] oENN o EN] oM oM Ml M Ml o ENN Ml Ml M M M M E oEN O-]!

i N° Ordre : °
° N° Série : !
i .
i REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE !
- MINISTERE D’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHES SCIENTIFIQUE °
Universitée KASDI Merbah Ouargla .
i Faculté de mathématique et des sciences de la matiére i
i Département Chimie .
i .
i .
' !
i .
; Thése !
. Présenté pour I’obtention du dipldme de doctorat !
i Specialité : chimie organique appliquée !
: Présenté par : BENZAHI RABIA
i Théme .
i Contribution a I’étude chimique des aglycones !
i et des anthocyannes flavoniques existants dans !
; la plante !
; « Cynodon dactylon (L) Pers » !
i et leur activités antioxydantes et !
i antibactériennes .
' I
i Soutenu devant le jury composé de !
i Mr  H. DENDOUGUI, Professeur U.K.M. Ouargla Président !
i Mr  M.R. OUAHRANI, Professeur, U. El oued Examinateur .
i Mr L. BECHKI, Professeur, U. Ghardaia Examinateur !
i Mr  T. MEKHELFI. Maitre de Conférences, U.K.M. Ouargla Examinateur !
* Mme O. SMARA. Maitre de Conférences, U.K.M. Ouargla Examinateur i
i Mr  B. DADAMOUSSA, Professeur, U. Ghardaia Rapporteur !
' Année Universitaire : 2020 - 2021 i
imo o [} e ) e ) e ) e [ e [ o [ e [ e [ e [ e [ e [ e [ e [ e [ e [ e [ i



Dédicace

Je remercie le Dieu tout puissant de m’offrir tout ce que j’ai aujourd’hui

et je dédie ce travail

A la mémoire de ma mére

A mon pere, qui est toujours derriere moi et qui me poussé et encouragé pour

réaliser mes travaux de recherche .

A mes freres et sceurs et leur famille

A mon cher mari et mes filles Yasmin et Lina et mon fils Mahdi

Je dédie ce modeste travail a tous mes amis et les personnes qui m’ont aidé a

le réaliser.



Remerciements

Tout d’abord je tiens a adresser mes vif remerciement a mon directeur
de these le Professeur B. DADAMOUSSA, qui m’a fait ’honneur de réaliser ce
travail sous sa direction, pour sa grande patience, pour sa disponibilité et ses

conseils judicieux.
J’ai trés ’honneur de remercier les membres du jury de thése:

Monsieur H. DENDOUGUI Professeur a lUUniversité KASDI MERBAH

Ouargla, d’avoir accepté de présider le jury de cette thése.

Monsieur M. R. OUAHRANI Professeur a l’Université d’El Ouad, pour
Phonneur qu’il m’a fait pour sa participation a mon jury de thése, pour le

temps consacré a la lecture de cette these.

Monsieur L. BECHKI Professeur a lUUniversité de Ghardaia pour

l’honneur qu’il m’a fait en acceptant d’étre membre de mon jury de thése.

Monsieur T. MEKHELFI Maitre de Conférences a luniversité KASDI
MERBAH Ouargla pour sa participation a mon jury de theése.

Madame O. SMARA Maitre de Conférences a luniversité KASDI

MERBAH Ouargla pour avoir accepté d’examiner mon travail.

Je tiens a exprimer également mes sincéres remerciements aux
personnels de laboratoire pédagogiques de Uécole normal supérieur de
Ouargla, aux personnels de Ilaboratoire pédagogiques de Faculté des
Mathématiques et des sciences de la matiere Université Kasdi Merbah Ouargla
et aux personnel de laboratoire des analyses médicales au sein de l’hopital de
Mohamed Boudiaf pour leurs nombreux services qu’ils m’ont rendus durant
l’élaboration de ce manuscri, aux personnel de laboratoire des analyses

physico- chimique Alger

Un grand merci a tous ceux qui ont participé de prés ou de loin a ce

travail.



; gadlall

, i g ) Jie ) il il jaas a5 yare lie sa« Cynodon dactylon (L) Pers » Juill el
A3al) oda Ceadtia) M85 AFDUN iy pll 5 Gl 8l il @Al J 5 e st B Adiazall LS pall D)y 5 S
s3gd OY &L ey lalitl bl | clila yud) Jie Gl jaY) (e aaall g0k gl Qlall b aadl) sie
Baa) giall il oY) gl sSulall aBATLL Liad o8 Litul jo (A& Dl g ySaall g Sl g 5l 3alias (aibad dplal)
on )l Alladl) L) 50 )5l 5 gipm s 1) 48LaY dealiivall LS pall s dlany Lia LS Jonill il b
(DlsSeal) Clalicas 53208V Cilalizas ) LS all 03¢]
Glalias 3ausY) Cilabizae S yall dipa aad S jall Joad lanibus i) b oSlal) Jasill o LI cilall
LSl s Sl

Résumés :

Le chiendent « Cynodont dactylon (L) Pers » est un herbe vivace. La plante est une
source de métabolites tels que les protéines, les carbohydrates, les composés minéraux, leB-
sitostérol, les flavonoides, les alcaloides, les glycosides et les tri terpénes . Elle a été
longtemps utilisé dans la médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies tels que les
cancers, les convulsions, les crampes, la diarrhée,.....etc, car cette plante a des propriétés
antiviraux et antimicrobiennes. Dans notre étude nous avons effectué une extraction des
aglycones et des anthocyanes existantes dans la plante chiendent « Cynodont dactylon (L)
pers ». De plus nous avons essayé d’identifier les structures des composes extraits et son
activité biologiques (I’activité antioxydant et antibactérienne).

Mots clé : Chiendent, Cynodon dactylon (L) Pers, Aglycones, Anthocyanes ,séparation des
produits, identification structurale, antioxydant, antibactérienne.

Abstract :

Cynodon dactylon (L) Pers is a perennial grass. This plant is a rich source of
metabolites such as proteins, carbohydrates, mineral constituents, B-sitosterol, flavonoids,
alkaloids, glycosides and triterpenoides. It has been long used in the traditional medicines to
treat many diseases such as cancer, convulsion, cramps diarrhea... because this plant has the
biological activities as antiviral and antimcrobial properties.

In our research, we have extracted the aglycons and anthocyans existing in the plant
Cynodon dactylon (L) Pers. Then we have separated the extracted compounds, and identified
its chemical structures. Finally, the biologique activity of these compounds is studied
(antioxidant and antibacterial activity).

Keywords: Cynodon dactylon(L) Pers, aglycons, anthocyans, antioxidant, antimicrobial,
separation and identification of structure.
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INTRODUCTION

Les plantes sont capables de produire une grande diversité de produits ne participant
pas a leur métabolisme de base, mais représentant plutét des produits du métabolisme
secondaire. Nous pouvons citer comme exemple les alcaloides, les terpénes, les stéroides, les

polyphénols, les huiles essentielles ...... etc.

Parmi ces composés on trouve les polyphénols qui représentent I’un des groupes les
plus importants du fait qu’ils ont une faible toxicité et de nombreux avantages biologiques,

notamment thérapeutiques, pharmaceutiques, cosmétologiques et alimentaires.

En 1992, nous avons assisté a un grand regain des phytothérapeutes pour les produits
riches en polyphénols, et principalement les flavonoides. Ces derniers ont d’ailleurs montré
qu’ils avaient des propriétés biologiques trés importantes et trés vastes. Nous pouvons dire

que ce sont notamment des grands antioxydants et antimicrobiens[1].

En effet, de nombreuses études antérieures ont prouvé que les flavonoides étaient
capables d’inhiber différents types de microorganismes : bactéries, levures, moisissures,
protozoaires et méme virus. De méme I’activité antioxydante a été attribuée a la majorité des

flavonoides découverts.

Ces derniers avaient la capacité de neutraliser différents types de radicaux libres : les
peroxydes (ROQ¢), les alcoxyles (RO¢), les superoxydes (O;") et les hydroxyles (HOe) ;
empéchant de ce fait I’oxydation des lipides, des protéines, des enzymes et de I’ADN.

Les flavonoides tels que la rutine, la disomine, la lutéoline et la quercétine sont
aujourd’hui de plus en plus commercialisés, parce qu’ils sont utilises dans les industries
pharmaceutiques, alimentaires et cosmétologiques, soit a 1’état pur ou sous forme
d’extraits[2].

Dans ce travail, nous avons réalisé les suivants :

1- La séparation et I’identification des aglycones et des anthocyanes existant dans la plante
« Cynodon dactylon (L) Pers »
2- La détermination des propriétés biologiques.

De ce fait, nous avons articulé le manuscrit en trois chapitres.
1
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1- Le premier chapitre est une étude théorique des flavonoides (les aglycones et les
anthocyanes) de la plante étudiée (Cynodon dactylon (L) Pers)

2- Le deuxieme chapitre présenté le matériels et les méthodes utilisés dans cette étude, on
commence par I’extraction puis la séparation et I'identification structurale des
aglycones et des anthocyanes existant dans la plante « Cynodon dactylon (L ) Per ».
plus une étude sur I’activité antioxydante et antibactérienne des composées
flavonoiques.

3- Le troisieme chapitre est consacré a la présentation des résultats et

discussions suivie par une conclusion générale.
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I.1. Généralités Sur Les Polyphénols

1.1.1 Définition des polyphénols:

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. Ils sont localisés dans

différentes parties des plantes selon 1’espéce végétale et le groupe polyphénolique considéreés.

Ces composés regroupent une multitude de molécules et représentent 1’un des groupes
les plus importants présents dans le regne végétal. Comme définition, nous pouvons dire que
les polyphénols sont des composés phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire compris
entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de

précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines [1,2,3].

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au
moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres
constituants[4]. lls peuvent étre de molécules simples, comme les acides phénoliques, a des

composés hautement polymeérisés, de plus de 30000 Dalton, comme les tannins [2,3].

Comme la majorité des composés de métabolites secondaires, les polyphénols sont

produits par les plantes afin d’accomplir des fonctions précises, qui sont:

- Defense contre les pathogénes; principalement les moisissures et les bactéries
phytopathogeénes.

- Dissuasion alimentaire. On parle du phénoméne d’allopathie : certaines plantes
émettent des substances pour inhiber la croissance des autres plantes.

- Attraction des pollinisateurs: les couleurs, mais aussi les odeurs attirent les insectes.
Exemple : certaines orchidées synthetisent des phéromones sexuelles qui sont des
substances volatiles émises par les insectes femelles pour attirer les males.

- Protections contre les rayonnements UV les molécules qui donnent des ardmes et
odeurs aux plantes. Ce qui sert principalement a attirer les herbivores. Exemple: les

polyphénols des pelargoniums [5,6,7,8].
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1.1.2. Classification des polyphénols:

Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques avec ou sans autres
fonctions (alcooliques, carboxyles...). Dans cette famille de molécules, se trouvent de
nombreuses substances, qui peuvent se classer selon leur structure en cing groupes

principaux:
1.1.2.1. Les acides phénols :

Les acides phénols, ou acides phénoliques, ont une fonction acide et plusieurs
fonctions phénols. Ils sont incolores et plut6t rares dans la nature. lls se divisent en deux

catégories:

Les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique sont trés communs, aussi bien sous
forme libre que combinée a 1’état d’esters ou d’hétérosides [9]. Exemple : 1’acide gallique qui
est un élément principale de la structure des tannins hydrolysables .

@]

OH 1
| oo~
OH OH
HO
OH HO

a/ Acide benzoique b/ Acide gallique ¢/ Acide vanillique
Figure 1 : Quelques exemples des acides phénoliques

Les acides phénols dérivés de ’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont 1’acide cinnamique, 1’acide caféique, I’acide férulique, 1’acide p-coumarique et
I’acide synaptique [9,10]; dont certains sont représentés dans la figure2.

I ||
H,CO
X OH ° X OH
HO HO
a/Acide cinnamique b/Acide ferulique
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Ho |

HO

c/Acide caféique

Figure 2 : Quelques exemples des dérivés de 1’acide cinamique
1.1.2.2. Les flavonoides :

Les flavonoides ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (a et b) reliés
entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle c) (Figure 1).lIs
donnent des couleurs allant du jaune clair au jaune or. Selon les détails structuraux les
flavonoides se divisent en 6 groupes : flavones, flavonols, flavonones, isoflavones, chalcones,

aurones.

Ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides,

c'est-a-dire liee a des oses et autres substances[11]

Figure 3 : Structure de base d’un flavonoide

1.1.2.3. Les anthocyanes :

Les anthocyanes donnent des couleurs trés variées : bleu, mauve, rose ou rouge. Ces
molécules ont, comme les flavonoides, un squelette de base en C15 formé de deux cycles a et
b, et d’un hétérocycle (cycle c); mais leur caractéristique principale est que ce dernier est
chargé positivement. Cette charge est due a leur structure de base commune : le cation

flavylium ou 2 phenyl 1-benzopyrilium(Figure 4) [11].

Les trois anthocyanes principaux sont :
* La pélargonidine : qui a un OH en 4’ et donne une couleur rouge-orange.
* La cyanidine : qui a deux OH en 3’, 4’ . Elle donne une couleur

rouge magenta.
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*La delphinidine : qui a trois OH en 3, 4°, 5°. Elle donne une couleur mauve.

Figure 4:Structure du cation

flavylium ou 2-phényl-1-benzopyrilium.

1.1.2.4. Les flavanes :

Les flavanes sont sous forme de monomeéres (ex : la catéchine) ou sous forme de

polymeéres (diméres, triméres...de catéchine).

IIs existent sous forme de plusieurs stéréo isomeres provenant de deux carbones
asymétriques: C2 et C3 [12].

Les flavanes sont tres répandues dans les écorces végétales (Figure 3)

OH

HO o
OH

OH

OH

Figure 5: Structure de la (+) —catéchine.

1.1.2.5. Les tannins :

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux

groupes principaux :

* Les tannins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique qui se lien aux molécules de
glucose. Plus précisément, un glucose se lie a plusieurs molécules d'acide gallique (Sarni-

Manchado et Cheynier 2006).
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* Les tannins condensés: proanthocyanidines : ce sont des composés phénoliques hétérogénes.
Ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou polyméres de flavanes, flavan-3-ols, 5 desoxy-3-

flavonols et flavan-3,4-diols.

Les polyméres donnent une structure hérissée d’OH phénoliques capable de former

des liaisons stables avec les protéines [3,12].
1.1.3. Biosynthese des polyphénols:

La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont:
1.1.3.1. La voie de I’acide shikimique:

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par
les hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la

glycolyse respectivement.

Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques C6-C1 formant les tannins
hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les flavonoides et tannins

condensés [9,13].

Aussi, il est intéressant de préciser que la tyrosine et la phénylalanine dérivent de cette
voie métabolique. En effet, ces deux acides aminés sont des intermédiaires métaboliques entre

I’acide shikimique et I’acide cinnamique.
1.1.3.2. La voie de I’acide malonique:

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

CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase [14,15].
1.1.4. Interéts thérapeutiques des polyphénols:

La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants
trés puissants [16,17,18]. En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer
les autres antioxydants présents dans le corps. Ce principe a été utilisé dans la fabrication de

plusieurs médicaments, comme le Daflon produit a base de diosmine.

8
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Cette méme activité antioxydante permet aux polyphénols de réguler les radicaux bon-
mauvais (qui peuvent étre les deux), comme l'oxyde nitrique qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne l'activité du systeme immunitaire avec celle du cerveau et

module la communication entre les cellules de ce dernier [19,20].

En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilisés dans les
domaines thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les

polyphénols a la santé, nous pouvons citer les suivants:
1.1.4.1. Activité anticancéreuse:

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la
défense anticancéreuse. En effet, les premiers stades de la phase d’initiation cancéreuse
peuvent étre bloqués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a métaboliser les agents
mutageénes. Des cellules impliquées,
comme les hépatocytes, synthétisent des enzymes dites de phase | (notamment des mono
oxygeénases, telle que les cytochromes P-450) qui peuvent oxyder les substances mutagénes
hydrophobes en produits constituant le substrat des enzymes de phase 11 (glucoronyl
transférases, sulfotransférases...).

Ces derniéres convertissent leurs substrats en espéces hydrolysables facilement
excrétées hors des cellules. Les enzymes de phase | et 11 agissent également dans la muqueuse
intestinale. Elles sont synthétisées sous ’action des substances polyphénoliques trouvées dans

les Iégumes, et aussi sous 1’action des isothiocyanates (dérivés des glucosinolates) [21].
1.1.4.2. Prévention contre les maladies cardiovasculaires :

En effet, la consommation des polyphénols favorise la protection contre les altérations
cardiaques et vasculaire [22]. Au niveau des artéres, ces molécules préviennent 1’oxydation
des lipoprotéines de faible densité (LDL) [23] évitant ainsi 1’athérosclérose (épaississement
des arteres qui contribue a réduire le flux sanguins et peut conduire a I’asphyxie des tissus

irrigués).

Les polyphénols inhibent aussi 1’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene

de thrombose, qui induit I’occlusion des arteres.
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Ainsi en prévenant 1’athérosclérose et les risques de thrombose, ces composés limitent

les risques d’infarctus du myocarde [24].
1.1.4.3. Prévention contre les maladies hormona-dépendantes:

L’exemple le plus important est la prévention contre 1’ostéoporose.
Ceci en modulant la réponse aux cestrogenes endogénes. Certains polyphénols et plus
particulierement les isoflavones du soja ont une affinité remarquable pour les récepteurs

d’ceestrogénes et sont qualifiés pour cela de phyto-oestrogenes.

Les fruits et légumes contenant aussi des polyphénols, tels que la quercétine de
I’oignon ou le kaempferol de la chicorée, possédent également des propriétés pseudo-
oestérogéniques inhibant la perte osseuse chez la rate ovariectomisee. Mais, de nouvelles

études restent nécessaires pour confirmer ces effets chez ’homme[25].

Aussi, les effets bénéfiques des polyphénols (lignanes en particulier) dans la
prévention de cancers hormono-dépendants ont été largement documentés ces dernieres
années par des études épidémiologiques identifiant une relation entre la présence de lignanes

dans la ration alimentaire et le taux d’incidence de certains cancers [26].
1.1.4.4. Action gastro-protectrice des polyphénols :

Les polyphénols principalement les flavonoides et les acides phénoliques comme
I’acide cafféique, I’acide gallique ; sont capables de réduire la surface des lésions gastriques
produites par I’indométacine chez les rates.

L’acutissimine B et phillyraeoidine A isolées et purifiées a partir de Quercus suber et

Quercus cocci fera ont aussi confirmé 1’action gastro-protectrice attribuée aux polyphénols.

De méme, ces derniers montrent une activité antibactérienne trés importante contre

Helicobacterpylori, responsable de I’ulcére de I’estomac et du duodénum [27,28].
1.1.5. Dosage des polyphénols totaux :

L’estimation de la teneur en phénols totaux peut étre obtenue par différentes
méthodes. En particulier par I’utilisation d’un mélange de phosphomolybdate et de

phosphotungstate commercialisée sous la dénomination de réactif de Folin-Ciocatleu [29].

10
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Le caractere réducteur des composés phénoliques et leur complexassions possible avec
les métaux lourds conduisent a la formation de complexes colorés bleus que 1’on peut doser
par colorimétrie vers 720nm. Cette méthode est trés sensible mais peu spécifique car
beaucoup d’autres composés réducteurs peuvent interférer, comme 1’acide ascorbique. Il est
donc recommandé de ne ’utiliser, que sur des extraits purifiés et de réaliser des témoins

négatifs.

On peut avoir alors une bonne approximation de la teneur de 1’extrait en phénols que
I’on exprime par rapport a un composé de référence (par exemple en équivalents d’acide
gallique ou d’acide chloro génique). La valeur obtenue n’est pas tres satisfaisante car elle est
tres globale et ne donne aucune indication sur les différents composés présents dans
I’échantillon, car chacun d’entre eux peut réagir de maniére différente dans la réaction

colorée[30].

11
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1.2.Généralités Sur Les flavonoides

1.2.1. Définition et généralités:

Les flavonoides rassemble une tres large gamme de composés polyphénoliques formés
par un squelette de base a 15 atomes de carbones. Ces composés représente le groupe de
composés phenoliques le plus diversifié: plus de 4000 flavonoide sont déja eté identifiés [31].

Le terme «flavonoide» est dd a sa couleur jaune (= flavusen latin)qu’ils engendrent.
D’ailleurs, leurs fonctions principales chez les végétaux semblent étre attribuées a leur
coloration; au dela de la chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines[32]. Les flavonoides
sont présents dans différentes parties des végétaux supérieurs selon le type de I’espéce :
racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines, bois...etc. Aussi, ils varient
quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du végétal [33]. Certains
sont plus spécifiques de certains tissus. Exemple: les chalcones se trouvent plus fréquemment

dans les pétales de fleurs.
1.2.2.Classification chimique :

Tous les flavonoides environ 3000 composés ont une origine bio synthétique
commune et, de ce fait, possédent le méme squelette de base a « 15 » atomes de carbones

constitués de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3

Figure 6 : squelette de base des flavonoides

Ils peuvent étre regroupés en une douzaine de classe selon le degré d’oxydation de la chaine
C3 [34][35].
1°/ 2-phenyl benzopyriliums, anthocyanes

2°/ phényl chromane

a) flavones, flavonol, et leur dérivés

b) flavanones et dihydroflavonole
12
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c) isoflavanones — isoflavones

3°/ 2-phenylechromane
“a) flavanes
“b) flavan- 3-ols, flavan —3,4-diols

4°/ chalcones et dihydrochalcones

5°/ benzylidéne coumaranones (aurones)

FLAVANONOL CHALCONE ISOFLAVONE

OH OH

CATECHINE FLAVAN-3,4-DIOL
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Les composes flavoniques se présente habituellement dans les plantes sous forme des
glucosides, dont la plupart des groupes (OH) phénolique sont combinés avec du sucre [35].
Les groupes hydroxyle sont souvent trouves a la position 5 ou 7 dans le cycle « A », et

peuvent étre considérées théoriquement comme résultant de la cyclisation d’un cinnamoyl-

phloroglucinol « caféoyl-phloroglucinol »[36]

OH

OH
OH OH
HO I OH ‘ HO l o ‘
OH 0

OH OH

CHALCONE FLAVANONE

Figure 7 : Cyclisation d’un cinnamoyl-phloroglucinol « caféoyl-phloroglucinol »

Le cycle « B » contient des groupes alkoxyl en position 4" ou en positions 3" et 4°
[36].

D’autant plus les flavonoides peuvent étre sous forme d’hétérosides, sachant que la partie

osidique peut étre mono-di- ou trisacharidique, il existe deux types d’hétérosides [37] :

e O-hétéroside
e C-hétéroside
La liaison entre la génine et 1’ose peut se faire par I’un des hydroxyles phénoliques de
la génine mais, en regle générale se sont surtout les hydroxyles en position « 7 » des flavones

et les hydroxyles en « 3 » des flavonols qui sont impliqués, et cela dans le cas de O-glycosile.

Les C-hétérosides: on en connait plus de 300, la liaison s’établit entre le carbone

anomérique du sucre et le carbone en position 6 ou 8 de la génine [38].
1.2.3. Biosynthése des flavonoides :

Comme ¢a a été précisé auparavant, les flavonoides possedent un squelette de base a
15 atomes de carbone. Ce dernier est constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une
chaines en C3, on parle alors des chalcones. Ces dernieres representent le précurseur commun
de tous les autres flavonoides [31,33,35]. La chalcone est métabolisée sous I’action de la
chalcone isomérase en flavanone : naringénine. Ou la (2S)-flavanone-3-hydroxylase donne les

flavones : apigénine, dihydroflavonol et (2R-3R)-dihydrokaemphérol respectivement. Les
14
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deux enzymes citées fonctionnent différemment: la premiere introduit la double liaison entre

les carbones 2 et 3,

tandis que la deuxiéme catalyse 1’hydroxylation du C3. Le dihydroflavonol en présence de la
flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4-reductase, se métabolise en flavonol, kaempférol
ou en flavan-3,4-diol et leucoanthocyanidol respectivement [34,35,37]. Toutes les voies
métaboliques intervenant dans la biosyntheése des flavonoides peuvent étre simplifiées comme

c’est schématisé dans la figure 5.
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Figure 8 : Biosynthése des flavonoides

Les composés de chaque groupe se distinguent par le nombre, la position et la nature
des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles...) sur les deux cycles aromatiques et
la chaine en C3 intermediaire ou I’hétérocycle. A 1’état naturel, les flavonoides se trouvent
souvent sous forme de glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors
glycosylées. La partie du flavonoide autre que le sucre est dite : aglycone.

