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Introduction

Introduction

L’oxygene, apparu voici trois milliards d’années dans I’atmosphere terrestre, est une
molécule indispensable a la vie, est fortement impliqué dans I’initiation du stress oxydant
caractérisé par un déséquilibre entre la production des radicaux libres et la capacité du corps a
les neutraliser (Boy et al., 2003). Les ERO regroupant les radicaux libres comme I’ion
superoxyde, 1I’ion hydroxyl, le peroxyde d’hydrogene, et produites normalement dans les
cellules durant le métabolisme, sont des molécules hautement réactives, toxiques et
responsables de nombreux dommages vis-a-vis des constituants cellulaires de I’organisme
(Govin darajan et al., 2005 ; Codofier- Franch ez al., 2011). En raison de I’implication des
radicaux libres dans I’étiologie de diverses pathologies notamment le cancer, le diabete, les
maladies cardiovasculaires, les rhumatismes, le vieillissement (Thayyil et al., 2016), Pour
diminuer ces effets, I’apport d’antioxydants dans des quantités adéquates par le biais de
I’alimentation ou de compléments enrichis constitue, en plus des molécule de source
naturelles (Hadj Salem, 2009).

Les plantes médicinales ont servi la principale source qu’ont attirée L’attention des
chercheurs pour étudier les molécules naturelles (biomolécules) qui se difféerent dans leurs
structures et leurs propriétés biologiques. Du fait que ces plantes se constituent de complexes
des biomolécules, les interactions entre ces composés phytochimiques peuvent contribuer de
manicre significative a la capacité des extraits naturels qui peuvent présenter des effets
synergétiques, antagoniste ou additive (Kefalas ef al., 2013). Ces dernieres années, 1’étude
des antioxydants naturels contenus dans les plantes médicinales en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a suscité beaucoup d’intéréts. En effet, des ressources végétales
riches en composés polyphénoliques, flavonoides, protéines, béta-caroténe, calcium,
potassium, vitamine (Giil¢in, 2012).

Les flavonoides sont des substances phénoliques isolées d’un large éventail de plantes
vasculaires, avec plus de 8000 individus composés connus. Ils agissent dans les plantes
comme antioxydants, antimicrobiens, photorécepteurs, attracteurs visuels, nourrir les
répulsifs, et pour le dépistage de la lumieére. De nombreuses études ont suggéré que les
flavonoides présentent des propriétés biologiques activités, la plupart intérét a été porté a
I’activité antioxydant des flavonoides, qui est due a leur capacité a réduire formation de

radicaux libres et pour piéger les radicaux libres (Pietta, 2000).




Introduction

L’objectif de cette étude systématique est donc de référencer de fagon exhaustive, les
résultats publiés sous forme des recherches scientifique, a travers le monde, concernant
I’isolement est un la premicre étape, généralement fait par macération. Pour la deuxieme étape
est la séparation et purification, la plupart d’étude basée sur la chromatographie sur colonne et
principalement sur gel de silice. Puis 1’analyse qui fait par High performance liquid
chromatography-ultraviolet visible (HPLC-UV). Et la derni¢re étape, 1’identification des
flavonoides pour déterminer le poids moléculaire d’un produit pur ou de recueillir des
informations structurales a partir de la nature des fragments obtenus., la majorité des
flavonoidique purifiés ont été identifiés par deux techniques, résonance magnétique nucléaire
du proton et du carbone (RMN 'H et '°C) et la spectrométrie de masse principalement
l'ionisation par ¢électron ébulisation (ESI-MS) a la fin de cette étape, les chercheurs obtiennent
des flavonoides pures. Puis ont procédé au la valorisation de ces molécule dans le domaine
des activités biologiques principalement [’activité antioxydante a 1’aide de nombreuses
méthodologies sont disponibles tel que DPPH, TEAC, FRAP et ORAC sont les plus connue.
A I’fin de ces étapes, les chercheurs obtiennent une quantité importante des flavonoides purs
et trés actifs pour remplir leur r6le comme un antioxydant.

Et est ce qu’il ya une valorisation industriel de ces molécules des flavonoides purifie, ou

s’agit-il des molécules destinées au stockage seulement.




Partie 1
Synthese bibliographique



Partie 1 Synthése bibliographique

1 Stress oxydant

1.1 Définition
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des

radicaux libres et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd

et al., 2003).

1.2 Radicaux libres

Les radicaux libres sont des substances produites par le métabolisme cellulaire, qui sont
toxiques pour les tissus biologiques et causent des dommages a I'ADN, aux lipides, aux
membranes cellulaires et aux protéines (Christen, 2000).

Ces molécules est trés instable et réagira rapidement avec d'autres composants pour
tenter de capturer les €lectrons nécessaires a la stabilité. Lorsque les radicaux libres attaquent
la molécul e stable la plus proche, une réaction en chaine commence, lui arrachant son
¢lectron, et la molécule attaquée elle-méme devient un radical libre (Martinez-Cayuela,

1995).

1.3 Types des radicaux libres

Les radicaux libres ont soit un ¢€lectron célibataire centré sur un atome d’oxygene, ce
qui leur confére la dénomination d’especes réactives de 1’oxygeéne (ERO), soit centré sur un
atome d’azote, d’ou I’appellation d’especes réactives de I’azote (ERA) (Mary, 2011), parmi

les quelles qui sont trouvées dans le tableau 1.

Tableau 1. Types des radicaux libres (Halliwell, 1996).

Espéces radicalaires Symbole Especes non radicalaires Symbole

Alkoxyle RO Acide hypochloreux HOCI1
Anion superoxide 0,” Oxygene singulet '0,
ERO Hydroxyle OH" Ozone (02}
Hydroperoxyle HO, Peroxyde d'hydrogéne H,0,
Peroxyle RO:>-
Dioxyde d'azote NOy Acide nitreux HNO,
Oxyde nitrique NO’ Acide peroxynitreux ONOOH
Alkyl peroxynitrites ROONO
ERA Cation nitronium NO,"
Peroxyde d'azote N>Oq4
Peroxynitrite ONOO
Trioxyde d'azote N>,O;,
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1.3.1 Espéces réactives de I’oxygeéne (ERO)

L’oxygene joue un rdle essentiel dans 1’évolution des formes vivantes en aérobiose. Cet
oxygene permet aux mitochondries d’arracher des électrons a la matiére organique pour
fabriquer de 1’énergie. Cependant, ce méme oxygeéne peut devenir un poison parce qu’il est a
I’origine des molécules extrémement agressives, toxiques pour l’organisme, sont les ROS
(voir annexe 1), mais ces molécules jouent un double réle dans la physiologie des organismes,
se comportant d’une part, comme des acteurs des voies de signalisation cellulaire, et d’autre

part, comme des produits toxiques s’accumulant sous conditions de stress (Mittler, 2017).

1.3.2 Espéces réactives de I’azote (ERN)

Les espéces réactives sont principalement issues de 1’oxygéne mais certaines
proviennent également de I’azote. Le radical NO est produit par différents types cellulaires,
phagocytes et cellules endothéliales vasculaires. L’enzyme NO-synthase est un catalyseur
dans la réaction qui produit du monoxyde d’azote ou oxyde nitrique (NO") a partir d’arginine

et d’oxygene (Pacher et al., 2007)

14 Sources des radicaux libres
Dans l'organisme, les radicaux libres peuvent étre formés a partir des substances
endogénes et exogenes (Garit, 2006). Le Tableau 2 résume les principales sources des

especes réactives.

Tableau 2. Principales sources des espéces réactives.

Source Description Référence
NAD(P) H
oxydase membranaire
Mitochondri
rrochondrie Rezaire, 2012

Les cytochromes P450

Xanthi d
Production intracellulaire anthine oxydase

(Endogeéne) Oxydase

Métabolisme
de I’acide arachidonique

Salvayre, 2003

Phagocytose

(macrophage, leucocyte) Guillouty, 2016

Gambini, 2013

Les rayonnements
UV (320-400 nm)

Pollution, ozone O4
Production extracellulaire Fumée de tabac, alcool
(Exogéne) Herbicides, Pesticides
Radiolyse de I’eau
Réactions photochimiques
radiations X ou gamma

Guillouty, 2016
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1.5 Effets sur I’organisme du stress oxydant

Les radicaux libres de I'oxygéne réagissent avec de nombreuses molécules, ce qui
entraine certaines modifications de ces derniéres. Elles perdent alors leur activité au sein de la
cellule et cela a un impact sur le fonctionnement cellulaire physiologique (Tableau 3)
(Guillouty, 2016)

Tableau 3. Principale effet du stress oxydant sur I’organisme (Guillouty, 2016)
Effet Effets sur I’organisme

Altération des membranes lipidiques
Effets moléculaires Altération de ’ADN
Altération des protéines

. o Inflammation
Effets sur le systéme immunitaire
Phagocytose
Athérosclérose
Cancers
Affections liées au stress oxydant Diabete de type 2

Maladies neurodégénératives
Maladies rhumatismales

2 Antioxydants

2.1 Définition

Les antioxydants sont des substances qui inhibent ou ralentissent 1’oxydation d’un
substrat (Wainsten, 2009). Peut étre considéré pour décrire tout composé capable de tremper
les radicaux libres sans subir elle-méme la conversion en un radical destructive (Noctor et
Foyer, 1998). Les sources largement étudi¢ d'antioxydants naturels sont les fruits, 1égumes,
graines, céréales, fruits vin, thé, bulbes d'oignons, huile d'olive et les plantes aromatiques
(Dimitrios, 2006). Il existe deux classes d’antioxydants : les endogenes et les exogenes
(Figure 1). Les antioxydants endogenes sont principalement les enzymes superoxyde
dismutase, catalase et glutathion peroxydase dont les mécanismes sont développés plus bas.
La deuxiéme partie permet d’appréhender les antioxydants exogeénes qui sont, par définition,

apportés de I’extérieur par exemple par I’alimentation (Guillouty, 2016).




Partie 1 Synthése bibliographique

p-caroténe
Vitamine C
Vitamine E

Reticulum
endoplasmique

Vitamine C
Catalase

Superoxyde
dismutase (CwZn)
Glutathion
peroxydases (Se)
Vitamine E
p-caroténe Polyphénols
Figure 1. Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires (adapté

de Machlin et al., 1987).

Glutathion réduit
Thioredoxine

Superoxyde dismutase (Mn)

2.2 Systémes antioxydants enzymatiques endogénes

2.2.1 Superoxyde dismutases

Les superoxydes dismutases sont des métalloenzymes (ce sont des enzymes utilisant des
métaux comme cofacteurs). Il s’agit d’'une des premieres lignes de défense contre les ERO.
Leur cible privilégiée est I’anion superoxyde (0O,") qu’elle transforme en peroxyde

d’hydrogene (H,O;) (Guillouty, 2016)

2.2.2 Catalases

Les catalases sont localisées dans les peroxysomes et sa cible principale est le H,O».
Cette place est stratégique puisque c’est ici que des enzymes comme les flavines, 1’urate
oxydase, le glucose oxydase et les D-amino-oxydases produisent des radicaux libres H,O,.
L’activit¢ du catalase est coordonnée avec la concentration en H,O, (Lehucher-Michel,

2001).

