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ABSTRACT

In this study we characterized the main classes of secondary metabolism and evaluated the antioxidant activity of

Retama monosperma and the molecules bind to this activity.

Seeds, flowers and stems of Retama monosperma of Cape Falcon station (Oran) were the subject of all, a
"screening"” chemical, to characterized the main chemical classes of these three bodies, to then study and priority

as substances and biological activities on which we did not have any bibliographic data.

The hydro-methanol extracts of different organs have undergone liquid-liquid fractionation with solvents of
increasing polarity (hexane, toluene, chloroform, ethyl acetate and finally butanol) to optimized performance and

activity of each fraction.

TLC analysis of different extracts and their fractions using different solvent migration and revelation systems
(UV 336, and 254: sulfuric vanillin and DPPH) to confirm the absence or presence of the molecules of secondary

metabolism.

The antioxidant capacity of each extract and the fractions were evaluated by two chemical tests: the method
using the radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH ¢) and the PPM method (phosphomolybdate). In addition,
content estimates total phenolic compounds via the Folin-Ciocalteu colorimetric test in flavonoids (aluminum

chloride) and condensed tannins (vanillin-HCI), were also performed.

The results show that flavonoids, tannins, saponins, alkaloids and reducing sugars are present in the three
oranges. While cyanogenic compounds, anthocyans, quinones and anthraquinones are absent. When the leuco
anthocyanins and terpenoids they are detected only in flowers and seeds. These results support the adaptation of
Retama monosperma mechanism against strong insolation "UV radiation” and its own protection against attacks

by herbivores

Three well separated spots majority which their R¢ 0.12, 0.21 and 0.46 is using the migration solvent AcOEt-
MeOH-H,0 (100: 13.5: 10). Their revelation by the DPPH indicates that they had an interesting antioxidant
activity. The ethyl acetate fraction of the seeds is the richest in total polyphenol fraction (524.81 mg GAE / g)
and flavonoids (300.2 mg CE / g). This same fraction has the highest antioxidant activity with DPPH ICs, = 0.15
(mg / ml) and total antioxidant activity of 197.95 mg / g EAA. The butanol fractions were poorest in phenolic

compounds and have the lowest antioxidant activities.

The establishment of the correlation of curves shows that the flavonoids are the major components involved in
the antioxidant activity with a correlation coefficient r = 0.91 with the PPM test and r = - 0.79 with DPPH test.

As against the correlation coefficient is very low between condensed tannins and antioxidant capacity.
The results obtained suggest that Retama monosperma can be valued in the pharmaceutical field.

key words: Retama monosperma, secondary metabolism, phenolic compounds, antioxidant activity, correlation,

pharmaceutical.




RESUME :
Dans cette étude nous avons caractérisé les principales classes du métabolisme secondaire et évalué de 1’activité
antioxydante de Retama monosperma, ainsi les molécules lier a cette activité.
Les graines, les fleurs et les tiges de Retama monosperma de la station de Cap Falcon (Oran) ont fait 1’objet
d’abord, d’un “screening” chimique, afin de caractérisé les principaux classes chimiques de ces trois organes,
pour étudier ensuite et en priorité, que les substances et les activités biologiques sur lesquelles on ne possédait
aucune donnée bibliographique.
Les extraits hydro-methanoliques de différents organes ont subi des fractionnements liquide -liquide par des
solvants de polarité croissante (hexane, toluéne, chloroforme, acétate d’éthyle et enfin le butanol) afin
d’optimiser le rendement et I’activité de chaque fraction.
Des analyses sur CCM de différents extraits et de leurs fractions en utilisant différents solvant de migration et
des systemes de révélation (UV 336, et 254 : vanilline sulfurique et DPPH) afin de confirmer 1’absence ou la
présence des molécules du métabolisme secondaire.
La capacité antioxydante de chaque extrait et de ces fractions ont été évalué par deux tests chimiques : la
méthode utilisant le radical 2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle (DPPH¢) et la méthode PPM (PhosPhoMolybdate).
En complément, des estimations du contenu en composés phénoliques totaux via le test colorimétrique Folin-
Ciocalteu, en flavonoides (chlorure d’aluminium) et en tannins condensé (vanilline-HCI), ont également été
réalisée.
Les résultats montrent que les flavonoides, les tannins, les saponosides, les alcaloides et les sucres réducteurs
sont présentes dans les trois oranges. Alors que les composés cyanogenetique, les anthocyanes, les quinones et
les anthraquinones sont absentes. Quant aux leuco-anthocyanes et les terpenoides elles sont détectées
uniquement dans les fleurs et les graines. Ces résultats justifient le mécanisme d’adaptation de Retama
monosperma contre les forts ensoleillements « radiations U.V » et sa propre protection contre les attaques des
herbivores.
Trois spots majoritaires bien séparées dont leurs R est 0.12, 0.21 et 0.46 a I’aide du solvant de migration
ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10). Leur révélation par le DPPH indique qu’elles possédaient une activité
antioxydante intéressante. La fraction acétate d’éthyle des graines est la fraction la plus riche en polyphenols
totaux (524.81 mg GAE/g) et en flavonoides ( 300.2 mg CE/g). Cette méme fraction présente 1’activité
antioxydante la plus élevée avec un 1Cso DPPH = 0.15 (mg/ ml ) et une activité antioxydante totale de 197.95
mg/g EAA. Les fractions butanoliques sont les plus pauvres en composes phénoliques et présentent les activités
antioxydantes les plus faibles.
L’établissement des courbes de corrélation montre que les flavonoides sont les composés majeurs impliqués dans
I’activité antioxydants avec un coefficient de corrélation r = 0.91 avec le test PPM et r = - 0.79 avec le test
DPPH. Par contre le coefficient de corrélation est trés faible entre les tannins condensé et la capacité
antioxydante.

Les résultats obtenus suggérent que Retama monosperma peut étre valorisé dans le domaine pharmaceutique.

Mots clés: Retama monosperma, métabolisme secondaire, composés phénoliques, activités antioxydante,

corrélation, pharmaceutique.

l



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Photographie d’un pied de Retama monosperma poussant dans les conditions

NATUTEILES. ...t 11
Figure 2: Photographie d’une fleur de RetamamonoSperma... .........c..ooveeveiiiieeiinenenennn. 11
Figure 3: Photographie d’un fruits du Retama monosperma,..........ccooeeveeivivniinnenenenn. 11

Figure 4 : Origines des principaux métabolites secondaires par rapport aux voies
MEtaboliqUES de DASE. ... ...t 16

Figure. 5 : La vois de biosynthese des terpenoides a partir de acetyl-CoA.......................18

Figure 6 : Mode d'élongation des processus terpéniques a partir du chainon élémentaire, le

diphosphate d'isopentényle (IPP)..........ccooiiiiiiiii e, 20

Figure 7: Quelques exemples de I’implication des composés phenoliques dans le

développement de la plante et dans les interactions avec I’environnement...........24
Figure 8 : Représentation des voies de biosynthése des polyphénols. ............................ 26
Figure 9 : Structure de base des flavonoides.................coiiiiiiiii 27
Figure 10 : Principales classes de flavonoides issues du régne végétal........................... 28
Figure 11 : Principaux acides phénoliques issus du régne végétal.............................e. 28
Figure 12 : Structure du trans-reSVEratrol............c.ovuiiiiiri e, 29

Figure 13 : Structure et numérotation des atomes de carbone du phénylpropane (1) et des

lignanes (2) (HaiSOM 8,87) ... ..uiut ittt e e 29
Figure. 14 : Intermediaires réduits de I’oXygene. ..........oveveiiiiieiiiiiniiiiiiieeieieiannns 32
Figure 15 : Les enzymes antioxydantes et leurs mécanismes d’action............................ 35
Figure 16 : Structure de la glutathion................coooiiiiiii e, 36
Figure 17 : Structure chimique des toCOphErols...........oovviviiiiiiiiii e 37

Figure 18 :Mécanisme de régénération potentiel entre 1’oc tocophérol (I’ec-TOH), 1’ascorbate

(AscQO) et les flavonoides (FI) dans les systémes membranaires...............oeovveereeeenennnnn. 38
Figure 19 :Régénération du tocophérol (vit. E) par I'acide ascorbique (vit. C).................. 38
Figure 20 :Principaux caroténoides antioXydants.............o.eviiiriiniininiieiineeeeneniieanns 39

Figure 21 :Carte géographique montrant la position de la station de prélévement Cap Falcon
(Oran) par rapport au bassin méditerraneen................ccooevviiiiiiiiiniennnn.. 31

Figure 22: Schéma regroupant les étapes de fractionnement liquide-liquide des polyphenols




de Retama MONOSPEIMAL... ... .. ee vt vet e et e e et een e et e e et e eee een e eeeeeneee 2 A0
Figure 23 :Chromatogramme de différents extraits et leurs fractions de Retama monosperma,

pulvérisé par la vanilline sulfurique..............oooiiiiiii i e, 53

Figure 24 :Chromatogramme de différents extraits et leurs fractions de Retama monosperma,
observé sous UV. Solvant de migration : AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0 (100:11:

Figure 25 :Chromatogramme de différents extraits et leurs fractions de Retama monosperma,
observé sous UV. Solvant de migration : ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10)....55

Figure 26 :Chromatogramme de différents extraits et leurs fractions de Retama monosperma,
PUIVEriSE par 18 DPPH 0.2 %0......cooiiiiiiiiieeeseee e 56
Figure 27 :Teneur en composes phénoliques totaux (mg GAE/Qg), en flavonoides et en tannins
condensés (mg CE/qg) dans les graines de Retama monosperma.................... 58
Figure 28 : Teneur en composes phénoliques totaux (mg GAE/g), en flavonoides et en
tannins condensés (mg CE/g) dans les fleurs de Retama monosperma............. 58
Figure. 29 : Teneur en composés phénoliques totaux (mg GAE/g), en flavonoides et en
tannins condensés (mg CE/g) dans les fleurs de Retama monosperma ... ............59
Figure. 30 : La capacité antioxydante totale des différents extrait des graines, tiges et fleurs

de Retama MONOSPEIMAL. .. ... vttt e e 60

Figure 31: Activité antioxydante des différents extraits et leurs fractions de Retama

monosperma. A : graines, B :tiges, C:fleurs.............ooiiiiiiiii 62

Figure 32 : Relation entre la capacité antioxydante totale (AAT) et les teneurs en phénols

totaux (A), flavonoides (B) et les tannins condensés (C)...........ccoeveveviininnnn.n. 63

Figure 33 : Corrélation entre la réduction du DPPH exprimée en valeur IC50 et les teneurs
en phénols totaux (A), flavonoides (B) et les tannins (C)................ocoevins. 64

Figure 34 : La Reaction de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical avec des capteurs de
radicaux (RH).... ..o e 68

Figure 35 : Les relations structure-activité antioxydante des flavonoides........................ 72

\'ll



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des parameétres de distinction entre les trois espéces du

0ENTE RELAM ... .o iie e et ettt e e e e e et et e e e tee ees een et et e e bee ee eeeee O

Tableau 2 : Formule et structure chimique des alcaloides majoritaires et communs entre les

trois espéces du genre Retama............oooviriiiiniiii e 13
Tableau 3 : Classification des terpenoides. ..........c.ooviiiniiiiiiiii e 17
Tableau 4 : Quelques types d’alcaloides et leur précurseur acide aminé........................ 22
Tableau 5 : Principales classes des composés phénoliques............cooeeeieeiniiiiinininnn.. 23
Tableau 6 : Les espéces chimiques r€actiVes. .. ....o.oueiniiriitit it 32

Tableau. 7 : Tableau récapitulatif des classes phytochimiques présentes dans les tiges, les
fleurs et les graines de Retama MoNOSPermMa. .........c.ooveviinierinrieeniineenennn, 51

Tableau 8 : Pourcentages massiques des fractions obtenues a partir des extraits bruts........52

Tableau 9: Résultats de la quantification spectrophotométrique des phénols totaux,
flavonoides et tannins CONAENSES. ..........oiiiuriiiiiitii ittt eeiaaes 57

Tableau 10 : Résultats des activités antioXydantes...............o.oeiiiiiiiniiriiiniieiienen.n. 60

|




LISTE DES ABREVIATIONS

APG : Angiosperm Phylogeny Group

Abs: Absorbance.

ACOET-MeOH-H,0: Acétate d'éthyle-meyhanol-eau
ACOET-HCOOH-ACOH-H,0: Acétate d'éthyle-Acide formique-Acide acétique-eau.
BSA: Bovin Sérum Albumine.

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CG/MS : Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse

DMAPP : Diméthylallyl pyrophosphate.

D.O : Densité optique.

DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

GPx: glutathion peroxydase

GSe : Thiyle radicale

GSH : glutathion réduit

GSSG : glutathion oxydé

H,0 : le peroxyde d'hydrogene

HMG : B-hydroxy B-méthylglutaryl

HNO; : L'acide nitreux

HO,": Hydroperoxyl

HOBFr : I'acide hypobromeux

HOCI : I'acide hypochloreux

HPLC : chromatographie liquide & haute performance

IPP : Isopentenyl pyrophosphate

mg EAA/QES : milligramme équivalent acide ascorbique par gramme d’extrait sec
mg E GA/g ES : milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec
mg E Ct/g ES : milligramme équivalent de catéchine par gramme d’extrait sec

mg RE/g : milligrammes équivalent a la rutine par gramme




mg TAE/g : mg d’acide tannique équivalents par gramme
MVA : Acide mévalonique.

NO’: Le monoxyde d'azote

NO;" : Le dioxyde d'azote

NO™ : Le cation nitrosyle

NO™ : L’anion nitroxyle

nm : nanometre.

O,": Superoxide

0, : I'oxygeéne singulet

O3 : Ozone

OH’: Hydroxy! radical

ONOQO™ : Peroxynitrite

ONOONH : I'acide peroxynitreux

PPM : PhosPhoMolybdate

RO,": Peroxyl radical

ROOQ’:Peroxyl radical

RO Alkoxyl

ROONO : Peroxynitrites alkyle

Ry : le facteur de rétention

r : Coefficients de corrélation de Pearson

SOD : Superoxydes dismutases

UV : Ultra-violet.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne_singulet

TABLE DES MATIERES

Partie bibliographique
Chapitre I: Retama moONOSPErMa .L........ouiiiitit it eee e e 5
1. Position taxonomique de Retama MONOSPEIMA. ... .....ouieriirit ittt ee e, 5

2. Les parameétres de distinction entre les trois espéces du genre Retama............................8

3. Description morphologique de Retama mOoNOSPermMa ..........cco.ouiuieiniineaniiniinannannnn. 10
3. Réparation géographigUe :.........eiuiirii it e 10
4. Utilisation en phytotherapic. ........c.ooviniinii i 12
5. Composition chimiques et activités biologiQUeS. ............coeviiiir i 12
Chapitre 1:Le métabolisme SECONAINE. ........oouviriniii e 15
T 0o 001 A T ) o 15
2. LB BB PN & ettt 17
2. L D NIt ION & . e 17
2.2. La biosynthése des tetrpénoides dans le régne végétal par la voie du mévalonate.........17
2.3. SitesS de DIOSYNTNESE ... .ot 19
3. LS AICAIOTAES & ..ottt e 21
B L DA INITION & L. 21
3.2. Sites de DIOSYNINESE & ... e, 21
4, Les POIYPNENOIES & ... 23
4.1. Biosynthese des polyphénols : ... ... 25
4.1.1. Voie de I’acide shiKiMIQUE @ ... ... ..ottt e e 25
4.1.2. Voiede ’acide maloniQUe ©..........oiiriniiii e 25
4.2. Quelques classe polyphenoliques @ ........c.oeiniii 27
4.2.1. LeS Flavonoiades : . ...oiniiiii i 27
4.2.2. Les acides PhenoliQUES : ......oerini e 28
4.2.3. LeS SUIDBNES (.. 29
4,24, LS lIGNANES & ..ottt 29
4.2.5. LS TANINS & oottt e 30




4.2.5.1. Lestanins hydrolysables & ... ... 30

4.2.5.2. LeS taning CONABNSES & ... .uieieitiii et et et e e e eee e e e 30
Chapitre 111 : Radicaux libres et molécules antioxydantes...................ccoooiviinnnn 31
I I Vo | ot 0 1) (TP 31
2. Origine et régulation des espéces réactives de I’oxygene iNVIVO.................cooeeeinia... 32
3. LES ANTIOXYAANTS ...t e 34
3.1. Les antioxXydants eNZymatiqUes. .. ... ..o.iueeeneenerint et eteateteraies e eeeereeeneaee e eee e 34
3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)........ouiiritiit i 34
T I It o L | - L 35

3.1.3. La glutathion peroxydase (GPX)........cooiiiriiiiiiiiii e e 35
3.2. Les antioxydants NON NZYMAtiQUES. ........euineeneeretie ettt et et ete e areeaeeanans 36
3.2.1. Les antioxydants non enzymatiques endogenes :...........ovvieiniiriiriniiiaiaiaeann, 36
3.2.2. Les antioxydants non enzymatiques EXOQgENES .. .....ocoieeerterirereneaneereiiiereneens 37

3.2.2.1. Lavitamine E (t0COPNErol).........oooiii 37
3.2.2.2. La vitamine C (acide ascorbique)..........ccoiiriiiniiii e 38
3.2.2.3. LeS CArOtENOTARS & .. .uieieii ittt e e et e e e e e e e e e, 39
3.2.2.4. Les composes PheNOlIQUES :.......oeoiieir it 40

