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Introduction géenérale

Depuis la plus haute antiquité ’homme utilise les ressources naturelles, notamment les
plantes, comme aliments, abris et matieres principales pour le maintien de sa beauté et le soin de
sa santé. De nos jours, et malgré les progres réalises par la médecine moderne, la phytothérapie
reste un moyen de soin largement utilisé par I’homme [1].

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 80% de la population mondiale
dans les pays en développement, pour des raisons socio-économiques et culturelles, dépendent
essentiellement des plantes médicinales pour se soigner et traiter des maladies aussi bien bénignes
(rhume, maux d’estomac...) que grave (cancer, paludisme, diabéte...) [2].

La flore algérienne compte pres de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques
dont 15% sont endémiques .Ce potentiel floristique, constitué de plantes medicinales toxiques et
condimentaires, reste trés peu exploré sur le plan phytochimique ainsi que sur le plan
pharmacologique [3].

Dans le cadre de cette étude, nous allons essayer de valoriser la composition chimique
d’une espéce végétale qui est Cytisus triflorus, qui appartient a la famille des Fabacées.
Cette derniere est la plus importante des dicotylédones qui a fourni le plus grand nombre d'espéces
utiles & I'nomme, qu'elles soient alimentaires, industrielles ou médicinales [4].

Dans ce contexte, nous avons réalisé notre travail dans le but d’extraire les huiles
essentielles de 1’espéce Cytisus triflorus ainsi que I'évaluation de la quantité de ces différents
métabolites secondaires, et la réalisation des tests d’activité antioxydant sur les trois extraits
obtenus (extrait chloroformique, acétate d’éthyle et n-butanolique).

Notre travail est divisé en deux parties :

La premiére partie regroupe une recherche bibliographique,et quatre chapitres :

e Chapitre | : La phytothérapie et les plantes médicinales

e  Chapitre Il : Métabolites secondaires

e  Chapitre 111 : Apercus botanique sur le genre Cytisus triflorus

e  Chapitre IV : Activité antioxydant

La deuxiéme partie est réservée a la partie expérimentale, qui décrit la matiere végétale,

ensuite la séparation des métabolites secondaires, puis I’extraction des huiles essentielles, et
enfin laréalisation des tests d’activité antioxydant. Les résultats obtenus sont ensuite amplement

discutés, le manuscrit est achevé par une conclusion générale.
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Chapitre | La phytothérapie et les plantes médicinales

|.1- Développement de la phytothérapie

I.1.1- Introduction

L’efficacité de la phytothérapie est prouvée et ses bienfaits incontestables pour la santé a
permis a la médecine naturelle d’entrer dans nos habitudes quotidiennes. De nos jours, le recours
a la médecine par les plantes connait un regain d’intérét dans les pays occidentaux,
particuliérement pour traiter les déséquilibres entrainés par la vie moderne, qu’il s’agisse du stress
ou des probléemes de poids [1]. L'Organisation Mondiale de la Santé estime que la médecine
traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaires de 80% de la population des pays en
voie de développement [2].

En Algérie, la phytothérapie est ancrée dans les moeurs, I’importante richesse de sa flore
médicinale, les connaissances ancestrales enrichies au fil des siecles par le brassage des cultures
berbere, romaine et arabo musulmane ainsi que 1’expérience de la population en médecine
traditionnelle constituent un véritable héritage culturel et font que les plantes médicinales
continuent aujourd’hui encore a avoir toute leur importance en matiére de soins et ce malgré
I’avénement de la médecine moderne [3].

1.1.2- Définition

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques : phuton et
therapeia qui signifient respectivement "plante” et "traitement".

La Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir
et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes,
de parties de plantes ou de préparations a base de plantes ,qu’elles soient consommées ou utilisées
en voie externe.
Depuis 1987, la phytothérapie est reconnue a part entiére par I’ Académie de médecine [4].
En phytothérapie, Trois approches sont a distinguer :

e L’approche traditionnelle

Approche basée sur les connaissances empiriques issues de 1’expérience accumulée de
plusieurs générations. Selon I'OMS, cette phytothérapie est considérée comme une médecine
traditionnelle et est encore massivement employée notamment dans les pays en voie de
développement. C'est le plus souvent une médecine non conventionnelle du fait de I'absence
d'études cliniques systématiques; considérée donc comme une médecine complémentaire ou

alternative.
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e L’approche scientifique :

Basee sur les connaissances biochimiques des substances actives et de leurs mécanismes
d’action pour traiter précisément un symptome ou une maladie. Elle s’appuie sur des études
cliniques ¢’est le domaine de la médecine fondée sur les preuves auquel la phytothérapie n’échappe
pas. Cette pratique débouche suivant les cas sur la fabrication de médicaments pharmaceutiques
ou phytomédicaments.

e L’approche prophylactique :

Existant déja dans I’antiquité, cette approche n’a pas de but thérapeutique volontaire,
néanmoins elle vise a stimuler et renforcer le systéme immunitaire afin de prévenir I’apparition de
maladies. C’est le cas des associations traditionnelles en cuisine, des techniques de conservation
et de consommation de certains produits tels que les thés, ’ail ou 1’oignon [3].

1.1.3- Différents types de la phytothérapie
On peut distinguer différents types de thérapies par les plantes :

» Aromathérapie: est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes,
ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

» Gemmothérapie: se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de
végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

> Herboristerie: correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit la plante
entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des
méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces
préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante
seche que le sujet avale.

» Homeéopathie: a recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive;
les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et
minérale.

» Phytothérapie pharmaceutique: utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. 1ls sont

présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats.... [5].
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1.1.4-Les avantages de la phytothérapie

Malgre les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N’oublions pas que tout temps a I’exception de ces derniéres années, les
hommes n’ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu’il s’agisse de maladies bénignes, rhume
ou taux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria.

Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car 1’efficacité

des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptes aux médicaments et
leurs résistent de plus en plus.
La phytothérapie qui repose sur des remédes naturels est bien acceptée par 1’organisme, et souvent
associée aux traitements classiques.Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en
occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques comme 1’asthme ou I’arthrite
[6].

Les maladies les plus graves, le cancer, le sclérose qui sont soignées de facon tres difficile,
mais grace a la phytothérapie qui est une alternative importante peut amener un confort dans le
traitement classique de ces maladies graves [7].

1.2. Les plantes médicinales

1.2.1- Introduction

Les relations entre les plantes et les hommes existent depuis 1’antiquité Les plantes,
éléments vitaux de la diversité biologique servent essentiellement au bien étre humain.
L’homme, dans son environnement, a accordé un intérét croissant pour l'é¢tude des plantes
médicinales et leur utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde. Cet intérét
aconduit aux enquétes ethnobotaniques qui se sont avérées étre 1’'une des approches la plus fiable
pour la découverte de nouveaux médicaments [8].

En Algérie, pays avec 3000 especes dont 15 % endémiques ou la population a recours a
la médecine traditionnelle, on commence a entreprendre des études systématiques portant sur des
plantes médicinales de sa flore [9].

1.2.2- Généralité

Une plante médicinale est definie par la pharmacopée francaise note 1 comme une « drogue
végétale au sens se la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses ». Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante, utilisées en

I”état, soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais.
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L’expression drogue végétale ou, plus couramment, drogue, désigne donc une matic¢re

premiére naturelle servant a la fabrication des médicaments [10].

1.2.3- Domaines d’application des plantes médicinales

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples dans I'industrie, en
alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. La pharmacie utilise encore une forte proportion
de médicaments d'origine végétale, la recherche dans le domaine de la phytochimie a pour actif la
découverte de nouvelles molécules biologiquememnt actives pour les utiliser directement ou se
servir de ces dernieres comme des matieres premiéres pour la semi-synthese.

« Utilisation en médecine
Selon les estimations de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 80% de la Population
mondiale, surtout dans les pays en voie développement, ont recours aux traitements traditionnels
pour satisfaire leurs besoins en matiére de santé et de soins primaires.
« Utilisation en alimentation

Assaisonnement des boissons, des colorants et des composés aromatiques, les épices et les herbes

aromatiques utilisés dans I'alimentation sont considérés comme condimentes et aromates.

» Utilisation en cosmétique

Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits d'hygiéne.... [11].
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[1.1. Introduction
Les produits naturels sont les composés chimiques ou les substances qui sont isolés d'un

organisme vivant. Il peut étre sous forme de métabolites primaires ou secondaires [1]. Les
métabolites secondaires des plantes sont des composés organiques ou phytochimiques qui ne sont
pas directement impliqués dans la croissance, le développement ou la reproduction normale de la
plante. Les métabolites secondaires des plantes sont essentiels dans les mécanismes de défense des
plantes hostiles aux stress environnementaux et aux attaques offensives par des agents pathogenes.
IIs ne sont pas seulement nécessaires au développement des plantes, mais ils sont également
largement utilisés comme composeés bioactifs naturels ayant des fonctions biologiques importantes
[2]. Les métabolites secondaires comprennent les alcaloides, les glycosides, les flavonoides, les
huiles volatiles, les tanins, les résines, etc. Actuellement, la plupart de ces métabolites secondaires
sont isolés a partir de plantes sauvages ou cultivées parce que leur synthese chimique est soit
extrémement difficile, soit économiquement impossible [3].
11.2. Les huiles essentielles

11.2.1. Historique

Les huiles essentielles sont extraites des plantes aromatiques et essentielles et utilisées
depuis des millénaires pour plusieurs applications. Elles sont réputées pour leurs propriétés
thérapeutiques, en particulier anti-infectieuses, souvent sous forme de produits non
médicamenteux [4]. La premiere distillation des huiles essentielles est apparue en Orient (Inde et
Perse) il y a plus de 2000 ans et a été améliorée au IXe siecle par les Arabes. Néanmoins, le premier
récit écrit authentique de la distillation d'huile essentielle est attribué a Villanova (vers 1235—
1311), un médecin catalan, et seulement au 13éme siécle, les huiles essentielles (HE) étaient
fabriquées par des pharmacies et leurs effets pharmacologiques ont été décrits dans les
pharmacopées. En revanche, leur utilisation ne semble avoir été répandue en Europe qu'au XVle
siecle, le terme « huile essentielle » a été utilisé pour la premiere fois par Paracelsus von
Hohenheim, qui a nommé le composant efficace d'un médicament, « Quinta essential» .Au milieu
du XXe siecle, le r6le des huiles essentielles avait été réduit presque entierement pour étre utilisé
dans les parfums, les cosmétiques et les arbmes alimentaires: plutdt dans les préparations

pharmaceutiques [5].
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11.2.2. Définition

Depuis la neuviéme édition (1972), la Pharmacopée n'utilise plus que le terme d’"huile
essentielle”. En octobre 1987, 'AFNOR (Association Frangaise de la Normalisation) propose une
autre définition "Produit obtenu a partir d'une matiere premiere végeétale, soit par entrainement a
la vapeur d'eau, Soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par
distillation & sec. L'huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procedes
physiques [6].

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes d'une variété de molécules volatiles
telles que les terpénoides, les composants aromatiques dérivés du phénol et les composants
aliphatiques ayant un fort intérét dans les industries pharmaceutique, sanitaire, cosmetique,
agricole et alimentaire [5]. Les huiles essentielles sont une bonne source de plusieurs composes
bioactifs, qui possedent des propriétés antioxydants et antimicrobiennes. De plus, certaines huiles
essentielles ont été utilisées comme médicament [7]. Les huiles essentielles se forment dans la
cellule végétale et s'accumulent dans les divers organes de la plante : péricarpe des fruits, feuilles,
pétales des fleurs d'ou elles sont extraites par expression a froid ou par distillation [8].

