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Résumé

Résumé

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés aux extraits de I’inule visqueuse.
Deux lots d’inule ont été étudiés, I’'un de SKIKDA, I’autre d’ALGER.

L’extraction par solvant a été réalisée en utilisant le mélange méthanol-eau comme
solvant. Un dosage des polyphénols et un test de piégeage du radical DPPH ont été faits afin
de valoriser les extraits. L’activité antioxydante des extraits obtenus a été évaluée.

Nous avons fait deux comparaisons :

e Une premiére comparaison concernant le teneur en polyphénols et d’activité
antioxydante est réalisée entre ces deux lots.

e une deuxieme comparaison concernant toujours cette activité, mais cette fois entre les
feuilles et les fleurs de I’inule d’ALGER.

Mots cleés : Inule visqueuse, extraction, polyphénols, activité antioxydante

Abstract

In the context of this modest work, we have focused our attention to recover the viscous
inula’s extracts.

The extraction by solvent has been made using a water-methanol mixture as solvent

A Polyphenol’s dosage and radical trapping test DPPH are made to value and enhance the
extracts, the evaluation of the antioxidant activity of these extracts as well

We have taken two different samples of viscous inula from two different origins. One sample
from SKIKDA and the other from ALGIERS.
Two comparisons have been done to reach our results:

1- The first is achieved between these two samples, concerning polyphenols content and
the antioxidant activity.

2- The second comparison concerns the anti-oxidant activity between the leaves and
flowers of Algiers viscous inula’s sample only.

Key words: inula viscosa, extraction, polyphénols, antioxidant activity
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Liste des abréviations

ABTS : sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique
AFR : aspergillus flavus de référence

AGE : Acide gallique équivalent

BGN : bacilles a gram négatif

BHA : butylhydroxyanisole

BHT : butylhydroxytoluene

DPPH : diphényl-picrylhydrazyle

EXDIF : Experimental Diffusion Fit

FRAP : Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter
HE : huile essentielle

MeOH : Le methanol

MS : matiere séche

OMS : organisation mondiale de la santé

ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity

QUE : Quercétine

ROe : radical oxyl

ROQe : radical peroxyl

TBHQ : ter-butyl-hydroxyquinone

TRAP : Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter

UV: Ultra-Violet
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Glossaire

Akeéne : fruit sec et indéhiscent ne contenant qu’une graine.

Alcaloide : molécule organique hétérocyclique azotée basique pouvant avoir une
activité pharmacologique.

Analgésique : antidouleur.

Anfongique : substance qui tue les champignons parasites.
Anthelminthique : antiparasite

Antiallergique : Qui lutte contre les allergies.
Antibactérien : substance qui qui détruit les bactéries.
Anticatharrhale : qui prévient ou guérit le catarrhe
Anticoncérigene : Qui lutte contre le cancer.
Antidiabétique : Destiné a lutter contre le diabéte.
Antiémétique : Reméde contre les vomissements.

Anti-inflammatoire : qui fait dégonfler, et diminuer I’irritation. La plupart des anti-
inflammatoire sont aussi des antidouleurs.

Anti-cedémateux : Qui empéche la rétention d'eau.

Antioxydant : Molécule qui diminue ou empéche I’oxydation d’autres substances chimiques.
Antiparasitaire : Destiné a lutter contre un parasite.

Antipyrétique : en médecine, Remede contre la fievre

Antiradicalaire : Produit qui s’oppose a I’action des radicaux libres.

Antiseptique : ce qui detruit les micro-organismes : bactéries (sur les surfaces externes des
corps).

Antispasmodique : qui lutte contre les spasmes, les convulsions.
Antitumoral : Qui lutte contre les tumeurs

Antiulcéreux : Destiné a lutter contre I’ulcére.
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Antiviral : Molécule perturbant le cycle de réplication d'un ou de plusieurs virus, permettant
ainsi de ralentir et plus rarement de stopper une infection virale.

Anxiolytique : tranquillisant, contre les angoisses.

Athérosclérose : Sclérose artérielle secondaire a I'athérome.

Cancer cesophagien : cancer se développant dans la muqueuse de I'eesophage.
Cardiovasculaire : maladies qui concernent le cceur et la circulation sanguine.

Chimie computationnelle : Une branche de la chimie concernée par la prévision ou la
simulation de propriétés chimiques, les structures, ou des procedés utilisant des techniques
numériques.

Cicatrisant : Remede propre a cicatriser les plaies.
Dermatophytes : des champignons microscopiques filamenteux.

Digestive : Qui sert & la digestion (chimiquement parlant, opération ayant pour bue d’extraire,
par macaration dans un liquide approprié, certains éléments solubles contenus dans une
substance donnée).

Diurétique : qui favorise I’élimination de I’urine.

Effet de chélation : processus physico-chimique au cours duquel est formé un complexe(le
chélate) : entre un Ligand (chélateur) et un cation (ou atome) métallique .

Effet prebiotique : Sucres lents a courte chaine constitués approximativement de deux a
vingt unités Ils échappent a la digestion dans I’intestin pour I' hydrolyse et la fermentation par
les bactéries intestinales.

Hépatoprotecteur : protecteur du foie.

Hypoglycemique : relatif a I'hypoglycémie (diminution du taux de glucose dans le sang).
Hypolipidémique : insuffisance du taux de lipides dans le sang.

Hypotenseur : Médicament capable de faire diminuer la pression dans les artéres.

Infarctus : épanchement sanguin dans un tissu dd a une oblitération d'un vaisseau par
artérite, par embolie ou par thrombose

Migraine : Douleur qui affecte une partie de la téte.

Mutagéne : Qualifie un agent susceptible de provoquer des mutations de I’ADN (étape
initiale de la cancérogenese)

Neurodegénérative : qui entraine une dégénérescence du systéme nerveux.
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Paludisme : Maladie de I’étre humain provoquée par un parasite transmis par une variété
de moustique.

Pathologie : Partie de la médecine qui traite de la nature, des causes et des symptémes des
maladies.

Phytochimie : Etude biochimique des substances végétales.
Phytothérapie : étude de I’utilisation d’extraits végétaux dans la conception de médicaments
Polysaccharide : Corps qui comprend des espéces de sucres, synonyme ancien de glucide.

Stress oxydatif : un type d'agression des constituants de la cellule d( aux especes réactives
oxygeénées.

Trouble gastroduodénaux : Des symptomes chroniques évoquant une origine gastrique
Thérapeutique : Qui est relatif au traitement des maladies.

Veintonique : Subtence chimique qui traite lI'insuffisance veineuse.
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Introduction générale

Historiquement, les hommes ont toujours puisé dans la nature de quoi se nourrir, se
VEtir et se soigner. Quatre personnes sur cing se servent des plantes pour conjurer leurs maux
et quatre enfants sur cing, en particulier dans les pays émergents, ne disposent d’aucun autre
remede. En Afrique, en Asie et en Amérique latine, nombreux sont les pays qui font appel a la
medecine traditionnelle pour répondre & certains de leurs besoins au niveau des soins de santé
primaire. En Afrique, jusqu’a 80% de la population a recours & la médecine traditionnelle
pour se soigner.

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brdlante actualité malgré son
ancienneté et des développements exponentiels sont observes dans les domaines tels que la
biotechnologie et la chimie computationnelle. Cela tient principalement au fait que le regne
vegétal est une source inépuisable d’une immense variété de médicaments potentiels, tout en
étant accessible a un grand nombre de pays, y compris les pays en voie de développement. De
plus, cette science évolue et s’affine sans cesse avec I’amélioration des instruments
d’investigation (méthodes préparatoires et analytiques, tests de dépistage d’activité) et 1’acces
a I’information scientifique. La pharmacognosie et la phytochimie sont donc en totale
adéquation avec les objectifs d’une recherche moderne de composés a visée thérapeutique.

L'organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé que plus de 80% de la population
du monde compte toujours sur les plantes médicinales pour leur santé primaire. C'est en fait
une indication claire pour le réle des plantes médicinales dans I'entretien de la santé et le
traitement des maladies (Enam et al., 2007).

Les observations du matériel végétal et de son milieu lors de sa cueillette
peuvent donner des informations précieuses. Ainsi, une plante qui pousse dans un
milieu tropical riche en microorganismes (champignons, bactéries, etc.) et parasites
divers et qui ne présente aucun signe d’attaque par ces microorganismes, serait
susceptible de produire des métabolites secondaires (substances chimiques synthétisées
par les plantes) qui lui permettraient de faire face a des agressions. Une telle plante peut
étre une source inestimable de nouveaux produits possédant des activités biologiques
intéressantes (antifongique, antibactérienne, anti-parasitaire ou antioxydante par exemple).
(Bruneton , 2001).

Plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales considérées comme
source énorme de multiples substances phytothérapiques douées d’activité a la fois
antidiabétique et antioxydante.

L’ application des antioxydants naturels dans le domaine des cosmétiques et méme
pharmaceutique est un domaine trés prometteur en plein développement. Cela conduit a des
recherches de plus en plus nombreuses, destinées a diversifier les ressources de ses substances
naturelles et a ameliorer les méthodes de récupération et de purification.

L’inule visqueuse est I’'une des plus importantes plantes médicinales connue dans le
bassin méditerranéen depuis longtemps et ses huiles ont été utilisées par les anciens pour la
guérison de plusieurs maladies.
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Notre travail a comme objectif d’extraire les polyphénols des fleurs de I’inule
visqueuse et de les valoriser par la suite comme antioxydants.

La premiere partie de ce travail sera consacrée a la revue bibliographique des
connaissances concernant I’inule visqueuse, sa composition ainsi que les propriétés
biologiques des substances actives contenue dans cette plante. Parmi les composés a effet
médicale, nous nous intéresserons aux polyphénols ayant montré une activité antioxydante
importante.

La deuxieme partie présente les matériels et méthodes utilisées, les résultats obtenus
et leurs discussions.
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I. Introduction

Depuis le début des temps, I'étre humain utilise des plantes médicinales pour soigner
des maux et des blessures. Ce sont elles qui constituerent les medicaments du passé.

Certes l'utilisation des plantes médicinales, de la phytothérapie s'avere
extrémement salvatrice pour I'homme. Parfois une utilisation inadéquate des plantes
médicinales peut entrainer d'autres problémes de santé ou les accentuer.

« Il est temps de redécouvrir ces végétaux trop longtemps oubliés, dont nous pouvons
mettre a profit les multiples vertus dans notre vie quotidienne » (Frangois Couplan).

Parmi les plantes médicinales les plus utilisees, on site « I’inule ». C’est une plante
trés anciennement connue, elle a été utilisée au moyen age jusqu’a nos jours pour ses vertus
médicinales variées.

Le terme « Inule » dérive du grec « inaien » qui signifie purifié car certaines
inules ont des propriétés diurétiques.

Les inules sont des plantes de la famille des Astéracées. Le genre Inula comprend
environ 90 espéces.

Ce sont des plantes a fleurs généralement jaunes, exceptionnellement violacées. Ces
fleurs sont en fait un capitule formé de nombreux fleurons entourés d'un involucre de
bractées. Le fruit est surmonté d'une aigrette de soies disposées sur un seul rang, il est
étranglé puis élargi au sommet. Les feuilles sont alternes chez les plantes du genre
Dittrichia. (Levrault, 2007)

Les inules sont présentes a I'état sauvage dans toute I'Asie et dans certains pays
d’Europe. Ces plantes sont vivaces et fleurissent tous les ans. Elles ne demandent aucun soin
particulier mis a part un sol sec, Elles se propagent la ou la terre ne reste pas trop mouillée. Le
calcaire est souvent présent dans les lieux ou elle pousse.

