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Abstract

This work is dedicate to the phytochemical study of Daucus muricatus species
(Apiaceae), it was aimed at investigating the phytochemical components of butanolic
extract using HPLC-DAD-ESI-MS/MS.
The proposed method provided tentative identification of 25 phenolic compounds, including, 13
hydroxycinnamic acid derivatives, 5 hydroxybenzoic acid derivatives,8 flavonoids and other polar
compounds as quinic acid.
Evaluation of the antioxidant activities by using four complementary tests (DPPH, ABTS,
CUPRAC and carotene Bleanching) showed that both extracts exhibited importatnt antioxidant

activities.

Keywords: Apiaceae, Daucus muricatus, phenolic compounds, LC-UV-MS/MS, antioxidant

activity.



Résume

Les travaux présentés dans cette thése contribuent a la valorisation de la plante médicinale (Daucus
muricatus L) (Apiaceae) et en la caractérisant par une chromatographie LC-ESI /MS/MS avec une
évaluation des activités antioxydantes.

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique de la partie aérienne traitée a permis de
mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques. Ceci a été confirmé par une analyse

quantitative basée sur le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux.

L’identification chromatographique par la spectrométrie LC-UV-MS/MS, menée sur I’extrait
butanolique a permis de caractériser 25 composés phénoliques, classés en 4 groupes : 13 dérivés de
I’acide hydroxycinnamique, 5 dérivés de 1’acide benzoique, 8 flavonoides et autres composés

polaires tels que 1’acide quinique.

L’évaluation, in vitro, de D’activité antioxydante des différents extraits a été réalisée par cinq
méthodes, a savoir : le pouvoir réducteur de 1’ion ferrique (FRAP), le piégeage du radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH"), le piégeage du radical-cation ABTS™, le blanchiment du -
carotene et le test de réduction du cuivre (CUPRAC).

Les résultats obtenus ont montré que les extraits étudiés peuvent agir en tant que piégeurs de
radicaux.

Mots clés: Apiaceae, Daucus muricatus, LC-ESI-MS/MS, Composés phénoliques,

Activité antioxydante.
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Liste des abreéviations

ABTS: Acide 2,2’- azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique
BHA : ButylHydroxyAnisole

BHT : ButylHydroxyToluene

ClIs: Concentration Inhibitrice a 50%

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance

Cu**: ion Cuivrique

CUPRAC: Capacité antioxydante par réduction de cuivre
DPPH: Diphenyl-picrylhydrazyle

EDTA : Ethylenediamine tetra acetic acid

EAG: Equivalent en acide gallique.

ERO: Especes réactives de I’oxygene

FRAP: Ferric ion Reducing Antioxydant Parameter

H,0; : Peroxyde d’hydrogeéne

LC/MS : Chromatographie Liquide couplée a la spectrométrie de masse
Ne: Néocuproine

NO: Oxyde nitrique

OH : Radical hydroxyle

OMS: Organisation mondiale de santé

ppm: partie par million

ROO: radical peroxyle

RP : Phase inverse

SM : spectrométrie de masse

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity
TRAP: Total Radical -Trapping Antoxydant Parameter
t, : temps de rétension

UV: Ultra-Violet

pg : Micro-gramme

RP-HPLC: (Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography).
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Depuis plusieurs années, 1’utilisation des plantes médicinales ou des préparations a base des plantes
connait un succes croissant. Ainsi, d’apres les estimations, 80% de la population mondiale dépend
principalement de la médecine traditionnelle (OMS, 2012) [1].Elles jouent un rdle croissant dans la
santé humaine. Environ 25% des médicaments d'ordonnances couramment utilisés proviennent de
plantes médicinales traditionnellement utilisées [2].

Les plantes médicinales sont extrémement nombreuses. En effet, les estimations indiquent que plus
de 13000 especes de plantes médicinales sont utilisées comme remedes traditionnels par diverses
cultures dans le monde entier [3]. Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits
synthétisés par les plantes elles-mémes appelés métabolites secondaires. De nombreux métabolites
secondaires essentiellement les polyphénols sont des antibiotiques au sens large, car ils protegent
les plantes contre les champignons, les bactéries, les animaux et méme les autres plantes [4].

Les polyphénols sont aussi connus pour leurs activités biologiques qui sont en relation directe avec
la santé de 1’€tre humain. Ils sont utilisés dans la chimiothérapie et dans le traitement de plusieurs
types de cancer [5]. Ils sont présents comme ingrédients dans plusieurs préparations cosmétiques
utilisées dans le traitement du vieillissement cellulaire et la protection de la peau [6]. Les
polyphénols sont connus par leurs activités anti-oxydantes importantes, car ils peuvent agir par
piégeage direct des ERO (especes réactives de 1’oxygene) [7]. Ils sont aussi connus pour leurs
activités enzymatiques, car ils peuvent inhiber 1’activité de certaines enzymes comme le cas de
I’acétylcholenestérase [8].

En outre, au cours des décennies passées, l'intérét public pour les thérapies naturelles a
considérablement augmenté dans les pays industrialisés, en méme temps que l'utilisation des plantes
médicinales et des médicaments a base de plantes. Les formes nombreuses et variées des produits
de la médecine traditionnelle ont évolué dans des contextes ethnologiques, culturels, climatiques,
géographiques et méme philosophiques largement différents.

Il existe donc un besoin de production de substances bioactives isolées, concentrées et purifiées,
pour une utilisation dans un large champ d’application (cosmétiques, pharmaceutiques, additifs
nutritionnels...).

L’Algérie, de part sa situation géographique et climatique, possede une flore particulierement riche
et diversifiée depuis longtemps exploitée par la médecine traditionnelle de ses habitants. Cette flore
comprend environ 4000 taxons répartis en 131 familles et 917 genres. Le nombre d’endémiques
nationales est de 464 (387 especes,53 sous especes et 24 variétés [9]. Par ailleurs, on ne peut que se
réjouir du fait que 1’Algérie est un bon exemple de pays en développement qui a pris conscience de

la richesse et de I'importance de sa médecine traditionnelle puisque tout en s’efforcant de
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moderniser son systeme de santé sur le modele occidental, elle rend prioritaire 1’étude des plantes
médicinales par les laboratoires de recherche universitaires, dans le but de rationaliser leurs
utilisations encore tres répandues dans ce pays .

C’est pourquoi le centre de recherche en biotechnologie (CRBt), concentre une partie de ses
recherches sur la découverte de substances naturelles bioactives et étudie leurs effets
pharmacologiques.

L’objectif de ce travail est d’apporter des éléments pour la validation de certaines propriétés de la
plante étudiées (Daucus muricatus), 1’identification de leurs principes actifs et la mise au point des
méthodes de dosage et d’évaluation des activités biologiques.

- Dans une premiere partie, nous résumerons une étude bibliographique sur les connaissances
botaniques et phytochimiques de la famille Apiaceae ainsi que l'espece étudiée. Nous
développerons également I’utilisation de la spectrométrie de masse comme outil d’analyse et
d’identification de composés naturels et plus particulierement des polyphénols. Cette partie
comprend aussi des généralités sur les activités antioxydantes. La seconde décrit la partie
expérimentale, avec une présentation des techniques d’extraction, les méthodes de
séparation et analyse LC-ESI-MS/MS ainsi que les méthodes d’évaluation des activités
biologiques. La troisieme partie consiste en une analyse des résultats obtenus et une
discussion qui mettra I’emphase sur leur signification. Enfin le manuscrit se termine par une

conclusion générale.
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1.1.La famille des Apiaceae

Cette famille regroupe pres de 3000 especes, réparties en 420 genres qui sont surtout

présentes dans les régions tempérées et plus particulierement dans 1'hémisphere Nord, Elle est tres

homogene, facilement reconnaissable par ses inflorescences en embelles.

Cependant, il est parfois difficile de distinguer les unes des autres [10].

Caracteres morphologiques généraux des Apiacées :

sont généralement des herbes qui sont annuelles comme cerfeuil, bisannuelles comme la
carotte ou, le plus souvent vivaces. L’appareil souterrain pérennant peut tre une racine
pivotante, un rhizome ou un tubercule.

La tige est fistuleuse. Les cannelures sont occupées par des amas de tissus de soutien,
généralement du collenchyme.

Les feuilles sont alternes, sans stipules, et le plus souvent composées a folioles finement
découpées, mais certaines especes ont des feuilles entieres (buplevre par exemple).

Souvent les pétioles sont €largis a leur base, engainant la tige.

Les feuilles sont isolées, alternes, munies a leurs bases d’une gaine tres développée, et
dépourvue de stipule.

L'inflorescence typique des Apiacées, justement appelées ombelliferes, est 1'ombelle qui
peut étre simple ou composée d'ombellules. Les ombelles sont souvent munies a leur base
d'un involucre formé de bractées.

Les fleurs, petites, a symétrie pentamere, sont le plus souvent blanches ou jaunatres,
quelquefois rougeatres comme la fleur centrale de 'ombelle de carotte. Elles comptent
S pétales et 5 étamines, et ont au centre un ovaire infere a deux carpelles. Les sépales sont
absents ou tres réduits du fait que le calice est presque completement soudé a l'ovaire.
Parfois, les fleurs périphériques de l'ombelle sont irrégulieres, avec des pétales externes
nettement plus grands, et contribuent a faire de l'ombelle une simili-fleur. L'ovaire porte

deux styles qui s'élargissent a la base en un disque ou coussinet nectarifere (stylopode).

Les fruits, secs, sont des schizocarpes (diakenes) qui se scindent en deux a maturité, chaque partie

contenant une graine. Ils sont tres diversifiés par leurs formes externes : présence de crochets ou

d'épines, de protubérances ou de poils, parfois d'ailes, qui sont importants a observer pour la

détermination des especes [11].

Cette famille riche en métabolites secondaires présente des intéréts économiques et

médicinaux, comportant des coumarines, flavonoides, composés acétyléniques et des lactones

sesquiterpéniques [10].
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Les genres se répartissent entre les divers continents, avec une prédominance pour le continent

asiatique (265), Amérique (197), Europe (139), Afrique (126), Australie (36) [12].

B P:csent

B e S o e O

Figure 1: Répartition géographique mondiale des Apiaceae [12].

La famille des Apiaceae occupe une place importante dans la flore Algérienne ou elleest représentée
par 56 genres, 130 especes (dont 24 endémiques) et 26 sous especes[9].
1.2.Le genre Daucus

Le genre Daucus est considéré comme étant I’ombellifere le plus difficile a définir, il
comprend environs 30 especes, annuelles, bisannuelles et vivaces (Tableual).
C’est un genre de plantes herbacées de la famille des Apiacaes dont I'espece la plus connue est la
carotte cultivée. Il est largement distribué a travers le monde. Il semble avoir son centre de
dispersion dans la Région de la Méditerranée,en particulier en Afrique du Nord. D. carota (carotte)
est la principale espece du genre Daucus, les racines des carottes ont été signalés étre dotée de
propriétés médicinales, c'est a dire, des propriétés hypotensives, diurétiques, carminative,
stomachique, et hypolipémiant. En Algérie, le genre Daucus est représenté par des especes vivant

dans les zones arides et incultes tres répandus le long de la cote ouest algérienne [13].
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Table 1: Liste des Daucus recensées en Algérie.

Especes

D. carota L. (sensu

lato)
D. carota L. ssp.

carota

D. carota L. ssp.
dentatus

D. carota L. ssp.
gingidium

D. carota L. ssp.
mauritanicus

D. carota L. ssp.
maximus

D. carota L. ssp.

parviflorus

D. carota L. ssp.

sativus

D. crinitus

D. durieua Lange

D. gracilis

D. muricatus

D. reboudii

D. sahariensis

Synonyme(s)

D. alatus Poiret
D. bocconei

D. gingidium
D. commutatus
D. mauritanicus
D. glaberrimus

D.micranthus

Pomel

D. meifolius

Durieua

hispanica

D. pubescens

Quelques Etudes

Extraction de H.E et étude de
I’activité antibactérienne [13].
Composition de H.E des
ombelles du D. carota L. ssp.
carota) [14].

Pas d’étude

Composition de H.E du D.
carotal.. ssp. gingidium [15].
Pas d’étude

H.E de D. carota ssp. maximus
[16].
Pas d’etude

Composition chimique des
huiles des ombelleS du D.
carota L. ssp. sativus cultivées
en Pologne [17].

Les phenylpropanoids bio
active du D. crinitus Desf.

D’ Algérie [18].

Pas d’étude

Pas d’étude

Extraction de H.E et étude de
I’activité antibactérienne [23].
Composition de H.E de ’espece
duD. reboudii Coss. [19].

H.E du D. sahariensis d’ Algérie

riche en myristicine [20]




D. setifolius

D. virgatus

D. aureus

D. biseriatus

D. carota L. ssp.

maritimus

brachylobus

D.

D. setulosus
D. laserpitioides
D. =tenopterus
Laserpitium

daucoides
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Pas d’étude

Pas d’étude

Pas d’étude
Pas d’étude
Analyse de 1’Huiles des Fleurs

et des racines de D. carota L.

ssp. maritimus (Tunisie) [21].

Figure 2: Daucus carota (carotte sauvage) [13]. Figure 3: Daucus. crinitus [18].
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Figure 4: Daucus reboudii [19].

1.3. Données phytochimiques sur le genre Daucus

1.3.1. Identification chimique des huiles essentielles dans le genre Daucus :

Le genre Daucus est un genre de plantes herbacées de la famille des Apiaceaes dont I'espece
la plus connue est la carotte cultivée (Daucus carota) qui a une variabilité dans la composition
phytochimique [22].Des études récentes ont révélé que les huiles de la partie aérienne étaient
principalement composées de composés hydrocarbonés terpéniques (62,3-72,2 g / 100 g), tandis que
I'hydrosol provenant des parties aériennes était composé de composés phénoliques volatils et
phénylpropanoides tels que le thymol (11,7%), la myristicine (7,5 %), Isochavicol (7,4%) et
1sochavicol-2-méthylbutyrate (5,8%). Ces études ont été réalisées par chromatographie en phase
gazeuse couplée au détecteur d'ionisation par flamme et a la spectrométrie de masse(MS)[23].

Bien que les carottes noires ou violettes (Daucus carota ssp. Sativus var. Atrorubens Alef. 2) sont
considérés comme inconnues dans le monde occidental en dépit de leur consommation
traditionnelle dans des pays tels que la Turquie, I'Afghanistan, I'Egypte, Pakistan et en Inde. Au

Milieu des années 1990, les carottes noires ont été reconnues comme une source de colorant. Les
études effectuées sur les pigments de carottes noires ont montré la présence des Composés
glycosidés de cyanidine qui sont souvent acylé avec hydroxybenzoique et hydroxycinnamique
acides [24]. Les analyses des huiles essentielles obtenues a partir de quelques especes du genre

Daucus ont permis d’identifier plus 60 composants.

Pour I’espece D.crinitus, les huiles des racines sont contituées principalement des composés
aliphatiques et les huiles des parties aériennes ont comme composés majeurs les phénylpropanoides.
Pour une répartition plus précise des composés dans les organes étudiés: les composés aliphatiques
oxygénés sont bien représentés dans les racines (44,3-84,0 %), les composés aliphatiques

hydrocarbonés sont dans les feuilles et les tiges (22,2-87.9 %) et phénylpropanoides e trouvent dans
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les fleurs et les ombelles (47,9-64,2 %). Parmi ces derniers, il y a les composés non terpéniques, les
monoterpenes, les sesquiterpenes et les diterpenes.