Chapitre | : Matériel et mEthodes. ..o 42
1. Présentation de la station d’étude ©...........coooii i 42
2. Matériel VEgeLale ... ..o 42
3. SECNAgE B DIOYAGE & . vttt - 42
4. Caractérisation phytoChImIQUE. ........oouiitiiit i e, 43
4.1. Flavonoides (Réaction a lacyaniding) :...........coooiiiiiiiiiii e 43
4.2, LeUCOANTNOCYANE (.. ettt e e 43
4.3. LeS anthOCYaNES ;.. .o et 44
O I 0 | P 44
4.5, AICAIOTUES :.. .t 44
ST 1010 [0 15 o[ PP 44
R I (=T 0T 0 o L= PP 44

Ul



4.9, ANTNIAQUINONES. . ...ttt et e ettt et ettt et e ee et et et e e et e e e n e aeaaees 45
4.10. COMPOSES CYaNOGENELIGUES :.. . neeetiieee et ettt et e e e 45
4.11. Recherche des Sucres rédUCTEUIS: ... . ..uiutiitt ittt eene e, 45
5. Extraction et fractionnement des extraitS bruts:...............oooiiiiiiiii i, 45
6. Screening chimique préliminaire par CCM ... ..., 47
6. Dosage des composEs PheNOlIQUES «........oeiniiriit e 48
6.1. Dosage des POlYPhENOIS ©......o.oei e 48
6.2. Dosage des flavonoides :.........c.oouiiiii i 48
6.3. Dosage des tanins CONAENSES: .. ... ..ouint ittt e e e 49
7. Evaluation de la capacité antioXydante ©.............coiiiiiiiii i 49
7.1. Activité antioxydante totale:. ... ... ..o 49
7.2. Etude de ’activité antioxydative par DPPH ... 50
8. ANAlYSES STALISTIGUES. . ...ttt e e et e 50
Chapitre 11 : Résultats et diSCUSSION. ... ... ..ottt e 51
1) RESUIALS & ..o 51
1.1. Caractérisation phytoChimiqUe ............ccoiiii e 51
1.2. Rendement des extraits et des fraCtions @..........o.oiiiiiiiii e, 52
1.3. Screening chimique préliminaire par CCM..........c.ooviiiiiiiiiii i e, 52
1.4. Rendement du dosage des composés phenoliques...........c..oooeiieiiiiniiiiniinineineii 57
1.5, ACHIVItES antioXYdatiVES ... . .o, 62
1.6. Relation entre composes phénoliques et activité antioxydante :....... 64
2. DISCUSSION ..ttt et e e e e e 67
CONCIUSION. . . e e e 78
Références bibliographiqUes. .. ... ..o 82
I L 91

|







Introduction

Introduction




Introduction

L’organisme subit des phénomeénes d’oxydation, mais il est équipé pour lutter
contre ces altérations par des systemes de défense mis en permanence en place, avec des
systémes enzymatiques et/ou des systemes non enzymatiques. Mais ce systeme de défense est
parfois débordé. Surtout quand les agressions sont multipliées sous 1’effet de la fumée du

tabac, de la pollution, du soleil, d’un effort physique intense, etc.

Plusieurs cas peuvent engendrer des déséquilibres ; soit dans des conditions de stress et alors
I’oxydation augmente au point de ne pas pouvoir étre régulée, soit dans des conditions de
mauvaise alimentation et alors les quantités d’antioxydants apportés ne sont pas suffisantes
pour rétablir 1’équilibre. Ce dysfonctionnement est a l'origine des phénomeénes de stress
oxydant dont il est impliqué dans de nombreuses pathologies est maintenant largement
démontré. (Rahman, 2005)

Actuellement, les composés phénoliques d’origine végétale, font I'objet de nombreuses études
scientifiques en raison de leur capacité antioxydante et leurs impacts dans la santé humaine,

en matiére de prévention des maladies liées aux oxydations. (Bravo, 1998).

Dans le cadre de la valorisation des especes endémiques du Nord-africain ou Méditerranéen,
notre laboratoire s’intéresse aux especes trés peu connues, parmi ces especes Retama

monosperma.

Retama monosperma communément appelé R'tem, appartient a la famille des Fabacées,
endémique du Nord-Ouest africain (Algérie et Maroc) (Quezel et Santa, 1962) et le sud-est
européen (Espagne et Portugal) (Munoz-Vallés et al., 2013).

Parmi les travaux déja réalisés par notre laboratoire sur cette espece, (Djabeur et al ., 2007)
sur son aspect écologique, (Benmiloud-Mahieddine et al., 2011 ; Belmokhtar et Kaid-
Harche, 2012) sur leur diversité génétique et biochimique, (Selami et al.,2014 ; Hannane et
al., 2014) sur leur association symbiotique.

Retama monosperma est une plante toxique, utilisé a petites doses comme purgatif,
antihelmintique, vermifuge, désinfectante et abortive (Bellakhdar, 1997 ; Benrahmoune,
2003 ; Ouarghidi et al., 2013).

-
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Toutefois, des études sur les activités biologiques montrent in vitro une activité
anticancéreuse potentielle contre des lignées cellulaires du cancer cervical (Merghoub et al.,
2011; Benbacer et al., 2012) anti-inflammatoire in vivo (Gonzalez-Mauraza et al., 2013) et
anti-leucémique (Belayachi et al., 2014). Néanmoins, leur capacité antioxydante n’est pas

encore connue, ce qui nous a motiveés a étudier les propriétés antioxydantes de cette espéce.

Ce travail de recherche, réalisé au sein de laboratoire des productions et valorisations
végétales et microbiennes s’inscrit dans les nouvelles thématiques de ce laboratoire, portant
sur I’extraction et 1’analyse de molécules bioactives incorporables dans des formulations
cosmétiques et/ou thérapeutiques.

L’objectif de ce travail est d’étudier I'activité antioxydante in vitro des graines, des fleurs et
des tiges de Retama monosperma et de quantifier les composés phénoliques totaux, les
flavonoides et les tannins condensés afin d'évaluer les coefficients de corrélation entre

I'activité anti-oxydante et les trois types de composés.

La premicre partie de cette thése est consacré a I’étude bibliographique de Retama
monosperma, sa description botanique avec une présentation des diverses molécules qu’elle
contient. Le métabolisme secondaire. Les radicaux libres et les molécules antioxydantes.

La deuxiéme partie décrit la partie pratique, et elle est répartie en deux chapitres ;

- Chapitre matériel et méthodes qui présente les méthodes de caractérisation
phytochimiques, la technique d’extraction, les dosages spectrophotométriques, les tests
antioxydants, et la technique d’analyse par chromatographie sur couche mince.

- Chapitre résultats et discussion qui commence par une présentation des résultats suivie

par une discussion génerale.

-
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Chapitre | :

Retama monosperma

1. Position taxonomique de Retama monosperma

La famille des Fabacées ou Légumineuses, appartient a ’ordre des Fabales, doit son nom a
I’ancien genre Faba, donné a la féve. Ce sont des plantes herbacées, arbustes, arbres ou des
lianes. Les formes arborescentes prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées

dans les régions tempérées (Dupont et Guignard, 2012).

la fixation de 1’azote via la symbiose légumineuses-rhizobium permet aux plantes de cette
famille d’obtenir des taux élevés en azote ammoniacal au niveau de leurs racines en fonction
de la demande de leur métabolisme (Wojciechowski et al., 2004).

Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’espéces sont récoltées dans un
but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja) qu’animale (trefle,
luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme combustible, pour leur
bois et leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais, réglisse)
(Wojciechowski et al., 2004).

Les espéces de la famille des Fabacées possedent des feuilles généralement alternes,
trifoliolées et stipulées. Les inflorescences sont des grappes plus ou moins allongées avec des
fleurs hermaphrodites et zygomorphes. L’androcée compte dix étamines, et toutes les
Fabaceae possedent un ovaire formé d’un seul carpelle. Celui-ci est supere et surmonté d’un
style et d’un stigmate. Le fruit est appelé gousse ou légume qui s’ouvre a maturité. C'est une
famille cosmopolite. Comptant 620 genres et 19500 espéces, répandues dans le monde
entier, regroupées en 3 sous-familles : Caesalpinioideae, Mimosoideae et Faboideae.
(Dupont et Guignard, 2012 ; Botineau, 2010)

Les Faboideae ou Papilionacées avec les 429 genres et 12615 especes, classées en 31 tribus,
est considéré comme la plus grande des trois sous-familles appartenant aux Fabaceae
(Botineau, 2010). Trés reconnaissable a I’aspect de ses fleurs, a corolles dites “en papillon ”
(Dupont et Guignard, 2012) c’est a dire qu’elle est constituée de cinq pétales disposés en

forme de papillon. Le pétale dorsal (appelé aussi vexillum ou plus couramment étendard),

-
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recouvre les deux pétales latéraux ou ailes. Ces derniers recouvrent a leur tour, les deux
pétales inférieurs, libres ou unis par leur bord interne sur une certaine longueur. Ces deux
pieces inférieures constituent ensemble la caréne qui renferme 1’androcée et le gynécée.

L’androcée compte dix étamines qui peuvent étre libres ou soudées. Elles s’unissent le plus
souvent par leurs filets, formant un tube autour du carpelle (genre Sophora). Elles peuvent
aussi étre soudées entre elles et 1’androcée est alors monadelphe (genre Cytisus). L’androcée
est diadelphe quand neuf étamines sont unies en un tube ouvert en arriére et que 1’étamine

postérieure reste libre (genre Vicia et genre Derris).

Du point de vue phylogénétique les Papilionacées peuvent étre divisées en 7 clades selon les
relations phylogénétiques établies a partir du gene plastidique matK. Parmi ces clades existe
le clade des Génistoides, dans lequel on retrouve des plantes contenant des alcaloides
quinolizidiniques, composes de défense contre les herbivores, comme les genéts (Genista) et
les lupins (Lupinus) (Wojciechowski et al., 2004)

La tribu des Genisteae comprend 25 genres avec 619 especes (Cardoso et al., 2013), et sa
diversité est centrée dans la région méditerranéenne et dans les Tles Canaries, elle posséde une
grande importance écologique, non seulement pour la grande diversité des especes, mais aussi
par la colonisation des foréts dégradées et les zones déboisées et de dominer de nombreuses

communautés végétales (Cristofolini, 1997).

Le genre Retama appelé communément R’tem, appartient a la tribu des Genisteaes,
endémique des régions du bassin méditerranéen, représenté en Algérie par trois especes
ligneuses : R. monosperma qui pousse sur le littoral et stabilise les dunes cotieres, représentée
par la sous espece Bovei (Spach.) Maire ; R. raetam et R. sphaerocarpa qui s’étendent sur les
aires arides et sahariennes ou elles fixent les sables dunaires grace a leur systéme racinaire a
la fois horizontal et vertical, de ce fait elles jouent un rdle dans la lutte contre la
désertification (Quezel et Santa, 1962).

Une quatriéme espéce Retama dasycarpa (Coss) signalée uniqguement au Maroc caractérise
par sa gousse laineuse et tomenteuse (Maire, 1987).
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Le genre Retama et leurs especes suivent le taxon suivant :

Clade des Angiospermes \

v

Clade des Eudicotyledones

'

Clade des Eudicotyledones superieures

! >APGIII,2009
Clade des Rosidées

}

Clade des Fabidées

!

Ordre des Fabales

Famille des Fabacée \

'

Sous famille des Papilionacées

'

Tribu des Genisteae

¢ (Kass et Wink ; 1997)
Quezel et Santa, (1962)

Genre Retama

\ 4

Retama monosperma (L.) Boiss.

» Retama raetam (Forskal)
Webb and Berth

v

Retama sphaerocarpa (L.) Boiss.

Nom vernaculaire : R’tem
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2. Les parametres de distinction entre les trois espéces du genre Retama

Au stade végétatif, ces trois espéces ne présentent pas de différence morphologique importante.

Au stade reproducteur, elles se distinguent aux moments de floraison et de fructification. Les
principaux parameétres de distinction entre les trois espéeces sont récapitulés dans le tableau 1
(Belmokhtar, 2005)

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des paramétres de distinction entre les trois especes du

genre Retama (R. monosperma, R. raetam, R. sphaerocarpa).

R. monosperma

R. raetam

R. sphaerocarpa

Arbuste de 2 a4 m de
haut, a port
retombant et des
rameaux flexibles qui
s’abaissent avec des
tiges grises vertes, au
reflet argente.

Arbre ou arbuste de 1
a 3,5 m de haut avec
des rameaux dressés
et des tiges grises
vertes, au reflet
argente.

Arbuste de 1 a2 mde
haut a rameaux
flexibles avec des
tiges toujours vertes.

Tige
Rameaux et tiges Rameaux et tiges peu | Rameaux et tiges non
fortement sillonnes. illonné creusés de sillons.
Portent des feuilles | ONNes: Aphylle presque
trés réduites durant durant toute I’année.
toute 1’année. Aphylle presque
durant toute I’année.
Couleur blanche de | Couleur blanche de 8 | Couleur jaune
14 a 15mm. Etendard |a 10 mm. Etendard | Tres petitede 5a 6
Iégerement veiné de | légerement veiné de | mm.
pourpre, plus court pourpre, égalantla |Peu odorante.
que la carene. Trés |caréne ou Début de floraison en
Fleur odorante. Iégérement plus long. | mi-juin. Perd
Floraison de janvier |Peu odorante. facilement leurs
Jusqu’a mai. Floraison entre avril | fleurs.

et mai.

-
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Tableau 1 (suite) : Tableau récapitulatif des paramétres de distinction entre les trois espéces

du genre Retama (R. monosperma, R. raetam, R. sphaerocarpa).

R. monosperma R. raetam R. sphaerocarpa
Couleur jaune paille, | Couleur jaune paille | De couleur jaune brun,
ovoide avec une de forme ovoide
extremite aigue, aigue non dilatée sur | Globuleuse.
structure ventrale structure ventrale. 7 28 mm de long
Gousse Dilatée. 12 2 15mm | 8mm & 15mm de
long
de long
Couleur marron ou | Couleur marron, Couleur noire, verte
. vert olive. 5mm de | jaune. 3 a 6 mm de
Graine 5 . \ . )
long. 1 a 4 graines long. 1 & 3 graines olive. 4 3 5mm de long.
par gousse. par gousse. ]
graines par gousse.
Dunes littorales. Haut plateaux et Haut plateaux et
Oran (Cap falcon , Atlas saharien. Ain Atlas saharien.
Genet, Kristel et Uniquement dans les lits
es-safra. (sfessefa, des oueds.
Bousfer).
tiout). in es-
Mostaganem (Sidi ) Ain es-safra (Oued
nhandjir
A Bayadh.(chellala, benhandjir, Oued
khatab, EI-mactad) chellala, Sidi bendhan).
o Bougtob et khaiter). Lagh Afl
Ain timouchent J ) aghouat (Aflou),
Répartition . . Djelfa, Bayedh(Oued
Djelfa. Nadma.
(Terga) _ . es-sefi), et une
Ghardaia (Metlili) et
population qui s’étend
Laghouat (Aflou).
de Bouira jusqu a Borj
bouriridj en passant par
les village de Beni
mensour, Biban elhadid
et Elmahri.
Fixation des dunes Fixation des dunes Fixation des dunes
Réle littorales. sahariennes. sahariennes.

-
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3. Description morphologique de Retama monosperma L :

C’est un arbuste de 2 & 4 m de haut (Figure. 1), pourvu de nombreux rameaux
jonciformes et soyeux, souples, d'un vert argenté a gris argenté. Les feuilles sont tres
caduques, les inférieures sont trifoliolées, les supérieures sont simples, linéaires-lancéolées

qui ne demeurent que quelques jours.

L’inflorescence est une grappe qui porte de 3 a 15 fleurs blanches de 14 - 15 mm (Figure. 2)
dont chacune contient dix étamines monadelphes, elle présente un calice bilabié, petit, a levre

supérieure profondément bidentée, pétales a onglets plus ou moins soudés au tube staminal.

Le fruit est une gousse indéhiscente (Figure. 3) acuminée et velue a suture ventrale dilatée
contenant, une graine lisse réniforme, de couleur ocre jaune (Quezel et Santa, 1962). Elle
peut produire de 335 & 2800 de fruits par m? et par pied, de mai a septembre (Munoz-Vallés
et al.,, 2013). L'expansion rapide de l'espéce a été ameliorée principalement par une
amélioration du taux de germination des semences de 13% a 24% qui se produit aprées le
passage de graines dans l'intestin de lapin sauvage (Oryctolagus cuniculus) (Dellafiore et al.,
2010).

Le systeme racinaire est bien développé, peut dépasser 25m de profondeur en direction des
eaux profondes (Haase et al., 1996).

Retama monosperma est une espéce nodulante, capable de produire des associations
symbiotiques avec des bactéries du genre Bradyrhizobium. Ces nodosités sont de type

indétermine (Selami et al., 2014).
4. Répartition géographique :

Retama monosperma affectionne les sols pauvres, sablonneux a forte salinité, elle est
considérée comme native en Algérie (Djabeur et al., 2007), au Maroc, et en Espagne
(Munoz-Vallés et al., 2013) en Egypte et au Portugal (EIShazly et al., 1996). En outre,
I'espéce est actuellement considérée comme une plante introduite et envahissante dans
d'autres pays a travers le monde comme les USA en Californie (Rejmanek et Randall,
1994 ; Randall, 1997) et en Australie (Randall, 2007).