En Afrique du nord ainsi que dans le pourtour méditerranéen, I’Inule est connue pour
ses propriétés anthelminthiques et occupe une place appréciable dans les médications
traditionnelles.



http://www.couplan.com/fr/presentation/francois-couplan.php
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Il. L’inule visqueuse L

I11.1. Classification

Noms scientifiques : Dittrichia viscosa ; Inula viscosa
Famille : Astéracées.

Genre : Dittrichia.

Ordre : Astérales.

Regne : Plantae.

Division : Magnoliphyta.

Classe :  Magnoliopsida.

11.2. Description botanique
L’inule est une plante vivace d’assez grande taille, dressée et a racine pivotante,
(jusqu’a 1,50 métre) et qui peut former d’assez vastes populations.
Ses tiges sont assez ramifiées et pourvues d’un feuillage dense. Avec I’age, elles
deviennent ligneuses et foncées a la base. La plante est collante et trés odoriférante, a odeur
de camphre.

Les feuilles sont allongées et lancéolées, disposées en alternance directement sur la
tige sans pétiole. La base du limbe des feuilles de la tige semble I’entourer partiellement
(feuilles embarrassantes) (figure 1.1).

Figure 1.1 : Inule visqueuse .

Leur marge est lisse ou dentée, et le sommet aigu. Toute la plante est couverte de poils
glanduleux qui liberent une résine odoriférante et collante.

Du point de vue de la reprise, la meilleure période pour planter I'inule (comme pour la
plupart des vivaces) est le début de l'automne, avant l'arrivée des pluies. Les pluies
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automnales suffisent alors a l'arrosage, et il n'y a pas besoin de suivi d'irrigation (hors
I'arrosage de plantation qui est toujours nécessaire) (Lambion J., 2010).

11.3. Localisation

L’inule visqueuse se trouve surtout en région mediterranéenne sur les bords de
chemins, les décombres, les terrains abandonnés, jachéres, arriére dunes ou garrigues bien
ouvertes. Elle affectionne les milieux fraichement perturbés par des travaux ou le passage du
feu. Elle se rencontre autant sur sols argileux que sableux.

En Algérie I’espece est localisée en genéral dans les régions de moyenne altitude du
tell, dans les terres garrigues et rocailleuses ainsi que dans les terrains argileux humides
(Guezel et al., 1962).

Elle est connue au Maghreb sous les noms vernaculaires : Terhald, Méagraman,
Bagramane ou encore Amagramane.

En générale elle est localisée dans les zones suivantes :

e Afrique du Nord: Algérie, Egypte, Libye, Maroc, Tunisie.

e Asie Occidentale: Chypre, Palestine, Jordanie, Liban, Syrie, Turquie.

e Europe: Albanie, Bulgarie, Grece, Italie, Yougoslavie. L'Europe Du sud-ouest:
France (Corse inclus), Portugal, Espagne (iles Canaries inclus) (Boulus, 1983).

I11. Structure générale de la plante

L’inule visqueuse se caractérise par une forme de croissance droite verticale a partir de
la terre, ses branches nombreuses se refoulent le long de la tige commune principale.
(Figure 1.2)

Figure 1.2 : Tige principale
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Sa surface possede des cheveux appelés poils glandulaires qui soutiennent des glandes ou des
gonflements a leur bout. (Figure 1.3)

ﬂgﬁ ¢ ﬁ L
et ed,

Figure 1.3 : Poils glandulaires

1. Les feuilles

Les feuilles ont une forme de lance qui se forme le plus largement dans le troisieme
basique et s’enfilent graduellement vers le bout. Elles possedent des dents pointues inclinées
(comme une scie) (figure 1.4)

Figure 1.4 : Feuilles d’inule visqueuse .

2. Les fleurs

Les fleurs sont de couleur jaune lumineuse, d’une taille de 20 & 22mm en moyenne
pour les espéces méditerranéennes. Dans certaines régions la taille est de 15 mm. Elles
posseédent une odeur douce et aromatiqu. Elles se composent de pétales rayonnant au tour du
réceptacle central, et leur nombre dépend de la taille des fleurs mais en géneral il varie entre
12 et 18. Les sépales sont au nombre de 30 a 40 en moyenne (Figure 1.5).
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Figure 1 .5 : Fleur d’Inule visqueuse .
3. Lesgrains

Les grains ont une structure apicale de couleur brun clair, leur nombre varie entre 40 -
50 et leur taille ne dépasse pas 2 mm (Figure 1.6).

Figure 1.6 : Grain d’inule visqueuse
4. Les fruits

Les fruits de la plante (akénes) sont de couleur marron/beige, attachés a un réceptacle
commun. En murissants les fruits se détachent et sont dispersés par le vent. (Figure 1.7)

Figure 1.7 : fruit d’inule visqueuse.

IV. Aspects pharmacologiques

Différents effets pharmacologiques en thérapeutique médicale ont été cités dans
plusieurs études scientifiques.

> Effet antipyrétique. (Fournier 1947)

» Effet antitussif contre les spasmes bronchiques. (Benayache et al., 1991)

> Effet antiseptique au niveau des appareils respiratoires et geénito-urinaire.
(Fournier 1947)
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» Effet cicatrisant de traitement des brulures expérimentales chez les lapins. (Chari
1999, Susplugas et al., 1980)

> Effets différents sur I’appareil digestif : antiémétique, améliore I’appété et contre
I’atonie gastro-intestinale. (Lastra et al., 1993)

» Effet anti-inflammatoire. (Barbetti et al., 1985)

» Effet antifongique de I’huile d’inule visqueuse et de I’extrait flavonoide.
(Cafarchia et al., 2002)

V. Quelques especes d’inules

1. Inula crithmoide L.

e Description :

Plante vivace de 5-8 dm sous-frutescente a la base, dressée ou ascendante, simple ou
rameuse, glabre a feuilles charnues, sessiles, étroites, linéaires, obtues, entiéres ou terminées
au sommet par 3 dents et émettant a leur aisselle des faisceaux ; involucre a folioles dressées,
appliquées, linéaires et acuminées ; a chaines velues, aigrettes roussatres ; capitules portés par
des pédoncules bractéolés, en corymbe tres laches. (Figure 1.8)

v’ Habitat : Marais des terrains salés ; rives de la Méditerranée, de I'Océan, de la Manche
jusgu'au Calvados. Angleterre Italie, Afrique septentrionale.

v" Noms communs: Inule fausse criste, Inule faux crithme, Inule perce-pierre

v' Classification:

Régne : Plantae
Famille : Asteraceae
Genre : Inula
v' Capitule : 20 a 25 mm.
v Floraison : Juillet - Octobre. (Fouilloy R., 1937)

Figure 1.8 : Inula crithmoide
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2. Inula magnifica L.

Plante vivace d'un vert sombre, plus ou moins pubescente, a poils tuberculeux a leur
base.

e Caractéristiques

> Tige : de 30-80 cm, dressée, simple.

> Feuilles: molles, irrégulierement inégales, obscurément dentées, assez
étroitement lancéolées, longues et aigués, parfois glabrescentes. Les inférieures
atténuées en pétiole, a aigrette blanche ; capitules en corymbe.

» Fleurs : jaunes a ligules glanduleuses mais non poilues. (Figure 1.9)

> Sol : meuble, bien drainé et frais.(Levrault et al., 2007)

Figure 1.9 : Inula magnifica L.

3. Dittrichia graveolens L. Greuter

C'est une plante glanduleuse-visqueuse a forte odeur camphrée. La tige est trés
ramifiée et le port est pyramidal. Les capitules sont petits, allongés, et les ligules, jaunes ou
violacées, courtes. On rencontre cette espéce dans les lieux sablonneux. (Levrault et al.,
2007) (Figure 1.10)

Figure 1.10 : Dittrichia graveolens L. Greuter.
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4. Inulaconyza DC

C'est une grande plante de grande taille qui peut dépasser 1,50 m avec une tige solide
et pourprée, ramifiée vers l'extrémité.

Les feuilles disposées en alternance sont ovales, finement dentées et pointues, leur
surface plus ou moins gaufrée est grisatre au revers. (Figure 1.11)

Les petits capitules, plus hauts que larges, ont des ligules trés courtes et parfois
rougeatres. Les bractées sont arquées.

Inula conyza est une plante commune dans les bois clairs ou sur leur lisiére. (Baptiste
et al., 2008).

Caractéristiques

Capitule : 82212 mm.
Floraison : juillet & septembre.

X/
L X4
o
L X4

Figure 1.11 : Inula conyza DC.

5. Inulasalicina

C’est une plante vivace souvent calcicole poussant en touffes denses de 20 a 60 cm de
hauteur, a tiges dressées, glabres et rarement poilues, simples ou rameuses au sommet.
(Figure 1.12) Elle pousse dans les lieux ensoleillés secs de plaines et de basses montagnes
calcaires, ainsi que dans les clairieres. Les capitules sont sans poils et porte de jolies fleurs
jaunes de 1 a 3 cm de diametre, fleurissant de Juin a Ao(t. Les feuilles inférieures sont moins
longues que les feuilles moyennes. Les feuilles moyennes et supérieures sont larges a leur
base et engainante a la tige faiblement denticulées et ciliées (Levrault et al., 2007).

10
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e Caractéristiques

Hauteur : 30 a 70 cm.
Capitule : 3a5cm.
Floraison : juin a septembre.
Altitude : a 600 m.

Figure 1.12: Inula salicina
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I. Introduction

Le terme « polyphénol » est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme dans
des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner I'ensemble des composés
phénoliques des végétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant
plusieurs fonctions phénols. Ce qui exclurait alors les mono-phénols, pourtant abondants et
importants chez les végétaux. Donc la désignation générale composés phénoliques concerne a
la fois les mono, les di et les polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une,
deux ou plusieurs fonctions phénoliques (Fleuriet et al., 2005).

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérises
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des
graines ou la maturation des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides
et les tannins (Ribéreau, 1968).

Ces précieuses molécules possédent des propriétés biologiques trés intéressantes, qui
trouvent des applications dans divers domaines, a savoir en médecine, en pharmacie.. Il est a
signaler qu’il y a bien longtemps que les remedes traditionnels & base de plantes sont utilisée
sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. Il reste difficile de définir les
molécules responsables de I'action bien que certains effets pharmacologiques prouves sur
I'animal aient été attribués a des composés tels que les composés phénoliques.

Les composés phenoliques (acides phenoliques, flavonoides simples et
proanthocyanidins) forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des
plantes.

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales (Psotova et al., 2003). Comme exemple d’acide phénolique, on cite : acide
chlorogenique, acide caféique, acide protocatechique, acide vanillique, acide ferulique, acide
sinapique et acide gallique (Hale, 2003).

Ils sont considérés comme substances phytochimiques avec des effets antioxydants, de
chélation et anti-inflammatoires. Leur toxicité est faible et est considéré non toxique.
Pharmacologiquement, le mieux caractérisé est I’acide caféique (RA). (Psotova et al., 2003).
L’ acide caféique et I’acide férulique empécherait la formation du cancer des poumons chez
les souris. L’acide gallique inhiberait la formation du cancer oesophagien chez les rats (Hale,
2003).