1.2.4. Interéts thérapeutiques des flavonoides:

Les intéréts thérapeutiques des flavonoides sont maintes fois été démontrés. Pour citer

quelques exemples, nous pouvons dire que:

Des expériences menées sur des souris ont montré que la quercétrine avaient une
activité antidiarrhéique trés importante. Le mécanisme de ces composes consistait a

augmenter 1’absorption des électrolytes et de 1’eau par la muqueuse intestinale [39,40].

Aussi d’autres flavonoides, comme 1’apigénine, ont été décrits comme des composés

bacteéricides et bactériostatiques trés efficaces [41-43].

De méme les flavonoides ont déja été utilises pour le traitement des cataractes

d’origine diabétique du fait qu’ils inhibent 1’aldose réductase [44,45].
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Mais pour confirmer et mettre le point sur les différentes activités biologiques des

flavonoides qui nous ont d’ailleurs poussés a aborder ce travail, pour présenter ce qui suit:
1.2.4.1. Activité antioxydante :

Les flavonoides sont considérés comme des agents antioxydants trés puissants en
raison de leur structure, se rapportant en particulier a la position des groupements hydroxyles
sur les noyaux aromatiques, et la capacité des composés aromatiques a supporter une

délocalisation électronique.

Ces dernieres années, un intérét particulier a été accordée aux propriétés antioxydantes

des flavonoides, qui seraient attribuées a:
- Leur capacité a piéger directement les radicaux libres.

- Leur pouvoir de chélater les ions métalliques impliqués dans la production des espéces

oxygeénées réactives (ERO).

- Leur capacité¢ d’inhiber quelques enzymes en particulier les oxydases et d’inhiber les

enzymes pro-oxydantes.

Les flavonoides sont capables d’inhiber la peroxydation lipidique causée par les EOR
dans la bicouche phospholipidique. Du fait de leur caractére hydrophile, les flavonoides
peuvent interférer avec les réactions en chaine a I’interface des membranes et prévenir ainsi la

propagation de ces réactions en chaine.

Certains flavonoides peuvent chélater des ions métalliques de transition (Al, Cu, ...)

responsables de la formation de EOR et ainsi, inhiber la réaction de la lipooxy génase.

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la
guercétine et la catéchine qui sont tres abondantes dans les aliments. Ils exercent leur capacité
antioxydante au travers de la stimulation ou de la protection des systemes antioxydants
endogenes. En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres
antioxydants présents dans le corps[46].

La quercétine prévient la cancérogenése, surtout le cancer de la peau et du colon. La
présence de 20%de quercétine dans 1’alimentation chez les animaux diminue le cancer du

cblon et y prévient I’apparition des cryptes anormales.
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Le mécanisme suggeéré est que la quercétine joue le role d’un antagoniste des topo

isomérases | et 11 produites par les cellules tumorales.

La catéchine, quant a elle, est un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant
un ADN anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxy des oxyguanosine(8-OHDG),
un marqueur des dommages oxydatifs de I’ADN. La catéchine a ét¢ démontrée comme étant
plus active que la vitamine E sur les radicaux libres. Elle est trés abondante dans le thé sous
forme d’épigallo catéchin gallate.[16,46].

L’activité antioxydante des flavonoides peut étre mesurée par [’utilisation d’une
méthode simple, rapide et facile a mettre en ceuvre ; c’est la méthode de DPPH, dont le DPPH
est un radical libre, stable, qui possede une bande d’absorbance a 517 nm, employé pour
évaluer ’activité antioxydante des composés pures ou de mélange complexe, la méthodologie
est basée sur la décroissance de I’absorbance d’une solution méthanolique de DPPH suite a

I’addition de I’antioxydant.[47]
1.2.4.2. Activité antimicrobienne des flavonoides:

L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été démontrée par
de nombreuse études. Cette activité est due principalement a la capacité de ces molécules a
inhiber I’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires

des microorganismes [48].

1.2.4.2.1. Activité antibactérienne des flavonoides:

1.2.4.2.1.1. Définition de bactérie :

Les bactéries sont de minuscules étres vivants microscopiques, unicellulaire et
procaryote, présents dans tous les milieux : I'air, les sols, I'eau, la peau. Certaines peuvent
provoquer des maladies (rhume, listériose) d'autres sans danger et nécessaires au bon
fonctionnement du microbiote intestinal , elles empéchent le développement d'autres bactéries
et interviennent dans la production de vitamine K , elles aident a digérer, elles sont aussi
utilisées pour fabriquer certains aliments (yaourts, choucroute), Les bactéries sont les micro-

organismes les plus populaires de notre planéte.
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Les bactéries se nourrissent par simple intussusception, a travers la membrane
d'enveloppe des cellules, aux dépens de l'eau ou du liquide dans lequel elles vivent :

desséchées elles cessent de se nourrir[49].

La vie des bactéries, et surtout leur développement, nécessite toujours la présence de
I'hnumidité et d'une température qui, en genéral ne soit ni trop basse ni trop élevée (mais on
connait aussi des exemples de bactéries capables de vivre et de se développer a de hautes
températures); les unes ont besoin de l'air, les autres, au contraire, ne peuvent se développer

qu'a I'abri de l'air.

Les unes sont capables de photosynthése, les autres pas. La présence de certaines
bactéries peut s'opposer au développement de certaines autres. Enfin, un grand nombre de
substances, nommées antiseptiques ou antibiotiques tuent les bactéries (bactériocides), ou

bien arrétent leur développement (bactériostatiques).

1.2.4.2.1.2. Structure des bactéries :

Il existe différentes formes de bactéries, chaque forme ayant une appellation
particuliére :
- les bactéries sphériques appelées coques, de 1 a 2 um de diameétre
- les bactéries en forme de batonnets appelées bacilles de 1 a 10 um
- les bactéries incurvées appelées vibrions
- les bactéries en forme de fuseau appelées fusiformes

- les bactéries spirilles.

°2 g & ‘& &

CoCC1 COCCI BN CHAINE DIPLOCOQUES COCCI EN AMAS
(streptocoque) (pneumocoque ) {staphylocoque)
o 00 B D7 \
COCCOBACILLE BACILLE BACILLE FUSIFORME
VIBRICHNS SPIRILLE BORRELIA TREPONEME LEPTOSPIRE

Figure 9: Les structures des bactéries
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De nombreuses études épidémiologiques et expérimentales récentes suggeérent que les
composes flavoniques tres abondants dans les plantes médicinales et alimentaires possédent

un pouvoir antibacterien remarquable.

1.2.4.2.1.3. Quelques exemples des souches bactériennes :

1.2.4.2.1.3.1. Escherichia coli :

Egalement appelée colibacille et abrégée en E. coli, bacille gram négatif radio résistant
de la famille des Enterobacteriaceae. C’est une bactérie intestinale (Gram négatif) des
mammiféres, trés commune chez I’étre humain. En effet, elle compose environ 80 % de notre
flore intestinale aérobie. Découverte en 1885 par Theodor Escherich, dans des selles de
cheévres, c'est un coliforme fécal généralement commensal. Cependant, certaines souches d’E.
coli peuvent étre pathogenes, entrainant alors des gastro-entérites, infections urinaires,
meéningites, ou se psis. La taille de cette bactérie varie en fonction des conditions de
croissance (entre 0,5 & 3 um), pesant de 0,5 & 5 picogrammes?, les bactéries en croissance

rapide étant plus allongées et donc plus grandes que les bactéries quiescentes[50].
1.2.4.2.1.3.2. Staphylococcus aureus :

Les staphylocoques sont des bactéries de type cocci a Gram positif, qui se retrouvent
fréguemment chez les personnes en bonne santé, habituellement dans la muqueuse du nez. La
bactérie peut ensuite coloniser d’autres régions, via les mains, et en particulier les parties

humides du corps comme les aisselles ou la zone génitale.

Parmi la quarantaine de types de staphylocoques existants, le Staphylococcus aureus
est le plus souvent rencontré dans les pathologies infectieuses. Ce staphylocoque peut causer
des infections graves. De plus, il est I'un des principaux responsables des infections
nosocomiales, c'est-a-dire contractées en milieu hospitalier, ainsi que des intoxications

alimentaires.

La bactérie Staphylococcus aureus, également nommée staphylocoque doré en
référence a la couleur or des colonies qu’il forme, a eété décrit pour la premiere fois en 1880

par Louis Pasteur.
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On retrouve le staphylocoque doré sur la peau de I’homme et de ’animal : elle fait
partie de notre flore cutanée. On la retrouve aussi sur les muqueuses (du nez notamment). On
peut par ailleurs la retrouver dans I’eau, sur le sol, dans les aliments, sur des objets. C’est une

bactérie commensale : elle vit avec nous[51].
1.2.4.2.1.3.3. klebsiella pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae est une bactérie naturellement présente dans 1’organisme, elle
fait partie de la famille des Enterobacteriaceae et comporte cing sous-espéces et Il s’agit
d’une bactérie dite Gram négatif. Elle est un germe commensal (c’est-a-dire qu’il ne provoque
de maladie qu'a condition que le sujet se fragilise) du tube digestif et des voies aériennes
supérieures, elle peut donc devenir pathogene dans certaines conditions : chez les personnes
présentant des défenses immunitaires diminuées (on parle de personnes immunodéprimées),
chez les personnes alcooliques ou encore diabétiques. Elle est ’espéce du genre Klebsiella, la

plus pathogéne pour ’humain, on la trouve aussi chez des animaux[52].

1.2.4.2.1.3.4. Salmonella Typhi :

Les Salmonella sont des bactéries Gram négatif, il sont des entérobactéries dont les

caracteres essentiels sont de ne pas fermenter le lactose et de ne pas produire d’uréase.

Les Salmonella sont des parasites de ’homme, des mammiféres (rongeurs), des

oiseaux (volailles) et des animaux a sang froid (reptiles).

Elles sont responsables, aprés pénétration par voie orale, de nombreuses infections
(salmonelloses), notamment des fiévres typhoide et paratyphoides (maladies a déclaration
obligatoire n° 1), des gastro-entérites et des toxi-infections alimentaires collectives (maladies

a déclaration obligatoire n° 12)[52].

Les flavonoides ont une activité antibactérienne tres vaste et tres diversifiée. En effet,
ils s’attaquent & un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le
microorganisme et 1’écosystéme dans lequel il se trouve: les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries: Staphylococcus aureus [53],
Escherichia coli [48], Enterococcus feacalis, cloaceae, Heliotropiumsinuatum, Proteus
mirabilis......etc[54,55,56].
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Chaque composé agit spécifiqguement sur un ou plusieurs germes. Exemple: sur
plusieurs bactéries testées 1’apigénine n’a montré une faible activité comme Staphylococcus
aureus, toutes les autres ont été fort sensibles a ce flavonoide. Au contraire, la galangine n’a
donné une activité que sur Staphylococcus aureus; les autres microorganismes se sont averés

résistants contre cette molécule [41,42,43].

Aussi dans certains travaux, il a été cité que les flavonoides extraits avec du méthanol
95%:étaient actifs sur certaines bactéries, alors que ceux extraits avec du méethanol 60%de la
méme plante ne 1’étaient pas, comme c’était le cas des flavonoides de Linumcapitatum contre

Staphylococcus aureus [57].

La diffusion radiale souvent demeure utilisée pour mettre en évidence 1’activité
antimicrobienne in vitro, méme si la mesure par le biais de cette méthode est parfois difficile

a cause des zones diffusionnelles[58].

Bien que le mécanisme des flavonoides sur les microorganismes demeure encore
imprécis, certaines études ont commencé a donner un début d’explication de leur activité
antibactérienne en citant des exemples bien explicites; comme celui de la quercétine censee

agir sur I’ADN gyrase d’Escherichia coli.

En effet, selon les travaux de Dadi et ses collaborateurs[59], la quercétine serait capable

d’inhiber la gyrase bactérienne par deux mécanismes:

- Elle se fixe sur I’ADN au niveau des sites d’insertion de I’enzyme bloquant ainsi son
activité.

- Elle bloque le site de fixation de I’ATP se trouvant sur I’ADN gyrase. Dans les deux
cas ’action du flavonoide se manifeste par le clivage de I’ADN bactérien, désormais
incapable de subir les modifications topologiques nécessaires a son bon

fonctionnement.[59]
1.2.4.2.2 Activité antifongique des flavonoides:

La majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique tres
puissante. L’une des études les plus importantes sur cette activité était celle d’Ortuno et ses
collaborateurs (2006), qui ont démontré 1’activité des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones extraites de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium

digitatum. En effet, la naringinine, 1’hespéridine, la nobilétine, la sinensétine et la tangéritine
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extraites de ces deux especes de Cirtus servent a protéger ces derniéres contre les attaques de
Penicilliumdigitatum[60].