En Algérie elle occupe les dunes cotieres.

&
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Figure 1 : Photographie d’un pied de Retama monosperma en pleine inflorescence poussant
dans les conditions naturelles, Station du Cap falcon (Oran), 2015.

Ry S
Figure 3: Photographie de fruits du Retama monosperma, Figure 2: Photographie d’une Fleur de 1 '70 ml m
Gr : Graine, Go: Gousse. Retama monosperma
Remarquer que le fruit de R .monosperma porte deux E : Etendard, A : Ailes, C : Caréne.
graines.
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5. Utilisation en phytothérapie traditionnelle :

En médecine traditionnelle, Retama monosperma (L.) Boiss est utilisée comme vomitif,
purgatif, vermifuge, cicatrisant, vulnéraire, sédatif (Bellakhdar, 1997), antihelminthique et
antiseptique (Benrahmoune, 2003).

La toxicité des espéces du genre Retama est également connue depuis longtemps. Des
intoxications humaines ont été observées lors de I’emploi de Retama monosperma par voie
interne, comme abortif (Bellakhdar, 1997). Chez les animaux, la toxicité se manifeste, suite a
une ingestion excessive, par une rétention urinaire grave et par des avortements ; ces
propriétés sont principalement attribuées aux alcaloides quinolizidiniques qui caractérisent la

famille des Fabacées en général et le genre Retama en particulier (Bellakhdar, 1997)

6. composition chimique et activités biologiques

De nombreux travaux ont pu démontrer la richesse de Retama monosperma en alcaloides ;
Nauroy (1954) signale qu'elle est utilisée comme abortive. Cet auteur a pu constater qu'elle
contenait en abondance des alcaloides, principalement la rétamine. Ensuite, Vazquez et
Ribas, (1955) ont isolé un certain nombre d’alcaloides : rétamine, anagyrine, cytisine,

lupanine et sphérocarpine.

Plusieurs alcaloides de R. monosperma ont été identifié par Touatiet al., (1996); 15
quinolizidines et 03 dipiperidines, en particulier la présence de la sparteine, 1’isosparteine,
1I’oxosparteine, la lupanine, 5,6-dehydrolupanine, 1’anagyrine, la cytisine, le N-methylcytisine,

et I’7ammodendrine,

L’analyse comparée des alcaloides des tiges, feuilles, et graines de R. monosperma du maroc
par CG/MS montre que le contenu en alcaloides varie d’un organe a un autre, dont la cytisine,
la spartéine, I’ammodendrine et 1’anagyrine sont les composés majoritaires. (Fdil et al.,
2012).

La retamine la cytisine et la sparteine sont aussi déterminées et en quantité considérable dans
les graines et les tiges de Retama sphaerocarpa de la station de Bejai (Algerie) (Touati et
al., 2015)

&
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Une étude comparative sur les alcaloides des trois espéces R.monosperma (Portugal), R
raetam (Egypte) et R. sphaerocarpa (Portugal), montre une spécificité trés élevée en matiére
de stockage des alcaloides. Les tiges contiennent principalement de la sparteine et la
retamine, tandis que dans les fleurs et les gousses c’est la lupanine, la retamine le N-
methylcytesine et la cytisine qui sont trés abondantes, alors que les graines renferment
principalement la cytisine (EIShazly et al., 1996).

Les trois alcaloides majoritaires et communs entre les trois especes du genre Retama sont

regroupés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Formule et structure chimique des alcaloides majoritaires et communs entre les

trois espéces du genre Retama.

Nom de la molécule Formule chimique Structure chimique
CytiSine Ci11H14 NoO
Retamine C15H26N20 N
OH
Sparteine
P C1sHzeN:

Récemment, Retama monosperma commence a trouver sa place dans les laboratoires de
recherche en vue d’étudier ces activités biologiques. (Merghoub et al., 2011) montrent que
Retama monosperma L du Maroc, présente une activité in vitro anticancéreuse potentielle
contre deux lignées cellulaires du cancer cervical (SiHa et HelLa) par l'inhibition de la
prolifération et I'induction de lI'apoptose. Ainsi, 1’analyse de cet extrait par CG / SM a révélé
la présence de cing alcaloides de quinolizidine connus : la sparteine (10,97%), la cytisine de
méthyle L (9.11%), 17- oxosparteine (3,49%), lupanine (0,93% ) et anagyrine (39,63%).

&
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L’expérience réalisée sur les intestins des rats males de la lignée Wistars montre que 1’extrait
de Retama monosperma L. de I’Espagne, présente des activités anti-inflammatoires trés

intéressantes (Gonzalez-Mauraza et al 2014).

L’extrait hexanique des feuilles de Retama monosperma du Maroc (Rabat), présente des
effets antileucémiques importants par un arrét du cycle cellulaire, I’analyse de cet extrait par
CG/MS permet I’identification de 43 molécules, dont les composés bioactifs dominants
étaient : 'acide a-linoléique (13,97%), le Stigmastérol (10,34%), le B-sitosteryl (7,92%) et le
campestérol (11,09%) (Belayachi et al 2014).

=
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Chapitre Il : Le métabolisme secondaire

1. introduction :

Les plantes sont continuellement sujettes a des interactions environnementales, qu’elles soient
biotiques ou abiotiques. En ce qui concerne les interactions abiotiques, le plus souvent elles
ont des causes climatiques (températures, stress hydriques, photopériodes...), mais elles
peuvent également étre liées aux conditions physico-chimiques du sol sur lequel les plantes
s’établissent. Pour y faire face, les plantes ont dii s’adapter aux diverses contraintes du milieu
et, elles doivent développer un systeme de réponse. Ce systeme est a la base de la survie de la
plante et fait intervenir notamment les métabolites secondaires. Ces métabolites sont décrits
comme étant des composés présents de facon limitée dans les groupes taxonomiques. lls ne
sont pas nécessaires a la vie de la cellule (ou de I’organisme), mais jouent un role dans
I’interaction de la cellule avec son environnement en assurant sa survie. Les plantes non
seulement synthétisent les composés de la défense, mais aussi elles les stockent avec des
concentrations élevées dans la vacuole (dans le cas des composés hydrophiles), et dans des

canaux, trichomes, laticiferes ou cuticule (pour les composes lipophiles) (Wink , 2003 ).

Cette gamme de composes est tres répandue chez les végétaux et constitue, entre autres, des
moyens de lutte contre des concurrents ecologiques (compétition végétale pour la lumiere, les
ressources ou I’espace, allélopathie), contre les micro-organismes (champignons ou bactéries)
des prédateurs (production de substances toxiques ou inappétantes contre les herbivores). Le
regne végeétal compte prés de 100 000 métabolites secondaires, décrits jusqu'a présent,
pratiquement tous synthétisés en réponse a des contraintes environnementales (Kliebenstein,
2004). Les métabolites secondaires sont synthétisés a partir d’intermédiaires du métabolisme
primaire (Figure. 4) et il existe principalement trois grandes familles de métabolites
secondaires qui sont représentées par les terpénes, les alcaloides et les molécules dérivées de
composés phénoliques.

Les molécules phytochimiques provenant des voies biosynthétiques des métabolites
secondaires comprennent, non seulement les composés ayant une activité antibiotique de large
spectre, mais aussi des antioxydants puissants capables de lutter contre le stress oxydatif (Iriti
et Faoro, 2004)

.
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Figure. 4 : Origines des principaux métabolites secondaires par rapport aux voies

métaboliques de base (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).
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2) Les terpénes

2.1) Definition :

La famille des terpenes comprend des hormones (gibbeérellines, acide abscissique), des
pigments photosynthétiques (carotenes, xanthophylles), des constituants membranaires

(stérols), des vitamines (A, D, E et K), et des huiles essentielles. (Iriti et Faoro, 2004)

Les terpénes sont des substances généralement lipophiles, dérivées d’unités isopréniques avec
une formule brute générale (CsHg),. La condensation de ces unités aboutit a la formation de
terpénes de tailles différentes. Selon le nombre d’unités, on distingue les monoterpénes (Cjo),
les sesquiterpenes (Cys), les diterpénes (Cy), les triterpénes (Cso), les tétraterpénes (Cqo) et les
polyterpénes (C s40). (Tableau. 3) (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008)

Tableau. 3 : Classification des terpenoides. (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008)

Unité isoprénique Cn Classe

1 5 Hemiterpenes
2 10 Monoterpenes
3 15 Sesquiterpenes
4 20 Diterpenes

5 25 Sesterterpenes
6 30 Triterpenes
8 40 Tetraterpenes
» 8 » 40 Polyterpenes

2.2) La biosynthese des tetrpénoides dans le regne végétal par la voie du mévalonate :

L’ Acétyl-coenzyme A (CoA) représente le précurseur pour la biosynthéese des isoprenoides.

Deux molécules d’acétyl-CoA réagissent ensemble en donnant la naissance a
’acétoacétyl-CoA, lequel en fixant une troisieme molécule d’acétyl-CoA forme le B-hydroxy
B-méthylglutaryl-CoA (HMG)-CoA. La méme enzyme, la HMG-CoA synthase, catalyse les
deux réactions. Ensuite, la réduction en alcool du carboxyle combiné au CoA conduit a la
formation de MVA (acide mévalonique) par l'intermédiaire de 'HMG-CoA réductase. En
éliminant une molécule de CO,par une mévalonate diphosphate décarboxylase , le MVA
est converti en isopentenyl pyrophosphate (IPP) ou isopréne actif . C’est le IPP qui
constitue I'unité isoprénique d’enchainement, et il s’isomérise en diméthylallyl

pyrophosphate (DMAPP) (Chappell, 1995), voir figure 5.

.
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Figure. 5 : La voie de biosynthese des terpenoides a partir de acetyl-CoA
(Iriti et Faoro, 2009)

Les terpenes sont des produits d’un enchainement de leur unité de base (IPP = isopentényl
pyrophosphate et son isomeére le diméthylalyl-diphosphate) Ces deux composés sont associés

en géranyl-diphosphate (précurseur des monoterpénes), en farnésyl diphosphate (précurseur
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des sesquiterpenes et des triterpénes) et en geranyl-geranyl diphosphate (précurseur des
diterpénes et des tetraterpenes) par des isoprényltransférases. (Figure 6) (Wendt et Schulz,
1998).

2.3) Sites de biosynthése :

Les principales structures cellulaires produisant les tetrpénoides sont soit des poils
sécréteurs stipités  (Pelargonium) ou sessiles (Labiées), soit des poches sécrétrices
schizogenes (Myrtacées) ou schizolysigénes (Rutacées, Burséracées), soit des canaux
sécreteurs (Térébinthacées, Ombelliferes) soit des idioblastes, des trichomes, des
laticiféres...., etc. Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister

simultanément chez une méme espece, voire dans un méme organe (Fahn, 1988).

Les systemes sécréteurs en phase d'activité appartiennent a des tissus jeunes (Charon et al.,
1990). Leur formation est toujours extrémement précoce, transitoire (Bernard-Dagan et al.,
1979), leur existence parfois fugace (trichomes caducs). Le plus souvent, ils sont rapidement

I'objet d'un processus de dégénérescence non réversible (Carde, 1976).

.
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3) Les alcaloides :
3.1) Définition :

Le terme alcaloide, de Alkali-like, a été proposé par le pharmacien W. Meissner en 1806 en
raison du caractere alcalin plus ou moins prononcé des membres de cette famille de
composés. Le terme alcaloide comprend maintenant toutes les molécules naturelles alcalines
extraites de plantes dont la structure contient au moins un atome d'azote (Harborne et
Herbert, 1995)

Sont stockés dans les plantes en tant que produits de différentes voies biosynthétiques, la
plupart du temps a partir des acides aminés tels que la lysine, I’ornithine, la tyrosine et le
tryptophane (Bhat et al., 2005).

Les alcaloides sont des molécules tres intéressantes au point de vue biologique, car certaines
sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme

médicament ou comme poisons.

La classification des alcaloides est une tache difficile, en raison du grand nombre de
composés connus et surtout a cause de la diversité structurale.

L’atome d’azote dans les alcaloides provient, en général, d’un acide aminé. Une facon
raisonnable est alors de classer les alcaloides en groupes, selon leur précurseur biosynthétique
(Tableau.4) (Neves-Muniz, 2006).

Plusieurs alcaloides sont tres toxiques et offrent, par conséquent, un arsenal chimique de
défense des plantes contre I'attaque des herbivores et des micro-organismes.

La nicotine empéche la croissance des larves du tabac. Le composé pur est également
appliqué comme insecticide efficace dans des serres. En outre, des alcaloides protégent les
plantes contre les dommages provoqués par la lumiére UV. lls constituent aussi une réserve
de substances capables de fournir I'azote ou d'autres fragments nécessaires au developpement
de la plante. Par ailleurs, un trait quasi caractéristique des alcaloides est la présence d'activités
biologiques au niveau du systeme nerveux.

3.2) Sites de biosynthese

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon les espéces,
ils s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles ou dans les
fruits. Dans la pomme de terre, les tubercules comestibles ne contiennent pas d'alcaloides,
tandis que les parties vertes contiennent la solanine toxique. La partie dans laquelle les

alcaloides s'accumulent n'est pas forcément celle ou ils sont synthétisés. Dans le tabac par

-
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exemple, la nicotine est produite dans les racines mais transférée ensuite vers les feuilles ou
elle est stockée ( Harborne et Herbert, 1995)

Tableau 4 : Quelques types d’alcaloides et leur précurseur acide aminé.

(Neves-Muniz, 2006).

Acide aminé Tvpe d'alcaloide

T T N
. “H Pymolidines, pymrolizidines, fropannes

KH;
Crmithine
HM o~ COH
/\[/H Pipéridines, quinclizidines, mdolizidines
MH,
Lysine :
.-'-\-\"'\-\_\_‘__.-"ﬂ"‘ﬂ-\.\_ __.-".:D-':_:
Sy MH, Alcaloides du type éphédnne. 1soquinoléines
H | Phénylalanine

—~ COH
o il l\. \l{l. -
L | NH, Indoles
H""w:____.- "'--H
H

L
Lh/lxrﬂ Quinclémes, quinazolines, acndines

Acide anthraniliqoe
L DOOH
{.-*’"‘*Tf
J

Pyndines

Aride nicoimigune

Co.H

‘_'~.,|'____ e :_I.- 2
fﬂ/lr ;j;[_;:H Imdazoles

Hiztidins

Via aminations Alcaloides terpéniques et stéroidiens
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4) Les polyphénoles :

Sous la désignation de composes phénoliques, on designe un vaste ensemble de substances
qui possédent un cycle aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles. Ils sont
largement distribués dans le régne végétal et sont des métabolites secondaires les plus
abondants, avec plus de 8000 structures phénoliques actuellement connues, peuvent étre une
molécule simple, tels que des acides phénoliques ou des substances hautement polymérisées

comme les tanins. (Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2011).

IIs peuvent étre regroupés en plusieurs classes. Les premiers critéres de distinction entre ces
classes concernent le nombre d'atomes de carbone constitutifs et la structure de base du
squelette carboné, voir tableau 5.

Tableau 5 : Principales classes des composés phenoliques (Bruneton, 1999).

Nombre d’atome Squelette Classe Exemples Plantes
decarbone de base
6 (& Phénols simples Catéchol. hydroquinone | Busserole
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique, acide Artichaut
benzoiques salysalique. vanilline Saule
8 Ce-C2 Acétophénones 3-acétyl6- Saule
meéthoxybenzaldehyde
Acides phénols Acide coumarique. Romarin
9 C6-C3 cinnamiques acide caféique Marronnier d'inde
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine Drosera spp.
Xanthones Bellidifoline, Racine de
13 C6-C1-C6 mangoctine gentiane.
Centaurge
14 Ce-C2-Co Stiblénes Hydrangénol, Raisin, pin
Pinosylvine
Flavonoides Quercétine Ginkgo
15 C6-C3-C6 Isoflavonoides Roténoide Thym Camomille
18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol Chardon
30 (C6-C3-C6)2 | Bi flavonoides Amentoflavone Carcinia
Hinokiflavone Hypericum
N (C6-C3-C6)n | Tanins condensés | Aesculitanins Marronnier
(proanthocyanidols) d'inde. vigne

Les composés phénoliques végétaux sont généralement impliqués dans la défense contre le
rayonnement ultraviolet ou d'agression par des agents pathogénes, parasites et prédateurs,
ainsi que de contribuer aux couleurs de plantes. Dans tous les cas, différents facteurs externes
et internes sont fortement impliqués dans la régulation spatio-temporelle de I'expression du

métabolisme phénolique (Dixon et Paiva, 1995), se traduisant par des différences qualitatives
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et quantitatives considérables entre les variétés, les tissus et les organes et selon les stades
physiologiques. (Figure 7).

4.1) Biosynthese des polyphénols :

Les composés phenoliques constituent un groupe important de métabolites secondaires. La
plupart des molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides aminés aromatiques,
tyrosine et phénylalanine. Ces acides aminés sont formés de facons variables suivant les
végétaux, a partir de la voie de 1’acide shikimique (Macheix et al., 2005). La biosynthése des
polyphénols se fait par deux voies principales qui sont: la voie de 1’acide shikimique et la voie

de I’acide malonique, voir figure 8.

4.1.1) Voie de I’acide shikimique :

Dans cette voie, I’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont respectivement
produits par les hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses
phosphate et la glycolyse. Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques (C6-C1)
formant les tanins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les
flavonoides et tanins condensés (Dewick, 1995). Aussi, il est intéressant de préciser que la
tyrosine et la phénylalanine dérivent de cette voie métabolique. Ce sont des intermédiaires

métaboliques entre I’acide shikimique et I’acide cinnamique.