Ces polyphénols se trouvent dans différents aliments fruits et Iégumes en quantités
variables. Le tableau ci-dessous (Tableau I1.1) donne la teneur en polyphénols de quelques
aliments.
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Tableau 11.1 : Teneur en polyphénols de quelques aliments

Teneur en Teneur en
Légumes polyphénols Fruits polyphénols

(mg/1009) (mg/1009)
Artichaut cceur 321,3 Fraise 263,8
Persil 280,2 Litchi 222,3
g:‘&‘(’g‘l |(:§ 257,1 Raisin 1955
Echalote 104,1 Abricot 179,8
Brocoli 98,9 Pomme 179,1
Céleri 84,7 Datte 99,3
Oignon 76,1 Cerise 94,3
Aubergine 65,6 Figue 92,5
Ail 59,4 Poire 69,2
Navet 54,7 Nectarine blanche 72,7
Céleri rave 39,8 Fruit de la passion 71,8
Radis 38,4 Mangue 68,1
Pois 36,7 Péche jaune 59,3
Salade 35,6

- Banane 51,5

Poireau 32,7
Poivre rouge 26,8 Ananas 47,2
Tomate cerise 26,4 Citron 45
Pomme de terre 23,1 Nectarine jaune 44,2
Courgette 18,8 Pamplemousse 43,5
Poivre vert 18,2 Orange 31
Chicorée 14,7 Clémentine 30,6
Asperge 14,5 Citron vert 30,6
Tomate 13,7 .
Fenouil 13 Kiwi 28,1
Chou-fleur 12,5 Pasteque 11,6
Carotte 10,1 Melon 7,8

Il. Classification des polyphénols

Les polyphénols possedent plusieurs groupement phénoliques, avec ou non d’autres
fonctions (alcoolique (OH), carboxyliqgue COOH,...).

Ils sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la nature et de ce
fait sont des éléments faisant partie de I’alimentation animale. Ces composes présentent une
grande diversité de structures, divisées en non flavonoides, flavonoides et tanins.

La premiére est représentée par les acides phénoliques, qui comprennent les acides
benzoiques (acide gallique).

13
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La seconde classe est constituée d’un noyau phénolique porteur d’une chaine latérale
insaturée en C3 (acide caféique).

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures
différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur le
squelette de base. Ces structures peuvent également étre diversement substituees.

I11.1. Les non flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les acides
phénoliques, les stilbenes, les lignanes, les coumarines et les xanthones.

> Les acides phénoliques

On distingue deux principales classes d’acides phénoliques; les déerivés de I’acide
benzoique (tableau 11.2) et les dérivés de I’acide cinnamique (tableau 11.3). La concentration
de I’acide hydroxy-benzoique est généralement tres faible chez les végétaux comestibles. Ces
dérivés sont assez rares dans les aliments contrairement aux acides hydroxy-cinnamiques tres
présents (Fleuret et al, 2005).

Tableau I1.2: Principaux acides benzoiques (Sarni-Manchado et al., 2006)

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p hydroxy
R2 i benzoigque

>_£ H OH OH H Acide
RI—{/ S coom
4>:/ protocatechique

R4 H OCH3 | OH H Acide vamillique
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 | OH | QCH3 Acide syringique
OH H H H Acide salieylique
OH H H OH Acide zenusique
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Tableau I1.3: Principaux acides cinnamiques

Structure R1 R2 R3 Acides phénaliques
H H H Acide cinnamique
R1 . OCH H OH H Acide p coumanque
/\[;,, w OH OH H Acide caféique
f2 L QOCH3 OH H Acide famlique
QOCH3 OH QCH3 Acide sinapique

> Les stilbenes

Les stilbenes se trouvent en petites quantités dans les aliments humaine, parmi ces
composés on trouve le resveratrol qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes
médicinales, I’exemple le trans-resveratrol (figure 11.1) (Fleuriet et al.,2005).

OH
OH I N ‘

0OH
Figure 1.1 : trans-resveratrol
> Les lignanes et les lignines

Les monolignols sont les dérivés de I’acide cinnamique, ils servent de précurseurs
pour les composés de types phénylpropanoides tels que les lignanes et les lignines.

Les lignanes répondent a une representation structurale de type (C6-C3) c’est le
propylbenzéne.

Les lignanes se trouvent essentiellement dans les graines d’oléagineux (Fleuriet et al.,
2005). La figure 11.12 représente les lignanes matairesinol.

OCH,C

OH

Figure 11.2 : Matairesinol
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> Les coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxy-cinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale. 1ls ont fréquemment un réle écologique ou biologique (Tableau 11.4)

Tableau I1.4: Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).

Structure R6 R7 RS Acides phenoliques
H OH H Umbelliférol
RE._ OH OH H Aescultol
R7™ OCH3 OH H Scopolétol
OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

> Les xanthones

C’est une famille constituée des composés polyphénoliques généralement isolés dans les
plantes supérieures et dans les microorganismes répondant a une structure de base (C6-C1-
C6). La structure de base des xanthones est représenté ci-dessous (figure 11.3).

L) (@]

Figure 11.3 : structure de base des xanthones

11.2. Les flavonoides

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Certains sont des pigments quasi-universels des végétaux.

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un
squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et
(B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C). (Figure
[1.5)

Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systéme C6-C3-C6
en formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydro--xyles,
oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule
(MaleSev et al., 2007)
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Figure 11.5 : Structure de base des flavonoides

Il existe plusieurs classes de flavonoides (Tableau I1.5)

Les flavonoides, sont contenus dans les fruits et les Iégumes, dans le vin et le the. Leur
caractére antioxydant contribue a la prévention de pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires (Epidemiol et al.,1999) et les cancers (Hertog et al.,, 1993). Les
flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus prooxydants,

particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique.

Tableau I1.5 : Principales classes des flavonoides

(W —-Erdman et al., 2005)

Classes Structures chimiques R R4’ RS’ Exemples
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11.3. Les tanins

Le terme tanin dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la transformant en
cuir par le dit composé. Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids
moléculaire. Ce sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des
complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux
enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés a la
cellulose et aux nombreux éléments minéraux. Ils se caractérisent par leur capacité a former
des complexes avec les protéines, les alcaloides et certains polysaccharides. Ces substances de
structure variée ont des propriétés antioxydantes (Duval, 1978).

En 1987 Mole et Waterman ont défini les tanins comme étant des "produits naturels
pheénoliques qui peuvent précipiter les protéines a partir de leurs solutions aqueuses
(Bruneton, 1999).

11.3.1. Les tanins hydrolysables

Ces tanins sont des diméres d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyle,
IIs comprennent I’acide gallique et les produits de condensation de son dimere, I’acide
hexahydroxydiphénique . Comme leur nom I’indique, ces tanins subissent facilement une
hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous I’action enzymatique et de I’eau chaude
(Conrad et al., 1998).
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11.3.2. Les tanins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, les tanins condensés, sont des
polyphénols de masse molaire élevées. lls résultent de la polymérisation auto-oxydative
ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-
C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi pro anthocyanidines de
type B.

Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par
une liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de types A
(Wollgast et al., 2000).

e Sources végétales des tanins

Les tanins sont particulierement abondants chez les coniféres, les fagacées, les
rosacées (Wollgast et al.,2000). On les trouve dans de nombreuses plantes utilisées dans
I’alimentation, notamment les céréales et les Iégumineuses (orge, haricots secs, petits
pois, caroube, sorgho) (Dykes et al.,2006).

Parmi les fruits riches en tanins sont le cassis, la myrtille, le raisin, la canneberge et la
fraise ayant des teneurs maximales observees entre 1,2% et 0,2% du poids frais.
Tous les organes végetaux peuvent en renfermer (racines, écorces, feuilles) mais on note
fréqguemment une accumulation dans les organes agés (Ghestem et al.,2000).

I11. ROle et intérét des composés phénoliques

I11.1. Chez les végétaux

Les composés phenoliques en particulier les flavonoides seraient impliqués dans un
certain nombre de fonctions :

e |ls assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour
attirer les pollinisateurs et les disperseurs de graine,

e représentent un systeme de défense contre les micro-organismes pathogenes.

e protegent les plantes des radiations UV en absorbant a la fois ces radiations et les
especes réactives de I’oxygene formées,

e interviendraient dans la fertilité des plantes et la germination du pollen (MaleSev et
al., 2007).

I11.2. Chez les étres humains

Le rdle des composés phénoliques est largement montré dans la protection
contre certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes
et de leurs propriétés antioxydantes (Fleuriet et al., 2005). Spécifiquement, on attribue
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aux flavonoides des propriétés variées: veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-
inflammatoire, analgésique, antiallergique, antispasmodique, antibactérienne,
hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-estrogénique. lls sont également connus pour
moduler I’activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides
favorisent la relaxation vasculaire et empéchent I'agglutinement des plaquettes
sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rende plus fluide. Ils
limitent I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques
d'athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et protegent les arteres contre I'athérosclérose et
réduisent la thrombose (caillots dans les arteres). Les exemples de quelques composés
phenoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés dans le tableau 11.6 :

Tableau 11.6: Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans I’organisme

Polyphénols Activités biologiques

Acides phénols (cinnamiques et Antibactériennes, anti-ulcéreuses, antiparasitaires
benzoiques) antifongiques, antioxydantes
Coumarines Protectrices vasculaires, anti- inflammatoires, anti

parasitaires, analgésiques et anti cedémateuses

Flavonoides . . . o
Antitumorales, antiparasitaires, vaso, dilatoires,

antibactériennes, anti carcinogénes, anti-
inflammatoires, analgésiques, hypotenseurs,
antivirales, diurétiques, ostéogene, antioxydantes,
anti-atherogéniques, antithrombotique, antiallergique

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, anti oxydant

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne, antioxydant,
antitumoral, antifongique et anti-inflammatoire

Antioxydantes

Tannins galliqucs et catéchiques Anti-inflammatoires, analgésiques

Lignanes ) : alge:
Saponines Antltumorale, anticancerigene,...
; Agent de protection contre I’hormone dépendant du
Phytostérols

cancer de colons
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I. Introduction

L’oxydation des lipides est un processus qui fait intervenir plusieurs types de réactions,
une variété d’intermédiaires chimiques et une multitude de facteurs. Cependant,
plusieurs approches permettant de contréler I’oxydation.

En termes de protection et de préservation des aliments, différentes mesures pour
controler et minimiser I’oxydation de lipides sont recherchées par les industries. Ceci
implique le remplacement des acides gras polyinsaturés avec plus de lipides mono-insaturés et
stables ; une hydrogénation partielle des lipides polyinsaturés, le contréle du parametre
de stockage comme la limite d’aération, la minimisation des traces de métaux, ainsi
que des conditions de stockage appropriés. Néanmoins il est quasi impossible de
maitriser pratiquement tous les facteurs qui provoquent I’oxydation. Cependant I’addition des
antioxydants peut prévenir ou ralentir le processus d’oxydation (Decker, 1998).

L’oxydation semble étre la cause de plusieurs maladies telles que le diabéte, le cancer,
les infections, les maladies cardiaques ou neurodégénératives et accélere le processus de
vieillissement (Luximon-Ramma et al., 2002). Elle serait méme impliquée dans le paludisme
et des ulceres gastriques (Gtilgin et al., 2006).

L’oxydation des lipides pose également de sérieux problémes pour les industries
agroalimentaires. Elle conduit a des modifications de goQt, d’odeur et de couleur et par
conséquent a la perte de la qualité et de la sécurité des aliments.

L’utilisation des antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA) et
le butylhydroxytoluéne (BHT) dans les industries agroalimentaire, cosmétique et
pharmaceutique est suspectée a long terme d’effets tératogenes, mutagénes et cancérigenes
(Chavéron et al., 1999).

Une grande partie des recherches actuelles porte sur I’étude de molécules anti-
oxydantes et comme les vitamines, les caroténoides et les polyphénols. Il nous a semblé
intéressant d’inscrire ce travail dans ce contexte de recherche.