11.2.3. Localisation des Huiles essentielles

Les huiles essentielles n’existent quasiment, que dans les végétaux, elles peuvent  étre
stockées dans tous les organes des plantes aromatiques
Fleurs : oranger, rose, lavande, le bouton floral (girofle)....
Feuilles : eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge....
Fruits : fenouil, anis, épicarpes des Citrus...
Tiges : citronnelles,...
Rhysomes et racines : gingembre, vétiver, iris,...
Graines : noix de muscade, coriandre,....
Bois et écorces : cannelle, santal, bois de rose,.... [9].

11.2.4. Composition chimique des huiles essentielles

Plusieurs plantes contiennent des huiles essentielles, cependant, des parties de plantes, qui
constituent la principale source d'huile essentielle peuvent étre différentes Ceux-ci incluent les
racines, les pelures, les feuilles, les graines, les fruits, les écorces, etc. Les huiles essentielles
végétales sont généralement le mélange complexe de composés naturels, a la fois des composés
polaires et non polaires.

En géneral, les constituants des huiles essentielles sont les terpénes (monoterpénes et

sesquerpénes), les composés aromatiques (aldéhyde, alcool, phénol, dérivé méthoxy, etc.) et les
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terpénoides (isoprénoides) .Les composés et I'ardme des huiles essentielles peuvent étre divisés en
2 grands groupes: les hydrocarbures terpéniques et les composes oxygenés [10].

11.2.5. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent en commun un certain nombre de propriétés malgré leurs
différences de constitution:
Elles sont généralement liquides a température ordinaire.
Elles sont volatiles et entrainables a la vapeur d’eau.
Elles sont solubles dans 1’alcool, I’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les émulsifiant et dans la
plupart des solvants organiques.
Elles sont peut solubles dans I’eau mais lui communiquent leur odeur.
Leur point d’ébullition varie de 160 a 240 C°.
Leur densité est en général inférieure de 1’eau, elle varie de 0,75 a 0,99(les huiles essentielles de
girofle ou de cannelle constituent des exceptions).
Elles sont trés altérables et sensibles a 1I’oxydation.
Elles sont généralement incolores ou jaunes pales, il existe, cependant, quelques exceptions,
exemple: huiles essentielles a azulene de coloration bleue [11].

11.2.6.Domaine d’utilisation des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont étroitement liées a 1’histoire de I’humanité. En effet depuis

les anciennes civilisations, I’homme utilise les substances odorantes a chaque instant de sa vie
quotidienne, les principaux domaines d’application étant les suivants

< L’alimentation

Les huiles essentielles entrent dans la composition des aliments sous formes d’aromates
ou d’épices et parfois comme condiments. C’est le cas des Ocimuns (les basilics), du Zingiber

officinalis (gingembre), du Petroselium crispum (persil), des piper (poivre), des extraits de Citrus.

RS

X L’industrie cosmétique

C’est I'un des plus grands consommateurs des substances odorantes. En effet, les produits
de toilettes (parfums, savons, laits, shampooings, pates et poudres, dentifrices), seront appréciés
selon leur fragrance. L’homme étant toujours a la recherche de sensations nouvelles, les industries
de la parfumerie et la cosmétique utilisent abondamment les substances odorantes volatiles pour

1’¢laboration des gammes de produits de plus en plus diversifiés.

10
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<> Domaine médical

L’emploi des huiles essentielles en thérapeutique est 1i€ a leurs propriétés pharmacodynamiques
diverses et souvent marquées. Parmi les plantes a huiles essentielles, on trouve les antiseptiques surtout
employés dans les maladies des voies respiratoires ou urinaires, certaines sont eupeptiques et
carminatives (régularisent la digestion), d’autres agissent comme stimulants du systéme nerveux central,
pouvant provoquer des convulsions a hautes doses. Leurs actions antispasmodiques, cholérétiques,
stomachiques et vermifuges ne sont pas non plus, a négliger. A noter aussi les huiles essentielles
renfermant la thucyone, le sabinol ou le méthyle- nonyl-cétone qui présentent des effets emménagogues et
abortifs a faible dose. C’est le cas des huiles essentielles de Ruta graveolens, de I’ Artemisia absinthum et

de Tanacetum vulgare Les huiles essentielles renferment des substances antivirales

Elles ont aussi des propriétés antifongiques dues au menthol, au néomenthol , a la
menthone et a ’acétate de menthyle. L’activité antifongique a été mise en évidence sur Aspergillu
flavus, Aspergillus sulphurens, Aspergillus fumigatus, Mucor fragilis [12].

11.2.7. La toxicité des huiles essentielles
Les huiles essentielles constituent diverses molécules actives qui affectent donc de
multiples cibles dans une cellule. Leur principale cible est la membrane cytoplasmique. La
perturbation et la perméabilisation de la membrane cellulaire conduit a la perte de fonctions
cellulaires importantes telles que I'homéostasie ionique et la chaine de transport des électrons. Les
huiles essentielles peuvent exercer des effets cytotoxiques sur les cellules eucaryotes. La
perméabilisation des membranes mitochondriales externes et internes provoque la mort cellulaire
par nécrose et apoptose. Généralement I'alcool, les aldéhydes et les constituants phénoliques sont
responsable de la cytotoxicité des H.E [13].
11.2.8. Activités biologiques des huiles essentielles
L'activité biologique d'une huile essentielle est liée a sa composition chimique, les groupes
fonctionnels des principaux composes (alcools, phénols, composés terpéniques et cétones) et leurs
effets synergiques. Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activites biologiques des
aromatiques et plantes médicinales, et en particulier leurs antifongiques, pouvoirs antibactériens,
antioxydants et insecticides. 1l convient de noter que la premiere démonstration de I'action des
huiles essentielles contre les bactéries et les champignons a été réalisée en 1881 par Delacroix.

Depuis, de nombreuses huiles ont été définies Comme antibactérien et antifongique [14].
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11.2.9. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes d'extraction, qui sont choisies en fonction de la partie de la
plante ou se trouve I'huile essentielle, ainsi que de la qualité et de la valeur thérapeutique. De
chaque procedé résulte des rendements différents. La quantité de matiére premiére requise pour
fabriquer une huile essentielle est importante [15].

a.Hydrodistillation

L’hydrodistillation est devenue la méthode standard d'extraction des huiles essentielles a
partir de matiéres végétales telles que le bois ou les fleurs, qui est souvent utilisée pour isoler les
produits naturels non solubles dans I'eau a point d'ébullition élevé. Le processus implique
I'immersion complete de matiéres végetales dans I'eau, suivie d'une ébullition. Cette méthode
protége les huiles extraites dans une certaine mesure puisque I'eau environnante agit comme une
barriere pour I'empécher de surchauffer. A I’¢bullition de I’eau, les gouttelettes de I’huile
essentielle sont emportées par la vapeur d’eau qui sera ensuite condensée dans le refrigérant,puis
récupérée dans une petite ampoule a décanter. L'avantage de cette technique est que le matériau
requis peut étre distillé a une température inférieure a 100 ° C [4].

b.Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une co-distillation descendante. Dans ce procédé, le végétal est
disposé dans un parallélépipéde métallique grillagé. On soumet donc le végétal a une pulsion de
vapeur d’eau, saturée et humide, mais jamais surchauffée de haut en bas. La forme de
I’appareillage permet une meilleure répartition des charges. La vapeur d’eau emporte avec elle
toutes les substances volatiles. L’huile essentielle est recueillie grace a un collecteur qui permet
un équilibre avec la pression atmosphérique. On peut aussi préciser qu’il y a un procédé de
cohobation qui renvoie dans la chaudiere toutes les eaux qui sont séparées des huiles [16].

c.Expression a froid

L’expression a froid est réservée a 1’extraction des composés volatils dans les péricarpes
des hespéridés. 11 s’agit d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes riches en
cellules sécrétrices. L’essence libérée est recueillie par un courant d’eau et regoit tout le produit
habituel de I’entrailnement a la vapeur d’eau, d’ou la dénomination d’huile essentielle (AFNOR)

[17].
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d. Extraction par dioxyde de carbone CO2

Dans cette technique, un courant de CO; a forte pression sur la matiere végeétale fait éclater
les poches a essence et entraine les huiles que 'on récupére en 1'état. L’extraction se fait a la
température de liquéfaction du gaz [12].

e. Entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de
vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis
décantées. L’injection de vapeur se fait a la base de 1’alambic [17].

11.3. Procédé d’extraction des métabolites secondaires

Dans la littérature, il existe différentes méthodes d’extraction des métabolites secondaires
(composés phénoliques et les flavonoides) [18]. L'une de ces méthodes est adoptée par notre
laboratoire.

Les étapes essentielles sont :
o Dessechement et broyage des parties aériennes (feuille et fleurs) de la plante.

. Macération répétée du matériel végétal dans une solution hydro alcoolique

(éthanol ou méthanol - eau). c'est une opération qui consiste a laisser la matiere végétale en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs c'est une extraction qui
se fait e temp6rature ambiante pendant 72h dans un mélange fréquemment utilisé ; méthanol-
eau (70/30) (viv)

o Exaction successives de type liquide —liguide par des solvants de polarités

croissantes.les solvants fréquemment utilisés sont :
v' Le chloroforme CHCI3, permet ’extraction des substances apolaires
v’ L'acétate d'éthyle (ACOEt), extrait les molécules moyennement polaires.
v' En dernier, le n-butanol qui accede a des composes polaires.

. Les extraits obtenus sont ensuite évaporés a sec et peses pour un éventuel traitement.
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I11. Structure chimique de quelques métabolites secondaires

I11.1.Les terpenes

111.1.1. Introduction

Les terpénes sont des composés naturels présents dans plusieurs organismes appartenant
aux regnes animal et végétal. Ils constituent la plus grande classe de produits naturels avec plus de
55 000 composés connus structurellement diversifies. Plusieurs études ont attribué a cette grande
famille de composés une gamme de propriétés pharmacologiques, telles que anticancéreuses,
antimicrobiennes, antifongiques, antivirales, antihyperglycémiques, analgésiques, anti-
inflammatoires [19].

111.1.2. Définition

Les terpenes sont des hydrocarbures produits a partir de la combinaison de plusieurs unités
isopréne (C s H g). Les terpénes sont synthétisés dans le cytoplasme des cellules végétales. Les
terpenes ont un squelette hydrocarboné qui peut étre réarrangé en structures cycliques par des
cyclases, formant ainsi des structures monocycliques ou bicycliques. Les principaux terpenes
sont : les monoterpenes (C 10 H 16), les sesquiterpénes (C 15 H 24), mais des chaines plus longues
comme les diterpenes (C 20 H 32), les triterpenes (C 30 H 40), etc., existent également. Des exemples
de terpenes comprennent le p -cymeéne, le limonéne, le terpinene, le sabinéne et le pinéne [20].

111.1.3. Classification
Le nombre d'unités isopréniques définit les différentes classes de terpenes

monoterpenes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), sesterterpénes (C25), triterpénes
(C30) et tétraterpenes (C40).

Tableau 1 : Classification des terpénes.

