantillon par sa capacité a piéger le radical libre (figure II1.13).

e . 0
G h@{;_

Forme libre Forme réduite

Figure III. 13: Structure chimique du radical synthétique DPPH: et du DPPH-H (non

radicalaire)

» Mode opératoire

Pour la mesure de cette activité antiradicalaire, une prise d’essai de 1 ml d’extrait a
différentes concentrations est mise en présence de 250 ul d’une solution méthanolique de
DPPH (0,2 mM). Le mélange est placé pendant 30 mn a I’obscurité pour réagir
[68].L absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin négatif (sans extrait). Le t¢émoin
positif utilis¢ est un antioxydant de synthese: le 2,6-di-t-butyl-4-methylphenol ou
butylhydroxytoluéne (BHT) (figure I11.14).

Figure I11.14 : Changement de couleur des échantillons de violet au jaune
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Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution

de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule :
PI= (DO témoin — DO extrait / DO témoin)*100
PI : pourcentage d’inhibition.
DO témoin : absorbance du témoin négatif.
DO extrait : absorbance de la solution d’extrait

L’étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clso),

une faible valeur de la Clso correspondant a une grande efficacité de 1’extrait.

II1.4. Analyse statistique

Les résultats expérimentaux des dosages et de 1’évaluation de I’activité anti-oxydante
ont été exprimés par la moyenne + écart type en utilisant les programmes: Excel 2007 et

MINITAB 2000.




CHAPITRE IV Résultats Et Discussion

IV.1. Extraction

Le processus d’extraction est résumé par 1’organigramme suivant (Figure IV.1)

Matiere végétale seche 1kg

Filtration et récupération Macération 48h dans (éthanol+eau)
70/30

Filtrat aqueuse

g Evaporation non a sec

600 ml de la phase aqueuse

Extrait EP Avec I’éther de pétrole
Sg -— Ty c s
eévaporation a sec
v
. Avec D’acétate d’éthyle
Extrait AcOEt y Extraction
14 — , . N . . . .
g + évaporation a sec liquide-liquide

Avec le n-BuOH
Extrait
n-BuOH
40g

_ r 0 b}
+ évaporation a sec

Figure IV.1: Schéma d’extraction de la plante F.thymifolia
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IV.2. Analyse chromatographique

Les profils chromatographiques des deux extraits n-BuOH et AcOEt montrent
clairement leurs richesses en polyphénols et en particulier les flavonoides. Ceci a travers
les différentes taches visibles sous la lumic¢re UV a la longueur d’onde 254 nm et 366 nm

ainsi que leur révélation en jaune.
IV.3. Dosage des phénols
IV.3.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)
La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a ét¢ calculée a partir de la
courbe d’étalonnage et exprimée en milligrammes équivalent en acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG.g"! extrait). Les résultats obtenus sont enregistrés dans le tableau (IV.1)

et la (figure IV.2) :

Tableau IV.1 : Teneur en PPT de la plante F. thymifolia (AcOEt et n-BuOH)

Extraits Polyphénols totaux
(mg EAG.g! extrait)
Acétate d’éthyle 396,44 + 12,01
n-butanol 319,11 £ 6,11
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Figure IV.2: Composition en PPT des extraits AcOEt et n-BuOH de ’espéce

Fumana thymifolia

Ces résultats montrent que les deux extraits acétate d’éthyle et n-butanol sont riche en
PPT avec les teneurs 396,44 mg EAG.g'extrait et 319,11 mg EAG.g!
extrait, respectivement. La comparaison des teneurs des extraits de F.thymifolia des autres
especes de la famille Cistaceae a montré que notre plante présente la teneur la plus élevée.
Par exemple, I’extrait AcOEt de la plante cistus salviifolius .présent une quantité de 80 +
0,01 pg (EAG)/100mg [69], également 1’espece helianthemum sessiliflorum avec des
valeurs 42.51+1.01pg GAE/mg (extrait AcOEt) et 40.02+2.81 ng GAE/mg (n-BuOH) [70].