La raison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que I’oxygéne est
un élément potentiellement toxique puisqu’il peut étre transformé en formes plus réactives
telles que le peroxyde, le peroxyde d’hydrogeéne, I’oxygene singulet et les radicaux hydroxyle,
collectivement connu sous le nom d’oxygéne actif.

Les antioxydants jouent un réle important dans le métabolisme humain. Les réactions
biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres initiant des
réactions d’oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur les cellules de notre corps, en
les abimant et en accélérant le processus de vieillissement. Normalement, le corps humain
maintient I’équilibre entre les antioxydants et les radicaux libres en produisant simultanément
les deux types de substances dans le processus métabolique. Le déséquilibre entre ces deux
types de composés conduit a un phénomene appelé stress oxydatif.
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L’initiation des phénomenes de reéactions d’oxydations en chaine dans I’organisme
humain peut conduire a des pathologies comme I'athérosclérose, le cancer, I’infarctus, les
allergies, les rhumatismes et d’autres (Yepez et al., 2002).

1. Rappel sur les processus d’oxydation

Les mécanismes d’oxydations des composés insaturés biologiques (acides gras,
caroténoides, polyphénols...) sont souvent des réactions radicalaires avec I’oxygéne
moléculaire et présentent trois phases principales (Chaveron et al., 1999).

e La phase de déclenchement : ou se forme un premier radical libre. L arrachement
du proton est facilité tant par la chaleur (agitation moléculaire) que les
rayonnements ou les catalyseurs (métaux tels que Cu, Fe, Co, Mn, Ni...) (Marc et
al., 2004).

H H H H

I
= S ST
R’ R - = R’ R
" H Lumiere, chaleur

catalyseur ... ) H i
radical libre

e La phase de propagation : ou I’oxygene fixé donne un radical peroxyle qui réagit
avec une autre molécule et conduit a un néoradical libre et un hydroperoxyde.

H H H H H H
R’ R==R’ GE—* R™+ R ﬂ-—F}[]
- H 0. E \
Radical libre Radical peroxyle Hydroperoxyde

e La phase de terminaison : ou se recombinent différents radicaux formés (Marc et
al., 2004).

22



Chapitre 111 Les antioxydants

I11. Définition d’un antioxydant:

Le terme antioxydant a été formulé comme « une substance qui a faibles
concentrations, en présence du substrat oxydable, ralentit ou empéche significativement
I’oxydation des substrats matériels » (Halliwell et al., 1995).

Les antioxydants exercent leur protection a différents stades de I’oxydation lipidique et
par I’intermédiaire de mécanismes différents. Une distinction doit étre prévue entre une courte
et une longue protection de I’antioxydant par rapport a la cinétique de réaction. La
classification de tous les antioxydants connus est difficile, ils sont classés généralement
par leur mécanisme d’action ou par leur nature chimique (Antolovichet al., 2002)

Dans la détermination de I’activité antioxydante d’extraits de plantes, la teneur en
composés phénoligues totaux et en flavonoides totaux est aussi déterminée dans le but
d’établir une corrélation essentielle entre teneur en composés phénoliques et
activité antioxydante et ou entre teneur en flavonoides et activité antioxydante.

De nombreux polyphénols d’origine végétale : vitamine E (d-tocophérol), flavonoides
et flavones, caroténoides et vitamine C (acide L-ascorbique) sont des antioxydants naturels
disponibles.

D’autres composés phénoliques (antioxydants) de synthése tels que le butyl hydroxy
anisole (BHA) et le butyl hydroxy toluéne (BHT) sont certes trés efficaces mais susceptibles
de manifester des effets secondaires voire méme toxiques. Plusieurs molécules a propriétés
antioxydantes sont extraites des plantes.

Il est donc louable de chercher des antioxydants naturels efficaces avec ou sans effets
secondaires pour remplacer les synthétiques ou pour plus de choix a partir des plantes
alimentaires et médicinales (Manian et al., 2008).

Un bon antioxydant doit présenter plusieurs propriétés :

> Efficacité a faible concentration.
» Compatibilité physique et chimique avec le substrat qu’il est censé protéger.
» Absence de toxicité.

IV. Antioxydants naturels

Dans la nature et en particulier dans le monde végétal, outre les tocophérols de certaines
graines et plantes, de nombreuses autres substances présentent des propriétés antioxydantes :
polyphénols de l'olivier, du chéne, sésamol des graines de sésame, flavonoides des plantes
(quercétine, myricétine, etc.), huiles essentielles extraites d'épices et d'herbes : thym, carvi,
cumin, clou de girofle, romarin, sauge. Le tableau I11.1 illustre les types d’antioxydants ainsi
que leurs caractéristiques :
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Tableau I11.1: les types d’antioxydants et leurs caractéristiques (Marcheix et al., 2005)

Antioxydants fournis par
I’alimentation

Caractéristiques

e Extraits naturels riches en tocophérols
ou vitamine E

e Vitamine C

- mélanges concentrés obtenus & partir d’huile
végétales ou de leur sous-produits.

Vitamine E — 4 tocophérols + 4tocotriénols

— Liposolubles (membranes)

— Graines céreales, noix et les huiles olive et
tournesol

- Hydrosoluble

— Recycle la vitamine E

— protégent contre I’oxydation -
(lumiére et T.)

— Agrumes et légumes verts.

Instable

« Caroténoides

* Glucosinolates

— Réle antioxydant

— Présent dans plus de 600 plantes (fruits et
Iégumes colorés)

— Choux, brocolis, etc

e Composés phénoliques extraits des
végétaux :
-thymol, carvacrol
-acide carnosique
-carnosol
-acide rosmarinique
- Flavonoides
- Catéchins
-Anthocyanes

les végétaux riches en ces substances sont :

-La muscade, le clou de girofle, vanille.

- Sauge et le romarin: une forte activité
antioxydante a éte observée

Oignon, pommes
thés - Isoflavones — soy
— Raisins, vin rouge

Antioxydant de synthese

- Gallates d’octyle
- Gallatesdedodécyle

/
e Tocophérols de syntheses
-a tocophérol /
-y tocophérol
-0 tocophérol
o Gallates
- Gallates de propyle /

e BHA (butyl hydroxy anisol)

il accroit I’utilisation de la vitamine A
il présente des propriétés tératogenes et
cancérogenes
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e BHT (butyl hydroxy toluéne) il agit au niveau du metabolisme énergique du
foie, des poumons et de la coagulation sanguine

e TBHQ(ter-butyl-hydroxyquinone) possibilité d* effets toxiques

e Ethoxyquinone

e Erythorbates de sodium /

V. Mécanisme d’action des antioxydants :

Les molécules aptes a ralentir, retarder ou prévenir les processus d’oxydation sont en fait
des agents de prévention ou de terminaison capables d’eviter ou de piéger les radicaux libres.
L’action préventive bloque I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec
I’oxygene ou en déviant de I’aliment des effets de lumiere ou des rayonnements (Gordon,
1990).

lumiére hY ==p antioxydant *r Réactions
d'initiation
catalyseurs : métaux

En tant qu’agents de terminaison (piégeage de radicaux), les antioxydants transforment
les radicaux en composes plus stables et bloquent la phase de propagation.

Un tel effet résulte d’une structure de donneurs de He souvent aromatique, cas des dérivés
du phénol (tocophérols, polyphénols, flavonoides...) (Marc et al., 2004).

ROO® + A-H » A" + ROOH

RO* + A-H * A" + ROH
A - H: antioxydant, donneur de H-
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I. Introduction

L’inule visqueuse connue dans le bassin méditerranée est utilisée depuis longtemps en
médecine traditionnelle. Aujourd’hui, cette plante est connue comme antifongique,
antiseptique, antibactérien, anti-inflammatoires.

C’est pour cette raison que les chercheurs médecins, chimistes, botanistes ont fait
plusieurs études sur les différentes activités de cette plante. Ces études sont basées sur le
mode d’extraction des composés, huiles essentielles et extraits et leur valorisation.

I1. Les travaux sur les huiles essentielles de la plante

+ Une étude publiée en 1981 par la scientifique russe Belova L.F.Baginskaia sur les
propriétés pharmacologiques de I’inule visqueuse du Japon a montré que ces HE
contiennent des lactones de sesquiterpéne, Une dose de 5-60mg/kg de poids exerce
une action de stimulant sur le systéme nerveux central et sur muscles lisses de
I’intestin.

+ En 1989, Rabbi Moshé ben Mimoun a montré que les huiles essentielles de I’inule
visqueuse possedent des propriétés antipyrétique, antifongique.

+ Trois composants flavoniques isolés des parties aériennes de I’inule visqueuse ont été
testés en 1999 par Manez et al «in vivo» sur la souris présentant une dermatite. Une
action anti-inflammatoire nette a été observée. En plus de I’effet cicatrisant, cette
méme propriété a été constatée lors des expériences «in vivo» sur les brllures de 3eme
degré chez le lapin par Chari et Hamdi Pacha en 1999.

+ Une étude faite par Silva D. et al en 2001 sur la composition des huiles essentielles de
I’inule visqueuse et leur activité antibactérienne.
Les parties aériennes de I’inule visqueuse ont été recueillies lors de la floraison phase
Septembre-Octobre 2001, pres de Lisbonne (Portugal). Les huiles essentielles extraites
par hydrodistillation pendant 4 h en utilisant un appareil de type Clevenger. Les huiles
ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse et chromatographie en phase
gazeuse-spectrométrie de masse. L'examen préliminaire des huiles essentielles a
permis l'identification de 32 composants. Seuls quatre des composants ont atteint des
pourcentages plus de 5%: fokienol (11,8%), T-muurorol (7,9%), (E)-nérolidol (5,5%)
et-cadinene (5,0%). Les huiles essentielles ont été testés contre les bactéries
Helicobacter pylori et Listeria monocytogenes. Elles se sont révélées sans activité
antimicrobienne contre L. monocytogenes. L'huile essentielle & 0.88 & 22,22 pg.ml™
n'a pas inhibé la croissance de H. pylori, affecté légérement la croissance a 44,40
ng.ml-1, et a complétement inhibé la croissance de 88.80 & 133,20 ug.ml™. Les
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résultats montrent l'utilisation de D. viscosa huile essentielle dans le traitement des
troubles gastriques.

+ Levizon E. et al en 2002 ont étudié le pouvoir antifongique des huiles essentielles des
feuilles et des fleurs de [I’inule visqueuse. Les flavonoides, azulenes, les
sesquiterpenes, les huiles essentielles ont été isolées et identifiés a partir des feuilles de
I’inule visqueuse. Cette étude a montré la composition et l'activité antifongique in
vitro contre les dermatophytes et Candida spp. Les quatre huiles essentielles obtenues
par distillation a la vapeur des feuilles, des fleurs, toute la plante et des plantes entiéres
sans extraits de fleurs d’l. viscosa. Tous les extraits se sont avéré ayant une activité
antifongique significative contre les dermatophytes, méme a de faibles concentrations
(0,01 mg / ml). Les extraits de feuilles possedent la plus grande efficacité
antifongique. La forte concentration de la sesquiterpéne (carboxyeudesmadiene),
survenant dans les extraits de feuilles, peut expliquer sa plus grande activité
antifongique.

+ En 2006, Tédjini a fait une étude sur I’extraction des HE de I’inule visqueuse
provenant de la région de Mascara. La plante a été cueillie a la fin du mois de mars. A
cet effet deux procedes ont été utilisés :

» une extraction par entrainement a la vapeur d’eau (avec et sans cohobation).

» Une hydrodistillation.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 1V.1 :

Tableau 1V.1: rendement des huiles essentielles obtenues par différents procédés

d’extraction.