Par ailleurs, ’Edt-MEPS a permis l'identification de 1’isochavicol (29,6-34,7%) en tant que
composant principal dans les feuilles du D.crinitus[ 25].Les huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation des différentes parties de D. carota ssp. sativus, recueillies dans la banlieue de
Changchun en Chine, ont été analysées par Wu Yin et al[26]. Les pourcentages des huiles
essentielles extraites sont de 0,27 % pour les fleurs, 0,07% pour les tiges et les feuilles et 0,01 %
pour les racines. Cinquante-quatre, soixante-six et trente-trois composés ont été, respectivement,
séparés et identifiés dans les fleurs, les tiges et les feuilles et les racines. Dans I'huile essentielle des
fleurs, 54 composés ont été séparés et identifiés représentants 94.31 % du total de 1'huile, parmi
lesquelles, le carotol (16,36 %), a-pinene (12,64 %) et le caryophyllene (9,62 %) représentent les
produits majoritaires.

L’huile essentielle des fruits de 1’espece D.glaber Forssk se compose principalement
d'hydrocarbures monoterpéniques et de phénylpropanoides. Les hydrocarbures mono terpéniques
sont présents en quantités significatives (58,3 %) et se composent principalement de limonene (37,0
%), sylvestrene (18 %) et une petite quantité de y-terpinene (2,9 %).

Le sylvestréne n'a jamais été signalé auparavant dans les huiles essentielles de toutes les especes du
genre Daucus. Les phénylpropanoides sont également majoritaires et se composent principalement

de I’élémicine (23,7%) et de méthyleugénol (2,5 %)[27].
1.3.2. Etudes antérieures sur la plante D.muricatus

Plusieurs enquétes portant sur la composition chimique des huiles essentielles de 1'espece
Daucus ont été réalisés. Cependant, il reste de nombreuses especes et sous-especes de Daucus qui
n'ont pas encore été examinées [87, 88].

D’apres les travaux de A. Bendiabdellah et al (2012), Les analyses CPG-IR et CPG-SM des huiles
essentielles du D. muricatus obtenues a partir des racines, tiges, feuilles, fleurs, et des ombelles
représentaient, respectivement, 92,8, 94,7, 94,5, 95,4, et 95,7 g/100 g d'huiles essentielles ; elles ont
permis l'identification de 99 composés.

Parmi les composés identifiés : 39 monoterpenes, 32 sesquiterpenes, 22 composés non terpeniques,
trois diterpenes, deux phénylpropanoides.

Deux types d'huiles essentielles étaient produits par D. muricatus. Les huiles des racines sont
essentiellement composées par des composés oxygénés (59,8 g/100 g), et les huiles des parties
aériennes (feuilles, tiges, fleurs et ombelles) sont dominées par la présence des composés

hydrocarbonés (de 62,3 a 72,2 g/100 g).
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Les principaux constituants de 1'huile des racines étaient les composés aliphatiques nonterpenic qui
représentaient 56,7 g/100 g, comme 1’eicosane (18,6 g/100 g), undecan-2-one (10.2 g/100 g), et
tridécanol (6,4 g/100 g). Inversement, les principaux composants des organes aériennes du D.
muricatus étaient des monoterpenes hydrocarbonés (52,0 a 58,5 g/100 g).

Pour tous les organes étudiés, le limonene (21,9 a 24,0 g/100 g) et a-pinene (9,9 a 21,8g/100 g)
étaient les principaux composants. Leur abondance relative était suivie par celle de sabinene (4.7 a
8.1 g/100 g) dans les tiges, les feuilles et les fleurs, et 1'acétate de trans-sabinyl en ombelles (12,1

/100 g) [23].

Me
Me

Me

a-pinéne

L8]
Caryophyllene isochavicol

Caryophyllene

Figure 5: Structure de quelques composés identifiés dans I’huile essentielle du genre Daucus.

1.3.3. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques et se
séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides hydroxybenzoiques (C6-C1) et les
acides hydroxycinnamiques (C6-C3). Des composés de ces deux groupes ainsi que leurs dérivés
estérifiés et glycosylés ont été trouvés dans les extrais de la plante Daucus carotta (racines) :

d'acides p-coumaric, cafeique et ferulique. De plus, Les dérivés d'acide hydroxybenzoique et ont été
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détectés. 5-O-Caffeoylquinic, (acide chlorogénique) et d’autres types de popyphenols (Figure6)
[28].

1.3.3.1. Acides hydroxybenzoiques
Les acides hydro benzoiques (p-hydroxybezoique, protocatéchique, vanillique, gallique, salicylique,
gentisique...) sont dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule de base de type C6-Cl
(Figure6). Ils sont particulierement bien représentés chez les Gymnospermes et les Angiospermes

d’ou ils sont souvent libérés apres hydrolyse alcaline du matériel végétal, en particulier de la

Lignine et de certains tannins. Les acides hydroxybenzoiques existent fréquemment sous forme
d’esters ou de glucosides, a 1’exemple de 1’acide salysilique dont le glucoside ou les esters

méthylique ou glucosylé (Figure 6) [29].

1.3.3.2. Les acides hydroxycinnamiques et leurs dérivés
Représentent une classe tres importante dont la structure de base (C6-C3) dérive de celle de 1’acide
cinnamique. Le degré d’hydroxylation du cycle benzénique et son éventuelle modification par des
réactions secondaires (par méthylation chez les acides férulique ou sinapique) sont un des éléments
importants de la réactivité chimique de ces molécules. De plus, I’existence d’une double liaison
dans la chaine latérale conduit a deux séries isomeres (cis ou Z et trans ou E) dont les propriétés
biologiques peuvent étre différentes. Les formes frans sont cependant naturellement prépondérantes

et il est possible que les formes cis ne correspondent qu’a des artefacts d’extraction [29].
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Figure 6 : Structures de quelques acides phénoliques présents dans le genre Daucus.

1.3.3.3. Les flavonoides

L’ensemble des flavonoides, de structure générale en C15 (C6-C3-C6), comprend a lui seul

plusieurs milliers de molécules dont certaines ont une trés grande importance biologique et

technologique.

Le terme « flavonoide » désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils sont considérés comme les pigments quasiment universels des

végétaux. Tous les flavonoides possedent le méme élément structural de base, a savoir

I’enchainement 2-phénylchromane (Figure 7) [30].

Figure 7 : 2-phénylchromane ( benzo-y-pyrone ) [31].
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Ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est- dire liée a

des oses et autres substances [24].

Les flavonoides constituent un groupe de composés naturels qui sont quasiment universels chez les
plantes vasculaires [24]. IIs constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et

rouge de différents organes végétaux [36].

Ils peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau
pyranique central, lequel peut-&tre ouvert et recyclisé en un motif furanique (dihydrofuranone). La
figure 8illustre les principales classes de flavonoides.

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célebre "french
paradox" correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les habitants des
régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise importante de

graisses saturées
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Figure 8 : Classification des flavonoides.

Tous les flavonoides dérivent de I’enchainement benzo-y- pyrone et peuvent étre classés selon la
nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de saturation du

squelette benzo-y-pyrone [31].

Les flavonoides au sens strict sont des composés dont la substitution par un noyau benzénique se
fait en position 2. Les composés présentant une substitution en position 3 sont désignés par le terme
isoflavonoides [32]. Selon la naturede I’hétérocycle ([I-pyrone ou son dihydro-dérivé), on
distingue :

— les flavones et les flavonols,

— les flavanones, les flavanols et les dihydroflavanols.

Les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines (entités dépourvues de
reste osidique) ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques).

Flavones et flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus dont notamment : la
quercétine, le kaempférol, la myricétine et 1’apigénine. Les flavanones (naringénine) et les flavanols
(catéchine) ainsi que les dihydroflavonols (dihydrokaempférol, dihydroquercétine) et les
dihydroflavan-3,4-diols (leucopélargonidol, leucocyanidol) sont considérés comme des flavonoides

minoritaires en raison de leur distribution naturelle restreinte [33, 34].
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Spectrométrie de masse et couplage LC/MS/MS
2.1. Définition

La spectrométrie de masse (SM) désigne une méthode de caractérisation de la matiere qui
repose sur la détermination des masses atomiques ou moléculaires des especes individuelles
présentes dans 1’échantillon [35]. Grace a sa sensibilité¢ (des limites de détection de 1’ordre
d’attomole sont souvent atteints), sa sélectivité et sa possibilité de faire des analyses quantitatives
rapides, la spectrométrie de masse joue un r6le important dans plusieurs domaines, comme
I’antidopage, la protéomique, la métabolomique, la médecine...

Le concept de spectrométrie de masse est relativement simple : un composé est ionisé (technique
d’ionisation), les ions sont séparés selon leur rapport masse/charge (technique de séparation d’ions)

et le nombre d’ions de chaque(unité) masse/charge est enregistré sous la forme d’un spectre[36].

2.2. Principe de base

La spectrométrie de masse est basée sur la détermination des masses des molécules ou atomes
présents dans I’échantillon étudié. Cette technique transforme les molécules en ions et les trie selon
le rapport de la masse sur la charge (m/z). De plus, elle évalue la quantité relative de chacun des
ions présents. Un petit échantillon de la substance est introduit dans une chambre a vide ou il est
vaporisé et bombardé avec des électrons hautement énergétiques. Pour arriver a ce résultat, on
commence par transformer une tres petite quantité du composé a analyser en ions par un moyen
adapté (bombardement avec des €lectrons, des atomes, des photons...). Ces ions sont alors soumis,
sous un tres bon vide, a I’action d’un champ électrique et /ou magnétique selon les cas. Les forces
qui s’exercent sur ces ions permettent de déterminer leur rapport masse /charge, donc
éventuellement leur nature.

Le concept de la méthode apparait dans la succession d’étapes auxquelles 1’échantillon est soumis :
> Jonisation: 1’échantillon porté sous forme de gaz ou de vapeur est ionisé dans la source de
’appareil. De nombreux procédés sont utilisables pour cette premiére étape. A cestade, tout
composé formé de molécules conduit a un mélange statistique d’ions de fragmentation.

> Accélération: aussitot formés, les ions sont extraits de cette partie de ’appareil, focalisés et
accélérés par des lentilles électroniques, pour accroitre leur énergie cinétique.

> Séparation: les ions sont alors « filtrés » suivant leur rapport masse/charge par I’analyseur.

> Détection: apres séparation, les ions terminent leur course en venant frapper le capteur d’un
détecteur dont le signal est proportionnel aux charges des ions regus [37].

Cette technique est applicable pour des composés solides, liquides et gazeux.
Elle permet :

> Détermination de la masse molaire
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Spectrométrie de masse et couplage LC/MS/MS

» Analyses structurales
» Explication des mécanismes de ruptures de liaisons...
» Analyses quantitatives :

Limites de détection < nanogramme 10™g (parfois < picogramme)(10™'%g)

2.3. Applications pratiques

» Biologie : Détermination de Masses molaires > 100000 (a 1 unité pres) pour des macromolécules

comme les proteines.
» Etudes de pollution de I’environnement.
» Etudes de pollution de I’environnement.

» Détection de dopants chez les sportifs.

2.4. Appareillage

Un spectrometre de masse est constitué de cinq éléments principaux :

- Le systeme d’introduction qui fait pénétrer 1’échantillon dans le spectrometre

- La source d’ions dans laquelle les molécules sont ionisées.

- L’analyseur qui sépare les ions en fonction du rapport (m/z) a application du champ
magnétique et/ ou électrique.

- Le détecteur qui collecte les ions sortants de 1’analyseur en fonction de leur abondance
relative.

- Un ensemble informatique de traitement des données qui permet de transformer les

informations recues par le détecteur en spectre de masse.
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Figure 9 : Schéma d’un spectrometre de masse [38].

2.5. Techniques d’ionisation :

2.5.1. L’ionisation chimique

S’adresse a des composés volatils, apolaires et stables a la chaleur.

2.5.2. Désorption/Ionisation Laser Assistée par Matrice (MALDI)

S’adresse aux molécules polaires, peu volatiles comme peptides/protéines.
2.5.3. Electronébulisation (ESI)

L’électrospray est produit par application d’un fort champ électrique sur un liquide contenant
I’analyte M traversant un capillaire. Ce champ provoque une accumulation de charges a la surface
du liquide en sortie du capillaire,ce qui va former de fines gouttelettes hautement chargées
(nébulisat). L’évaporation de solvant conduit au rétrécissement de la taille des gouttelettes jusqu’a

ce que lechamp électrique a leur surface soit suffisant pour provoquer la désorption des ions.
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Figure 10 : Schéma représentant I’ionisation par électro nébuliseur.

M Avantage de 1’électrospray :

- Fonctionne a basse T°C, a pression atmosphérique,pas de dégradation, pas de fragmentation.
- Génere des ions multichargés.

- Mesure précise de la masse moléculaire (0.1%) soit £ 1 Da sur M = 10000 Da.

- Extraction des ions de large masse moléculaire (polymere, biomolécule).

- Sensible (C ~ uM).

- Extraction des molécules polaires.

M Inconvénient de 1’électrospray

- Peu d’information structurale, sauf si on effectue de la MS/MS

- Tres sensible a la présence de sels ou additifs.
2.6. Quelques types d’analyseurs

2.6.1. Analyseur a temps de vol
Un analyseur a temps de vol est également appelé "Time of Flight " ou "TOF". Cet instrument
possede plusieurs avantages, comme la vitesse d’analyse rapide, une transmission tres élevée proche
de 100%, la limite de haut m/zest aussi tres élevée. L analyseur a temps de vol a été inventé depuis

de nombreuses années [39].

Mais, il a été vite dépassé par d’autres analyseurs a 1’époque, comme le quadripdle ou 1’analyseur a
secteur magnétique. Aujourd’hui avec les progres €électroniques, il est beaucoup plus performant et

peut rivaliser aux autres analyseurs modernes avec ses avantages. Le principe de cet analyseur est

)



Spectrométrie de masse et couplage LC/MS/MS

simple, il repose sur le temps parcouru des ions dans un tube de vol. Au départ tous les ions
recoivent une méme quantité d’énergie (plus ou moins, cela dépende de leurs positions initiales) qui
les pousse vers le détecteur. Hors les ions n’ont pas les mémes masses sur charge (m/z), ce qui
entraine une différence d’accélération, par conséquent une différence de temps d’arrivée au

détecteur (Figure 11). Le temps de vol des ions permet de mesurer le m/z des ions.

Source d'ion Analyseur Détecteur
& —-= & —-
® — @ —
=== —ifHpEs
Start fedli lon 2 Stop

Time

Figure 11 : La différence de vitesse des ions qui n’ont pas les mémes masses.
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2.6.2. Analyseur quadripolaire (Q) :

Les ions émanant de la source sont soumis a une tension continue (U) et une tension alternative (V)
appliquées entre 4 électrodes. Le trajet des ions dans le quadripole est oscillant.Si I’amplitude des
oscillations est trop grande, les ions sont collectés par les barres du quadripole et ils ne seront pas
détectés.

On regle U et V de sorte que seul un ion de rapport m/z choisi puisse se frayer un chemin jusqu’au
détecteur (trajectoire stable) (Figure 12).

Pour obtenir des mesures sur une gamme de rapports masse/charge, on modifie les réglages de

I’appareil a haute fréquence.

détecteur

A _l voltages dc et ac
source

Figure 12: Analyseur quadripolaire.