2.2.3 Glutathion peroxydase

Les glutathion peroxydases sont localisées dans le cytosol, le réticulum endoplasmique
et dans la membrane interne des mitochondries. Elles permettent de réduire H,O; en H,O en
parallele de I’oxydation du glutathion. Quatre glutathion peroxydases a sélénium ont été
identifiées : cellulaire, extracellulaire, intestinale et le phospholipide glutathion peroxydase

(Thérond, 2003).
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2.3 Antioxydant non enzymatique

Les antioxydants non enzymatiques sont généralement constitués de petites molécules
qui sont solubles en milieu aqueux ou, dans certains cas, dans un environnement lipidique

(Todorova, 2007), sont généralement de faible poids moléculaire (Stocker et al., 2012).
2.3.1 Systémes antioxydants endogénes

Majoritairement est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable
de réagir, in vitro, avec les radicaux HO", RO,’, RO", '0,, ONOO", des radicaux centrés sur le
carbone, mais aussi 1’acide hypochloreux HOCI (Mc-Call et Frei, 1999 ; Delattre et al.,
2005 ; Masella et al., 2005).

2.3.2 Systémes antioxydants exogeénes

Les antioxydants chimiques exogenes, eux, comprennent majoritairement les vitamines C et E,
les caroténoides et des composés phénoliques (Mc-Call et Frei, 1999).

2.3.2.1 Vitamines

A. Vitamine E

La vitamine E est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les différents
tocophérols et tocotriénols (ensemble de 8 molécules dont 4 tocophérols et 4 tocotriénols). Ce
sont de bons antioxydants alimentaires, mais surtout leur role physiologique chez ’Homme,
comme protecteurs des structures membranaires et des lipoprotéines ou pour lutter contre le
stress oxydant, est trés important. Elle prévient I’apparition d’hydropéroxy des en piégeant les

radicaux LOO™ (Kaiser et al., 1990 ; Yoshida et al., 1993).

B. Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la
plupart des fruits et Ilégumes (non synthétisée par ’Homme). Elle est connue pour son action
protectrice contre I’oxydation membranaire (Retsky ez al., 1999). Son caractére antioxydant
provient de sa forme ionisé¢e abondante (AscH") qui peut aisément réagir avec des radicaux et
produire le radical ascorbate tricarbonyle (AscH"), stabilisé par résonance. Du fait de son trés
faible pk, la forme non protonée radicalaire faiblement réactive est privilégiée (Asc™) (Valko

et al., 2006).

C. Polyphénols
Les polyphénols sont des molécules organiques hydrosolubles largement retrouvées
dans le regne végétal. Ils sont issus du métabolisme secondaire des plantes. Ils sont

principalement synthétisés par la voie du shikimate. Cette voie métabolique est présente
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uniquement chez les bactéries, champignons et les plantes. C’est pourquoi 1’alimentation
apporte des acides aminés essentiels non synthétisés par le corps humain (Hoffmann, 2003).

Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a « terminer » les chaines
radicalaires par des mécanismes de transfert d’¢électrons et de protons, et a chélater les ions
des métaux de transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Schroeter et al.,
2002 ; Leopoldini et al., 2011).

Les polyphénols sont classés en deux groupes : les composés flavonoides et les
composés non flavonoides. Les composés flavonoides sont regroupés en diverses familles :
flavonols, flavanols, flavones, isoflavones, flavanones et anthocyanes. Les non flavonoides

sont divisés en acides phénols et dérivés, lignanes et stilbénes (Guillouty, 2016).

24 Flavonoides (C6-C3-C6)

2.4.1 Définition

Les substances chimiques communément appelées flavonoides appartiennent a la
catégorie des composés phénoliques et constituent un groupe important de métabolites
secondaires en raison de leurs applications ainsi que de leurs propriétés biochimiques. Les
flavonoides, qui partagent une structure benzo-y-pyrone commune (Figure 2), constituent une
sorte de composé trés omniprésent dans le régne végétal. Plus de 4 000 flavonoides naturels
différents ont été découverts. Les flavonoides sont présents dans une grande variété de
sources végétales comestibles, telles que les fruits, les légumes, les noix, les graines, les
céréales. Les nombreuses propriétés des flavonoides liées a la santé, largement décrites dans
les études épidémiologiques, reposent principalement sur leurs activités antioxydants. Ces
propriétés se sont avérées inclure des activités anti-inflammatoires et antivirales ainsi qu’une
activité anticancéreuse. La capacité antioxydante de tout flavonoide sera déterminée par une
combinaison de la structure catéchol dans le cycle B, la double liaison 2,3 en conjonction avec
une fonction 4-oxo et la présence des deux groupes hydroxyle en positions 3 et 5 en raison de

leurs excellentes propriétés antioxydants (Marin, 2002).
OH
HO @] @
@ > OH
C
3
OH
OH

Figure 2. Structure chimique des flavonoides (Ghedira, 2005).
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2.4.2 Classification
Les flavonoides existent sous différentes classes et ceci en fonction du degré

d’oxydation et d’insaturation du cycle C (Hadj Salem, 2009). Les différentes classes sont

représentées dans le Tableau 4.
Tableau 4. Les six classes de flavonoides (Richard et al., 2014)

classe Structure de base Fo.rn.lule Origine Pr1n€1pales
chimique molécules
/,-,J*.\/O“ ) . Cyanidine
[ ] Baies, fruits =, L
Anthocyane NS P rouges pélargonidine,
“ /_/J\ vin ’ malvidine,
| delphinidine
Lo Oignons :
s -hydroxy-2- . uercétine,
| 3-hydroxy-2 brocohs’ Q ;
Flavonol Fa] * ” "«  phénylchromen tomate ’ kaempf€rol,
3 Ii = - 4-one the myricétine
AN IJ“ 2- Tisanes, Apicénine
Flavone “ |] * phénylchromen- plantes IE tgoline ’
T T 4-one aromatiques
. | _ ||~ 2,3-dihydro-2- Herpérétine,
Flavanone I T | * phenylchromen- Agrumes naringénine,
r T 4-one ériodictyol
-
O | Soja, Daidzéine
Isoflavone légumineuse T
s genisteine
0
i Catéchines,
s | gallocatéchins
Flavanol NN P 2-phényl-3- fruits, cacao, (monomeres),
P ) chromanol thé, vin Proanthocyan
- idies
” (polyméres)

2.4.3 Biosynthése des flavonoides
La biosynthése des flavonoides est réalisée par un précurseur commun : 4, 2°, 4°, 6’-

tétrahydroxychalcone (voir la figure 10). Ce chalcone stéréospécifique est cyclisé par la

chalcone isomérase forme la (S) -4°, 5,7- trihydroxyflavanone, ce qui conduit a la base des

flavonoides (Hadj Salem, 2009).
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4,24 6-tetrahydroxychalcone 4, 2" 4'-trihydroxyaurcne

chalcone-isomerase

& _0OH OH
(=) oy
flavone-sunthase |
o

L,

(1) flavanone : naringénine (2) flavone : apigénine

[ (28} flavanone-3-hydroxylase

oH
oH
HO. @]
HO A
" . favonol-symthase Q |
oH
M oH
oH O

OoH O

(difydroflavonol {27, 3R )-difyydrokasmpféral (Hiflavonol:kaampférol

dihydroflavonol-4-réeductase

~ o
ﬁg\ﬁg gt

oH OH
gkt 6)flavan-3-ol:afzéléchol
(5} flavan-3,4-diol:leucoanthocyanidol (6Mflavan-3-ol:afze

OH P o
H L. o
F-O-glucosyl-transferase
- oG
(7lanthocyanidol:pélargonidol (8lanthocyanoside. pelargonidol-3-O-glucoside

Figure 3. Biosynthése des flavonoides (Bruneton, 1999).
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3 Matériel et méthodes

En raison de la pandémie mondiale (Corona-virus 2019), un confinement a été imposé,
nous sommes obligés de travail ce mémoire d’une fagconne systématique, le travail basé sur la
sélectionne des articles qui ont réalisés a partir de la base de données Pub Med, ils reposent
sur deux étapes principales : la sélection puis I’analyse de ces articles par logiciel (SPSS),

comme indique dans la figure ci-dessous.

[ Articles sélectionnés [ Base de données (Pub Med)

:
I
¥

[ Méthodologie

[ Sélection [ Analyse (SPSS) |

Figure 4. Matériel et méthodes utilisé dans le travail systématique.

3.1 Stratégies de recherches

Nous avons réalisé une revue systématique de la littérature, en nous basant sur les
recommandations du Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis
(PRISMA, 2009), qui est un guide basé sur des données probantes, composé¢ d'une liste de
controle et un organigramme, utilis¢é comme outil pour aider les auteurs a améliorer les
rapports des revues systématiques et des méta-analyses.

Le recueil des données a été réalisé a partir de la base de données de la littérature
scientifique Pub Med « Moteur de recherche des publications médicales » et Google Scholar.

La recherche qui a été indexé sur Pub Med a consisté a lister les mots clés pertinents
pour la recherche bibliographique en rapport avec notre objectif d’étude.

Les deux mots-clés sélectionnés par deux langues (frangais ou anglais) ont
été:« Antioxidant activity » ; « Flavonoid» ; « Antioxidant AND Flavonoid » ; « Antioxidant

Flavonoid » (Tableau 5).

11
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Tableau 5. Termes de recherche sont saisis dans la base de données Pub Med pour identifier
les études utilisées dans ce travail systématique.

Mots clés utilisés Nombre de résultats obtenus
Antioxidant activity 574,513
Flavonoid 133,651
Antioxidant AND Flavonoid 53,798

3.2 Démarche méthodologique

3.2.1 Sélection des articles

La premicre étape de la sélection des articles a consisté dans la lecture de la totalité des
titres des références sélectionnées 460 articles par nos équations de recherche dans nos base
de donnée « PubMed ». La deuxiéme sélection était selon nos criteres d’¢ligibilité, la lecture
ou non du résumé de la référence s’en suivait, 233 articles ont été identifié¢ a partir de résumé.
La lecture des titres et des résumés nous a permis d’exclure 82 articles en raison d’étre hors
sujet. Alors 151 articles répondant aux critéres exigés, a la fois en termes de titre et de
résumé, étaient alors récupérés pour €tre lus en version intégrale (full texte) comme une
troisiéme sélection, la lecture de texte intégral nous a permis d’exclure 64 articles en raison
d’étre étudié I’activité antioxydant des flavonoides total. La quatriéme étape est la sélection
des articles a entrer dans l'analyse apres avoir lu l'article en entier, car certains articles ont été
exclus apres avoir étudié la technique de I'activité antioxydant des molécules de flavonoide
(ne précise pas les chiffres d’activité antioxydant des molécules) donc L’examen de 87
articles restants par la lecture du corps entier nous a permis de sélectionner un total de 38
articles répandant aux critéres d’inclusions. L’ensemble des données sur la sélection des
articles est résumé dans le diagramme des flux (PRISMA) de sélection et d’inclusion des
articles (Figure 5).

