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Résumé

Résumé

Cette étude est une comparaison des composés phénoliques de Thymelaea hirsuta de
deux régions semi-arides, Bekkaria et Bir EI Ater de la wilaya de Tebessa ainsi que
I'évaluation de leur activité antioxydante. La région de Bir El ater est plus séche en
comparaison a Bekkaria.

Une analyse pédologique a éeté effectuée ainsi que différents dosages tels que les
polyphénols totaux, les flavonoides, les flavonoides aglycones, les tanins condensés et les
anthocyanes.

La comparaison des deux régions fait ressortir que T.hirsuta de la zone de Bakkaria a
des valeurs plus élevées en flavonoides et celle de la zone de Bir EI Ater, est plus riche en
anthocyanes. Cependant pas de différences significatives pour les polyphenols totaux, les
Flavonoides aglycones et les tanins. Le pouvoir antioxydant par réduction de fer (FRAP) a
montré un bon pouvoir anti oxydant pour T.hirsuta de Bir EI Ater.

Mots clés : Thymelaea hirsuta, Composés phénoliques, biotope, activité antioxydante.



Abstract

Abstract

This study is a comparison of the phenolic compounds of Thymelaea hirsuta from two
semi-arid regions Bekkaria and Bir El Ater of the Tebessa wilaya as well as the evaluation of
their antioxidant activity. The region of Bir El ater is drier in comparison with Bekkaria.

A soil analysis was carried out as well as various assays such as total polyphenols, flavonoids,
flavonoids aglycones, condensed tannins and anthocyanins.

The comparison of the two regions shows that T.hirsuta in the Bakkaria zone has higher
flavonoid values and that in the Bir EI Ater zone is richer in anthocyanins. However, there
were no significant differences for total polyphenols, aglyconic Flavonoids and tannins. The
iron reduction antioxidant power (FRAP) showed good antioxidant power for T.hirsuta of Bir
El Ater.

Key words: Thymelaea hirsuta, Phenolic compounds, biotope, antioxidant activity.
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Introduction

Introduction

Les substances naturelles d’origine végétale sont trés recherchées en raison de leurs
activités biologiques bénéfiques pour la santé. Ces activités comprennent des effets
antiviraux, antibactériens, antifongiques, insecticides, antipaludiques, antioxydant et
anticancéreux. Se sont des caractéristiques tres demandées dans les domaines industriels,
pharmaceutiques et agricoles.

Aujourd’hui, I’'importance pharmacologique des métabolites végétaux augmente en
raison des découvertes continues sur leur réle et leur potentiel dans les soins de santé, de
I’apparition de résistance a certaines classes d’agents anti-infectieux et du probléme de sous-
développement d’une grande partie de la population mondiale.

Selon I’OMS en 2001, plus de 80% de la population africaine assure les soins de santé
par I’utilisation de plantes médicinales par le biais de la médecine traditionnelle, qui est la
plus accessible d’un coté économique, géographique et culturel (World Health Organization,
2002).

La valorisation scientifique de la médecine traditionnelle nécessite la mise au point des
substances médicamenteuses végétales. Aujourd’hui, il a été estimé que les principes actifs
extraits des végétaux représentent 25% des médicaments prescrits soit un total de 120
composés provenant de 90 plantes différentes (Potterat, 1997).

En Algérie la richesse floristique est considérable. Environ 3000 espéces de plantes y
sont comptées, dont 15% sont endémiques (Quezel et Santa, 1963). Ce nombre important de
plantes contient des milliers d’espéces présentant divers intéréts, cependant leurs utilisations
restent minimisées d’un point de vue chimique et pharmacologique. Ce domaine constitue, un
point essentiel dans la recherche scientifique, plus particulierement dans le domaine des
substances naturelles bioactives.

Selon bibliographique le genre Thymelaesa a fait I’objet d’investigations
phytochimiques, ce qui a montré une richesse en métabolites secondaires bioactifs notamment
des flavonoides, des diterpénes, des stérols, des triterpenoides et des coumarines. Cependant,
les données relatives a Thymelaea hirsuta sont tres fragmentaires, de méme qu’au niveau
local.

Dela, la présente étude, réalisée dans deux zones au niveau de la Wilaya de Tébessa :
Bekkaria et Bir EI Ater a pour but de contribuer a la détermination les composes phénoliques
et leurs pouvoirs antioxydants et I’impact du biotope sur la variation des teneurs. Et aussi,

participer a réunir le maximum d’informations concernant les usages thérapeutiques pratiqués



Introduction

par la population locale. En effet, il est trés important de traduire ce savoir traditionnel en un
savoir scientifique afin de le revaloriser, de le conserver et de I'utiliser d’une maniére
rationnelle. En Algérie T. hirsuta Endl, est recommandée par les herboristes et autres gents

dans le traitement de maladies humaines (Leishmanicide, vermifuge, eczéma, hémorroides).

Les principales parties de ce travail, sont comme suit :
v’ La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique portant sur les composés
phénoliques, et leurs pouvoirs antioxydants et la plante d’étude.
v Ladeuxiéme partie, regroupe le matériel et méthodes.
v Laderniére partie expose les résultats obtenus ainsi que la discussion.

Ce travail sera cl6ture par une conclusion générale.
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Chapitre I : Thymelaea hirsuta

Chapitre I : Thymelaea hirsuta
1-1- Répartition géographique

Le genre Thymelaea fait partie de 44 genres composés de 500 espéces de la famille de
thymelaeacées, il comprend 20 espéces reparties dans les zones Méditerranéennes, et jusqu'en
Asie centrale et Pakistan. Son aire de distribution est essentiellement circumméditerranéenne.
Elle s’étend cependant a I’ouest au littoral atlantique du sud de I’Espagne, du sud du Portugal
et du Maroc nord-occidental. En Afrique du Nord, la limite sud de son aire coincide a peu
prés avec la bordure du Sahara (Ozenda, 1991).
Origine : pourtour méditerranéen sur le littoral, dans les steppes semi-aride Afrique
saharienne dont Maroc, Tunisie, Lybie et Egypte (ouest d'Alexandrie sur la cote), Israél
(Désert du Négev), Espagne et Tles Canaries, nord-est de I'ltalie en Ligurie (Mohammedi,
2013).

1-2- Position systémique, nomenclature et nom commun

Thymélée hirsute, Passerine hérissee, Passerine hirsute, Passerine cotonneuse, nommée par
les anglophones 'Spur flax' ou 'Gnidium’, en arabe 'Mathnéan, en égyptien 'Mithnan’, en
Espagne connue sous le nom de 'Aulaga’, 'Boja marina’ ou encore '‘Boalaga’ (Ferhat et al.,
2010).

La classification botanique de Thymelaea hirsuta donnée par Spichiger et al,(2004) dans
(Tab.1).

e Nom Latin: Thymelaea hirsuta (L.) Endlicher., synonymes Passerina hirsuta L.

Passerina metnan* Forssk., Passerina telonensis Gand (Ferhat et al., 2010).

Tableau 1: Classification de cronquist (Spichiger et al., 2004).

Reégne Plantae
Embranchement Spermaphyta

Sous embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Ordre Malvales

Famille Thymelaeaceae
Genre Thymelaea

Espéce Thymelaea hirsuta L.
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1-3- Description botanique

Thymelaea hirsuta (L.) Endl. (=Passerina hirsuta L.) est une Thymelaeaceae vivace
arbustive susceptible d’atteindre 2-3 meétres de hauteur, est une sous-arbrisseau glycophyte,
dioique a souche ligneuse squamiforme d'un brun clair grisatre, et une racine principale
pivotante, avec un port dresse, compact, évase, trés ramifié, rameaux souples, tomenteux et
blanchétres sont retombants a feuilles persistantes, vert acide a vert franc, trés petites (2 a 5
mm) densément imbriquées, coriaces ovoides aigues, glabres en dessous, pubescentes-
laineuses en dessus ainsi que les tiges. Fleurs minuscules subsessiles (4 a 5mm) au nombre de
2-5, au sommet des rameaux a calice rapidement caduc, jaunatre, polygame. La plante porte
sur des pieds différents soit des fleurs unisexuees soit des fleurs hermaphrodites. Les fruits
sont des baies glabres enchassés dans le calice, akene a graine dure. Consommeées par les
animaux (dispersion zoochore). La floraison va d’octobre a avril, c’est une plante
entomogame (Quezel et Santa, 1963 ; Rameau et al ., 2008).

e croissance : lente.

e sol : sablonneux ou rocailleux, aride et sec.

e emplacement : plein soleil.

e zone: parfaitement adaptée aux vents, au sel et a la sécheresse (Mohammedi, 2013).

1-4- Composition chimique et utilisation du genre Thymelaea

La recherche bibliographique menée sur 1'intérét biologique des especes du genre
Thymelaea montre qu’elles ont des propriétés thérapeutiques et sont utilisées en médecine
traditionnelle (Mekhalfi, 2016).

Le genre Thymelaea contient des hétérosides flavoniques, des flavones, terpénes,
stigmasterol, daphnoretine, et kaemphérol, campestérol et tanins qui donnent des propriétés
antihyperglycemiantes qui pourraient avoir une utilisation dans le traitement du diabéte
(Tab.2) (Dohou et al., 2003).

Des enquétes ethnobotaniques ont montré que T. lythroides est trés utilisée dans la
médecine traditionnelle marocaine pour combattre différents maux : mal de la vessie et des
reins, douleurs gastriques et intestinales, rhumatismes, migraines, conjonctivites, otites,
certaines mycoses dermiques, traumatismes. Il est traditionnellement utilisé en Tunisie
comme antiseptique, anti-inflammatoire et pour le traitement de 1’hypertension. Au Maroc, la
partie aerienne de T. hirsuta est utilisée comme décoction dans le traitement du diabéte
(Djeridane et al., 2006).


http://nature.jardin.free.fr/categ.html

Chapitre I : Thymelaea hirsuta

Par contre, en Algérie, T. hirsuta Endl. Il est recommandé par les herboristes dans le
traitement de maladies humaines (Leishmanicide, vermifuge, eczéma) dans la région de
M'Sila (Mekhalfi, 2016).

Tableau 02: Quelques données chimiques sur Thymelaea hirsuta (Dohou et al., 2003)

Organes étudiés Molécules extraites
Feuilles thymélol ((C3H20)n)
_ stigmasterol, B-sitosterol, alcool aliphatique
Feuilles
C12H220, lactone C19H1806
alcanes en C27 a 31, alcanols en C22, 24, 26
et 28, B-sitostérol et campestérol
daphnorine, daphnorétine, daphnine,
- daphnétine, daphnétine-glucoside,
ombelliférone, scopolétine et esculétine (coumarines)
Feuilles 2-vicénine (C-flavone)
_ tiliroside (3-p-coumaroylglucosylkaempférol)
Feuilles
(flavanol)
lupéol, B-sitostérol, phytol, -amyrine,
Feuilles bétuline, erythrodiol,
cholesteérol et lanostérol
Feuilles et _ .
o 5,12-dihydroxy-6,7-époxy-résiniféronol
Brindilles
gnidicine, gniditrine, genkwadaphnine, 12-
Oheptadécenoyl-
Feuilles et 5-hydroxy-6,7-époxyrésiniféronol-
brindilles 9,13,14-orthobenzoate et 12-Obutényl-
5-hydroxy-6,7-époxy-résiniferonol-
9,13,14-orthobenzoate (diterpenes daphnane)
Racines daphnorétine (éther de dicoumaryl)
Feuilles Tanins
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1-5-Quelques activités biologiques reconnues

L’activité et 1’effet biologique de quelques especes du genre Thymelaea sont résumés

dans le tableau 03:

Tableau 03. Quelques données chimiques sur Thymelaea hirsuta (Dohou et al., 2003).