Mono | Sesqui Di Ses Tri Tétra Poly
n=2 n=3 n=4 n=5 n=6 n=8 n
CioHis | CisHaa | CooHs2 CasHao CzoHas CaoHeas (CsHsg)n

a. Les monoterpénes

Les monoterpenes sont les plus simples constituants des terpénes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90% des huiles essentielles sont des monoterpénes) [21].
IIs comportent dix (10) atomes de carbones et sont issus de la condensation de deux unités

isopréne, selon le mode de couplage « tete-queue » [22].
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Tableau 2 : Classification des monoterpénes

Monoterpénes acycliques
OH
—
I CHO
S X | |
Citronellol Linalol Citral
Monoterpénes monocycligue
CH, CH,
O OH
H,C CH, H.C CH,
Limonéne Menthone thymol
Monoterpénes bicycligue :
CH 2 H:3
CHy e
HsC S

b. Sesquiterpénes
IIs comportent trois unités d’isopréne, leur formule est C1sH24 Soit une fois et demie
(sesqui) la molécule des terpénes. Les sesquiterpénes peuvent étre également, comme les mono

terpénes, acycliques, monocycliques ou polycycliques [23].
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Tableau 3 : Classification des Sesquiterpénes

Sesquiterpenes

Acyclique

E-b-Farnesene

Cycligue

ar-Curcumen

c. Les diterpenes

Les diterpenes forment une catégorie bien plus vaste de terpénes en C20, avec
environ 2500 structures connues qui se répartissent en 20 groupes majeurs, ils sont biosynthétisés
a la suite du couplage de quatre (4) unités isopréne .ll est rare de rencontrer les diterpénes
comme constituants des huiles essentielles, a cause de leurs points d’ébullition les plus

élevés [24]. lls peuvent étre acycliques ou cycliques.

Tableau 4 : Classification des diterpénes
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Diterpénes

Acyclique

CH,OH

Phytol

Cyclique

N TS S OH

Vitamine A

d. Les triterpénes

Les triterpenes forment un groupe de produits naturels contenant dans leur squelette une
trentaine d’atomes de carbone et dérivant du squaléne, par une variété de cyclisations et d’autres
modifications [24]. lls peuvent étre classés en trois groupes : acyclique, tétracyclique et

pentacyclique.

Tableau 5 : Classification des triterpénes
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Les triterpénes

Acyclique
Squaléne
\
Cyclique
HO
Lanosterol

e. Les tetraterpénes

Cette famille de terpenes a 40 carbones, compte en particulier les caroténoides qui sont des

pigments soit en rouge, orange, jaune,... qui différent d’une plante a une autre, responsables de la

couleur de certains nombre d’organes végétaux.

——

18

Carotene : c’est un tétraterpene bicyclique, il existe le a- caroténe et le B-caroténe, c’est
le B-caroténe qui se rencontre essentiellement dans les carottes

'



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

(-caroténe

Figure (1) : Exemple de téetraterpenes
f. Les polyterpénes

Quelques composés macromoléculaires importants du point de vue technique se situent au

terme de la séquence des réactions de synthése des isoprénoides

|
:

Caoutchouc Gutta-percha

Figure (2) : Structure de caoutchouc et de Gutta-percha

111.1.4. Le Réle bioactif des terpénes

Les terpenes sont des substances naturelles produites par une grande variété de plantes et
d'animaux. Une large gamme de propriétés biologiques des terpénoides est décrite, y compris les
effets chimiopréventifs du cancer, les activités antimicrobiennes, antifongiques, antivirales,
antihyperglycémiques, anti-inflammatoires et antiparasitaires [26].

111.2. Les flavonoides

111.2.1.Introduction

Les flavonoides (ou bio flavonoides) sont un groupe d'environ 4000 composés naturels qui
sont omniprésente dans toutes les plantes vasculaires .Ce sont des pigments responsables de
I'éclatement automnal des teintes et les nombreuses nuances de jaune, d'orange et de rouge dans
les fleurs [27]. Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal et sont
couramment consommeés quotidiennement sous forme de fruits, Iégumes et boissons telles que le
vin et le thé. Ils sont capables de moduler ’activité de certaines enzymes et de modifier le
comportement de plusieurs systémes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une multitude

d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, vasculoprotectrices,
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antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et méme antitumorales
significatives [28]. Cependant, au cours des différentes étapes de transformation des aliments, les
flavonoides sont perdus en quantités remarquables. La supplémentation en flavonoides en tant
qu'additif alimentaire aidera a conserver la quantité nécessaire de flavonoides bénéfiques pour la
santé dans I'alimentation [29].

111.2.2. Définition

Les flavonoides sont composés de 15 atomes de carbone comprenant 2 cycles de 6 atomes
de carbone liés par une chaine a 3 carbones .A I'exception des chalcones et des aurones, le pont &
3 carbones forme généralement un cycle benzo-y-pyrone (cycle C). Tous les flavonoides sont
classés en fonction des substituants rencontrés sur les différents cycles et du degré de saturation
du cycle C. On distingue trois classes de flavonoides: les flavonoides (ou 2-phénylbenzopyranes),
les isoflavonoides (ou 3-phénylbenzopyranes) et les néoflavonoides (ou les 4-
phénylbenzopyranes) . Les flavonoides sont en outre classés selon la structure de I'hétérocycle C
(s'il est présent), dans les groupes suivants: flavones, flavanones, flavanes, flavonols, chalcones et

anthocyanidines [30].

'
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Figure 3 : Structure générale des flavonoides
111.2.3. Structures et Classification des flavonoides
Les principales sources des flavonoides [31].

Tableau (6) : les principales sources des flavonoides

Flavonoides Sources alimentaires
Flavonones Fruits du genre Citrus (sp. aurantium,
limon, etc.)
Flavones Apium graveolens, Passiflora incarnata

Isoflavonoide

Soya hispida, Stellaria media,

Flavonols

Allium cepa, Crataegus cuneata,

Anthocyanes

Les fruits

——
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Tous les flavonoides dérivent de 1’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre classés
selon la nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de
saturation du squelette benzo-y-pyrone [31].

> Dans la position 2, les flavonoides est appelé flavane.
=
O \

Figure (4) : Structure de flavane
> Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyle, le flavonoide est appelé
flavanone.

Figure (5) : Structure des Flavanones
> Si la liaison C2-C3 dans le squelette de flavanone est insaturée, le composé est nommé
flavone.

Figure (6) : Structure des Flavones
> Si ce dernier est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il est désigné par le
nom de flavonol
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=
o = |
|
OoH
o

Figure (7) : Structure des Flavonols

> Dans la position 3, le flavonoide est désigné par le terme isoflavane
O
/ ‘
N SN
=

Figure (8) : Structure de I’Isoflavane.
> Si la position 4 de I’isoflavane porte un groupement hydroxyle, le composé est désigné par

le nom isoflavanol.

/§

\

H

Figure (9) : Structure de I’Isoflavanol.
> Si la position 4 de I’isoflavane porte un groupement carbonyle, le composé est appelé

isoflavanone.

N
=

Figure (10) : Structure de I’ isoflavanone.
> Silaliaison C2-C3 dans le squelette de 1’isoflavanone est insaturée le composé est nommé

isoflavone.
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Figure (11) : Structure de I’Isoflavone.
v Les anthocyanidines :

Le terme d'anthocyanes a été initialement inventé pour désigner la substance responsable
de la couleur de la fleur de mais, s‘applique a un groupe de pigments la couleur rouge, rose, mauve,
pourpre, bleue ou violette de la plupart des fleurs et des fruits. Pigments se présente sous forme de
glycosides (les anthocyanines), et leurs aglycones (les anthocyanidines) sont dérivés de cation

phénylbenzopyrylium [32].

Figure (12) : Structure de Anthocyanidine (cations flavilium).
v Les chalcones
Les chalcones n'ont pas de noyau hétérocyclique central. lls sont caractérisées par la présence
d'une chaine de trois carbones avec une fonction cétone et une insaturation o, 3, les substitutions sur le
cycle A sont le plus souvent identiques a celles des autres flavonoides, alors que alors que le cycle B est
assez souvent non substitué. L'isoprényl et le pyranochalcone semblent assez courants, surtout chez les

Fabaceaes. Communs, surtout chez les Fabaceaes [32].

[

Figure (13) : Structure de la Chalcones
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v Les Aurones

Les aurones sont caractérisées par un cycle 2benzyllidenocoumarone.

CH

o]

Figure (14) : Structure des Aurones
111.2.4. Réle des flavonoides

° Chez ’homme

Des études in vitro et animales ont démontré que les flavonoides ont des activités
antioxydants et antimutagenes. Des études cas-témoins suggerent que les flavonoides peuvent
réduire le risque de maladie cardiovasculaire et d'accident vasculaire cérébral [33].

o Chez les plantes

Les différents flavonoides ont diverses fonctions biologiques, notamment la protection
contre les rayons ultraviolets (UV) et les phytopathogénes, la signalisation lors de la nodulation,
la fertilité masculine, le transport de I'auxine, ainsi que la coloration des fleurs comme signal visuel
qui attire les pollinisateurs Les flavonoides sont également responsables de I'affichage de la
couleur d'automne chez de nombreuses plantes, ce qui peut protéger les cellules foliaires des
dommages photooxydants, améliorant ainsi I'efficacité de la récupération des nutriments pendant
la sénescence . Les flavonols sont probablement les flavonoides les plus importants participant aux
réponses au stress; ce sont les flavonoides les plus anciens et les plus répandus, ayant un large
éventail d'activités physiologiques puissantes [34].

111.3. Les alcaloides

111.3.1. définition

Les alcaloides sont des composés azotés hétérocycliques. Les alcaloides ont des structures
chimiques complexes en conséquence. les alcaloides ont une histoire de plus de 3000 ans d'histoire
dans l'utilisation médicinale humaine comme purgatif, antitussifs et sédatifs dans les morsures de
serpent, la fievre et la folie. Les alcaloides sont un groupe de composés chimiques naturels. 1ls

sont largement répandus, et environ 5500 alcaloides sont connus [35].
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111.3.2. Réle des alcaloides
Comprenant la plus grande classe de métabolites secondaires des plantes. Ils sont connus pour
avoir des effets pharmacologiques et sont utilisés dans les médicaments, comme drogues récréatives, et

dans les rituels enthéogénes [35].

4
HO N
H,CO N
7
Morphine Quinine Strychnine

Figure (15) : structure des alcaloides

I11.4. Les tanins
111.4.1. définition
Les tanins sont des métabolites secondaires importants dans le régne végétal. Ils s’integrent
dans la deéfense des végétaux contre les herbivores, en particulier pour les plantes se développant
dans les zones difficiles. La structure chimique de ces polyphénols leur confere une capacité trés
développée a se fixer sur toutes sortes de molécules, essentiellement les protéines [36].
111.4.2. Structures et Classification des tanins
Il est classique de distinguer deux grands groupes de tannins différant a la fois par leur réactivité
chimique et par leur composition ; les tannins hydrolysables et les tannins condensés [37].
> Les tannins hydrolysables
IIs sont abondants chez les Dicotylédones et certains arbres en sont des sources
industrielles: tannins de chéne, de chataignier, extraits respectivement d'un arbuste du genre Rhus
ou de Quercus tinctoria. lls sont d'abord caractérisés par le fait qu'ils peuvent étre dégradés par
hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique. Ils libérent alors une partie non
phénoligue (souvent du glucose ou de I'acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre soit
de l'acide gallique soit un dimere de ce méme acide, I'acide ellagique (cas des tannins ellagiques
ou ella-gitannins comme ceux du chataignier). Une forme simple de tannins hydrolysables est le

penta-galloylglucose [37].
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COOH

HO OH

OH

Figure (16) : Structure des tanins hydrolysables

> Les tannins condensés

Les tannins condensés sont des oligomeres ou des polymeéres de flavane-3-ols
(éventuellement de flavane-3,4-diols) dérivés de la (+)-catéchine ou de ses nombreux isomeres
.Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sont résistants a I'nydrolyse 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 dimeéres et oligomeres sont dénommées
«proanthocyanidines». Les tannins condensés sont tres abondants dans certains organes végétaux
consommés ou utilisés par I'hnomme, par exemple de nombreux fruits (pomme, prune, fraise ...)