Tous les articles sont initialement triés en appliquant les critéres d’inclusion et
d’exclusion pour identifier les articles examinant la valorisation des molécules de flavonoide

dans le domaine d’activité antioxydant.
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53798 résultats identifiés par la recherche
dane Ta hace de dannéec (Piih Med)

lecture du titre

[ 460 Articles identifiés pour ]

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
I / I 1
: : 227 Articles exclus en E
: | raison de I’absence des |
r . 1

: ST ™| mots-clés ou des Articles | 1
| : Reviews :
| A 4 i
1

i 233 Articles sélectionnés !
! pour lecture du résumé !
! , 82 Articles :
! ' . exclus en raison :
! v d’étre hors sujet. :
: M :
| 1
! 151 Articles sélectionnés pour lecture du \
! texte intégrale :
| 1
| 1
| ! : |
1 ! ! 1
! v v !
| 1
: [64 Articles exclus en raison de : \ |
| 87 Articles inclus apres = FEtude d’activité antioxydant :
: lecture de full texte des flavonoides total ou des :
! fractions :
1Y ) : . l;as d’alctivilté antioxydant E
! ! es molécules .
: : \_ o
l : |
| : |
! LT uape »| 49 Articles exclus :
! ! = Ne mentionne pas les !
! 4 chiffres exacts d’activité !
: 38 Articles incluent ant119xylciantlecdes E
i (Analysé) dans cette molécules (ICs0) !
! revue systématique '
1 \4 :
: |
1 1
| 1

Figure 5. Diagramme de flux des études dans ce travail systématique. Le diagramme exprime
les différentes étapes de la sélection des études et représenter également les critéres

d’exclusion et le chiffre final d’articles inclus dans chaque étape.
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3.2.2 Criteres d’inclusion
- Langue de publication : Anglais ou Frangais
- Les articles doivent étre des articles de recherche scientifique (forme IMRD)
- Les articles qui sont ciblés la valorisation des molécules de flavonoide dans le domaine
d’activité antioxydant.
- La présence des tests d’activité antioxydant des molécules de flavonoide (il faut mentionner

ICso des molécules de flavonoides)

3.2.3 Criteéres d’exclusion
- Les articles Reviews
- Article rédigé dans une langue autre que 1’ Anglais ou le Francais (la langue chinoise)
- Les articles qui sont testés ’activité antioxydant des matériels biologiques ou des fractions
et I’absence d’activité antioxydant des molécules (ne mentionné pas ICsy des molécules).

Au total, 38 articles ont été retenus pour analyse au sein de notre mémoire de la
littérature car ils contenaient les criteéres d'inclusion et toutes les données des articles inclus
ont été organisées grace a I’utilisation de logiciel EXCEL, par une création d’une table qui

inclut les critéres pour chaque étude sélectionnée (Tableau 6).
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Tableau 6. Caractéristiques des études incluses dans le travail systématique de la littérature.

Premier
Ne auteur

Journal

Année de

Titre de l'article publication

1  Xinyu Zhao

Molecules

Activités antioxydantes et anti-
inflammatoires de six flavonoides

de Smilax glabra Roxb 2020

2 Qiulin Li

J Agric Food Chem

Health benefits of the flavonoids
from onion: constituents and their
pronounced antioxidant and anti-

neuroinflammatory capacities 2020

Siti Atikah
3 Zulkifli

Molecules

Optimization of Total Phenolic and
Flavonoid Contents of Defatted
Pitaya (Hylocereus polyrhizus) seed
extract and its antioxidant

properties 2020

4 Fan Yang

Molecules

Separation of Five Flavonoids from
Aerial Parts of Salvia
Miltiorrhiza Bunge Using HSCCC

and Their Antioxidant Activities 2019

5 Xican Li,

Molecules

3'.8"-Dimerization Enhances the
Antioxidant Capacity of
Flavonoids: Evidence from

Acacetin and Isoginkgetin 2019

6 Farida Larit

Biomolecules

Total Phenolic and Flavonoid

Content and Biological 2019

7 Rui Geng

Molecules

Influence of Bovine Serum
Albumin-Flavonoid Interaction on
the Antioxidant Activity of Dietary

Flavonoids: New Evidence from

Electrochemical Quantification 2018

8 Li Zhang

Molecules

Identification and Antioxidant
Activity of Flavonoids Extracted
from Xinjiang Jujube ( Ziziphus
Jjujube Mill.) Leaves with Ultra-

High Pressure Extraction

Technology 2018

9 Anita Toth

Nat Prod Res

Contribution of individual
flavonoids in Lysimachia species to
the antioxidant capacity based on

HPLC-DPPH assay 2018

Lingrong
10 Wen

Free Radic Biol
Med

Identification of a flavonoid C-

glycoside as potent antioxidant 2017

Harlen
11 Gerardo

Chem Pharm Bull

Flavonoid Glycosides from
Siparuna gigantotepala Leaves and

Their Antioxidant Activity 2016

Huifang
12 Zhang,

Molecules

Antioxidant Activities and
Chemical Constituents of

Flavonoids from the Flower 2016
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of Paeonia ostii
6-Acetamidoflavone obtained by
Monika microbiological and chemical
13 Stompor J Biotechnol methods and its antioxidant activity 2016
Anti-oxidative assays as markers
Wasaporn Int for anti-inflammatory activity of
14 Chanput Immunopharmacol flavonoids 2016
Comparison of Antioxidant
Capability after Isopropanol
Salting-Out Pretreatment and n-
Butanol Partition Extraction, and
Identification and Evaluation of
Jung-Hui Antioxidants of Sedum
15 Chen Molecules formosanum N.E.Br. 2016
Antioxidant activity of flavonoids: a
Houria QSAR modeling using Fukui
16 Djeradi J Mol Model indices descriptors 2014
The Flavonoid Constitunts
Afr J Tradit of Leucaena
Rasmia A Complement Altern  Leucocephala. Growing in Egypt,
17 Hassan Med and Their Biological Activity 2013
Antioxidant Capacity of Flavonoids
in Hepatic Microsomes Is not
Oxid Med Cell Reflected by Antioxidant Effects In
18 Garry Duthie Longev Vivo 2012
Dae-Young Journal Of Structural and Quantitative Analysis
19 Lee Medicinal Food of Antioxidant and Low-Density 2012
Antioxidant flavonoids from the
20 Ren-yiYan Fitoterapia seed of Oroxylum indicum 2011
Antioxidant flavonoids
21  Hui-fanglL Fitoterapia from Epimedium wushanense 2011
Analysis of the antioxidant
capacities of flavonoids under
different spectrophotometric assays
using cyclic voltammetry and
22 Di Zhang  J Agric Food Chem density functional theory 2011
Isolation and identification of an
Xiudong antioxidant flavonoid compound
23 Yang J Sci Food Agric from citrus-processing by-product 2011
Isolation and Caenorhabditis
elegans lifespan assay of flavonoids
24 You-Lin Xue J Agric Food Chem from onion 2011
J Asian Nat Prod  Antioxidant flavonoids from Alhagi
25 Saeed Ahmad Res maurorum 2010
Flavonoid composition and
antioxidant activity of tree peony
26 Chonghui Li J Agric Food Chem  (Paeonia section moutan) yellow 2009
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flowers

A new antioxidant flavonoid from

Suwannee the lianas of Gnetum
27 Saisin Nat Prod Res macrostachyum 2009
Structure-activity relationships of
Kelly L flavonoids in the cellular
28 Wolfe J Agric Food Chem antioxidant activity assay 2008
Comparative evaluation of
cytotoxicity and antioxidative
29 Na Li J Agric Food Chem activity of 20 flavonoids 2008
Antioxidant phenolic compounds
Hossein from the leaves of Erica Arborea
30 Nazemiyeh Nat Prod Res (Ericaceae) 2008
Flavonoid characterization and in
vitro antioxidant activity of
Cristina Aconitum anthora L.
31 Mariani Phytochemistry (Ranunculaceae) 2008
Chemical composition and
antioxidant activity of Campanula
32 MU Dumlu Nat Prod Res alliariifolia 2008
Antioxidant and chemosensitizing
effects of flavonoids with hydroxy
and/or methoxy groups and
33 Ju-MilJeong J Pharm Pharm Sci structure-activity relationship 2007
Antioxidant prenylated flavonoids
Shigenori from propolis collected in Okinawa,
34 Kumazawa J Agric Food Chem Japan 2007
Quantitative Structure —
Orsolya Antioxidant Activity Relationships
35 Farkas Comparative Study of Flavonoid Compounds 2004
Antioxidant flavonoids from the
Yu-Ling rhizomes of Helminthostachys
36 Huang Phytochemistry zeylanica 2003
Zhao Feng Antioxidant flavonoids from leaves
37 Peng Phytochemistry of Polygonum hydropiper L 2003
Antioxidant and prooxidant
Free Radic Biol behavior of flavonoids: structure-
38 G Cao Med activity relationships 1997
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33 Analyse des données

Les articles inclus ont ensuite été relus dans leur intégralité et analysés pour rechercher
des données pertinentes. Pour chaque ¢tude sélectionnée, les critéres (68 criteéres), proposition
et la saisie extraits ont renseigné¢ a 1’aide de SPSS version 23. Le logiciel SPSS est un
instrument particuliérement adapté a la mise en ceuvre de techniques d’analyse des données
statistiques. Il favorise la gestion des données dans un environnement graphique convivial
associant menu descriptif et boites de dialogue. Il permet de traiter les données avec efficacité
et d’effectuer des analyses sur de grandes bases de données. Il offre plusieurs possibilités pour
organiser et synthétiser les informations statistiques.

L’analyse des données a été réalisée de maniere qualitative, sous la forme d’une
synthése descriptive, adaptée a I’objectif de recherche de notre revue systématique (Tableau

7).

Tableau 7. Critéres des études incluses dans la revue systématique de la littérature par

logiciel SPSS.
N° Critéres Objectif de critére
1 Code d'article Organisation
2 Année de publication
3 But d'article
4 Type d'activité
5 Applications d'activité Etude d’avancement
6 Pays de recherche et amélioration des
7 Nombre des auteurs , recherche Qang
- I’axe de valorisation
8 Laboratoire N
- - des flavonoides
9 Laboratoire collaboré dans le domaine

10 Nombre de laboratoire collaboré des activités
11 Collaboration entre les pays antioxydants
12 Nombre des pays collaboré

13 Source des molécules

14 Degré de pureté des molécules synthétique

15 La marque des molécules synthétique

16 Année d'échantillonnage

17 Nombre d'échantillon MB utilisé Méthodologie de
18 Nature d'échantillon purification et
19 Saison de collecte d'échantillon preparation de
20 Nom commun d'échantillon matériel

21 Famille d'échantillon utilise biologique
22 Espece d'échantillon utilisé

23 Source des échantillons

24 Région de collecte d'échantillon

25 Nombre de partie testé

26 Partie ciblé de plant
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27 Type d'extraction (extrait brute)
28 Solvant d'extraction
29 Technique d'extraction
30 Nombre de technique de séparation
31 Nom de technique de séparation
32 Nombre de gel utilisé dans la technique de séparation
33 Nom de Gel utilisé dans la technique de séparation
34 Nombre des étapes de fractionnement Techniques utilises
35 Nombre des éluants utilisés pour obtenue les fractions pour I"isolement,
36 Nombre de fraction obtenue a partir des bruts purification,
37 Nombre des ¢éluants utilisés pour obtenue les supfractions . agalyge ct
. identification des
38 Nombre des subfractions obtenue flavonoides pures
39 Nombre de technique d'analyse
40 Nom de technique d'analyse
41 Nombre de technique d'Identification
42 Nom de technique d'Identification
43 Nombre des molécules isolés de chaque fraction
44 Nombre des molécules isolés de chaque supfraction
45 Nombre total de molécule obtenue
46 Nom de molécule obtenue
47 Nombre des sous classe isolé
48 Nom des sous classe des molécules
49 Pureté des molécules
50 Test d'activité antioxydant
51 Solution de préparation
52 Nombre de standard
53 Absorbance de DPPH
54 Standard de DPPH
55 Absorbance d’ABTS+
56 Standard d’ABTS+ L’évaluation
57 Absorbance de FRAP d’activité a}ntloxydant
58 Standard de FRAP des molccules de
flavonoide d’origine
59 Absorbance d’ORAC naturel
60 Standard d’ORAC
61 Absorbance d'anion superoxide
62 Standard d'anion superoxide
63 Absorbance de radical hydroxyle
64 Standard de radical hydroxyle
65 Absorbance de béta caroténe
66 Standard de béta carotene
67 Concentration inhibitrice demi-maximale
68 Molécule a activité antioxydant élevée
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34 Analyse descriptive et statistique

Les donnés d’étude sélectionné ont été colligés et traités a 1’aide du logiciel paquet
statistique pour les sciences sociales (SPSS) version 23, analyse statistique qui a été portée en
fonction des variables traitées: le test d’indépendance Khi-deux (x°) pour étudier
I’indépendance ou la relation entre deux variables quantitatif et autre qualitatif choisis,
I’analyse du risque relatif (RR) pour déterminer les facteur affectant le nombre de molécule
de flavonoide et déterminer les facteurs affectant sur les sous class des flavonoides.