Organes étudiés

Molécules extraites

Références

Feuilles

thymélol ((C3H20)n)

Saleh et al., 1965

stigmasterol, B-sitosterol, alcool aliphatique

Feuilles C12H220. lactone C19H1806 Gharbi et al., 1970
i alcanes en C27 a 31, alcanols, en C22, 24, 26 Rizk et al., 1084
et 28, B-sitostérol et campestérol
Feuilles 2-vicénine (C-flavone) Nawwar et al., 1977
Feuilles tiliroside (3-p-coumaroylglucosylkaempférol) Ismail, 1978
(flavanol)
lupéol, B-sitostérol, phytol, B-amyrine, .
Feuilles bétuline, erythrodiol, Garcia-Granados et
. ; Saenz de Buruaga, 1980
cholestérol et lanosteérol
Feuilles et ) ) gy .
Brindilles 5,12-dihydroxy-6,7-époxy-résiniféronol Rizk et al., 1984
gnidicine,  gniditrine,  genkwadaphnine,  12-
Oheptadécenoyl-
Feuilles et 5-hydroxy-6,7-époxyrésiniféronol-
brindilles 9,13,14-orthobenzoate et 12-Obutényl- Brooks etal., 1990
5-hydroxy-6,7-époxy-résiniféronol-
9,13,14-orthobenzoate (diterpénes daphnane)
Racines daphnorétine (éther de dicoumaryl) Abou-Karam et al., 1998

1-6- Effet toxique des plantes de la famille Thymelaceae

La famille des Thymelaeaceae comprend environ 500 espéces d’arbres et arbustes
généralement toxiques. Elle est répartie dans toutes les régions tempérées et tropicales de la
planete. Elle a été reconnue aux fleurs tubulaires essentiellement sépalaires de ses membres
(Van der Bank et al., 2002).

Les espéces les plus couramment associées a des intoxications font partie des genres
Daphne, Daphnopsis, Gnidia, Lasiosiphon, Pimelea et Wikstroemia. Les organes les plus
souvent mis en cause sont les baies, les feuilles et I’écorce, la toxicité des Thymelaeaceae est
d’une importance économique considérable en dehors des dégats qu’elle peut occasionner a
I’industrie du bétail. En effet, de nombreux genres sont utilisés comme poisons de péche en
Europe, en Afrique, en Asie et dans les Tles du Pacifique 45 Sud. Certains genres sont aussi
d’efficaces poisons de chasse employés en Afrique et en Asie. Il est également relevé que des
cas d’empoisonnements humains criminels ont été rapportés, particulierement en Afrique

(Borris et al., 1988).
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Chapitre Il : Les composeés phénoliques
2-1-Genéralités

C’est un groupe important de métabolites secondaires. Jusqu’a aujourd’hui, environ
10000 composés ont été caractérisés. La plupart des composés phénoliques sont synthétisés a
partir de deux acides aminés aromatiques la tyrosine et surtout de la phénylalanine. Ces acides
aminés sont formés de différentes fagons selon les végétaux, a partir du préphénate (Guignard,
2000), le préphénate lui-méme formé par la voie de 1’acide shikimique (Macheix et al., 2005).
Les polyphénols sont reconnus pour leurs multiples propriétés biologiques : anti-
inflamatoires, antimicrobiennes, antifongiques, anticancéreuses incluant 1’activité

antiaxydante (Ozsoy et al., 2008).

2-2-Classe des polyphénoles

Les polyphénols regroupent les principales sous-classes suivantes: les acides
phénoliques, les flavonoides, les tannins condensés, les stilbénes et les coumarines (Pokorny
et al., 2001), et ils peuvent étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de
carbones (Tab.04). Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les

acides organiques (Crozier et al., 2006).
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Tableau 04 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006)

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de
carbones base
7 Ce-Cy Acides phénols Acide gallique @CDDH
0]
8 Ce-Cs acétophénones Gallacetophénone @ ‘éZ)CHR
Acide p-
8 Ce-Cs Acide phénylacétique hydroxyphényl- @—’C OOH
acétique
. . : : Acide p- COOH
9 Ce-C Acides hydros g S : -
6-Cs cides hydroxycinamiques coumarique @f
0_0
9 C6-Cs Coumarines Esculitine w
O
10 Ce-Cy Naphthoquinones Juglone ngj
)
O
13 C6-C1-Cs | Xanthones Mangitferine J
0
14 Ce-Co-Cs | Stilbénes Resveratrol
- - -~ - S 2
15 (C¢-C5-Cg | Flavonoides Narmgenine @ : @

2-2-1- Les Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres, environ de 4000 composés
flavoniques sont connus (Edenharder et Griinhage., 2003), de structure générale en C15 (C6-
C3-C6) (Macheix et al., 2005), formant 2 noyaux aromatiques (Tab 04) et un hétérocycle (C)
a oxygene dont la nature définit ’appartenance du flavonoide a un groupe déterminé (Erdman
et al., 2007; Ignat et al., 2011). Le groupe des flavonoides comprend a lui seul plusieurs
milliers des molécules regroupées en plus de six classes, dont certaines ont une tres grande
importance biologique et technologique : les anthociyanes, pigments rouges ou bleus, les
flavones et les flavonols, de couleur creme ou jaune claire, les flavane dont les produits de
condensation sont a I’origine d’un groupes important de tannins et les isoflavones qui jouent

un rble dans la santé humaine (Macheix et al., 2005).
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2-2-2- Anthocyanosides
Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de
la plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). Ils sont caractérisés par 1’engagement de
I’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides) (Fig. 01).
Leurs génines (les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus
communément appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui

attirent les animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Brouillard et al., 1997).

OGlucose

Figure 01 : Structure des anthocyanosides (Brouillard et al., 1997)

2-2-3- Tannins

Les tannins sont un groupe de substances phénoliques polymériques, ayant une masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000 qui présente, a coté des réactions classiques des
phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Haslam,
1996 ; Cowan, 1999). Les tannins sont responsables de 1’astringence de nombreux fruits et
Iégumes et des produits qui en sont dérivés (vin, thé, biére...). En premiéere approximation, on
peut considérer que les tannins sont des formes phénoliques condensées capables de se lier
aux protéines en solution et de les précipiter (Macheix et al.,. 2005).

Il est classique de distinguer deux grands groupes de tannins différant a la fois par
leur réactivité chimique et par leur composition : les tannins hydrolysables et les tannins

condensés (Macheix et al., 2005).

2-2-3-1- Tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre
variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénol est soit
I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins

classiqguement dénommeés ellagitannins (Fig.2) (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).
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Ils sont abondants chez les Dicotylédones et certaines arbres en sont des sources
industrielles : tannins de chéne, de chataignier, tannin de Chine ou de Turque extraits
respectivement d’un arbuste du genre Rhus ou Quercus tinctoria. Ils sont d’abord caractérisés
par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou
enzymatique. lls libérent alors une partie non phénolique (souvent du glucose ou de 1’acide
quinique) et une partie phénolique qui peut étre soit de 1’acide gallique (cas des gallotannins
comme le tannin de Chine, quelquefois appelé « acide tannique ») soit un dimére de ce méme
acide, ’acide ellagique (cas des tannins ellagiques ou ellagitannins comme ceux du
chataignier). Une forme simple de tannins hydrolysables est le penta-galloylglucose, molécule
trés réactive qui est a I’origine de la plupart des formes complexes, par exemple la castalagine

chez le chataignier ou le chéne (Macheix et al.,. 2005).

8]

HO 2
OH
o

OH =)

COOH

A B
Figure 02: Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B) (Macheix et al., 2005)

2-2-3-2- Tannins condensés

Dans la |littérature, les tanins condensés peuvent étre également nommés
proanthocyanidines ou tanins catéchiques. Ces composés, qui correspondent a des polymeéres
de flavan-3-ols, peuvent étre répertories en différentes classes : les monomeres, les diméres,
les oligomeéres et les polymeres (Prieur et al., 1994).

Cette catégorie de tanins se differe fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne
possédent pas de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des
flavonoides. Il s’agit des polymeéres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre
elles par des liaisons carbonecarbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans

tous les groupes végétaux, Gymnospermes et Fougéres (Bruneton., 1999).
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2-2-4- Phénols simples et les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont principalement représentés par les acides
hydroxycinnamiques ; les acides hydroxybenzoiques qui sont peu répandus. Les acides
hydroxycinnamiques sont des dérivés de 1’acide cinnamique, constitués d’un noyau
phénolique de type C6-C3 (Cowan, 1999).

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de
cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique
(Bruneton, 1993).

2-2-4-1- Acide phénols dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique, sont trés
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a I’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide
gallique et son dimeére (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les ¢éléments constitutifs des
tannins hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline,
est tres utilisé dans le secteur pharmaceutique (Bruneton, 1993).

2-2-4-2 Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution tres large ; les autres (acides-coumarique, -férulique) sont peu
fréquents (Bruneton, 1993).

Les acides cinnamiques et caféique sont des représentants communs du groupe de
dérivés phénylpropaniques qui différe par son degré d’hydroxylation et de méthoxylation
(Cowan, 1999).

2-2-4-3- Phénols simples

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutdt rares dans la nature a
I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...). Les
deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois, ont été

montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes (Cowan, 1999).

2-2-5- Coumarines
Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-2-pyrone (O’Kennedy et Thornes., 1997) et toutes sont
substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien
combiné avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin (Cowan,
1999).
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2-2-6- Quinones
Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés
aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérises par un motif 1,4-dicéto
cylohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-
3,5-diénique (ortho-quinones) (Bruneton, 1993). Elles sont ubiquitaire dans la nature,
principalement dans le régne végetal et sont fortement réactifs (Cowan, 1999).
2-2-7- Stilbénes
Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides,
ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbenes
sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).
2-2-8- Lignanes
Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de
composés ont été isolés dans environ soixante dix familles (Bruneton, 1993).
2-3-Biosynthese des composes phénoliques
L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de la I’acide shikimique (Fig. 3). Cette voie shikimate conduit a la formation des oses
aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces
derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés : acide benzoiques,

acétophénones, lignanes et lignines, coumarines (Bruneton, 1993).
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Figure 03: Biosynthése des composes phénoliques (Mohammedi, 2013)

14



Chapitre Il : Les composés phénoliques

2-4-Role et propriétés physiologiques des polyphénols
2-4-1- Localisation et role dans les plantes

Au niveau de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans
deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont
conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur
solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de
la lignine et des flavonoides liés aux structures pariétales (Benard, 2009).

Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes
impliquées dans la biosynthese des phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum
endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons (Winkel, 2004 ; Macheix et al., 2005).