[37].

Figure (17) : Structure des tanins condenses.
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Chapitre 111 Apercue botanique sur I’espéce cytisus triflorus

I. Présentation de la famille des Fabaceaes (Faacées)

I.1. Généralité

La grande famille des Fabacées (de Faba = la féve), s’appelle aussi famille des
Légumineuses puisque leurs fruits se nomme gousses ou légumes. Elles constituent une des plus
grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de 730 genres et 19400 espéces, réparties aussi
bien en milieu tempéré que tropical. [1] Elle doit son unité a son fruit, appelé gousse ou légume,
d’ou I’autre dénomination sous laquelle elle est plus connue: les légumineuses. Les formes
arborescentes de cette famille prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans les
régions tempérees. [2]

Néanmoins, la prédilection des plantes de cette famille pour les habitats arides ou semi-arides est
reliée a leur métabolisme dépendant de ’azote, qui est considéré comme une adaptation aux
variations climatiques et imprévisibles de I’habitat. En effet, la fixation de 1’azote via la symbiose
Iégumineuses-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 [1].

1.2.Quelques especes de la famille Fabaceae
Tableau(7) : ci-apres récapitulatif de 3especes différents de la famille Fabacée : Acacia

farnesiana (L.) Willd , Abrus precatorius L, Bauhinia galpinii N.E. Br.[3].

Nom Nom commun
Photo Famille Sous-famille scientifique
Acacia
Fabaceae Mimosoideae farnesiana Cassier, cassie
(L.) Willd
. . Pois rouge,
Fabaceae Faboideae Abrus precatorius |cascavelle.
L,
Caesalpinioideae [Bauhinia galpinii [Bauhinia rouge
Fabaceae N.E. Br
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11.1. Genre Cytisus

Cytisus est un genre important et diversifié de plantes dicotylédones comprenant environ
50 especes de plantes a fleurs de la famille des Fabacées, particulierement abondantes autour de la
mer Méditerranée, mais également se trouve dans des régions géographiques distinctes comme le
nord et le sud de I'Afrique, I'Europe occidentale et centrale, la mer Noire et la Turquie [4]. Ses
especes sont géneralement appelées « genéts » ou « cytises » [5].
11.2. Aspect botanique
Cytisus est I'un des nombreux genres de la tribu Genisteae, communément appelés balais.
Les balais sont des arbustes dressés de 4 a 5 pieds de hauteur avec des feuilles alternes. Les fleurs
sont disposées en tétes et sont généralement jaunes ou blanches [6].
11.3. Quelques especes du genre Cytisus
La liste suivante représente quelques exemples des espéces du genre Cytisus et pourrait
inclure des synonymes :
v Cytisus acutangulus
v/ Cytisus aeolicus
v Cytisus agnipilus
v Cytisus albidus
v Cytisus albus
v/ Cytisus arboreus
v Cytisus ardoinii
v/ Cytisus austriacus
v Cytisus baeticus
v Cytisus balansae
v Cytisus beanii

v Cytisus benehoavensis[7].
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Figure (18) : Différentes espéces de genre Cytisus (A. Cytisus Scoparius, B. Cytisus multiflorus,
C .Cytisus purpureus Scop, D. Cytisus striatus.

11.4. Composition chimique

Le genre Cytisus contient des alcaloides de quinolizidine, des flavonoides, des
phényléthyla-mines, des lectines et des monoterpénes. Les principaux composés isolés de ce genre
compren-nent les alcaloides spartéine, lupanine, isosparteine, ammoderien et dérivés apparentés,
la tyramine, I'épinine, la salsolidine et la phényléthylamine apparentée, la génistéine, la quercétine
et leurs glycosides ainsi que les acides phenoliques: acide P-coumariqueet et I'acide caféique[6].
I11. L’espéce Cytisus triflorus L'Hérit

111 .1. Description

Cytisus triflorus L, connue en Algérie sous le nom d’Igoulli. Cette espéce est répartie dans
la région méditerranéenne, elle est tres répandue dans les frontiéres montagneuses entre Bejaia et
Tizi Ouzou [6].

Cytisus triflorus est un arbuste non épineux, rameux, atteignant plus de 2 m de haut.
Feuilles pétiolées, tres soyeuses, composées de 3 folioles, de forme ovale-elliptique, la médiane,
plus grande, pouvant mesurer jusqu'a 3 cm. La floraison a lieu en mars-mai. Fleurs, dépassant 1,5
cm de long, pédicellées, généralement groupées par 3 a l'aisselle des feuilles supérieures. Petit
calice a dents trés courtes, souvent bordé de noir. Corolle jaune, a 5 pétales - dont I'étendard,

dressé. Les fruits sont gousses étroites, velues, devenant noiratres [8].
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Figure (19) : Photos de la plante Cytisus triflorus : les fleurs , les feuilles.

I11.2- Synonymes latins
e Cytisus vilosuspourr
e Cytisus hirsutus

e Cytisus mollis

e Cytisus barcinonensis [9].

111.3 Systématique de Cytisus triflorus
Tableau (8) : Position systématique de I’espéce Cytisus triflorus selon [10].

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Fabales

Famille Fabaceae
Subfamille Faboideae

Tribu Genisteae

Genre Cytisus

Espéce Cytisust riflorus

111 .4. Travaux antérieurs sur la famille des Fabacées

Les feuilles de cette plante grimpante de la famille des Fabacées, sont reconnues dans
divers pays pour ses nombreuses vertus thérapeutiques en médecine traditionnelle. En Inde, ces
feuilles sont utilisées pour guérir la fievre, les troubles d’estomac, 1'asthme et la bronchite. Les
feuilles a goQt sucré sont trés prisées en Madagascar et au Sénégal dans le traitement de la toux,

surtout la toux infantile [11].
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L’espece de la famille de fabacées possede plusieurs composés chimiques, mais les
composés chimiques les plus présentent sont les: flavonoides, alcaloides, tannins, 1’huile
essentielle, les saponines, les terpénoides, coumarines et les quinones. Les parties aériennes sont
les organes les plus utilisées [12].

La famille des Fabaceaes est extrémement riche en flavonoides, et celle des papilionacées
est caractérisée par la présence d’isoflavones, de rétinoides d’anthocyanines et de flavonol

glycosylés [13].

OH
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Figure (20) : Quelgues exemples des produits obtenus a partir de la famille des fabacées

I11.5. Travaux antérieurs sur le genre Cytisus

La plante Cytisus triflorus est largement utilisée dans la médecine traditionnelle en raison
de ses activités bénéfiques mais malheureusement, un nombre trésrestreintes des études
pharmacologiques ont confirmé scientifiquement une partie d’ethno médical informations.

En raison de ses propriétés astringentes, antiseptiques et cicatrisation des plaies Cytisus
triflorus est utilisé comme un cataplasme contre lI'eczéma et les infections fongiques ou en
combinaison avec de I'huile d'olive pour guérir les bralures [14].

Elle est trés connue également dans le Nord de I’ Algérie pour ses propriétés médicinales
dont elle est utilisée pour traiter les douleurs abdominales, comme cicatrisante de plaies,
hémostatique et antifongique, de plus, ses feuilles agissent contre le maux des intestins, elles sont

employées aussi comme « le henné » pour traiter et teindre les cheveux [15].
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Figure (21) : Quelques exemples des produits obtenus a partir du genre Cytisus
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I. Activité antioxydant
I.1. Introduction

La flore algérienne regorge de plusieurs especes de plantes encore peu ou pas étudiées,
mais dotées de réelles propriétés pharmacologiques [1, 2, 3]. Leur role d’antioxydants naturels
suscite un trés grand intérét, notamment pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies
inflammatoires et cardiovasculaires [4].

1.2. Définition

Toute substance présente a faible concentration par rapport au substrat oxydable, qui est
capable de retarder, prévenir, neutraliser ou de réduire les dommages de I'oxydation causés par les
radicaux libres dans l'organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des
concentrations non cytotoxiques d'ERO [5].

1.3. Le stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydants de 1’organisme, en faveur des premicres. Notre mode
de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos mauvaises
habitudes alimentaires, augmentent de facon anormale la production des EOA dans notre
organisme. A long terme, ceci peut contribuer a 1’apparition de diverses pathologies liées au
vieillissement comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaire [6].

I.4. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des composes caractérisés par une structure électronique

déséquilibrée qui leur confere une grande réactivité [7].
La principale voie de production des radicaux libres est la rupture symétrique d'une liaison
covalente en deux entités possédant chacune un électron, les autres étant I'élimination ou I'addition
d'un électron [8]. En biologie, les radicaux libres sont des dérives réactives de I'oxygene. En effet,
les principaux radicaux libres entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les
radicaux super oxydes (O2") et hydroxyles (OH), et d'autre dérives de I'oxygene [9].

Les radicaux libres peuvent entre d'origine endogenes c'est-a -dire, ils sont produits
naturellement par notre organisme, en majorité, au niveau des chaines respiratoires
mitochondriales des cellules des organismes aérobies, lors de la transformation des nutriments en
énergie. Cependant, ils peuvent aussi provenir de sources extérieures (origine exogéne) comme le

tabac, I’exposition aux UV, la pollution, pesticides, ..... [8].
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Dans les systémes vivants, la production des radicaux libres oxygénes se fait de maniere
continue et leur présence a des conséquences potentiellement graves pour la cellule, mais
I’organisme posséde des systémes de défense trés efficaces, les antioxydants [9,10].

1.4.1. Mécanisme de I’oxydation

L’oxydation est générée par des radicaux libres, especes chimiques neutres ou chargées
instables qui ne cherchent qu’a récupérer un électron dans leur environnement pour retrouver un
état plus stable. Ces deux propriétés font que les réactions d’oxydation sont trés rapides et se
propagent en cascade [11].

1.5. Les antioxydants

1.5.1. Définition

Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement I’oxydation d’un
substrat, alors qu’elle présente une concentration trés faible dans le milieu ou elle intervient [12].
Ces antioxydants peuvent étre de deux natures différentes: des systéemes enzymatiques et des
systémes non enzymatiques [13].

Donc, pour se protéger des effets déléteres des espéces oxygenées activés (EOA),
I’organisme dispose d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux
sources d’antioxydants: 1’une est apportée par I’alimentation sous forme de fruits et Iégumes riches
en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; ’autre est
endogene et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de
protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systemes de réparation des
dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme
le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes [14]. Ces divers
antioxydants ont des mécanismes de défense antioxydante différents, pour préserver le bon
fonctionnement de la cellule, parce que lorsque les défenses antioxydantes sont affaiblies ou
dépassées, le stress oxydatif peut provoquer l’inactivation enzymatique et la peroxydation
lipidique [12,15,16,17].