Et le niveau de signification (a) a été fixé a 5 % en fonction de la version du logiciel
SPSS utilisé. Les valeurs de signification asymptotique bilatérale () des résultats d’analyse
de 2 ont été comparées a a, dont si :

o < o hypothese0 (HO) est vrai, et les deux variables sont dépanadant ;

o > o hypothésel (H1) est vrai, et les deux variables sont indépendants.
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4 Résultats et discussion

4.1 Evolution de la recherche sélectionnée en fonction de temps

Les résultats obtenus ont montré que les recherches sélectionnés sont vocalisé sur la
valorisation des molécules de flavonoide dans le domaine des activités biologiques en
fonction de temps principalement 1’activité antioxydante comme indiqué dans le diagramme
circulaire ci-dessous, dans lesquels on a trouvé que le grand nombre de recherche publié est
entre [2007-2009]. En 2003, La recherche scientifique a reli¢ le stress oxydant avec touts les
pathologies et les maladies, donc 1I’importance de stress oxydante touche plusieurs domaines
et plusieurs axes c’est pour ¢a les chercheurs en vocalisé sur les antioxydants d’origine
naturelle (Favier, 2003).

D’apres notre résultats, I’évaluation d'activités antioxydants étaient présentes a la fin du
XXe siecle avec un faible effectif, et ils étaient plus dépendants de 1'étude d’évaluation
d’activité antioxydant des flavonoides total. Mais récemment les études sont développées
avec un grand effectif sur I’évaluation d’activité antioxydant des molécules des flavonoides a

cause d'évolution des techniques d'identification et quantification des molécules.

Amnée de publication

W 1997

B [2001-2003]
[][2003-2005]
B [2007-2009]
[(][2009-2011]
B [2011-2013]
[1[2013-2015]
[1[2015-2017]
[2017-2019]
B [2019-2021]

Figure 6. Diagramme circulaire des années de publication des articles sélectionnées.

4.2 Domaine de valorisation des flavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal et sont
couramment consommeés quotidiennement sous forme de fruits, Iégumes et boissons telles que
le vin et le thé. Ils sont capables de moduler I’activité de certaines enzymes et de modifier le
comportement de plusieurs systémes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une

multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydants (Ghedira, 2005).
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Grace a notre analyse, nous avons trouvé que tous les recherches sélectionné ont basés
principalement sur [|’identification et la purification des molécules pour le but de
quantification (Tableau 8), et 1’évaluation d’activité biologique tel que I’activité antioxydant
(100%) a base de recherche « Antioxidant Flavonoid » cela peut étre due a I’'importance et
I’abondance de cette activité. Par contre I’effectif de recherche qui cible seulement 1’activité
antioxydant in vitro et/ou in vivo c’est 76,3%, ou bien couplé avec d'autres activités
biologiques telles que lactivit¢ anti-inflammatoire (7,9%), cytotoxicit¢ (10,5%),
antibactérienne  (5,2%),  anti-neuroinflammatoire, = chemosensitizing,  antifongique,
antipaludéen, antileishmania et anti-tumorale (2,6%), le couplage de I’activité¢ antioxydant
avec plusieurs d’autre activité biologique confirmé 1’hypothése de I’intervention de stress
oxydant dans plusieurs pathologie.

Dans ce cadre, Hadj Salem (2009) a prouvé que le stress oxydant est un facteur
d’inflammation, de mutagenése et qu’il peut jouer un role dans le développement de
nombreux cancers. Il est également impliquer dans d’autres maladies comme la maladie
d’Alzheimer, les troubles cardio-vasculaires et les accidents cérébraux-vasculaires. Dans le
cas d’un stress oxydant, le systéme de défense est inapte a lutter contre les radicaux libres,
lors de leur augmentation. Dans tous les cas, une solution consiste a renforcer le systéme

antioxydant en fournissant a I’organisme des molécules antioxydants par voie nutritionnelle.

Tableau 8. Objectifs des études sélectionnés.

Objectifs Fréquence Pourcentage
Purification, identification et évaluation

18 47,4
d'activité
Purification, identification, quantification

8 21,1
et évaluation d'activité ’
Evaluation d'activité 9 23,7
Quantification et évaluation d'activité 3 9

7,

antioxydant

4.3 Type d’activité antioxydante (in vitro - in vivo)

La majorité des recherches sélectionnées basées sur des tests in vitro et in vivo pour
I'évaluation de l'activité antioxydant. Dans ce travail systématique, 1’activité antioxydante in
vitro est plus étudiées par apport a 1’activité antioxydante in vivo comme indiqué dans la

figure ci-dessous, cela est peut étre due a la simplicité des testes in vitro que in vivo
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(Tableau9).

Fréquence

407

307

(%]
=]
1

107

Test d'activite
|
'%% '?%%
J 3 L
2 [
ﬁ-o L
Test d'activité

Figure 7. Histogramme représente 1’application des tests in vitro ou in vivo dans le domaine

d’activité antioxydant.

La variabilité¢ de I’importance des recherches scientifiques sur 1’activité antioxydant in

vitro, mais ¢a reste une étude préliminaire donc il faut confirmer ces études par les tests in

Vivo.

Tableau 9. Différence entre le test in vitro et le test in vivo (Pearson, 1986).

In vitro

In vivo

Types d’échantillons

Support technique ou des
produite chimique sont
utilisé dans les expériences
in vitro

Un organisme vivant entier
est utilisé dans les
expériences in vivo

Les expériences sont

Les expériences sont

Conditions effectuées dans des effectuées dans des
conditions de laboratoire conditions physiologiques
contrdlées
Coiit Les expériences sont moins Les expériences sont cheres
cheres
Temps Prennent moins de temps Prennent plus de temps
Précision Moins précise Plus précise
Des expériences de dosage, Les expériences de
Exemples des techniques dépistage de drogue

spectrophotometrique

effectuées a 1’aide
d’organismes tels que
souris, lapin, singes, etc.
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4.4 Pays intéressé a la valorisation des flavonoides

Le nombre des études publiés par un pays dans le domaine scientifique est un indice de
ses capacités de recherche et développement. Dans ce projet systématique la chine (36,8%)
est le pays le plus avancé dans cette axe de recherche cela est peut étre due au financement
public massif de la recherche et développement et au trés grand nombre de ses chercheurs en
science et technologie. Il y a autres pays qui sont développés dans ce domaine comme Corée

de sud, Algérie, Hongrie, Japon, Thailande... comme indiqué dans 1’histogramme ci-dessous.

Pays de recherche

12,57

10,0

7,5

Fréquence

5,0

2,51

0,0
- —— L L L b L bk L Lk bL
T N Yo Op % % n U % Y % D, U %
o Gy %, . %, P, . Wy, e, %, e 3,
9%%0 A ‘?0% %}9 *09% ‘% \(5&‘;\%@@ v % %o ‘e %&&
> %y

Figure 8. Histogramme présente les pays développés dans le domaine de valorisation des

molécules de flavonoide.

4.5  Laboratoire d’étude

Concernant le type de laboratoire qui était un centre de recherche scientifique pour les
différentes recherches étudiées. Parmi ces articles il y a 21 projets sont attribués au laboratoire
de recherche (55,3%), 16 projets au laboratoire pédagogique (42,1%) et uniquement 1 projet
au laboratoire clinique (2,6%) parce que les projets sélectionnés ont basées sur les études in
vitro et in vivo, ils n’ont que peu de rapport avec la clinique. Ces laboratoires « recherche,
pédagogique et clinique » donnant un cadre de travail aux chercheurs, enseignants et

médecins selon le type de laboratoire.

4.6  Collaboration des chercheurs
Ce domaine d'é¢tudes dépendant beaucoup plus de travail en groupe, dans ce travail
systématique, la majorit¢é des recherches sélectionnés qui mentionné [I’isolement, la

purification, 1’identification des molécules d’origine naturelle et la valorisation montré qu’il y
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a une collaboration entre les chercheurs tel que les biologistes, biochimistes et les médecins

selon le besoin [2 — 12 chercheurs | (Tableau 10) et entre les laboratoires [2 — 6 laboratoire

collaboré ] ( Tableau 11) soit a l'intérieur de pays de recherche ou étrangere [2- 4 pays

collaborés] (Tableau 12), cette collaboration entre membres du milieu scientifique crée un

terreau extrémement fertile pour la création d’idées. « Les nouvelles idées naissent des

échanges avec des gens de différents horizons. Cette interaction nous pousse a voir les choses

différemment et a établir des liens que nous évitions auparavant ». D'autre part, cette

collaboration peut étre due a un manque de matériel nécessaire dans pays de recherche.

Tableau 10. Nombre des chercheurs

Fréquence Pourcentage
6 7 18,4
7 5 13,2
4 6 15,8
8 4 10,5
3 8 21,1
2 2 5,3
9 1 2,6
10 3 7,9
1 1 2,6
12 1 2,6
Tableau 11. Nombre de laboratoire collaboré.
Nombre de laboratoire collaboré Fréquence Pourcentage
3 7 18,4
2 10 26,3
5 4 10,5
4 5 13,2
6 1 2,6
Tableau 12. Nombre des pays collabor¢.
Nombre des pays collaboré Fréquence Pourcentage
2 3 7,9
4 1 2,6
3 1 2,6

4.7  Origine des biomolécules testés

Les recherches sélectionnées ont montré que la source des molécules du flavonoide

antioxydant soit naturel ou synthétique. Parmi ces recherches il ya 26 recherche de source

naturel (matériel biologique) et 12 recherche source synthétique (Figure 9).

25



Chapitre 3 Résultats et discussion

Source des molécules

B Purifie
[l Synthétique

Figure 9. Diagramme circulaire présente 1’origine des biomolécules testés.

La plupart des chercheurs sont approuvé vers la purification et 1’identification des
molécules des flavonoides a partir d’un seul échantillonne (matériel biologique).

D’autre part, les molécules synthétique achetées a une marque connue comme Sigma
Aldrich, Fluka ou d’une autre université, que ce soit a I’intérieur de pays de recherche ou a
I’étrange. La plupart des recherches synthétiques ne mentionnaient pas le degré de pureté

(Tableau 13) et les conditions de fabrication des molécules.