4.1.2) Voie de I’acide malonique :

La glycolyse et la PB-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétyl CoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de
I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Richter,
1993).

Les catégories de polyphénols les plus courants sont : les acides phénoliques, les stilbenes, les
lignanes et les flavonoides. Les flavonoides sont les polyphénols les plus abondants dans

notre alimentation.

g
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4.2) Quelques classe polyphénoliques :

Les catégories de polyphénols les plus courants sont : les acides phénoliques, les stilbénes, les
lignanes et les flavonoides. Les flavonoides sont les polyphénols les plus abondants dans

notre alimentation.
4.2.1) Les flavonoides :

Flavonoide (de flavus, « jaune » en latin) est le terme générique pour des composés basés sur
un squelette a 15 carbones, qui a son niveau le plus simple, consiste en deux cycles phényles,
les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6). Le pont en
C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le cycle C. Les diverses

classes de flavonoides different en fonction de la cyclisation et du degré d’insaturation et

d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une classe different par
la substitution des cycles A et B. (De Rijke et al., 2006) (Figure 9).

R

Figure 9 : Structure de base des flavonoides.

Les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines (entités dépourvues
de reste osidique) ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques).Parmi les
nombreuses classes de flavonoides présentees, nous citerons les principales : flavones,
flavonols, flavanones, flavanonol, flavane, flavanols, isoflavones et anthocyanes (Harborne,

1988). La figure 10 représente les structures chimiques de quelques flavonoides.

=
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R=—H. flavone R=—H. flavanone
R=OH. flavonol R=OH. flavanonol

o
a
a
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<
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Cyanidine 3-glucoside
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Cyanidine 3-rutinoside
Malvidine 3-glucoside

Figure 10 : Principales classes de flavonoides issues du régne végétal (Laguerre et al., 2007)

4.2.2) Les acides phénoliques :
Peuvent étre divisés en deux catégories (voir figure 11): les dérivés de I'acide benzoique tel
que l'acide gallique, et les dérivés de l'acide cinnamique tel que 1’acide coumarique, 1’acide

caféique et I'acide férulique (Laguerre et al., 2007).

Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R2 R1 R1 O
7 Y
R3 R2 OH
OH

R4 R3
R1=R2=R3=R4=H Acide benzoique R1=R2=R3=H Acide cinnamique
R1=R4=H, R2=R3=0H Acide protocatéchique R1=R3=H, R2=0OH Acide p-coumarique
R1=H, R2=R3=R4=0H Acide gallique R1=R2=0H, R3=H Acide caféique
R1=0H, R2=R3=R4=H Acide salicylique R1=0CH,, R2=0OH, R3=H Acide férulique
R1=R4=0H, R2=R3=H Acide gentisique R1=R3=0CH,, R2=0OH Acide sinapique

Figure 11. Principaux acides phénoliques issus du régne veégétal. (Laguerre et al., 2007)
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4.2.3) Les stilbénes :

Ce sont les composés ayant comme structure de base le 1,2-diphenylethylene (C6 C2-C6)
avec des groupes hydroxyle substitué sur les cycles aromatiques, et ils existent sous formes
monomeres ou d'oligomeres. Le composé le plus connu est le trans-resvératrol (Figure 12)
(Abd EI Mohsen et al., 2008).

OH

OH \

trans-resveratrol
OH

Figure 12 : Structure du trans-resvératrol (Abd EI Mohsen et al., 2008)

4.2.4) Lignanes :
Le terme «Lignan" a été introduit par (Haworth, 1936) pour décrire un groupe de diméres
phénylpropanoides ou deux C6-C3 sont attachés par son carbone central (C8), comme le

montre la figure 13 (Moss, 2000). Ces substances sont trouvées chez les tissus en

lignifications.

Les lignanes identifier dans plus de 60 familles de plantes vasculaires et ont été isolés a partir

de différentes parties d'une plante, des exsudats et des résines. (Wilson et al., 2012)

B «
5 6 8 c H3
Y 9
4
1 7
3 2
4y 2

Figure 13 Structure et numérotation des atomes de carbone du phénylpropane (1)

et des lignanes (2) (liaison 8,8”) (Moss, 2000).
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4.2.5) Les tanins :
Le terme tanin dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la transformant en cuir.
Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire fortement hydroxylés.

On distingue: les tanins hydrolysables et condensés.

4.2.5.1) Les tanins hydrolysables
Ces tanins sont des diméres d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyle. Comme leur
nom I’indique, ces tanins subissent facilement une hydrolyse acide et basique, ils
s’hydrolysent sous 1’action enzymatique et de I’eau chaude. Ils libérent ainsi une partie non
phénolique (souvent du glucose ou 1’acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre
soit I’acide gallique (cas des gallotannins) soit un dimére de ce méme acide, I’acide ellagique

(cas des tannins ellagiques) (Macheix et al., 2005).
4.2.5.2) Les tanins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, les tanins condensés, sont des
polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la polymeérisation des unités de flavan-
3,4-diol. Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sont résistants a I’hydrolyse et seules
des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide a chaud,
ils se transforment en pigments rouges et, pour cette raison, les formes dimeres et oligomeres
sont dénommées proanthocyanidines. L’enchainement des différentes unités constitutives se
fait soit de maniére linéaire grace a des liaisons C-C t soit par des ramifications grace a des
liaisons C-O-C conduisant a des structures de plus en plus complexes (Macheix et al., 2005).

.
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Chapitre 111 :

Radicaux libres et molécules antioxydantes

1. Les radicaux libres

Dans la structure des atomes et des molécules, les électrons sont associés par paires, chaque

paire se déplace dans une région définie de I'espace “une orbitale atomique ou moléculaire”.

Un radical libre est une espece chimique qui contient un ou plusieurs électrons non appariés,
ce qui le rend instable et trés réactif; par conséquent, il peut réagir rapidement avec un autre
composé, en essayant de capturer I'électron nécessaire pour gagner sa stabilité. Le plus
simple des radicaux libres est un atome d'hydrogene, avec un proton et un électron unique
(Halliwell et Whiteman, 2004).

Si l'instabilité est importante, I'électron libre est rapidement transféré sur une autre molécule,
le caractére radicalaire de la molécule ne disparait pas et I'électron libre peut passer sur
d'autres molécules, entrainant des phénomenes d'oxydation en chaine (Rahman et Adcock,
2006).

Les conditions mises en jeu pour donner des radicaux sont souvent drastiques : hautes
températures, radiations ionisantes, ultraviolets. Ces substances peuvent peroxyder les lipides
insaturés qui composent les structures membranaires et peuvent alors tuer la cellule. Le
remplacement de la cellule oblige I'organisme a activer ses cellules-souches, ce qui augmente
le risque de cancérisation. Ceci contribue aussi a un vieillissement accéléré de I'organisme, les

cellules-souches ne pouvant éternellement se multiplier “limite de Hayflick ”.

Les radicaux libres les plus importants dans le systeme biologique sont les espéces réactives
de lI'oxygeéne, ces derniers incluent non seulement les radicaux centrés sur I'oxygene comme le
radical superoxyde (O»*"), le radical hydroxyle (OH¢) mais aussi certains dérivés de I'oxygene
non radicalaires (ne possédant pas d’électron célibataire) tel que l'oxygene singulet (*Oy), le
peroxyde d'hydrogene (H20,) et I'acide hypochloreux (HOCI), qui sont des agents oxydants et
/ ou sont facilement convertis en radicaux libres (Tableau 6). Un terme similaire, les espéces

de l'azote réactif, devient également largement utilisé (Halliwell, 2001).
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Tableau 6 : Les espéces chimiques réactives (Halliwell, 2001).

Les especes réactives de I'oxygéne

Radicaux libres Non radicalaires

Superoxide (Oz¢") le peroxyde d'hydrogene (H,0,)

Hydroxyl (OH*) I'oxygeéne singulet (*Oy)

Peroxyl (RO*) I'acide hypochloreux (HOCI)

Alkoxyl (ROe) Ozone (O3)

Hydroperoxyl (HO,¢) I'acide hypobromeux (HOBr)
Les especes reactives de I'azote

Radicaux Non radicalaires

le monoxyde d'azote (NO-) L'acide nitreux (HNO2)

Le dioxyde d'azote (NO2¢) Le cation nitrosyle (NO™)

L’anion nitroxyle (NO7)
Peroxynitrite (ONOQO)
I'acide peroxynitreux (ONOOH)
Peroxynitrites alkyle (ROONO)

2. Origine et régulation des espéces réactives de I’oxygene in vivo :

La majeure partie de I'oxygéne que nous respirons subit une réduction tétravalente (addition
de 4 électrons) conduisant a la production d'eau. (Figure. 14)

O;+4e-+4 H+— ,H,O

AU niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est importante puisqu’elle
est associée a la production de 38 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel
énergétique a partir d’une molécule de glucose. Mais tous les organismes aerobies paient le
prix de ces avantages métaboliques. En effet, les cellules convertissent 2 % de la quantité

totale d’oxygéne consommeée en espéces réactives de I’oxygene. (Ferradini, 1986).

H- Oy
e e +2H +e + H’ Fe
0, ————* Oy ————————* H.0- /: OH —————* H0
anion peroxyde radical
superoxyde d hydroge hydroxvle

Figure 14 : Intermédiaires réduits de I’oxygene.
Les quatre étapes de réduction monoélectronique de I'oxygene. La réduction de I'oxygéne en
eau nécessite l'apport de 4 électrons qui peuvent s'additionner un par un, successivement sur

O,, en conduisant aux intermédiaires respectifs 0, , H,0,et OH.

&
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Cette réaction (réduction tétravalente) est catalysée par le cytochrome oxydase, accepteur
terminal d’électrons présents dans le complexe IV de la chaine de transport des électrons
située dans la membrane interne mitochondriale. (Han et al., 2003).

Toutefois, cette chaine de transport peut laisser “fuir” une certaine proportion d'électrons qui
vont réduire I'oxygene, mais en partie seulement. C'est ainsi qu'environ 2 % de I'oxygéne

subissent une réduction monoélectronique (addition d'un seul électron), conduisant a la
formation du radical superoxyde 02'_, au niveau de I’ubiquinone ou coenzyme Q (Turrens et
al, 1985).

02+1e-—>02--

Le radical superoxyde qui présente une certaine toxicité est éliminé ou tout au moins
maintenu a un niveau de concentration assez bas par des enzymes appelées superoxyde

dismutases (SOD) qui catalysent sa disparition par dismutation :
02.-"‘ 02--—> H>0, + O,

Le peroxyde d’hydrogene (H,O;) ainsi formé n'est pas lui-méme un radical libre mais une
molécule ayant tous ses électrons périphériques appariés. Sa concentration est régulée par des
enzymes telles que la catalase (présente dans les peroxysomes) et les glutathions peroxydases

(essentiellement localisées dans le cytosol).

La majeure partie de la toxicité du peroxyde d'hydrogéne provient de sa capacité a genérer le
radical hydroxyle OH en présence de cations métalliques tels que Fe,"  réaction de Fenton ”

ou Cu™ (Wardman et Candeias, 1996). Le radical hydroxyle est particulierement délétére
vis-a-vis des matériaux biologiques.
H,0, + Fe*" — ‘OH + Fe*" + OH

En réalité, la toxicité des radicaux superoxydes semble s'exercer plutdt d'une maniére
indirecte. En effet, en réagissant avec le peroxyde d'hydrogeéne, les radicaux O, _peuvent
donner naissance a des radicaux *OH selon la réaction de Haber Weiss :

0, +H,0,— ‘OH+0,+ OH

.
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Ou bien encore, en réagissant avec des radicaux ‘NO (monoxyde d’azote), conduire a

I'apparition de peroxynitrites :
0; +'NO — ONOO'

Dans certaines conditions, il apparait un déséquilibre provoqué par une production exagérée
de radicaux libres ou par une diminution des systemes de défense (enzymatiques et non
enzymatiques), ou encore par une association de ces deux phénomenes. Un tel déséquilibre
entre systemes producteurs des espéces réactives de 1’oxygéne et systéemes de défense

caractérise I'état de stress oxydant (Halliwell et Gutteridge, 1999).

3. Les antioxydants :
Une molécule antioxydante est définie, comme une substance qui, lorsqu'elle est présente a
des concentrations faibles par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou empéche

I'oxydation de ce substrat de maniére significative (Halliwell, 1991).

Pour réguler ces réactions d’oxydation, 1’organisme a ses propres systemes de défense
antioxydante. Parmi eux, les systemes enzymatiques, notamment les superoxydes dismutases,
les catalases et les gluthations peroxydases, sont reconnus comme étant les plus performants
dans la détoxification des espéces réactives de I’oxygéne. Les principaux systémes
antioxydants non enzymatiques regroupent quant a eux le gluthation, I’acide urique, le
coenzyme Q10 et I’acide lipoique. En outre, plusieurs études s’accordent aujourd’hui sur
I’importance de la contribution des antioxydants exogenes apportée par 1’alimentation, dans la
lutte contre les maladies associées au stress oxydant (Frankel et al., 1993 ; Hertog et al.,
1993). Ces antioxydants, essentiellement d’origine végétale, sont apportés sous la forme de
composés phénoliques, des vitamines (tel 1’acide ascorbique et 1’cc -tocophérol) et des

caroténoides.

3.1. Les antioxydants enzymatiques

Les trois systemes principaux de défense enzymatique impliquent les superoxydes dismutases
(SOD), les catalases et les glutathions peroxydases.

3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

C’est une métalloprotéine, ubiquitaire chez les eucaryotes, elle catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde en oxygene et peroxyde d'hydrogéne, neutres et moins toxiques (voir la
figure.15) (Jiang, 2002).

=
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Il existe deux types de SOD selon la nature metallique de leur cofacteur : une SOD
cytoplasmatique Cu et Zn dépendante et la SOD mitochondriale Mn dépendante. C’est la
découverte de ces deux enzymes dans les cellules qui a permis de démontrer pour la premiére
fois 1’existence de radicaux libres dans les organismes vivants, phénomene supposé
totalement impossible par les chimistes du fait de leur danger potentiel. Ainsi, c’est en
démontrant la réalité de puissants systemes antioxydants enzymatiques endogénes que Mc
Cord et Fridovitch ont mis en évidence pour la premiére fois 1I’importance du concept du
stress oxydant (McCord et Fridovich, 1970).

3.1.2. Les catalases

Ce sont des enzymes présentes dans les peroxysomes des cellules végétales et animales.
Catalysent la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygéne moléculaire (voir la
figure.15) (Valko ; 2006)

3.1.3. La glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son rdle est
d’accélérer la dismutation du H,O.en H,0 et O,. Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG). La glutathion
réductase, quant a elle, a pour réle de régénérer le GSH a partir du GSSG grace au
NADPH qui est utilis¢é comme donneur d’¢électrons. En effet, la concentration cellulaire en
glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx
maintienne sa fonction (voir figure.15) (Halliwell, 2001).

20O, + 2 H' @ H,O, + O, (Superoxide dismutase)

2H,O, —=> 2 H,O + O, (Catalase)

2 GSH + H,O, —= GSSG + 2 H,O (Glutathione peroxidase)
GSSG +INADPH, H —=> 2GSH + NADP' (Glutathione reductase)

O, SOOI - H,O, Catalase__ o,

m

2GSH GSSG + 2 H,O

NADP NADPH

- -

Figure 15 : Les enzymes antioxydantes et leurs mécanismes d’action.
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3.2. Les antioxydants non enzymatiques
3.2.1. Les antioxydants non enzymatiques endogenes:

Parmi ces antioxydants, on peut citer le glutathion (GSH) qui est un tripeptide, formé par la
condensation d'acide glutamique, de cystéine et de glycine : y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine
(Figure.16). Le glutathion est tres abondant dans le cytosol, dans les noyaux et dans les
mitochondries, sa forme oxydée est GSSG, glutathion disulfure. (Masella et al., 2005)

La forme réduite représentant environ 98 % du glutathion total. Le GSH participe de fagon
prépondérante aux mécanismes de défense cellulaires grace a sa fonction sulfhydryle (-SH) a
I’origine d’une grande réactivité et d’un puissant pouvoir réducteur. Le rapport glutathion
réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilis¢é comme un marqueur du stress
oxydant car plus le flux d' H,O, est important, plus le glutathion réduit est consommé et le

glutathion oxydé augmenté (Ji et al., 1992).

O~ _-OH

T u j
|
- - M - OH
H_N.-"' o e Tl S “'“-N-"' e
2 1 |
O - H O

8H
Figure.16 : Structure de la glutathion.

La fonction thiol confére au glutathion un réle d'antioxydant, c'est-a-dire de réducteur
(donneur d'électron ou d'atome H) qu'il exerce vis-a-vis de nombreuses espéces oxydées, et en

particulier vis-a-vis de I'eau oxygénée et des radicaux hydroxyles (Karoui et al., 1996).