I .5.2. Mécanismes d'action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux
ou de peroxydes ainsi que la chélation des métaux de transition [18].D’une maniére générale, un
antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement
que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons

souvent aromatiques, cas de dérivés du phénol [19].
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En plus, leurs radicaux intermediaires sont relativement stables du fait de la délocalisation

par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par 1’oxygéne moléculaire

[20].

1.5.3. Les utilisations des antioxydants

L'industrie des matiéres plastiques : des additifs sont utilisées pour protéger les polymeres
de l'oxygene de D’air.

L'activité éventuelle de molécules médicamenteuses déja connues, qui présentent les
avantages d'une biodisponibilité et de parametres pharmacocinétiques et toxicologiques déja bien
connus.

Sont concernées par 1’utilisation dans I‘industrie alimentaire.

L'industrie de lubrifiants : elle produit notamment les huiles pour moteurs et
transmissions automobiles.

L'industrie cosmétique : les molécules utilisées sont plus ou moins les mémes que dans

I’industrie alimentaire [21].

1.6. Méthode d'évaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de 1’activité antioxydant, nommées

d’aprés le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres. Par exemple :

v
v
v
v
v

Il est

FRAP (Ferric reducing antioxidant power),
ORAC (oxygen radical absorbance capacity),
TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity),
ABTS (2,2-azinobis 3 -ethyl-benzothyazoline 6-sulphonate)
DPPH™ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) ...etc.
a indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez différents et devaient étre

appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits similaires [22].
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1.6.1. Test au DPPH

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut I’un des premiers radicaux libres
utilise pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composes phénoliques [23,24].

Figure (22) : Structure chimique du radical libre DPPH [25].
» Principe
La molécule de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable, dont la
solution possede une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm. Quand une
solution de DPPH' est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogéne,
antioxydante, il y’a formation de la forme réduite (Figure). Ceci provoque la perte de la coloration

violette et I’apparition d’une coloration jaune caractérisée par une bande d’absorpti

on dans le visible a 517 nm [23].
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Figure (23) : Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite [26].
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Introduction
La partie expérimentale a été réalisée dans le laboratoire de chimie organique du
département de chimie a I'université de Jijel, notre travail repose sur 1’étude de la composition
chimique des métabolites secondaires et des huiles essentielles extraits a partir de I’espéce Cytisus
triflorus qui est une plante médicinale appartenant a la famille des fabacees.

1. Etude chimique des métabolites secondaires

1.1. Matiere végétale

1.1.1. Récolte de la plante

L’espéce Cytisus triflorus a éteé récoltée de la région d’oudjana daira de Taher, Wilaya de
Jijel.

1.1.2. Conservation

Les feuilles de la plante (la partie aérienne) sont bien nettoyées et séchées a 1’air libre et a

I’abri de la lumiére.

Figure(24) : Espéce Cytisus triflorus

1.2- Etude chimique

1.2.1- Extraction des métabolites secondaires

Cette étape consiste a extraire le maximum de métabolites secondaires contenus dans les
feuilles de la plante séchée, en utilisant des solvants organiques volatils adéquats, qui augmentent

le rendement d’extraction.

45

——
| —



Matériels et méthodes

1.2.2- Extraction liquide- liquide
Cette étape repose sur la spécificité, la différence de polarité et la densité, entre les solvants
organiques utilisés et les métabolites secondaires extraits, ce qui permet la separation des
métabolites secondaires en trois types de familles de composés : composés apolaires,
moyennement polaires et polaires.
1.2.3- Protocole d’extraction
Aprés séchage, les feuilles de ’espece Cytisus triflorus (100 g) ; ont été soumises a une
macération a la température ambiante dans un milieu hydro-alcoolique (mélange Ethanol/Eau ; 70/
30) pendant 24 heures cette opeération est répétée 3 fois, par la suite on procede a une filtration. Le
filtrat obtenu est porté au rotavapor pour une éventuelle concentration.
Apreés la filtration et concentration de la solution, on ajoute 250 ml de I’eau distillée et on procede
a des extractions successives (épuisement par des solvants), dans une ampoule a décanter de 500
ml, en utilisant des solvants de polarité croissante : le chloroforme, I’acétate d’éthyle et ensuite le
n-butanol, en utilisant a chaque fois 250 ml de chaque solvant, I’opération est répétée deux fois.
v' épuisement par le chloroforme (CHCIs) : obtention de la phase chloroformique.
v’ épuisement par ’acétate d’éthyle (AcOEt) : obtention de la phase acétate.
v’ épuisement par le n-butanol: obtention de la phase n-butanolique.
Les 03 extraits sont évaporés a sec et pesés, donnant les résultats cités dans le tableau(9) :

Tableau (9): Résultats obtenus des extraits

Matiére Extrait Masse Rendement
végétale
Chloroforme 3,109 3,10%
100 ¢ Acétate 1,20 g 1,20 %
d’¢éthyle
n-butanol 14,09 g 14,09%
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Figure (27) : Les trois extraits

—
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Figure (28) : Protocole d’extraction des métabolites secondaires.
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I11. Méthodes chromatographique de séparation et purification

La chromatographie englobe une série de techniques qui ont en commun la séparation
des composants d'un mélange. L’échantillon a séparer est entrainé par un courant de phase mobile
(gaz ou liquide) le long d’une phase stationnaire (papier ou silice...). La chromatographie
analytique est utilisée pour identifier ou doser les composés chimiques d’un mélange. La
chromatographie préparative est utilisée pour séparer ou purifier les composantes
d’un mélange [1].

I11.1.Chromatographie sur couche mince

a. Principe

Il repose sur la séparation des substances chimiques par migration et adsorption sur un
support ou phase stationnaire polaire, dans une phase mobile ou €luant, en fonction de leur nature,
du pouvoir éluant de la phase mobile, du pouvoir adsorbant du support [2].

b.Protocole de CCM sur gel de silice

Phase stationnaire : plague en aluminium recouverte de gel de silice.

Phases mobiles : cyclohexane/ AcO Et a différents pourcentages.

Chloroforme/Méthanol a différents pourcentages

Le but de cette opération ést la recherche d’un bon systeme de séparation.

Pour cela on a pris des petites plaques CCM sur lesquelles on ‘a déposé de petites quantités des
phases extraites préalablement dissoutes dans une petite quantité de solvant. les plagques sont
ensuite introduites dans une cuve contenant le systéme d’élution.

La visualisation des plaques est effectuée sous une lampe UV, en utilisant deux longueurs
d’onde : 365nm et 254nm.

c. Les essais de caractérisation par chromatographie sur couche mince (CCM)

Les 3 phases obtenues a savoir la phase chloroformique,la phase acétatate d’éthyle et la
phase n-butanolique ont été soumis a 1’analyse phytochimique par chromatographie sur couche
mince (CCM). Cette analyse nous a permis d'avoir une idée sur la richesse de chaque phase en
métabolites secondaires.
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-
-
—
Phase acétate d’éthyle Phase chloroformique
Systeme : (cyclohexane/AcOEt : 2 /7) Systéeme : (CHCIz/MeOH : 14/1)

Figure (29) : Les tests chromatographiques des phases récupérées.

III.2. Chromatographie sur colonne

a. Principe

Le but est toutefois différent ; la chromatographie sur colonne sert a séparer des produits,
ou a purifier un produit de réaction. C’est la méthode standard de purification dans un laboratoire
de chimie organique. C’est une méthode préparative, elle permet de purifier 50mg a environ 20g
en laboratoire, et jusqu’a 1 kg en industrie [3]. La chromatographie sur colonne est une méthode
de séparation des constituants d’un mélange par migration dans un dispositif constitué de deux
phases :

La phase stationnaire: C’est le support solide, qui est la colonne contenant une quantité
calculée de gel silice préparée sous forme de bouillie dans un solvant adéquat.

La phase mobile: Représente le solvant d’élution utilisé qui est en général un mélange de
deux solvants, I’un polaire et I’autre apolaire.

b. Séparation sur colonne de gel de silice de la phase acétate d’éthyle

Aprés une série d’essai réalisés par la CCM dans le but d’obtenir le bon systéeme de
séparation des différents composants des métabolites secondaires de 1’espéce Cytisus triflorus ; on
a constaté que le mélange (cyclohexane/acétate d’éthyle) (2:7) était le meilleur systéme d’élution
pour la phase acétate d’éthyle.

La dissolution de 0,629 de I’ extrait acétate d’éthyle dans le cyclohexane s’est avérée non
totale, alors on ‘a procédé a une adsorption sur gel de silice et ceci par I’ajout d” une quantité de
gel de silice suivi par 1’élimination du solvant d’ou I’obtention d’une poudre contenant I’extrait

adsorbé.

50

——
| —



Matériels et méthodes

Ce dernier est introduit dans la colonne de gel de silice préparée préalablement dans le

cyclohexane.

Figure (30) : Séparation par chromatographie sur colonne.

Cet extrait est fractionné avec le gradient (cyclohexane/acétate d’éthyle). A chaque
fois des fractions de 25 ml sont recueillies, puis concentrées par évaporation a sec. Le suivi de ces

fractions a été réalisé par chromatographie sur couche mince (CCM), les plaques sont visualisées

sous la lumiére UV (254 nm et 365nm).

Figure (31) : Les différentes fractions issues de la colonne
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.

Systeme : (cyclohexane/AcOEt : 2 /7) Systeme : (cyclohexane/AcOEt : 2 /7)

Figure(32) : Plaques CCM de différentes fractions issues de la colonne
Les 12 fractions récupérées de la colonne sont rassemblées dans le tableau (10):
Tableau (10) : Résultats du fractionnement par chromatographie sur colonne de gel de silice de

’extrait acétate d’éthyle de I’espéce C .triflorus

Erlens Systéme d’élution
(25ml) Fractions observation
cyclohexane | Acétate d’éthyle
1-10 F1 100% 0% Rien
11-16 F2 95% 5% Mélange séparable
17-22 Fs 90% 10% Mélange séparable
23-28 Fa 80% 20% Mélange séparable avec
un produit majoritaire
29-30 Fs 70% 30% Mélange complexe
31-33 Fe 60% 40% Mélange complexe
34-35 F7 50% 50% Mélange séparable
(plusieurs taches)

36 Fs 40% 60% Mélange complexe
37-38 Fo 30% 70% Mélange séparable
39-41 F1o 20% 80% Mélange complexe
42-48 Fu 90% 10% Mélange séparable
49-54 F12 100% 0% Mélange séparable

(plusieurs taches)

——

52

'



Matériels et méthodes

c. Séparation des constituants de la fraction 4

On a observe que la fraction F4 est un mélange contenant quatre taches bien séparées, donc
on a procédé a une éventuelle séparation sur plaques preparatives de gel de silice L opération a été
réalisée avec le méme systéme d’élution précédent, qui est le mélange (cyclohexane/ Acétate

d’¢éthyle) aux proportions (2 :7) ; Aprés séparation et purification on a obtenu un composé pur Fa,1.

Figure (33) : Plaques CCM de la fraction Faissue de la colonne et le composé pure F4 1.

111.3. Dosage des polyphénols totaux

111.3.1. Principe

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HaPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPM012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsteéne et de molybdéne. La coloration produite, dont I’absorption maximale
est comprise 760 nm est proportionnelle a la quantité de poly phénols présents dans les extraits
végétaux [4].