D’autres organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes ou des
chloroplastes, peuvent participer a la biosynthese des composés phénoliques mais ce ne sont
pas des lieux d’accumulation. Certains flavonoides ont méme été localisés au niveau du noyau
des cellules ou ils pourraient directement moduler 1’expression des génes (Macheix et al.,
2005).

Au niveau végétal, les composés phénoliques sont un moyen de défense contre le
rayonnement U.V, les agressions par les pathogenes et ils contribuent a la pigmentation des
plantes (Manach et al., 2004; Ignat et al., 2011). Les composés phénoliques contribuent
également a la croissance et au développement de la plante par des actions diverses et variées.
IIs interviennent par exemple dans le métabolisme et le transport de 1’auxine (Macheix et al.,
2005; Treutter, 2006) et dans celui de 1’éthylene (Fleuriet, 1976; Vendrell, 2003). Les
flavonoides conditionnent méme la formation des grains de pollen chez le pétunia (Napoli et
al., 1999).

Par ailleurs les composés phénoliques peuvent avoir un rdle de signal, les flavonoides
permettent par exemple la mise en place de la symbiose entre des Fabacées et des bactéries, ce

qui permet a ces plantes de fixer directement 1’azote atmosphérique (Treutter, 2006).

2-4-2- Influence de I’environnement sur la synthése des composés phénoliques
2-4-2-1- Lumiére
La lumiére agit de fagcon quantitative et qualitative et est corrélée & une augmentation
des teneurs en composés phénoliques et plus particulierement de flavonoides dans les tissus
(Macheix et al., 2005).
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L’activité de certaines enzymes de la voie de biosynthese des polyphénols est stimulée
par la lumiére, c’est le cas, entre autres, de la PAL (Flores et al., 2005), de la C4H (Bell-
Lelong et al., 1997) et de la CHS (Feinbaum et Ausubel, 1988).

2-4-2-2- Température

La température peut modifier les teneurs en polyphénols chez les fruits pendant la
phase de croissance des fruits sur la plante, mais également aprés la récolte. Pour les plants de
tomate, un stress thermique semblerait apparaitre a partir de 35°C, causant I'accumulation de
composés phénoliques tels que les flavonoides et les acides hydroxycinnamiques (Hua et al.,
1999).

En effet, un stress thermique provoqué par des températures froides (4°C) ou élevées
entraine une augmentation des activités PAL et CHS qui a pour conséquence d'augmenter les
teneurs en composeés phénoliques (Leyva et al., 1995).

2-4-2-3- Nutrition minérale

Peu de travaux sont faits, qui montrent que les micros comme les macroéléments
puissent modifier la composition en polyphénols. Il a été clairement démontré qu’'une carence
en bore induisait une augmentation des teneurs en flavonoides d’environ 40 a 50%, dans les
feuilles et les fruits de tomate (Carpena et al., 1982; Lopez-Andreu et al., 1988; Ruiz et al.,
1998). Les effets du phosphore et du manganese sont par contre plus variables (Zornoza et
Esteban, 1984). L’équipe de Penalosa (1989) a observé qu’une déficience (0,2 et 0,5mmol/l)
ou un exces (4 mmol/l) en phosphore dans la solution nutritive entrainait une diminution des
teneurs en flavonoides dans les feuilles (Penalosa et al., 1989). Par contre, Stewart et al.
(2001) ont mis en évidence que de faibles apports en phosphore augmentaient les teneurs en
flavonols dans les fruits mais ce uniquement pendant les premiers stades de maturation, les
bénéfices de ce stress diminuant avec la maturation (Stewart et al., 2001). La nutrition azotée
modifie également les teneurs en composés phénoliques (Dumas et al., 1993; Wilkens et al.,
1996). Stout et al. (1998) ont obtenu des concentrations plus de deux fois plus importantes
dans les feuilles de tomates ayant poussé avec de faibles apports en N (2 mm) en comparaison

des teneurs obtenues dans les feuilles du fort traitement en N (8 mm) (Carpena et al., 1982).
Les composés phénoliques sont utilisés dans plusieurs domaines grace a leur pouvoir
antioxydant. Plusieurs études proposent le remplacement des antioxydants synthétiques
comme le butylhydroxyansol (BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT) par des antioxydants
naturels a cause de leur toxicité impliquée dans la promotion du développement des cellules

cancéreuses (Moure et al., 2001).
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> Les flavonoides
IIs jouent un rdle trés important dans le traitement du diabéte (inhibant I’aldose réductase), de
la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la lipoxygenase, la
phospholipase et la cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs, de I’hypertension
(quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des affections bactériennes et viraux
(anti-HIV) (Anderson et al., 1996 ; Cowan, 1999 ; Yao et al., 2004). Les flavonoides sont
reconnus pour leurs activités antioxydantes. Ils agissent par (Halliwell, 1994) :
= Piégeage direct des radicaux libres
= |nhibition de la peroxydation lipidique
= |nhibition des enzymes responsables de la production des E.O.R
= Chelation des ions métaliques responsables de la production des E.O.R
Mais, on attribue également aux flavonoides des propriétés neurosédatives,
antispasmodiques, diurétiques, anti-oestrogénes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale
et ses conséquences telle 1’altération de la mémoire et la confusion.
D’autres parts, les citroflavonoides (flavonoides provenant de divers Citrus) et la fragilité
capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) (Hennebelle et al., 2004).
> Les anthocyanes
Sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire (vigne rouge, Vitis
vinifera L.), mais aussi comme diurétiques, voire méme antiseptiques urinaires. Leur plus
grande spécificité reste cependant leur propriété d’améliorer la vision nocturne en facilitant la
régénération du pourpre rétinien (myrtille, Vaccinium myrtillus L. ; cassis, Ribes nigrum L.)
(Hennebelle et al., 2004). Présente comme des couleurs brillant dans les fruits et les 1égumes,
les anthocyanidines ont montré leur effet inhibiteur de la croissance des lignées cellulaires
humaines (Zhang et al., 2005).
> Les tanins
Sont considérés comme des anti-nutriments grace aux divers effets nuisibles a savoir
la digestion reduite des aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et les
dommages du foie (Chung et al., 1998). Ils sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par
lequel on explique leurs propriétés vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques
(chéne, Quercus spp.). Les proanthocyanidines diméres de 1’aubépine (Crataegus spp.)
seraient de bons sédatifs cardiaques (Hennebelle et al., 2004). Concernant le pouvoir
antioxydant des tannins, cette propriété est tres remarquable due a leurs noyaux phénols et la
présence des groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les groupes méta 5, 7 dihydroxyles

sur le cycle A. Les tannins catéchiques du thé vert : gallate d’épicatéchine, gallate
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d’épigallocatéchine et 1’épicatéchine sont des puissants extracteurs des radicaux libres
(Rahman et al., 2006), ils inhibent les ions Cu*? qui catalysent I’oxydation des lipoprotéines
dans les macrophages in vitro (Yoshida et al., 1999).

» Les coumarines

sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices, neurosédatives, diurétiques,
stomachiques et carminatives (Hennebelle et al., 2004). Ils ont la capacité de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. lls préviennent également la peroxydation
des lipides membranaires (Anderson et al., 1996).

> Les acides phénols et ces déerivés

Sont considérés comme responsables de ’activité cholérétique de 1’artichaut et les
propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivés salicylés (Hennebelle et al.,
2004). Les composés possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont 1’acide
caféique, 1’acide gallique et 1’acide chlorogénique (Bossokpi, 2002). Pour I’acide caféique, il
se montre tres efficace contre les virus, bactéries et champignons (Cowan, 1999). Alors,
’acide gallique a pour pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du poumon chez
les souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec les médicaments anticancéreux tels
la cisplatine peut étre un traitement efficace pour ce type de cancer (Kawada et al., 2001 in
Rangkadilok et al., 2007). Il peut aussi prévenir les dommages oxydatifs d’ADN cellulaire a
une faible concentration et exerce une forte activité antiproliférative tels que la quercétine sur
les cellules humaines cancéreuses du colon et les cellules épithéliales du foie chez les rats
normaux (Lee et al., 2005).

» Certaines quinones

Dérivant de I’anthraquinone, sont des laxatifs stimulants. Elles sont rencontrées dans
la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia spp.) et les aloés (Aloe spp.). D’autres
activités antidépressives (hypericin), anti-protozoaires, antivirales, antibactériennes,
fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs molécules du groupe ont une toxicité
non négligeable. (Bruneton, 1993 ; Hennebelle et al., 2004).
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Chapitre 111 : Pouvoir antioxydant des composés phénoliques

3-1-Définition

Un antioxydant est défini comme étant une substance chimique qui présente, a des faibles
concentrations par rapport a un substrat oxydant, la capacité de ralentir ou inhiber 1’oxydation
de ce dernier (lipides ou autres moléecules) (Halliwell et al., 1992 ; Gutteridge., 1993 ;
Pokorny et al., 2001 et Magalha et al., 2008). Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une
grande variété d’agressions physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique),
chimiques (acidose, toxines) et métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un
facteur hormonal ou facteur de croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une
expression commune appelée stress oxydant, di a I’exagération d’un phénomene
physiologique, normalement trés contrdlé, la production de radicaux dérivés de 1’oxygene
(Walker et al., 1982).

Les radicaux libres sont omniprésents dans notre corps et sont générés par des processus
physiologiques normaux y compris le métabolisme aérobie et de réponses inflammatoires,
pour éliminer les microorganismes pathogénes envahisseurs. Les radicaux libres sont des
especes chimiques trés réactives compte tenue de 1’existence d’au moins un électron libre sur
leur orbitale électronique externe (Govindarajan et al., 2005). Parce que les radicaux libres
peuvent également causer des dommages cellulaires, plusieurs moyens de défense ont évolué
pour protéger nos cellules contre les radicaux et pour réparer les dommages de I'ADN
(Hussain et al., 2003).

3-2-Radicaux libres et pouvoir antioxydant

Un radical libre est une espéce caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’un €lectron non appari€ sur la couche €lectronique la
plus externe. Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERQ), on distingue un ensemble
restreint de ces composés qui jouent un rdle particulier en physiologie et que nous appelons
les radicaux primaires a savoir : I’anion superoxyde (O2¢°), le radical hydroxyle (+OH), le
monoxyde d'azote (NO¢), le radical peroxyle (ROQ") et le radical alkoxyle (ROs).
Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que I’oxygéne singulet 105, le
peroxyde d’hydrogene (H,0,) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composes biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

3-2-1- Origine de production des ERO
Les radicaux libres nocifs sont produits dans I’organisme au cours du métabolisme

normal. Cette production augmente en rapport avec 1’¢élévation de la consommation
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d’oxygéne (Gauche et Hausswirth, 2006). Plusieurs mécanismes et systéemes responsables de
la production de radicaux libres ont été identifiés jusqu’a présent, parmi eux nous citons :
» des fuites d’électrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie
(Aurausseau, 2002) ;
» des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activees (Milan,
2004 ; Van Antwerpen, 2006) ;
» du systéme xanthine déshydrogénase/ oxydase activé lors d’ischémie-reperfusion (Li et
al., 2002 ; Valko et al., 2004 ; Valko et al., 2006)
» d’exposition a des agressions de 1’environnement, comme les agents infecticux, la

pollution, les UV, la fumée de cigarette et le rayonnement (Tamer, 2003).