GSH + -OH — GS* + H,0
Toutefois, le réle protecteur de GSH semble provenir de sa capacité a réagir avec les radicaux
centrés sur le carbone R- : GSH + Re — GSe + RH

Les Thiyles radicaux générés peuvent se dimériser pour former le produit non radicalaire, le
glutathion oxydé (GSSG) (Hwang et al., 1992):

GSe + GS* — GSSG
D’autres antioxydants non enzymatiques endogenes dont leur role est aussi important,

notamment la bilirubine, 1’acide urique, le coenzyme Q10 et I’acide lipoique.
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3.2.2. Les antioxydants non enzymatiques exogenes

Un certain nombre de substances d’origine alimentaire s’opposent a la propagation des
radicaux libres, trés souvent en formant a partir d’un radical tres réactif un autre radical
beaucoup moins réactif. Elles sont capables de neutraliser un seul radical libre par molécule :
on les appelle pour cela des piégeurs stoechiométriques. lls n‘agissent qu'a des concentrations
élevées et ne jouent qu'un réle négligeable par rapport aux enzymes précédentes. Certains
protecteurs stoechiométriques sont régénérables et se comportent comme des agents presque

catalytiques, capables d'éliminer de nombreux radicaux nocifs.

3.2.2.1. La vitamine E (tocophérol)

Terme générique désignant une famille de substances (tocophérols o, B, v, & et tocotriénols o,
B, v, 8) (Figure.17), la vitamine E est le plus puissant des antioxydants de I’organisme. Seule
la forme (< ) de la vitamine E est retenue par l’organisme car elle est plus active

biologiquement (Laguerre et al., 2007).

Tocophérols

R1=R2=R3=CH, o

R1=R3=CH,, R2=H [
R1=H, R2=R3=CH, v
R1=R2=H, R3=CH, §

Figure. 17 : Structure chimique des tocophérols (Laguerre et al., 2007)

Elle est liposoluble et s’incorpore facilement dans les membranes cellulaires qui, étant riches
en acides gras polyinsaturés facilement oxydables et qui sont trés exposées aux dommages
induits par les radicaux libres. Elle réagit avec les radicaux peroxyles (RO;") qui, sont
fabriqués dans les membranes pour former un radical o -tocophéryl (a-T°) plus stable
protégeant ainsi les membranes cellulaires et les lipoprotéines : RO;" + o-TH — RO,H + a-T"
(oc -tocophérol : a-TH). De plus, I' «c -tocophérol capte les radicaux superoxydes (sous leur
forme protonée HO,e), les radicaux hydroxyles OHs, ainsi que l'oxygéne singulet 'O..
(Gardés-Albert et al., 2003)

Bien que la concentration d' « -tocophérol soit relativement faible in vivo (2.10° mol.L™ dans

le sang), le recyclage de ce dernier est assuré par une consommation optimale de vitamine C.

-
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Car la vitamine E oxydée est régénérée, c’est-a-dire réduite in situ, sous sa forme
antioxydante active, par la vitamine C, ceci lui permet de jouer son réle d'antioxydant a
plusieurs reprises, de telle maniére que la surveillance de la menace oxydante est maintenue,

voir les Figures 18 et 19 (Leger, 2006).

. Membrane - : Phase aqueuse
LoO" o-TOH : Fl°

1 AscO-

1

1

1

1

1

1

1 AscO-
LOOH o-TO" ! Fl

Radical tocophéroxyl!

Figure 18 : Mécanisme de régénération potentiel entre I’oc -tocophérol (o< -TOH), 1’ascorbate

(AscO ) et les flavonoides (FI) dans les systémes membranaires (Leger, 2006).

CH-OH /CHE O H
'H):>/CHOH /Hx/CHOH
o T~ (e T
N\ S ——\
< H= <
S o h S o
P ———— radical a=Scortyl
= CH = H H
H H
- H"~ H =D e
e r ?FH . N | f—&‘!\n
" — R
SIEER O//:L—R SRS o |
CH CHx
radical m-tocophé&ryle o — bocophérol

Figure 19 : Régénération du tocophérol (vit. E) par I'acide ascorbique (vit. C).

3.2.2.2. La vitamine C (acide ascorbique) :

La vitamine C, ou acide ascorbique, est une molécule hydrosoluble (Wickens, 2001). C’est

un tres bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il réagit non seulement avec les

radicaux hydroxyles ‘OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes O, (et leur forme
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protonée HO,¢). En outre, l'ascorbate capte les radicaux peroxyles RO, « en réagissant avec

ces divers oxyradicaux, l'ascorbate (AscH’) est oxydé en radical ascorbyle (Asc™ ) qui est
relativement inerte vis-a-vis des matériaux biologiques. (Gardés-Albert et al., 2003). Elle
réagit egalement avec le radical tocophéryl, en régénérant la vitamine E (Figure 18 et 19), en
devenant le radical ascorbyle A", également tres stable :

La vitamine C est régénérée par d’autres molécules comme le gluthation, et des enzymes, la

gluthation peroxydase ou les superoxydes dismutases. (Gardes-Albert et al., 2003)

3.2.2.3. Les caroténoides :

Les caroténoides sont les molécules les plus efficaces pour piéger I’oxygeéne singulet. Les
caroténoides peuvent étre des hydrocarbures purs appelés caroténes (lycopene, f -caroténe...)
ou posséder un groupement fonctionnel oxygéné et dans ce cas, s’appeler xanthophylles

(astaxanthine, lutéine...) (Figure 20) (Laguerre, 2007).

p-carotéene

Lycopéene

Lutéine
gy

S

HO

Astaxanthine

Figure 20 : Principaux caroténoides antioxydants. (Laguerre, 2007)

Les caroténoides développent diverses activités biologiques, dont des activités antioxydantes
et antiradicalaires, par lesquelles ils protégent les LDL de la peroxydation: leurs nombreuses
doubles liaisons conjuguées font d’eux de bons piégeurs des radicaux libres.

Gréce au long systeme polyénique conjugué de ces molécules, I’exces d’énergie de leur état
excité (5 -caroténe*) est dissipé au travers d’interactions vibrationnelles et rotationnelles avec
le solvant ou leur environnement (Palozza et Krinsky, 1992).

0, + g — caroténe—°>0, + 8 — caroténe*

S — caroténe*— f — carotene + chaleur

&
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Par ce mécanisme de dissipation de 1’énergie sous forme de chaleur, le S -caroténe régénéré
peut commencer un nouveau cycle de piégeage de 1’*O, et constitue par conséquent un
piégeur non steechiométrique. Il est estimé que chaque molécule de caroténoide pourrait

piéger environ 1 000 molécules d’*0,, avant de réagir chimiquement et de former un produit.

3.2.2.4) Les composés phénoliques:

Les polyphenols sont généralement de puissants antioxydants; Ils ont ainsi la capacité de
protéger les végétaux contre les effets néfastes des radicaux libres générés en réponse aux
polluants, infections, rayonnements UV etc. D’autres sont également de bons inhibiteurs

d’enzymes ou sont reconnus pour leurs propriétés antiseptiques ou anti-inflammatoires.

Les flavonoides sont susceptibles de neutraliser les radicaux libres, d'exercer un réle de

protection cardio-vasculaire et de favoriser I'élimination de substances toxiques.

En raison de leur abondance dans les plantes consommées par ’homme et de leurs bénéfices
potentiels pour la santé humaine, les flavonoides font I’objet d’une attention croissante. Que
ce soit pour 1’étude des relations structure-activité, le controle de la qualité alimentaire ou le
suivi de I’absorption et de la métabolisation de ces composés phénoliques naturels. (Perron et
Brumaghim, 2009)
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Chapitre | :

Matériel et méthodes

1. Présentation de la station d’étude

Le site de Cap Falcon est situe a environ 15 Km a l'ouest de la ville d'Oran, la moyenne des
températures du mois le plus chaud est de 31°C, la moyenne des températures du mois le plus
froid est de 5,1°C. Les précipitations moyennes annuelles sont de 322 mm, le sol est sableux
formé essentiellement des dunes de sable. La position géographique est : 35° 46’ 23" Nord
et 0°47' 29" Ouest a 63 m d’altitude.

Ces données montrent une ambiance bioclimatique nettement aride, quoique tempérée par la
proximité de la mer (tempeérature, humidité relative, précipitations occultes). A cette aridité
climatique s'ajoutent les effets de vents violents qui accentuent le déficit hydrique de la
végeétation.

Le sol peu évolué enrichi en matiere organique et en éléments fins. On peut noter l'existence
d'accumulations calcaires sous forme de nodules et de tubules. Ces conditions climatiques
sont responsables d'une certaine fragilité du couvert végétal.

Deux directions de vent présentent une fréquence élevée cette station : Ouest— Sud-Ouest et
Nord— Nord-Est. Les premiers, souvent les plus violents, présentent une fréquence élevée
durant toute I'année, tandis que les seconds n'acquierent une fréquence relativement
dominante que durant la période estivale. La morphologie dunaire et les morphoses imposées
aux especes végétales montrent que les vents du secteur ouest sont les plus efficaces. (Aimé et
Marie-Josee, 1982)

2. Matériel végétal

Le matériel végétal a été récolté d’une population de la station de Cap Falcon (Oran). Les
fleurs et les tiges de Retama monosperma ont été collectées au mois de mars, période ou la
plante est en pleine floraison, alors que les fruits ont été prélevés aprés sa maturation
complete au mois d’aolt, ou les graines sont séches et dures. Les prélevements ont été

effectués de maniére aléatoire simple et représentative.

3. Séchage et broyage
Le sechage est réalisé a 1’abri de la lumiére et de I’humidité, & une tempeérature ambiante.
Ensuite le matériel végétal est réduit en poudre fine a 1’aide d’un broyeur a couteaux de type

RETCH, muni d’un filtre de 0.75mm, puis conservé dans des sachets en papier kraft.

.
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Figure 21 : Carte géographique montrant la position de la station de prélévement Cap Falcon

(Oran) §f par rapport au bassin méditerranéen. (Encyclopédie Encarta ; 2008)

4. Caractérisation phytochimique :

Le screening phytochimique sur une plante représente toujours la premiere étape de son étude
chimique. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent de déterminer les différents
groupes chimiques contenus dans un organe végeétal.

Elles n’ont évidemment qu’une valeur indicative mais elles permettent d’orienter les
recherches ultérieures.

Bien que les procédés aient déja été décrits pour la plupart par (Harborne, 1998), il nous a
semblé utile de rappeler succinctement ici ceux que nous avons utilisés.

4.1. Flavonoides (Réaction a la cyanidine) :

5410 g d’échantillon frais coupé en morceaux sont mis a bouillir pendant 5 minutes dans 100
ml d’eau. Apres refroidissement et filtration, a 5 ml du filtrat on ajoute 5 ml d’alcool
chlorhydrique, 0,50 g environ de copeaux de magnésium et quelques gouttes d’alcool
isoamylique qui rassemble la coloration rose, orangée ou rouge violacé produite lorsqu’il y a
présence des flavonoides (flavonols, flavones, flavanones).

4.2. Leucoanthocyane :

Nous avons effectué la réaction a la cyanidine sans additionner du magnésium et chauffer
pendant 15 minutes au bain-marie. Le développement d’une coloration rouge cerise ou

violace ou brun rouge indique la présence de leucoanthocyane.

@
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4.3. Anthocyane

A 5 ml d’infusé, nous avons ajouté 5 ml de H,SO,4 & 10% et 5 ml de NH,OH dilué au demi.
La présence d’anthocyane se traduit par une accentuation de la coloration par acidification
puis le virage au bleu violacé par alcalinisation.

4.4. Tanins

On opere sur un infusé a 10 %. Avec le FeClz a 1 % les tanins sont précipités de leur solution
aqueuse en donnant un precipité bleu noir ou brun verdatre selon qu'il s'agit de dérivés
galliques ou catéchiques.

4.5. Alcaloides

5 g d’organes frais sont broyés au mortier avec du sable, de fagon a dilacérer les tissus et
libérer le contenu cellulaire. La pate obtenue est reprise par 10 ml d’acide chlorhydrique 10
%, puis filtrée apres macération de quelques minutes. Les alcaloides sont recherchés sur des
prises d’essai de 1 ml de filtrat, réparties dans deux tubes a hémolyse, au moyen de 5 gouttes
des réactifs de Dragendorff et 05 gouttes du reactif de Mayer.

4.6. Saponosides

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de 1’indice de mousse, degré de
dilution d’un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des conditions
déterminées. Deux grammes de matériel végétal sec broyé a tester sont utilisés pour préparer
une décoction avec 100 ml d’eau. On porte a ¢ébullition pendant 30 min. Apres
refroidissement et filtration, on réajuste le volume & 100 ml. A partir de cette solution mére,
on prépare 10 tubes (1,6 cm de diamétre interne) avec 1, 2, ... 10 ml, le volume final étant
réajusté a 10 ml avec de ’eau distillée. Chacun des tubes est agité avec énergie en position
horizontale pendant 15 secondes. Aprés un repos de 15 min en position verticale, on reléve la
hauteur de la mousse persistante en cm. Si elle est proche de 1 ¢cm dans le x° tube, alors
I’indice de mousse est calculé par la formule suivante : I = hauteur de mousse (en cm) dans le
x® tube x 5/ 0,0x. La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice
supérieur a 100.

4.7. Terpénoides

A 2 g de matériel végétal en poudre sont ajoutés 10 a 20 ml d’hexane. Le mélange est soumis
a une agitation de 30 min puis filtré. Une CCM est effectuée, en utilisant comme solvant le
benzéne (pur a 98-99 %). Aprés migration, la plaque est pulvéerisée avec du chlorure
d’antimoine et placée a I’étuve a 110°C pendant 10 min. Toute fluorescence a 365 nm indique

la présence de terpénoides.

.
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4.8. Quinones
A 2 ml du décocté a 10%, on ajoute quelques gouttes d’ammoniaque 50%. La présence de

quinones est confirmée, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet.

4.9. Anthraquinones

A T’extrait chloroformique de chacun des organes (10%), on ajoute du KOH aqueux 10 %
(v/v). Apres agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase
agueuse au rouge.

4.10. Composés cyanogénétiques

2 g de mateériel végetal frais, broyés sont introduits dans le fond d’un tube a essai avec 1 ou 2
gouttes de tolueéne qui déclenche 1’hydrolyse de 1’hétéroside s’il y a lieu. On bouche le tube en
coingant a I’intérieur une bandelette de papier filtre imprégnée extemporanément du réactif de
Guignard (Picrate de sodium). Le papier coloré en jaune clair prend une teinte rouge sous

I’influence des vapeurs d’acide cyanhydrique HCN.

4.11. Recherche des sucres réducteurs:
1 ml de la solution a analyser est évaporé a sec. Puis, 200 ul de réactif de Fehling sont ajoutés
au résidu. L’obtention d’un précipité rouge brique apres 2-3 min de chauffage au bain-marie a

70°C indique la présence de composeés réducteurs.

5. Extraction et fractionnement des extraits bruts:

Nous avons réalisé une extraction solide-liquide suivie d’une série d’extractions liquide —
liquide pour partager les constituants de 1’extrait brute en fractions de polarités différentes
entre deux phases liquides non miscibles. Les solvants d'extraction utilisés sont le méthanol

aqueux 70%, I’hexane, le toluene, le chloroforme, I’acétate d’éthyle et le butanol.

50 g du matériel végétal séché ont été extraites avec un volume de (3 x 500 ml) du methanol
70 %, sous agitation magnétique pendant 24 heures a température ambiante. La solution

obtenue est ensuite filtrée sur Bichner n°4 sous vide.

Le volume total du filtrat est concentré a un volume de 100 ml, sous vide a 50°C par un
évaporateur rotatif muni d’une pompe a vide a faible pression, puis dilué avec un volume de
300 ml d'eau pour faire chuter le degré alcoolique, ensuite partager cette phase contre des
solvants en gradient de polarité croissante : n-hexane, toluéne, chloroforme, acétate d'éthyle
puis enfin le n-butanol. (3 x 100 ml) pour chaque solvant.

.
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Matériel végétale : 50 g

l Agitation 24h x 03. MtOH/H,0 (70 :30 ; v/v) (3 x 500 ml')

Filtration : Blichner n°4 sous vide

Filtrat

-Concentration non a sec. Dilution avec 300 ml de H,O distillée
,-Filfrnfinn

Extraction par Hexane 3x100ml

y

Phase organique

Phase aqueuse

Séchage a sec

Fraction hexanique

Extraction par le toluéne 3x100ml

Phase organique

Séchage a sec

v

Phase aqueuse

Extraction par
b le chloroforme 3x100ml

Fraction du toluene

Phase aqueuse

Extraction par I’acétate d’éthyle

Phase organique 3x100ml

Séchage a sec

Fraction chloroformique

Phase aqueuse

Phase organique

Extraction par le

Séchage a sec
butanol 3x100ml

Fraction d’acétate d’éthyle

Phase organique Phase agqueuse

Séchage a sec

Fraction butanolique

Figure 22: Schéma regroupant les étapes de fractionnement liquide-liquide des polyphenols

de Retama monosperma.
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Les extraits sont ensuite évaporés a sec a l'aide d'un évaporateur rotatif puis pesés pour
calculer le rendement. Ils sont ensuite resolubilisés dans le méthanol a une concentration de

20 mg / ml et conserver dans des flacons opaques a - 20 ° C.

Cette approche d'extraction permet de fractionner grossierement les divers produits naturels
de la matiére vegétale.
La figure 22 résume les différentes étapes d’extraction des différentes fractions des Retama

monosperma.

6. Screening chimique préliminaire par CCM

Des chromatographies sur couche mince ont été menées sur les différentes fractions des trois
échantillons de la plante, pour avoir un apercu de la présence ou 1’absence des molécules du
métabolisme secondaires ainsi leurs activités antioxydantes.