2.7. La spectrométrie de masse a plusieurs dimensions MS-MS ou entandem

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) a introduit une nouvelle dimension dans l'analyse
de mélanges complexes en permettant de déterminer la structure d’un ion sur la base de son profil
de fragmentation. Elle permet d’isoler puis de fragmenter un ion parent, avant de reconstituer brique
par brique sa structure a partir des ions fragments obtenus. Le développement des techniques de
MS/MS a permis une multiplication de ses domaines d’applications, en particulier dans les sciences
du vivant [40]. La spectrométrie de masse en tandem tire son nom de la conception des premiers
instruments ayant permis son application, constitués de deux analyseurs de masse en tandem
séparés par une zone de réaction (Figurel3). Les analyses de type MS/MS sont typiquement

constituées de trois étapes. Au cours de la premiere étape (temps 1), le premier analyseur sépare les
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ions formés dans la source d’ionisation selon leur rapport m/z. Durant la deuxiéme étape, ces ions
sont fragmentés dans la zone de réaction. Dans la troisieme étape, les fragments résultants, s’ils sont
chargés, sont séparés en fonction de leur rapport m/z dans le second analyseur de masse. Enfin, les
ions sont détectés par un multiplicateur d’électrons comme pour des spectrometres de masse
conventionnels. Le spectre de fragmentation de 1’ion parent apporte des informations
supplémentaires sur celui-ci [41]. Différentes méthodes de fragmentation existent. Pour un méme
échantillon, les profils de fragmentation dépendent de la méthode utilisée. Le mode le plus répandu
est appelé dissociation induite par collision (CID, Collision-Induced Dissociation) car les ions
parents sont activés suite a leur collision contre une ou plusieurs molécules de gaz neutre. Cette
méthode de fragmentation est basée sur une activation des ions parents par transfert d’énergie a la
suite de collisions inélastiques contre un gaz neutre (Azote, Hélium...) (de Hoffmann et Stroobant,
2005). Le processus de collision s'effectue en deux étapes. La premiere correspond a la collision
entre 1'ion et le gaz cible amenant une partie de I'énergie cinétique de 1'ion a se convertir en énergie
interne et conduisant I'ion a un état d'excitation. La deuxieme étape correspond a une décomposition
unimoléculaire de Il'ion activé : le chauffage vibrationnel global de la molécule induit la
fragmentation de la molécule des que les voies de dissociation nécessitant le moins d’énergie sont

accessibles [41].

Collision
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Precursor Product
ion ion

Figure 13 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS).
2.8. Chromatographie liquide haute performance
L'HPLC est I'une des techniques les plus employées dans les laboratoires d'analyse chimiques.

Elle permet 1'identification, la séparation et le dosage de composés chimiques dans un mélange. Sa

grande précision permet la recherche de traces et il est possible de la coupler a un spectrometre de
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masse.
Quatre types sont couramment employés en fonction de la nature de la phase stationnaire.

- chromatographie d'adsorption :

- chromatographie de partage : c'est la plus utilisée des techniques avec une phase stationnaire

apolaire

- chromatographie d'échange d'ions

- chromatographie d'exclusion : également appelée a "perméation de gel".

A chacune de ces méthodes, il correspond un type de colonne qui est 1'élément vital de la chaine

d'HPLC. Elle met en jeu des forces d'adsorption qui vont varier en fonction de la polarité des

produits chimiques et selon des isothermes d'adsorption spécifiques. Le choix du solvant d'HPLC va

dépendre de la colonne et des composés a €luer et principalement de leur polarité.
Les techniques récentes des appareils d'HPLC assurent une grande vitesse de séparation ainsi

qu’une grande fiabilité [42].

COLONNE | | détecteur

Vers
enregistreur

Réserve de liquide
phase mobile

Figure 14 : Principe de fonctionnement de ’HPLC.

2.9. La spectrométrie de masse a plusieurs dimensions couplée a la HPLC:
LC-MS-MS

Un systeme LC-MSMS est constitué de deux composants : - un appareil de chromatographie liquide

- un spectrometre de masse (Figure 15).

D‘une maniere générale 1°'HPLC, qui fait intervenir une phase stationnaire solide constituée de

particules fines et une phase mobile liquide, demeure la technique la plus souvent utilisée car elle
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présente de nombreux avantages telles que sa simplicité de mise en ceuvre, sa reproductibilité, une
gamme étendue de phases stationnaires commercialement disponibles permettant de moduler les
interactions avec le soluté, et ses diverses possibilités de couplages avec d‘autres techniques
chromatographiques et/ou des systemes de détection. Parmi les différents systemes de détection
pouvant étre couplés avec I'HPLC, les systemes de détection les plus communément utilisés sont
les détections par absorption dans 1‘ultraviolet visible (UV-vis), fluorescence, diffusion de lumiere
(DEDL), électrochimie, spectrométrie de masse

(MS, Mass Spectrometry) et résonnance magnétique nucléaire (RMN). Outre ces avantages, cette
technique peut étre utilisée selon plusieurs modes de séparation en fonction des caractéristiques
physico-chimiques des analytes a séparer dont le mode dit phase normale (NP, Normal Phase) dans
lequel la phase stationnaire est polaire et la phase mobile est apolaire, et le mode dit phase inverse
(RP, Reversed Phase) dans lequel les polarités sont inversées.

Le couplage entre la chromatographie liquide (LC) haute performance (ou haute pression) et la
spectrométrie de masse (MS, nécessitant un vide poussé) a toujours été le maillon faible de la LC-
MS, qui permet théoriquement d'allier la quasi universalité de 1'une et de 1'autre. Il s'agit, en effet, de
résoudre deux problemes majeurs : éliminer de larges volumes de gaz et de vapeur produits par la
phase mobile et transformer les molécules en solution dans la phase mobile en ions en suspension
dans une phase gazeuse, sans dégradation thermique et avec un faible colt [43].

Les couplages de la LC avec des systemes a triple quadripOle, dits « en tandem » (LC-
MS/MS)représentent aujourd'’hui les plus fortes ventes dans l'industrie pharmaceutique (en
particulier pour les études de toxicocinétique et de pharmacocinétique),ainsi probablement que dans
les laboratoires de toxicologie médicale ou de suivi thérapeutique pharmacologique. Toutefois, avec
l'avenement de la protéomique,on voit actuellement fleurir ou refleurir d'autres types de filtres de
masse, de plus grande résolution, potentiellement applicables a la toxicologie (en particulier a

l'identification de composés inconnus).
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Figure 15: Principe d’un couplage LC/MS-MS.
2.10. Application de la spectrométrie de masse a I’étude de la fragmentation des

flavonoides

La spectrométrie de masse reste la technique privilégiée pour la détermination de la masse des
molécules. Différentes techniques d’ionisation existent dont les plus récentes sont les techniques
d’ionisation douces que sont I’électrospray (ESI : electrospray ionization) et I’ionisation chimique a
pression atmosphérique (APCI : atmospheric pressure chemical ionization). Les flavonoides ont été
largement étudiés en spectrométrie de masse en particulier les dérivés glycosylés [44,45].

Ces études ont permis d’établir des schémas de fragmentation de ces composés dans le but de
pouvoir les identifier dans un extrait brut sans avoir procéder a les isoler [46, 47,48].

Ainsi, I’introduction de la LC/MS" dans I’analyse des extraits de plante représente une étape
importante dans 1’identification des produits naturels [49, 50].

Cest la technique de choix pour caractériser rapidement sans séparation chimique les éléments d’un
mélange de composés naturels pour savoir s’ils sont connus ou non.

Ces composés sont caractérisés par une structure de type benzo-[]-pyrrone (ou chromone). On
distingue plusieurs grands types de noyaux (ou génines) : flavone, flavonol, isoflavone, ...

On trouve généralement un ou plusieurs hydroxyles portés par les noyaux benzéniques. Ce noyau
(la génine) est souvent li€ a des sucres soit par l'intermédiaire d'un hydroxyle (on parle alors de O-
hétérosides) soit plus rarement par l'intermédiaire d'un carbone (C-hétérosides).

Le systeme de nomenclature utilisé pour décrire les fragments de flavonoides obtenus
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par MS est celui qui a été proposé par Ma et al et qui est aujourd‘hui largement répandu. Pour les
génines, les mécanismes de fragmentation les plus courants impliquent la coupure entre deux
liaisons carbone (C-C) du cycle C. Les ions fragments ainsi produits sont notés

LIAT et “B * ouAetB représentent les cycles A et B restés intacts, et i et j se réferent, quant a

eux, aux liaisons du noyau C qui ont été rompues (Figure 16) [51].

I+

o—{ o/5
(]

Figure 9 : Structure typique d'un flavonoide avec la numérotation des carbones (A) et exemples de
voies de fragmentation des flavonoides obtenues en MS/MS (B).

R, correspond aux principales substitutions des flavonoides. Sur la structure de droite0, 1, 2, 3 et 4
représentent les numéros de liaisons du cycle C qui subissent une rupture lors de la fragmentation.
La fragmentation des flavonoides est explicable par des mécanismes rétro-Diels-Alder (RDA). Les
réactions de RDA apparaissent sur des cycles a 6 carbones contenant au moins une double liaison..
Une RDA du cycle C entraine préférentiellement une coupure entre les liaisons 1 et 3 et forme ainsi
deux ions fragments, généralement majoritaires. D'autres ruptures de liaisons peuvent intervenir
selon le mode d'ionisation et la classe de molécules étudiées [52, 53].

Pour les flavonoides glysosylés, la nomenclature utilisée sera celle décrite par Domon et Costello
dans laquelle la génine est décrite avec un Y, alors que Y, correspond a la génine liée a n
monosaccharides. Les fragments glycosides correspondants sont notés respectivement B avec n le
nombre de monosaccharides de la partie osidique [54].

L‘étude spécifique de la génine nécessite de faire dans un premier temps une

fragmentation MS/MS de 1‘ion moléculaire (fragmentation par dissociation induite par collision ou
CID), puis de sélectionner 1‘ion correspondant a la génine, soit Yo" ou Yy, et de lui faire subir une

fragmentation par CID (MS”).

24
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2.10.1. Fragmentation en mode négatif des génines

Le mode négatif est plus communément utilisé pour 1‘identification structurale par PLC-MS des
flavonoides car il est plus sélectif et plus sensible [56, 55]. En mode négatif, la voie principale de
fragmentation reste la coupure de la liaison 1/3 du noyau C. Les ions fragments obtenus '~ A~

13 Bet ['PA-CO,] sont généralement les ions majoritaires. Cependant d‘autres voies de
fragmentation, 1/2, 1/4 et 0/4, peuvent étre observées. Il a été remarqué que la rétro cyclisation liée
a la coupure 1/2 et qui induit les ions [ A-HJ, [* B-HJ, ['*A-COT, ['* A-CO-CO,] est spécifique
aux molécules substituées par deux hydroxyles sur le noyau B (Figure 17). Ces ions étant trés peu

observables lorsque le noyau B est non substitué [52, 55].

HO o
HO
- G k. sy
oH @

-CO

‘ L srn-nny |

Figure 17 : Schéma de fragmentations obtenu pour la quercétine en mode négatif apres
Les ions moléculaires peuvent étre sujets a des pertes de neutres en mode négatif, dont les plus
fréquentes sont la perte de CO (28 u), CO,(44 u), C,H,0 (42 u), 2CO (56 u) ou la perte successive
de CO et CO(72 u), spécifique au mode négatif. Les composés méthylés sont caractérisés par la
perte de 15 u correspondant a la perte du CHset qui généralement forme 1‘ion le plus abondant du
spectre [M-H-CH3]. Dans certains cas, la perte directe du noyau B peut étre observée, sans

phénomene de rétrocyclisation [52, 56, 55].
2.10.2. Fragmentation des flavonoides-O-glycosylés

Selon leurs structures, les flavonoides-O-glycosylés peuvent subir a la fois un clivage
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hétérolytique et homolytique permettant de déterminer la nature du sucre et sa position sur la génine
[23]. Le clivage hétérolytique produit une coupure de la liaison osidique avec réarrangement des
protons. L‘ion fragment Y, correspondant & la génine est alors formé et 1‘élimination du sucre
produit des pertes caractéristiques qui permettent de déterminer facilement la nature de celui-ci. Par
exemple les pertes de 162, 146, 132 et 308 u sont respectivement spécifiques de 1‘élimination d‘un
hexose, d‘un déoxyhexose, d‘un pentose et et d‘un disaccharide [56]. Le clivage homolytique de
liaisons O-glycosidiques produit 1‘ion radicalaire de la génine [Yo— H]*. Hvattum et Ekeberg [44]
ont étudiés en mode négatif 1‘abondance de cet ion radicalaire pour différents types de flavonoides-
O-glycosylés. Pour les flavonols, ils ont démontré que la proportion relative de [Y(— H] “augmentait
avec le nombre de groupements hydroxyles sur le noyau B, et que la nature et la position des sucres
sur la génine avait une influence sur la formation de cet ion radicalaire. Une glycosylation en
position 7 conduit a une proportion plus importante de [Yo— H] ~ par rapport a une glycosylation en

position 3.
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3.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif corresponds au déséquilibre entre la génération des especes réactives de
I’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs, cad un
déséquilibre profond de la balance entre les prooxydants et les antioxydants impliquant la
production d'especes réactives de 1'oxygene (ERO) [58-59-60]. Ces especes sont des radicaux libres
qui dérivent de la molécule d’oxygene, par addition d’un électron.
Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non appariés
[61], cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec d’autres composants, essayant de
capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine débute lorsqu’un
radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son électron, et la molécule
attaquée devient elle-méme un radical libre [62].
Les principales especes réactives de ’oxygene sont: l'anion superoxyde (O27), le peroxyde

d'hydrogene (H,0,) ou le radical hydroxyle (OH )et le monoxyde d’azote NO63-64].

3.2. Conséquences biologiques du stress oxydant

Elles seront extrémement variables selon la dose et le type cellulaire. De 1égers stress augmenteront
la prolifération cellulaire et I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront
I'apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront
la membrane cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies
biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation, carcinogénese, malformation des feetus,
dépot de protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépdt de lipides oxydés,

immunosuppression [65].

3.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances permettant de prévenir ou de retarder I’oxydation
catalytique et le rancissement naturel ou induit par 1’action de divers agents (I’air, la lumiere, la
chaleur) [66]. Ces propriétés expliquent le grand intérét pour leur utilisation comme additif dans les

domaines alimentaires, cosmétique et pharmaceutique.

Ces molécules sont capables d'interagir sans danger avec les radicaux libres et de mettre fin a la
réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient endommagées. Chaque molécule
antioxydant ne peut réagir qu'avec un seul radical libre et par conséquent, il faut constamment
refaire le plein de ressources antioxydants [67]. Elles sont largement présentes dans nos aliments,

soit sous forme naturelle, soit sous forme d'additifs utilisés dans l'industrie agroalimentaire [68].

-
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3.4. Classification des antioxydants
3.4.1. Classification en fonction de type d’action

Elle est basée sur le mécanisme d’action des antioxydants. Les antioxydants primaires sont les
molécules qui permettent le piégeage des radicaux libres et celles qui n’impliquent pas directement
la captation des radicaux libre sont considérées comme antioxydants secondaires ; elles agissent
comme chélateurs d’ions capables de catalyser 1’oxydation, kidnappeurs d’oxygene, en
transformant les hydro peroxydes en especes non radicalaires. Il existe aussi des antioxydants
montrant une activité antioxydante uniquement en présence d’autres antioxydants comme 1’acide

citrique par exemple [69].