1v.3.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

La teneur en flavonoide des deux extraits a été¢ calculée a partir de la courbe
d’étalonnage et exprimée en milligrammes équivalent en catéchine par gramme d’extrait
(mg EC.g"! extrait). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau (IV.2) et la (figure

IV.3):

a7



CHAPITRE 1V Résultats Et Discussion

Tableau IV.2: Teneur en FVT de la plante F. thymifolia (AcOEt et n-BuOH)

Extraits Flavonoide totaux

(mg EC.g! extrait)
Acétate d’éthyle 85,330 + 6,563
n-butanol 60,327 £ 5,132
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Figure IV.3 : Composition en FVT des extraits AcOEt et n-BuOH de ’espéce
Fumana thymifolia

Les résultats présentés en haut, montrent clairement que la quantité des flavonoides est
plus élevée dans I’extrait acétate d’éthyle avec une valeur de 85,330 (mg EC.g"! extrait),

suivi par I’extrait n-butanol avec une valeur de 60,327 (mg EC.g"! extrait).

Nos résultats sont aussi significativement élevés par rapport des teneurs trouvés dans
I’extrait acétate d’éthyle de Cistus salviifolius avec valeur de 4,83 png (EQ)/mg) [69], et
dans I’extrait ACOEt (46.70 pg (EQ) /mg) et n-BuOH (35.48+0.36 ng (QE)/mg) de

I’espéce Helianthemum sessiliflorum [70].
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1v.3.3. Dosage des tanins condenses (TC)

La teneur en TC des deux extraits (AcOEt et n-BuOH) a ¢été calculée a partir de la
courbe d’étalonnage et exprimée en milligrammes équivalent en catéchine par gramme
d’extrait (mg EC.g"! extrait). Les résultats de cette étude quantitative sont présentés dans le

(tableau IV.3) et la (figure IV.4) :
Tableau IV.3: Teneur en TC de la plante F. thymifolia (AcOEt et n-BuOH)

Extraits Tanins condenses

(mg EC.g! extrait)

Acétate d’éthyle 1,2400 + 0,5089
n-Butanol 8,5735 +0,6939
9
- 8
b
E0 7
S =
8 o 6
g &
3 § W Seriesl
STE 3
oSe
2
1
0
AcOEt n-BuOH

Figure IV.4 : Composition en TC des extraits AcOEt et n-BuOH de I’espece

Fumana thymifolia
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D’aprés les résultats ci-dessus, on constate que 1’extrait n-Butanol (8,5735 mg EC.g’!

extrait) est trés riche en TC que I’extrait AcOEt (1,2400 mg EC.g™! extrait).
1v.3.4. Conclusion

Les dosages par spectrophotomeétre UV-visible ont montré que les deux extraits
(AcOEt et n-BuOH) de la plante Fumana thymifolia contiennent des composés

phénoliques (PPT, FVT et TC) mais avec des quantités différentes.

Plusieurs facteurs influencés sur la teneur en composés phénoliques d’une plante. Ils
peuvent étres d’origine géographique, conditions climatiques, génétiques, période de la
maturité a la récolte, conditions de stockage et aussi la technique d’extraction employée

[71].

IV.4. Evaluation de I’activité anti-oxydante

IV.4.1. Test du radical libre DPPH

L’effet de piégeage des extraits sur le radical DPPH est exprimé en valeurs de Clso
(ug.ml!).On rappelle que la Clso représente la quantité de réactifs nécessaire a 1’inhibition
de la moiti¢ de la quantité initiale de radicaux présents. En effet, la Clso est inversement
liée a la capacité anti-oxydante d'un composé, plus cette valeur est basse, plus l'activité

anti-oxydante est grande.

Les résultats obtenus du test de mesure de 1’absorbance du radical libre DPPH (Tableau
IV.4) nous a permis de tracer I’histogramme de variation du pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration de chaque extrait (Figure IV.5) :
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Tableau IV.4 : Activité anti-radicalaire des extraits (AcOEt et n-BuOH) et antioxydant

standard

Extraits Test DPPH
(CIso en pg.ml?)

Acétate d’éthyle 5,2533 +£1,1690
n-Butanol 6,4000 + 0,7810
BHT 11,5

—_
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A = 5

nd)

- @ 4

&)

@0

Fv 3

AcOEt n-BuOH

Figure IV.5 : Comparaison de I’activité anti-oxydante des extraits (AcOEt et n-BuOH) de
la plante F. thymifolia

Les profils d’activité anti-oxydante révelent que 1’extrait acétate d’éthyle a manifesté
un pouvoir antioxydant important que celui de I’extrait n-Butanol, dont la concentration
d’inhibition a 50 % de 5,2533 pug.ml! pour AcOEt suivi par la concentration d’inhibition
4 50% de 6,4000 pug.ml"! pour n-BuOH. Ce résultat peut étres expliqué par la richesse de