111.3.2. Mode opératoire

Dans un tube & essai, 0,5 ml de I’extrait (1mg/ml) a été introduite , 2,5 ml de Folin -
Ciocalteu (10%) a été ajouté, ainsi que 2,5 ml de bicarbonates de sodium (Na2CO0s3) (7,5%). Laisse
Incuber pendant 30 minutes a 4° C. Lire 1’absorption au spectrophotomeétre UV (A = 760 nm).

111.3.3. Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux a été déterminée en se référant a la courbe
d'étalonnage obtenue a différentes concentrations en acide gallique (mg/g) suivant
le méme protocole de dosage des polyphénols exprimé en mg équivalent d'acide gallique

par gramme de l'extrait sec (mg EAG/g Extrait sec).
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111.4. Dosage des flavonoides totaux

111.4.1. Principe

L'estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de la plante, est
réalisée par la méthode chlorométrique. Dont le principe, repose sur la capacité des flavonoides a
former des complexes de couleur jaune avec le trichlorure d'aluminium (AICl3), I'absorbance est
mesurée par un spectrophotometre UV a 510 nm [5].

111.4.2. Mode opératoire

0,5 ml de I’extrait (1 mg/ml) ajouté été dans un tube a essai, avec 2 ml d’cau distillée, 150
ul de nitrite de sodium a été ajouté, laisser reposer 6 minutes, 150 pl de (AICI3) (10%) a été ajouté,
puis laisser reposer 6 minutes, rajoute 2 ml de NaOH avec 200 ul d’eau distillée. Laisse le mélange
au repos pendant 15 minutes.
Lire ’absorption au spectrophotométre UV (A = 510 nm).

1114.3. Expression des résultats

La teneur en flavonoides est déterminée par référence a une courbe d'étalonnage linéaire
obtenue avec différentes concentrations (mg/g) de la quercétine utilisée comme standard. La teneur
en flavonoide est exprimée en milligramme d'équivalent de
Quercetine par gramme d'extrait (mg EQ/g Extrait sec).
IV. Evaluation de ’activité antioxydant au test de piégeage du radicale DPPH

a. Principe

La molécule de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est généralement le substrat le plus
utilisé pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en
forme radicale libre et la simplicité de I’analyse. La réduction des radicaux DPPH en 2,2 diphényl
-1- picryl hydrazine (DPPH, H) par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution.
Cette décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa capacité de
piéger le radical libre et se traduit par une diminution de 1’absorbance a 515 nm [6].

b. Mode opératoire

Préparation d’une solution du DPPH a 60 pmol/l a I’avance (1 heure) car la solubilisation
est difficile. On dissout 2,32mg du DPPH dans 100ml de EtOH, puis on fait I’agitation pendant 1h
a4°C al'obscurité.
50ul de chaque solution éthanolique des différents extraits a différentes concentrations sont ajoutés
a 1950ul d'une solution éthanolique de DPPH, un blanc a été préparer on paralléle, en mélangeant
50ul de I’éthanol avec 1950ul d'une solution éthanolique de DPPH a la méme concentration

utilisée, en ce qui concerne le contréle négatif.
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Apres incubation a l'obscurité pendant 30 minutes dans le bain a ultrasons, I’activité anti-
radicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPHe. a été évaluée par spectrophotométrie UV-
Visible en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur
violette a la couleur jaune mesurable a 515nm. En calculant pour chagque concentration le

pourcentage d’inhibition correspondant (P1%), qui est donné selon la formule suivante :

P1% = [(Acontrol — A extrait / Acontrol) X100].

A control : Correspond a 1’absorbance du la solution (DPPH) sans antioxydant apres le temps de
réaction.

A extrait . Correspond a 1’absorbance de la solution d’échantillon avec DPPH aprés le temps de
réaction.

Puis on peut tracer la courbe, qui représente la variation du pourcentage d’inhibition en fonction
des concentrations de ’extrait. Cela permet de déterminer 1’'ICso, la concentration de 1’extrait
nécessaire pour 1’obtention de 50% de forme réduite du radical DPPH. Il faut rappeler que plus la

valeur d’ICsoest petite, plus I’activité antioxydant des extraits est grande.

L nmmumu wlwm-tﬂll

Figure (34) : Test d’activité antioxydant par la réduction du radical DPPH.

V. Etude chimique des huiles essentielles

V.1.Procédé d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’extraction des huiles essentielles que nous avons adopté dans ce travail de
mémoire de fin d’études est I’hydrodistillation vu que ¢’est une méthode trés simple, tres pratique
et trés rapide.
Pour cela 100g de matiere végétale mélangée avec 500ml d’eau distillé sont introduites dans un
ballon rond de 1000ml, le mélange est chauffé jusqu’a ébullition pendant 3h. Les vapeurs chargées

d’huiles se condensent en traversant un réfrigérant, et le condensat obtenu est récupérée dans une
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ampoule a décanter, sachant que I’eau et ’huile se séparent par différence de densité. Les huiles

essentielles sont conservées dans un flacon en verre opaque a 4°C a I’abri de la lumiére.

Figure (35) : Montage d’hydrodistillation
V.2. Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre la masse de I’huile essentielle extraite

et la masse de la plante séche traitée. Le rendement en pourcentage (R %)est calculé par la formule

suivante : R% = Z2E % 100
mp

Ou R:rendement d’huile essentielle en %
mye : C’est la masse de I’huile essentielle extrait en g.
mp : C’est la masse de la plante traitée en g.

V.3.Analyse chromatographique de la composition chimique des HE

L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles, extraites des plantes, a été
effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-MS).
Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de masse est une technique
d’analyse qui possede plusieurs atouts : le chromatogramme en phase gazeuse permet de séparer
les constituants d’un mélange. Le spectrometre de masse associé permet d’obtenir le spectre de
masse de chacun des constituants et bien souvent de les identifier [7].

a.Principe

Les constituants de I’échantillon a analyser sont d’abord séparés sur colonne de la CPG,
puis introduis séparément dans le spectre de masse ou se passe la fragmentation des molécules.
Cette fragmentation se produit lors d’un bombardement sous vide par des é€lectrons d’énergie
contr6lée. La séparation des ions ainsi formés, faite selon leur rapport masse/charge dans un tube
analyseur, constitue le principe de base de la spectrométrie de masse
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b.Condition opératoire :
Les conditions opération de I’analyse CG-MS de la composition de H.E, sont :
CG-MS Shimadzu QP2010 de type EI70ev quadripdle
Colonne OV1701 (25m)
Gaz vecteur : Hélium
Volume injecté : 1 pl
Température de la colonne : 70°C

Température d’injection : split
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1. Extraction liquide-liquide

Cette etape repose sur la spécificité et la polarité des solvants organiques utilisés :
> Epuisement par le chloroforme : qui est un solvant organique apolaire, entraine souvent
les composés apolaires.
> Epuisement par I’acétate d’éthyle : qui est un solvant moyennement polaire, extrait
géneralement les molécules moyennement polaires.
> Epuisement par le n-butanol : qui est un solvant polaire, entraine essentiellement les
composés polaires

1.1. Le rendement des extraits des trois phases

Les trois extraits récupérés apres évaporation a sec, ont été peses pour déterminer la

masse seche obtenue, les résultats sont donneés dans la figure (36) :

Rendement des 3 extraits

3 14.5
= 16,00%
Z
W 14,00%
=

12,00%
L 0o
O  10,00%
P
L 8,00%
o 3.10

0, .

6,00% 1.20
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0,00%

chloformique Acétate d'éthyle n-butanolique

EXTRAIT

Figure (36) : Graphique représentatif du rendement des trois extraits
Il est difficile de comparer les résultats de chaque phase, car le rendement dépend de la
richesse de la plante et aussi le moment de la récolte, ainsi que les conditions opératoires de
I’extraction effectuée.
D’aprés les résultats obtenus, on constate que 1’extrait n-butanolique présente le
rendement le plus élevé, donc il est le plus riche en métabolites secondaires, puis 1’extrait

chloroformique et enfin I’extrait d’acétate qui est le moins riche.
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1.2. Résultats de la chromatographie sur couche mince de I’extrait CHCI3 et
d’AcOEt

Apres plusieurs essais des systémes d’¢lution, on a trouvé la phase mobile adéquate pour
la séparation des différents composants des extraits. Les plagues CCM réveélent une série de

taches indiquant la richesse de chaque extrait en produits.

-
-
1
I
—
Phase acétate d’éthyle Phase chloroformique
Systeme : (cyclohexane/AcOEt : 2 /7) Systéme : (CHCl3/MeOH : 14/1)

Figure (37) : Résultats de la CCM des deux phases

1.3. Teneur en polyphénols

La teneur en polyphénols totaux estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu pour chaque
extrait a partir d'une gamme étalon établie avec différentes concentrations d'acide gallique qui
est utilisé comme un référence (I'équation standard de courbe : Y=0,0054x-0,1738; R? = 0,994)
(figure 38).

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalant d'acide gallique par un gramme
de I’extrait sec (mg EAG/1g EXS). En plus de sa sensibilité, cette méthode de dosage représente
une reproductibilité puisque I’absorbance est étroitement liée a la concentration d’acide

gallique utilisé dans la gamme étalon.
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1,6 y = 0,0054x - 0,1738
~ 14 - R?*=0,994
S
c 12 -
3
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L 08 -
& 06
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O T T T 1
0 100 200 300 400
Concentration de I'acide gallique (mg/g)

Figure (38) : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique

Les résultats de I'analyse quantitative obtenus par spectrophotométrie UV-visible des
trois extraits : chloroformique, acétate d’éthyle et n-butanolique, des parties aériennes de la
plante sont représentes dans la figure (40).

Teneur en polyphénols des extraits
100 94,59

78,3

x O
o o

30 22,5

20
0

chloroforme AcOEt n-butOH

concentration mg/g
g

Extrait

Figure (39) : Teneur en polyphénols des extraits ; CHCI3z ; AcOEt et n-BuOH.
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Tableau (11) : Résultats de la quantification spectrophotométrique des polyphénols totaux

Phase Chloroforme Acétate d’éthyle n-butanol
Teneur en
mg EAG/g Ext 22.5+0.018 78.3+0,053 94.59+0.04

D’aprés les résultats, on constate que tous les extraits de la plante sont riches en
polyphénols mais avec des quantités differentes. Le tableau (11) montre que le.n-butOH
représente la teneur la plus élevée (94.59 mg EQ /g d’extrait) en polyphénols suivi par Acétate
d’éthyle (78.3 mg EAG /g d’extrait) et 1’extait. Chloroformique (22.5 mg EAG/g d’extrait).

1.4. Teneur en flavonoides

Les teneurs en flavonoides dans les extraits ont été estimées par la méthode utilisant
AICIz. Une couleur jaune est observée aprés I'ajout du trichlorure d'aluminium a la
solution éthanolique de la quercétine, qui est un flavonoide tres connu de la famille des
flavonols, ce dernier est utilisé comme une référence pour la réalisation de la courbe
d'étalonnage dans la gamme de concentration (80a 320 mg/g) .Les résultats sont représentés sur
I'nistogramme de (figure 41). La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de

quercétine par gramme d'extrait (mg EAG /g d’extrait).