Le procéde Entrainement
) proce a la vapeur hydrodistillation
d’extraction ,
d’eau
Rendement
(%) 1.727 0.491

Ces résultats montrent que I’entrainement a la vapeur d’eau est plus efficace par rapport a
I’hydrodistillation car certains phénoménes physiques interviennent pour limiter le
rendement de I’hydrodistillation.

+ Benhammou N. ; Atik Bekkara F en 2006, ont étudié le pouvoir antifongique de
I’huile essentielle de I’inule visqueuse provenant de la région de Tlemcen.
Les résultats obtenus montrent que I’activité inhibitrice de I’huile essentielle d’Inula
viscosa est puissante, les pourcentages d’inhibition dépassent 50% dans toutes les
souches, il varie entre 56, 75% dans le cas d’aspergillus flavus de référence (AFR) et
84,11% dans le cas de Rhizopus stolonifer a 200ml.

+ En 2008 ; une étude cliniqgue menée par I’entreprise israélienne « Avisco Ltd » sur les
propriétés pharmacologiques de I’inule visqueuse a montré que ces extraits possédent
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plusieurs activités tels que : activité antifongique, antibactérienne, antioxydante et
anti-inflammatoire.

Une analyse chromatographique a permis d’identifier la composition chimique des HE
d’inule visqueuse, les principaux composants obtenus sont les suivants : 35%
tomentosin et sesquiterpene, lactones, 13 .5 % bioflavanoids, 0.5% caroténoides, des
stérols, des stérols, des saponines et des acides gras.

+ Haoui L.E et al. en 2011, ont fait une étude sur la composition chimique de I’huile

essentielle des feuilles de I’inule visqueuse obtenue par deux méthodes d’extraction,
I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau en utilisant un appareil de type
Clevenger pendant 4h. Les huiles ont été stockées a 4°C jusqu’a I’analyse par GC-MS.
Les principaux composants obtenus par hydrodistillation étaient les suivants: 12-
carboxyeudesma-3, 11 (13) diene (28,88%), l'acide linolénique (7,80%); I'acide
palmitique (5,38%); butyl hydroxy toluene (4,11%) et fokienol (3,37%).

Les principaux composants obtenus par I’entrainement a la vapeur étaient les
suivants: 12-carboxyeudesma-3, 11 (13) diene (56,81%), le 2,3-didehydrocostic acide
(3,25%); butyl hydroxy toluéne (2,63%) et pentacosane (2,31%).

Les résultats présentés dans cette étude sont les premiéres informations sur la
composition chimique de [I'huile essentielle des feuilles de [P’inule visqueuse
algérienne. Cette étude a montré que les sesquiterpénes oxygénés constituent la
fraction la plus importante pour les deux méthodes d'extraction (de 46,7 a 72,98%).
L'huile essentielle de cette plante peut étre une bonne source de composés acides
sesquiterpenes.

Les travaux sur les extraits de I’inule :

+ Une étude est faite par Bensegueni-Tounsi L. en 2001 sur I’inule visqueuse et a
montré que les extraits des particules aériennes de la plante ont mis en évidence les effets
antifongiques et antibactériens.

4 En 2001 une étude publiée par Hernandez V. et al a montré que inuviscolide, I'un des
sesquiterpene lactones dans I’inule visqueuse agit en tant qu'agent anti-inflammatoire.

+ En 2006, I’étude menée par Zeggwagh et al. a concerné les parties aériennes de
I’inule visqueuse préparées selon la méthode traditionnelle employée au Maroc
(décoction,1g de plante entiére en poudre mélangée a 100 ml d'eau distillée bouillis
pendant 10 minutes et puis refroidis pendant 15 minutes). Cette étude a montré que
I’inule visqueuse posséde une activité hypoglycémique mais non hypolipidémique.

+ Une étude publiée en 2008 par un groupe de scientifiques de I’université de Grenade
appartenant au département de chimie organique et a I’institut de biotechnologie a montré
que I’inule visqueuse permet d’obtenir des inhibiteurs de la vasodilatation neurogénique,
ce qui pourrait constituer un grand pas dans le traitement contre la migraine et le cancer.
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+ En 2009, Mahmoudi L. et Rougou N. ont fait une étude sur I’activité antibactérienne
des extraits de I’inule visqueuse. Les concretes extraits par solvant (pentane, heptane,
acétate d’éthyle, méthanol et I’éthanol), ont été récupérer et testés contre les bactéries
BGN (bacilles a gram négatif) et les Cocci.

Les résultats obtenus dans cette étude ont permis de révéler la présence d’une activité
antibactérienne des différents extraits.

+ En 2010, Aoucher a étudié le pouvoir antioxydant des extraits des feuilles de I’inule
visqueuse d’Alger. Il a utilisé I’extraction par solvant acétone-eau a 75%.

L’étude de I’influence des paramétres tel granulométrie, température, hydromodule, a
permis de déterminer le point optimal de rendement est maximal. Ce point est caractérisé
par une température de 45°C, un diametre des particules inférieur a 112 pm, et un
hydromodule égal a 40mli/g.

Les résultats obtenus ont montré que I’activité antioxydante des extraits des feuilles
de I’inule est puissante puisque celle-ci se situe entre I’activité de deux antioxydants
utilisés dans I’industrie. Les pourcentages d’inhibition dépassent 90% pour des
concentrations de 20mg/l comme le montre le tableau IV.2.

Tableau V.2 : Pourcentage d’inhibition de radical DPPH par I’extrait de I’inule visqueuse,
vitamine C et E, BHT et QUE

Concentration (pg/ml) | 20 40 60
Extrait d’inule 93,6% 93,6% 92,0%
VitE 79,8 % 82,9 % 83,5%
Vit C 91,46 % 91,46 % 91,46 %
BHT 95,73% 96,75% 96,34%
QUE 59 ,14% 73,78% 81.70%

IVV. Conclusion

Des nombreux travaux effectués sur les extraits et les huiles essentielles de I’inule
visqueuse. Les activités et les propriétés de cette plante montrent son importance en médecine

et en agriculture.
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Chapitre V Méthode de dosage des polyphénols

I. Introduction

Avant toute extraction, nous devrons mettre au point une méthode de dosage des
polyphénols.

La methode de FOLIN-CIOCALTEU, simple et sensible, est utilisee pour doser les
phénols totaux. Le principe de ce dosage est adapté par Singleton et Ross (en 1965).

Le reactif de FOLIN CIOCALTEU est un acide de couleur jaune constitué par un
mélange d'acide phosphotungstique (H3PW31,04) et dacide phosphomolybdique
(H3PMo01,040). Il est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne.

La coloration produite, dont I'absorption maximum a 760 nm, est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ghazi et al., 2005).

N.B : Malgré la sensibilité et la simplicité de la méthode Folin, elle n’est cependant pas
specifique des polyphénols. En effet, le réactif peut réagir avec des protéines, des sucres
réducteurs, I’acide ascorbique et des composes soufrés (Singleton et al., 1999).

Le phénol standard utilisé dans cette méthode est I'acide gallique dont la formule
chimique est présentée dans la figure V.1

HO

HO

OH
HO

Figure V.1 : I’acide gallique (Acide 3,4,5-trihydroxybenzolque)
Il. Matériel et méthode

1.1 Méthode utilisée

La méthode utilisée est celle de FOLIN CIOCALTEU. Nous avons utilisé un domaine de
concentration ou la densité optique est inférieure a 0,5. C’est une méthode qui a I’avantage
d’étre économique quant a I’utilisation du réactif.

11.2. Réactifs utilisés

e Réactif de FOLIN CIOCALTEU
e Carbonate de soude Na,COj3 (75g.L™)
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11.3. Mode opératoire

e Préparation des échantillons dilués de I’acide gallique
e Dilution du réactif de FOLIN CIOCALTEU (dix fois)
e Préparation de la solution Na,CO3 75g.L™

11.4. Mise en ceuvre de dosage :

» L’acide gallique est dilué dans de I’eau distillée pour obtenir une absorbance finale
inférieure a 0,5.
» Une gamme étalon est réalisée en milieu aqueux.

Pour réaliser le dosage, 2.5mL de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans de
I’eau distilée) sont ajoutés a 0,5mL de I’échantillon, agiter et laisser 5Sminutes. On ajoute
ensuite 2mL de Na2C03 (759.L™). Les mélanges réactionnels, correspondant & chaque point

de gamme et échantillon, sont agités et incubés 10 min a température ambiante

On verse les solutions dans des tubes a essais puis on les met dans un bain marie
(50°C) pendant 25 minutes, ensuite on refroidi les tubes dans la glace.

La lecture de I’absorbance a 760 nm se fait grace a un spectrophotometre.
11.5. Résultats et discussions

Dans un premier temps, la stabilité et I’intervalle de linéarité des solutions de I’acide
galligue ont été évalues et les résultats sont présentes sur le tableau V.1.
Dix solutions de I’acide gallique faites dans du I’eau distillée dans I’intervalle 1-20pg.mL"
L ont été testées. L’acide gallique a été utilisé a de faibles concentrations afin d’obtenir une
variation linéaire de I’absorbance avec la concentration.

Tableau V.1 : Absorbance de solutions diluées de I’acide gallique.

Concentration Absorbance
degl _I'_AfiG' Lecturel Lecture 2 Lecture 3 Moyenne

0.001 0,018 0,018 0,019 0,018
0.0015 0,023 0,023 0,025 0,024
0.002 0,031 0,031 0,031 0,031
0.003 0,034 0,035 0,035 0,035
0.004 0,049 0,049 0,048 0,049
0.006 0,073 0,073 0,074 0,073
0.008 0,098 0,098 0,103 0,099

0.01 0,126 0,126 0,129 0,127
0.015 0,173 0,173 0,174 0,173

0.02 0,242 0,242 0,242 0,242
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Les résultats obtenus dans un méme tube sont trés proches, ceux qui montrent que
I’appareil est de bonne précision, (figure V.2)

0,3000

y =12,087x
R2 =0,9959

0,2500

0,2000

0,1500

absorbance

0,1000

0,0500

0,0000 . . . . .
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

concentration (g/L)

Figure V.2 : Courbe d’étalonnage d’absorbance en fonction de la concentration des solutions
préparees

Une bonne linéarité concentration-absorbance est observée dans le domaine des faibles
concentrations.

En utilisant cette courbe d’étalonnage; nous pourrons déterminer par la suite les
concentrations des extraits de I’inule visqueuse d’ou la teneur en polyphénols.

Les résultats seront alors exprimés en mg d’équivalent acide gallique par gramme de
matiere seche.
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Chapitre VI Extraction des polyphénols de I’inule visqueuse

I. Introduction

Pour récuperer les extraits d’une plante, plusieurs procédes sont utilisés. Dans notre
travail nous avons choisi I’extraction par solvant. Notre choix s’est porté sur ce procéde en
raison de la facilité de la mise en ceuvre d’une part et en raison de la possibilité de tester les
extraits recueillis d’autre part.

I1. Détermination de taux d’humidité

Avant toute analyse, la mesure de I’humidité de la plante est nécessaire pour savoir la
masse exacte de la matiere végétale seche utilisee.

Nous utilisons I’appareil de Dean Stark, il s’agit d’un montage de verrerie destiné a
I’extraction de I’eau du milieu réactionnel (figure VI1.1).

Il est utilisé en association avec un réfrigéranta eau et un chauffe-ballon afin
d’éliminer I’eau par chauffage a reflux.