Tableau 13. Degré de pureté des molécules synthétiques.

Fréquence Pourcentage
> 95% 2 5,3
98% 3 7,9
ND 7 18,4

Les chercheurs tournent vers 1’achat des flavonoides cela peut étre due a la
minimisation de temps de recherche ou en raison d’un manque de technologie pour purifier

les flavonoides.

4.8 Méthodologie de purification et préparation de matériel biologique

4.8.1 Matériels biologiques des flavonoides

Les antioxydants principalement les flavonoides sont trés présents dans le régne végétal,
pour lequel ils représentent un des principaux mécanismes de défense contre le dioxygene, les
radicaux libres et les ROS produits au cours de la photosynthése (Van Der Werf, 2013).

Dans notre mémoire systématique les recherches sélectionnées portent essentiellement
sur 1’étude de la présence des flavonoides d’origine naturelle, ils sont basés sur les plantes

médicinales (50%) et dans une moindre mesure sur les aliments, comme indique dans la
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figure 10 qui présente le pourcentage des matériels biologiques.

Nature d'éhantillon

Plant
L meédicinale
] Légume
Fruit
M Propolis
[ Légumineux
Bl Céréale

Figure 10. Diagramme circulaire présente les différents matériels biologiques des
flavonoides.

La dépendance aux plantes médicinales peut étre due a leur disponibilité et sa richesse
en grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie ; Parmi ces compos€s on retrouve, les
flavonoides (Hadj Salem, 2009).

D’autre part parmi ces études sélectionnés il ya qui intéressé sur I’étude des molécules
d’origine alimentaire tels que les fruits, légumes (5,3%), céréales, légumineux ou d’autre

source, par exemple propolis (2,6%).
4.8.2 Rapport année d’échantillonnage — Année de publication

L’échantillonnage est une étape essentielle de la conception des expériences
scientifiques, aprés 1’analyse des études sélectionnés, nous remarquons que la plupart des
études prenaient beaucoup de temps pour publier I’article aprés 1’année d’échantillonnage
mentionné, peut étre ce type d’étude demande beaucoup de temps et aux difficultés aux
quelles sont confrontés les chercheurs, comme le manque de matériel nécessaire pour mener
des recherches. D’autre part, comme nous I’avons mentionné précédemment. Ce domaine
d'é¢tude a besoin beaucoup plus de travail en équipe, s’il peut revenir a essayer de contacter
des chercheurs et les professionnels étrangers.

Parmi ces études, la période entre I’année d’échantillonnage et I’année de publication
atteint jusqu’a 9 années, comme indique dans le tableau 14. Aussi, il y a des études (46,2%)

ne mentionnent pas I’année d’échantillonnage et les conditions de conservation d’échantillon.
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Tableau 14. Répartition entre 1’année de publication et I’année d’échantillonnage.

Année d'échantillonnage
20142013 20092007 [ 20082017 ] 19992006 | 2000 [ 2005 2010 [ ND | Total
?&‘ﬁfgﬁ‘in %%%1[' olojoflo|lo|lo|o]|o]|o0o]|o0]o0/|1]1
g%%%?' ololo|lo|lo|o|1]o0o]|]o0o]|o0o]o0]o0]|1
%%%7[' ojlojoflo|lo|lo|o0o]|1]|1]|1]o0]2]S:5
%01019[' ololof|2|1l0o|0]o0o|]o0o]|o0o] o003
%01131[ o|lo|2lo|lo|lo|o0o]o0o]|o0o]|o0]o0]|2]4
%01153[ olo |1 [o|lo|lo|o0o]|]o]|o0o]|o0]o0/]O0]1
%01175[ 1|o|o]o|o|lo|lo|o|o0o|O0]|o0]3]|4
%01197[' olojo|lo|lo|1|o0o|O0O]|]oO0O]|oO0]oO0]|1]|2
%%13' o1 ]ofloflo|lo|o0o]|]o]|o0o]| o] 1][3]S5
Total 1 | 1 | 3 | 2] 1] 1 |11 ] 1] 1]112]26

4.8.3 Echantillonnage
Dans ce mémoire systématique la plupart des chercheur en travaillés sur un seul
échantillon (96%). Parmi ces recherches, il y a ceux qui ont acheté 1’échantillon (26,9%), il y

a ceux qui ’ont collecté (69,2%), et il y a ceux qui ont acheté et collecté (3,8%) (Figure 10).

Source des échantillons

B Collects
B Acheté

Collecte et
O acheté

Figure 11. Diagramme circulaire présente I’origine des échantillons.
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Les chercheurs qui ont eu recours a 1’achat de 1’échantillon que ce soit dans le pays de
recherche ou a I’étranger, peuvent étre dii au manque de disponibilit¢ dans les pays de
recherche ou pour gagner du temps de collecte et de traitement. Mais ce type d’étude qui
acheté les échantillons ne mentionne pas leur source, les conditions de travail, les techniques
de conservation et stockage d’échantillonne. Par contre les conditions de collection il dont la
capacité de déterminé les facteurs d’étude biologique, leur source, leur qualit¢ d’échantillon,
les conditions de conservation et de stockage sont bien déterminé, les échantillons utilisés

dans ces études sélectionnés ont été présentés dans le tableau 15 ci-dessous.

Tableau 15. Les échantillons utilisés dans les recherches sélectionnés (Famille et Espece).

Famille Espece
Siparunaceae Siparuna gigantotepala
Smilacaceae Smilax glabra

Lamiaceae Salvia miltiorrhiza

Paeonia ostii

Paeoniaceae Paeonia Section Moutan

(Fleurs Jaunes)

Allium Allium cepa L.
Bignoniaceae Oroxylum indicum
Alhagi maurorum
Fabaceae
Cytisus villosus
Berberidaceae Epimedium wushanense
Rhamnaceae Ziziphus jujube Mill
Lysimachia vulgaris,
Lysimachia. nummularia
Lysimachia punctata
Primulacées
Lysimachia christinae
Lysimachia ciliata
Lysimachia clethroides
Moraceae Artocarpus heterophyllus
Ophioglossaceae Helminthostachys zeylanica
Polygonaceae Polygonum hydropiper L.
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Ericaceae Erica arborea
Gnetaceae Gnetum macrostachyum
Campanulaceae Campanula alliariifolia
Ranunculaceae Aconitum anthora
Crassulaceae Sedum formosanum
Rutaceae Citrus unshiu
Poaceae Riz sucré
Cactaceae Hylocereus polyrhizus
Mimosaceae Leucaena leucocephala

La récolte des échantillons est une étape trés important, que doit étre effectuée au
moment le plus favorable afin de conserver 1’efficacit¢ des molécules des flavonoides.
Certaines plantes peuvent étre cueillies toute I'année, mais la plupart doivent étre récoltées a
un moment précis de leur croissance pour étre utilisées immédiatement ou conservées
(Andrew, 2001).

Dans ce sens, Andrew (2001) a proposés quelques conseils pour faire une meilleure
récolte :

= [dentifier les plantes, ne jamais cueillir une plante dont on n'est pas sir ;

= Ne pas cueillir les plantes sauvages rares ou inhabituelles ;

= Ne pas ramasser de plantes au bord des routes, a proximité des usines ou dans les
zones ou sont vaporisés des insecticides sur les cultures ;

= Utiliser, si possible, un panier ouvert pour y déposer les plantes, ce qui évite de les
abimer ;

= Dans la nature, un sac a dos (évitez le Nylon) ou un sac en toile sera plus pratique ;

= Récolter uniquement des plantes saines.

Dans ce projet systématique, il y a 12 études qui ne précisent pas la période
d'exploitation ou de récolte, il est déterminée par la partie de la plante utilisée, la qualité du
produit a obtenir et par le cycle de reproduction de I'espece cible.

Selon la partie de plante cueillie, la cueillette doit s'effectuer lorsque la plante est dans
les conditions optimums de qualité et de quantité (Fanlo, 2017)

Dans notre étude, les feuilles et la partie aérienne sont les parties des plants le plus

employés (Figure 12).
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Partie ciblé de plant

[ souterraines et

aeriennes

[ Feuille

[JPlante entiere

[JLiane

[l Feuille et fleur

Pelure

Dd'niglun yda

chair et le

noyau

[ Zeste de Citrus

Figure 12. Diagramme circulaire présente les parties ciblées des plants utilisés.

La partie aérienne est collecté pendant la fin de printemps peut étre effectué lorsque la

plante est en post floraison. Les feuilles collecté pendant automne cela peut étre de I’avant la
fin du cycle végétatif. Les graines sont récoltés pendant le hiver et automne cela peut étre di
qu’il contient un teneur plus ¢élevée des molécules des flavonoides, le collecte de rhizome sont
effectuée a la fin de 1’¢été peut étre les plants sont entrés dans un repos végétatif toujours avec
la condition que la concentration des molécules de flavonoide sont optimale, les pétales de

fleure sont cueillies au cours de printemps peut étre di dans la période de floraison (Tableau

16).

Tableau 16. Répartition des saisons de collecte d’échantillon sur les parties ciblées de plant.

Saison de collecte d'échantillon
[Décembre- | [Mars- | [Juin- | [Septembre-
Février] Mai] | Aott] | Novembre] | ND | Total

Rhizome 0 0 1 0 1 2

Parties aériennes 0 2 0 0 2 4

Pétale des fleurs 0 2 0 0 0 2

Pelure d'oignon

rouge 0 0 0 1 0 1

Graine 1 0 0 1 1 3
Partie ciblé de Part’ie.s souterraines 0 0 0 1 0 1

plant et acriennes

Feuille 0 0 0 1 4 5

Plante enticre 0 1 1 0 1 3

Liane 0 1 0 0 0 1

Feuille et fleur 0 0 1 0 0 1
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Pelgre d’oignon, la 0 0 0 0 1 |

chair et le noyau

Zeste de Citrus 0 0 0 0 1 1
Total 1 6 3 4 11 25

Dans ce sens, Fanlo (2017) a montré que ces périodes de récolte doivent étre
qualitativement optimales et ne doivent pas avoir d’impact négatif sur la biocénose entre les
différentes espéces animales et végétales présentes dans I’habitat.

Aprés 1’analyse par test x> de I’effet de saisonne de collecte sur quelque variable. On

obtient que la saison de collecte dépende de la nature d’échantillon (Tableau 17).

Tableau 17. Effet de saisonne de collecte sur quelque variable.

Variable Relation Risque
Saisonne de collecte d’échantillon avec nature d’échantillonne dépendant 0.018
Saisonne de collecte d’échantillon avec Partie ciblé de plant Indépendant 0.271

4.8.4 Techniques utilisés pour la préparation d’extrait brute pour la purification
des flavonoides

Les méthodes les plus utilisés dans le projet de recherche dans 1’axe de valorisation des
molécules de flavonoide dans le domaine d’activité¢ antioxydant, les chercheurs prennent les
matériels biologiques tel que les plants médicinales puis 1’extraction et la préparation d’extrait
brute ont utilisés les solvants spécifiques selon le cas, il y a des chercheurs qui ont purifié les
molécules a partir d’extrait brute, et il y a des cas qui ont séparés puis fractionnés I’extrait
brute.

4.8.4.1 Techniques de préparation d’extrait brute

L'extraction est une étape trés importante avant 1’analyse quantitative et qualitative
proprement dite. Elle est influencée par la méthode d'extraction choisie en fonction des
composés phytochimiques a étudier (Muanda, 2010).