Les plagues utilisées, sont recouvertes avec du gel de silice 60 Fs4 Merck, 0,1 mm sur
support d’aluminium (20 x 20 cm).

Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec 1’éluant
approprié. Deux phases mobiles de polarité différentes ont été utilisées:

-ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10).

-ACOET-HCOOH-ACcOH-H,0 (100:11: 11: 20).

A l'aide d'une micropipette, des dépdts de 10ul d’une concentration de 4pg/ul de chaque
extrait ont été effectués de fagon linéaire sur la plaque et espacés de 1 cm afin d’éviter la
superposition des taches. Les plaques sont placées dans la cuve contenant le solvant de
migration puis retirées une fois que ce dernier parcourt 16 cm.

La plaque est ensuite séchée a l'air puis observée a l'aide d'une lampe UV a deux longueurs
d'onde (254 nm et 366 nm), ou soumise a une pulvérisation par une solution de vanilline 1 %
dans I’acide sulfurique. La révélation est activée par passage des plaques a 110°C dans une
étuve pendant quelques minutes.

Pour un screening des activités antioxydantes nous avons réalisé une bio-autographie, les
plagues CCM ont été pulvérisées par une solution de DPPH & 0.2%, les zones d’activités ont
été déterminées par la coloration jaune sur fond violet.

le facteur de rétention (Rf) = (distance parcourue par la molécule) / (distance parcourue par

le solvant de migration).

.
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7. Dosage des composés phénoliques
Des méthodes colorimétriques basées sur I’utilisation du spectrophotométre UV-visible, ont

été utilisées pour évaluer la quantité des composés phénoliques dans la matiére vegétale.

7.1. Dosage des polyphénols

Le réactif utilisé est le réactif de «Folin-Ciocalteu»; ¢’est un mélange de complexes des acides
phosphotungsténe (H3PW1,040) et phosphomolybdéne (HsPMo01,040) de couleur jaune.

Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif,
elle entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur bleu qui
absorbe & 760 nm, le dosage de polyphénols est effectué par la comparaison de la D.O

observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue.

20 pl d’extrait dilué a Img/ml est ajoutée a 1.58 ml d’eau distillée et 100 pl du réactif de
Folin-Ciocalteu 0.1N. Apres agitation vigoureuse, le mélange est maintenu au repos pendant 3
min, puis on lui additionne 300 ul d’une solution de Na,CO3 a 7.5 % puis on ajuste a un
volume final de 3 ml par I’eau distillée. Le mélange est laissé au repos pendant 90 min a la
température ambiante. La lecture de I’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de 760
nm. Une droite d’étalonnage de 0 a 0.6 mg/ml est réalisée avec de ’acide gallique dans les
mémes conditions que les échantillons a analyser (voir annexe A). Les résultats obtenus sont
exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de d’extrait sec (mg E GA/g ES).
(Singleton et Rossi, 1965)

7.2. Dosage des flavonoides

Les réactifs utilisés sont: les solutions incolores de nitrite de sodium (NaNO;, 5%) et de
chlorure d’aluminium (AICI3, 10%). Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des
flavonoides par ces réactifs, elle entraine la formation d’un complexe brunatre qui absorbe a
510 nm. La comparaison de la D.O observée a celle obtenue par un étalon de catéchine de

concentration connue permet d’évaluer la teneur totale en flavonoides.

1 mL d’extrait dilué a 1mg/ml est ajouté a 5 ml d’eau distillée et 0.3 ml de NaNO, a 5%.
Aprés 6 minutes de repos a température ambiante et a I’obscurité. Ce mélange est ensuite
additionné & 0.3 ml de AICIl3 a 10 % ; aprés 6 mn a I’obscurité ; 2 ml de NaOH 1M est ajouté.
Le volume final est ajusté a 10ml. Le mélange est soumis a une agitation au vortex, la densité

optique est lue a une longueur d’onde de 510nm. Une droite d’étalonnage de 0 a 0.3 mg/ml

.
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est réalisée avec de la catéchine dans les mémes conditions que les échantillons a analyser
(voir annexe B). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de catéchine par

gramme d’extrait sec (mg E Ct/g ES) (Dewanto et al, 2002)

7.3. Dosage des tanins condensés

Le contenu en tannins condensés également connu sous le nom de proanthocyanidines
(derives polymériques de flavan-3-ol). La méthodologie consiste a dépolymeériser les tannins
en milieu acide, et aprés réaction avec la vanilline, a les transformer en anthocyanidols
analysables a 500 nm (Price et al., 1978).

A 100pl d’extrait dilué a 1mg/ml sont ajoutés Sml du réactif vanilline/ HCL 4%. Les tubes
sont laissés au repos pendant 20 minutes avant de lire 1’absorbance a 500 nm. Une courbe
d’étalonnage établie a partir des solutions des différentes concentrations de catéchine (0 a
0.12 mg/ml) permet d’exprimer la concentration des tanins condensés en mg équivalent

catéchine/ g d’extrait sec (mg ECt/ gES), voire annexe C.

8. Evaluation de la capacité antioxydante

L’évaluation de I’aptitude du composé (extrait) a piéger des radicaux libres consiste donc a
mesurer sa capacité a piéger les radicaux libres et donc a ralentir ou inhiber la création de
radicaux libres.

Dans le cas de I’évaluation de I’activité antioxydante en fonction de I’équivalence en vitamine
C, la méthode consiste a comparer I’absorbance de nos échantillons a celle d’une droite
d’¢étalonnage qui relie I’absorbance a la concentration en vitamine C.

Les deux types de radicaux que nous avons utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante de nos

extraits de plantes sont: le radical DPPH et le radical PPM.

8.1. Activité antioxydante totale

La méthode consiste a introduire dans un tube 300 pl d’échantillon, mélangés a 2.7ml d’un
réactif composé de H,SO,4 (0,6 M), de NaH,PO, (28 mM) et du molybdate d’ammonium (4
mM). Le tube est ensuite bien fermé puis incubé a 95°C pendant 90 minutes. Apreés les avoir
refroidis, I’absorbance est mesurée a 695 nm. Le témoin est constitu¢ de 300 pl de méthanol
mélangé avec 2.7 du réactif mentionné ci-dessus. Les echantillons et les témoins sont incubés
dans les mémes conditions. Une droite d’étalonnage de 0 & 0.6 mg/ml est réalisée avec de

I’acide ascorbique dans les mémes conditions que les échantillons a analyser, voire annexe D.

.
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Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent acide ascorbique par gramme d’extrait

sec (mg EAA/QES) (Prieto et al., 1999)

8.2. Etude de I’activité antioxydative par DPPH

La méthode du DPPH’ est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de I’espéce

radicalaire stable DPPH ‘en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), qui aboutit

a la formation d’une forme non radicalaire, le DPPH-H. Ainsi plus la perte de couleur est
rapide plus le donneur d’hydrogéne est considéré comme un antioxydant fort.

La capacité antioxydante des extraits de Retama monosperma est déterminée selon la méthode
de (Brand-Williams et al., 1995). 0.1 ml de différentes concentrations (0.01 a 10mg/mL) de
chaque extrait est ajouté a 3,9 mL de DPPH a (60 pumol/L). La lecture de 1’absorbance est
faite a 517 nm apres 30 mn d’incubation dans 1’obscurité. Les essais sont repris au moins trois
fois. La capacité antioxydante de nos échantillons a été exprimée en pourcentage d’inhibition
du radical DPPH’ suivant I’équation : % Inhibition = (A blanc — A échantillon) x100/Ablanc
A = absorbance a 517 nm.

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration le
pourcentage d’inhibition correspondant, nous avons établi une régression linéaire entre les
différentes concentrations et les pourcentages d’inhibition.

A partir de cette régression, nous avons déduit la valeur correspondante d’ICsq (concentration
inhibitrice de 50 %), qui correspond a la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour

réduire 50% de radical DPPH. L’acide ascorbique est utilisé a titre de comparaison.

9. Analyses statistiques

L'analyse statistique a été réalisée a 1’aide d’un logiciel Microsoft Excel 2007. Toutes les
analyses ont été répetées au minimum trois fois, les valeurs représentent une moyenne avec
un écart type. Les coefficients de corrélation de Pearson (r) expriment la relation entre les
variables étudiées.

Le coefficient de corrélation est compris entre -1 et 1. Un signe négatif indique que (y) varie
en sens inverse de (x) et on parle alors de corrélation négative. Plus le coefficient est proche
des valeurs extrémes -1 et 1, plus la corrélation entre les variables est forte. Si le coefficient
est proche de 0, les deux variables sont linéairement indépendantes tandis qu'une liaison

linéaire est d'autant plus marquée que le coefficient s'approche de 1 ou de -1.

.
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Chapitre 11 :
Résultats et discussion

1. Résultats
1.1. Caractérisation phytochimique:
Les résultats de I’évaluation préliminaire de la composition phytochimique de Retama
monosperma par screening chimique sont repris dans le tableau 7. Nous remarquons que les
flavonoides, les tannins, les saponosides, les alcaloides et les sucres réducteurs sont présents
dans les trois organes. Ainsi les composés cyanogenétiques, les anthocyanes, les quinones et
les anthragquinones sont absentes. Quant aux leuco-anthocyanes et les terpénoides elles sont
détectées uniquement dans les fleurs et les graines.

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des classes phytochimiques présentes dans

les tiges, les fleurs et les graines de Retama monosperma

Classe des molécules Tiges Graines Fleurs

Flavonoides + + +

Genine flavonique (Flavonole et | (Flavanone) (Flavone)
Flavanonole)

Anthocyanes - - -

Leuco-anthocyanes - - +

Catéchols - - +

Tannins (FeCly)

Catéchiques + + +

Galliques _ - _

Saponosides + t +
Indice de mousse 53.7 15 67.3
+1.20 0 +2.20

Sucres réducteurs (Fehling) + + +

Anthraquinones - - -
Quinones - - _
Composés cyanogenetiques (Guignard) - - -

Alcaloides + + +

Terpénoides - + +

+ = présent; - = absente

-
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1.2. Rendement des extraits et des fractions

Le tableau. 8 : présente les pourcentages massiques des fractions obtenues a partir des extraits
bruts. Les résultats suggérent que Retama monosperma est riche en composes polaires ayant
une forte affinité pour le méthanol aqueux, par contre cette espéce est tres pauvre en

composés apolaires qui ont des affinités avec I'hexane et le toluéne.

Tableau 8 : Pourcentages massiques des fractions obtenues a partir des extraits bruts

Methanol 70% n-Hexane | Toluene Chloroforme Acetate d’ethyle n-Butanol

Tiges 23.26 - - 0.6 0.47 4.55
Fleurs 34.8 - 0.075 1.1 15 11.3
Graines 18.13 - 0.05 - 1.2 2.06

1.3. Screening chimique preliminaire par CCM

Les chromatogrammes font apparaitre de trés nombreuses taches, diversement colorées, voire
figure 23, 24 et 25

La bio-autographie par chromatographiques sur couche mince permet de montrer que mis a
part les extraits butanolique, tous les autres extraits ont montré une activité antioxydante par
le test au DPPH, I’intensité de cette activité varie d’un extrait a un autre et aussi selon le
solvant de migration. L’extrait au toluéne et I’extrait a I’acétate d’éthyle des graines ont
montré trois spots franchement positifs et apparaissent majoritaires d'aprés I'importance des
taches, avec le solvant de migration ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10) et qui sont absents
dans les autres organes et les autres extraits, ces spots ont des R de 0.12, 0.21 et 0.46. Voire

figure 26.

F
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Figure 23 : Chromatogramme de différents extraits et leurs fractions de Retama monosperma, pulvérisé par la
vanilline sulfurique. I : Solvant de migration : ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10). 11 : Solvant de migration :
ACOEt-HCOOH-ACcOH-H,0 (100:11: 11: 20). 1 : Toluéne graines. 2 : Toluéne fleurs. 3 : chloroforme fleurs.

4 : chloroforme tiges. 5 : Acétate d’éthyle graines. 6 : Acétate d’éthyle fleurs. 7 : Acétate d’éthyle tige. 8 : Butanol
graines. 9 : Butanol fleurs. 10 : Butanol tiges. 11: Brute (méthanol 70%) graines. 12: Brute (methanol 70%) fleur. 13 :

Brute (méthanol 70%) tiges.
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Figure 24. Chromatogramme de différents extraits et leurs fractions de Retama monosperma, observé sous
UV. | : 254 nm. 11 : 366nm. Solvant de migration : ACOEt-HCOOH-ACcOH-H,0 (100:11: 11: 20). 1 : Toluéne

graines. 2 : Toluene fleurs. 3 : chloroforme fleurs. 4 : chloroforme tiges. 5 : Acétate d’éthyle graines. 6 : Acétate d’éthyle
fleurs. 7 : Acétate d’éthyle tige. 8 : Butanol graines. 9 : Butanol fleurs. 10 : Butanol tiges. 11: Brute (méthanol 70%)

graines. 12: Brute (methanol 70%) fleur. 13 : Brute (méthanol 70%) tiges.
54
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Figure 25 : Chromatogramme de différents extraits et leurs fractions de Retama monosperma, observé sous
UV. I : 254 nm. 11 : 366 nm. Solvant de migration : ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10). 1 : Toluéne graines.

2 : Toluéne fleurs. 3 : chloroforme fleurs. 4 : chloroforme tiges. 5 : Acétate d’éthyle graines. 6 : Acétate d’éthyle fleurs.
7 : Acétate d’éthyle tige. 8 : Butanol graines. 9 : Butanol fleurs. 10 : Butanol tiges. 11: Brute (méthanol 70%) graines.
12: Brute (methanol 70%) fleur. 13 : Brute (méthanol 70%) tiges.
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Figure 26 : Chromatogramme de différents extraits et leurs fractions de Retama monosperma, pulvérisé par le
DPPH 0.2 % I : Solvant de migration : ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10). 11 : Solvant de migration : ACOET-

HCOOH-ACOH-H,0 (100:11: 11: 20). 1 : Toluéne graines. 2 : Toluéne fleurs. 3 : chloroforme fleurs.
4 : chloroforme tiges. 5 : Acétate d’éthyle graines. 6 : Acétate d’éthyle fleurs. 7 : Acétate d’éthyle tige. 8 : Butanol
graines. 9 : Butanol fleurs. 10 : Butanol tiges. 11: Brute (méthanol 70%) graines. 12: Brute (methanol 70%) fleur.

13 : Brute (méthanol 70%) tiges.
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1.4. Rendement du dosage des composés phenoliques

Les teneurs des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins sont déterminées a partir
des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées en mg
équivalent d’acide gallique d’extrait sec pour les polyphenols et mg équivalent de catéchine
par g d’extrait sec pour les flavonoides et les tannins condensés.

Les résultats de l'analyse colorimétrique des composés phénoliques totaux, des flavonoides
totaux et des tannins condensés sont résumeés dans le tableau 9 et sont représentés sur les
figures 27 ; 28 et 29.

Les résultats montrent que les fractions d’acétate d’éthyle des trois organes, contiennent les
teneurs en polyphénols totaux (Poly) et en flavonoides (Flav) les plus élevées, en particulier
dans les graines 524.81 mg GAE/g pour les polyphenols et 300.2 mg CE/g pour les
flavonoides, alors, que la quantité la plus faible en ces composés a été trouvée dans la
fraction butanolique des fleurs avec des teneurs de 90.81 mg GAE/g pour les polyphenols et
17.1 mg CE/g pour les flavonoides.

Les résultats des analyses quantitatives en tanins condensés (Tan. Cond) indiquent que ces
molécules ne sont pas les constituants majoritaires des composées phénoliques des différentes

fractions, leur quantité varie entre 2.01 et 9.6 mg CE/g entre les différents extraits et leurs

fractions.
Tableau 9 : Résultats de la quantification spectrophotométrique
des phénols totaux, flavonoides et tannins.
Tiges Fleurs Grains
Poly Flav Tan. cond Poly Flav Tan. cond Poly Flav Tan. cond
mg GAE/g mg CE/g mg CE/g mg GA/ g mg CE/g mg CE/g mg mg CE/g mg CE/g
GAE/g
Toluéne - - - 146.37 46.76 2.5 263.78 | 130.85 3.6
+0,17 +0.27 +0.27 +0,12 +0,43 +0.23

Chioroforme] 148.05 |  60.6 9.60 | 182.16 | 415 | 558

+ 0,20 +0.19 +0.33 +0,06 +0,12 +0.23
Acétate 227.13 93.38 25 229.19 31.33 4.67 52481 1 300.2 7.56
@’éthyle + 042 +0,17 +0.21 +0,47 +0,02 +0.48 +1.23 +0,37 +0.61
n-butanol 137.72 39.56 5.97 90.81 171 2.01 232.01 1 97.39 4.01
+0,33 +0,17 +0.45 +0,16 +0,03 +0.11 +0,28 +0,54 +0.34
Methanol 212.05 19.41 8.01 200 17.42 6.01 239.85 1 47.23 3.02
70% + 0,19 +0.06 +0.35 +0,4 +0.02 +05 +0,04 +0.07 +0.27
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La quantité
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Figure. 27 : Teneur en composés phénoliques totaux (mg GAE/g), en flavonoides et en

tannins condensés (mg CE/g) dans les graines de Retama monosperma
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Figure 28 : Teneur en composés phénoliques totaux (mg GAE/g), en flavonoides et en

tannins condensés (mg CE/qg) dans les fleurs de Retama monosperma
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Figure 29 : Teneur en composés phénoliques totaux (mg GAE/Q), en flavonoides et en
tannins condensés (mg CE/g) dans les tiges de Retama monosperma
1.5) Activités antioxydatives :
La capacité antioxydante totale a été déterminée a partir une équation de la régression linéaire
d’une courbe d’étalonnage exprimée en mg équivalent d’acide ascorbique par gramme

d’extrait sec (mg EAA / g).