I’extrait AcOEt en composés phénolique comme les flavonoides.
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L’étude réalisée par Benabedelaziz et al. (2017) afin de déterminer 1’activité anti-
oxydante (méthode de DPPH) des deux extraits AcOEt et n-BuOH de la plante
Helianthemum sessiliflorum (Cistaceae), a révélée que le pouvoir antioxydant de I’extrait
acétate d’éthyle avec (Cl50=23.75+2.07ug/ml) et plus €élevé par rapport a I’extrait n-butanol
avec (94.03+1.52pug /ml), mais mois réactif que le composé standard BHT avec 11.5 pg/ml
[70]. Ces résultats sont moins significatifs en comparaison avec ceux donnés par note
¢tude. Ceci a permis de classer notre plante Fumana thymifolia comme un antioxydant

puissant.
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CONCLUSION GENERALE

Le présent travail est consacré a 1’évaluation des extraits AcOEt et n-BuOH de la
plante  Fumana thymifolia, en composés phénoliques (PPT, FVT et TC) afin d’étudier

leur activité anti-oxydante.

L'extraction a été faite par macération pendant 48h de la matiere végétale dans un
mélange hydro-alcolique (EtOH/H2O : 70/30%). Les extraits bruts sont obtenus apres
extraction liquide-liquide de la phase aqueuse par trois solvants de polarité croissante EP,

AcOEt et n-BuOH suivie par étape d’évaporation a sec.

Le profil du chromatogramme des deux extraits acétate d’éthyle et n-butanol a
montré la présence des polyphénols. Ceci a travers les taches visible sous la lumi¢re UV a

la longueur d’onde 366 et 254 nm.

Les résultats obtenus pour 1’analyse quantitative de la composition phénolique des
extraits AcOEt et n-BuOH de la plante F.thymifolia, en utilisant le test colorimétrique de
Folin Ciocalteu (dosage des PPT), trichlorure d’aluminium (dosage des FVT) et la
vanilline (dosage des TC) confirment que cette espece contient les composés phénoliques
et montrent que les deux extraits AcOEt et n-BuOH sont riche en polyphénols totaux avec
des valeurs (396,44 mg EAG.g"! extrait) et (319,11 mg EAG.g! extrait) respectivement.
La teneur en flavonoides est plus élevée dans ’extrait acétate d’éthyle avec une valeur de
(85,330 mg EC.g! extrait), suivi par I’extrait n-butanol (60,327 mg EC.g! extrait).
Cependant, ’extrait n-butanol présente la valeur la plus ¢élevée dans le dosage des tanins

condensés : n-BuOH (8,5735 mg EC.g™! extrait) et AcOEt (1,2400 mg EC.g"! extrait).

L’évaluation de ’activité anti-oxydante consiste a I’utilisation du test DPPH, qui est
basée sur la réduction du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle. Les résultats
obtenus montrent que les deux extraits renferment de puissants composés actifs capables
de réduire ce radical libre. La valeur la plus basse de Clso (5,2533 pg.ml!) a été enregistrée

pour ’extrait AcOEt suivi par 1’extrait #-BuOH avec une valeur 6,4000 pg.ml™.

Il est important de mentionner que c'est la premiére fois pour 1’espece Fumana

thymifolia qu’a fait I’objet d’une étude biologique (évaluation du pouvoir antioxydant).
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ANNEXES

ANNEXES

Annexe A : la gamme d’étalonnage de I’acide gallique.

0,50ml de S1 +0 ,50ml d’eau distillé Al
0,40ml de S1 +0,60 ml d’eau distillé A2
0,30ml de S1+0,70ml d’eau distillé A3
0,20ml deS1+ 0,80 ml d’eau distillé A4
0,10ml de S1 +0,90ml d’eau distillé A5

0,05ml de S1+0,95ml de d’eau distillé A6

(S1) solution d’acide gallique

Annexe B : valeur de I’absorbance pour la courbe d’etalonnage de I’acide gallique.

POLYPHENOLES TOTAUX abs a 760nm
R1 R2 R3
Acétate
d*éthyle 1,046 1,188 1,226
n-butanol 0,951 0,943 0,978

Annexe C: la gamme d’étalonnage de la catéchine

Catéchine MOY
0 0
50 0,187
100 0,371
200 0,64
300 1,056
500 1,645

Annexe D : valeur moyennes de 1’absorbance de la courbe d’étalonage de la catéchine

FLAVONOIDES abs a 510 nm
R1 R2 R3
Acétate
d*éthyle 0,244 0,216 0,254
n_
butanol 0,146 0,167 0,176

Annexe E : valeur moyennes de 1’absorbance de la courbe d’étalonage de la catéchine.