Les résultats obtenus ont montré que tous les études sélectionnés basé sur la macération
(100%) et il y a des études (9,2%) se appuyés sur macération seulement et une seule étude a
mentionnée 1’infusion chaude avec macération (3,8%).

Dans ce cadre, la macération c’est un procédé qui consiste a laisser séjourner un dans un
liquide (dans un récipient fermé) pour en extraire les composés solubles (extraction solide
liquide). La macération peut se faire dans une solution alcoolique (macération alcoolique), de
I’huile, vinaigre.... D’un autre coté, la macération se fait a température ambiante pour éviter
la dégradation des métabolites thermolabiles (Pierre et Lis, 2007). D’autre part, I’infusion

chaude est préparée en versant de I’eau bouillante sur une quantité spécifique de maticre
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végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010).

L’utilisation excessive de la macération cela peut étre di que la casé totalité des
molécules de flavonoide sont obtenus a partir du solvant organique couplé avec 1’eau. Dans ce
sens, Mahmoudi et ses collaborateurs (2013) ont prouvé que la macération par les solvants
organique est la meilleure technique d’extraction des polyphénols totaux et des flavonoides.

Par ailleurs, Hassan et ses collaborateurs (2014) ont fait le couplage entre la
macération et I’infusion chaude pour récupérer les deux catégories (les molécules de
flavonoide qui sont soluble dans le solvant organique et qui sont soluble dans I’eau).

Les solvants d'extractions les plus communément utilisés dans les recherches de
valorisation des flavonoides analysés sont les alcools qui présentent une polarité forte
(méthanol (57,6%), éthanol (42,3%)) et d’autre solvant moyennement polaire tel que
chloroforme (15,4%) et acétone (3.8%) et faiblement polaire tel que N-hexane,
dichloromethane (3,8%) et 1’eau distillé en combinaison avec les alcools (Hydro organique).

Grace aux résultats obtenus il y a des solvants couplés avec des aditifs pour
I’accélération et la précipitation. Le choix des solvants varie en fonction des molécules a

purifier.

A la fin de la technique d'extraction on obtient un extrait brut contenant les flavonoides

d’intérét et dont la majorité a été stockés dans des conditions bien déterminés.
4.8.4.2 Technique de séparation et de purification des flavonoides

L’objectif de cette étape est de réaliser la séparation d'une grande quantité des
molécules flavonoidiques pure. Il y a une différence visible remarquable entre les niveaux et
les étapes de séparation, La plupart des extraits brut ont été soumit a une technique de
séparation par la chromatographie sur colonne (92, 3%) et d’autre utilis¢ la filtration en phase
solide (chromatographie d’exclusion stérique) (11,5%) et il y a un seul projet qui utilis¢ High
Speed counter current Chromatograhy (HSCCC) qui beaucoup plus employé a partir les pays
développé (Chine). Ces techniques peuvent étre seulement ou couplé avec autre type de

chromatographie (Tableau 18).

Tableau 18. Différentes techniques de séparation utilisée dans les recherches sélectionnées.

Techniques de séparation Fréquence Pourcentage
Ultra-haute pression chromatographie ) 77
liquide (UPLC) ’
utilisé High Speed counter current 1 38
Chromatograhy (HSCCC) ’
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Chromatographie sur colonne de gel

de silice > 19,2
Colonne de résine adsorbant 1 1.8
microporeuse. ’

Filtration, Chromatographie sur
colonne de gel polyamide, gel de 1 3,8
résine et gel de silice
Chromatographie sur colonne de gel
de silice et résine adsorbant 1 3.8
microporeuse colonne.
Chromatographie sur colonne de gel

polyamide, gel de résine, gel de silice 1 3,8
et gel de sephadex
Ultra-haute pression chromatographie
liquide (UPLC) et méthode 1 3,8
colorimétrique

Extraction en phase solide (SPE)
cartouche et filtration
Chromatographie sur colonne gel de
silice et gel de sephadex
Chromatographie sur gel de
Polyamide et gel de sephadex
Extraction en phase solide (SPE) et
Chromatographie sur colonne de gel 1 3.8
de silice
Chromatographie préparative sur
couche mince et Chromatographie sur
colonne de gel de silice et gel de
sephadex
Chromatographie sur colonne de gel
polyamide, gel de silice et gel de 1 3.8

sephadex

2 7,7

6 23,1

1 3.8

2 7,7

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences
d’affinité des molécules de flavonoide de mélange avec la phase stationnaire et la phase
mobile. Mapihan, (2004) a prouvé que la chromatographie d'adsorption liquide-solide dans
laquelle la phase stationnaire se distingue par son a polarité. Elle est constituée, la plupart du
temps, par des silices apolaires greffées. Il existe des greffons apolaires de taille différente, de
2 a 18 atomes de carbone (C; a C;g), donc de polarités différentes.

D’autre part, la chromatographie d’exclusion stérique est une technique permet la
séparation des molécules en fonction de leur taille et de leur poids moléculaire. On utilise
pour cela des granules de gel poreux Les grosses molécules (dont le diamétre est supérieur a

celui des pores) sont exclues et sont donc éluées les premiéres, au niveau du volume mort (Vy,
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ou Vy). Les petites et moyennes molécules sont ¢luées plus tardivement, car incluses dans le
gel, leur migration est freinée (Wu, 1995).

Dans ce sens, Mapihan, (2004) a prouvé que la phase mobile est un le vecteur, liquide
ou gazeux, qui déplace le soluté et la phase stationnaire est un le produit qui, par ses affinités
avec les solutés, va permettre leur séparation quand la phase mobile les déplace.

Au cour de la séparation, 1’extrait brute passé par plusieurs étapes de fractionnement [ 1-
5] pour obtenir les molécules de flavonoide pure, chaque fraction issue sur séparation il va
soumis par un autre technique de séparation que ce soit par le méme systéme ou un autre

chromatographie (Figure 13).

Nombre des étapes de frractionement

Figure 13. Diagramme circulaire présente les nombres des étapes de fractionnement.

Cette étape est basé sur la phase stationnaire (le nombre de gel) qui était varié entre [1-
4] selon le besoin de recherche, la majorité des études sélectionnés ont basé sur le gel de silice
(69,1%), sephadex (40,2% ) et d’autre gels moins utilisés tel que gel de résine et polyamide,
et certains recherches ne motionnés pas le type des gel (2,1%) (Figure 14).

Dans ce sens, Thibaut (2007) a prouvé que 1’utilisation de gel de silice cela peut étre
due a la grande capacité d’absorption d’humidité et ses performances sont pratiquement
indépendantes de la température jusqu’a environ 65°C. Un autre avantage du gel de silice est

sa facilité d’utilisation et d’élimination grace a sa grande inertie chimique et sa non-toxicité.
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Nom de gel utilisé dans la technique de séparation

H Gel de silice

B Gel de résine

O Gel de silice et
gel de sephadex

[ Gel de sj].ix:e et

[ sephadex et gel
de polyamide
Gel de rézine,

Gel de silice,

— gel de sephadex
et gzel de

pnfyﬂm.lﬂz
CIND

Figure 14. Diagramme circulaire présente les déférents gels utilisés dans la technique de

séparation.

D’autre part, pour la phase mobile qui contient des ¢luant soit pure ou un mélange pour
obtient les fractions et les subfractions [1-5 ¢€luant]. Aprés 1’étape de fractionnement, on
obtient des fractions dont le nombre atteint 100 et pour les subfractions se mettre entre [6-63],
chaque fraction et subfraction peut étre donne un ou plusieurs flavonoides.

Par ailleurs, dans les projets étudiés il y a qui ne précisent pas les ¢éluant utilisés et le
nombre des fractions et subfractions. Le choix de gel, solvant et éluant selon deux critéres
I’étude préliminaire, I’efficacité et la disponibilité de produit dans laboratoire.

Aprés Ianalyse par test x> avec quelque paramétre présenté dans le tableau ci- dessous,
les résultats obtenus ont montré que le nombre d’étape de fractionnement dépend le nombre
d’éluant pour 1’obtention des subfraction. D’autre part les facteurs qui sont indépendant a

cause de variabilité d’échantillonne.

Tableau 19. L’impact de quelques facteurs sur 1’étape de fractionnement représenté par le test
2

X
Hypothése (Variable) Relation Risque
Nombre de gel aveec Nombre d’éluant pour Indépendant 0.124
obtenue les fractions
Nombre de gel avec Nombre d’étape de Indépendant 0.457
fractionnement
Nombre d’¢luant aveec Nombre d’étape de Indépendant 0.056
fractionnement
Nombre d’étape de fractionnement Dépendant 0.006

avec Nombre d’¢luant pour obtenue
les subfractions
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La technique de séparation associée avec les techniques analytiques telles que
spectrométrie, High performance liquid chromatography-ultraviolet visible (HPLC-
UV)....I’objectif de tous les recherches analysées sont d’avoir a la fin au minimum une
fraction contient une molécule pure a analysée, il faut purifier la pureté et I’identité¢ des

molécules par technique d’analyse et identification.
4.9 Analyse et identification des flavonoides purifiés
4.9.1 Analyse des flavonoides purifiés

La détection d’une espece chimique ou biochimique ainsi que 1’évaluation de sa
quantité¢ ou de sa concentration peuvent étre faites a I’aide d’instruments d’analyse (Nicole,
2003).

Les résultats obtenus ont montré que, [’analyse de la majorit¢ des fractions
flavonoidique purifiées base sur la technique d’analyse HPLC (73,1%). Dans ce cadre,
Thomas (2011) a prouvé que cette technique de séparation analytique de molécules présentes
dans un mélange. Sa grande précision permet la recherche de traces. Les composés a s€parer
(solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est introduit dans la phase mobile
liquide (¢éluant). Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la
phase stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique. Demeure la technique la
plus souvent utilisée car elle présente de nombreux avantages telle que sa simplicité de mise
en ceuvre, sa reproductibilité une gamme étendue de phases stationnaires commercialement
disponibles permettant de moduler les interactions avec le soluté.

De plus, certaines études ont exploré la possibilité de couplage avec différents systémes
de détection, les systemes de détection les plus communément utilisés sont les détections par
absorption dans 1’ultraviolet-visible (UV-vis) (42,3%), Les différentes techniques d’analyse

sont présentés dans la figure 15.
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124

a1

5

Fréquence

4

Nom de technique d'analyse

Figure 15. Histogramme présente les différentes techniques d’analyse utilisé dans les études

sélectionnées.

Ca reste comme une technique préliminaire, elle ne peut pas identifier, donc les
chercheurs ont besoin d’avoir une technique qui analyse beaucoup plus la structure, cette

technique assure I’identification.
4.9.2 Identification des flavonoides

L’identification est une étude chimique des structures moléculaires organiques se fait
généralement par utilisation combinée de plusieurs techniques spectroscopiques, la
spectrométrie de masse, la spectroscopie infrarouge, la résonance magnétique nucléaire du
proton et du carbone et en plus la compétence de chercheur. Dans ce cadre, Ziane (2007) a
montré que ces techniques permettent dans un temps réduit d’avoir des données importantes
conduisant a la I’élucidation structurale.