O{Zj:ﬁ%

L

l

t:{j:1§

E |
<
—

Figure V1.1 : montage de Dean Stark

[ ] | ]
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Chapitre VI Extraction des polyphénols de I’inule visqueuse

1 : mélange matiere végétale-solvant
2 : décanteur

3 : réfrigérant

4 : entrée de I’eau

5 : sortie de I’eau

Au cours du chauffage, des vapeurs contenant le solvant et I’espéce a extraire montent
jusgu’au condenseur. Une fois liquéfiées, elles sont récupérées dans le cylindre gradué. A
I’intérieur du cylindre les liquides non-miscibles se séparent en deux phases. La phase
supérieure, moins dense, (xyléne) coule dans le bras et retourne dans le ballon réacteur. La
phase inférieure (eau) reste dans le cylindre gradué.

Aprés la separation compléte des phases, une lecture du volume d’eau contenue dans
la matiére végétale est réalisée.

. . Veau
Le calcul se fera ainsi : H = Y

X peau

mv

Mny : la masse de la matiére végétale mise dans le ballon.

P eau : la masse volumique de I’eau a la température ambiante.

Nous avons mis 5,89 de la matiere végétale avec un solvant (xyléne) dans le ballon, et
comme la plante est peu humide nous avons ajouté quelques millilitres d’eau au décanteur
avant le début de I’évaporation que nous allons les soustraire aprés.

Nous avons obtenu 0,7ml d’eau, la masse volumique de I’eau est égale & 0,9974g.m-3a la
température ambiante (environ 22°C).

Donc H = (0,7x0,9974) /5,8 = 0,12037
Alors I’humidité de la matiere végétale est de 12,037%

:> La matiére séche représente environ 88%
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I11. Extraction solide-liquide

L’extraction par solvant est un procédé de transfert de masse dans lequel la matiere
provenant d’une matrice initiale (matiére végétale par exemple) est transportée dans une autre
phase (solvant) dans le but de seéparer une ou plusieurs composantes d’un mélange
complexe.(Figure V1.2)

/H ﬁbf@\fl

Figure V1.2: Montage d’extraction solide liquide

1 : plaque chauffante.

2 : bain marie.

3 : mélange matiére végetale-solvant.
4 : seringue

5 : réfrigérant

6 : entrée d’eau de réfrigération.

7 : sortie d’eau de réfrigération.
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Extraction des polyphénols de I’inule visqueuse

I11.1. Préparation de la plante

L’étape de préparation de la matiére premiere est d’importance cruciale pour I’obtention
d’un rendement optimal.

» La matiére végétale utilisee

Les fleurs de I’inule visqueuse ont été cueillies durant la floraison en octobre 2011 dans
la région de Skikda. Aprés séchage, la plante a subi un traitement préliminaire a savoir

broyage, tamisage et séparation en fractions de différentes granulométries.

L’échantillon

obtenu (mélange fleurs-tiges) est formé de six classes de diametres. Le tableau I1.1 représente
les différentes classes de I’échantillon avec leurs fractions.

Tableau VI1.1: Diameétre et fractions massiques de différentes classes d’échantillons a

étudier

Classes
Classe 1
Classe 2
Classe 3
Classe 4
Classe 5

Classe 6

Diamétres (um)

>500
500-250
250-224
224-160
160-112

<112

Pourcentage (%)

21.22
15.84
16.12
5.95
30.34
10.61

La plante étant constituée de fleurs et de tiges, nous avons réalisé un broyage d’une
certaine masse des fleurs sans tiges afin de connaitre la composition de chaque classe. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau VI.2 :

Tableau V1.2 : Diametre et fraction massique de différentes classes d’échantillon de fleurs.

Diametre (um)
> 500
500-250
250-224
224-160
160-112
<112

Fraction (%)
7,61
14,41
10,56
5,52
29,99
10,28
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La classe granulométrique < 160 um représente 40.95% pour le mélange et 40.27%
pour les fleurs. Le premier échantillon donc constitué de 98% de fleurs.

111.2. Choix de solvant

Dans un procédé d’extraction par solvant, il est facile de concevoir que le choix d’un
solvant d’extraction constitue une étape cruciale. Celui-ci doit répondre a diverses conditions
comme par exemple : avoir une forte capacité d’extraction, une grande sélectivité pour le
soluté choisi, une faible toxicité, etc... Nous avons choisi le mélange méthanol-eau comme
solvant car :

- Le mélange méthanol-eau est un solvant polaire. Les composés extraits sont
donc plus nombreux par rapport aux composés obtenus par un solvant apolaire
(ceci a été démontré dans des travaux antérieurs).

- Le méthanol a une grande capacité de dissolution.
111.3. Protocole expérimental

L’extraction solide liquide consiste a extraire les polyphénols de la matiere végétale en
utilisant le mélange méthanol-eau comme solvant.

Les paramétres qui peuvent influencer sur I’extraction sont :

1- La fraction de méthanol dans le mélange eau-méthanol (pourcentage volumique)
2- Latempérature.
3- L’hydromodule.

Nous allons déterminer la teneur en polyphénols grace a la courbe d’étalonnage faite dans
le chapitre I.

I11.4. Le calcul de rendement

Le rendement est calculé par la relation suivante :

M
C= ext
va

M e : la masse en [mg AGE] extraite (calculée a partir de la courbe d’étalonnage)
M my : masse de la matiére végétale seche en [g]

IV. Essais préliminaires

IV.1. La cinétique d’extraction
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Avant toute extraction dans le cadre de cette étude nous avons effectué un essai pour
I’étude de la cinétique afin de déterminer la durée de I’extraction pour laquelle le rendement
est maximal.

Comme un point de départ des différents parametres, nous avons pris I’optimum
obtenu dans I’étude faite sur les feuilles de I’inule visqueuse par AOUCHER (2010)
(T=45°C, H=40ml.g-1, mélange eau-méthanol 75% en volume, granulométrie : diametre
<112pm)

L’essai : Nous avons pris 2.5g de la matiere végétale dans un ballon et nous avons
ajouté100ml de solvant (méthanol-eau 75%). La température de bain marie est fixé a 45°C et
I’agitation est maximale grace a un barreau aimanté pour diminuer I’épaisseur de la couche
limite.

Nous prélevons a I’aide d’une seringue 1ml de la solution dans des différents
intervalles du temps. Ces prélévements sont filtrés avec du papier whatman. Apres filtration
les extraits sont diluée diluer les extraits en prenant 1ml dans une fiole de 200ml et nous
ajustons le volume (diluer 200 fois).

Nous dosons apres notre échantillon de la méme facon que I’acide gallique.

Calcul des concentrations de I’échantillon analysé : C;= abs/12,087 g.I"

(12,087 : la pente de la droite de la courbe d’étalonnage).

Concentration de I’extrait : C,= C;x200 g.I™* (g/1000ml).

Masse extraite : Mext=C,*(V1=100) g.

La concentration des polyphénols: C polyphénols = (C,/ (2,5*0,88))*100 (mg AGE/g MS).

» Conditions opératoires :

Région SKIKDA ‘
Taux d’humidité 12%

Masse de la matiére végétale 2,5¢

Volume de solvant 100ml

Pression Atmosphérique
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Les résultats sont donnés dans le tableau VI1.3.

Tableau V1.3 : Evolution de la concentration des polyphénols en fonction du temps

Le temps Absorbance C(&Oéxfgg}gls
(min)
Lecture1 | Lecture?2 | Lecture3 | Lecture4 | Moyenne MS)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,089 0,089 0,096 0,091 0,091 68,631
15 0,092 0,092 0,092 0,095 0,093 69,759
20 0,092 0,096 0,096 0,094 0,095 71,076
25 0,093 0,099 0,102 0,103 0,099 74,648
30 0,100 0,101 0,102 0,102 0,101 76,152
40 0,094 0,094 0,095 0,095 0,095 71,076
60 0,094 0,095 0,095 0,095 0,095 71,264
90 0,096 0,095 0,096 0,096 0,096 72,016
120 0,098 0,099 0,098 0,098 0,098 73,896

L’exploitation de ces résultats par EXDIF, qui est un logiciel de traitement des phénomeénes
de transfert de matiere dans un solide donne les résultats dans la figure V1.3 :

—_—=

8,6E+1

TBE+1
GBE+1
58E+1

.f

'E'“E*n ; 1 I 1 I 1 L ! L]
0,00E+0 1,00E+3 200E+3 300E+3 400E+3 500E+3 600E+3 7,00E+3 B,00E+3

Time 5]
Figure V1.3 : Calcul du coefficient de diffusion par le logiciel EXDIF (T=45°C ; H=40mL).

Nous remarquons qu’il n’y a pas une bonne concordance entre points expérimentaux
et points calculés dans la courbe bleue. Par contre dans la courbe rouge, qui est une courbe
moyenne passe par quelques points expérimentale.

Pour cela nous allons émettre I’hypothese que la courbe cinétique est celle de couleur rouge.
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L’équation du calcul

Cette équation, est une solution de I’équation différentielle d’un bilan de matiére de transfere
externe dans le solide.

Avec :

M : est la quantité récupérée a I’instant t.

M., : la quantité a un temps infini (maximale, nous I’avons prise égale a 73,896 mg GAE/g
MS).

D : est le coefficient de diffusion.

r : le rayon de la sphére.

t: le temps.

Le profil cinétique obtenu révele une vitesse d’extraction élevée dés le début a tel
point que le rendement atteint les 68mg AGE/g MS a 10 minutes de contact solide-liquide.

A 25 minutes, le rendement augmente de 6 mg AGE/g MS (par rapport a la dixiéme
minute), a partir de ce moment, la vitesse devient tres lente voir constante. C’est pour cela
nous avons pris 30 minutes de temps d’extraction des polyphénols par le melange méthanol-
eau.

N.B : I’étude de la cinétique nous a permis de dire que le méthanol est un trés bon solvant
pour extraire les polyphénols de la matiere végétale dans un temps limité.

Le logiciel EXDIF a permis de déterminer le coefficient de diffusion des polyphénols dans le
solide égale a :

[ 2,18%10-12 m2.s°! J

» Par la suite, une série d’extractions a été effectuée pour évaluer I’influence de chaque
parametre et le point optimal.

IV.2. Influence de la granulométrie

L’inule visqueuse étant constituée de six classes de diamétre, Il était intéressant de faire
une étude d’influence du diameétre sur le rendement des polyphénols.

Pour cela, les extractions ont eté effectué dans les conditions opératoires optimales d’un
travail déja fait par AOUCHER (2010) (T=45°C, H=40ml.g™, fraction solvant méthanol-eau
75%) pour les différentes classes de diametre.
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Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau V1.4 et dans la figure V1.4

Tableau V1.4 : Influence de la granulométrie sur la concentration des polyphénols

) Absorbance C.
Diamétre polyphénols

(Hm) (mg GAE/g

Lecture1 | Lecture2 | Lecture3 | Lecture4 | Moyenne MS)

<112 0.099 0.098 0.098 0.098 0,098 73,900
112-160 0.096 0.098 0.098 0.098 0,098 73,330
160-224 0.090 0.088 0.087 0.089 0,089 66,560
224-250 0.054 0.052 0.053 0.055 0,054 40,240
250-500 0.059 0.060 0.060 0.058 0,059 44,560

>500 0.059 0.056 0.056 0.057 0,057 43,170

& 70,00 66,56

p=

260,00

<

50,00 44,56

(CD» 40,24 43.17

E 40,00

2 30,00

<

£ 20,00

8

o 10,00

0,00
<112 112-160 160-224 224-250 250-500 >500
diamétre (um)

Figure V1.4 : Influence de la granulométrie sur la concentration des polyphénols

Les résultats obtenus montre que les particules de diametre <160um donnent le
meilleur rendement en polyphénols.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par AOUCHER et d’autres auteurs. Le
rendement augmente lorsque le diamétre des particules diminue, cela est d0 au fait que la
surface d’échange est plus grande lorsque les particules sont petites.
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Dans la série des extractions ce sont les particules de diametre inférieur a 160 um qui

seront utilisées.