3-2-2- Dommages oxydatives des radicaux libres
Les phénoménes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de

I’organisme. L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient
lorsque D’intensit¢ de ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la quantité
d’antioxydants disponibles. La conséquence de ce déséquilibre va entrainer une agression
appelée « stress oxydatif » (Rahman, 2002). Tous les tissus et tous leurs composants peuvent
étre touches :
lipides, protéines, glucides et ADN (Aurausseau, 2002 ; Valko et al., 2006). Toutes ces
altérations augmentent le risque de plus de 30 processus de différentes maladies (Aruoma,
1998). Parmi les, nous citons, les maladie d’Alzheimer (Smith et al., 1996 ; Smith et al.,
2004), de Parkinson (Bolton et al., 2000), de Creutzfeldt Jacob et de méningo-céphalites (Ali
et al., 2008), les maladies cardiovasculaires et déficience cardiaque (Jha et al., 1995), les
oedemes et vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al., 2003) et le cancer (Ali et al.,
2008).
Les composés phénoliques peuvent jouer le role d’un antioxydant de différentes maniéres :
. Le piégeage direct des radicaux libres

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres oxygénés (X) par transfert
d’un électron ou d’un hydrogéne. Le radical aryloxyle formé est stabilisé par résonance.
L’¢lectron non apparié peut se délocaliser sur I’ensemble du cycle aromatique. Mais, il peut
continuer a évoluer selon plusieurs processus (dimérisation, dismutation, recombinaison avec
d’autres radicaux, réduction en molécule parent, oxydation en quinone) Soit en réagissant avec

des radicaux ou d’autres antioxydants, soit avec des biomolécules. L’activité antiradicalaire
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des phénols a été corrélée avec le potentiel d’oxydation des flavonoides (Van Acker et al.,
1996).
_ Chélation des ions métalliques (Fe**, Cu*?)

Le pouvoir antioxydant des flavonoides peut s’exercer par la complexation des métaux
de transition. En effet, ces derniers accélérent la formation d’espéces oxygénées réactives. Par
ailleurs, la complexation des flavonoides par des métaux de transition peut améliorer leur
pouvoir antioxydant en diminuant leur potentiel d’oxydation (Van Acker et al., 1996, Afanas
etal., 2001).

. Inhibition d’enzyme

Les flavonoides sont connus par leur pouvoir d’inhibition d’enzyme dont, en particulier,
les oxydo-réductases qui font intervenir au cours de leur cycle catalytique des especes
radicalaires  (lipoxygénase, cyclo-oxygénase, monoxygénase, xanthine oxydase,
phospholipase A2, protéine kinase...) (Van Acker et al., 1996).

. Régénération des antioxydants liés aux membranes comme I’a-tocopherol

Les ¢léments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydante optimale
ont été établis par plusieurs auteurs (Van Acker et al., 1996, Sroka, 2005, Aliaga & Lissi,
2004) (Fig. 4).

Figure 04. Eléments essentiels pour I’activité antioxydante des flavonoides (Chebil, 2006).

. La présence d’une fonction catéchol sur le cycle B

La configuration des hydroxyles du noyau B est le paramétre structural le plus
significatif de I’activité antioxydante. Les radicaux phénoxy sont stabilisés par la présence
d’un hydroxyle en ortho de celui qui a cédé son atome d’hydrogéne. En effet, cette stabilité
résulte de la délocalisation de I’électron non appari¢ et de la formation d’une liaison

hydrogene (Valko et al., 2004).
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. La présence d’un motif énone dans le cycle C
La double liaison entre C2 et C3 et la fonction carbonyle en C4 permet une
délocalisation électronique stabilisante du radical phénoxy (Valko et al., 2004).

. la présence de groupement hydroxyle en position 3

La glycosylation ou la méthylation de I’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit a
une diminution importante de ’activité antioxydante.

Cet effet est moins marqué lorsque les autres groupements phénoliques sont substitués.
La présence d’un groupement hydroxyle en position 3 renforce donc les propriétés

antioxydantes dans le cas ou le cycle C est insaturé (Heim et al., 2002).

3-3-Moyens de défense contre les radicaux libres
D’aprés Halliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogene
présente en faible concentration qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire
I’ampleur de la destruction oxydante des biomolécules.
Les systemes de lutte contre les ERO sont classés dans 3 catégories : la prévention a temps
plein (la prévention passive), la détoxification active suite a une attaque oxydante et la
détoxification passive (Virot, 2004).
3-3-1- Prevention a plein temps
Ce type est un systeme qui agit en permanence pour but de prévenir la surproduction
de radicaux libres de I’oxygene en inactivant les molécules endogenes (Fe, Cu) ou exogenes
(quinone) susceptibles de les générer. Par exemple, la liaison de la transferrine (protéine
chélatrice) avec deux atomes de fer ferrique par molécule a pH physiologique rend ce métal
incapable d’étre impliqué dans les mécanismes d’oxydoréduction génerateurs de radicaux
libres (Pryor, 2000).
3-3-2- Détoxification active suite a une attaque oxydante
Ce systeme de défense repose principalement sur 3 enzymes (Valko et al., 2006).
3-3-2-1- Super oxyde dismutase (SOD)
Il catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en hydrogeéne peroxyde (H20,) et
en oxygene.
SOD
20,°°+2H —» H)0,+0,
Dans I’étre humain, il y a 3 isoformes des SOD a cofacteurs métallique (Cu, Zn-SOD, Mn-

SOD) et sont localisés dans le cytoplasme et la mitochondrie (Landis et Tower., 2005).
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3-3-2-2- Catalase
Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes, elle permet de convertir
deux molécules de H,O, en H,0O et O, (Valko et al., 2006).
H,O; + H, Oy ——— 2 H,0+ 03

3-3-2-3- Glutathion peroxydase
Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice mitochondriale.
Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) (Valko et al., 2006).
GPx
2GSH (réduit) + H,O0, — GSSG (oxydé) + 2H,0

2GSH (réduit) + ROOH i GSSG (oxydé) + ROH + H,0
3-3-3- Détoxification passive

Elle permet la réduction des radicaux oxygénés qui ont pu passer les deux premieres
lignes de la défense. Elle incluse tous les antioxydants non enzymatiques capables de
neutraliser seulement un radical libre par molécule tels que les vitamines C et E, les
caroténoides, les composés phénoliques, les flavonoides, 1’albumine, 1’acide urique, les
polyamines, 1’acide lipoique, etc.... (Svoboda et Hampson, 1999 ; Valko et al., 2006).

3-3-3-1- Vitamine E (tocophérol)

Elle est considérée comme le principal antioxydant attaché a la membrane utilisé par
la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique. Durant la réaction antioxydante, le
tocophérol est converti en radical tocophérol beaucoup plus stable en perdant un hydrogéne
arraché par une espéce radicalaire (radical peroxyle) (Pryor, 2000 ; Valko et al., 2006).

3-3-3-2- Vitamine C (acide ascorbique)

Ses propriétés antioxydantes sont attribuées a sa capacité d’étre réduit en radical
ascorbyle apres la perte d’un électron ou d’un proton. Ce radical peut facilement s’oxyder en
captant 1’anion superoxyde et certaines espéces radicalaires (perhydroxyles et peroxyles)
(Valko et al., 2006 ;VVan Antwerpen, 2006).

3-3-3-3- Caroténoides

L’activité antioxydante de ces molécules repose principalement sur la présence de

nombreuses doubles liaisons conjuguées au sein de leur structure (Mortensen et al., 2001).
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Généralement, elles interagissent avec les radicaux libres (ROO°, R°) par 3
mécanismes, soit par 1’abstraction d'hydrogéne, transfert d'électron et addition du radical (El-
Agamey et al., 2004).

3-3-3-4- Acide lipoique (acide 1,2-dithiolane-3-pentanoique ; CgH140,S,)

Cet acide est aisément absorbé et converti rapidement dans de nombreux tissus a la
forme réduite dithiol, 1’acide dihydrolipoique (Fig.5) (Smith et al., 2004). Il joue un role
important dans le piégeage des ERO, la régénération des antioxydants endogenes et exogenes
tels que les vitamines C et E et le glutathion, la chélation des métaux Cu*? et Fe*? (Valko et
al., 2006).

s—3 SH SH
— W\
COOH
AE® =-320 mV COOH
Acide a-lipoique Acide dihydrolipoique

Figure 05: Structure de I’acide lipoique et 1’acide dihydrolipoique (Valko et al., 2006)

3-3-3-5- Alumine
Il se trouve en grande quantité dans le plasma posséde une fonction thiol qui lui
permet de jouer un antioxydant puissant & fixer les différents métaux (Cu®*, Fe**...) et de

prévenir leur effets oxydants (Halliwell et Gutteridg, 1990 ; Quinla et al., 1992).
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1- Matériel végétal
La passerine hérissée (Thymelaea hirsuta) est I'objet de notre étude. Le choix des

plantes de la passerine dans les deux zones a été basé sur 1’observation visuelle on choisissant

des plantes adultes de méme hauteur, en évitant les plantes malades (Fig.6).

Figure 06 : Différentes parties de la plante de Thymelaea hirsuta (photos personnelles)
A : Racine pivotante ; B : Tige fleurie et feuillée

2- Situation géographique des stations d’étude
Les plantes ont été récoltées dans deux régions de la wilaya de Tébessa, Bekaria et
Bir El Ater (B’tita), d’ou 3 plantes ont été prises de chaque région (Fig.7).
2-1-Bir el-Ater
Bir el-Ater est une commune de la wilaya de Tébessa, située a 87 km au sud de Tébessa,
elle est connue pour ses grands paturages et la mine de phosphate de Djebel Onk.
Notre zone d’étude est située a 34°43°44.59°° N et 8°04°03.34"’E et une altitude de 849 m.
2-2-Bekkaria
Bekkaria, appartient a la daira d'El Kouif, wilaya de Tébessa, Bekkaria est située a 12 km
au sud-est de Tébessa.

Notre zone d’étude est située a 35°30°21.16>> N 8°13°07.82”’E et une altitude de 1136 m.
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Figure 07 : Situation géographique des stations d’étude (Wikimédia, 2012)
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3- Méthodes d'analyse
3-1- Etude ethnobotanique

Pour connaitre les utilisations traditionnelles de la plantes une enquéte ethnobotanique
est effectuée aupres de la population des wilayas de Tébessa et khenchela.

Un nombre de 30 personnes agées de 40 a 70 ans (20 hommes et 10 femmes) ont été
questionnées, Les questions posées ont éte claires, simples et compréhensives posées en
arabes concernant 1’utilisation de la plante (Annexe 01).

3-2-Caractéristiques pédologiques
L’analyse du sol a été faite au niveau de laboratoire de FERTIAL Annaba pour les
parametres physico chimiques suivants :
e Texture
e Conductivité électrique (salinité)
e pH
e Calcaire total
e Matiére organique
e Azote total
e Phosphore assimilable (méthode Olsen)
e Potassium échangeable
e Magnésium échangeable
e Sodium Echangeable
3-3-Préparation de la matiére végétale

Les plantes ont été triées, séparées et séchées a I'ombre dans un endroit bien aére,
ensuite les parties végétales racines, tiges et feuilles ont été bien broyées séparément des
utilisations ultérieurs.