D’apres notre résultats, a partir des analyses des recherches sélectionnés, la majorité des
flavonoidique purifiés ont ét¢ identifiés par deux techniques (Figure 16) tel que la résonance
magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN 'H et '*C) qui est basé  la détermination
structurale des molécules de flavonoides et la spectrométrie de masse principalement
l'ionisation par électronébulisation (ESI-MS) qui est basé a déterminer le poids moléculaire
d’un produit pur ou de recueillir des informations structurales a partir de la nature des

fragments obtenus.
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Dans ce sens, Benguerba (2008) a prouvé que la résonance magnétique nucléaire ou
RMN est une technique utilisée pour 1’analyse des structures de nombreuses molécules
chimiques. Elle sert principalement a la détermination structurale des composés organiques.
Les principaux noyaux étudiés sont le proton 'H, le carbone "°C, le phosphore *'P, et I’azote
'>N. Quant 4 la spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible
qui permet de déterminer le poids moléculaire, le principe de la spectrométrie de masse est

basé sur 1’ionisation des molécules introduite dans I’appareillage.

Nombre de technique d'identification

B
B2

Figure 16. Histogramme présente le nombre des techniques d’identification utilisé.

L’utilisation de ces techniques cela peut étre dii a 1’analyse des structures de
nombreuses molécules de flavonoides et fournit de nombreuses informations telles que, les
différents types d’hydrogeénes présents dans la molécule analysée. Toutes les techniques

d’identification étudiées dans les articles sélectionnés sont illustrées dans la figure ci-dessous.
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Nom de technique d'identification
Figure 17. Histogramme présente les différentes techniques d’identification utilisé dans les

études sélectionnées.
4.10 Flavonoide purifié

Apres I’étape de fractionnement, purification et identification des flavonoides les
chercheurs obtienne des flavonoides purs. D’apres notre résultats la plupart des cas ont prouvé
que une seule fraction peut donner [1-3 molécules de flavonoide] et dans une étude
uniquement donne 14 molécules. D’autre part, une seule subfraction peut donne [1 jusqu’a 5
flavonoide].

De plus, il y a 16 études ne mentionnés pas le nombre de molécule isolé a partir d’une
seul fraction ou subfraction.

Dans ces résultats étudiés, ils ont également montré qu’il y a une relation entre le
nombre d’étape de fractionnement et le nombre total des molécules obtenus c¢’est-a-dire plus
les étapes de fractionnements sont élevées, plus le rendement des molécules de flavonoide est

important, comme indique dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 20. Répartition du nombre total des molécules obtenus sur le nombre de fraction
obtenue a partir des bruts.

Nombre total de molécule obtenue
6 | 5| 17 15 | 3|26 |8 | 10 |9 | 4] 1| Total

5 1|1 0 0 0 0 0 1 0] 0|0 3

8 0|1 0 0 0 0 0 0 000 1

Nombre de 2 0] 0 1 0 0 0 0 0 00,0 1
fraction 9 0] 0 0 1 0 0 0 0 00,0 1
obtenue 4 3 1ol oJoJiJoJo]oJol2]o] 4

partir des bruts

16 0] 0 0 0 0 0 1 0 00,0 1

21 0|0 0 0 0 0 0 0 1 0|0 1

10 1|0 0 0 1 1 0 0 00,0 3

7 0|0 0 0 0 0 0 0 1|00 1

15 0] 0 0 0 1 0 0 0 0] 01 2

100 0|0 0 0 0 0 0 0 0|10 1

ND 2 |1 0 0 3 0 1 0 00,0 7
Total 5 3 1 1 6 1 2 1 213 1 26

Aprés I’analyse par test x> avec quelque variable pour déterminer les facteurs affectant
le nombre de molécule de flavonoide purifi¢ les résultats présenté dans le tableau ci-dessous,
on a remarqué que le nombre de molécule totale dépend trois facteur sont le nombre des
fractions obtenue a partir de brut, nombre des sub fractions obtenue et nombre de technique
de séparation, et il y a un relation entre le nombre de collaboration entre les laboratoire et le
nombre de technique d’identification cela indique que plus la collaboration entre les
laboratoires augmente, plus les nombre de techniques d’identification sont nombreux, et

permettant le choix des meilleures technique.

Tableau 21. Quelque variable pour déterminer les facteurs affectant le nombre des molécules
des flavonoides purifié représenté par le test x°.

Variable Relation Risque
Nombre des molécules totales aveec Nombre Dépendant 0.014
des fractions
Nombre des molécules totales avee Nombre Dépendant 0.002
des sub fractions
Nombre des molécules totales avec Nombre Dépendant 0.049
de technique de séparation

Nombre des molécules totales avec année Indépendant 0.205
de publication

Nombre des molécules totales avec Nombre de Indépendant 0.618

technique d’analyse
Nombre des molécules totales avee Nombre de Indépendant 0.161

technique d’identification
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Nombre de laboratoire collaboré avec nombre de Dépendant 0.001
technique d’identification

Par ailleurs, la majorité des recherches sélectionnés (84,2%) ne mentionnés pas le degré
de pureté des molécules de flavonoide purifi¢ (Tableau 22), il est considéré comme un point
négatif pour la plupart des recherches étudiés, malgré le nombre élevée des techniques de
séparation et I’identification, mais le degré de pureté qui dont un peu D’efficacité des
technique utilisé pas mentionnée, si pour ¢a ne peut pas fait la relation entre le degré de pureté
et les techniques de séparation et I’identification pour voir I’influence. Dans ce cadre, notre

objectif malheureusement ne réalisé a cause de manque de donné.

Tableau 22. Degré de pureté des molécules de flavonoide purifié.

Fréquence Pourcentage
> 95% 2 5,3
[92,8% -97,3%] 1 2,6
98% 3 7,9
ND 32 84,2
Total 38 100,0

De plus, I’analyse des résultats démontre que le nombre des sous classe des molécules
¢taient d’environ [1-5] comme indique dans la figure ci-dessous, tel que flavone, flavanol,
flavanone, isoflavone et flavonol. Ce dernier est le sous classe le plus étudi¢ dans les articles
sélectionnés (73,7%) (Figure 19) cela peut étre dii que cette classe sont les plus abondants
dans I’alimentation et les plus largement rependus. Les composés les plus représentatifs de

cette famille sont la myricétine, le kaempferol et la quercétine.

Nombre des sous classe 1sole

M1
[
Bz

4
s

Figure 18. Diagramme circulaire présente le nombre des sous classe des molécules.
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Le nom de sous class des molécules des flavonoides purifiés analysé avec autre variable

pour connaitre la relation entre les sous class et les facteurs qui ont été choisie.

Fréquence
.
|

]
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Nom des sous classe des molécules

Figure 19. Histogramme présente les cinq sous classe des molécules de flavonoide.

Aprés ’analyse par test khi deux, les résultats de relation présenté dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 23. Relation de quelques facteurs sur les sous classe des molécules de flavonoide
représente par test xz.

Variable Relation Risque
Nom des sous classe des molécules des flavonoides Indépendant 0.871
purifiés avec Nom de technique de séparation
Nom des sous classe des molécules des flavonoides Indépendant 0.128
purifiés avec solvant d’extraction
Nom des sous classe des molécules des flavonoides dépendant 0.006
purifiés avec étape de fractionnement
Nom des sous classe des molécules des flavonoides Indépendant 0.563

purifiés avec technique d’identification

D’apres le tableau, il ya une relation proportionnel entre les sous class des flavonoides

et I’étape de fractionnement, qui est exprime en forme d’effectif dans la figue ci-dessous.
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Figure 20. Histogramme présente la relation entre les sous class des flavonoides et I’étape de

fractionnement.
4.11 Méthode d’évaluation de ’activité antioxydant

Depuis ces dernieres décennies, les tests d’activité antioxydants ont ét¢ largement
développés pour évaluer I’efficacité de nouveaux composés. De nombreuses méthodologies
sont disponibles, permettant d’évaluer les différents aspects physico-chimiques du potentiel
antioxydant dans différentes conditions (Desmier, 2016).

Dans cette section, notre résultats ont montré que, le test DPPH (84,4%) est le plus
utilisé¢, comme indique dans le tableau 24, qui cible seulement ou bien couplé avec d'autres
tests biologiques, pour étudier la relation structure/activité antioxydant des molécules de
flavonoide, peut €tre due a la facilité a mettre en ceuvre et peu couteux.

D’autre part, il y a d’autres tests d’activité antioxydants qui sont mentionnés dans les
articles sélectionnés tel que scavenger anion superoxyde, scavenger hydroxyle, xanthine

oxidase et béta-caroténe, mais ces tests ne sont pas largement utilisées.
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Tableau 24. Description de quelques tests les plus employés dans les articles sélectionnés
pour I’évaluation d’activité antioxydant des molécules de flavonoide.

Tests DPPH ABTS ou TEAC FRAP ORAC
Effectif 30 10 7 7
d’utilisation
Solution de Méthanol, Potassium Acétate buffer Potassium
préparation ¢thanol et persulfate et et éthanol persulfate
DMSO Dés ionisée eau
Absorbance [490nm- 517nm] [200nm - 900 nm] [562nm-600nm] [485nm et 540
nm]
Expression ICs et/ou en ICsp et/ou en en mg ou pumol ICsp et/ou en
des résultats mg ou pmol mg ou umol équivalent Fe** mg ou umol
équivalent
Trolox
Nombre de 9 3 3 4
standard
Standard  Acide ascorbique Acide ascorbique  FeSOy et trolox Acide
les plus et trolox et trolox ascorbique
employés et trolox

Chaque technique contient un principe détermine un mode d’action (Tableau 25).

Tableau 25. Principe des tests d’activité antioxydants les plus répandus dans les études
sélectionnés.

Tests Principe Référence
Test DPPH est un radical libre stable
soluble dans le méthanol (ou I’éthanol). Pokorny et al.,
D’une couleur violette intense, il présente 2001
DPPH un maximum absorbance a 517 nm. ; Roginsky et
(2,2-diphényl-1- Lorsqu’une molécule antioxydant réduit le Lissi, 2005
picrylhydrazyle) radical DPPH, la couleur violette disparait

rapidement pour donner une couleur jaune
pale), il est transfert d'électron majoritaire
Test TEAC est également une méthode
colorimétrique ou une décoloration de la
solution bleue-verte contenant ABTS™" sera
observée lors de la formation de ABTSH"

ABTS ou TEAC (couleur bleue a verte). Cette décoloration ~ Desmier, 2016
(Trolox Equivalent pourra également étre quantifiée par
Antioxidant Capacity) spectrophotométrie (Absorption

UV/Visible) a 734 nm. La valeur TEAC
obtenue par ce test correspond a la
concentration de Trolox ayant la méme
activité que la concentration unitaire du
compos¢ a tester. Il est transfert d'électron
et de proton
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est basé sur la mesure de la baisse de
fluorescence. La génération de radicaux
libres dégrade la molécule optiquement
active, qui perd alors sa propriété a émettre,
et ainsi aboutit a une perte de fluorescence

ORAC du milieu. L’ajout de composés Desmier, 2016
( Oxygen Radical antioxydants efficaces devrait (i) permettre
Absorbance Capacity) le piégeage des radicaux libres et (ii)

protéger la molécule fluorescente. Le milieu
sera alors analysé 35 minutes apres 1’ajout
du générateur de radicaux libres par
spectrofluorimétrie, permettant de relier
I’intensité de fluorescence a la concentration
présente dans le milieu, il est transfert de
proton.