1V.3. Influence du solvant

La composition du solvant influe sur le rendement des polyphénols. A cette fin une
étude a été faite en changeant la fraction de méthanol dans le mélange méthanol-eau, et le
rendement des polyphénols obtenus a été calculé.

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau V1.5 et La figure

Tableau V1.5 : Influence du solvant sur la concentration des polyphénols

. C.
Fraction du Absorbance polyphénols
solvant
(mg GAE/g
MeOH-eau | Lecturel | Lecture2 | Lecture3 | Lecture4 | Moyenne MS)
0,4 0,101 0,102 0,102 0,101 0,102 76,340
0,5 0,107 0,106 0,107 0,106 0,107 80,100
0,6 0,111 0,111 0,1101 0,11 0,111 83,110
0,65 0,115 0,111 0,112 0,112 0,113 84,610
0,7 0,115 0,115 0,115 0,115 0,115 86,490
0,75 0,105 0,106 0,105 0,104 0,105 78,970
0,8 0,095 0,095 0,095 0, 095 0,095 71,450
1 0,084 0,083 0,083 0,083 0,083 62,610
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C Polyphénols (mg AGE/g MS)

90,00
85,00
80,00
75,00
70,00
65,00
60,00
55,00
50,00

0,3

0,4 0,5

0,6

0,7 0,8

fraction de solvant (%)

0,9

Figure VL5 : Influence de solvant sur la concentration des polyphénols

Cette étude montre que le point optimal correspond au point 70% de méthanol dans le
mélange méthanol-eau et ou la teneur en polyphénols obtenue a une valeur maximale.

IV.4. Influence de I’hydromodule

Nous allons déterminer le taux de solvant qui optimise le rendement en polyphénols en

changeant

méthanol-eau 70% en volume, diametres des particules <160 pum).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau V1.6 et la figure V1.6

Tableau V1.6 : Influence de I’hydromodule sur la concentration des polyphénols

Absorbance C.
H (ml/g) Polyphénols
Lecture 1 | Lecture2 | Lecture 3 | Lecture 4 | Moyenne | (mg AGE/g
MS)
20 0,175 0,174 0,174 0,174 0,17425 65,529
30 0,126 0,128 0,128 0,129 0,12775 72,063
40 0,115 0,115 0,115 0,115 0,115 86,494
50 0,095 0,094 0,095 0,095 0,09225 89,080
60 0,079 0,08 0,079 0,079 0,078 89,127

I’hydromodule et fixant les autres parametres (T=45°C, fraction de solvant
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100,000
90,000 * * @
80,000
70,000 *
60,000
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C polyphénols (mg AGE/g MS)

80

40 60
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Figure V1.6: L’influence de I’hydromodule sur la concentration des polyphénols

A partir de H=40ml/g le rendement devient presque constant. Donc nous pouvons travailler
avec H=40ml/g.

IV.5. Influence de la température

La température influe sur le rendement de I’extraction. Le transfert de matiére
n’augmente de facon considérable avec les variations de température. Une température
élevée peut influer négativement sur le rendement a cause de la dégradation de I’extrait.

Pour cette raison, une étude de I’influence de la température sur le rendement en
polyphénols est nécessaire.

En fixant I’hydromodule a H=40ml/g et fraction de solvant a 70% en méthanol

Les résultats sont représentés dans le tableau V1.7

Tableau VI1.7: Influence de la température sur la concentration des polyphénols

Température Absorbance Polyp%énols
(°C) Lecturel | Lecture2 | Lecture3 | Lecture4 | Moyenne (mgl\,:\ SC); Ely

30 0,099 0,099 0,098 0,099 0,099 74,272

35 0,102 0,101 0,102 0,102 0,102 76,529

40 0,105 0,102 0,103 0,103 0,103 77,657

45 0,115 0,115 0,115 0,115 0,115 86,494

50 0,108 0,106 0,107 0,109 0,108 80,853
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La variation de la teneur en polyphénols en fonction de la température est représentée dans la
figure VI.7.

100,00
90,00
%) * .
i 80,00 . S 'S
o 70,00
o
< 60,00
(@)
E 5000
L2}
2 40,00
2
S 30,00
>
8 20,00
© 10,00
0,00 T T T T T 1
25 30 35 40 45 50 55
température (°C)

Figure VL.7: Influence de la température sur la concentration des polyphénols

La teneur en polyphenols varie peu a température inferieur a 40°C. Toutefois un optimum
est observé a la température de 45°C, cela confirme les résultats trouvés par AOUCHER.

V. Inulevisqueuse d’ALGER

Nous avons fait une extraction au point optimal (T=45°C, H=40ml/g et solvant méthanol-eau
de 70%) a des fleurs d’inule cueillies dans la région de SIDI REZINE (sud d’Alger) en
octobre 2011.

Nous avons dosé I’extrait obtenu de la méme facon que celle de SKIKDA.
La concentration de I’extrait était de 1,845mg/mi

Et la concentration des polyphénols calculée est de 81,998 mg AGE/g MS
Remarque :

La plante de SKIKDA contient plus de polyphénols que celles d’ALGER.

La concentration des polyphénols de la plante de SKIKDA a été trouvée de 97,024 mg AGE/g
MS
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V1. Conclusion

Le dosage de FOLIN CIOCALTEU n’est pas quantitatif, il permet d’évaluer les
concentrations des polyphénols en équivalent d’acide gallique.

Bien que la méthode de dosage de FOLIN CIOCALTEU soit considérée comme une
méthode simple et sensible, les rendements trouves son considérés comme un peu plus élevés.
Cela peut étre expliqué par le fait que le réactif de FOLIN CIOCALTEU peut réagir avec
d’autres composeés (protéines, acide ascorbique, des composés soufres...).
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Chapitre V11 Evaluation de I’activité antioxydante des extraits

I. Introduction

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer I’activité antioxydante par piégeage de
radicaux différents, comme les peroxydes ROOe par les méthodes ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter); les ions
ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter)); ou les radicaux
ABTSe (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) , ainsi
que la méthode utilisant le radical libre DPPHe (diphényl-picrylhydrazyle).

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de I’échantillon a
tester (Tabart at al., 2009).

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé pour des
composés contenant SH-, NH- et OH- groupes. Il s’effectue a température ambiante, ceci
permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles. Le
test est largement utilisé au niveau de I’évolution des extraits hydrophiles en provenance de
thé vert, des jus de fruits et de raisins, pépins et pulpes, trés riches en composés phénoliques
(Hatzidimitriou et al., 2007).

Cette étude a pour but d’évaluer I’activité antioxydante des extraits et des huiles
essentielles des fleurs de I’inule visqueuse.

1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH

La mesure de I’activité antioxydante a été testée selon la méthode de Blois (1958) telle
gu’elle a été décrite par Brand-Williams et al. (1995) avec quelques modifications.

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres de
DPPH (diphényl picryl hydrazyl) en solution dans le méthanol.

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o,o-diphényl-B-picrylhydrazyle)
fut ’'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydant des composés phénoliques. Il posséde un électron non apparié sur un atome du
pont d’azote (figure VII.1). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne
forment pas des dimeres, i.e. DPPHe reste dans sa forme monomere relativement stable a
température ordinaire.
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O,N

-N NO
N 2

NO,

Figure VI1.1 : Structure chimique du radical libre DPPHe (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-
Hydrazyle)

L’addition d’un antioxydant dans une solution de DPPH conduit & une décoloration de
ce dernier (figure VI1.2) qui est directement proportionnelle a la capacité antioxydante du
produit ajouté. Cette décoloration peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la
diminution de I’absorbance a 517 nm. Elle fournit donc un moyen pratique de mesurer
I’activité antioxydante des extraits.

20 O

N:H
02 N02 02[\] N02
—_—
HOR -)
NO, Xo,
1.1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH") (DPPH)-H
Violet Pale Orange

Figure VI1.2 : Réduction du radical DPPH-

Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal d’action est le
piégeage des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPHe alors transformé en
une molécule stable DPPH (Molyneux et al., 2004).

DPPH+«+ ®OH — DPPHH + ®O-

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possibles qui forment des structures plus au
moins stables :

DO+ PO — OPO-OO
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DPPH++ ®O+— ®O-DPPH
®Oe (semi-quinone)- He — ®=0 (quinone)

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, deux approches sont appliquées : d’une
part, la détermination de la réduction relative du radical DPPHea un temps de référence ou la
détermination de la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPHe et d’autre
part, le suivi de la cinétique de la réduction.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un compose, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme le BHT (butyl-
hydroxy-toluene) et I’acide ascorbique.

I1l. Matériel et méthode

111.1 Méthode utilisée

L'activité de piégeage des radicaux libres des extraits d’inule visqueuse est décrite selon
Blois (1958) avec quelques modifications :

I11.2. Les réactifs utilisés

- DPPH (diphényl picryl hydrazyl)
- Méthanol (pureté >97%)

I11.3. Le mode opératoire

La solution de DPPHe a 0,1mM (39,4 mg dans 100 ml de méthanol) est préparée a
I’avance (au moins 1-2 heures) car la solubilisation est difficile, et elle ne se conserve pas plus
de 4-5 jours a -5°C et a I’obscurité.

Tableau VI1.1: Protocole expérimental (test de DPPH)

DPPH Echantillon MeOH
Blanc Iml 0 3ml
Echantillon Iml 3ml 0

Incubation pendant 30 minutes a I’obscurité (a température ambiante)

La mesure est effectuée par la lecture de I’absorbance a 517 nm
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Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’ activité anti-radicalaire ou |’ inhibition
des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

%l = [(Ac — A hantition) / Ac]*100

A ¢ : Absorbance du blanc.
A cchantillon - Absorbance de I'échantillon.

< Avant toute mesure, nous devons connaitre les concentrations exactes de nos extraits.
Pour cela, nous avons refait le dosage des extraits apres quinze jours de stockage
(essai 2).

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau V11.2 et la figure VII.3
Tableau VI1.2: Concentrations des extraits en fonction des fractions de solvant

Concentration de | Concentration de

fraction de I’extrait I’extrait
solvant (mgll) (mg/l)
ESSAI 1 ESSAI 2
0,4 1,679 1,994
0,5 1,762 2,010
0,6 1,828 2,072
0,7 1,903 2,130
0,75 1,737 1,903
0,8 1,572 1,766
1 1,378 1,493
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Figure VI1.3 : Concentrations des extraits en fonction de fraction de solvant

Ces résultats montrent que les concentrations changent (augmentent) avec le temps. Cela
est d0 de fait que le méthanol est un produit volatil d’ou il s’évapore ce qui permet a la
solution de devenir plus concentrée.

IV. L’étude de I’influence de solvant sur I’activité antioxydante :

Nous avons effectué des mesures de pourcentage d’inhibition pour chaque solution de fraction
de méthanol dans le mélange méthanol-eau. Les résultats obtenus sont données dans le
tableau VII.3 et la figure VII.4

Tableau VI11.3: Absorbance et pourcentage d’inhibition des différents extraits d’inule
visqueuse

eneur en

meth
(0)
) A 40 A 50 A 60 A 70 A 80 A 100

CPoly

[mgAG

MS]
2 0,217 | 40,17 | 0.243 | 33,01 0.185 | 48,97 | 0.155 | 57,50 | 0.239 | 34,11 | 0.187 | 31,69
10 0,041 | 88,58 | 0.040 | 88,86 0.040 | 88,86 | 0.032 | 91,33 | 0.033 | 90,78 | 0.030 | 88,89
20 0,039 | 89,27 | 0.038 | 89,41 0.038 | 89,55 | 0.027 | 92,57 | 0.026 | 92,71 | 0.025 | 90,71
40 0.038 | 89,55 | 0.035 | 90,37 0.033 | 90,78 | 0.023 | 93,67 | 0.025 | 93,12 | 0.021 | 92,17
60 0.033 | 90,78 | 0.029 | 91,88 0.028 | 92,30 | 0.020 | 94,50 | 0.021 | 94,22 | 0.021 | 92,35

Absorbance du Blanc de 100% : A = 0,275
Absorbance du Blanc de reste : A = 0,333
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Figure VI11.4: Pourcentage d’inhibition des différents extraits d’inule visqueuse.