Batawita et ses collaborateurs(2002), dans leur étude sur les flavonoides de
Conyzaaegyptica L.,ont aussi démontré que ces molécules avaient une action fongicide et
fongistatique sur différents agents de mycoses : Microsporumcanis, Microsporumgypseum,
Trichophyton mentagrophytes et Candida zeylanoides. D’autres flavonoides extraits de
Tibouchina grandifolia ont montré une forte activité antifongique contre différents types de
moisissures [61].

Néanmoins, les études portées sur 1’activité antifongique des flavonoides restent

encore insuffisantes du fait de la grande hétérogénéité des moisissures et des levures.
1.2.4.2.3. Activité antivirale des flavonoides:

Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre
le rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus
d’influenza, le virus de I’herpés (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A
(A/WS/33) [62,63].

Certains chercheurs ont suggeéré gue les polyphénols agissaient comme inhibiteurs de
la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de 1’agent viral et de 'ADN et I’ARN
polymérases de la cellule hote; bloquant ainsi tout le processus infectieux. D’autres travaux
plus récents ont ensuite démontré que les flavonoides inhibaient plus exactement la synthése
de I’ARN viral [63]. Ceci, impliquait que les flavonoides n’intervenaient pas dans
I’absorption des agents viraux, mais plutdt a un stade plus avancé impliqué dans la réplication

virale.

1.2.4.3. Activité des flavonoides contre la cardiotoxicité, la peroxydation

lipidique et I’atteinte hématologique:
En effet, les flavonoides sont aussi connus pour avoir un réle préventif contre la cardio
toxicité, leur inhibition de la peroxydation lipidique et leur capacité a prévenir différentes

atteintes hématologiques [64].

En effet, les flavonoides apportent une protection contre les radicaux libres en
empéchant leur liaison avec les lipides membranaires des cellules; ce qui se traduit par une

diminution du malonyl dialdéhyde (peroxyde lipidique) et par la protection de la composition
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hématologique en permettant une bonne régénération érythrocytaire et une prévention contre

la leucopénie et la thrombopénie observées en présence des radicaux libres [65,66].

Les flavonoides ont une capacité a capturer et désactiver les radicaux libres. Cette activité

anti radicalaire nécessite :

- Une structure ortho dihydroxy du cycle B des flavonoides.

- Une double liaison en C2-C3 conjuguée avec la fonction C4-oxo, responsable de la
délocalisation d’électrons.

- Les hydroxyles en positionC3 et C5 qui permettent une activité anti radicalaire
maximale[67,68].

1.2.4.4. Activité cardioprotectrice des flavonoides:

Les flavonoides sont connus pour leur effet protecteur sur la santé cardiovasculaire en
modifiant plusieurs processus pathologiques qui interviennent dans 1’apparition des maladies

cardiovasculaires. Ces effets sont notamment les suivants :

* Inhibition de I’oxydation du cholestérol LDL (mauvais cholestérol) par les radicaux libres,

étape initiale importante dans la formation de la plaque d’athérome.

* Abolition de la tendance des cellules sanguines de petite taille ou plaquettes a se regrouper
et a former des caillots sanguins. Cet effet est souvent décrit comme « 1’effet aspirine ». *
Regulation des réponses inflammatoires et immunitaires au niveau de la paroi des vaisseaux

sanguins qui peut étre anormale en cas de maladie cardiovasculaire.

* Régulation du tonus vasculaire ou degré de constriction des petits vaisseaux sanguins qui

contribue a I’hypertension[69,70].
1.2.4.5. Intérét des flavonoides contre I’obésité:

Certains flavonoides ont un intérét dans le métabolisme lipidique en diminuant la
lipidémie. L’effet de quelques flavanones (la naringénine, la naringine, 1’hespérétine et
I’hespridine) sur la conversion des pré adipocytes en adipocytes, sur une lignée cellulaire
AM-la [71].
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Les deux flavonoides sous forme aglycone, la naringénine et 1’hesperétine, ont induit
un arrét de la croissance des cellules entrainé par une apoptose. L’impact de la naringénine

sur différentes protéines impliquées dans I’apoptose a été déterminé.

Le résultat était que dans les cellules traitées avec ce flavonoide, les taux de protéines
antiapoptotiques (p-Akt, NF-xB, et Bcl-2) étaient diminués, et ceux de Bad (protéinespro-

apoptotiques) augmentés.

L’exposition des cellules a la naringénine ou a I’hesperétine durant une courtes

périodes a augmenté la taille des gouttes lipidiques dans le cytoplasme.

De plus, I’expression de la fatty acid synthase (intervenant dans la synthése des acides
gras) et des PPAR-y a été augmentée dans les cellules traitées a la naringénine. Ces résultats
suggerent que 1’apoptose induite par les flavanones n’intervient pas sur la conversion des pre-
adipocytes en adipocytes. De ce fait, les adipocytes sembleraient ne pas étre une cible directe

pour les activités hypolipémiantes des flavanones[71].
1.2.4.6. Intérét des flavonoides contre les inflammations:

Les mastocytes sont des cellules qui participent aux réactions allergiques et a
I’inflammation en secrétant des médiateurs inflammatoires comme 1’histamine et des
cytokines pro-inflammatoires. L’action pharmacologique des flavonoides suggére qu’ils
pourraient présenter un intérét dans le traitement des désordres allergiques en sous-régulant

ces mastocytes.

En effet, une étude portée sur ’astragaline, la fisetine, le kaempférol, la myricétine, la
quercétine et la rutine, sur les réactions inflammatoires allergiques induites par les mastocytes
a permis de constater que toutes ces molécules, hormis 1’astragaline, inhibaient la secrétion de
I’histamine. Les cinq flavonoides actifs ont également inhibé la hausse du taux de calcium

intracellulaire.

L’analyse de I’expression des génes et de la sécrétion de plusieurs cytokines dans des
mastocytes humains (cellules HMC-1) a révélé que la fisetine, la quercétine et la rutine
diminuaient 1’expression et la production du TNF-o, del’IL-1-B, del’IL-6et del’IL-8.
Lamyricetine, quant a elle, a diminué celles du TNF-oet de I’'TL-6 mais pas celles de 1’TL-1-
Bou del’IL-8. Enfin la fisetine, la myricetine et la rutine ont supprimé 1’activation de NF-

kappaB[72].
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1.2.4.7. Role des flavonoides dans la protection des neurones:

Les flavonoides sont en effet connus pour étre des agents protecteurs contre la
dégénérescence des neurones. Ce role a principalement été mis en évidence dans le cas de la
maladie de Parkinson. De nombreuses études suggérent que I’inflammation joue un réle dans
I’apparition de cette maladie. Des chercheurs ont évalué ’effet de la luteoline, un flavonoide
possédant diverses activités et notamment des effets anti-inflammatoires, sur la diminution du

captage de la dopamine et la perte de neurones dans les cultures mésencéphaliques gliales.

L’évaluation de la diminution du captage de dopaminea été réalisée, dans 1’étude
consideérée [73], grace a un test de stimulation au LPS et la perte de neurones par la mesure de

I’immuno-réactivité de ceux-ci a la tyrosine-hydroxylase.

Les résultats étaient que la lutéoline a inhibé de maniére dose-dépendante la
diminution du captage de la dopamine par les neurones et la perte de neurones. De plus, la
lutéoline a également inhibé significativement I’activation de la microglie induite et la
production excessive du TNF-a(cytokine pro-inflammatoire), du NO et du superoxyde dans

les cultures de neurones mésencéphaliques et les cultures enrichies en microglie.

Ces résultats ont démontré que la lutéoline était capables de protéger les neurones des

dommages ainsi causés [73].
1.2.4.8. Role des flavonoides dans la protection oculaire:

Le stress oxydant induit par les rayons ultraviolets (UV) joue un role important dans la
progression de la cataracte. Certains flavonoides, comme la fisetine, ont été examinés pour
leur effet protecteur contre le stress oxydant induit par les UV dans des cellules épithéliales de
la lentille (SRAQ1/04).Les cellules ont été exposées a différentes intensités a I’'UV, et ont été
cultivées avec des concentrations croissantes de fisetine. La viabilité des cellules ainsi que le

stress oxydant (cytometrie de flux)ont été alors mesurés.

Aussi, la translocation du NF-kappa B, impliquée dans les mécanismes
inflammatoires, a été suivie par immunocyto chimie. Enfin, I’expression des protéines NF-

kappa B/P65, Ikappa B et MAPK (mitogen activated protein kinase) a été mesurée [74].

Le traitement des cellules avec les flavonoides testés a permis d’inhiber la mort

cellulaire induite par les UVB, ainsi que la génération d’espéces 0xygénées réactives.
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D’un point de vue mécanistique, la fisetine était la plus active, et a inhibé 1’activation
et la translocation des NF-kappaB/p65 induite par les UVB, et ce via I’inhibition de la
dégradation et de I’activation du Ikappa B. La fisetine a également inhibé la phosphorylation
de plusieurs protéines de la famille des MAPK (P38 et c-Jun N-terminal kinase (JNK)) induite
par les UVB [74].

Les flavonoides, et principalement la fisetine, pourraient donc permettre de limiter le
stress oxydant induit par les rayons UV, ainsi que ’activation des NF-kappa B et MAPK dans
les cellules épithéliales de la lentille oculaire humaine, suggérant ainsi un potentiel effet

protecteur vis-a-vis de 1’apparition de la cataracte.
1.2.5. Propriétes physiologiques des flavonoides :

Les flavonoides comptent parmi les plus représentatifs des substances élaborées par
les plantes a travers leurs métabolismes secondaires, ces substances possédent des propriétés
colorantes, aromatiques, medicinales et cosmétologiques et conferent a la plante des

avantages adaptatifs. De nombreux principes actifs sont bénéfiques a I’homme et a 1’animal.
1.2.5.1. Réle attracteur chez les plantes :

Les flavonoides sont a I’origine des propriétés chromatiques des différents pigments
qui sont accumulés dans la plupart des organes des végétaux. Les pigments responsables des
couleurs vives et variées des fleurs, ont non seulement un effet esthétique, mais sont aussi

responsables de 1’attraction des pollinisateurs (oiseaux et insectes).

Un tel constat a été mis en évidence par Harborne et al.(1978), confirmant le r6le des
anthocyanes dans le processus de pollinisation. D’autres auteurs soulignent I’importance des
flavonoides dans la fertilité des plantes, ils sont indispensables dans le développement des
gamétophytes males [75].

Des mutations affectant I’enzyme clé chalcone synthétase qui catalyse la biosynthése
des composés phénoliques entraine I’absence de pigments dans les anthéres et une stérilité

male.
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1.2.5.2. Role protecteur chez les plantes :

Les flavonoides jouent un rdle important dans la défense des plantes contre les
agressions parasitaires ou abiotiques. Les plantes étant immobiles, elles ont di mettre en place
un systéme de résistance pour combattre les effets de 1’environnement comme le gel et la

sécheresse.

Les flavonoides pourraient également permettre aux plantes de survivre sur les sols

riches en métaux toxiques comme 1’aluminium [76].

Les flavonoides de défense peuvent étre divisés en deux groupes : un groupe est
préforme, et 1’autre dont la synthese va étre induite par un phénomene physique, une infection
ou un stress. lls peuvent étre présents de maniere constitutive, mais leur synthése va étre

augmentée par un facteur déclenchant, dans ce cas on parle de phytoalexines [77,78].

Les flavonoides préformés sont des composés synthétisés durant le développement
normal de la plante. 1ls sont souvent accumulés a des endroits stratégiques de la plante pour sa
défense.

Ce qui explique que certains de ces composés possedent un potentiel thérapeutique

contre les microorganismes (bactéries, virus, champignons), et les insectes.

Les flavonoides pourraient entrainer des changements dans la différenciation tissulaire
et promouvoir la formation de thylle et de cal, empéchant ainsi 1’agression par des agents

invasifs.

En raison de leur structure, les flavonoides présentent une zone d’absorption dans
I’ultraviolet et leur synthése est fortement stimulée chez certaines espéces par la lumiére

ultraviolette [79,80].