Courbe d'étalonnage de la gqeurcétine

1,2 - y =0,0028x +0,1412
~ R?=0,9422
S 1 L 2
< o8- S
q) ’
=
S 06
2

04 -
(@) ’
2 *
< 0,2 -

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
C (mg/g)

Figure (40) : Courbe d'étalonnage de la quercétine

62

——
| —



Résultats et discussion

Les teneurs en flavonoides de la partie aerienne de C.triflorus sont présentées dans la figure

suivante :
Teneur en flavonoides des extraits

\g >0 1 43,5
e
- 407 34,2
[¢B)
5 30 -
)
©
e 20 1 1532
(B}
e
S 10 -
O

0 A

chloroforme n_butOH AcOEt
Extrait

Figure (41) : Teneur en flavonoides des extraits

Tabletu (12) : Résultats de la quantification spectrophotométrique des flavonoides totaux

Phase Chloroforme Acétate d’éthyle n-butanol
Teneur en
mg EAG/g Ext 15.32+0.096 43.5+0.03 34.2+0.035

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure
d’aluminium révéle que 1’éxtrait acétate est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 43.5
mg EQ /g d’extrait suivi par I’extrait.n-butOH et en derniére position on retrouve I’extrait
chloroformique (34.2mg et 15.32 mg EQ /g d’extrait)

2. Evaluation de ’activité antioxydant au test de piégeage du DPPH

L’activité anti radicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée par
spectrophotométrie en suivant la réduction de ce radical qui s'accompagne par son passage de
a couleur violette a la couleur jaune mesurable a 515 nm. En calculant pour chaque
concentration le pourcentage d'inhibition correspondant, on a tracé la courbe, qui représente la
variation du pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations de I'extrait Cela permet de

déterminer I'lC s, la concentration de 1’extrait nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH.
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Extrait d'acétate Extrait n-butOH
=70 | V=37,307x+25,275 70 - y=>8,839x + 23,307
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R? = 0,9444
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% Inhibiteur
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0 T 1
0 0,5 1
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Figure (42) : Représentations graphiques des pourcentages d’inhibitions du radical DPPH en
fonction des concentrations.

Tableau (13) : Activité antioxydante exprimée en IC50 des extraits de I’espece C.triflorus

Extrait IC50(mg/ml)xEcart type
Chloroformique 1.50
Acétate d’éthyle 0.66
n-butanolique 0.45

64

——
| —




Résultats et discussion

Les résultats obtenus étudiés montrent que I’ensemble des extraits étudiés de C.triflorus
révelent des propriétés antiradicalaires intéressantes ce qui se manifeste par des faibles valeurs
d’IC50 notamment les extraits n-butanolique et acétate d’éthyle. L’extrait n-butanolique montre
la meilleure activité antiradicalaire avec une valeur IC50 égale a 0,45mg/ml. Cependant,
I’extrait chloroformique montre une activité antioxydante relativement faible avec 1C50 égale
a 1,50mg/ml. 1l ressort donc que I’extrait n-butanolique constitue un bon piégeur des radicaux
libres.

De plus, il est clair que l'activité antioxydante des extraits varie proportionnellement
avec la polarité des solvants utilisés (c’est-a-dire quand la polarité du solvant d’extraction
augmente 1’activité antioxydante aussi augmente). En effet, les extraits ayant la plus grande
capacité de piégeage des radicaux sont les extraits obtenus par des solvants polaires et
moyennement polaires ; n-butanol et acétate d’éthyle. Ces résultats peuvent étre exprimés par
la richesse de cette plante par des composés antioxydants polaires et moyennement polaires
solubles dans le n-butanol et I’acétate d’éthyle, tel que les polyphénols.

3. Les huiles essentielles

On s’est intéressé dans cette partie a I’étude phytochimique de I’espéce Cytisus triflorus,
ainsi que I’extraction des huiles essentielles et la détermination de la composition chimique de
ces derniers, en utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse CG/MS

3.1. Rendement des huiles essentielles

La masse de I’huile essentielle récupérée de 1’espéce Cytisus triflorus est de 1.61g, et
la masse de la plante séche est de 100g ; et comme le rendement étant le rapport entre la masse
de I’huile essentielle récupérée sur la masse utilisée de la plante que multiplie par cent, alors
rendement soitde (R= 1.61% ). Ce qui confirme la richesse de notre huile essentielle de la

plante Cytisus triflorus en métabolites secondaires.

65

——
| —



Résultats et discussion

3.2. Evaluation des composants chimiques des huiles essentielles de I’espéce Cytisus
triflorus par CG-MS

JEL F.£ v Analysed by DESDC R DADA 2027'\PFE Boudjerda\PF E Boudjerda AZZ\ech Azz.qgd

A NI AR . S

Figure (43) : Chromatogramme de CPG des HE de I’espéce Cytisus triflorus

Tableau(14) : Composition chimique des huiles essentielles

N° | composé structure Aire% | Tr Nom
systematique
1 Bicyclo[3.1.0]hex-2- 0.95 3.325 2-methyl-5-
ene, 2-methyl-5-(1- prop-1-en-2-
methylethyl)- ylbicyclo[3.1.0]
hex-2-ene
2 1R-.a.-Pinene 0.84 3.429 triméthyl-2,6,6-
bicyclo[3.1.1]he
pt-2-éne

3 2-Hexenal, (E)- 0.25 3.706 (E)-hex-2-enal

4L
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4 Bicyclo[2.2.1]heptan 0.30 3.835 (1S)-2,2-
e, 2,2-dimethyl-3- H dimethy-3-
methylene-, (1S)- methylenebicycl
0[2.2.1]heptane
5 Bicyclo[3. 1.1 i 0.33 4.473 1S)-6,6-
]heptane, 6,6- dimethyl-2-
dimethyl-2- methylenbicycl
methylene-, (1S)- 0[3.1.1]heptane
6 .B. -Myrcene 5.53 4.929 7-methyl-3-
methylideneocta
-1,6-diene
N\ V4
7 .o..-Phellandrene 0.99 5.208 p-mentha-1,5-
\@\‘/ diene
8 1,3-Cyclohexadiene, 6.47 5.605 1-isopropyl-4-
1-methyl-4-(1- methylcyclohex
methylethyl)- \@\( a-1,3-diene
9 D-Limonene 1.01 5.843 p-mentha-1,8-
\@\n/ Diene
10 | .B.-Phellandrene 0.74 6.082 3-méthylidéne-
6-(propan-2-
yl)cyclohex-1-
éne p-mentha-
1(7),2-diéne
11 O-Cymol 7.60 6.380
1-isopropyl-3-
met hylbenzene

——
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12 &.- Terpinen 32.74 6.938 4-isopropyl-1-
methyl-1,4-
cyclohexadiene

13 | Cyclohexene, 1- 0.31 7.744 1-methyi-4-
methyl-4-(1- (propan-2-
methylethylidene)- ylidene)cyclohe

N x-1-ene

14 Benzene, 2-ethenyl- 0.12 9.016 1,3-dimethyl-2-

1,3-dimethyl- vinlbenzene
/

15 Bicyclo[3.1.0]hexan- 0.80 9.496 (1R,2R,5S)-5-
2-01, 2-methyl-5-(1- Isopropyl-2-
methylethyl)-, \5/ methylbicyclo[3
(1.alpha.,2.beta.,5.al < .1.0]hexan-2-ol
pha.)-

16 Cis-Linalool Oxide 0.10 9.931 Cis-Linalool

A Oxide
M
OH
17 | 1-Nonen-3-ol ™ 0.20 10.234 | non-1-en-3-ol
\/\/\)\/

18 | 1,6-Octadien-3-ol, HO 5.09 10.836 | 3,7-

3,7-dimethyl- dimethylocta-
N 7 1,6-dien-3-ol

19 Bicyclo[3.1.0]hexan- 0.85 11.089 | (1R,2R,5S)-5-
2-ol, 2-methyl-5-(1- N isoprpyl-2-
methylethyl)-, £ methylbicyclo[3
(l.0.,2.p.,5. a .)- .1.0]hexan-2-ol

(e )
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20 2-Cyclohexen-1-ol, 0.25 11564 | (1R,4S)-4-
1-methyl-4-(1- % isopropyl-1-
methylethyl)-, trans- | Hom== methylcyclohex

. ( -2-enol

21 | 3-Cyclohexene-1- 0.06 11.889 | Cyclohex-3-

carboxaldehyde enecarbaldehyd
e
@\/C

22 | Ethanone, 1-(1,4- i 0.04 12.770 | 1-(1,4-
dimethyl-3- dimethylcycloh
cyclohexen-1-yl)- ex-3-en-1-

yl)ethanone

23 | T- 0.38 12.993 | 1-methl-4-
Oxabicyclo[4.1.0]he (prop-1-en-2-
ptane, 1-methyl-4- o yl)-7-
(1-methylethenyl)- oxabicyclo[4.1.

O]heptane

24 | 3-Cyclohexen-1-ol, 1.79 13.445 | (R)-1-isopropyl-
4-methyl-1-(1- 4-
methylethyl)-, (R) methylcyclohex

-3-enol
OH

25 2-Cyclohexen-1-ol, 0.12 13.984 | (1R,5R)-2-
2-methyl-5-(1- methyl-5-(prop-
methylethenyl)-, cis 1-en-2-

o yl)cyclohex-2-
enol

26 Borneol 0.66 14.242 | endo-1,7,7-

triméthylbicyclo
OH [2.2.1]heptan-2-
ol

27 | 3-Cyclohexene-1- 1.36 14.852 | 2-(4-
methanol, . a ., a.4- oH methylcyclohex
trimethyl- -3-en-1-

yl)propan-2-ol

——
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28 Benzene, 2- 0.67 14.975 | 1-isopropyl-2-
methoxy-4-methyl- methoxy-4-
1-(1-methylethyl)- methylbenzene

™~

29 Benzene, 1- °~_ | 1.67 15.466 | 2-isopropyl-1-
methoxy-4-methyl- methoxy-4-
2-(1-methylethyl)- methylbenzene

30 Cyclohexanone, 2- 0.29 15.786 | (2R,5R)-2-
methyl-5-(1- methyl-5-(prop-
methylethenyl)-, 1-en-2-
trans- yl)cyclohexano

ne

31 Benzenemethanol, . 0.31 15934 | 2-(4-

a.,. o.4-trimethyl- oH Methylphenyl)p
ropan-2-ol

32 | E,E-6,11- 0.10 16.117 | (6E,11E)-
Tridecadien-1 -ol 0 trideca-6,11-
acetate dien-1-yl

W\/\/\/ acetate
!