4- Analyses physico-chimiques

4-1-Teneur en cendre et en matiere organique

Le but est de déterminer la teneur en matiére minérale (MM) dans les plantes, de
facon a calculer la quantité de matiere organique (MO) Jarrige (1985). Elle représente la
différence entre la matiére seche (MS) et la matiére minérale; Donc:

MM = MS - MO
La minéralisation est faite a 550°C dans un four a moufle pendant 24 heures dans le but de

réduire la matiére organique. Les cendres représentent le poids des minéraux dans la plante.
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Ces analyses ont été réalisées sur chaque partie (feuille, tige et racine) des 3 plantes, avec 2
répétitions par plantes.
4-2-Le screening phytochimique

Ce sont des reactions de mise en evidence pour identifier la présence des substances
chimiques au niveau des parties végétales (Dohou et al ., 2003).

Ce screening chimique a été reéalisé sur 03 échantillons pour chaque partie végétale.

4-2-1- Recherche des flavonoides

5 g de materiel végétal placés dans un erlenmeyer sont infusés dans 50 ml d’eau
distillée pendant 30 minutes, aprés filtration, 6 ml d’infusé sont prélevés et repartir dans 3
tubes & essai a raison de 2 ml par tube.
Additionner respectivement a 1’infusé contenu dans les 3 tubes a essai, 1 ml de NaOH 1N, 1
ml d’eau distillée et 1 ml de HCI concentré puis ajouter des copeaux de magnésium.

Les flavonoides donnent les réactions de coloration caractéristique. Jaunatre- rougeéatre
(Dohou et al ., 2003)

4-2-2- Recherche des leucoanthocyanes

5 g de matériel végétal placés dans un erlenmeyer sont infusés dans 50 ml d’eau
distillée pendant 30 minutes, aprés filtration, 6 ml d’infusé sont prélevées et repartis dans 3
tubes a essai a raison de 2 ml par tube; a 1’infusé on additionne, 1 ml de NaOH 1N, 1 ml
d’eau distillée et 1 ml de HCI concentré. Puis les tubes sont mis au bain marie.
L’apparition de la couleur rouge confirme la présence des leucoanthocyanes (Dohou et al .,
2003).

4-2-3-Recherche des quinones

5 g de mateériel végétal broyé sont humectés de quelques gouttes de HCI concentré.
Puis mis a macérer pendant 24 heures dans un erlenmeyer fermé et contenant 10 ml d’éther de
pétrole. Apres filtration, 2 ml de filtrat sont agités avec 2 ml de NaOH a 10%. La coloration
rouge virant au violet apparait en présence des quinones (Dohou et al ., 2003).

4-2-4-Mise en évidence des anthocyanes

5 g de matériel végétal sont placés dans un erlenmeyer puis infusés dans 50 ml d’eau
distillé pendant 30 minutes. Apres filtration, & 2 ml d’infusé on ajoute quelques gouttes
d’ammoniaque sont ajoutées, la réaction donne une coloration bleu en présence d’anthocyanes
(Dohou et al ., 2003).

4-2-5-Recherche des tanins

5 g de matériel végétal sont infusés dans 50 ml d’eau bouillante contenue dans un

erlenmeyer pendant 30 minutes ; 2 ml de I’infusé sont prélevés et mis dans un tube a essai
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auquel on ajoute quelques gouttes de chlorure ferrique a 1%. L’apparition d’une coloration ou
la formation d’un précipité indique la présence des tanins catéchiques.

2 ml de I’infusé sont placés dans un tube a essai saturé¢ en acétate de sodium et en plus
de quelques gouttes de FeCls. La formation d’un précipité indique la présence des tanins
galliques ou des colorations bleue- vert, bleue- sombre et vert (Dohou et al ., 2003).

4-2-6-Recherche des stéroides

1 g de matériel végétal est macéré pendant 24 heures dans 1’éther de pétrole ou dans le
benzéne. Apres filtration, le solvant est évaporé au bain de sable. Le résidu est récupéré par 1
ml de chloroforme, 1 ml d’anhydride acétique et 3 gouttes d’acide sulfurique concentré. Il se
produit une coloration violette devenant progressivement verte. La coloration verte se
stabilise au bout de 30 minutes et indique la présence des stéroides (Dohou et al ., 2003).

4-2-7-Recherche des terpenoides

1 g de mateériel végétal est macére pendant 24 heures dans 1’éther de pétrole ou dans le
benzeéne. Apres filtration, le solvant est évaporé au bain de sable. Le résidu est récupéré par 1
ml de chloroforme, 1 ml d’anhydride acétique et 3 gouttes d’acide sulfurique concentré, en
plus I’ajout de quelques gouttes du réactif de Hirschon (acide trichloracétique)

Il se produit une coloration rouge qui indique la présence des terpenoides (Dohou et al .,
2003).

4-2-8-Recherche des coumarines

1 g de la poudre végétale est placé dans un tube a essai en présence de 2 ml d’eau
distillée. Le tube est recouvert avec un papier imbibé d’une solution de NaOH et porté dans
un bain marie pendant quelques minutes. Puis on ajoute 0.5 ml de NH4OH dilué (10%) deux
taches sur un papier filtre sont examinés sous la lumiere ultraviolette a 200 nm. La
fluorescence des taches confirme la présence des coumarines (Rizk, 1982).

4-2-9-Recherche des alcaloides

1g de poudre végétale est mise a macérer dans 10ml de méthanol a la température
ambiante pendant 24 heures, I’évaporation est faite a 1’étuve a 50°C pendant 4 heures.

Le résidu est recueilli deux fois par 2 ml de solution chaude d’acide chlorhydrique 1%.
La solution acide est ajoutée de I’ammoniaque concentrée et 15 ml de Chloroforme le tout
dans une ampoule a décanter.

On laisse évaporer a I’air libre ou au rotavapeur, au résidu obtenu on ajoute 0,5 ml de
HC1 1% apres agitation.

Ainsi, les alcaloides ayant été protonés sont supposes étre passés en phases agqueuses.

Six .gouttes de la phase aqueuse sont disposées sur une lame porte-objet, auxquelles on ajoute
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le réactif de Wagner. En présence d’alcaloide on obtient une coloration jaune (Dohou et al .,
2003).

5- Extraction des composes phénoliques
Macération et récupération de 1’extrait brut

La macération est faite dans 1’éthanol /eau (30/70 v/v) pour 1 g de poudre végetal,
pendant 72 heures avec renouvellement du solvant chaque 24 heures et agitation de temps en
temps.

Les macéras des 3 jours pour chaque échantillon sont réunis puis filtrés sur papier
filtre, puis évaporeés a sec dans I’étuve a 55°C.

Le résidu sec est repris dans 30 ml d’eau distillée bouillante, apres une décantation de
toute une nuit on récupere la phase limpide qui va subir des affrontements par 1’éther de
pétrole : pour éliminer les pigments chlorophylliens, caroténoides et les lipides, tous
composés non phénoliques (Dohou et al ., 2003)..

6- Dosages

6-1- Dosage des polyphénols totaux

La méthode de dosage des polyphenols totaux est celle de folin-ciocalteu (Li et al.,
2007), elle consiste a prendre un volume de 200 ul de I’extrait, un volume du réactif folin-
Ciocalteu (dilué dix fois : 9V eau + 1V folin) était ajouté. Apres 4 mn, un volume de 800 pl
de carbonate de sodium (Na,COs3) (75 mg/100ml % dans ’eau distillée) a été versé sur la
solution.

Les tubes ont été placés a 1’obscurité, apres les deux heures, les résultats étaient lu par
spectrophotometre a 765 nm, la concentration des polyphenols totaux est déduite a partir
d’une gramme d’étalonnage établie avec de 1’acide gallique (0-180 pg /ml).

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de
matiére séche (MS) (mg EAG/g / MS) (Li et al., 2007)
La quantité des polyphénols totaux est calculée par 1’équation suivante :

C=c.v/m

C : contenu total des polyphénols (mg équivalent acide gallique /g de matiére seche)
¢ : concentration d’acide gallique (mg/ml)
v : volume de ’extrait (ml)

m : masse de la matiere séche (g)
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6-2-Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits ; 1 ml de chaque extrait (avec dilution convenable) est ajouté a 1
ml d’une solution d’ALCL3 (2% dans le méthanol) aprés 10 minutes de réaction, I’absorbance
est lue a 430 nm. La concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme
d’étalonnage établie avec la catéchine (0-40 pg /ml). Les résultats sont exprimés en
milligramme d’équivalent de catéchine par gramme de matiere seche (mg EQ/g /MS)
(Bahorun et al.,1996).
La quantité des flavonoides est calculée par 1’équation suivante :

C=c.v/m

C : contenu total des flavonoides (mg d’équivalent de catéchine par gramme de matiére séche)
¢ : concentration d’acide gallique (mg/ml)
v : volume de I’extrait (ml)

m : masse de la matiere séche (g)

6-3-Dosage des flavonoides aglycones
Le dosage différentiel des flavones et des flavonols est effectué en se basant sur les
propriétés chélatantes d’A1CI3 a 1% en solution dans I’éthanol 95 1ml de I’extrait et 1 ml
d’AlCI3. La mesure de la densité optique est effectuée au spectrophotomeétre UV-visible a
380nm aprés 10 mn de réaction (Akinmoladun et al., 1975).
6-4-Dosage des anthocyanes
Selon Ribéreau-Gayon et al. (1965) le dosage des anthocyanes d’un extrait végétal
s’effectué en utilisant deux propriétés dues a leurs structures : la modification de leurs
couleurs en fonction du pH ; la transformation en dérivés incolores sous I’action de certains
réactifs comme les ions bisulfite. Ainsi, la variation de 1’absorbance lue a 520 nm apreés
addition d’ions bisulfite en exces, est proportionnelle a la teneur en anthocyanes.
Dans un tube a essai un mélange de 1 ml de I’extrait végétal et 1 ml d’éthanol a 95 % et 20
ml de la solution d’HCI 2%. La lecture se fait 8 520 nm comme suite :
Cuve A : 5ml du mélange + 2ml d’eau distillée.
Cuve B: 5 ml du mélange + 2ml de bisulfate de sodium a 150g/I
On traite d’abord les cuves sans bisulfite pour éviter toute décoloration par les résidus
(Ribéreau-Gayon et al.,1965).
Concentration en anthocyanes totales se calcule par la formule:

Concentration en anthocyanes totales = 875* (Do tube témoin - Do tube bisulfite)
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6-5- Estimation quantitative des Tanins condensés

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide
(Heimler et al., 2006). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les
unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a
500 nm. 400ul de chaque extrait, est ajouté a 3ml d’une solution méthanolique a 4% de
vanilline, et 1.5ml d’acide chlorhydrique concentré. Aprés 15 mn de réaction, 1’absorbance est
lue & 550 nm.

La concentration des tanins condensés est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage
¢tablie avec I’acide tannique 1g/1.

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de 1’acide tannique par
gramme de matiére seche (mg ACT/ g MS) (Heimler et al., 2006).