3 .4.2. Classification par voie d’obtention

Une autre classification concerne la voie d’obtention des molécules anti oxydantes. Elles
peuvent étre obtenues par : Synthese chimique, on parle des antioxydants synthétiques, ou par

extraction a partir des sources naturelles, on parle des antioxydants naturels.

3.5. Les sources d’antioxydants

En plus des substances propres a l'organisme, les médicaments, I'alimentation et les plantes

peuvent étre également des sources d'antioxydants.

3.5.1. Médicaments

IlIs constituent une source importante d'antioxydants. Actuellement, les classes thérapeutiques
comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les anti-hyperlipoprotéinémiques, les béta-

bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalués pour leurs propriétés antioxydantes :

3.5.2. Source alimentaire

Certaines substances ingérées sont utilisées par l'organisme comme antioxydants. Ce sont

principalement : la vitamine C, la vitamine E, le sélénium et le B-carotene.

3.5.3. La vitamine C ou acide ascorbique

C'est un puissant réducteur. Il joue un rdle important dans la régénération de la vitamine E. Il est

présent dans les 1égumes, le choux, le poivron, les agrumes [70].
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3.5.4. La vitamine E ou tocophérol

Prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles. Elle
est présente dans les huiles végétales, les noix, les amandes, les graines, le lait, les ceufs et les

légumes a feuilles vertes [71].

3.5.5. Le B-caroténe

En outre l'activité pro vitaminique A, possede la capacité de capter I'oxygene singulet. Il est retrouvé dans les

légumes verts, les épinards, la salade, les carottes, I'abricot, le melon, la papaye et d'autres fruits jaunes [71].
3.6. Antioxydants naturels

En ce qui concerne les plantes médicinales bien connues et économiquement importants, nous
pouvons citer l'ail et le ginkgo qui sont utilisés dans le traitement des maladies cardio-vasculaires et

circulatoires dues au vieillissement [72].
3.6.1. Les flavonoides

Ces métabolites secondaires sont Présentes dans la plupart des plantes, les flavonoides sont des
pigments polyphénoliques qui sont responsable dans la plupart des colorations des fleurs et des fruits. Ils
possedent de nombreuses vertus thérapeutiques. Ils sont particulierement actifs dans le maintien d'une bonne
circulation. Certains ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et anti virales, d'autres ont des effets
protecteurs sur le foie.

Des flavonoides comme 'hespéridine et la rutine, présentes dans plusieurs plantes, dont le Sarrasin et le
Citronnier, renforcent les parois capillaires et préviennent l'infiltration dans les tissus voisins.
Les relations structure activités antioxydantes des flavonoides et des composés phénoliques ont montré que

l'activité antioxydante était déterminée par la position et le degré d'hydroxylation [72].
3.6.2. Les tanins

Toutes les plantes en contiennent a des degrés différents. Ce sont des composés polyphénoliques qui
permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes riches en tanins sont
utilisées pour retendre les tissus souples, comme dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les
sécrétions excessives, comme dans la diarrhée et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une
briilure . Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la

réaction en chaine de l'auto oxydation des lipides [73].
3.6.3. Les coumarines

Les coumarines, de differents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales et possedent

des propriétés tres diverses.

.



Généralités sur les activités antioxydantes

IIs sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles. Les conditions structurales requises pour l'activité antiperoxydante des coumarines

sont similaires a celles signalées pour les flavonoides [72].
3.6.4.Les phénols

Il existe une tres grande variété de phénols, de composés simples comme l'acide salicylique,
molécule donnant par synthese 1'aspirine, a des substances plus complexes comme les composés phénoliques
auxquels sont rattachés les glucosides. Les phénols sont anti-inflammatoires et antiseptiques. On suppose que
les plantes, en les produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes phytophages. Les
acides phénoliques, comme l'acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires et
peuvent avoir des propriétés antivirales.

Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le plus étudié. En effet, ce

stilbéne, isolé du raisin possede de fortes propriétés antioxydantes [72].

3.6.5. Les xanthones

Les propriétés pharmacologiques reconnues des xanthones sont essentiellement : leur
activité antimicrobienne, leur cytotoxicité et surtout I'inhibition de la monoamine-oxydase [74].
La manguiférine est une xanthone qui possede la propriété d'inhibition envers la peroxydation des

lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de radicaux libres contre les anions super oxydes.

.
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Figure 18 : Quelques antioxydants naturels et synthétisés.

3.7. Evaluation in vitro des activités biologiques

Diverses méthodes de dosage de I’activité antioxydante in vitro induisent la mesure de
I’inhibition de I’oxydation des lipides et des lipoproteines. Celles-ci ne seront pas abordées, ni
celles mesurant le pouvoir antioxydant in vivo sur le modele animal ou chez I’Homme. Cette étude
se focalisera sur les méthodes témoignant de I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait naturel a
piéger des radicaux libres — par transfert d’électron et/ou de proton -issus de phénomenes

d’oxydations. On parlera alors d’évaluation in vitro de 1’activité antioxydante [75].

3.7.1. Capacité de piégeage d’especes radicalaires (effet scavenger du
radical (DPPH ):
Réaction entre le radical libre DPPH’ et I’antioxydant:
D'un point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH’ est recommandé pour des
composés contenant des groupes -SH, -NH et —OH. Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle posseéde un
électron non apparié sur un atome d’azote. Ce radical ne forment pas des dimeres, il reste donc sous

sa forme monomere qui est relativement stable [76].
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La réduction du DPPH’ par un agent antioxydant en DPPH-H induit une perte de sa couleur
violette foncée qui va se transformer en jaune pale (figure 19). Cette réaction qui s’effectue a
température ambiante pour éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules

thermolabiles peut étre suivie spectrophotométriquement en mesurant la diminution de son

absorbance entre 515-518 nm [76].

N—N* NO, - [—— N —-rl\‘ NOE +
H
O>N O>N
DPPH phénol diphénylpicryhydrazine phénoxy

Figure 19 : Mécanisme réactionnel d’un antioxydant avec le DPPH’ [76].

3.7.2. Méthode TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity (ABTS)

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a piéger le radical-cationique
ABTS®", (sel d’ammonium de [P’acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline)-6-
sulfonique), qui présente un spectre d’absorption dans le visible avec trois maxima a 645,
734 et 815 nm [77]. En réagissant avec le persulfate de potassium (K,S,0s), 'ABTS
forme le radical ABTS™, de couleur bleue a verte. L'ajout d’un antioxydant va réduire ce
radical et provoquer la décoloration du mélange (Figure 20).

La décoloration du radical, mesurée par spectrophotométriec a 734 nm, est
proportionnelle 2 la concentration en antioxydants. Le radical cationique ABTS™ est
formé par arrachement d’un électron () a un atome d’azote de I’ABTS. En présence
d’un antioxydant donneur de H', I’atome d’azote concerné piege un H', conduisant a

I’ABTS", ce qui entraine la décoloration de la solution [78].
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Figure 10 : Génération du radical-cation ABTS™ avec le persulfate de potassium et sa réaction
avec un antioxydant (AOH) [79].

3.7.3. Inhibition de blanchissement de -carotene

La décomposition des acides gras est une des causes principales de détérioration de la nourriture.
La lutte contre I’oxydation des lipides, par I’utilisation des conservateurs naturels, représente donc
un enjeu considérable pour les industries alimentaires. C’est dans ce contexte que nous avons

évalué I’activité antioxydante de la plante D.muricatus.

Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique (un acide gras insaturé s'oxyde par les especes
réactives de 'oxygene (ROS) produits par I'eau oxygénée. Le produit formé lancera 1'oxydation du
B-carotene entrainant ainsi la disparition de sa couleur orange qui est suivie
spectrophotométriquement a 490 nm [80]. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique, et donc prévenir I’oxydation et le

blanchissement de B-carotene [81].

3.7.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est une méthode
développée par Apak et al. Le principe de ce test se basesur la conversion des hydroxyles
phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu**-Nc, produisant ainsi un complexe
chromogeéne de Cu*-Nc qui absorbe a 450 nm.

A cette longueur d’onde, le complexe cuivre—néocuproine est réduit et cette réaction est quantifiée
spectrophotométriquement (Figure 21) [82]. .

Cu(Nc),™ + ArOH Cu(Nc)," Ar=0 +H"

—
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C’est une méthode de mesure du potentiel antioxydant utilisée pour une grande variété de

polyphénols, y compris les acides phénoliques, les acides hydroxy cinnamiques, flavonoides, les

caroténoides, les anthocyanines, ainsi que pour des thiols et les antioxydants synthétiques, les

vitamines C et E [83].

Cu(II)-Nc¢

Antioxidant (AO) reduces
Cu(IT) form 1o Cu(I)

/

H.C

(=
N

/
v

Cu(I)-Nc

Figure 21 : Mécanisme de formation du complexe Cu*-Nc.

3.7.5. Chélation du Fer ferreux

La chélation des ions ferreux est déterminée suivant une méthode basée sur 1’inhibition de la

formation du complexe Fe*”> —Ferrozine (Figure 22), chromophore de couleur violette ayant un
maximum d’absorption a 562 nm [84]. En présence d’agents chélateurs, la formation de ce
complexe est perturbée aboutissant a une diminution intense du couleur qui sera suivie

spectrophotometriquement. Plus la coloration de la solution contenant 1’extrait testé est claire, plus

le pouvoir chélateur est important.




Généralités sur les activités antioxydantes

SO;H

7 ~
7/ p. ¥
1 L §
‘ )
\ —_
N N—
\ ’
S ’,’

FerroZine SOBH

N —_—
3 ©>—<O @ SO5 Na*+Fe?*
N N—N

Figure 22 : Mécanisme de formation du complexe Fe**-Ferrozine.
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1. Matériel végétal

1.1.Description de la plante Daucus muricatus L
Nom en Francais : Daucus épineux.
L’espece a pour nom commun «Quarzdel.» chez les habitants du maroc; elle estconnue aussi
par le nom « Hasket el arbiya» et « rechad » [85]
- Plante annuelle de 30-50 cm, d'un vert obscur, hérissée a la base
- tige épaissie aux noeuds, a rameaux étalés-dressés
- feuilles molles, lancéolées dans leur pourtour, tripennatiséquées, a segments découpés en
lanieres étroites et mucronulées
- fleurs blanches, celles de la circonférence rayonnantes, la centrale non purpurine
- ombelles opposées aux feuilles, a la fin contractées, la terminale plus courte que les latérales
- réceptacle ombellaire non dilaté
- involucelle a folioles linéaires-sétacées
- fruit gros, elliptique, comprimé, armé d'aiguillons tres élargis et confluents a la base, égalant
salargeur
- cOtes de la commissure contigués, paralleles.

Floraison Juin-juillet [86]

Habitat
Sables maritimes de la Corse, ou il est tres rare. Trouvé aussi sur les
cotes de la Provence. Espagne et Portugal ; Sardaigne, Italie, Sicile,
Grece, Turquie ; Afrique septentrionale [86].
Synonymes
Ballimon muricatus (L.) Raf., Artedia muricata L Caucalis muricata (L. Platyspermum

muricatum [86].

Figure 23 : Fruits du D. muricatus L

E
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2. Provenance du matériel végétal et identification

La reconnaissance botanique de la plante a été faite par Monsieur professeur Laouar Houcine
du départementde biologie.Univerité Ferhat Abbas Setif).

Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne composée des tiges et des feuilles
de I’espece Daucus muricatus. La récolte s'est effectuée en Juin 2012 niveau de la localité de
région djbel el Meghres (Wilaya de Setif).

Le séchage s'est fait a la température ambiante, a 1'abri de la lumiere et de 1’humidité afin
d'éviter la dégradation des principes actifs Apres séchage, les deux parties de la plante ont été
broyées séparément et stockées soigneusement dans un endroit sec en vue de leurs analyses

[89].

3. Macération et extraction
Différents extraits sont préparés a partir de la poudre de la plante selon la solubilité des
métabolites a mettre en évidence:

- Un extrait chloroformique; préparé par macération pendant 24 h dans un flacon
bouché et bien protégé de la lumiere de 900g de la poudre dans 2 L de chloroforme.
Apres filtration cet extrait est destiné a 1’élimination de la chlorophylle et la détection
des composés de faible polarité tels les stéroides et les terpénoides, les triterpeénes en
I'occurrence(le procédé est répété trois fois) (Daniel, 2013).

- Un extrait méthanolique; le reste de la plante (résidu) subit une macération par un
mélange hydro-alcoolique (MeOH/H20 ; 80 :20 ; V/V) 3x 24 heures. Un extrait brut
est récupéré apres évaporation 2 sec 2 une température de 40 °C maximum.

- Extraits acétate d’éthyle et n-butanol ; L’extrait brut obtenu est dilué avec de 1’eau
distillée (4°C) puis laissé au repos pour décantation. Apres, on filtre pour obtenir une
solution aqueuse qui subit des extractions liquide-liquide par des solvants de polarité
croissante, I’acétate d’éthyle et le n-butanol successivement.

Les fractions organiques récupérées sont concentrées et pesés conduisant a 34.60 g pour la
fraction chloroformique, 82.55 g pour la fraction méthanolique, 8.55g pour la fraction acétate

d’éthyle et 14.49 g pour la fraction butanolique (Figure 25).
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Figure 25: Protocole d’extraction.

4. Analyse colorimétrique par spectrométrie (UV-visible)

4.1. Dosage des composés phénoliques par colorimétrie

La teneur en composés phénoliques des différents extraits est déterminée par le test de Folin-
Ciocalteu, décrite par Singleton et Rossi 1999 qui est basée sur la réduction en milieu alcalin
de la mixture phosphotungstique (H;PW,0.49) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo0,0.)
du réactif de Folin par les groupements réducteurs des composés phénoliques, conduisant a la
formation de produit de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum
d’absorption a 760 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des polyphénols
présents dans 1’échantillon. Les solutions des différents échantillons. Les solutions des
différents déchantions a doser et la gamme étalon sont préparée de la méme maniere et dans
les mémes conditions [90].

Procédure :

A 125 pl de chaque extrait (1 mg dans 1 ml d’eau distillée), sont ajouté 500 puLL d’eau distillée
puis 125 pl de réactif de Folin-Ciocalteu, trois minutes plus tard, 1.25 ml carbonate de sodium
(20 g/L) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 90 minutes d’incubation a température
ambiante et a I’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 760 nm. La quantification des composés
phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire de la forme y = a x

réalisée en utilisant 1’acide gallique comme référence.
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La quantité des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (50-500ug/mL). Le résultat est exprimé en

pg d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

4.2. Dosage des flavonoides totaux :
Les teneurs en flavonoides des extraits étudiés ont été mesurées selon la méthode de Turkoglu
et al. (2007), extraits est basée sur la complexation avec AP,

L'extrait de concentration (1 mg) a été dilué avec 1 ml d'éthanol aqueux a 80% (v / v)
contenant 0,1 ml de nitrate d'aluminium (AI(NO3)2, 9H20) a9.8% (v/v) et 0,1 ml d'acétate
de potassium aqueux (CH3COOK) 1 M et laissé reposer pendant 40 minutes. a température
ambiante.

L'absorbance a été déterminée par spectrophotométrie a 415 nm. La teneur totale en
flavonoides a été mesurée en tracant la courbe d'étalonnage d'un étalon de quercétine (0 - 200

puL/mL ) , déterminée en milligrammes d'équivalents de quercétine par gramme de

champignon séché [91].

5. Analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse

en TANDEM (LC/MS/MS)

Dans le cadre d’analyse chimique qualitative de I’extrait butanolique de la plante
D.muricatus, , la méthode appliquée est la chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem; Le choix de cette technique s’est appuyé€ sur la littérature
[92]. L’instrument (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) est équipé d'un dégazeur a
vide, un échantillonneur automatique, une pompe binaire et une DAD D’apres la littérature, la
phase stationnaire classiquement employée pour analyser les molécules organiques est une
phase C18. C’est ainsi qu’une colonne Zorbax-SB C18 avec des particules de 1,8 pm et une
longueur de 5 cm a été choisie),le taux du flux utilisé était de 0,80 mL. min- et I'analyse a été
effectuée a température ambiante [93].

L’extrait butanolique de la plante D.muricatus a été injecté dans des mélanges de solvants
eau/ acide formique (0,1%) (éluant A). et Acétonitrile (éluant B).

Les données de masse précises pour les ions moléculaires ont été traitées a 1'aide du logiciel
d'analyse de données Agilent Mass Hunter Workstation, qui a fourni une liste de formules

élémentaires possibles en utilisant la formule moléculaire Editor TM Générer. Elle utilise un
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algorithme de CHNO offrant des fonctionnalités standard comme la bande
minimum/maximale d’intervalle élémentaire, configuration électronique n et de 1'anneau-plus
de doubles liaisons équivalentes, ainsi que la comparaison théorique sophistiquée avec le
modele isotopique mesurée (Sigma-Value), pour plus de précision dans la formule
moléculaire suggérée. Le seuil de précision largement accepté pour la confirmation des
compositions élémentaires a été établi a 5 ppm pour la plupart des composés. Il est important
d'ajouter que, méme avec une tres grande précision de masse <1 ppm, de nombreuses
formules chimique peuvent étre obtenues, en fonction des régions de masse considérée, ainsi
une grande précision de la masse <1 ppm n’est pas en soi-méme suffisante pour exclure les
formules candidates suffisantes avec des compositions élémentaires complexes. L'utilisation
de modeles de teneur isotopique en une seule contrainte supplémentaire élimine plus de 95%
de fausses candidates. Ce filtre orthogonal permet de réduire plusieurs milliers de formules

candidates a un petit nombre de formules moléculaires [93].

5.1. Calibration et courbe d'étalonnage

Le calibrage externe du spectrometre de masse a était effectué en utilisant une seringue
(74900-00-05) Cole Palmer pompe (Vernon Hills, Illinois, USA), directement connectée a
l'interface, équipé d'une seringue Hamilton (Reno, Nevada, Etats-Unis) contenant des
groupes de solutions d’ester de formiate de sodium

(hydroxyde de sodium a 5 mM et de I'eau : 2 propanol 1: 1 (v/v) avec 0,2% d'acide formique.
La solution d'étalonnage a €té injectée au début de 1’analyse et tous les spectres ont été
étalonnés avant l'identification pour l'obtention des valeurs de masse précises grace a la
compensation du changement de la température dans I'analyseur de masse. Pour la
détermination quantitative, quatre mélanges de standards ont été utilisés pour le calibrage de
la spectrométrie de masse par l'utilisation de composés de référence authentique en utilisant

comme phase mobile le méthanol: eau (80:20) (Tableau2).




Table 2 : Calibration LC/MS/MS en présence des standards.
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Meélange standards
plus C18, 1.8 microm

méthode: tarek(.8, colum zorbax eclipse

Mélange standards-1

1 Acide vanillique
2 Acide gallique

3 (+)-catechine

4 (-)-epicatechine
5 Procyanidine A2

6 Quercétine 3-O-glucoside

7 Kaempférol 3-O-
glucoside

8 aempférol 3-O-rutinoside

9 Kaempférol
10 Kaempféride
Meélange standards-2
1Acide chlorogenique
2 Acide caféique
3Acide p-coumarique
4Acide benzoique
SAcide 2,5-
Dihydroxybenzoi
que
6Acide p-
hydroxybenzoique
7Quercetine- 3-O-
rutinoside
8Quercétine -3-0O
rhamnoside
9Quercétine

10Myricétine
Meélange standards-3

1Acide syringique
2Acide ferulique

3 Acide m-coumarique
4 Acide sinapicque
5Quercetine 3-O-
galactoside

6 Acide 2,4
dihydroxybenzoique
7Naringenine

8Luteoline 7-O-glucoside

9Luteoline
10Genisteine

Concentrati
on

en

(ppm, mg/L)

10000
500
1000
1000
1000
100
1000

1000
1000
600

1000
500

1000
1000
1000

1000
500
1000

1000
1000

1000
1000
1000
1000
500

1000

1000
333

500
1000

Volum Concentrati

e
ajouté
(mL)

10
10
10
10
10
10

10
10
10

10
10
10
10
10

10
10
10

10
10

10
10
10
10
10

10

10
10

10
10

on dans
le Vial

(ppm)
(méthanol:
eau, 80:20)
20

10
20
20
20
2

20

20
20
12

20
10
20
20
20

20
10
20

20
20

20
20
20
20
10

20

20
6,66

10
20

formule

CgHgOy4
C7HgOs
Ci5H1406
Ci5H1406
C30H24012
C21H20012
Cy7H30015

Ci5sHi00s
Ci6H1206
Ci6Hi1206

Ci16HgOg
CoHgOy4
CoHgO3
C-HqO,
C7HcO4

C7H¢O5
C27H30016
Co1H20014

CisHi007
Ci5Hi0Os

C9H1005
C10H1004
C9H8O3
C11H1205
C21H2001
2
C7H604

C15H1205
C21H2001
1

C15H1006
Ci15H100s

m/z
mono
isotopiqu
e

167,0350
169,0142
289,0718
289,0718
575,1195
463,0882
447,0933

593,1512
285,0405
299,0561

353,0878
179,0350
163,0401
121,0295
153,0193

137,0244
609,1461
447,0933

301,0354
317,0303

197,0455
193,0506
163,0401
223,0612
463,0882

153,0193

271,0612
447,0933

285,0405
269,0455

TR

a

(m
n)

9,2
4,193
8,378
9,0723
12,497
12,197
13,259

12,621
19,515
24,876

8,285
9,504
11,603

8,595

8,471
11,77
13,449

17,185
14,648

9,718

12,429
12,973
12,367
12,182

9,78

19,152
12,305

17,118
19,214
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Meélange standards-4

1Acide Ellagique inconnu 10 inconnu C14H6Os 300,9990 12,284
2Acide 3,4 1000 10 20 C7H6O4 153,0193 6,555

dihydroxybenzoique

3 7-hydroxycoumarine 1000 10 20 C9oHsOs3 161,0244 12,284
4 Apigenine 500 10 10 CisH100s 269,0455 19,136
5 Tryptophane 800 10 16 CuHeN202  203,0826 6,493

6 Tyrosine 500 10 10 CoHuNOs3 180,0666 2,702

7Phenylalanine 500 10 10 CoHuNO2 164,0717 4,426

Methode:

5% B to 100%B, 45 min

A, leau avec 0.1% acide formique
B, acetonitrile

“Temps de rétention

6. Evaluation in vitro des activités biologiques
6.1. Test DPPH

Dans ce test I’activité anti-radicalaire des différents extraits a été testée par la méthode
du radical libre DPPH. Pour chaque extrait et pour chaque concentration, 40 pL d'extrait
préparé dans le méthanol est additionné a 160 puL de solution DPPH préparée a 0.4mM dans
de méthanol.

L’absorbance est mesurée au spectrophotometre apres 30min a la longueur d’onde de 517 nm
[94]. Le pourcentage d'inhibition du DPPH est déterminé par la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition= [(Absorbance du contrdle -Absorbance Extrait)/ Absorbance du controle] x100

Ou le controle est préparé, en parallele, en mélangeant 40ul. de méthanol avec 160uL de la
solution méthanolique de DPPH.

Pour valoriser le pouvoir anti-radicalaire de nos extraits, BHT et I’a- tocophérol ont été
utilisés comme normes anti-oxydantes.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant de nous extraits, nous avons introduit le
parametre Clso qui montre les concentrations de I’antioxydant nécessaires pour faire décroitre
la concentration initiale du DPPH: avec 50%. La capacité antioxydante d'un composé est
d'autant plus élevée que son ICjest petite [95]. Les résultats sont exprimés en g/L et les écart-

types ont €té calculés a partir de trois séries d’expériences.
6.2. La méthode TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity (ABTS)

Le test est basé sur le protocole de Re et al, (1999) en y apportant de 1€geres modifications.
Le radical cation ABTS est généré en mélangeant a volume égal une solution de 2.45 mM de
persulfate de potassium K,S,0s et une solution aqueuse d'ABTS a 7 mM, le tout est conservé

a l'abri de la lumiere et a la température ambiante durant 12 h avant utilisation). La solution
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fille de travaille ABTS«+ est obtenue en diluant la solution meére de ABTS™" avec de 1’éthanol
jusqu’a obtention d’une absorbance d’environ 0.7 a 734 nm. Ensuite, 160ul de la solution de
L’ABTS "ont été ajoutés a 40ul de la solution d’extrait dissout dans 1'éthanol a différentes
concentrations. Apres 10 min, 1'absorbance a été mesurée a 734 nm en utilisant un lecteur de
microplaques a 96 puits [96].

Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chaque concentration par rapport a une
absorbance a blanc de 1’éthanol. La capacité de piégeage de L’ABTS™" a été calculée en

utilisant 1'équation suivante:

Acontrole—A extrait

ABTS Inhibition (%) = x 100

Acontrole

6.3. Inhibition de blanchissement de B-caroténe

La méthode décrite par Miller (1971) a été employée avec une légere modification.

Une émulsion de B-carotene/ acide linoléique été préparée par solubilisation de 0,5 mg de B-
carotene dissoute dans 1 ml de chloroforme puis ajouté a un volume de 25ul d'acide linoléique
et de 200 mg de Tween 40. Apres évaporation du Chloroforme, 100 ml d’eau distillée aérée
sont ajoutés. L’émulsion résultante est rigoureusement agitée. Des aliquotes de 40ul d’extrait
a différentes concentrations sont placés dans une plaque a 96 puits en présence de 160 pl
d’émulsion . Deux témoins (positif ou I’échantillon est remplacé par 1’antioxydant et négatif
sans antioxydant) ont été préparés avec la méme procédure [97]. Les microplaques sont alors
mises en incubation pendant 120 min et ’absorbance a ét€¢ mesuré a( t = o min et t = 120 min
a 470 nm grace a un lecteur microplaques.

Le BHA et I’a-tocophérol ont été€ utilisés comme standards.

6.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Dans un tube Eppendorf, 50 pul de H;O sont mélangés avec 60 ul de tampon acétate
d’ammonium (1 M, pH 7), 20 ul de I’extrait a tester, S0 pul de Néocuproine (7,5 mM) et 50 pl
de CuCl, (10 mM). Le mélange est incubé pendant 1 heure a 37°C. Le complexe réduit Cu®~
Nc est quantifié spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 450 nm. Les
microplaques de 96 puits ont été mises a labri de la lumiere, et apreés 1h, l'absorbance est
mesurée a 450 nm. La capacité de réduction des extraits a ét€ comparée a celles de 1-

tocophérol et du BHT. Les résultats ont été€ calculés a titre de Ags g/ mL correspondant a la

concentration indiquant 0,50 d’absorbance [82].
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Les pourcentages d’inhibition sont déterminés graphiquement grace au logiciel

statgraphics.

6.5. Chélation du Fer ferreux (FRAP)

Une prise de 40 pl d’extrait a différentes concentrations est ajoutée a 40 pl de Chlorure de Fer
(Fe Cl,) (2 mM) et 40 ul d’éthanol. Apres une agitation vigoureuse et un repos de 5 min, 80 pl
de Ferrozine (0.5 mM).Le mélange est laissé au repos a une température ambiante pendant 10
min permettant ainsi la complexation du complexe Ferrozine-Fer*>. Un controle négatif (sans

extrait) est préparé dans les mémes conditions [98].

L’absorbance est mesurée a 562 nm contre un blanc (sans extrait). L’effet sequestrant des
échantillons vis-a-vis du Fer est exprimé en pourcentage de chélation selon 1’équation

suivante :

Inhibition (%) _Acontrole—A extrait % 100

Acontrole

Les résultats sont alors exprimés en Clsy et comparés avec un antioxydant de synthese

(EDTA).




Reésultats et discussion
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1. Dosage des polyphénols totaux :

Les teneurs des polyphénols totales (PPT) des différents extraits de cette plante sont représentées
dans le tableau 3, ces valeurs montrent que cette plante est riche en polyphénols surtout les deux

extraits : Butanolique et acétate d’éthyle.

Table 3 : Polyphénols totaux de D.muricatus

Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait

butanolique butanolique Acetated’ethyl méthanoliquede chloroformique
de

Total 164.42+10.20 169.66+11.50 119.16+2.37 16.52+1.01
phénolique

(ng EAG/mg

d’extrait)

Les valeurs des absorbances de la gamme d’étalonnage de I'acide gallique sont rapportées
dans le tableau ci-dessous (Figure 26)

y=0.0017x + 0.0359
e, absorbance

0.9
0.8 /‘
0.7 /

0.6

: & absorbance
0.5 /

—— Linear (absorbance)

0.4
0.3 / —— Linear (absorbance)
0.2 /
0.1
O T T 1
0 200 400 600

Figure 26 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
2. Dosage des flavonoides totaux :
Les flavonoides totaux (FT) sont déterminés en mg équivalent de quercetine par gramme de maticre
seche total (MSR). Les FT ont été quantifiés par la méthode de Turkoglu et al. (2007), la quercetine

est le flavonoide pris comme référence pour la courbe d’étalonnage (figure 28).

Les valeurs des absorbances de la gamme d’étalonnage de la quercetine sont rapportées dans le

tableau 4 .
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Table 4 : absorbances de la gamme d’étalonnage de la quercetine

Ao Azs Aso A7s A100 A12s A1s0 A17s Az00

0.073 | 0.154 0.153 0.203 0.244 0.336 0.420 0.490 0.561

=0,0024x+ 0,0509
Y 0osss  absorbance

0,6
0,5 /
0,4

/ 4 absorbance
0,3

—— Linéaire (absorbance)

0,2 @ Linéaire (absorbance)
0/(
0,1

0 50 100 150 200 250

4

Figure 27 : Courbe d’étalonnage du quercétine.
L’évaluation quantitative des flavonoides montre que les extraits suivants : butanolique, Acétates
d’éthyle et methanolique sont les plus concentrés en flavonoides), alors que 1’extrait chloroformique

y est le moins, (tableau 5).

Table 5 : Flavonoides totaux de la plante D.muricatus

Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
butanolique butanolique  Acetated’ethyl méthanoliquede chloroformique
de la plane

D.muricatus

Flavonoides 158.09+9.76 89.3416.18 65.87+0.83 04.87+2.16
Totales

(ng

EAG/mg

d’extrait)

3. Identification des polyphénols contenus dans la plante Daucus muricatus :

La caractérisation des composés phénoliques contenus dans I’extrait butanolique de la
plante Daucus a été effectuée en comparant les temps de rétentions et des masses a ceux des
standards authentiques. Pour les composés restants, 1'identification a été€ basée sur des mesures de

masse précises [M - H] des ions pseudo-moléculaire d'ions et des fragments de CID.