Ces composés s’accumulent en grandes quantité dans les tissus périphériques, ils font
écran aux UV qui endommagent I’ADN [81] et protégent ainsi les tissus internes des tiges et

des feuilles.
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1.2.6. Caractéristiques chromatographiques des flavonoides :

Des indications significatives sur la structure chimiques des flavonoides peuvent étre
fournies par les valeurs des Rf dans un systéeme de solvant donné. La couleur da la
fluorescence sous lumiére ultra-violette peut également orienter quant a la structure de la

famille flavonique (tableau 1).

Tableau 1 : Fluorescence des structures flavoniques sous lumiére UV[82]

Couleur des spots Noms des flavonoides
Noir-violette Flavones -5, 6,7Flavonol substituéen 3
Bleu -Flavone ou flavonol sans OH en 5

-Flavanone avec OH en 3 ou flavanol

-Flavonol avec 3-OH substitué ou sans 5-OH

Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH
Orange Isoflavones

Jaune verte Aurones

Verte Chalcones

Bleu verte Flavanone sans 5-OH
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1.3. Généralités sur Le chiendent

Figure 10 : La plante chiendent « Cynodon dactylon (L) Pers »

Il existe trois especes de chiendent :
- Agropyrum repens.
- Triticum repens.

- Cynodon dactylon (L)Pers

Le dernier type est ’espéce répandue dans le midi de la France, I’Italie ou Idu Nord,
comme elle se trouve dans tout le Sahara d’Algérie, les lits d’Oued et les cultures

cosmopolites.

Il s’agit d’un sorte de gazon envahissant, considéré comme mauvaise herbe par les
agriculteurs, cependant du point de vue médicinal il est plein de vertus par ses principes
actifs, il doit son nom a son utilisation instinctive en tant que purgatif de la part des chiens et
des chats, en outre, il est considéré comme diurétique anti-inflammatoire, décongestionnant
des voies urinaires et conseillé en cas de lithiases ( rénales ou bili<aires ) grace aux sels de

potassium et a I’huile essentielle qu’il contient.

I1 est d’un grand secours dans les cas de colique néphrétique surtout si on commence la

cure dés les premiers symptomes de la crise.
Il est conseillées dans le traitement du Diabéte et le Rhumatisme[83,84].
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1.3.1. Classification d’espéce :

D’apres la bibliographie on note cette classification [85] :
Division : Spermatophytes

Subdivision : Angiospermes

Classe : Cotylédonees

Ordre : Glumiflores

Famille : Graminées

Gent : Cynodon

Espece : Cynodon dactylon L

1.3.2. Botanique :

Plante vivace tres commune sur tous les continents, se propageant par de longs

rhizomes tragants, pouvant atteindre 1,5 m de haute ur et jusqu’a 2 m.

Les rhizomes sont jaune-péle, a saveur mucilagineuse et Iégérement sucreée, ils portent
des tiges fertiles et stériles. Ses feuilles sont aussi trés fines, allongées, vert clair dont la gaine

embrasse la tige.

L’inflorescence se fait en épi distique comprimé et dressé (15 cm de long) avec des

épillets sessiles, compacts, aplatis et tres fleuris. La floraison a lieu de juin a septembre.

Chaque épillet porte alors 2 glumes lancéolées, aigués, et au-dessus, 4 a 6 fleurs vertes

hermaphrodites sans calice ni corolle. Son fruit est un caryopse [84].

1.3.3. Composition chimique :

D’apres les études de « Miller 1958 », on constate que 100g de la plante séchée a I’abri du

soleil contient [85] :

o Polysaccharides : fructanes dont inuline, triticine, fructose, manitol, inositol,

o Flavonoides

o Composes phénoliques : acide vanillique, acides carboxyliques phénoliques, acide
silicique et silicates

e Tanins
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e Mucilages

e Saponines

o Acides gras libres (acide palmitique)

o Composes phénoliques

o HE (traces) mono terpénes, sesquiterpénes
o Sels de potassium [86].

1.3.4. Les usages :

C’est une plante résistante maintient sa verdure pendant le temps chaud pour cette
raison il est considéré comme un paturage précieux et herbe de fourrage excellent, 1l peut
grandir dans des sols humides, supporter la sécheresse et aussi il a une tendance d’éliminer

d'autres plantes.

Un paturage pour chevaux et bétail, 1l est précieux pour conservation du sol di a ses
longs coureurs qui enracinent aux nceuds. Il est difficile d'extirper et peut devenir une
mauvaise herbe dans les terres cultivée. Dans certain régions 1’utilisée comme pelouse et

gazon, et dans les Tles de Hawaii il est considéré comme un excellent gazon [84].
1.3.5. Le mode de multiplication :

Il existe deux types de multiplication :

a- par graines.

b- par graines et organe végétale.

Pour le premier type il faut signaler que les mauvaises herbes ont un pouvoir de
productivité des graines trés important, par exemple pour « le folle avoine » produit de 250 a
500 graine par plante.

La multiplication par graines est complétée chez certaines especes par la reproduction et la
dissémination d’organes végeétatifs appropriés et le chiendent est parmi les plants qui se

multiple par les graines plus le bourgeonnement des tiges. [87]
1.3.6. Intéréts thérapeutiques de chiendent :

La plante est traditionnellement utilisée comme un agent pour controler le diabete en

inde. L’extrait de feuilles de cette plante a été signalé comme anti diabétique, 1’efficacité
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antioxydant et hypolipémies.

hépatique[86].

1.3.7. Le choix de la période de récolte de la plante :

La guérison des blessures mineures et antioxydant

D’apres une étude effectuée en collaboration avec d’autre chercheurs concernons la

meilleur période pour effectuer une extraction des flavonoides, Compte tenu du climat de

Ouargla comme le montre le tableau (2) qui présente les données climatiques de la région
d’Ouargla pour la période 2006 / 2015.

Tableau 2 : Données climatiques de la région d’Ouargla

Paxametres| Temp Temp Temp Précip | Hum Insol Evapo v
Mois Min(C®) Max(C°) | Moy(C®) (mm) [ (%) | (Heure/mois) | (mm) | 4, vent
(M/s)
Janvier 6,36 19,95 13,16 9,42 | 58,77 244,77 90,70 5,79
Février 6,25 21,48 13,87 3,16 | 52,50 241,84 129,15 5,34
Mars 10,00 26,46 18,23 2,93 | 46,11 259,09 204,51 5,87
Auvril 14,48 31,11 22,80 1,78 | 38,95 280,90 254,53 7,08
Mai 19,51 36,11 27,81 1,61 | 34,18 301,03 327,61 6,62
Juin 24,24 41,05 32,65 0,79 | 26,24 253,20 399,75 5,24
Juillet 27,61 44,10 35,86 0,35 | 29,94 327,18 464,44 6,41
Aot 27,25 43,32 35,29 0,56 | 29,35 330,68 414,58 581
Septembre | 23,03 38,79 30,91 3,73 | 37,89 269,05 299,57 5,41
Octobre 16,96 32,74 24,85 4,14 | 44,27 265,28 230,60 | 4,89
Novembre | 9,79 25,19 17,49 1,16 | 53,52 249,68 124,89 | 4,59
Décembre | 5,50 20,02 12,76 3,78 | 59,78 223,28 88,80 4,34
Moyenne | 15,915 | 31,693 23,804 | 2,784 | 42,625 270,498 252,428 | 5,616

Source : pris de O.N.M. Quargla
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1.3.7.1. Dosage des composees flavoniques :

Il est préférable de commencer par le calcul de la teneur d’anthocyane car ce dernier

se dégrade rapidement & cause de la lumiere par rapport aux aglycones.
1.3.7.1.1. Dosage des Anthocyanes :

La teneur en anthocyane est donnée par la formule suivante [88]:

T (mglg) =n (D.O/ £ )* M*V*(d/P)

n= facteur correctif tenant compte du rendement de transformation des
proanthocyanes en anthocyanes équivalents.

DO : densité optique a la longueur d’onde maximale comprise entre 515 et 540
nm dans la phase aqueuse

€ = 34700coefficient d’absorption molaire de la cyanidine

M = 306 : masse molaire de la procyanidine.

V : volume de la phase aqueuse mesuré apres I’hydrolyse.

d : facteur de dilution ici égale a 1.

P = 19 poids sec de matiére vegetale.

1.3.7.1.2. Dosage des aglycones :

La teneur en aglycones flavoniques exprimée en quercétine (flavonol) est calculée

par la formule suivant [89] :

T( % ou mg/g) = (A(D.O)/e )Y*M* (V/IP)*d

A(D.O) : densité optique du pic différentiel {D.Oa%;-D.Ogion}
e D.Oa’" densité optique des aglycones dans la solution AICI; 1% dans EtOH
e D.Ogon densité optique des aglycones dans une solution éthanolique.
€. coefficient d’absorption molaire de la quercétine égal a 23.000 au pic
differentiel.
M = 302 g/mol masse molaire de la quercétine.
V : volume de la phase éthanolique des aglycones.

d : facteur de dilution égale 6.
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P = 1g poids sec de la matiére végétale hydrolysée.
1.3.7.2. La teneur en aglycones :

Tableau 3 : Teneur de la plante chiendent en aglycones

RGANE Feuille Tige Racine
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
LA PERIODE
Décembre 0,274 0,09 0,16
Juillet 0,031 0,006 0,013
La moyenne 0,153 0,048 0,087
L’écart type +0,12 + 0,042 + 0,074
Coefficient de variable 78 % 87 % 85 %

M Feuille (mg/g)
m Tige (mg/g)
0,3
= Racine (mg/g)
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

Décembre

Juillet

Figure 11 : La teneur des aglycones en mois décembre et juillet
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1.3.7.3. La teneur en anthocyanes :

Tableau 4 : Teneur de la plante chiendent anthocyanes

L’ORGANE | Feuille Tige Racine
(mg/g) (mg/g) (mg/g)

LA PERIODE HCI2N | HCI2N |HCI2N
Décembre 1,381 0,99 0,307
Juillet 0,72 0,34 0,24
La moyenne 1,05 0,67 0,27
L’écart type +0,33 + 0,33 + 0,034
Coefficient de variable 31% 49 % 12 %

m Feuille (mg/g)

N H Tige (mg/g)
1,4 /\ u Racine (mg/g)
1,2 -

0,8 /\
0,6 -

0,4 -

0,2 -

Décembre

Juillet

Figure 12 : La teneur des anthocyanes en mois décembre et juillet
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On a constaté d’apres ces résultats que le taux des flavonoides au mois de décembre
est supérieur a celui de mois de juillet. Pour cela nous avons choisi le mois de décembre pour
effectuer I’extraction des composés flavoniques et pour faire toutes nos études concernant

I’identification structurale et les études biologiques.

37



Chapitre-11 :

Matériels et Méthodes
0 4




Chapitre-11 : Matériels et Méthodes
. _________________________________________________________________________________________________________________________________________|

11.1.Matérielles :

Nous avons procéedé la récolte de la plante le 20/12/2012 dans une exploitation de la
région d’Ouargla situé a trois kilométres Nord-Est de la ville d’Ouargla, s’étend sur une

superficie de 360 m 2
11.1.1.Le séchage :

La plante est séchée dans une étuve, dans une température de 80°C (car les
flavonoides ne se dégrades pas a cette température) pendant 03 jours avec un brassage pour
avoir un séchage homogene, aprés le sechage de différentes partie de la plante puis broyée a
I’aide d’un broyeur électrique, la poudre est entreposée a 1’abri de la lumiére dans des
récipients en verre fumé propre et sec, fermé par des couvercles hermétiques suivant la
méthode de M.PENELOPE Ody1995 [90] .

11.1.2. Extraction des aglycones et des anthocyanes :

La méthode d’extraction d’apreés (TERRAK et col 1987 et OUAFI et DINARE pris de
LEBRETON et col 1967) se base sur I’hydrolyse acide des hétérosides de la matiere végétale,

elle permet d’extraire, d’identifier et de séparer les aglycones et anthocyane.

Apreés la récolte et le séchage de la plante et une fois la réduire en poudre séche, 1g de
cette dernicre subit séparément une hydrolyse dans 80 ml d’HCI 2N au bain-marie bouillant
pendant 40 min avec insufflation d’air toutes les 10 min, 1‘oxygeéne permet 1’oxydation des
proanthocyanes en anthocyanes correspondants, aprés refroidissement, le mélange est filtré
pour éliminer toutes les traces de la poudre végétale, puis extraire les aglycones flavoniques
trois fois par I’éther éthylique, évaporé a ’air libre 1’éther puis repris le résidu par 5-10 ml
d’éthanol.