/- L’activité antioxydante

L’activité antioxydante a été testée par la méthode réduction de fer : FRAP (Ferric
Reducing Antioxydant Power).

7-1-Principe

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe*® présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe*?, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune du
fer ferrique (Fe) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe*?), 'intensité de cette coloration est
mesuré par spectrophotométrie a 700 nm.

7-2-Procédure expérimentale

Cette méthode est déterminee en utilisant la technique de Yildirim et al., (2001). Les
différentes concentrations des extraits (0.5 ml) sont mélangées avec 1.25 ml de la solution
tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 1.25ml de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)s] (1%).
Les mélanges sont incubés a 50°C Aprés 20 min, 2.5 ml de I’acide trichloracétique (10%)
sont additionnés pour stopper la réaction. Le tout est centrifuge a 3000 tours pendant 10 min.

A la fin, 1.25ml du surnageant de chaque concentration est mélange avec 1.25 ml de
I’eau distillée et 250 ml de FeC13, 6 H,0 (0.1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm.

L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de
la réduction de fer. L’acide ascorbique est utilis¢ comme contrdle positif.

La concentration IC50 qui est définie comme la concentration des antioxydants
nécessaire pour réduire 50% de la concentration initiale du thiocyanate ferrique est un indice
utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances
bioactive (Yildirim et al., 2001).
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8- Analyse statistique
Chaque expérience est répétée trois fois, les valeurs sont représentées par la moyenne * écart
type. Les résultats ont été analysés par le test ANOVA et la valeur p détermine la signification
ou p <5%, p<1 % et p <1 %o, sont significative, hautement significative et trés hautement
significative respectivement. Avec une comparaison de moyenne par le test de Tukey a

p<0.05; le logiciel utilisé est minitab 17.
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1- Résultats

1-1- Enquéte ethnobotanique

Notre enquéte a ciblée 30 personnes (20 hommes et 10 femmes) agees de 40 a 70 ans qui
habitent dans les zones rurales riches en plantes médicinales dont la plante d’étude Thymelaea
hirsuta.

Les réponses des personnes aux questions posées (Annexe 01) sont résumées dans la
(Fig.08), qui montre I’importance d’utilisation des plantes meédicinale. Les personnes
connaissant la plante methnane sont de 30 %, dont 23% ne connaissent pas ses aires de
répartition dans la nature et avec 10% seulement des personnes questionnées ont une idée sur
I’utilisation de la plantes ou connaissent des personnes 1’ayant déja utilisée.

Dans la région de Tébessa, la plante Thymelaea hirsuta est utilisée contre certaines
infections microbiennes, hémorroides et anti-inflammatoire.

Cette plante est utilisée en médecine traditionnelle par plusieurs méthodes : une pate
mélangée avec du savon pour le traitement des hémorroides, un mélange avec huile d’olive
comme un anti- inflammatoire et aussi une boisson pour les femmes souffrant lors de la
grossesse. D’apres les gens de la région d’ouled hamla, la passerine herissée est utilisée chez
les femmes qui perdent leurs grossesses avant terme. Le traitement consiste a boire une tisane
de passerine chaque nuit avant de dormir, le traitement commence juste aprés les regles, est

dure 15jours.

B Question 01
B Question 02
= Question 03
B Question 04
® Question 05
= Question 06

Question 07

Figure 08: Pourcentages des réponses de ’enquéte ethnobotanique

sur Thymelaea hirsuta
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1-2-Données climatiques de deux zones d’étude
La zone de Bekkaria est caractérisée par une température moyenne annuelle 15,7°, et une
guantité moyenne de précipitations égale a 372,8 mm (1972-2015). La zone de Bir EI Ater
caractérisee par une température moyenne annuelle 14,66°, et une quantité moyenne de
précipitations égale a 167,68 mm (1997-2001). (météo Tébessa).
1-3- Analyse péedologique
Le tableau 05 regroupe les caractéristiques physico-chimiques des analyses pédologiques
des zones d’étude.

Bekkaria : le sol a une texture Sableuse compose de sable 72 %, Limon 20 % et
I’argile 08 %. Selon Olsen, Olsen et al, (1954), la teneur en P est moyenne, Sol modérément
calcaire (5 - 25%) et la matiere organique est faible

Bir El Ater : Le sol a une texture limono- sableuse composé de sable 48 %, limon
40 % et argile 12 %.

Dans les deux régions le sol ne présente pas de problemes de salinité. Le pH du sol est
alcalin (9.33 et 8.42) respectivement pour Bekkaria et Bir el ater, il ce peut qu’il présente des
problémes d'assimilation de micro-éléments. En général le sol est de fertilité trés faible vu la
teneur en matiére organique, ce qui a un effet trés négatif sur les caractéristiques physico-
chimiques du sol.

Le phosphore est moins disponible dans la zone de Bir EI Ater, comparativement a
celui de la zone de Bekkaria ou sa disponibilité est normale. Dans la zone de Bakkaria la perte

de I’azote (par lixiviation) est plus importante que celle de la zone de Bir El Ater

Tableau 05 : Caractéristiques physico-chimiques des analyses pédologiques des zones

d’¢étude
Bir El Ater Bekkaria
Conductivité (1/5mSicm) 0,15 Non sale Conductivité (1/5 mSlem) 0,18 Non salé mS/cm
pH eau (1/2.5) 842 Alcalin pH eau (1/2.5) 9,33 Trés alcalin
CIN 6.78 Faible CIN 7.99 Faible
% p.p.m. % p.p.m.

Carbonates 17.91 179100,00 Carbonates 713 71300.00 %,
Calcaire actif Calcaire actif - - %
Matiére organique 0.7 7000.0 Matiére organique 0,55 550000  |o,
Azcte Total 0.08 600,00 Azote Total 0,04 400,00 I

meq/100gr P-p-m. meq/100gr p.p.m.
Phosphore (Olsen) 0,02 6,09 Phosphons (Olsen) 0.04 1222 p.p.m.
Potassium échangeable 0.3 109,5 Potassium échangeable 0.1 50.8 meq/100gr
Magnésium échangeable 1,0 1204 Magnésium échangeable 0.7 80.3 meq/100gr
Calcium échangeable 271 54348 Calcium échangeable 19,2 3857,7 meq/100gr
Sodium échangeable 0.1 522 Sodium échangeable 0,04 9,20 meq/100gr
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1-4- Analyses physico-chimiques
La connaissance du taux d’humidité, ainsi que du taux de cendres, nous permet
d'apprécier la qualité de la matiére premiére mise en ceuvre.
1-4-1- Le taux de Cendres
Le taux de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans un

échantillon. Il est dans la (fig.9)
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Figure 09: Le taux de Cendres des plantes des deux zones

Le taux de cendre est plus élevé chez les tiges que les autres parties avec 24,83 % et
26,16 % respectivement dans Bekkaria et Bir EI Ater, par contre les deux zones ne semblent
pas si différentes.

L’analyse statistique a montrée une différence hautement significative uniquement
entre les parties des plantes. (Tab.6)

Le test de Tukey a affiché une différence significative entre la teneur en cendre des
tiges (A) et celui des feuilles et racines (B) qui représentent les teneurs les plus faibles.
(Annexe 03)

Tableau 06: Analyse de Variance statistique de teneurs en cendre de différentes
parties de plante étudiée

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
zone 1 5,014 5,014 0,64 0,438
partie 2 132,583 66,292 8,43 0,004x**

Error 14 110,028 7,859
Lack-of-Fit 2 38,361 19,181 3,21 0,076
Pure Error 12 71,667 5,972

Total 17 247,625

**: hautement significative
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1-4-2- Rendements des extraits bruts
L’extraction des composés phénoliques par le mélange méthanol-eau des plantes

étudiées, a permis de déterminer les rendements de leurs extraits bruts.

16
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—— M Bekkaria
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1

Feuilles Tiges Racines

Figure 10 : Rendements des extraits bruts des différentes parties vegétales des deux
zones

L’analyse de la variance n’a montrée aucune différence significative ni pour le facteur zone

entre les parties. (Tab.7)

Tableau 07 : Analyse de Variance statistique de rendement des extraits phénoliques

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
zone 1 0,4489 0,4489 0,69 0,412
partie 2 2,2827 1,1414 1,75 0,189

Error 32 20,8244 0,6508
Lack-of-Fit 2 1,2797 0,6399 0,98 0,386
Pure Error 30 19,5447 0,6515

Total 35 23,5560

1.5.Analyses phytochimiques qualitatives et quantitatives

1.5.1. Analyse qualitative

La phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des
réactifs chimiques spécifiques réalisée sur la poudre de chaque échantillon végétal génere
pour une premiére estimation les données préliminaires sur les constituants des extraits. Le
résultat de ce criblage phytochimique est résumé dans le (Tab.10). Il révéle la présence ou
I’absence d’un principe actif.

Effectivement des groupes de composés sont identifiés dans tous les extraits : Les
Flavonoides, Les Leucoanthocyanes, les Tanins Catéchiques, Les Stéroides, et les Alcaloides.
En revanche, les terpenoides et les quinones sont absents. Par contre les saponines ne sont

présentes qu’au niveau des tiges.
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Tableau 08 : Résultat de la phytochimie qualitative des différentes parties des plantes.

Bekkaria | Bir El ater
FITIRIF|T|R

Flavonoides + 4+ |+ + |+ |+

Leucoanthocyanes |+ |+ |+ |+ | + | +

Quinones == -]-1-

Tanins Catéchiques | + |+ |+ | + | + | +

Tanins Galliques N A

Stéroides +l+ [+ + |+ |+
Terpenoides N I I
Saponines -+ =] -+ -
Alcaloides ++ [+ |+ |+ |+

+: laprésence ; - : I’absence; F : Feuilles: T : Tiges; R : Racines

1.5.2. Analyses quantitatives
1.5.2.1. Teneurs en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux, donne une estimation globale de la teneur des
différentes classes des composés phénoliques contenus au niveau de I'extrait hydro-
methanolique de la poudre de nos échantillons.

Avant de procéder a la détermination de la teneur en composés phénoliques , une
courbe d'étalonnage est établi en utilisant I'acide gallique comme composé de référence
(annexe 04), les teneurs en polyphenols totaux des échantillons des deux zones sont consignés
dans la (fig.11)
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Figurell: Teneurs en polyphénols totaux des parties végétales de Thymelaea hirsuta des
deux zones
La teneur en polyphenols totaux des difféerents échantillons des deux zones varie entre

20,41 + 2,16 mg EAG/ g MS des tiges de la zone 1 et 23,27 + 1,84 mg EAG/ g MS des
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racines de la zone 1 ou les tiges de la zone 01 sont les plus faibles par rapport aux autres
parties, la teneur en polyphenols totaux des racine de la zone 1 est la plus élevée (23,27 £ 1,84
mg EAG/ g MS).