On a injecté a 'instrument LC-ESI-MS/MS une solution de 20000 ppm, cette derniere a été
préparée apres extraction des substances en utilisant un systeme de solvants MeOH/H,0 (80/20). Le

chromatogramme en mode négatif a été présenté dans la figure 28.
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Figure 28 :

Chromatogramme d’ionisation par HPLC-ESI-QTOF MS/MS de la plante Daucus muricatus en mode négatif.
Le chromatogramme de base des parties aériennes de la plante D.muricatus résultant de la
méthode LC / ESI/ MS / MS précédemment développé est montre la présence de 61 produits dont
Vingt-cinqg sont identifiés et classés en quatre groupes: flavonoides, dérivés d'acide
hydroxycinnamique, dérivés d'acide benzoique et autres composés polaires. Tous ces composés ont
été identifi€s en interprétant leurs spectres MS et MS / MS obtenus. Ces composés sont présentés

dans le tableau 6.




Table 6 : Composés de I’extrait butanolique identifiés par LC/MS/MS.
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Numéro Temps Composés Formule m/z m/z erreur Fragments majoritaires
dupik  de rétention moleculaire expérimental calculé (ppm) (intensité)
(min) m/z
1 1.874 Acide quinique C;H,;,O 191.0566 191.0567 -2.15 191.00 (13), 127.00 (7),
85.02 (100), 78.00 (17)
2 4.641 acide hydroxy benzoique C;HgO; 137,0245 137,0322 -0.93 137.02 (44 ), 93.03 (100)
isomere 1
3 4.889 NI CoH 505 365.0550 365.0573 7.25 119.03 (28 ), 113.024 (25),
101.02(45 ), 89.02 (100)
4 5.447 acide dihydroxy benzoique Ci3H609 315.0728 315.0722 -1.87 153.01 (20), 152.01 (70 ),
O-glu 109.02 (93 ), 108.02 (100)
5 5.663 acide vannilique hexosidé C4H 509 329.0883 329.0878 -1.26 167.03 (69 ), 125.01 (67),
isomeére 123.04 (61), 108.02 (100 )
6 6.005 NI C4H30q 313.0934 313.0929 -1.33 105.03 (10 ), 93.03(48)
7 6.129 NI CyoH3601; 451.219 451.2185 - 1.06 119.03 (23 ), 113.02 (28),
89.02 (100 ), 71.0145 (30)
8 6.439 acide hydroxy benzoique C;HcO4 137.0251 137.0244 -4.83 93.03 (100)
isomere 2
9 6.625 NI C4H,0 351.1298 351.1297 -0.08 207.08 (92), 191.05 (10 ),
161.04 (16 ), 125.02 (19),
113.02 (25), 101.02 (93 ),
99.04 (100 ), 85.02 (20),
73.02 (19), 71.01 (33)
10 6.811 acide cafféoylquinique Ci6H 309 353.0883 353.0878 -1,13 192.05 (87 ), 191.05 (100 ),
isomere 1 180.03 (4 ) 179.03 (49),
135.045 (71 ), 134.06 (3)
11 7.121 Derivativé de 1’acide CyoH3601; 451.2185 451.2185 0,15 191.05 (14 ), 119.03 (35 ),
quiuinique 113.02 (25 ), 101.02 (39 ),
89.02 (100), 71.01(50)
12 7.307 Penstemide C,H3,0 443.1924 443.1923 -0,36 119.03 (27), 113.02(49),

101.02(90), 89.02(100),
85.02(27), 73.02(22),
71.01(85)

.



13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

7.492

7.616

7.74

7.864

8.112

8.298

8.546

8.856

9.166

9.476

9.662

9.786

9.91

NI

Acide Hydroxy benzoique O-
hexoside

acide metyl glycopyraosyloxy
pentanoic

NI

acide caféique hexosidé

acide caffeoyl quinique,
isomere 2 (acide
Chlorogenique)
Acide caféoyl quinique
isomere 3 (acide
cryptochlorogenique)

NI

acide ferulic -O-hexoside

Acide caféoyl quinique
isomere 4

NI

Acide caféoyl quinique
isomere 5
acide Coumaroylquinic

C201_136C)11

Ci3His0g

CoH5,05

C7H1205

CisH 309

C32H36018

Ci6H1309

CyoH304

Ci6H200

C16H1809

CyoH3401

C 1 5H3009

C16H1808

451.2188

299.0772

293.1246

175.0611

341.0882

707.1844

355.1038

431.1928

355.1038

353.0881

433.2080

353.1818

337.0932

451.2185

299.0772

293.1242

175.0612

341.0878

707.1892

335.0878

431.1923

355.1035

353.0878

433.2079

353.1817

337.0929

- 0,55

0,31

-0.94

0.33

- 0.98

- 1.69

- 1.58

- 1.59

-0.93

-0.9

-0.01

-0.12

-0.78

Résultats et analyse

119.03 (26), 113.02 (23 ),
101.02 (38), 71.01 (47)
137.03 (84 ), 93.03 (100)

131.07 (100), 113.02(14),
101.02 (21 ) 89.02 (40 ),
71.01 (41 ), 25.06 (34 )

115.04 (43 ), 113.06 (16 ),
85.06 (100 )

179.03 (91 ), 135.45 (100)

353.08 (13), 191.05 (100)

191.05 (100 ), 179.03 (9),
173.04 (18 ), 135.04 (19)

119.03 (20), 113.02 (20),
101.02 (29 ) 89.02(100) ,
83.05(10),71.01(45)

193.05 (47 ), 178.02 (49 ),
175.03 (30 ), 149.06 (34 ),
134.03 (100 )

191,05 (100), 161.02 (2),
135,04 (1)

189.12 (20 ), 153.09 (18),
119.03 (13 ), 113.024 (24),
101.02 (60 ), 89.02 (100),
85.02 (13 ), 73.02 (23 ),
71.01 (87)
192.05 (11), 191.05 (100)

191,05 (100 ), 173,04 (15 ),
163,04 (11), 119.05 (11)

-



26

27

28

29

30

31

32

33

34

10.034

10.467

11.087

11.397

11.521

11.707

11.831

12.017

12.14

Luteoline C-pentoside C-
hexoside

acide 5-O-Feruloylquinic

Derivé de I’acide caffeique et
acide quinique)

NI

NI

NI

NI

NI

Luteoline-7-O-glucoside

C261—128015

C17H2009

C25H24Ol3

Ci7H»01

C 1 9H3009

Cy7H34013

Cy0H3409

C20Hl()()l9

C21H20011

579.1361

367,1046

531.1148

391,1613

401.1819

565.1937

417.2132

559.0224

447.0944

579.1355 -1.01
367,1035 -2,8
531.1144 -1.25
391,161 -0,96
401.1817 -0.59
565.1927 - 1.69
417.213 -0.47
559.0213 -0.83
447.0933 -2.45

Résultats et analyse

579.13 (68 ), 460.09 (26 ),
459.09 (100 ) 430.08 (11),
429.08 (47 ), 357.06 (25)
339.05 (15 ), 327.05 (17),
298,04 (34)
191,0562(100%)
173,0457(9%)
134,0373(19%)
111,0451(7%) 93,035(33%)
87,0089(13%)
340.05 (23.05 ), 339.35 (100
)295.06 (35), 229.01 (32),
191.05 (60 )

125,02 (20), 119,03 (24),
113,02 (29), 101,02 (75),
99,04 (100), 89,02 (98),
73,02 (35), 71,01 (51)
401.18 (63 ), 221.11 (18),
195.13 (17 ) 177.12 (24 ),
119.03 (11), 101.02 (100),
89.02 (54 ), 85.0294 (44 ),
83.01(20), 73.02 (32),
71.01 (84)
340.12 (17), 339.12 (75 ),
328.12 (20), 327.12 (100 ),
324.10 (22)

313.03 (16 ), 304.46 (19),
95.10 (16 ), 165.05 (18 ),
113.02 (45 ), 107.05 (16 ),
101.02 (63 ), 99.00 (35),
96.96 (20 ), 89.02 (100 ),

85.02 (31),71.01 (74)
480.06 (24 ), 479.06 (100 ),
317.01 (10)
447.09 (11 ), 286.04 (15 ),
285.04 (100 ), 284.03 (47 )

-



35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

12.203

12.3989

12.88

13.133

13.381

13.567

13.629

14.62

15.116

15.55

16.604

16.78

17.1

17.224

17.657

lutéoline-3-O-glucuronide

Kaempferol-3-glucuronide

acide dicaffeoylquinique
isomere 1

NI

acide dicaffeoylquinique
isomere 2

apigénine-7-O-glucoside

Luteoline 7-0-(6"-O-
malonyl)-B-D-glucoside

NI

Apigenine

NI

NI

NI

Luteoline

NI

NI

C21H18012

Cy1Hy001,

CysH401,

Ci6H2O14

C25H24() 12

Cy1H30040

Cy3H3,01,

C32H56OI9

CisH,005

C21H1009

CyoH2609

C 1 6H2207

CISHIOOG

C26H46O 14

C26H48013

461.0727

463,0867

515.1197

439.1072

515.12

431.0996

489.1049

743.3324

269.0458

405.0287

409.1515

325.1298

285.0409

581.2799

567.3006

461.0725

463,0882

515.1195

439.1093

515.1195

431.0984

489.1038

743.3343

229.0455

405.0252

409.1504

325

285.0405

581.2815

567.3022

-0.25

2,95

-0.23

5.55

-0.72

-2.53

-2.92

294

-1.27

-7.62

-2.61

-1.22

-1.49

3.31

3.48

Résultats et analyse

286.0434 (15 ),
285.0402(100 )
287.05 (56 ), 286.04 (19),
285.03 (20 ), 151.00 (100),
135.04 (38 ), 113.02 (20),
85.02 (11)
353.08(19), 335.07 (12),
191.055 (45 ) 179.03 (97 ),
161.02 (19 ), 173.04 (100 )
135.04 (23)

439.10 (54 ), 424.08 (10),
96.96 (100 ), 95.9524 (12),
79.95 (53)

353.08 (12), 191.05 (100 ),
179.03 (67 ), 135.04 (16 )

431.00 (29 ), 269.00 (42 )

286.04 (16 ), 285.04 (100 )

743.33 (100 ), 781.27 (9)

269.04 (100), 159.04 (14 ),
117.03 (46)

281.08(21), 237.09(40),
179.03(37), 135.04(100),
117.03(15).

179.03 (79), 161.02 (22),
135.04 (100)

325.12(21),282.14 (14),
281.14 (100 ), 239.12 (24 ),
221.11 (13)

175.03 (16 ), 151.00 (44 )
149.02 (21 ) 133.0295 (100)

No fragment

No fragment

.



50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

18.277

18.835

19.021

19.145

19.97

19.951

20.075

20.385

21.004

21.19

12.81

22.926

NI

Dérivativée de Luteoline

NI

NI

NI

NI

NI

NI
Dérivativée de I’ apigenine

NI

NI

Dérivativée de 1’acide
chlorogenique

C32H56018

C22H3809

Cy6HasO13
not find
Ci7H36015
CaoHyy016
Cy3H3305
Ca9HyoOn
CasH30013

C31H42013

C32H580I7

Cy4H4,04

727.3368

445.2446

395.1377

993.1612

479.1965

645.2405

441.2501

563.2523

573.162

621.2561

713.3586

473.2763

727.3394

445.2443

395,1348
not find
479.1981
645.24
441.2494
563.2498
573.1614

621.2553

713.3601

473.2765

3.81

-0.46

-7.65

not find

5.12

-0.86

-1.46

-4.93

-1.00

-1.42

2.76

1.44

727.33 (100 ), 565.28 (12)

285.04 (44 ), 284.03 (15 ),
119.03 (23 ), 113.02 (28),
101.02 (45 ), 71.01 (64 )
395.13 (71 ), 328.07 (17),
327.074 (100 ), 96.95 (84 )
479.19 (100 ), 96.95 (22 )

No fragments

567.29 (15), 566.28 (33 ),
565.28 (100)
113.02 (42 ), 101.02 (56 ),
73.03 (100 ), 71.01 (61 )
563.25 (100 ), 521.20 (12),
479.65 (19), 477.18 (10)
431.09 (36 ), 270.04 (17),
269.04 (100 )
396.19 (26 ), 395.18 (93 ),
384.19 (31), 383.18 (100),
380.16 (11)

313.35(100)

473.14 (13 ), 340.20 (11),
311.17 (12), 141.05 (28 ),
119.03 (18 ), 113.02 (54 ),

92.46 (13 ), 89.0245 (100 ),

71.01 (89)

NI: Non idontifié

Résultats et analyse

-



Résultats et analyse

3.1. Dérivés de I’acide hydroxycinnamique :

Cette étude a montré que les dérivés de 1'acide hydroxy cinnamique Présentent les composés
majeures dans 1’extrait butanolique de la plante D.muricatus, la plupart d'entre eux présentent

l'acide caféoylique et ses dérivés, 1'acide coumarique et l'acide férulique.

3.1.1 Identification du produit 10 :
Ce produit a donné un ion précurseur a m/z 353.0883 et son MS / MS a montré un fragment

majeur a m/z191 avec le fragment acide quinique et m/z179 représentant le fragment
cafféoyle. Ce composé a été caractérisé comme (stéréoisomere 1) de 1'acide cafféoylquinique,
ce qui est en accord avec les résultats de la littérature et mene a proposé qu’il présente I’acide
3-0O-Caffeoylquinique [99-100]. Les résultats sont montrés dans les deux figures (Figure 29 et
Figure 30).

apl ¥ [ I B ek P 1305 DS 00d

3-0-Caffeoylguinic acid

1] |

Jd
J 0

e —_—

i3 F 75 O F ES 7 A8 b WA 0 IS 114 ) RS 4 3 B DS oo aAS 17 153 8 B 0 md N M N M
Covamt v, Argestitasen Toma man]

Figure 29 : Chromatogramme du produit 10.

10 ¥ |-E51 Scan (6811 min) Frag= Lowu Docuséi0ded
=caffeoy| )
i [M-Hf ————= [quinic acid-H] 352,088
o COH miz353 m'z 191 1
24
1,75 )
154 R qumlc acid
1354 H™
’.
= — o Ical'ﬁ:lc acid-HJ
054 Lt 4 = 179
o5 L i1 043 5
-: | .
) 170 W0 '.iru 20 0 ZN 2W M0 ISP M0 M M X 0 3D L0 33 M0 I
Sk i Miaas Chaae )

Figure 30 : Spectre de masse du produit du produit 10.