Pour extraire les anthocyanes et les C-glycosides de la phase aqueuse on a utilisé le
n-butanol , apres on évapore le butanol avec rota vapeur et on repris I’extrait sec dans 5-10 ml
de méthanol [91].

11.1.2.1. Les Aglycones :

Sont obtenus lors de I’hydrolyse acide de la matiére végétale par rupture des liaisons

osidique des composées hétérosidique natives selon la figure n° 9 [92].
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OH o) OH 0
O-glycosyl-flavone Aglycone

Figure 13 : Rupture des liaisons osidique des composées hétérosidique
11.1.2.2. Les Anthocyanes :

Se sont le résultat de 1’oxydation des proanthocyanes correspondant selon la figure n°
10:

OH

o) o

H* X
4’0 + 2H,0
+0;
OH G o
OH
Proanthocyanes anthocyanes

Figure 14 : LI'oxydation des proanthocyanes
Ils sont des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou

orange, la structure de base des anthocyanes est la flavylium (2-phenyl-1-benzopyrylium) .

(0]

X
F

Figure 15 : Le cation flavylium

Leur présence dans les plantes est détectable a I’eeil nu, les anthocyanes sont

glycosylées le plus souvent en position 3 et 5, les sucres les plus fréquents étant des mono-
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saccharides ( glucose, galactose, rhamnose et arabinose ), les di et tri-saccharides forment par
combinaison des mono-saccharides précedents .

L’anthocyane est caractérisée par deux bandes d’absorption, dont une bande
intense dans le domaine du visible. On trouve les anthocyanes dans les racines, tiges, feuilles

et graines [92].

* Effet du pH sur les anthocyanes :

Le pH est le premier facteur influant sur la couleur des anthocyanes particuliérement
sur la structure de ces composées, en outre la couleur d’une solution aqueuse d’anthocyane
montre la coloration rouge a pH trés acide, cette couleur disparait avec 1’augmentation de pH,
la solution neutre des anthocyanes a une couleur bleue qui décolore rapidement, ce
changement de couleur est dd a des équilibres chimiques entre les différentes formes que peut

prendre I’anthocyane. [93]

11.2. Les techniques de séparation et d’identification :
11.2.1. Séparation des aglycones et des anthocyanes existants dans chaque

organe de la plante sur les plaques préparatives :

Ne donne pas une identification structurale mais elle nous donne une aide sur la
composition flavonique des extraits comme la classe chimique et le nhombre des composées

existent.

Résolution frontale(Le facteur de rétention) :

varie avec la variation des conditions de séparation ( le solvant d’élution et le support),

il est calculé selon la formule suivante :

R; = d soluté / d solvant

d soluté : Distance parcourue par le composé.

d solvant : Distance parcourue par le solvant entre le dépét et le front de ce solvant.
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11.2.1.1. Les conditions de séparation:

Pour la séparation avec chromatographie préparative on a procedé a une séparation mono-
dimensionnelle dans une cuve a chromatographie avec gel de silice (phase stationnaire ¢s) et

plusieurs types de solvants (phase mobile ¢,) sont :

= Le supports sont les plaqgue commerciales de gel de silice 60 de dimension 10*10 cm
avec un épaisseur de 0.375 mm

» Le solvant d’¢lution pour les aglycones est le mélange C,H,Cl./EtOH (80/20).

» Le solvant d’¢lution pour les anthocyanes est la phase mobile EtOAc/MeOH/ H,0
(10/2/0,5)[ 94].

11.2.2. Séparations et identification des aglycones et des anthocyanes
existants dans chaque organe de la plante par chromatographie liquide a

haut performance (CLHP) :

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est la technique la plus
performante et la plus utilisée pour la séparation et le dosage des composés phénoliques
comme un témoignant, les excellentes séparations déja obtenues il y a plus de quarant ans.

Elle ne demande qu’une faible quantité d’échantillon végétale[38, 95].

Les séparations sont basées sur les polarités respectives des phases stationnaires

utilisées du solvant d’¢élution et des composés phénoliques concernés.

I1 est considéré comme ’un des outils puissants de la chimie analytique. L’ HPLC est
un type de chromatographie sur colonne dans lequel le solvant contenant le mélange
d’échantillon est passé a travers une colonne contenant un matériau adsorbant, en utilisant une
pompe a pression. Le composant de I’échantillon réagit différemment avec le matériau
adsorbant, conduisant a différents débits de différents composants séparés ainsi les mélanges.
Compte tenu de la haute résolution de cette technique de séparation, nous pouvons
aujourd’hui identifier plusieurs produits inconnus par une simple comparaison des temps de
rétention avec celle des témoins, ou la séparation est effectuee par la distribution dynamique
de chaque produit entre deux phases (développé par WAGNER et al en 1985)comme on peut

analyser pas mal de produits non volatile tell que les flavonoides[96] :

* |a phase stationnaire @s
42



Chapitre-11 : Matériels et Méthodes
. _________________________________________________________________________________________________________________________________________|

* la phase mobilegn,

La ou le temps de rétention égale au temps écoulé entre le moment de 1’injection et
celui de I’apparition du sommet de pic d’élution pour un des produits injectés dans I’appareil,
d’autant dire que le produit a analyser déposé au sommet de la colonne pour que la phase
mobile pourra migrer les différents composés de notre produit ont analysé selon leur affinité

avec les deux phases (@s,om)[97].
11.2.2.1. Matériels et Appareillage:

11.2.2.1.1. Constitution de dispositif:

- Dégazeur a vide de type YL9101 4 canaux, le débit maximum est de 10ml/min par
canal, le volume interne par canal est de 925 pl.

- Pompe quaternaire YL9110 a double piston avec possibilité d’utiliser 4 solvants.

- Compartiment a colonne YL9131 dans une plage de température allant de 4°C jusqu’a
90°C

- Détecteur UV/Visible de type YL9120 a double longueur d’onde (de 190 a 900 nm).

11.2.2.1.2. Les extraits a analyse :

a- Extrait éthanolique des aglycones.

b-Extrait méthanolique des anthocyanes.
11.2.2.1.3. Les conditions d’analyse [97]

- Colonne type C18.

- Diameétre des particules de 5 pm.

- Diamétre de la colonne (250mm x 4.6mm)

- Injection : 20 pl.

- Mode gradient d’élution

- Longueur d’onde de détection : 340 nm.

- Phase mobile et un mélange d’acide trifluoroacétique (TFA) (0.5%) et de

I’acétonitrile (AcN) selon le tableau n°5 suivant :
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Tableau 5 : La phase mobile utilisé dans la chromatographie liquide & haute

performance
TFA AcN Temps
(min)
3% 97% 10
40% 60% 25

Le tableau N°5 rassemble les valeurs du temps de rétention (tr) de dix étalons séparés

sur ’HPLC selon les conditions précédente:

Tableau 6 : Temps de rétention de quelques étalons aglyconiques. [83]

Etalon Temps de rétention des étalons

(min)
E1 :Hesperetin. 7,412
E, :lIsorhamnetin. 11,405
E; :Butein. 1,795
E, :Rhamnetin. 1,822
Es :Fisetin. 4,359
Es :Hesperidin. 2,851
E; : Luteolin. 7,556

11.2.3. Séparation des extraits aglyconiques et anthocyaniques de la plante

par des plaques préeparatives :

On va faire une séparations pour les extraits qui contient les trois parties de plante

(feuilles, tiges et racines).

La séparation a été faite avec des plaques préparatifs de gel de silice et comme phase

mobile on a utilisé les systémes suivants :
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- Pour les aglycones est C,H,Cl,/EtOH (80/20).
- Pour les anthocyanes est EtOAc/MeOH/ H,0 (10/3/1).

La composition des fractions sont détectées par des CCM analytique et analysé par
chromatographie liquide haute performance couplé avec la spectroscopie de masse (LC
MS/MS) :

11.2.4. Identification de la structure des composés fractionnés des deux
extraits aglyconiques et anthocyaniques avec chromatographie liquide

haute performance couple avec la spectroscopie de masse (LC MS/MS) :

La spectrométrie de masse permet d’apporter la preuve de I’identité des composés
phénoliques préalablement séparés par HPLC ou EC en apportant, grace a la fragmentation de
la molécule, des informations sur sa masse moléculaire et sur les principaux groupements

chimiques présents ont permis d'analyser les flavonoides.
11.2.4.1. Appareillage :

Toute les fractions ont été analysées par I’appareil de LC MS/MS de marque

« Agilent » qui comprend :

*un systéeme de chromatographie liquide haute performance « HPLC 1260 infinity LC » qui
nous assure une performance basée sur trois critéres importants en matiére d’analyse de

chromatographie en phase liquide :

- Plus grande vitesse d’analyse (gain de solvants et de temps).

- Plus grand résolution (identification des impuretés).

- Plus de productivité qui permet d’interrompre 1’analyse en cas de fuite

* Un spectrométre 6420 triple quadrip6le a double MS qui est congu pour répondre a une
demande d’analyse a haut productivité, cette technologie de pointe intégre la technique
d’ionisation orthogonale, un concept de quadripdle hyperbolique, une cellule de collision
hexa polaire a haute pression avec accélération linéaire, et un détecteur de dynode a haute

énergie, excentre.

Associé avec 1’algorithme Auto tune, logiciel MASS HUNTHER fournit les performances

quantitatives les plus élevées actuellement disponible.
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11.2.4.2.Caractéristiques technique de I’appareil :

*HPLC 1260 Infinity LC :

- Détecteur UV a baratte des diodes (DAD) ultrasensible qui offre la plus basse limite de
détection avec une haute stabilité de la ligne de base, une vitesse d’acquisition de 80 Hz et
une assimilation de 8 pics en méme temps, ce qui est trés important dans I’analyse des

impuretés réactionnelles ou d’extraction de molécules cibles.
- Détecteur de fuite dans tous les modules qui permet d’interrompre 1’analyse en cas de fuite.
- Systeme hydraulique : double pompe a double pistons en série.

- Injecteur automatique Infinity 1260 comprenant un bac de 100 positions, réputé pour la

précision et la reproductibilité de ses résultats avec des volumes d’injection allant de 0.1 a

100pL.

- Compartiment colonne thermostatée qui offre une parfaite stabilité de température de
chauffage ou de refroidissement de la colonne (de 15 a 80°C) pour une optimisation totale de

la vitesse et de la sélectivité de la séparation.

- Plage de longueur d’onde varie entre 190 et 950 nm.
*Agilent 6420 triple quadrupole :

- Limite de détection est de 1’ordre de pico-gramme et femto-gramme.

- Taux de scan maximal est de 12.500 Da/s.

11.2.4.3. Les condition d‘analyse :

Il existe plusieurs type de sources d’ionisation sont énumérées ci- dessous :

- lonisation par électrospray (ESI).

- lonisation par impact ¢électronique (IE) permet d’analyse des Aglycones seulement.
- lonisation chimique a pression atmospherique (APCI)

- Bombardement par atomes rapides (FAB. Fast Atom Bombardement). Dans cette technique

I’ion moléculaire n’est toujours observable.
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Dans notre étude les échantillons sont ionisé par électrospray (ESI Electrospray
Ionisation) ce type d’ionisation est repose sur l’introduction d’une solution aqueuse de
I’échantillon a analyser dans un capillaire porté a un potentiel élevé (positif ou négatif).

L’ analyse a été faite par une colonne C18, avec une phase mobile [98] :
A :eau

B : Méthanol

C : Acétonitrile

chaque phase mobile contienne 0,2 % de trifluroacétique

Le gradient utilisé est présenté dans le tableau n° 7 suivant :

Tableau 7 : Le gradient de la phase mobile utilisé dans la chromatographie liquide a

haute performance couplé avec la spectroscopie de masse (LC MS/MS) :

Le gradient Le temps
90% A+6%B+4%C 5 min
85% A+9%B+6%C 5 min
71% A+17,4%B +11,6% C 30 min
0% A+85%B+15%C 60 min
La vitesse d’écoulement : 01 ml/min, T =200 °C

Le gaz appliqué en sortie du capillaire pour évaporer la phase mobile est du diazote.