L’analyse statistique de variance n’a montrée aucune différence significative pour les
deux facteurs zones et parties. (Tab.09)

Tableau09: Analyse de Variance statistique de teneurs en polyphénols totaux de différentes
parties de plante etudiée

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
zone 1 10,990 10,990 2,64 0,114
partie 2 7,146 3,573 0,86 0,433

Error 32 133,154 4,161
Lack-of-Fit 2 20,138 10,069 2,67 0,085
Pure Error 30 113,016 3,767

Total 35 151,290

1.5.2.2. Teneur en flavonoides
La quantité des flavonoides dans nos extraits a été déterminée a partir de la courbe
d'étalonnage de la catéchines (annexe 05). Les resultats obtenus exprimés en milligrammes

par gramme de la matiére séche en équivalent du catéchine, sont consignés dans la (fig.12)
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1,20 - —
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0,40 - -
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Feuilles Tiges Racines

Figure 12: Le taux des flavonoides dans les deux zones des différentes parties végétales

La teneur des flavonoides varie entre 1,29 + 0,16 mg EAC /g MS dans les tiges de la
zone 2 qui est la plus faible et 1,66 + 0,09 mg EAC /g MS, des racines de la zone 01 qui est la
plus élevée, en revanche les flavonoides dans la zone de bekkaria sont plus élevées de bir el
ater, 1,61; 1,46 et 1,66 mg EAC /g MS respectivement des feuilles, tiges et racines.

L’analyse de variance a montrée une différence tres hautement significative entre les

zones en revanche aucune différence significative a été affichée entre les parties. (Tab.10)
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Le test de Tukey fait ressortir deux groupes différents (A et B) pour les deux zones
respectivement, sachant que les valeurs les plus faibles sont celles de bir el Ater. (Annexe 03)

Pour les parties le test affiche un seul groupe, donc aucune différence significative.

Tableau 10: Analyse de Variance statistique de teneurs en flavonoides de différentes parties
de plante étudiée

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
zone 1 0,40251 0,40251 25,39 0,000%***
partie 2 0,03693 0,01846 1,16 0,328

Error 26 0,41210 0,01585
Lack-of-Fit 2 0,09987 0,04993 3,84 0,036%
Pure Error 24 0,31223 0,01301

Total 29 0,8515

***: trés hautement significative
*: significative
1.5.2.3. Teneur en anthocyanes
La quantité en anthocyanes dans nos extraits a été déterminée a partir de 1’équation :
Les résultats obtenus exprimeés en milligrammes par gramme de matiére seche, le taux des

anthocyanes totaux des échantillons des deux zones sont consignés dans la (fig.13)
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Figure 13: Teneurs des anthocyanes totaux dans les deux zones

La teneur des anthocyanes totaux varie entre 0,87 + 0,12 mg/g MS dans I’extrait des
tiges dans la zone 01 qui est la plus faible et 2,73 £ 0,29 mg/g MS dans I’extrait des feuilles
des plantes de la zone 2 qui est la plus élevée.

Les teneurs en anthocyanes totaux des trois parties des plantes de la zone 2 sont
élevées par rapport celles de la zone 01 ou les feuilles de la zone 2 présentent une teneur
importante (2,73 = 0,29 mg/g MS)

D’aprés I’analyse de la variance, des différences tres hautement significatives entre les

deux zones, ainsi que les parties. (Tab.11)
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Le test de Tukey a montré I’existence de deux groupes différents I’un (A) qui
représente la zone 02 qui a des valeurs plus élevees comparativement aux valeurs de la zone
01(B).

Pour le facteur partie le test montre deux groupes I’un (A) représente les feuilles qui

ont la valeur la plus élevée a celle du groupe (B) (tiges et racine) (Annexe 03)

Tableau 11: Analyse de Variance statistique de teneurs en anthocyane total de différentes
parties de plante étudiée

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
zone 1 1168,7 1168,66 14,22 0,001***
partie 2 3723,4 1861,71 22,65 0,000***

Error 20 1643,7 82,19
Lack-of-Fit 2 1328,6 664,30 37,94 0,000%***
Pure Error 18 315,1 17,51

Total 23 6535,8

***: trés hautement significative

1.5.2.4. Teneur en flavonoides aglycones
La quantité des flavonoides aglycones dans nos extraits a été déterminée a partir de la
courbe d'étalonnage du catéchines (annexe 05). Les résultats obtenus exprimés en
milligrammes par gramme de la matiére seche en équivalent du catéchine, le taux de

flavonoides aglycones des échantillons des deux zones sont consignés dans la (fig.14)
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Figure 14: Teneurs des flavonoides aglycones dans les deux zones et les parties végetales

La teneur des flavonoides aglycones varie entre 2,74 + 0,42 mg EAC /g MS dans les
tiges de la zone 2 qui est la plus faible et 3,11 + 0,36 mg EQ /g MS dans les feuilles des
plantes de la zones 1 qui sont les plus élevées.

On observe que les teneurs en flavonoides aglycones des extraits des plantes de la

zone 01 sont plus élevées que celle de la zone 02.
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Selon I’analyse statistique on n’observe aucune différence significative pour tous les

parametres. (Tab.12)

Tableau 12: Analyse de Variance statistique de teneurs en flavonoides aglycones de
différentes parties de plante étudiée

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
zone 1 0,24470 0,24470 1,87 0,181
partie 2 0,38185 0,19093 1,46 0,247

Error 32 4,17871 0,13058
Lack-of-Fit 2 0,03753 0,01877 0,14 0,873
Pure Error 30 4,14118 0,13804

Total 35 4,80526

1.5.2.5. Teneur en tanins condensés
La quantité des tanins condensés dans nos extraits a été déterminée a partir de la
courbe d'étalonnage en acide tannique (annexe 06). Les résultats obtenus exprimés en
milligrammes en équivalent d'acide tannique, le taux des tanins condensés des échantillons

des deux zones sont consignés dans la (fig.15)
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Figure 15: Teneurs des tanins condensés dans les deux zones et les parties végétales

La teneur des tanins condensés varie entre 0,63 + 0,03 mg EAT / g MS des racines de
la zone 2 qui est la plus faible, et 0,66 = 0,03 mg EAT / g MS dans I’extrait des feuilles de la
zone 02 qui est la plus élevées.

L’analyse de la variance a montrée aucune différence significative ni pour les zone ni les
parties. (Tab.13)
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Tableau 13: Analyse de Variance statistique de teneurs en tanins condensés de différentes
parties de plante étudiée

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
zone 1 0,000707 0,000707 0,32 0,579
partie 2 0,001970 0,000985 0,44 0,649

Error 26 0,058203 0,002239
Lack-of-Fit 1 0,001840 0,001840 0,82 0,375
Pure Error 25 0,056363 0,002255

Total 29 0,060405

1.5.3. Test de I'activité anti oxydante : Réduction de fer (FRAP)
L'activité anti oxydante des deux extraits a été évaluée en utilisant la méthode FRAP.

L’activité anti oxydante en utilisant FRAP des échantillons des deux zones sont consignés
dans la (fig.16).

9,00
8,00

7,00 I l I

6,00 —

5,00 T —

MW Bekkaria
4,00 —

Bir El Ater
3,00 - —

2,00 - —
1,00 - —

L'activité anti oxydante par FRAP
Mg EAA g MS

0,00 T T )

Feuilles Tiges Racines

Figure 16: L’activité anti oxydante des différentes parties végétales dans les deux zones
testée par FRAP

L’activité anti oxydante dans 1’extrait des feuilles des plantes de la zone 01 est la plus
faible (03,25 + 0,39 mg EAA / g MS), par contre elle est la plus élevées au niveau des tiges de
la zone 02 (07,44 + 0,38 mg EAA / g MS).

En revanche I’activité anti oxydante est ¢levée dans les extrais de toutes les parties des

plantes de la zone 02 par rapport aux plantes de la zone 01.
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Tableau 14: Analyse de Variance statistique de L’activité anti oxydante des différentes
parties végétales dans les deux zones testée par FRAP

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
zone 1 90,319 90,3189 409,67 0,000 **x*
partie 2 4,818 2,4090 10,93 0,000**~*

Error 32 7,055 0,2205
Lack-of-Fit 2 2,636 1,3181 8,95 0,001***
Pure Error 30 4,419 0,1473

Total 35 110,512

L’analyse de la variance a fait ressortir des différences trés hautement significatives pour
les deux facteurs zones et parties. (Tab.14)
Le test de tukey a affiché deux groupes de zones, le groupe A représente la zone de Bir

El Ater avec la valeur antioxydante la plus élevée (Annexe 03).
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2.Discussion générale

La comparaison de la végétation de deux stations d’études meéne a comparer les
conditions climatiques et édaphiques.

La comparaison des deux Zones montre pour les propriétés du sol que :

Bekkaria a un sol Iéger, avec un trés bon drainage, la matiére organique est décomposée avec
une faible fertilité, et une perte importante d’¢éléments azotés par lessivage et aussi du a la
capacité du sol a libérer I'azote. La teneur en phosphore assimilable est normale (0.04 ppm),
ce qui favorise le bon développent du systéme racinaire de la plante et surtout avec la teneur
faible en carbonates (7.13 %). Il est donc difficile qu'il y ait des fixations de phosphore qui
réduisent sa disponibilité. Il peut y avoir carence induite de Mg par excés de Ca. La teneur en
K est faible (0.1 meq/ 100 g).

Bir El ater a un sol moyennement léger, avec un drainage moyen et une capacité de
rétention de l'eau et des éléments nutritifs un peut faible. Le faible rapport carbone/azote
indigue une minéralisation rapide de la matiére organique du sol. La teneur en phosphore est
faible (0.02 ppm) et il y a risque de rétrogradation du phosphore ce qui réduit sa disponibilité
par rapport a la teneur normal en carbonates (17.91 %) . Il peut y avoir carence induite de Mg
(1.0 meq / 100 g). par exces de Ca. La teneur en K est normale (0.3 meq / 100 g). et le
rapport K/Mg est normal aussi, donc pas de risque de carence en K.

Les sols sont moyennement différents pouvant influencer la croissance et le
développement des populations végétales.

La comparaison du climat des deux zones montrent que Bir al ater est plus chaud et
avec moins de précipitations que Bekkaria, ce qui préconise une concentration de métabolites
secondaires comme moyen de défense par la plante contre un stress hydrique.

Le passage a la mise en évidence et aux dosages a permis de faire certaines déductions

La détection colorimétrique des composés phénoliques de poudre végétale met en
évidence divers métabolites secondaires dont les flavonoides, les leucoanthocyanes, les tanins
catéchiques, les stéroides et les alcaloides, détectés dans toutes les parties végétales (feuilles,
tiges et racines) de la plantes Thymelaea hirsuta. Les travaux de Ouda-Amari et al., (2014)
montrent la présence de tous les composés testes en screening chimique en plus des quinones
et les terpenes. Aussi Dohou et al. (2003) montrent que les différents organes de T. hirsuta
contiennent des tanins catéchiques alors que certaines autres Thymelaeacées telle que T.
lythroides contiennent aussi bien le type gallique que catéchique. La présence des alcaloides

dans nos echantillons peuvent rendre la plante indigeste pour le cheptel (Lastherme, 2009)
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La présence de la plus part des composés phénoliques dans les trois parties végétales
(feuilles, tiges et racines) donne une importance a T .hirsuta comme une source médicinale
non négligeable. Pour bien exploiter cette plante il faut déterminer les concentrations de tous
ses principes actifs d’une maniére a connaitre leurs complémentarités, d’ou, la complexité de
I’effet simple de chacun.