3.1.2. Identification du composé 17 :
Ce composé a été caractérisé comme acide caféique hexosidé avec un m/z 341,0882. Il

avait un fragment représentatif a 179,03 correspondants a la perte du fragment hexose et

de l'acide caféique déprotoné selon la figure 31. [101-102].
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Résultats et analyse

Eary

mZ 179.03 mi 135.45

mi 3410882

Figure 31 : Schéma de fragmentation de I’acide caféique hexosidé.

xio ¥ |-E5 EDC(341.00007) Scan Frage 130,84 DocusS0ided
i o
ﬂ: acide caféique hexoside
0.7
65
.54
144
03
0.2
1~
- P,

05 7 15 H 85 % %5 W 05 i1 15 & 125 1 E:I'.S MM 15 55 16 48 b |

Figure 32 : Chromatogramme du produit 17

w18 B |-EST Scan (8,112 min] Frags 1300V De-us 60004
ML
14 *
0
(8
OH © h 0
55 DH
OH
54 OH
175,008 HO
024 -
231042
i " ] 1h

A0 1AD 18D 200 ID0 290 200 190 300 X0 40 200 380 430 G0 450 S40 G40 500 S0 $A0 SRD T80 650 420 690 B0 6B TU0 TI0 PO P60 7O BN
[ et A0 e H AP e e

Figure 33 : Spectre de masse du produit du produit 17.
3.1.3. Identification du produit 18:

Le composé 18 a été identifié comme 1’acide chlorogénique, (acide caffeoyl quinique,

(isomere2) avec apparition d’un ion précurseur [2M-H] = a m/z 707,184 qui est di a la

E



Résultats et analyse

formation de dimeres lors de l'ionisation par é€lectrospray et le fragment majeur m/z

191,05 correspondant a la perte de 1’acide quinique (Figure 34 et Figure 35) [102].

x10 & |-E51EIC(707,0000) Scan Frag=130,0v Docus5000a.d

251 Acide chlorogénique

75 g 8,5 g 95 10 10,5 11 11,5 12 125 13 135 1% 14,5 15 15,5
Counts vs. Acquisition Time {min)

Figure 34 : Chromatogramme du produit 18

wid ¥ |5 Soas (LM ) Prag 1300 Docasiiila.d

. i o]
15 . s iz s

1 P Te oH o, 55"

" 0 (@)

15

1 u o
T
05w MLEY ALoett | maom WA M

; | .

M 1% M4 B W0 M 40 0 %0 S50 e 6l M ma M S M 4S8 180 s Lo
Caonty i, Ma-te-Comge [y

Figure 35 : Spectre de masse du composé 18
3.1.4. Identification des produits 19, 22 et 24 :
Les composés 19, 22 et 24 ont été concus comme d'autres isomeres de 1'Acide caféoyl
quinique avec un ion pseudomoleular [M-H] - & m/z 353 donnants 1’ion prédominant a
m/z 191 qui présente la perte du fragment acide quinique comme il est montré dans les

figures suivantes (Figure 36 ; 37 ; 38 ; 39 ;40 ; 41 ) [103-104] .

x10 & |-ES| EIC(353.0000) Scan Frag=120.0V Docuss000a d
3
2.5-
2 Acid caffeoylguinique
1.54 {isomer3)
1 i Acid caffeovlquinique
0.5 —gp—— (isomerd
g 3 10 11 12 12 14 15 16 1

Counts v

Figure 36 : Chromatogramme des produits 19 et 22
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x108 |-ES| Scan (8.546 min) Frag=130.0v Docus&000a.d

1 353 1284
0.75

15 191/0561

L 2589915 3151395 3

180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 200 310 320 230 240 350 360

Counts vs. Mass-to-Charge

Figure 37 : Spectre de masse du composé 19

x102 |-E5| 5can (9,476 min) Frag=130.0% Docus6000a.d
19148563 353,881
4
21 220,0613 261 1749 305, 0696
2611245 :
o4 I | . Ll I . L

= .I T I- = T = II T = T T T - T
120 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Counts vs. Mass-to-Charge (miz]

Figure 38 : Spectre de masse du composé 22

w10 = [-ES| EIC(353,0000) Scan Frag=130.0v Docus6000a.d

34
254
74
1,54
- Acid caffeoylquinique
il ———

10 n 12 13 14 15 16 17

[da

05- . isomer3 |"|
bﬁlﬁ}"" = e
g

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 39 : Chromatogramme des produits 24

x104 |-E5| Scan (9,786 min) Frag=130,0% Docus&000a.d

2 220 fE15 383 1818
308.0778

A 1hon e PN b L = P
R 0

‘ 177 1600 177 14

P || R P O R T ”. ..|.|.......I....|.|..|.. ||..|.L|..||.I...I.|-..

=T L D D L
220 240 260 280 300 320 340 360 38
Counts vs. Mass-to-Charge (miz]

Figure 40 : Spectre de masse du composé 24
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Ccoo X
- D/\/ €O,
— -
. -Q
~ \5\(\\0 HO
HO cOO _/

OH

m/z 179 m/ z 135
" :©/\/KO o CoO
HO OH \ HO COO
Cy -H,O
m/ z 353 0y,
OH

—
HO OH
2 in ; HO
3-Caffeoylquinic acid L OH
m z 191 m/z 173
(@ [M-m 2oyl [quinic acid B —29 o iz i3
m/z353 m/iz 191
- 1 -caffeoyl L -H,O
(b) [M-H]'m... m/z 353 ﬂ-— [quinic acid-H] T e w2173
m/z529 ~quinic acid m/z 191
l-caffeoy]

[caffeic acid-H]

m/z 367 m/z 179

R=0H caffeoyl, R=OCH; feruloyl Acide caffeique

HO.
HO.

OH

%”/
g

OH

Acide quinique

Figure 41 : Fagmentation de quelques dérivés de I’acide cinnamique
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3.2. Identification des acides hydroxybenzoiques :

La spectrométrie

hydroxybenzoiques.

LC-ESI /MS /MS de l'extrait de But OH a révélé cinq dérivés de l'acide

3.2.1. Identification des produits 2 et 8 :

Les composés 2 et 8 ont révélé I’apparition des ions précurseurs a m/z 137.0245 et m/z

137.0251 successivement. La dissociation induite par collision (CID) des deux produits a

donné le fragment majeure a m/z 93 due a la perte de 1’ion CO, comme il est mentionné dans

les figure ce qui mene a déduire que ces deux composés sont des isomeres de I’acide hydroxy

benzoique [101-103].

x10 ¥ |-ESI EIC(137,0000) Scan Frag=130,0v Docus6000a.d

1,84
1,6
1,44
1,24

0,54
0,6
0,44
0,24

Acide hydroxybenzoique
(isomeérel)

04

S 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115

12 125 13 135 13 145 15 155 16 165 17 17,5 18 185 19 195 20 205 21 21,5 22
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 42 : Chromatogramme du produit 2

x10 ¥ [-ESI Scan (4,641 min} Frage 130,07 Dooesdlia.d

2,51

L3434

93,0048 1129554

o .|.|| |

OH OH OH
OH
OH
oU oU ou

70 B0 B0 100 110 13 130 140 150

160 170 180 190 200 210 10 230 240 250 260 IAD 20 290 30
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

43 : Spectre de masse du produit 2

25

LA
339

159

LY

Acide Hydroxy benzoique (isomer2)

OIS W 15 0 B W s 15 @3 a8 ks A s uod
Cousts v, Acquiditicn Time (min)

Figure 44 : Chromatogramme du produit 8
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wla § | 051 scan (6,438 min) Frage 138,07 Dotusdioted
254
2
154 )
AT0251
26,5607 f 2
I -
L | 112,5856
LB ! !

14 T T ¥ e e T T T T 4 T ikl T T v T T T
100 (B ] 13 139 140 L] LES iy 185 190 200 210 20 L 24 250 258 ] ra ]
Counts vi, Mass-bo-Charge (miz)

Figure 45 : Spectre de masse du produit 8
3.2.2. Identification du produit 5 :
Le spectre de masse de I’acide vannilique hexosidé a montré un ion moléculaire [M - H]- a
m/z 329.0878, il a aussi présenté les fragments majeures par CID a m/z 167.03 et m/z 108.02
qui expliquent la perte de la partie hexose suivie de la perte du dioxide de carbone et le

groupe méthyl comme il est indiqué dans La figure 47 [103].

aig | B ERCLRIH edeiel] S Frugee L3O Drocun Si0did
M I . i o
11 Acide vannilique hexosidé
34
25
FE I
184
]
i
-
55 ' 5 7 5 [ [ 3 3 " W i1 163 1z 125 ] 15

Lowrty wi, Agetngn Tong (mis)

Figure 46 : Chromatogramme du produit 5

H
x10 ¥ |-€51 5can (5433 min) Frage130,0V Docustddde.c
180083

“ .
s CH;

31 H20H
254

24 1670383
Ls -
o.;‘ oy Tt 241,002¢ i H

0 Ly | \ o H

100 150 2200 250 3¢ 350 Lo 450 00 50 6c¢ €50 ne 750 80
Counts v, mluo-cwoc (w2) )

Figure 47 : Spectre de masse du produit 5
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CH>0H CH CH; N
H
H
myz167.03
H m/z 108.02
H OH
mvz 329.08

Figure 48 : schéma de fragmentation de de I’acide Vanillique-O-hexoside

3.2.3. Identification du produit 14 :
Le sucre conjugué qui a donné un ion précurseur [M-H] - a m/z 299,0772 suggéré comme

acide Hydroxy benzoique O-hexoside; le spectres MS/MS a révélé I'apparition du fragment
m/z 137 du a la perte du fragment hexose (Figure 50) [101-104].

xi0 & |-ESI EIC{299,0000) Scan Frag=130,0V Docus6000a.d

i Hydroxybenzoic acid O-hexoside

75 8 a5 ) 95 10 105 11 115 1 125 13 135 14 145 15
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 49 : Chromatogramme du produit 14

iy § |5 S (418 ] Prage 1384 Docubittad
4 -
15 *
3
25
oy *
13
1
83
e £S5 B 34 308 DB aBe 458 SO0 SSA 480 SO Ted TS MM #S5 BM W
Comrds wi. Mami-te-Charga (miil

Figure 50 : Spectre de masse du produit 14
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3.3. Identification des flavonoides :
3.3.1. Identification du produit 26 :

Le composé 26, avec un ion précurseur [M—H] a m/z579 a révélé les fragments majeurs a
m/z 459 [M—H]"120] et m/z 429[M-H-150] a été identifié comme Luteoline C-pentoside C-
hexoside [105].

(103 |- Sl EIC(579,0000) Scan Frag=130,0V Docus6000a.d
g

27 r LuteclinC-pentesideC-hexosid
0 !

75 2 85 9 95 10 105 11 115 12 125 12 135 14 145 15 155 16 |
Counts vs. Acquisil

Figure 51 : Chromatogramme du produit 26

P e

103 |-E5l Scan (10,034 min) Frag=130.0% Docus6000a.on o

oo,
<: CHa
"t o
24 OHOH &: ;""D\I % DI
’ OH o
oH OH
*

539,18a3 | 6091463

HO 5754361

112985 1910859 3370304 { 4732026 o
l_u LRl b _l ST N l..l._
| T T T T -1 T T | T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 50 600
Counts vs. Mass-to-Charg

04 N T oL T T V| CR T A

Figure 52 : Spectre de masse du produit 26

3.3.2. Identification des produits 34 et 35 :

Les autres dérivés de la lutéoline ont été caractérisés par la présence d’ions fragments
majeurs a m/z 285 avec des substituants O. Par exemple, le composé 34 correspondant a
la lutéoline-7-O-glucoside avec u ion précurseur [M-H] a m/z 447. Sa fragmentation MS /

MS a montré que le fragment majeur a 285 correspond a la perte d’un fragment glucosyle
(162 u).
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Le compose 35 €luant a 12,203 min et qui a donné un ion précurseur a m/z 461.0727 a été
caractérisé en tant que lutéoline-3-O-glucuronide. Le CID de ce composé a produit le
fragment principal en (m / z 285) qui est dii a la perte de I’acide glucuronide (m/z 176) [106]
(Figure 54).

%10 ¥ |-ESI EIC(461,0000) Scan Frag=130,0v Docus6l00a.d

@
L

lutéoline-3-O-glucuronide

e 1 2 122 124 126 128 i B2 134 135 138 ! 2 144 196 148 15 152

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 53 : Chromatogramme du produit 35

xin ¥ |-ESI Scan (12,203 min) Frag=130,0V Docus6000a.d
1,24

0,8
0,6+ 461,0727
*
041

’ El
0,2 285,0403 319,005 ne

B T e e e S e e e T e et
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 47
Cannke ve Mace-ba-Charas (i

Figure 54 : Spectre de masse du produit 35
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X10°® |_EcT EIC(447,0000) Scan Frag=130,0V Docus5000a.d
1,64

1,4- Luteoline-7-0-glucoside

1,2
14

0,8

0,6

0,4

0,24
0

T T T T T T T T T T T T T T
11,6 11,7 11,8 11,9 12 12,1 12,2 12,3 12,4 12,5 12,6 12,7 12,8 12,9
Counts vs. Acquisition Time {min]

Figure 55 : Chromatogramme du produit 34

-E5I Scan (12,141 min) Frag=130,0% Docus6000a.d
QH

447,0944
+

- 283.041
4 319,0862
7 96,9605  161,0455 239,127

100 150 200 250 300 350 400 450
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 56 : Spectre de masse du produit 34

3.3.3. Identification du produit 40
L’apigénine-7-0O-glucoside qui a I’ton [M-H] ™~ a m/z 431,0996 a été identifiée par son pic de
MS / MS intense a m/z 269 en raison de la perte la molécule de glucose [101].
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-ESI EIC(431,0000) Scan Frag=130,0V Docus6000a.d

apigenin-7-O-glucoside

e

1 131 122 123 124 135 136 127 128 138 13 131 132 133 134 135 136 137 138 138 14 141 142 143 144 145

Figure 57 : Chromatogramme du produit 40

3§ |-E5I Scam (13,567 min) Frag=130,0V Docus60ola.d
L5 "
2
miz= 269
L5+ f
14 a0 n\ﬁ
(7] x | = |
1,5 T ol " =
- | =1
l:l- L} L T T T L3 T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 500 £50 70
Counks vs. Mazs-to-Charge (mfz)
Figure 58 : Spectre de masse du produit 40
3.3.4. Identification du produit 41:

a été proposé comme Lutéoline 7-O- (6 «-O-malonyl)) -B-D-glucoside, il a montré un ion

précurseur

[M-H] *~ a m/z 489.1049 et a donné un fragment majeur a m/z 285.04

correspondant a la perte de la molécule de Lutéoline [107].

10 €
2
1.5
1
0.5

-ESI EIC{429,0000) Scan Frag=130.0v Docus®000a.d

Luteoling -O- (6 "-O-malonyl)) -B-D-ghicoside

0

65 17 175 18
Counts vs. Acguisition T{n

16

Figure 59 : Chromatogramme du produit 41
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x10% |-ESl 5can (13,691 min) Frag=130.0% Docus&000a.d
p 4354045
15
14 33.0837
054 23042385 2850400 3630535 AZ7 1609 * |
0 . L

T

290 240 260 280 300 320 34D 260 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560
Counts vs. Mass-to-Chai

Figure 60 : Spectre de masse du produit 41

3.3.5. Identification du composé 43

Ce composé a été caractérisé en tant qu’ Apigénine avec m/z 269,0458, I’ion prédominant a

m/z 117 pour [CgHsO]  [108].

o ¥ |-ESI EIC(269,0400) Scan Frag=130,0V Docus6000a.d
354 Apigénine

2,54
1,54

0,5

o R U ]
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 61 : Chromatogramme du produit 43
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Figure 62 : Spectre de masse du produit 43
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OH © fragment 2

m'=z 269 0458
miz 117

Figure 63 : Schéma de fragmentation proposée de I’Apigenine

3.3.6. Identification du produit 47:

N

Le composé 47 éluant a un temps de rétention 17.1 min ayant I’ion précurseur [M-H] ~a

m/z 285,0409 est suggéré comme Lutéoline, ce composé a donné un pic majeur a m/z 133

([CsHs50,] -) [109].

x10 & |-ESI EIC(285,0400) Scan Frag=130,0V Docus6000a.d
0,91
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Figure 64 : Chromatogramme du produit 47
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Figure 65 : Spectre de masse du produit 47
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3.4. Autres composés polaires :

Le composé 1 avait un [M-H ~a m/z 191,0566, il a été identifié comme étant 1’ Acide quinique,

pour lequel apparait un fragment a m/z 127 ((M-H-CO-H,0]-) [101-110].