Les expériences de MS/MS ont été réalisées avec de 1’argon comme gaz de collision.
11.3. Etude de P’activité antioxydante des anthocyanes et des aglycones

Dans le cas des composes phénoliques (O-OH), le mécanisme principal d’action est le
piégeage des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPHe alors transforme en

une molécule stable DPPHH.[47,99]

DPPH' + PhOH —— DPPHH 4 PhO'
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111.3.1. Mode opératoire :

Une gamme de concentrations (0-200 pg/ml) d’extrait de plantes ou de la Quercétine
(antioxydant de référence) est préparée dans le méthanol. Un volume de 2,5 ml de cette
solution, est mélangé a 2,5 ml de DPPH (100 uM) préparé également dans le méthanol. Apres
homogénéisation, le mélange est incubé a la température ambiante (25 °C) a ’abri de la
lumiere. Apres 30 minutes d’incubation, 1I’absorbance est lue a 517 nm contre un « blanc » qui

ne contient que du méthanol.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH (I%) est calculé selon 1’équation

suivante [100] :

1% = (1- (DO essai / DO blanc)) x 100

1% : pourcentage d’inhibition du radical

DO : densité optique.

La Clsg qui est la concentration d’extrait de plante ou de la Quercétine responsable de
50% d’inhibition des radicaux DPPH, est déterminée sur le graphique représentant le
pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des extraits et de la

Quercétine.

11.4. Etude de P’activité antibactérienne des anthocyanes et des aglycones :

Le terme "agent antimicrobien™ désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les agents
antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies transmissibles et
prévenir les infections (CCE, 2001).

Le mode d’action de ces agents sur les bactéries, peuvent étre: Bactériostatique,
lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries ou bactéricides: lorsque la
substance detruit totalement les bactéries[101].
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11.4.1. Souches bactérienne utilisées:

Tableau 8 : Caractéristiques des bactéries utilisées [49] :

Caractéristiques des bactéries
Les bactéries utilisées L’exigence des Type de Gram
bactéries
Escherichia coli :ATCC 25922 Bacteries non Gram -
Staphylococcus aureus : ATCC 25923 exigeantes(souches Gram +
Klebsiellapeneumoniae : ATCC 700603 de réferences) Gram -
Salmonella Typhi : ATCC 35664 Gram -

ATCC : American type culture collection

11.4.2. Mode opératoire :

Nous avons utilisé la technique de diffusion sur milieu solide. C’est une méthode
similaire a celle de 1’antibiogramme qui consiste a déterminer la sensibilité d’une souche
bactérienne vis-a-vis d’un ou de plusieurs produits. Un disque stérile de papier filtre (Watman
n°l) de 6 mm de diametre est imprégné des concentrations croissantes d’extraits (les
différents concentrations préparé de deux extrait acétate d’éthyle et butanol) a raison de 10ul
par disque, ce dernier est ensuite placé sur de la gélose non inhibitrice (gélose Mueller Hinton
et gélose au sang) coulée dans des boites de Pétri standard sur 4 mm d’épaisseur et
préalablement inoculées avec les souches bactériennes choisies a 1’aide d’un écouvillon
trempé dans I’inoculum bactérien. La concentration de I’inoculum utilisée est de I’ordre de
10° & 10® C.F.U/ml. Les boites sont incubées & une température de 37°C pendant 18 a 24
heures[102].

Si le produit est toxique pour I’espece de bactéries, il se forme une zone d’inhibition

ou un halo transparent autour du disque. Plus grande est cette zone, plus I’espéce est sensible.
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Tableau 9 : Valeurs limites des diamétres des zones d’inhibition pour les souches de

référence décrié par NCCLS (national committee for clinical

laboratory standards) et pour 10 pl de chaque extrait [103].

Valeurs critiques des diamétres d’inhibition (mm)
Les bactéries Résistant Intermédiaire Sensible

Escherichia coli : <12 13-14 >15
ATCC 25922

Klebsiellapneumoniae : <12 13-15 >16
ATCC 700603

Staphylococcus aureus : <10 11-15 >16
ATCC 25923

Salmonella Typhi : <16 16-20 >21
ATCC 35664
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Chapitre 111 : Résultats et discutions

I11.1.Reésultats de I’étude chromatographique :

I11.1.1. Résultats de chromatographie sur couche mince des extraits
aglyconiques et anthocyaniques des trois parties de la plante :

1/ Pour les aglycones :

Les résultats sont regroupé dans le tableau n°8

Feuilles

e

Racines

v\

=
-
A3

Figure 16 : Les plagues CCM des extraits aglyconiques des trois parties de la plante

chiendent « Cynodon dactylon (L) Pers »
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Tableau 10 : Rs des composés existants dans les extraits aglyconiques

des trois parties de la plante.

C,H4CI,/EtOH (80/20)

Couleur R¢ feuille Rt Tige Rs racine
Bleu 0,92 0,93 0,91
Pourpre 0,89 - 0,87
Jaune 0,84 - 0,82
Bleu V 0,77 0,80 -
Jaune 0,72 0,68 0,70
J-vert 0,60 0,57 0,63
Orange 0,57 0,47 0,68
Pourpre - 0,40 0,45
Jaune 0,40 0,29 -
Bleu-C 0,21 0,19 0,35
Pourpre- 0,16 - 0,10
J-vert 0,08 - 0,07
Marron 0,00 0,00 0,00

D’apres les résultats existants dans le tableau n°8 on remarque qu’il y a au minimum :
- 12 produits dans les feuilles.
- 09 dans les tiges.

- 11 dans les racine.

D’aprés ces résultats on constate que la partie la plus riche en aglycones est les

feuilles.
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2/ Pour les anthocyanes :

Les résultats sont regroupé dans le tableau n°9

Racines

L

Figure 17 : Les plaques CCM des extraits anthocyaniques des trois parties de la plante
chiendent« Cynodon dactylon (L) Pers »

Tableau 11 : R;des composés existants dans les extraits anthocyaniques

des trois parties de la plante.

EtOAc/MeOH/H,O (10/2/0,5)

Couleur Ry feuille Ry tige Rs racine
Rouge 0,89 0,87 -
Pourpre 0,83 0,73 0,77
Orange - 0,56 -
Jaune 0,46 0,42 0,45

Bleu 0,36 0,39 0,40
Jaune 0,32 0,30 0,32
J- Clair 0,23 0,21 -
Pourpre 011 ) 0,08
Marone 0,00 0,000 0,00

55



Chapitre 111 : Résultats et discutions

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau n°9 on remarque qu’il y a au moins :
- 8 produits dans les feuilles.
- 8 produits dans les tiges.

- 6 produits dans les racines.

Alor on constate que les feuilles sont la partie la plus riche en anthocyanes.
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I11.1.2. Résultats de la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) des composés existants dans les extraits aglyconiques et
anthocyaniques des trois parties de la plante :

1/ Pour Pextrait des aglycones

Tableau 12: Temps de rétention et les concentrations des composés

existants dans les extrais aglyconiques des trois parties de la plante.

Organes Feuilles Tiges Racines
Comps Tr(min) | Tr(Et) | Tr(min) | Tr(Et) | Tr(min) | Tr(Et)

1 0,641 2,500 2,512

2 1,561 Es 3,314 3,391

3 2,280 3,923 4,690 Es
4 3,198 4,666 Es 5,127

5 3,666 5,071 6,027

6 4,453 Es 6,971 6,981

7 4,939 8,135 8,217

8 6,731 9,167 9,176

9 7,172 9,720 9,732

10 7,757 E; 11,656 |E; -

11 8,933 15,031 -

12 9,492 - -

13 11,384 E. - )

14 13,073 - -

15 14,510 - -

Tr : le temps de rétention. Et : étalon.

57



Chapitre 111 : Résultats et discutions
. _________________________________________________________________________________________________________________________________________|

D’aprés le tableau N°10 obtenu des chromatogrammes HPLC (voir Annexe) des
extraits aglyconiques de trois parties de la plante on remarque que la partie la plus riche en

produit est les feuilles.

Et d’aprés la comparaison des temps de rétention des étalons (tableau N°5) avec ceux
des composés existants dans les extraits aglyconique (tableau N°10), on remarque la
possibilit¢ de I’existence d’un produit Es(Fisetin) dans les trois parties de la plante,
E.(Isorhamnetin) dans les feuilles et les tiges et Ez(Butein) et E;(Luteolin) seulement dans les

feuilles.

2/ Pour P’extrait des anthocyanes :

Tableau 13 : Temps de rétention et les concentrations des composés

existants dans les extrais anthocyanique des trois parties de la plante.

Organes| Feuilles |Tiges Racines
Comp Tr(min) Tr(min) Tr(min)
1 2,537 2,435 2,446
2 3,219 3,159 3,158
3 3,811 3,940 4,489
4 4,825 5,073 5,803
5 6,554 6,567 8,142
6 7,125 8,123 9,073
7 8,800 9,605 9,681
8 9,606 12,055 -
9 - 12,958 -
10 - 16,687 -
11 - 20,790 -
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Tr : le temps de rétention.
Et : etalon.

Le tableau N°11 qui représente les temps de rétention et les concentrations des
composés existants dans les extraits anthocyaniques des trois parties de la plante obtenu de
chromatograme HPLC des anthocyanes (voir Annexe) montre que le nombre des produits
dans les racines est le plus grand par raport aux autre partie de la plante , & cause du manque
des étalons pour les anthocyanes on n’a pas pu identifier la composition chimique de 1’extrait

des anthocyanes.
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111.1.3.Résultats de séparation des extraits aglyconiques et anthocyaniques

de la plante avec plaques préparatives :

Les résultats obtenu sont regroupé dans les tableaux (12 et 13) suivant :

1/ Pour les aglycones :

Figure 18 : La plaque CCM de I’extrait aglyconique sous la lampe U.V

Tableau 14 : Ry et couleur des composés existants dans 1’extrait aglyconique séparés sur

plaque de gel de silice

Le composé La couleur Rt
ar Bleu 0.6
a Bleu vert 0.5
az Jaune vert 0.3
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2/ Pour les anthocyanes :

Figure 19 : La plaque CCM de I’extrait anthocyanique sous la lampe U.V

Tableau 15 : Rf et couleur des composés existants dans 1’extrait anthocyanique séparés sur

la plaque de gel de silice

Le composé La couleur Rf
by Bleu 0.6
b, Orange 0.4
bs Jaune 0.3
b Jaune — Braine 0.03

Les chromatogrammes obtenus par la CCM présentent une bonne migration par

conséquence une bonne séparation qui permet I’analyse qualitative des composés étudié.
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I11.1.4. Résultats de la chromatographie liquide haute performance couplé

avec la spectroscopie de masse (LC MS/MS) :

111.1.4.1. La structure de composé a, de I’extrait aglyconique :

%1071 Cpd 5: 0.855; +ES| Product lon (0.736, 0.745, 0.786, 0.793 ... min, 10 Scans) CID@22.5 (308.0791[z=1] -> **) F1.d

2 176.9929
175

1.5
1.25

0.75
05
0.25 291.0295

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 20 : Spectre des ions de produit a, de I’extrait aglyconique en mode négatif (M-H)’

La couleur bleu vert de la tdche du composé correspond a un flavanone, et on
remarque d’apres le spectre de LCMS/MS I’existence d’un pic 291.03 [M-H] de la molécule
meére. La fragmentation de composé a, de I’extrait aglyconique donne un pic m/z 176.99
correspond & CoO4Hs (177), m/z 149 correspond a I’ion [**A~2H] et un pic m/z 121 attribué
al’ion [“*A~CO] plus que le pic m/z135 correspond & I’ion “*B" et le pic m/z 117 attribué &
Ilion [**B*-H,0][93,106,107] (voir I’annexe). D’aprés ces résultats on constate que la
structure de composé a; est 5,7,3’,4’- tétra hydroxy flavanone.

Alors la structure proposée pour le composé a; est :

OH (0]

Figure 21 : 5,7,3’,4’- tétra hydroxy flavanone
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111.1.4.2. La structure de produits b, de I’extrait anthocyanique :

1101 Cpd 6: 1.436: +ESI Product fon (1.313, 1.319, 1.367, 1.374 ... min, 9 Scans) CID@30.5 (441.1048[=1]> ") py1
18]
16 176.9923
141
12

1 144.9723

08

0.6 ‘

04 116.9827

02! 72.0401

! |
.