Des profils trés identiques sont observés a des concentrations élevées, quel que soit la
fraction de méthanol utilisée : plateau atteint vers 90 % d’inhibition de DPPH pour 20 mg/I
maximum.

On peut conclure que I’activité antioxydante augmente avec la teneur en composes
phénoliques, jusqu'a atteindre un plateau.

Par contre, il y a des différences significatives dans la réduction de DPPH dans le cas des
solutions a plus faibles concentrations ce qui est expliqué par une réduction partielle de
DPPH.

Les LC50 des différents extraits sont donnés dans le tableau VI11.4
N.B : la LC50 est la concentration de I’extrait qui réduit 50% de DPPH.
Tableau VI1.4 : les LC50 des différents extrais d’inule

Teneur en
hgiivl 100 80 70 60 50 40
LCS0 4,27 3,803 1,049 1,085 4.184 3,252
(pg/ml)

v La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que sa LC50 est
petite.

Donc, a partir de ces résultats, I’activité antioxydante la plus élevée est celle de I’extrait a
70% de méthanol dans le mélange méthanol-eau (c'est-a-dire I’extrait au point optimal).

% En paralléle, on fait des solutions de référence de BHT et d’acide ascorbique. On
prépare des solutions meéres de concentration 0,1mg/ml.
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Evaluation de I’activité antioxydante des extraits

Des solutions de différentes concentrations sont préparées et testées de la méme maniere que

les extraits.

1. BHT:

Les résultats obtenus de BHT sont donneés dans le tableau VI11.4 et la figure VII.5

Tableau VI1.4 : Variation de I’activité antioxydante de BHT avec la concentration

Concentration Absorbance % I
de BHT (pg/ml)
Lecture 1 Lecture 2 moyenne
2 0,152 0,148 0,15 46,81
10 0,137 0,127 0,132 53,19
20 0,13 0,118 0,124 56,03
30 0,087 0,082 0,0845 70,03
50 0,084 0,077 0,0805 71,45
60 0,076 0,073 0,0745 73,58
Avec A. = 0,282
80
70 ¢ o
60
50 P hd
40
30
20
10
O T T T T T 1
10 20 30 40 50 60
concentration (pg/ml)

Figure VI1.5 : Variation de I’activité antioxydante de BHT avec la concentration

Ces résultats montrent que le BHT ne présente pas une grande activité antioxydante ce qui

n’est pas d’accord avec les résultats obtenus dans la plus part des travaux ou le BHT a des
pourcentages d’inhibition élevés
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Cela est dd probablement a la pureté de ce produit.

La concentration de BHT qui réduit 50% de DPPH est de 5,838 mg/I

L LC,,(BHT)=5.83 pg/ml J

2. L’acide ascorbique :

Et pour I’acide ascorbique, les résultats obtenus sont donnés dans le tableau VII.5 et la

figure VI1.6

Tableau VI1.5: Variation de I’activité antioxydante de I’acide ascorbique en fonction de la
concentration

Concentration de

I’acide ascorbique | Absorbance %l
(Hg/ml)
2 0,182 21,212
10 0,025 89,177
20 0,025 89,177
40 0,02 91,342
60 0,015 93,506
100 0,015 93,506
Avec Acontrole négatif = 0,231
100,000
< <
T 90,000 - — - - -
3 80,000
S 70,000
€ 60,000
3 50,000
c
S 40,000
% 30,000
£ 20,000 %
©
¥ 10,000
0,000 ; ; . . ; .
0 20 40 60 80 100 120
Concentration (ug/ml)

Figure VI1.6: Variation de I’activité antioxydante de I’acide ascorbique avec la concentration

L’acide ascorbique posséde une activité élevée que celle de BHT

55



Chapitre VII

Evaluation de I’activité antioxydante des extraits

La concentration de I’acide ascorbique a 50% d’inhibition de la DPPH est de 4,4 (ug/ml)

V. L’activité antioxydante des extraits d’inule visqueuse

Nous avons pris I’extrait au point optimal (70% de méthanol) et nous I’avons testé de la

LC,, (A.A)=4,4 pg/ml

méme maniere que le BHT. Les résultats obtenus de % d’inhibition en fonction de

concentration sont montrés dans le tableau VI1.3 et la figure V11.4

Ces résultats indiquent que I’extrait a un effet notable sur les radicaux libres.

VI. Comparaison des résultats

Nous allons comparer les pourcentages d’inhibition du radical DPPH de I’extrait d’inule (tableau

VI1.3), I’acide ascorbique (tableau VI11.6) et le BHT (tableau VII.5).

Les résultats sont représentés dans la figure VII1.7
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Figure VI1.7 : Pourcentage d’inhibition de radical DPPH de I’extrait d’inule, I’acide

ascorbique et le BHT
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A partir de ces résultats, le pouvoir antioxydant est enregistré comme suit :
Extrait d’inule > I’acide ascorbique > BHT

Les concentrations des différents échantillons a 50% d’inhibition sont données dans le tableau
VIIL.7

Tableau VII1.7 : les LC50 des différents échantillons

L’échantillon Extrait de I’inule BHT Acide ascorbique
visqueuse
LC50 (pg/ml) 1,049 5,838 4,400

Les resultats des LC50 confirment que I’extrait de I’inule visqueuse de SKIKDA
présente une activité antioxydante supérieure a celle des composés industrielles testés (BHT
et Acide ascorbique) .

VII. L’inule visqueuse d’ALGER

L’activité antioxydante de I’extrait de I’inule visqueuse d’ALGER est évaluée de la
méme maniére que I’extrait de SKIKDA. Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau
VIL.9 et lafigure VIIL.9

Tableau VI1.9 : Variation de % d’inhibition avec la concentration de I’extrait de I’inule
visqueuse d’ALGER.

Concnentration de I’extrait Absorbance % |
(pug/ml)

2 0,135 41,558
10 0,041 82,251
20 0,034 85,281
40 0,026 88,745
60 0,02 91,342
100 0,018 92,208
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Figure VI11.9 : Variation de % d’inhibition du radical DPPH avec la concentration de I’extrait
de I’inule visqueuse d’ALGER.

Comparons ces résultats avec celle de I’inule visqueuse de SKIKDA :

100,000
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20,000
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B SKIKDA
¢ ALGER

% dinhibition du DPPH

Figure VI1.10 : Comparaison de I’évolution de % d’inhibition de DPPH des deux plantes.

Les concentrations des extraits a 50% de réduction de DPPH sont de 2,810 pg/ml et
1,049 pg/ml pour les plantes d’ALGER et de SKIKDA successivement.

Nous pouvons dire que I’inule visqueuse de SKIKDA posséde une activité antioxydante
plus élevée que celle d’ALGER.
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VIII. Activité antioxydante des fleurs et des feuilles d’inule visqueuse

Apres avoir evalué I’activité antioxydante des fleurs de la plante d’ALGER, nous
allons les comparer a celle des feuilles déterminées par AOUCHER (2010).

Il faut signaler que les polyphénols des feuilles sont extraits par un solvant acétone-
eau, tandis que les polyphénols des fleurs sont extraits par le mélange méthanol-eau. Le
tableau V11.9 donne la comparaison entre ces fleurs et ces feuilles.

Tableau VI1.9 : Comparaison de I’activité antioxydante des fleurs et des feuilles d’inule
visqueuse d’ALGER

[Concentration]

20 40 60
(ng/ml)
Feuilles 936 936 92
(acetone-eau) ' '
Fleurs 85,28 88,74 91,342

(methanol-eau)

Ces résultats montrent que les feuilles ont une activité antioxydante un peu plus élevée
a celle des fleurs.

IX. Conclusion

Le test au DPPH n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits entre
eux selon leur capacité & piéger le DPPH et d’apprécier ainsi les variations qualitatives des
composés phenoliques.

L’évaluation de I’activité antioxydante doit étre interprétée avec précaution du fait de
I’absorbance du DPPHe & 517nm diminue sous I’action de la lumiere, de I’oxygeéne, et la
fraction du solvant additionne a I’antioxydant.
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Conclusion Générale

L’inule visqueuse, sujet de notre expérimentation, a une réputation certaine dans la
médecine populaire. Le but de notre travail était de confirmer une des activités de cette plante,
en mesurant la teneur de ses extraits en polyphénols et les pourcentages d’inhibition du
radical DPPH. Une étude bibliographique réalisée a montré I’aspect pharmacologique de cette
espéce étudiée, ainsi que I’intérét des composés phénoliques chez les végétaux et les humains.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons effectué le dosage des polyphénols en
choisissant la méthode utilisée dans des travaux antérieurs pour déterminer la teneur en
polyphénols des extraits des plantes. Avant de commencer la série d’extraction solide-liquide,
nous avons déterminé le taux d’humidité de notre plante pour connaitre la masse exacte de la
matiére végétale seche utilisée.

Pour les conditions opératoires d’extraction solide liquide, nous avons pris I’optimum
obtenu dans I’étude faite sur les feuilles de I’inule visqueuse par AOUCHER (2010) comme
point de départ (T=45°C, H=40ml.g™*, mélange acétone-eau 75% en volume, granulométrie :
diametre <112pum).

Un broyage des fleurs de la plante a été fait, puis une étude d’influence de la
granulométrie sur le rendement a montré que le meilleur rendement est obtenu avec des
particules de diametre inférieur a 116um.

L’évaluation de la cinétique d’extraction par le logiciel EXDIF a permis de déterminer le
coefficient de diffusion, et de déterminer le temps nécessaire pour obtenir un bon rendement
de polyphénols extraits avec un melange méthanol-eau.

Comme ce procédeé d’extraction peut étre influencé par différents parametres, nous avons
effectué une étude sur I’évolution de la teneur en polyphénols en fonction de ces parametres.

L’influence de la fraction de solvant méthanol-eau, la température ainsi que
I’hydromodule sur le rendement nous a permis de connaitre I’optimum des conditions
opératoires (T=45°C, H= 40ml.g™*, mélange méthanol-eau 70% en volume).

Le dosage quantitatif des composés phénoliques totaux des extraits de I’inule visqueuse a
montré que la plante est riche en polyphénols, 97,024 mg AGE/g MS pour le lot de SKIKDA
et 81,998 mg AGE/g MS pour le lot d’ALGER.

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits par la méthode qui est basé sur la
mesure du piégeage des radicaux libres de DPPH en solution dans le méthanol montre que le
pourcentage d’inhibition est proportionnel a la teneur en polyphénols.

L’extrait possede une activité antioxydante trés importante %I1=94.5% Pour une
concentration de 60 pg/ml des polyphénols extraits, elle est un peu plus élevée que celle de
I’acide ascorbique (%01=93,5%) pour la méme concentration. (L’acide ascorbique est un
antioxydant chimique puissant utilisé dans les industries).

Une comparaison a eté faite entre les fleurs des deux regions a montré que I’activité
antioxydante de la plante de SKIKDA est supérieure a celle d’ALGER.
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Une autre comparaison entre les feuilles et les fleurs d’ALGER a montré que les feuilles
posseédent une activité antioxydante un peu plus élevée que celle des fleurs.
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