Les résultats de 1’activité antioxydante déterminée a 1’aide des tests PPM et de DPPH sont

résumés dans le tableau 10.

La figure 30 montre que tous les extraits des trois organes présentent des capacités

antioxydantes différentes.
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Tableau 10 : Résultats des activités antioxydantes

Tiges Fleurs Grains
DPPH TAC DPPH TAC DPPH TAC
ICs0 (mg/ g ICso (mg/ g ICso (mg/ g
(mg/ ml) EAA) (mg/ ml) EAA) (mg/ ml) EAA)
Toluene - - 3.13 63.26 0.31 129.8
+0.21 +0.38 +0.13 +0.39
Chloroforme 3.15 86.29 2.56 107. 87 - -
+0.2 +0.52 +0.19 +0.72
Acétate d’éthyle 151 68.22 3.32 39.56 0.15 197.95
+0.11 +0.48 + 0.17 +0.20 +0.11 0,98
n-butanol 2.88 58.01 24.1 26.24 1.17 111.07
+0.15 +0.29 + 0.71 +0.22 +0.15 +0.45
Methanole 70% 3.87 43.14 4.08 34.11 1.66 57.23
+0.22 +0.31 +0.25 +0.15 +0.13 +0.31

TAC 250

(mg/ g
EAA)

200

150

100

50

Figure 30

Toluéne

: La capacité antioxydante totale des différents extraits des graines, tiges et fleurs

Chloroforme

Acétate
d’éthyle

II bl

n-butanol

de Retama monosperm
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B Fleurs
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Le pouvoir antioxydant d'un composé est d'autant plus élevé lorsque son ICs est faible. Tous

les extraits présentent ICsp plus élevé que ’acide ascorbique. (Fig. 31)

Tous les extraits présentent une activité antioxydante contre le DPPH plus faible que 1’acide

ascorbique, ce dernier a un IC 50 de 0.05mg/ml

La fraction d’acétate d’éthyle des graines présente un IC 5o le plus faible (0.15mg/ml) donc
c’est la fraction qui porte les molécules a pouvoir antioxydant le plus élevé, suivie de la

fraction du toluene des graines (IC 5 : 0.31 mg/ml).

La fraction butanolique des fleurs a une concentration de 10 mg/ml n’arrive méme pas a

éliminer 20% du DPPH. (Fig. 31. C)

1.6) Relation entre composés phénoliques et activité antioxydante :

Nous avons cherché a établir une relation entre les teneurs en composés phénoliques et
I’activité antioxydante des extraits ; le coefficient de corrélation (r).

En établissant la relation entre la capacité antioxydante totale et les teneurs en phénols totaux,
en flavonoides et en tannins, on trouve une trés bonne corrélation a été établit avec les
flavonoides (r = 0, 912), et une bonne corrélation aussi avec les phénols totaux (r = 0.78), mais

cette corrélation est tres faible avec les tannins (r = 0.26). (Figure 32)

De méme il n’y a pas de corrélation entre les teneurs en tannins condensés et IC 5o du DPPH,
(r =0.3). Cette corrélation elle est négative et importante (- 0.79) avec les flavonoides et peu

importante (-0.66) avec les phénols totaux. (Figure 33).
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Figure 31: Activité antioxydante des différents extraits et leurs fractions (Toluéne., (chloro)

Chloroforme., (A,E) Acétate d’éthyle., Butanol. , I’extrait brute (Brut) )de Retama

monosperma et le témoin (Acid,Asco) acide ascorbique. A : graines, B : tiges, C : fleurs
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Figure 32 : Relation entre I’activité antioxydante totale et les teneurs en phénols totaux (A),
flavonoides (B) et les tannins condensés (C).
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Figure 33 : Corrélation entre la réduction du DPPH exprimée en valeur ICso et les teneurs en
phénols totaux (A), flavonoides (B) et les tannins (C)
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2) Discussion :

La caractérisation phytochimique effectué pour la premiere fois sur Retama monosperma
montre que les flavonoides, les tannins, les saponosides, les alcaloides et les sucres
réducteurs sont présents dans les trois organes, ceci justifie sa résistance contre les forts
ensoleillements « radiations U. V » et sa propre protection contre les herbivores du fait que

Retama monosperma elle n’est pas broutée par le bétail.

Les flavonoides jouent un role important dans la protection contre les UV en absorbant les
radiations UV et en protégeant ainsi les tissus internes des tiges et des feuilles (Treutter,
2005).

Les enzymes entrant dans la biosynthése des flavonoides sont inductibles par les UV, en
particulier le glucose-6-phosphatase déshydrogénase, la 3-déoxy-D-arabino heptulosonate-7-
phosphate synthase et la Sadénosyl- homocystéine hydrolase (Zhang et al., 2009).

Les flavonoides peuvent aussi avoir un effet négatif comme substances antiappétantes,

comme réducteurs de la digestion et comme toxines.

La production des alcaloides quinolozidines et bipipéridines constituent un moyen de défense
essentiel pour les plantes, elles sont toxiques pour les animaux (les symptdmes sont des
crampes, des vomissements et méme la mort par une paralyse respiration). Les alcaloides
quinolizidines sont des neurotoxines, interferent avec le systeme nerveux des animaux,
affectant principalement les récepteurs de I'acétylcholine nicotiniques et muscariniques
(Wink, 1998).

Certains alcaloides protegent les plantes contre les dommages provoqués par UV, ainsi leur

gout amer repousse et leur toxicité affaiblit puis tue les herbivores.

Les saponines sont utilisées contre les herbivores et les microorganismes, notamment des
champignons et des virus. (Wink, 2003). Une fois ingérés, les saponosides provoquent des
effets caustiques et d’importantes irritations gastriques ; ils sont a 1’origine de certaines
météorisations spumeuses car ils forment des mousses stables. Les saponosides sont tenus
pour responsables des photosensibilisations hépatogenes provoquées chez le mouton par
diverses especes d’Agave spp., Panicum spp. ou Tribulus terrester. Les génines, isomérisées
et glucuroconjuguées, cristallisent et se transforment en glucoronates insolubles qui obstruent
les voies biliaires : il en résulte la rétention de la phylloérythrine photodynamisante (Kazi
Tani, 2014)
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Les tanins sont des composés phénoliques qui se lient aux protéines, notamment les enzymes
digestives, ce qui donne des « lourdeurs d’estomac ». Leur astringence, une sensation

gustative tres désagréable, qui est une de leurs caractéristiques. (Kazi Tani ; 2014)

La détection des terpénoides uniquement dans les fleurs et les graines dues a leurs
interventions dans la reproduction ; les plantes font souvent appel a d'autres organismes pour
disperser le pollen et les graines. A cet effet, des composés volatils libérés des fleurs et des
fruits (Knudsen et al., 2006) servent a attirer les pollinisateurs en particulier les
monoterpenes et les sesquiterpenes qui sont des bons vecteurs d'information a distance parce
que ces molécules lipophiles ont un faible poids moléculaire et une pression de vapeur élevée
a la température ordinaire.

Par ailleurs, un certain nombre de terpenes ont des propriétés toxiques, répulsives ou
attractives pour d'autres organismes, ce qui a conduit a la conviction qu'ils ont des roles
écologiques dans les interactions antagonistes ou mutualistes entre les plantes et plantes-
animales (Langenheim, 1994). Certains terpenes sont toxiques vis-a-vis de certains insectes
(Justicia et al., 2005) ou nématodes (Lorimer et al., 1996), cette action s’effectuer par une
action directe sur les récepteurs du godt (Messchendorp et al., 2000). L’action des terpénes
peut s’exercer comme dans le cas des insectes par des flaveurs indésirables qui conduisent a
une aversion contre les plantes contenant ces substances. Par ailleurs, les terpénes peuvent
influencer I’ingestion indirectement par des voies post-ingestives comme la réduction de la
digestion (Robbins et al., 1987), la toxicité générale sur I’animal et I'acidose sanguine (Foley,
1992).

Cette caractérisation phytochimique indique aussi, 1’absence des composés cyanogenetique,
des anthocyanes, des quinones et des anthraquinones ceci est due probablement a des facteurs
externes; 1’age, le climat, le sol, la période de la récolte... etc., influent sur la concentration
d’un constituant actif dans la plante. (Banerjee et Bonde, 2011). Parfois, I'influence de ces
facteurs peut conduire méme a I'absence de constituants actifs dans la méme espéece récoltée

de différentes stations (Trease et Evans, 2002).

La différence des rendements des extraits bruts et de leurs fractions résulte de la différence de
polarité des solvants et la nature chimique des molécules correspondante a chaque extrait.

Selon Dai et Mumper (2010) le rendement de I'extraction dépend du solvant en particulier
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sa polarité, le temps et la température d'extraction le rapport ou ratio solide-liquide, ainsi que
la composition chimique et les caractéristiques physiques des échantillons, telle que la taille
des particules de I'échantillon. L'abaissement de la taille des particules améliore également le
rendement en composés phénoliques (Nepote et al., 2005)

Les solvants moins polaires sont considérés comme étant appropriés pour l'extraction des

composés phénoliques lipophiles (Alothman et al., 2009).

La chromatographie sur couche mince montre une diversité de coloration des spots apres
révélation par la vanilline sulfurique, ce dernier est un réactif polyvalent a spectre large et il

permet la détection des molécules de classes chimiques différentes.

Plusieurs auteurs utilisent ce réactif comme révélateur non spécifique, il réagit avec de
nombreux composés tels que les terpénoides, les stérols, les alcaloides et avec tous les
composés lipophiles, formant des spots de couleur foncée ( Waksmundzka-Hajnos et al.,
2008).

Janicsak et al. (1999) ont montré que certains acides phénoliques réagissent avec la vanilline

sulfurique en formant des spots pourpres ou violets claire.

La vanilline sulfurique permet de détecter plusieurs molécules du métabolisme secondaire tel
que les phénols, les stéroides, les glycosides, des saponines, des hydrates de carbone et les
terpénes (Sherma et Fried, 2003). Selon Spangenberg et al. (2011) il permet la révélation
des stéroides, des huiles essentielles, des terpenes, des caroténoides, des phénols, catéchine,

des flavonoides, des ginsénosides, des acides gras, et des antibiotiques.

Dans le solvant de migration: AcOEt-HCOOH-AcOH-H,O (100:11: 11: 20) considéré
comme solvant polaire nous avons visualisé pratiquement dans tous les extraits deux spots
majoritaire de Ry 0.75 et 0.71 sous UV 254, alors que cette méme plaque ne montre aucun
spot sous UV 366.

La majorité des molécules des solutés des extraits du toluéne et du chloroforme et 1’acétate
d’éthyle des graines atteignent le front de migration de 1I’éluant et n’ont pas était retenues par

la phase stationnaire ce qui signifie que le solvant est tres polaire.
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Le solvant de migration ACOET-MeOH-H,O (100:13.5:10) considéré comme solvant
moyennement polaire permet une meilleure séparation des molécules extraites par le toluéne,
le chloroforme et 1’acétate d’éthyle des graines. Cette bonne séparation des molécules résulte

de la polarité du solvant qui est voisine a celle des solutés a séparer.

Les spots de Rs de 0.69 ; 0.61 et 0.51 de la fraction chloroformique des tiges et 0.69 et 0.51
de la fraction chloroformique des fleurs et de 0.71 ; 0.69 et 0.51de la fraction du toluene des
fleurs sont détecter uniquement sous UV 254 nm et sont absente sous UV 366 nm ce qui

signifie que ces spots correspondent a des molécules des classes chimiques différentes.

La bio-autographie par chromatographie sur couche mince est un moyen de détection de
I'activité biologique d'un échantillon qui a migré sur la plaque a 1’aide un solvant approprié.
La technique ne nécessite que de petite quantité d'échantillon. Permet 1’étude d’un mélange

complexe d’un extrait végétal et peut étre aussi utilisé pour I'isolement de ces constituants.

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle posséde un électron non apparié sur un
atome du pont d’azote (Figure 38) Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne
forment pas des dimeres, le DPPH’ reste dans sa forme monomere relativement stable a
température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur violette bien caractéristique
de la solution de DPPH"™ La mesure de ’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la
transformation de la coloration bleue. Dans le cas des composés phénoliques (RH), le
mécanisme principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H
sur le DPPH" alors neutralisé en une molécule stable DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine)

de couleur jaune (Molyneux, 2004).

NO, NO,
2,2’-Diphenyl-1-picrylhydrazy! de Couleur violette 2,2°-Diphenyl-1-picrylhydrazine de Couleur jaune

Figure 34 : La réaction de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical avec

des capteurs de radicaux (RH)
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La bio-autographie de I’activité antioxydante par DPPH des différente extraits de Retama
monosperma a bien montré que les fractions d’acétate d’éthyle et la fraction du toluéne des
graines présentent trois spots majoritaires bien séparées dont leurs R¢sont 0.12, 0.21 et 0.46
avec le solvant de migration ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10), ce qui indique que ces

fractions possédent des molécules a activité antioxydante intéressante.

Par contre la fraction butanoliques des graines ne montre aucune activité antioxydante contre

le DPPH par bio-autographie.

Les reésultats de I'analyse colorimétrique par spectrophotomeétre des polyphénols totaux
montrent que les fractions d’acétate d’éthyle sont les plus riches en polyphénols totaux, alors,
que la quantité la plus faible en ces composes a été trouvée dans les fractions butanoliques.

La quantification des polyphénols totaux concorde parfaitement avec les résultats de la CCM,
ou nous n’avons trouvé pratiquement aucun spot dans la fraction butanolique des fleurs et des

spots bien prononcés et bien séparés dans la fraction d’acétate d’éthyle des graines.

Nos résultats sont complétement différents de ceux trouvés chez une espéce du méme
genre Retama ; Retama reatam de Tunisie ou la fraction butanolique des fleurs qui est la plus
riche en polyphenols (220.81 mg CAE/qg) flavonoides ( 54.97 mg CAE/Q) et c’est les tannins
qui dominent avec une teneur varie entre 325.31 et 379.12 mg CAE/qg. (Edziri et al., 2008),
ces différences sont probablement dues a la position biogéographique des deux especes,
Retama monosperma est une espece cotiére alors que Retama reatam est une espéece sub-

saharienne et saharienne.

Le contenu phénolique des écorces et des tiges dans différents extraits de Caesalpinia
pyramidalis (Caesalpiniaceae) du Nord-Est du Brésil a été évaluer par Silva et al., (2011) ;
les phénols totaux variait entre 135.55 et 459.79 mg d’acide tannique équivalents par gramme
d'extrait sec (mg TAE/g) et de 114.55 a 370.40 milligrammes équivalent a la rutine par
gramme d'extrait sec (mg RE/g) en flavonoides.

La solubilité des polyphénols dépend principalement des groupes hydroxyle, la taille des
molécules et la longueur de la chaine hydrocarbonée.

La quantité des composés phénoliques dans un extrait végétal est influencée par la nature
chimique des composés, ainsi que la méthode d'analyse, la sélection des standards et la
présence de substances interférentes (Naczk et Shahidi, 2006).
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En raison de [I'hétérogénéité des composés phénoliques naturels et du possible de
I’interférence des autres substances facilement oxydés dans les matiéres végétales, plusieurs
méthodes sont utilisees pour la détermination des composés phénoliques totaux mais aucune
n’est parfaite. Parmi ces méthodes on a la technique du Folin-Ciocalteu qui est la plus utilisée
et présente le moins d’inconvénients. Elle repose sur le transfert des électrons dans un milieu
alcalin  des composés phénoliques au complexe acide phosphomolybdique /

phosphotungstique pour former des complexes bleus (Singleton et al., 1999).

Pour la premiére fois, nous avons évalué les propriétés antioxydantes de Retama monosperma

Le test du PhosPhoMolybdate (PPM) est une variante du test au DPPH. Au cours de ce test,
I’hydrogéne et 1’électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant) vers le
complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la
structure du composé antioxydant.

Le test est basé sur la réduction du molybdéne (V1) en molybdene (V) par I'échantillon. Cette
réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/ Mo (V)) a un
pH acide. On mesure la diminution de la coloration du complexe molybdéne (V1) en présence
d’antioxydant. A la différence des autres tests, ce test permet non seulement de quantifier
I’apport de ’activité antioxydante des polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants

tel que les vitamines (C, E...) (Prieto et al., 1999).

La capacité antioxydante totale la plus élevée dans les différents extraits de Retama
monosperma a ¢été déterminer dans la fraction d’acétate d’éthyle des graines avec un taux de
197.95 mg EAA / g, suivie par la fraction de toluene des graines avec une capacité de 129.8
mg EAA / g, cette capacité se rapproche de celle trouver dans la fraction d'acétate d'éthyle des
feuilles d’Albizia procera (Mimosaceae) ; 181.16 mg EAA / g (khatoon et al., 2013). Alors
qu’elle est tres faible chez Dolichos biflorus (Papilionaceae) ; 0.058 mg EAA / g dans I’extrait
d’acétate d’éthyle obtenue par une percolation continue de 24 heures par soxhlet (Karri-
Nanaji et al., 2011)

Le test de I’activité antioxydante par DPPH confirme les résultats trouvés par le test du
PhosPhoMolybdate dont les fractions d’acétate d’éthyle et du toluéne présentent
respectivement des IC 5o de 0.15 mg/ml et 0.31 mg/ml, ces IC 5o sont les plus faibles parmi
les différents extraits donc seront considérés comme les plus puissants. Néanmoins ces deux

fractions présentent aussi les teneurs les plus élevées en polyphenols et en flavonoides.
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Par contre le pouvoir réducteur de la fraction butanolique et tres faible dans les deux tests.
Ces résultats confirment les résultats du screening des activités antioxydantes par bio-
autographie, ou I’extrait du toluéne et I’extrait d’acétate d’éthyle des graines ont des résultats

positifs tandis que 1’extrait butanolique des fleurs donne un résultat négatif.

Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, notamment
les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPHe, type de solvants, pH) et le
profil phénolique en particulier (Molyneux, 2004).

Le travail réalisé sur les fleurs de Retama reatam de la station de Kerker (Tunis) montre que
la fraction qui presente la meilleure activité antioxydante vis-a-vis du DPPH est la fraction
d’acétate d’éthyle avec un ICsq de 0.4 mg/ml. (Edziri et al., 2008). A partir de cette fraction,
deux molécules ont été isolées et identifiées, sont responsables des activités antioxydantes,
antivirales, cytotoxiques, antibactériennes et antifongiques, ces deux molécules correspondent
aun Licoflavone C qui est une flavone avec une formule chimique CxHig0s et un Derrone

qui est un isoflavone de formule chimique CyoH1605 (Edziri et al., 2012)

L’étude de l'activité antioxydante de neuf especes de la famille des fabacées par (Godevac et
al., 2007) montre que cette activité varie d’une espéce a une autre le 1C 5o du DPPH peut aller

de 0.013 mg/ml chez Trifolium pannonicum au 0.156 mg/ml chez Astragalus glycyphyllos.

Luo et al., 2010 ont évalué l'activité antioxydante des composés phenoliques de diverses
fractions de I'extrait brute éthanolique de Dracaena cambodiana (Asparagaceae) et ils ont
observé que la fraction d'acétate d'éthyle contenait la teneur la plus élevee de phénols totaux
et présente la plus grande capacité de piégeage des radicaux libres (IC 5o du DPPH : 1.61
mg/mL).

L’¢étude des corrélations entre les différentes molécules étudiées et leurs pouvoirs réducteurs
montrent que les flavonoides présentent les coefficients de corrélation les plus importants
dans les deux tests, ainsi que lorsque la quantité des composés phénoliques totaux et des
flavonoides est plus élevee, la concentration inhibitrice du DPPH sera plus faible c’est la
raison pour laquelle leurs régressions linaires été négatives. Par contre aucune corrélation

n’est détectée entre les tannins condensés et les activités antioxydantes.
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Plusieurs travaux similaires ont été réalisés dans ce sens, présentent des résultats similaires.
Une corrélation négative a été obtenue avec le méme test et le contenu en flavonoides (r = -
0.709) et les composeés phénoliques totaux (r = - 0,731) dans les graines de soja (Dajanta et
al., 2013).

L’¢tude de la capacité antioxydante dans 92 extraits obtenus a partir de 27 especes
appartenant aux différentes familles de la forét tropicale de la Malaisie, indique une
corrélation négative trés significative entre le DPPH et les teneurs totales du contenu

phénolique pour les 92 extraits avec (r = - 0,821) (Clarke et al., 2013).

Cette corrélation négative entre les composés phénoliques et I’activité antioxydante DPPH a

été aussi déterminé chez cing variétés de Ipomoea batatas (Convolvulaceae) avec un
(r=-0.826) (Rumbaoa et al., 2009).

Plusieurs travaux de recherche montrent que 1’activité antioxydante est en étroite relation avec
la structure des flavonoides, en particulier : les groupes hydroxyle, O-méthylation, la double

liaison 2-3 et la fonction 4-oxo, les fractions glucidiques et le degré de polymérisation.

La position et le nombre total de groupes hydroxyle influencent sensiblement différents
mécanismes de l'activité antioxydante (Burda et Oleszek, 2001). La capacité de piégeage des

radicaux libre est principalement attribuable a la réactivité élevée de substituant hydroxyles

qui participent a la réaction suivante : F-OH +R" — F-O"+RH

T OH -

(@) (b) ©)

Figure 35 : Les relations structure-activité antioxydante des flavonoides, (a) groupement
catéchol de I'anneau B, (b) présence de groupes hydroxyle a la position 3 et 5, (c) la double
liaison 2,3 en conjugaison avec une fonction 4-oxo d'un groupe carbonyle en cycle C.
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La configuration des hydroxyles du cycle B est le facteur le plus important pour le piégeage
des espéces réactives de l'oxygene et des espéces réactives de l'azote, car il céde un
hydrogene et un électron a un hydroxyle, a un peroxyle, et a des radicaux peroxynitrite, ce qui
permet de les stabiliser et donnant ainsi naissance a un flavonoide radical relativement stable.
(Sekher-Pannala et al., 2001).

La structure 3’,4” catéchol dans le cycle B améliore I'inhibition de la peroxydation lipidique.
(Dugas et al., 2000). Cette disposition fait des flavonoides des piégeurs les plus puissants de
peroxyle (Dugas et al., 2000) superoxyde (Cushnie et Lamb, 2005) et des radicaux de
peroxynitrite (Haenen et al., 1997). L’oxydation d'un flavonoide se produit sur le cycle B
lorsque le catéchol est présent (Acker-Van et al., 1996), ce qui donne un radical assez stable ;
ortho-semiquinone (Arora et al., 1998).

Les hydroxyles 3- et 5- avec la fonction 4-oxo dans les cycles A et C, sont essentiels pour

augmenter le potentiel de piégeage des radicaux. (Bors et Michel, 2002)

L'hétérocycle des flavonoides contribue a I’activité antioxydante par la présence d'un 3-OH

libre, et permettant la conjugaison entre les noyaux aromatiques (Burda et Oleszek, 2001).

Les flavonoides avec un 3-OH et 3°, 4’catéchol sont signalés a étre 10 fois plus puissantes que

le ebselen, un piégeur connu contre peroxynitrite (Haenen et al., 1997).

Plusieurs travaux montrent que la O-méthylation des groupes hydroxyle des flavonoides
diminue leur capacité de piégeage des radicaux (Ollila et al., 2002).

La distinction entre les différentes classes structurelles des flavonoides est la présence ou
I'absence d'une liaison insaturée en 2-3 en conjugaison avec une fonction 4-oxo. Les
flavonoides avec une double liaison 2-3 en conjugaison avec un groupe de 4-carbonyle
présentent des valeurs de ICs plus faible (indicatif de forte activité antioxydante) par rapport
a ceux avec des hétérocycles saturés (Cholbi et al., 1990).

La présence, la position, la structure, et le nombre total de fragments de sucre en flavonoides
(flavonoides glycosides) jouent un réle important dans I'activité antioxydante. Les aglycones
sont des antioxydants plus puissants que leurs glycosides correspondants (Williamson et al.,
1999).
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L'augmentation de degré de polymérisation augmente I'efficacité de procyanidines contre une
variété d'especes radicalaires. Les dimeres de procyanidine et les triméres sont plus efficaces
que les flavonoides monomeres contre I'anion superoxyde. Tétraméres présentent une plus
grande activité contre le peroxynitrite et superoxyde, tandis que heptameres et hexameres
démontrent une propriété de piégeage nettement plus supérieure que les trimeres et les
tétrameres (Wang et al., 2000).

L'activité antioxydante et le contenu des différentes classes de polyphénols dans les extraits
hydro-acetonique 70% dans les graines de 20 hybrides de soja ont été évalués par Malenci¢ et
al. (2008), les résultats indiquent que les tannins sont les composés majoritaires. Ainsi
I'activité antioxydante la plus élevée a été observée dans les extraits d'hybrides qui présentent

les quantités les plus élevées en tannins condensés.

Abaza et al. (2011) ont révélé que les solvants d'extraction ont une influence significative sur
les propriétés antioxydantes de feuilles d'Olivier, et la capacité antioxydante (ICso du DPPH)
dépend beaucoup plus des flavonoides que les phénols totaux.

Une étude comparative sur ’effet des solvants d'extraction sur le rendement des composés
phénoliques (phénols totaux, flavonoides et tanins condensés) et les activités antioxydantes
chez les légumineuses, montre que les extraits d'acétone 80% présentaient la plus forte teneur
en tanins condensés et la plus grande capacité de piégeage des radicaux libre par le test DPPH
pour le pois jaune, pois verts, pois chiches et le soja jaune (Xu et Cang, 2007).

Une autre étude réalisée par Karamac¢ et al. (2007 ) qui ont utilisé une gamme de solvant
(eau, méthanol, éthanol, eau-éthanol, eau - méthanol, acétone, eau- acétone, diméthyl-
formamide-eau) pour I'extraction de divers groupes de composés phénoliques des graines de
différentes especes appartenant a la famille des Fabacée ; haricots rouges, lentilles rouges,
lentilles vertes, feves, féverole et vesce, les résultats montrent que 1’acétone 80% assure une
extraction plus compléte des tanins jusqu'a 45% d’extraits brutes, et une bonne activité
antioxydante des extraits obtenus. Les fractions de tannins obtenus ont été caractérisés par
une réaction colorée avec le réactif de vanilline / HCI et la capacité de précipitation du (BSA)
Bovin Serum Albumine.

Toujours dans la famille des Fabacées, la fraction des tanins extraits par 1’acétone des haricots
rouges et le pois, présente une activité antioxydante plus forte que la fraction methanolique
qui ne porte que les composés phénoliques de faible masse moléculaire et les sucres
(Amarowicz et al., 2005)
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Le méthanol est plus efficace pour I'extraction des polyphénols de faibles poids moléculaires,
tandis que les polyphénols de haut poids moléculaire tel que les tannins condensés sont mieux

excrétes avec de l'acétone aqueuse (Labarbe et al., 1999).

Tous ces auteurs qui ont travaillés sur les tannins de la famille des Fabacées indiquent qu’une
extraction avec de l'acétone a 80% suivi par une chromatographie sur colonne Sephadex LH-
20 avec I’utilisation d’acétone 50% comme phases mobiles est la meilleure méthode pour
I’étude des tannins.

Chez d’autres familles, et toujours dans le cadre de la recherche du solvant adéquat pour
I’extraction des tannins, [D’extrait d’acétone 80% est le solvant le plus efficace pour
I’extraction des tanins condensés (jusqu'a 542 mg ECt/ gEs ) chez Corylus avellana L
(Bétulacées ); de méme cet extrait présente 1’activité antioxydante (beta-carotene) et I’activité
antiradicalaire (DPPH) la plus élevée. Suivi par 1’éthanol 80%. (Alasalvar et al., 2006).
Cependant ; aucune relation significative entre l'activité antioxydante (DPPH et ABTS) et les
tanins condensés, issus des extraits hydro-methanolique (70%) et de leurs fractions
(dichloromethane, butanol et d’acétate d’éthyle) des feuilles de Halimium halimifolium
(Cistaceae) (Rebaya et al., 2015)

En comparaison de nos résultats avec les résultats cités ci-dessus, on constate que les
quantités faibles des tannins condensés par rapport aux composés phénoliques totaux sont
dues principalement a leurs faibles solubilités dans les solvants choisis dans cette étude.
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Conclusion

La caractérisation phytochimique des principales classes du métabolisme secondaire indique
la présence et en abondance chez Retama monosperma des flavonoides et les alcaloides, qui
ont une activité thérapeutique confirmée. Ces caractérisations montrent aussi 1’absence
d’anthocyanes, des quinones, et des antraquinones dans les trois organes. Alors que les
saponosides et les terpenoides ne sont présents que dans les fleurs et les graines.

La recherche du solvant le mieux adapté pour le meilleur rendement d’extraction indique que
Retama monosperma est riche en composés polaires, et trés pauvre en composés apolaires.
L’acétate d’éthyle est le solvant adéquat pour extraire les composés phénoliques et en
particulier les flavonoides, ceci a été confirme par les résultats du dosage des molécules
concerné par spectrophotometre et par les résultats obtenus de I’analyse par chromatographie

sur couche mince.

Le solvant de migration composé de ACOET-MeOH-H,0 (100:13.5:10) permet la meilleure
séparation des constituants des différents extraits, ce qui permet dans une recherche future de

I’utiliser pour isolé les molécules qui ont donné des résultats positifs avec le DPPH.

L’analyse des composés phénoliques varie beaucoup en fonction de la nature des composés a
analyser. On devrait tenir compte de nombreux parametres parmi lesquels: la polarité, et la
technique d’extraction, pour augmenter la sensibilité et la sélectivité du dosage.

Aucune donnée bibliographique n’est aujourd’hui disponible sur les activités biologiques de
Retama monosperma, ce qui constitue I’un des intéréts de notre étude. Pour la premicre fois,
nous avons évalué les propriétés antioxydantes de Retama monosperma.

En comparant les résultats des différents organes, on peut dire que la forte teneur en composés
phénoliques totaux et en flavonoides des extraits étudiés contribuent en grande partie a leur

activité antioxydante. Ces résultats sont confirmés par les coefficients de corrélation obtenus.

Les graines possédent I’activité antioxydante la plus importante alors que les tiges et les fleurs
sont les moins actives. Ainsi, il peut étre suggéré que ’activité antioxydante de cette fraction
soit due a la présence de composés phénoliques concentrés soit renferme des antioxydants
puissants.

Il manque des données structurales pour déterminer quelle molécule apporte [’activité

antioxydante dans cette fraction. Donc il nous a paru intéressant d’aller plus loin dans




Conclusion

I’identification des molécules majoritaires et notamment celles présentes dans la fraction

active d’acétate d’éthyle des graines.

L’utilisation d’autres solvants d’extraction en particulier I’acétone pour 1’étude des tannins

condensés.

Ainsi I’utilisation d’autres procédés d’extraction en fonction des composés phytochimiques a
étudier en tenant compte aussi d’autres facteurs, comme le pH, la température, le ratio
quantité de matiere au volume du solvant, les intervalles de temps, le nombre et les étapes
d'extractions sont indispensables pour améliorer le rendement d’extraction et en particulier les

molécules biologiquement actives.

Autres activités biologiques telles que ’activité antimicrobienne et anti-inflammatoire, ainsi
I’identification des molécules actives de la fraction acétate d’éthyle par HPLC sont

nécessaires pour valoriser cette espéce dans le domaine pharmaceutique.
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ANNEXE A
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ANNEXE B
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ANNEXE C
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In vitro antioxidant activity of Retama monosperma (L.) Boiss.
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The relationship between the antioxidant activity and the phenolic contents (total
polyphenol, flavonoid and condensed tannin) of Retama monosperma (Fabaceae), used
commonly 1n the traditional medicine of Mediterranean regions, was investigated. The
antioxidant activities of the various fractions (toluene, chloroform, ethyl acetate and
butanol) of the hydromethanolic extract of the seeds, stems and flowers have been
evaluated using in vitro 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) radical
scavenging activities and Phosphomolybdic acid assays and were compared to
ascorbic acid. A significant high Pearson’s correlations between flavonoid content and
antioxidant activities (r = 0.91) with Phosphomolybdic acid assays and (r = = 0.79)
with ICsy; DPPH radical scavenging activities. However, there was no correlation
between condensed tannin and antioxidant activities. The results obtained in the present
study indicate that the ethyl acetate fraction of seeds 1s a potential source of natural

antioxidant for R. monosperna.

Keywords: Retama monosperma; polyphenol; antioxidant; relationship
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Evaluation of Genetic Diversify in Three Species of Refama Genus:
R. monosperma(L) Boiss, R. raetam (Forssk) Webb and
R. sphaerocarpa (L) Boiss. (Fabaceae) Based on SDS-PAGE

Belmokhtar Zoubir and Kaid- Harche Mertem
Laboratorre des Productions Valorisations Végétales et Microbiennes (L2PVM)
Department of Biotechnology; Sciences faculty; University of Sciences and Technology,
Mohamed Boudiaf (USTOMB), P.O. Box. 1505, El Mnaouar, Oran, 31000, Algeria

Abstract: Genetic mterpretation of protein polymorphism in Refama genus has not been well established until
now. The aim of this study was to mvestigate mterspecific and mtraspecific polymorphism m three Species of
Retama Genus: R. monosperma (L) Botss, R. raetam (Forssk) Webband R sphaeracarpa (L) Boiss, by sodmm
dodecyl sulphate polyacrilamude gel electrophoresis (SD5-PAGE). In this study twelve populations collected
from different regions of Algenia have been studied for the analysis of seed storage protein profiles to examine
their relationship. Based on electrophoresis bans spectra, Jaccard's Similanty Index was calculed and cluster
analysts was performed using unweighted pair group method with anthmetical means (UPGMA). to check the
polymorphism among populations. The results from the present study mdicate that the low polymorphism
between R. monosperma and R. raetam. The cluster analysis indicated that the twelve populations constituted
two clusters. Cluster A compnised from all population of R monosperma and R raetam, and Cluster B
comprised of 2 populations from R. sphaerocarpa. The SDS banding proteins pattern showed that four bands
are monomorphic n all populations of three species with molecular weights of 31.761, 63.767. 92.363 and
82832 KDa.

Kev words: Electrophoresis. polymorphism. SDS-PAGE. R. monosperma_ R. raetam_R. sphaerocarpa