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 430 500 520
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

206.0626 2480524 3010464 3330030 378.2033 441.1384

L ]
1}

Figure 22 : Spectre des ions de produit b, de I’extrait anthocyanique on mode négatif (M-H)’

Le composé a une couleur orange qui correspond a un flavone, d’autre part le spectre
LCMS/MS du composé b, (figure 15) confirme son identification on comparons avec les
rapports m/z des fragments obtenu aux valeurs par Rosch et al[97] ou on trouve le pic de la
molécule mere m/z 441.1384 [M-H] qui correspond a un flavone glycosidé. En revanche la
perte de m/z 144.9723 caractéristique d’un désoxyhexose (m/z 145). Le pic m/z 176.9923
correspond & [**B+CHs] et le pic m/z 301.0464 caractéristique de la 3’méthyle de la
lutéoline « Chrysoeriol ». De plus, la faible abondance de I’ion radicalaire a m/z 301.0464
suggére une glycoside a la position 8 de la Chrysoeriol[93,106,107](voir I’annexe), je propose
le structure suivant pour le composé b, qui correspondrait a la Chrysoeriol-8-C-hexsose.Donc
la structure de composé b, est :

Hexose

HO

OH o

Figure 23: 3’-méthoxy de la lutéoline -8-C- hexsose« Chrysoeriol -8-C- hexsose »
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111.2. Résultats de I’étude de P’activité antioxydante des anthocyanes et des

aglycones

Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations des extraits et de

la Quercétine est :

Tableau 16 : Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des

concentrations de 1’extrait aglyconique :

Extrait des aglycones
Concentration
(mg/ml) 1% aglycones

0 0,00
0,002 51,96
0,003 53,64
0,006 54,13
0,013 63,12
0,025 83,28
0,050 72,84
0,075 75,44
0,100 81,98
0,150 80,65
0,200 81,98

Tableau 17 :Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des

concentrations de I’extrait anthocyanique

Extrait des anthocyanes
Concentration 1% anthocyanes

0 0,00
0,002 51,40
0,003 54,51
0,006 53,32
0,013 52,10
0,025 52,31
0,050 54,37
0,075 56,12
0,100 54,40
0,150 57,70
0,200 61,02
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Tableau 18 :Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des

concentrations de la quercétine

Quercétine
Concentration (mg/ml) 1% Quercétine
0 0
0,002 52,83
0,003 82,15
0,006 74,95
0,013 91,31
0,025 92,87
0,050 93,46
0,075 92,77
0,100 93,85
0,150 94,04
0,200 94,04
100
90 _—

30 f % / I\ e —
A4

i M‘ ===2aglycones
50 s |% Quercétine

= Concentration

40 I

I = anthocyanes
30 I
20 l
10 I

0 1 T T T T T T 1 1 1 1

0 0,0020,0030,0060,0130,0250,0500,200

Figure 24 : Le pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des extraits

des aglycones, des anthocyanes et de la Quercétine
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111.2.1. Interprétation :

La figure n° 18 indique que la concentration des extraits a Iso (Clsp), pour 1’extrait
d’Anthocyanes est Clsp=~ 0,0019 mg/ml, I’extrait d’Aglycones est Clsp=~0,00185 mg/ml et
pour la molécule de référence( la Quecétin) le Clso=~ 0,0018 mg/ml, alors d’apres ces résultats

on remarque que les deux extraits ont presque la méme valeur de Clsy de la Quercétin.

On constate qu’ils ont un pouvoir antioxydant trés importants. Certains auteurs ont
attribué la capacité des composes flavoniques a piéger les radicaux libres, a la présence de

groupements OH en 3’, 4’ sur le noyau B et/ou un OH libre[108]

I11.3.Résultats de I’étude de D’activité anti bactérienne des anthocyanes et

des aglycones :

La technique de diffusion sur milieu solide consiste a déterminer la sensibilité d’une
souche bactérienne contre les deux extraits de la plante Cynodon dactylon (aglycone et

anthocyanne).

Les résultats d’analysé sont regroupés dans le Tableau n® 17 :

Tableau 19: Valeurs des diamétres des zones d’inhibition(en mm) des bactéries

avec les deux extraits aglyconique et anthocyanique

Les extraits
Les souches

Escherichia coli :
ATCC 25922 - 8.57 - 45 )

Klebsiellapneumoniae :
ATCC 700603 - 5.62 6.25 -

Staphylococcus aureus : -
ATCC 25923 - 11 - -

Salmonella Typhi :
ATCC 35664 - - - - 4.5

(-) : Absence de Zone d’inhibition.

B : extrait d’aglycone avec une concentration cg
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B1 : extrait d’aglycone avec une concentration cgy = Cg /2
B2 : extrait d’aglycone avec une concentration g, = Cg/4
B3 : extrait d’aglycone avec une concentration cg3 = Cg/8

A : extrait d’anthocyane avec une concentration ca

111.3.1. Interprétation :

L'analyse des données existé dans le tableau n°17 a également montré que 1’extrait des
aglycones est le plus active (Figures 19,20,21,22,23,24) par rapport a I’extrait des

anthocyanes qui n’a aucun activité sur tous les germes étudiée ( voir I’annexe).

En effet, Staphylococcus aureusa est la souche la plus sensible (11mm) a I’extrait
d’aglycones. L’extrait des aglycones a une activité positive sur les autres germes t-elle que
Escherichia coli (8.57mm et 4.5mm) Klebsiellapneumoniae (5.62mm et 6.25mm) et

Salmonella Typhi(4.5mm).

On voie aussi que la diminution de la concentration de cette extrait aglyconique
provoque ’apparence d’une zone d’inhibition dans le cas des deux souches bactériennes

Salmonella et Klebsiellapneumoniae
Et si on compare les résultats obtenu avec le tableau n°® 7 en remarque que :

Les zones d’inhibition des germes Escherichia coli et Klebsiellapneumoniae par
I’extrait aglyconique sont inférieure de (12mm), dans le cas de Staphylococcus aureusa la
zones d’inhibition est entre (10mm et 15mm) et pour le germe Salmonella Typhi la zone
d’inhibition est inférieure de (16mm). Alors on constate que I’extrait des aglycones a une
inhibition intermédiaire dans le cas de germe Staphylococcus aureusa et les autres germes

sont considéré comme des germes résistants.
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CONCLUSION GENERALE :

Dans ce travail nous somme intéressé & 1’étude chimique des aglycones et des
anthocyanes flavoniques existants dans la plante « Cynodon dactylon (L) Pers » et leur

activités antioxydantes et antibactériennes.

La séparation et I’identification structurale sont faite par CCM, HPLC et LCMS/MS
D’apres la CCM On a remarqué que les extraits des aglycones contient au moins 12 produits
dans les feuilles, 09 dans les tiges est 11 dans les racines et pour les anthocyanes on a 8

produits dans les feuilles, 8 produit dans les tiges et 6 produits dans les racines.

D’aprés I’HPLC nous avons remarque la possibilité d’existence des produits E2
(Isorhamnetin), E3 (Butein) E5 (Fisetin) et E7 (Luteolin) dans I’extrait des aglycones, mais

pour I’extrait des anthocyanes on n’a pas pu identifier ces produits a cause de 1’absence des

étalons anthocyaniques.

LC MS/MS nous améne a proposer les structures des deux composés, un aglycone qui
est le 5, 7, 3°, 5°- tétra hydroxy flavanone et un C glycoside qui est le 3°-méthoxy de la

lutéoline -8-C- hexsose.

L’évaluation antioxydant par le test DPPH montre que les deux extraits étudiés ont
une activité antioxydant remarquable presque égale a celle de I’étalon de référence « la
quercétine » ou I’extrait anthocyanique présente un Clsp= 0,0019mg/ml et I’extrait

aglyconique un Clsp=0,00185 mg/ml.

Et d’apreés ’étude de I’effet antibactérienne des aglycones et des anthocyanes sur
quelques germes on a constaté que 1’extrait aglyconique a une faible activité antibactérienne
contre tous les germes des références par contre 1’extrait anthocyanique n’a aucun effet sur

ses germes.

Comme perspectives on propose d’orienter les recherches scientifiques vers la
réalisation des études approfondies et complémentaires de [’activité antioxydante et

antibactérienne des composeés polyphénoliques en générale et des flavonoides en particulier.
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1/ Les spectre LC MS/MS des composés existent dans I’extrait

anthocyanidique:
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Photo N° 1 : Test d’Escherichia coli avec B

Photo N° 2 : Test de Klebsiellapeneumoniae avec B

Photo N° 3: Test de Staphylococcus aureus avec B
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Photo N° 4: Test de Klabsiellapneumoniae avec B;

Photo N° 5 : Test d’Escherichia coli avc B,

Photo N° 6 : Test de Salmonella typhi avec B;
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Photo N° 7 : Test de Salmonella Typhi avec B

Photo N° 8 : Test de Escherichia coli avec A
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Photo N° 9 : Test de Salmonella Typhi avec A

Photo N° 10 : Test de Staphylococcus aureus avec A
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Photo N° 11 : Test de Escherichia coli avec Bs
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Les différents mécanismes de fragmentation des flavones et des flavonols :
1/ Les fragmentations principales des ions de la luteoline [M+H] et [M-H]
[104] :
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2/ Les fragmentations principales des ions de la quercétine [M+H] et
[M-H] [105] :
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Tableau 20 : Maximums d’absorbtion et ions caractéristiques des acides phénoliques et

flavonoids détectes dans I’extrait PSFME de baies d’argousier[106].

Assignation | Tr | Fraction | Zmax Mode Négatif Mode positif Proposition de structure
(min) (nm) [M- | MS-MS | [M+H]" | MS-MS
H] (m/z) (m/z)
1 6.5 4-5 270 169 125,107 171 127,109 | Acide gallique
2 10.4 4-5-6 254 153 | 125,107, 155 127,109, | Acide3,4dihydroxybenzoique
80 81,53
3 11.2 4 285 175,199 En cour d’identification
4 14.4 4-5 258,293 | 153 109 155 111,137 | Acide protocatéchique
5 24.3 8 254,270 | 771 773 Quercétine-3-O-Glu-7-O-
(ep),349 rhamnoside
6 24.9 8 254,267 | 785 787 Isorhamnétine-3-0O-Glu-7-O-
(ep),349 rhamnoside
7 25.4 8 254,267 | 785 | 639,179, 787 Isorhamnétine-3-O-
(ep),353 125 sophoroside-7-O-rhamnoside
8 25.9 4 373 221 223 205 En cour d’identification
9 26.8 8 254,267 | 991 | 845,653, 993 Quercétine diméthyl éther 3-
(ep),345 639 hydroxyferuoyl-glucoside-7-
O-rhamnoside
10 27.1 8 254,267 | 991 | 769,623 993 771 Dérivé triglycosylé acylé de
(ep),339 I’isorhamnétine
11 27.6 8 254,267 | 809 | 623,609 811 625 Dérivé glycosylé de
(ep),319 I’isorhamnétine
12 28.4 6-7 255,356 | 463 | 300,179, 465 303 Quercétine-3-O-glucoside
151,125
13 28.5 8 251,261 | 623 | 477,461, 625 463 Isorhamnétine-3-O-
(ep),354 315 glucoside-7-O-rhamnoside
14 28.9 8 254,266 | 609 | 301,257 611 303 Quercétine-3-O-rutinoside
(ep),354 149
15 30.1 5-6 477 | 315,151 479 317,302 | Isorhamnétine
monoglycosylé
16 31.6 5-6-7 254,265 | 477 | 315,314, 479 317,302 | Isorhamnétine-3-O-glucoside
(ep),354 285,271,
179,151
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17 32.3 8 253,266 | 623 | 315,314, 625 317 Isorhamnétine-3-O-
(ep),355 300 rutinoside
18 334 4 255,268 | 447 | 314,315 449 Dérivé monoglycosylé de
(ep),368 I’isorhamnétine
Isorhamétine-3-O-pentoside
19 34.5 4 253,267 | 447 | 301,179, 449 Quercétine-7-O-rhamnoside
(ep),355 151
20 355 1-2 254,(268 | 301 | 151,179, 303 153,137, | Quercétine
ep),368 121,107 165,121,
229,257
21 38.1 4 707 | 545,477, 709 317 Dérivé acylé diglycosylé de
315 I’isorhamnétine
22 38.4 2-3 255,266, | 461 315,151 463 317,153 | Isorhmanétine-7-O-
370 rhamnoside
23 39.2 1 253,264 | 285 | 151,185 287 153,121, | Kaempférol
(ep),365 183
24 40.3 1-2-3 253,266 | 315 | 300,151, 317 302,285, | Isorhamnétine
(ep)370 107 229,153,
139,165
25 41.1 4 707 | 545,477, 709 317 Dérivé acylé diglycosylé de
315 I’isorhamnétine

Structures de quelques composés cités dans la partie théorique :
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