Pour la teneur en cendre, les résultats obtenus sont confirmes par les travaux de Turner
(1956), Lambercy (1993), De Monmollin (1997) et Brill (1999), qui montrent que les cendres
ont des compositions trés variées, influencées par la nature de 1’espece végétale, la partie
prélevée (feuillage, branche, tronc, ...), la saison et le sol.

La phytochimie quantitative a révélé des taux notables et variables en polyphénols et
flavonoides.

Le dosage des polyphénols totaux a donné des valeurs proches entre toutes les parties de
plante et méme entre zones, ce qui explique que pour le total des polyphénols des deux
populations de la plante n’a subi aucune influence relative aux conditions pédoclimatiques sur
les différentes parties végétales dont les valeurs sont comprises entre 20,14 + 2,09 mg EAG/
g MS et 23,27 + 1,84 mg EAG/ g MS. Ces résultats ne concordent pas avec les études de
Aganga, (2001) ; Pedneault et al., (2001) ; Fiorucci., (2006) in Bouzid., (2009) qui montrent
que plusieurs facteurs peuvent influer la teneur en composés phénoliques, tel que les facteurs
extrinseques (tels que des facteurs géographiques et climatiques), les facteurs génétiques,
mais également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte
influence sur le contenu en polyphénols.

En ce qui concerne les flavonoides, les résultats obtenus montrent des différences
entre les valeurs de la zone de Bakkaria et Bir El Ater, dont les plus élevées sont celles de
Bekkaria, avec une valeur chez les racines égale a 1,66 + 0,09 mg EAC/g MS
comparativement a une valeur de 1,29 + 0,16 mg EAC/g MS pour les racines de Bir El Ater,
cette variation peut étre expliquée par la différence climatique et pédologique entre les deux
zones, ou le développement du systéme racinaire est normal a cause de la disponibilité élevée
de phosphore assimilable (12,2 ppm) et une teneur faible de calcaire total (carbonates 7,13%)
dans un sol sableux, et les précipitations plus élevées dans la zone de Bekkaria. Un systéeme
racinaire développé donne une plante vigoureuse, en assurant un equilibre entre la partie
souterraine et aérienne, ce qui explique les valeurs les plus élevées 1,61 + 0,08 mg EAC /g
MS et 1,46 £ 0,11 mg EAC /g MS respectivement dans les feuilles et tiges de la zone de
Bekkaria. Egalement on peut justifier les valeurs obtenues dans les feuilles et les tiges par

I’étude de Gehin et al. (2006) qui montre que les flavonoides assurent la protection des tissus
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de la plante contre les effets nocifs du rayonnement solaire. Comparativement, les résultats
obtenus sont plus élevées de celles de Ouda Amari et al. (2014) qui trouvent des teneurs de
2.94, 3.15 et 5.7 mg ECAT/ g MS chez les tiges, feuilles et fleurs respectivement. Nous
pouvons expliquer cette différence par les conditions et stade de récolte et la méthode
d’extraction.

Les valeurs des anthocyanes, sont trés variable entre zone et entre parties, pour les
zones la valeur la plus élevée est celle de Bir EI Ater (02.73 = 0.29 mg/qg), cette différence
trouve probablement son explication dans le facteur ensoleillement et la nutrition azoté et
potassique qui est peu favorisées dans la zone de Bekkaria, ces deux facteurs ont un effet
positif sur la photosynthése et la surface foliaire des parties feuilles, ou les grandes valeurs
sont enregistrées (2,73 £ 0,29 mg/g et 1,34 + 0,11 mg/g) de Bir ElI Ater et Bekkaria
respectivement. Ces résultats sont convenables avec les études de Hilbert, (2002), qui met
également en évidence des interactions de la nutrition azotée et de l'alimentation hydrique
avec l'ensemble de I'alimentation minérale de la vigne (en particulier P et K). Une
alimentation hydrique réduite ou une nutrition limitée en azote stimulent la synthése
d'anthocyanes tandis qu'un niveau d'azote trés élevé semble inhiber cette synthése. Cet effet
inhibiteur n'est pas observé sous contrainte hydrique. Les alimentations hydrique et azotée
exercent donc probablement un contr6le sur l'activit¢ d'une ou de plusieurs enzymes
impliquées dans les premiéres étapes de la voie de biosynthése des anthocyanes. Les niveaux
de nutrition azotée et d'alimentation hydrique conduisent a des profils d'anthocyanes
différents.

Le test de l'activité anti oxydante a été effectué par la méthode de réduction du fer
(FRAP) baseée sur la réduction de fer ferrique en sel de fer par les antioxydants qui donnent la
couleur bleu. Les résultats obtenus montrent une différence entre les deux zones, ou les
meilleures valeurs sont trouvées chez la population de la zone de Bir EI Ater avec une valeur
de 7,33, ces résultats sont en corrélation positive avec les valeurs d’anthocyanes, mais pas
avec celles des flavonoides. La comparaison des valeurs du test du FRAP obtenues pour les
trois parties (feuilles, tiges et racines) montre que les valeurs les plus faibles (3,25 £ 0,39,
4,55 £ 0,56, 4,57 + 0,43 mg EAA/ g MS) respectivement de pouvoir antioxydant sont
enregistrées dans la zone de Bekkaria, ce qui confirme le role important des anthocyanes dans
la neutralisation des radicaux libres.

les différentes teneurs obtenues des composés phénoliques, pouvant s’expliquer par la
distribution des métabolites secondaires, qui peut changer pendant le développement de la

plante et aussi peuvent étre lié aux différents facteurs climatiques (température, exposition
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solaire, précipitations, caractéristiques physico-chimiques de sol), qui stimulent la biosynthése
des métabolites secondaires tels que les polyphénols et les flavonoides (Falleh et al., 2008).
Le potentiel d’une plante médicinale est attribué a 1’action de ses constituants

phytochimiques.
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Conclusion

A T'heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de
nouveaux meédicaments. Elles sont considérées comme une source de matiéres premiéres
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
medicaments.

La famille des polyphénols renferme de nombreux composés d'intérét nutritionnel et
valorisables dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique et dans la cosmétologie en raison
de leurs propriétés réductrices (antioxydant), de leur capacité a interagir avec les ions
métalliques et une grande variété de protéines.

Dans l'objectif de la valorisation des plantes spontanées a caractere médicinal de
Tébessa et d’évaluation de la richesse en composés phénoliques, une étude phytochimique de
I’espéce Thymelaea hirsuta a été effectuée dans les deux zones Bekkaria et Bir EI Ater.

Les résultats obtenus ont montré que nos échantillons analysés sont riches en
composés phénoliques avec une légere supériorité des plantes de Bekkaria , cependant les
anthocyanes sont assez élevés chez les plantes de bir el ater avec aussi une bonne activité
antioxydante.

En fin, la présente étude montre la richesse de la plante étudiée en composés
phénoliques, et apporte donc une contribution scientifique quant a 1’usage traditionnel massif
de T.hirsuta par les populations. Le potentiel antioxydant intéressant d’extraits de 1’espece
permet de I’utiliser dans plusieurs domaines : en médecine, en industrie alimentaire et en
cosmeétique. Il sera, donc, important dans les futures études d’identifier les constituants actifs,
responsables de I’activité antioxydante qui semblent étre une alternative aux antioxydants
synthétiques. D’autres études plus poussées concernant la confirmation de la capacité
antioxydante de la plante par des tests in vitro et in  vivo.
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Annexes 01 : Enquéte ethnobotanique sur I’utilisation traditionnelle de la plante

Thymelaea hirsuta

/o N

Prénom :

Age: Sexe :

Hébergement : wilaya de :

Habitation : Ville campagne

Marié Oui Non

Questions :

Est-ce que vous faites des traitements avec des plantes ? Oui Non
Est-ce que vous connaissez la plante el methnane ? Oui Non

Ou se trouve-t-elle généralement ?

Est ce que vous utilisez cette plante ?

Quels sont les maladies qui peuvent étre guérit par cette plante ?

Quelles parties utilisez-vous ? Et de quelles manieres ?

Est-ce que vous remarquez de bons résultats aprés ’utilisation ?

CHAIB Faouzi
HAFFAD Ammar
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Annexes 02 : Interprétation analytique des données d’analyse du sol des deux zones par le

systeme SIDDRA

Zone de Bekkaria

Tres faible Faible Marmal Eleve Trés éleveé

CE 0,18 mS,fcm

%o

%o

%o

Yo

p.p.m.
meq/100gr
meq/100gr
meq/100gr
meq/100gr

{Données analytiques interprétées par le Systéme Siddra)

Zone de Bir el ater

Tres faible Faible Normal Eleve Tres eleve

0,15 mS/cm

%

%o

%

%

p.p.m.
meq/100gr
meq/100gr
meg,/100gr
meq/100gr

{(Données analvtiques interprétées par le Systeme Siddra)
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Annexes 03 : Différents groupes trouvés lors de I’analyse statistique
Tukey Pairwise Comparisons: Response = eau, Term = zone

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

zone N Mean Grouping
Bir El1 Ater 9 64,7778 A
Bekkaria 9 53,6111 B

Tukey Pairwise Comparisons: Response = eau, Term = partie

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

partie N Mean Grouping
Tige 6 61,7500 A
Feuille 6 61,3333 A

Racine 6 54,5000 B

Tukey Pairwise Comparisons: Response = flavonoide, Term = zone

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

zone N Mean Grouping
Bekkaria 15 1,58305 A
Bir El1 Ater 15 1,35138 B

Tukey Pairwise Comparisons: Response = anthocy, Term = zone

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

zone N Mean Grouping
Bir El1 Ater 12 1,61438 A
Bekkaria 12 1,05613 B

Tukey Pairwise Comparisons: Response = anthocy, Term = partie

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

partie N Mean Grouping
Feuille 8 2,03963 A

Tige 8 0,99838 B
Racine 8 0,96775 B

Comparisons for frap
Tukey Pairwise Comparisons: Response = frap, Term = zone

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

zone N Mean Grouping
Bir El1 Ater 15 7,33087 A
Bekkaria 21 4,08271 B

Comparisons for frap
Tukey Pairwise Comparisons: Response = frap, Term = partie

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

partie N Mean Grouping
Racine 10 6,00890 A
Tige 11 5,90342 A
Feuille 15 5,20804 B
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Annexes 04 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique comme composé de référence des

polyphenols totaux

2,5

1,5

densité optique

y =0,0104x+ 0,046
R2=0,997

20

10 60 80 100 120 140 160 180 200
concentration en pg/ml

Annexes 05 : Courbe d'étalonnage des catéchines comme composé de référence des

flavonoides et flavonoides aglycones

0,9 -
0,8
0,7
0,6 -
o 05 -

0,4
0,3 -
0,2
0,1 -

ptique

Densit

y =0,0229x-0,0198
R2=0,9961

10 15 20 25 30 35 40 45

Courbe d'etalonnage des catechines (pug/ml)
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Annexes 06 : Courbe d'étalonnage de 1’acide tannique comme composé de référence des

tanins condensés

densité optique

0,03

0,025

0,02

0,015

0,01

0,005

y =0,250x - 0,001
R? = 0,986 *

0,02

0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Courbe d'etalonnage en acide tannique (g/1)
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