Le test FRAP est une méthode basée sur le
changement de coloration lors de la
réduction du fer, e.g, de I’ion ferrique (Fe’”)
a I’ion ferreux (Fe*") par transfert

FRAP d’¢électrons. Cette réduction se fait une Pellegrini, 2003
Ferric Reducing Ability  présence d’un antioxydant. De par la nature
of Plasma de la réaction de réduction, I’antioxydant

doit présenter une capacité de donneur
d’¢électron. Le transfert d’atome
d’hydrogene ne sera pas le mécanisme
privilégié. L’absorbance est mesurée a
593nm.

D’autre part, nos résultats ont montré que le Trolox est le standard le plus utilis¢ dans
les articles sélectionnés. Dans ce sens, Pellegrini, (2003) a prouvé que le Trolox est un
analogue perméable aux cellules et hydrosoluble de la vitamine E, il est utilis¢ comme norme
pour mesurer la capacité antioxydante de mélanges complexes. Il a un réle d'antioxydant et de
piégeur de radicaux.

A la fin de l'analyse des résultats, nous avons constaté que la quercétine est la molécule
a activité antioxydant la plus élevée par apport d’autres molécules de flavonoide, cette
molécule appartient a la famille des flavonols, comme nous I'avons mentionné précédemment,
est la plus utilisée dans les articles étudiés. Toutes les molécules a activité antioxydant les
plus ¢élevés qui sont mentionnés dans les articles sélectionnés seront présentés dans le tableau
ci-dessous.

Dans ce sens, Manach et al., (2004) ont prouvé que la quercétine est connue pour
posséder un treés fort pouvoir antioxydant en raison de sa structure chimique favorable au

piégeage des radicaux libres.
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Tableau 26. Molécules des flavonoides a activité antioxydant les plus élevés.

Fréquence Pourcentage
Epicatechin 1 2,6
Rutin 2 5,3
Kaempferol-3-O-Béta-D-glucopyranosyl-7-O-
Béta-D-glucopyranoside I 2,6
Quercétine 6 15,8
Baicalein 1 2,6
wushanicaritin 1 2,6
Quercétine-3-O-B-D-glucoside 1 2,6
Luteolin-5-O-glucoside (5-O-glucoside, 7,3” ,4° —
OH) 1 2,6
Myricétine 1 2,6
Prokinawan 1 2,6
3-O-b-d-Glucopyranosyloxy-4', 5, 7-
trihydroxyflavone (kaempferol 3-glucoside) 1 2,6
Kaempferol 2 5,3
3'-O-methylorobol 1 2,6
5,7,3',4'-tetrahydroxy-6-(6,6-dimethyl-2- 1 26
methylene-cyclohexylmethyl) ’
Ericarborin 1 2,6
Galingin 1 2,6
Gnetulin 1 2,6
5,7,3'4"' — pentahydroxyflavone 1 2,6
Luteolin-7-O-glucoside 1 2,6
Quercetin-3-O-rutinoside 1 2,6
Isoginkgetin 1 2,6
Quercetin 3-O-q -L-rhamnopyranosyl-(l-6)-Q-D- 1 26
galactopyranoside- 7-O-a-L-rhamnopyranoside ’
Vicenin-2 1 2,6
Flavone 1 2,6
Quercetin 3-O-B-D-glucopyra}noside-(4-1)—B-D- 1 26
glucopyranoside ’
quercétagetine 1 2,6
Daidzein 1 2,6
2"-O-a-L-rhamnosylorientin 1 2,6
Taxifolin-7-O-B-D-glucopyranoside 1 2,6
Isorhamnetin-3-O-(2G-alpha-1l-rhamnosyl)-
rutinoside 1 2,6
Mpyricetin (3,3°,4°,5,5’,7-hexahydroxyflavone 1 2,6
Total 38 100,0
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4.12  Valorisation des flavonoides d’origine naturelle dans I’industrie

Les produits naturels ont été utilisés en alimentation et en pharmacologie depuis
longtemps. Au fur et a mesure des développements industriels, il y a eu tendance a s’orienter
vers les substances chimiques de synthése. Cependant, il s’est avéré que ces derniers ne sont
pas si bénéfiques pour la santé et I’environnement.

Ces dernieres années, nous avons assisté¢ a un regain d’intérét des consommateurs pour
les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des
procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces
nouveaux composés potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les flavonoides,
ont ¢été particuliecrement ¢étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé. . Par
exemple, allergies et asthme, seul un produit synthétique dérivé de la quercétine a donné
quelques résultats dans la prévention et le traitement de la rhinite allergique. Diminution des
troubles coronariens et des accidents vasculaires cérébraux (Thornhill et Kelly, 2000).

Malgré cela, la quantité des flavonoides purifiés sont trés important par apport a celles
qui sont consommées industriellement, la plupart des ces molécules étant dirigées vers le

stockage.
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Conclusion

Aprés I’analyse systématique pour les recherches sélectionnées on conclue que, ce
domaine de recherche nécessite un travail en équipe, en raison de difficultés que rencontrent
les chercheurs dans 1’axe de valorisation de biomolécule dans la domaine d’activité
biologique. D’autre part, cette collaboration entre membres du milieu scientifique crée un
terreau extrémement fertile pour la création d’idées.

L’analyse de la recherche nous permettra de mettre en lumicre sur un ensemble de
conclusions représentées dans : I’isolement ce faire par la macération cela peut étre dii la casé
totalit¢ des molécules de flavonoide sont obtenus a partir du solvant organique. Puis la
séparation et purification, a la cour de la séparation, 1’extrait brute passé par plusieurs étapes
de fractionnement pour obtenir un bon rendement des flavonoides, la plupart d’étude basé sur
la chromatographie sur colonne et principalement sur gel de silice. Puis ’analyse qui fait par
HPLC-UV. Et la derniére étape, 1’identification des flavonoides pour I’étude chimique des
structures moléculaires organiques, la majorité des flavonoidique purifiés ont été identifiés
par deux techniques, RMN 'H et "°C et ESI-MS a la fin de cette étape, les chercheurs
obtiennent des flavonoides pures.

Selon toutes les études sélectionnées, la capacité des flavonoides comme un antioxydant
sont trés fréquent principalement la classe de flavonol et la molécule quercétine pour
réduire la formation des radicaux libres et chélateur les ions métalliques ou inhiber les
enzymes responsables de la formation des radicaux, la quercétine est connue pour posséder un
trés fort pouvoir antioxydant en raison de sa structure chimique favorable au piégeage des
radicaux libres. Pour amélioré cet axe comme un perspectif, valorisé tout les molécules purifié
dans tout les domaines biologique, et essaie de faire un lien entre structure et I’action de ces
molécules et essaie d’avoir les interactions moléculaire entre elle peut étre avoir un

combinaison synergétique.
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Annexes

Annexe 1: Principales espéces réactives de 1’oxygene.

Espeéces réactives

Réaction de formation

Propriétés

L’anion superoxyde

Formé par la réduction mon
¢lectrique de I’oxygene

C’est le radicale le moins
réactif mais le précurseur des

addition d’un seul électron autres ERO
O,+1e— 0Oy (Koechlin- Ramonatxo,
2006)

Le peroxyde d’hydrogéne
(H20»)

Produit a partir de I’anion
superoxyde, réaction
catalysée par
lasuperoxydedismutase
(Raccah, 2004)

La majeure partie de la
toxicité de I’eau oxygénée
provient de sa capacité a
générer le radical hydroxyle
(OH?)

(Gardés- Albert et al., 2003)

Le radicale hydroxyle
(OH™)

Formé par la réaction de
Fenton a partir d’H,O, en
présence de métaux de
transition : L’ion ferreux réagit
avec le peroxyde d’hydrogene
(Goudable et al., 1997)

H,0,+Fe**—OH+ Fe * +OH

Le radicale hydroxyle (°OH)
est le radical le plus avide
d’¢lectron et le plus
dangereux pour I’organisme
(Gardés- Albert et al., 2003).

Le Monoxyde d’Azote
NO)

Le NO est formé a partir de
I’un des deux atomes
d’azote terminal du
groupement guanidine de la
L-argininie, d’une part, et de
I’oxygéne moléculaire (O;)
d’autre part en présence de
cofacteur : NADH, H',
réaction catalysé par les NO
synthese(Nos)
(Sabry et al., 1996)

Le NO est un radical libre qui
est surtout réputé pour ses
propriétés physiologique (agit
sur le tonus vasculaire)
(Barouki, 2006)

Le peroxynitrite
(ONOO)

En I’absence d’une quantité
suffisante de cofacteurs ou
de substrat (arginine), les
NOS produisent de I’anion
superoxyde (0, ) plutot que
du NOL’ O,” Produit lie le
NO' Pour former du
peroxynitrite
(Massion et al., 2002)

Tres réactif et sans doute
responsable d’un stress
oxydant, Il engendre des

oxydations irréversibles et des

nitrations diverses (surtouts
des résidus tyrosines)
(Massion et al., 2002)
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Résumé

En raison des utilisations des resource naturel, la biodiversité constitue une véritable source de principes
actifs a valoriser. Les études scientifiques ont conférés de trés nombreuses propriétés biologiques, mais, la plus
connue et la plus médiatisée est la capacité antioxydant liée majoritairement a des compositions
polyphénoliques principalement les flavonoides, Les flavonoides sont des substances phénoliques isolées d’un
large éventail de plantes médicinale, ils agissent dans les plantes comme antioxydants, antimicrobiens,
photorécepteurs, attracteurs visuels, nourrir les répulsifs, et pour le dépistage de la lumiére. L objectif de ce
travail vise a mettre en évidence sur 1’étude d’isolement, purification et identification des flavonoides et leurs
valorisations dans le domaine des activités biologiques principalement I’activité antioxydante. Pour cette
raison, une étude systématique de la littérature internationale a été effectuée a partir de Pub Med en suivant les
recommandations de la ligne directrice PRISMA basé sur les articles originaux. Il a été identifié 38 recherches
inclus dans ce travail. Ces travaux, qui méritent d’étre approfondis, ouvrent de nouvelles perspectives
d’utilisation les molécules flavonoidiques dans les domaines de la nutrition, de la cosmétique et de la
pharmaceutique, et en plus I’étude de la relation structure-activité des flavonoides et de leurs dérivés acylés.

Mots clés : Flavonoides, Activité antioxydante, Purification, Identification, Valorisation.

Abstract

Due to the uses of natural resources, biodiversity constitutes a real source of active ingredients to be
valued. Scientific studies have conferred many biological properties, but the best known and most publicized is
the antioxidant capacity linked mainly to polyphenolic compositions mainly flavonoids, Flavonoids are phenolic
substances isolated from a wide range of medicinal plants, they act in plants as antioxidants, antimicrobials,
photoreceptors, visual attractors, nourishing repellents, and for light screening. The objective of this work is to
highlight on the study of isolation, purification and identification of flavonoids and their valorization in the field
of biological activities, mainly antioxidant activity. For this reason, a systematic review of the international
literature was performed from Pub Med following the recommendations of the PRISMA guideline based on the

- original articles. It was identified 38 searches included in this work. This work, which deserves to be deepened,
opens up new perspectives for the use of flavonoid molecules in the fields of nutrition, cosmetics and
pharmaceuticals, and in addition the study of the structure-activity relationship of flavonoids and of their
acylated derivatives.

Keywords: Flavonoids, Antioxidant activity, Purification, Identification, Valorization.