33 Bicyclo[3.1.1 Jhept- 0.12 16.396 | 2,6,6-
2-en-6-ol, 2,7,7- trimethylbicyclo
trimethyl-, acetate, [3.1.1]hept-2-
[1S-(1. o .,5. a,6.8.)] ene

34 | 2,2,6-Trimethyl-1- i 0.02 17.323 | 2,2,6-
(2-methyl-cyclobut- . Trimethyl-1-(2-
2-enyl)-hepta-4,6- methyl-
dien-3-one cyclobut-2-

enyl)-hepta-4,6-
dien-3-one

35 2-Cyclohexen-1-one, 0.04 17.589 | 2-Cyclohexen-
2-methyl-5-(1- 1-one, 2-
methylethenyl)-, (S)- methyl-5-(1-

o ””( methylethenyl)-,
(S)-

——
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36

2-Cyclohexen-1-one,
2-methyl-5-(1-
methylethenyl)-

0.17

18.088

2-Cyclohexen-
1-one, 2-
methyl-5-(1-
methylethenyl)-

37

Caryophyllene

T

3.26

21.095

(1R,4E,99)-
4,11,11-
trimethyl-8-
methylidenebic
yclo[7.2.0Junde
c-4-ene

38

p-Cymen-3-ol

15.01

22.630

2-isopropyl-5-
methylphenol

39

Caryophyllenyl
alcohol

0.09

31.534

(32)-4,8,11,11-
tetramethylbicy
clo[7.2.0]Jundec-
3-en-5-ol

40

Caryophyllene oxide

0.11

31.982

(1R,4R,6S,10R)
-12,12-
dimethyl-9-
methylidene-5-
oxatricyclo[8.2.
0.0{4,6}]dodeca
ne

41

Caryophyllene oxide

1.53

32.179

(1R,4R,6S,10R)
-12,12-
dimethyl-9-
methylidene-5-
oxatricyclo[8.2.
0.0{4,6}]dodeca
ne

42

1,2-Benzenediol, 4-
(1,1-dimethylethyl)-

OH

OH

0.61

33.121

1,2-
Benzenediol, 4-
(1,1-
dimethylethyl)-
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43 | Guaiol HO 0.09 33.355 | 2-[(3S,5R,8S)-
3,8-dimethyl-
1,2,3,4,5,6,7,8-
octahydroazulen
-5-yl]propan-2-
ol

44 | Naphthalene, N 0.09 33.969 | (1S,4aR,8aR)-7-

1,2,3,4,4a,5,6,8a- WS methylidene-1-

octahydro-7-methyl- (propan-2-yl)-

4-methylene-1-(1- 1,2,3,4,4a,5,6,8a

methylethyl)-, (1. a., -

4da.a ., 8a a.)- octahydronapht
halene

45 | Androstan-17-one, 3 0.27 36.079 | Androstan-17-

,11- one, 3,11-
bis[(trimethylsilyl)]-, bis[(trimethylsil
O-(phenylmethyl yD]-, O-
Joxime, (3. a (phenylmethyl
.5.8.,11.8.)- )oxime,
(3.alpha.,5.beta.
,11.beta.)-

46 Carotol 0.13 36.261 | 6,8a-
dimethylyl-3-
(propan-2-yl)-
1,2,3,3a,4,5,8,8a

OH
octahydroazulen
-3a-ol
47 | 2,10-Dodecadien-1- | * 0.02 37.135 | (2)-3,7,11-
ol, 3,7,11-trimethyl-, W trimethyldodeca
(2)- -2,10-dien-1-ol
48 Hexadecanal 0.15 38.584 | palmitaldehyde
AAAAAAA
49 Tetradecanoic acid 0.15 39.552 | tetradecanoic
0 acide
WMOH
50 Heptasiloxane, 0.15 39.772 11,1,1,3,355,7,7
hexadecamethyl- ,9,9,11,11,13,13
13-
YV L
LS AR A heptasiloxane
/\0/ \0/ \0/ \0/ \0/ \o/\

——
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51 3-Benzylsulfonyl- 0.08 39.971 | 3-

2,6,6- (benzylsulfonyl)

trimethylbicyclo(3,1, A -2,6,6-

1)heptane 7@j\\/\© trimethylbicyclo
° [3.1.1]heptane

52 Naphthalene, 0.21 40.157 | 4a-methyl-
1,2,3,4,.4a,5,6,7- 1,2,3,4,4a,5,6,7-
octahydro-4a- octahydronapht
methyl- halene

53 1,3-Dioxolan-2-one, 0.81 40.578 | 4-(4,4-dimethyl-
5-methyl-4-(4,4- 2,3-
dimethyl-2,3- . ° dimethlenecyclo
dimethylenecyclohex §< hexyl)-5-
yl) ° methyl-1,3-

dioxolan-2-one

54 | 1,2- j/ 0.44 41.653 | Diisobutyl
Benzenedicarboxylic o phthalate
acid, bis(2-
methylpropyl) ester ZQ\

55 Z-(13,14- i 0.23 42811 | (2)-12-(oxiran-
Epoxy)tetradec-11- )k = 2-yl)dodec-11-
en-1-ol acetate OAWV_\W en-1-yl acetate

56 Hexadecanal /\/\/\/\/\/\/\/\ 0.17 43.113 | palmitaldehyde

/

57 n-Hexadecanoic 0.89 43.668 | Palmitic acide

o AAAAAAA
[
58 . a . Isomethyl 0.08 43.949 | (E)-3-methyl-4-
ionone 0 (2,6,6-
trimethylcycloh
N exen-2-en-
1yl)but-3-en-2-
one

59 8-Octadecenoic ! 0.53 44.356 | (E)-methyl

acid, methyl ester /\/\/\/\/W\/\)L octadec-8-
enoate
VWVVY
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60 Ethyltetramethylcycl 00.21 44,758 | 5-ethyl-1,2,3,4-
opentadiene tetramethylcycl
openta-1,3-
diene
61 |3,7,11,15- 0.12 45.041 | (E)-3,7,11,15-
Tetramethyl-2- tetramethylhexa
hexadecen-1-ol } / dec-2-en-1-ol
62 Mandelic acide 0.07 45415 | Tert-
di(tert- butyldiethysilyl-
butyldimethylsilyl)- \ 2[(tert-
>(S\o ) butyldimethylsil
o \K yl)oxy]-2-
phenylacetate
63 Octadecane, 1- 0.17 46.348 | 1-
chloro- /\/\/\/\/\/\/\/\/\ chlorooctadecan
U e
64 Phenanthrene, 7- IS 0.15 46.434 | 1,1,4a,7-
ethenyl- tertramethyl-7-
1,2,3,4,43.,4b,5,6,7,9, Vinyl'
10,10a-dodecahydro- 1,2,3,4,4a,5,6,7,
1,1,4a,7-tetramethyl- 8,9,10,10a-
[4aS-(4a. o dodecahydrophe
,4b.B.,7.] nanathrene
65 9-Octadecenoic acid, ' 1040 47.007 | (E)-Octadec-9-
(E)- /\/\/\N\M enoic acide
/ !
66 Octadecanoic acid I 1022 47.207 | Stearic acide
MUH
67 | 9,12,15,0ctadecatrie ! 0.12 47.379 | (92,1272,157)-
noic acid, methyl methyloctadeca-
ester, (Z,Z,2)- - A = / 9,12,15-
f trienoate

——
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hexadecametnyl- ,9,9,11,11,13,13
S 13-
/ \0/ \0/ \0/ \0/ \0/ \0/ \ hexadecamethyl

heptasiloxane

69 Nonacosane WWNWN\ 0.05 49.649
Nonacosane

68 Heptasiloxane, 0.03 47.750 |1,1,1,3,3,55,7,7
‘ VIV

L’analyse par CG-MS des huiles essenticlles de 1’espéce Cytisus triflorus obtenues par
hydrodistillation de la matiére végétale séche, a permis d’identifier 69 constituants
représentant (30%) des monoterpenes oxygénés, (50%) des monoterpénes, (1%) des
sésquiterpénes oxygenés, (3%) des sésquiterpénes, ( 16%) d’autres composés. Dont les
composés les plus majoritaires sont : &.- Terpinen(32.74), p-Cymen-3-ol (15.01), o-
Cymol(7.60), , 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-( 6.47), .. -Myrcene(5.53) ,
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-(5.09).

D’aprés les résultats obtenus, on conclut que le principe actif des huiles
essentielles de ’espéce Cytisus triflorus soit le &.- Terpinen (32.74) a un pic tres intense (aire

= 32.74%)).
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Ventes

Sésquiterpenes O
1% Sésquiterpenes

3%

Autres composés
16%

Figure (44) : Familles des composés identifiés de I’espéce Cytisus triflorus

Aires des composes majoritaires dans les HE de Cytisus
triflorus
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Figure (45) : Représentation graphique des composés les plus majoritaires des HE de
I’espéce C. triflorus
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Conclusion générale

Conclusion générale

Ce travail a été pour nous une trés bonne expérience, ainsi qu’une bonne initiation a la
recherche scientifique et ceci grace au travail de laboratoire et la recherche bibliographique réalisé
sur ’espéce Cytisus triflorus.

Notre travail expérimental a été repartit en deux grandes étapes :

» La premiére étape consiste a I’extraction du matériel végétale, suivi d’épuisement par les
solvants organiques de polarité croissante, ce qui a conduit a I’obtention de trois phases, a savoir
la phase chloroformique, la phase acétate d’éthyle et la phase n-butanolique.

Les tests réalisés sur ces différentes phases nous ont orientés vers la phase acétate d’éthyle. Cette
derniére a subi une séparation sur colonne chromatographique du gel de silice, permettant ainsi
I’obtention de 12 fractions.

L’analyse quantitatif des métabolites secondaires ont été réalisés sur les extraits des différentes

phases obtenues a partir de 1’espece Cytisus triflorus, et ont montré de bons résultats.

» En deuxiéme étape, on s’est intéressé particulierement a 1’extraction de 1’huile essentielle de la
plante Cytisus triflorus grace a une méthode trés simple et trés pratique, qui est I’hydrodistillation.
Le recours a un appareil de chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie de
masse a été plus que nécessaire pour la détermination de la composition chimique de I’huile
essentielle de Cytisus triflorus ainsi que le principe actif de la plante.
Des tests d’activités antioxydants ont été réalisés sur les trois extraits obtenues, et ont
montrés des propriétés antiradicalaires intéressantes, et la meilleur activité antiradicalaire a été

enregistré avec 1’extrait n-butanolique avec une valeur d’1C50=0.45 mg/ml.
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Résumé

Notre étude dans le but de I’obtention et I’identification des métabolites secondaires, ainsi que
I’extraction des huiles essentielles a partir de I’espéce : «Cytisus triflorus» appartenant a la famille des
Fabacées.

L’utilisation de différentes méthodes de séparation (couche mince, colonne) a permis de récupérer a
partir de la phase AcOEt 12 fractions dont certaines sont des mélanges séparables.

L’étude phytochimique a permis de déterminer la présence des polyphénols et flavonoides.

Ainsi que leurs potentiel anti radicalaire qui a été déterminé par la méthode de DPPH, la phase
n-BuOH a révélé une bonne activité antioxydant avec IC50 égale a0.45mg/ ml. Grace a sa richesse en
polyphénols.

L’analyse par GC-MS de I’huile essentielle de cette espéce a permis d’identifier 69 composés ce qui
montrent une composition riche en produits, appartenant majoritairement a la classe des monoterpenes,
dont le gamma.- Terpinen (32.74%) est le constituant principal suivi par le p-Cymen-3-ol (15.01%).
Mots clés : Cytisus triflorus, Métabolites secondaires, Huiles essentielles, Activité antioxydante, GC-
MS,

Abstract

This study devoted and identified secondary metabolites and the extraction of essential oils of the specie
«Cytisus triflorus» belonging to the Fabaceae family.

The use of different chromatographic separation methods (thin layer, coloumn) recovered from the
Ethyle phase, 12 fractions, some of which are separable mixture.

The phytochemical study allowed to determine the presence of polyphenols and flavonoids.

The antiradical potential of them was determined by the DPPH method, when the n-BuOH phase
represent the best antioxydant property in order of IC50 0.45mg/ ml, because of polyphenols.

The analysis by GC-MS of the essential oil of this species led to the identification of 69 compounds
belonging essentially to the class of the monoterpenes. From which the most important is the gamma.-
Terpinen (32.74%) and p-Cymen-3-ol (15.01%).

Key words: Cytisus triflorus, Secondary metabolites, essential oils, Antioxidant activity,

GC-MS,
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