106 |-ESI EIC({191,0000) Scan Frag=130.0V Docus&000a.d
15-
1.25-
14
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0.5
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(1=
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Figure 66 : Chromatogramme du produitl
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Figure 67 : Spectre de masse du produit 1

Le composé 15 qui a apparait a un temps de rétention 7.74 min ayant 1’ion précurseur

[M-H] ~a m/z 293.1246 est suggéré comme acide méthyl glucopyranosyloxy pentanoique
(Figure 68) et (Figure 69). La fragmentation proposée de ce composé a donné une perte de la

chaine aliphatique, présentée par le fragment majoritaire a m/z 131.0712 [110].
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-ESI EIC(253,0000) Scan Frag=120,0v Docus6000a.d

TF... acide metyl ghaicopyranosyloxy
pentanoique

i

g8 85 9 95 10 105 11

15 12

Counts vs. Acquisition Time (min)

125

Figure 68 : Chromatogramme du produit 15
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Figure 69 : Spectre de masse du produit 15

Le spectre de masse de la phase butanolique a montré également [’existence d’autres

composés polaires, dérivées de 1’Apigenine et la Luteoline ainsi que 1’Acide chlorogénique

(tableau 6).
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4. Etude in vitro de I’activité antioxydante de la plante D.muricatus

4.1. Test DPPH :
L’activité antioxydante des différents extraits (obtenus a partir de la plante D.muricatus ) est
évaluée en suivant la réduction du radical DPPH qui s’accompagne par son passage de la

couleur violette a la couleur jaune mesurable 2 517 nm .

Les résultats du tableaul, révelent que tous les extraits testés pris, sont des anti radicalaires

qui se different en pouvoir oxydant.

Table 7 : : Capacité antioxydante par le test DPPH des extraits étudiés de la plante D.muricatus

L’extrait Acétate d’éthyle présente I’activité anti-radicalaire la plus élevée, et qui est

w % Inihibition Du radical DPPH- Cls,

Conc 12.5 25 50 100 200 400 800
ng/mL
Acétate | 54.37 82.80 86.03 86.55 86.03 NT NT 12.33
d’éthyle 1+0.61 +1.75 +0.26 +0.72 +0.56 +0.69
BuOH" | 253 42.17 79.65 85.80 86.67 86.73 | NT 30.51
1+1.30 +3.30 +.84 +0.30 +0.00 +0.1 1+2.24
MeOH" | 19.72 2632 | 3282 62.14 85.28 85.74 | 85.46 81.96
+2.29 +1.84 +2.72 +2.86 +0.60 | £0.36 | 0.6 2.1
CHCl; | 3.84 5.29 6.15 14.46 21.62 31.09 | 50.65 439.001
+0.44 +3.18 +2.72 +0.73 +1.15 | £2.34 | +£1.22 1+4.26
BHT" 28,95 222 37,12 52,63 56,02 83,60 | 87,28 22.32
+1,16 1£1,30 | £1,80 +2.,70 +0,53 +0,23 | £0,26 +1.19
BHA" 28,95 5433 | 76,76 84,09 87,53 87,73 | 88,43 5.73
+1,16 +1,59 +1,65 +0,35 +0,82 +0,15 | £0,23 +0.41
inferieure

deux fois du standard BHA, suivie par I’extrait butanolique (Clsp:12.331+0.69).

Cependant, I’extrait chloroformique présente 1’antioxydant le plus faible avec une

.
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Cls50=439.001+4.2

*Valeurs exprimées +SD, de trois mesures paralléles

b composés de référence. NT : Non testé

4.2. Laméthode TEAC : Trolox equivalent antioxidant capacity (ABTS) :

Les résultats de 1’activité antioxydante déterminée a I’aide du test ABTS sont résumés dans le
tableau 8.

L’extrait butanolique présente la valeur la plus faible de la Clsg (22,58+0,93) et donc une
activité anti radicalaire la plus importante comparativement aux autres extraits. L'activité des
extraits Acétate d’éthyle et methanolique, est importante aussi. Nous notons que Le BHT et le
BHA présentent un pouvoir anti-radicalaire trés puissant par rapport a nos extraits. De toute
facon, selon Moure et al. (2001) [14], Les antioxydants naturels indiquent souvent un pouvoir

antioxydant inférieur a celui des antioxydants synthétiques.

Table 8 : Résultats de ’activité antioxydante ABTS des extraits de plante D.muricatus.

Extrait % Inihibition ABTS

200

12.5 400 800

25 50 100

Butanolique 0,41 0,56 0,98 1,47 2,73 3,42 4,40 22,58
+0,05 +0,06 +0,08 +0,08 +0,40 +0,76  £0,05 +0,93
CHCI; 0.32 994 2237 43.91 61.86 64.55 66.35 151,77
+8.32 +16.6 £26.5 +43.75 +49.57 472 +44.6 +0,9
0 5 7 3
Acétate 27.01 4046 61.17 85.09 90.06 nt nt 36.05
d’éthyle +1.17 +1.67 047 +0.35 +0.1 +2.28
MeOH 17,07 29,2 4379 71,45 91,72 92,89 93,06 51,90
+1,42 4+1,7 £3,94 +3,67 +0,10 +0,10 0,19 +0,59
BHT" 59.22 782.355 90.36 92.18 93.37 94.87 96.68 1.29
+0.59 +3.43 +0.00 +1.27 +0,86 +0,87 +0,39 +0.3
BHA" 83.42 93.52 93.58 93.63 93.63 9420 95.39 1.81
+4.09 +0.09 +0.09 +0,16 +0,95 +0,9 +£2.62 +0.1

4.3. Inhibition de blanchissement de -carotene :

Les données expérimentales obtenues par le test de blanchiment de [B- caroténe sont
représentées dans le tableau 9. Les valeurs des Clsy ont été calculées aussi et sont présentées
dans le méme tableau, permettant ainsi d’évaluer et de comparer 1’efficacité de nos extraits.

L’analyse de 1’ensemble des résultats obtenus pour cette activité montre que 1’extrait acétate
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d’éthyle affiche la Clsp la plus faible: 24,60+2,92, puis les extraits butanoliques et
methanoliques qui donnent des Clsy rapprochées . 43,76+0,98 pg/ml et 47,05+0,8 pg/ml. Par
ailleurs I’extrait chloroformique a démontré le pouvoir anti-radicalaire le plus faible avec une

Clsp égale a138,16+2,25 pg/mL.

Table 9 : Activité de blanchissement du B-caroténe par les extraits de la plante D.muricatu.

% Inihibition

Extrait

Conc
pg/mL
Acetate d’éthyle 30,94+ 61,69+ 80,81+ 90,30+ 95,72+ 99,80+ Nd 24,60+
2,18 0,62 0,78 0,51 0,17 7,98 2,92
Chloroformique NA NA NA 13,36 17,43+ 41,62+ 69,23+ 138,16+
2,64 3,13 0,53 0,19 2,25
Butanolique NA NA 7,11+ 26,33+ 57,94+ 73,02+ 83,95+ 43,76+
1,87 0,13 1,66 2,56 1,26 0,98
Methanolique NA NA 0,65+ 2236+ 53,19+ 74,59+ 86,42+ 47,05+
0,15 1,75 1,39 2,62 0,24 0,81
BHT 81.14+ 86.0.9+ 87.52+ 91.67+ 94.11x 9441+ 95.28+3.25 1.05+
0.84 1.04 4.24 0.52 0.42 0.32 0.01
BHA 8423+ 90.11+ 94.59+ 96.09+ 97.35+ 99.59+ 99.76+ 0.90+
1.14 0.68 0.77 0.02 1.08 0.14 0.98 0.02

4.4.Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC) :

Les résultats de la capacité antioxydante évaluée a 1’aide du test de réduction du cuivre
(CUPRAC) sont résumés dans le tableau 4. Les extraits (butanolique et acétate d’éthyle et
méthanolique sont capables de réduire le cuivre. Ce pouvoir réducteur augmente
proportionnellement avec la concentration de I’extrait testé, mais reste toujours inferieur au
pouvoir réducteur du standard.

E
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Table 10 : Acivité chélatrice de CUPRAC des extraits de la plante D.muricatus.

% d’inhibition
W 12.5 25 50 100 200 400 800 Ag.s0
Conc
pg/mL
Butanolique 0,06+ 0,07+ 0,11+ 0,17+ 0,42+ 0,69+ 1,61+ 223,08+
0,01 0,01 0,04 0,04 0,05 0,15 0,13 5,93
Acetate d’ethyle | 0,15+ 0,17+ 0,24+ 0,41+0,0 0,63+ 1,24+ 1,78+ 150,14+
0,04 0,03 0,02 2 0,07 0,16 0,12 1,05
Methanolique 0,04+ 0,06+ 0,07+ 0,08+ 0,18+ 0,39+ 0,51+ 685,00+
0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,03 63,64
Chloroformique | 0,11+ 0,11+ 0,11+ 0,11+ 0,15+ 0,21+ 0,38+ >800
0,02 0,01 0,03 0,01 0,01 0,02 0,04
BHA 0.09+ 0.11+ 0.18+ 0.36+ 0.78+ 1.74+ 3.53+ 8.41+
0.0 0.01 0.02 0.04 0.07 0.07 0.19 0.67

Ay.s0: la concentration a 1’absorbance 0,5.

4.5. Chélation du Fer ferreux

L'analyse de l'activité antioxydante des extraits de D.muricatus via le test FRAP (tableau

11.) nous a permis de déduire que cette plante n’a aucun effet chélateur du Fer ferreuxa

avec les concentrations utilisées.

Table 11 :Inhibition du FRAP par les extraits de D.muricatus.

% d’inhibition
V 12.5 25 50 100 pg 200pg | 400pg | 800pg | Cls
Conc
pg/mL
Butanolique | 4,84+ | 555+ 6,38+ 751+ 1127+ | 1403+ | 1737+ | >800
2,01 0,89 1,12 2,60 0,24 1,88 2,05
Methanolique | 194+ | 487+ 6,84+ 10,63+ 16,79+ | 21,1019 | 3631+ | >800
0,80 1,30 0,38 1,13 1,65 1 2,83
Chloroformique | 5,17 | 1144+ | 12,50 18,46 24,26+ 3542 4482 | >800
+1,30 2,06 +2.26 +3,69 0,77 +1,89 +1,24
EDTA 9,69 20,59 51,15 95,80 9587 | 95,84 95,76 12,11+
+132 | 40,50 +0,31 +0,06 +0,06 | +0,22 +0,06 0,32

74

N
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail a été réalisé dans le but de valoriser les connaissances de la flore Algérienne par 1'étude
phytochimique d’une plante issues de cette flore appelée Daucus muricatus et la mise en évidence
des propriétés pharmacologiques de cette plante.

Cette plante appartenant a la famille des Apiaceae a été récoltée de la région de Setif

L’objectif était d’apporter des éléments pour la validation de certaines propriétés de la plante
étudiée, I’identification de ses principes actifs et I’évaluation de 1’activité antioxydante.

Notre travail nous a permis de réaliser une étude phytochimique de la partie aérienne de la plante
D.muricatus. Cette étude a été 1’occasion de mettre en ceuvre les différentes facettes de I’analyse
développée au cours de cette these telles que 1’extraction, le fractionnement, 1’identification par

LC/MS/MS ainsi que les tests d’activité antioxydante.

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation des principes
actifs. Elle dépend surtout du solvant utilisé. Nous avons tenté d’extraire les polyphénols totaux en
utilisant quatre solvants de polarités différentes de maniere a solubiliser un maximum de composés.
Les différents extraits obtenus ont été analysé quantitativement par spectrophotometre UV-visible
pour leur contenu en polyphénols et en flavonoides. Considérant les fractions séparées, les phases
acéttae d’éthyle et phase butanolique sont les plus riches en polyphénols (169.66+11.50 pg
EAG/mg d’extrait) et (164.42+10.20 ug.mL'l) successivement et en flavonoides (0.457 ],Lg.mL'l.
La fraction butanolique a été soumise a un fractionnement guidé par LC/ESI/MS/MS ; Cette
méthodologie est considérée comme une nouvelle approche pour la séparation et 1‘identification
rapide de produits naturels.

Le couplage HPLC-UV-MS/MS simplifie le regroupement des fractions, et réduit le temps de
manipulation post-séparation en combinant analyse et identification des fractions en une seule

et méme étape. De plus, elle offre la possibilité d‘obtenir des informations structurales sur les
molécules d’intérét directement apres 1‘étape de fractionnement, ce qui est tres utile dans le

cas de réplication d’extraits végétaux.

25 composés ont été caractérisés et classés en 4 groupes : 13 dérivés de I’acide hydroxycinnamique,
S dérivés de I’acide benzoique, 8 flavonoides et d’autres composés polaires tels que 1’acide
quinique.

L’aptitude de nos extraits bruts a inhiber la peroxydation des lipides in vitro a été évaluée par la
technique de décoloration de la B-carotene. Les résultats montrent que I’oxydation de I’acide

linoléique est efficacement inhibée par les extraits testés. En effet, la capacité antiradicalaire la plus
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élevée des extraits est démontré avec I’extrait acétate d’éthyle (Clsy 24,60+2,92 pg.mL™") puis les

extraits butanolique et méthanolique.

L'activité antiradicalaire in vitro est aussi étudiée avec la méthode de réduction du radical libre 1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH); Les extraits polaires surtout; posseédent des capacités de
neutralisation du radical libre DPPH puissantes, puisqu’ils agissent a de faibles doses. Notons que
I’extrait acétate d’éthyle qui a donné une activité supérieure a c’elle du BHT (Cls5012.33 +0.69

pg.mL™).

En outre, une étude comparative de capacité antioxydante (ABTS) a menée entre les extraits de la
plante, a démontré que 1’extrait butanolique présente 1’activité anti radicalaire la plus importante

comparativement aux autres extraits Clsp (22,58+0,93 pg.mL'l).

Les résultats de la capacité antioxydante évaluée a 1’aide du test de réduction du cuivre (CUPRAC)
montrent que tous les extraits issus des solvants polaires ont un pouvoir réducteur important, ce

pouvoir est dii aux composés phénoliques présents dans les extraits étudiés.

Contrairement aux résultats précédant, des extraits de la plante D. muricatus n’ont aucun effet

chélateur du Fer ferreux avec les concentrations utilisées.

Du point de vue phytochimique, il nous semblerait pertinent, d’étendre nos investigations a

N

I’identification et la purification d’autres métabolites secondaires, appartenant a des classes
différentes comme les coumarines et les terpenoides potentiellement intéressants ainsi qu’effectuer

des tests toxicologiques avec les extraits étudiés de la plante D.muricatus.

Partant du fait qu’une substance pouvant étre tres active in vitro, peut perdre cette
activité une fois pénétrée dans le corps; une étude in vivo est souhaitable, pour
obtenir une vue globale sur ’activité antioxydante des extraits testés.

L’évaluation d’autres effets biologiques in vitro comme in vivo des extraits bruts et de

leurs composés actifs en utilisant différentes techniques est recommandée aussi.
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