ANNEXES

TANNINE CONDENSE abs a 500nm
R1 R2 R3
Acétate
d’éthyle 0,005 0,004 0,002
n_
butanol 0,025 0,028 0,024

Annexe F : valeur de I’absorbance des extrait acétate d’éthyle et n-butanol . selon la
methode DPPH.

TNegatif =0 485

Extrait Acetate D’ethyle Abs A 517nm
Concent-
ration 250 150 50 20 15 10 5 2,5
R1 0,191 0,184 0,207 0,207 0,193 0,189 0,229 0,348
R2 0,193 0,198 0,204 0,157 0,197 0,196 0,238 0,348
R3 0,186 0,216 0,209 0,15 0,191 0,185 0,243 0,347
Extrait n-butanol Abs 2 517 nm
Concent- | 55, 150 50 20 15 10 5 25
ration

0,219 0,178 0,191 0,209 0,193 0,061 0,26 0,359

R1
R2 0,199 0,157 0,176 0,178 0,198 0,195 0,26 0,374
R3 0,188 0,158 0,186 0,154 0,19 0,197 0,26 0,376




ANNEXES

Apres les calcules on obtient ces résultats :

. R \ . tanins
Extrait | Répétition polyphénols flavonoide condenses CIS0
R1 384,66 87,33 1,684 4,5
acétate R2 396 78 1,3513 4,66
d'éthyle
R3 408,66 90,66 0,6846 6,6
R1 317 54,66 8,3513 5,5
n-butanol R2 314,33 61,66 9,3513 6,8
R3 326 64,66 8,018 6,9




Résumé /Abstract

Résumé

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I’activité anti-oxydante des deux extraits acétate d’éthyle et
n-butanol issus de la plante Fumana thymifolia. Cette espece appartient a la famille des Cistaceae connue par sa
richesse en polyphénols et en particulier les flavonoides. Ceci est confirmé par la réalisation d’une
chromatographie sur CCM des extraits obtenus de notre plante, qui a montrée des taches caractéristiques des

composés phénoliques.

La teneur en polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT), tanins condenses (TC) des deux extraits
(AcOEt et n-BuOH) a été effectuée par les méthodes de Folin-Ciocalteu et trichlorure d’aluminium (AICI3) et
vanilline respectivement. Ce résultat a révélé que I’extrait acétate d’éthyle est le plus riche en PPT (396,44 mg
EAG.g"! extrait) et en FVT (85,330 mg EC.g"! extrait) tandis que I’extrait n-BuOH est plus riche en TC (8,5735
mg EC.g"! extrait).

L’évaluation de Dactivité anti-oxydante in vitro des extraits (AcOEt et n-BuOH) isolés de la plante
F.thymifolia a été réalisée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus montrent que

les deux extraits ont réagi comme des antioxydants.

Mot clés :Cestaceae; Fumana thymifolia; Activité anti-oxydante; polyphénols totaux; flavonoides totaux; tanins

condenses; DPPH.
Abstract

The main objective of this study is to evaluate the antioxidant activity of two extracts EtOAc and n-BuOH
from plant Fumana thymifolia. This species belonging to the Cistaceae family known for its richness in
polyphenols and especially flavonoids. This is confirmed by carrying out a TLC chromatography of the extracts

obtained from our plant, which showed characteristic spots of the phenolic compounds.

The total polyphenols (TPP), total flavonoids (TFV) and condensed tannins (CT) content of the two extracts
(EtOAc and n-BuOH) was carried out by the methods of Folin-Ciocalteu aluminum trichloride (AlCIs) and
vanillin respectively. This result revealed that the ethyl acetate extract contains a great amount of TPP (396.44
mg EAG.g-1 extrait) and TFV (85.330 mg EC.g-1 extrait) while the n-BuOH extract is the richest in TC (8.5735
mg EC.g-1 extrait).

The evaluation of antioxidant activity of EtOAc and n-BuOH extracts isolated from the F.thymifolia plant
was carried out by the method of DPPH free radical scavenging. The results obtained show that both extracts

reacted as antioxidants.

Key words: Cistaceae; Fumana thymifolia; antioxidant activity; total polyphenols; total flavonoids;

condensed tannins; DPPH.




