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RESUME

Ce travail de recherche est centré sur la valdwisatle deux EuphorbiacéesRicinus
communiset Jatropha curcasLa premiére est une espéce autochtone connue cquiame
dont I'huile des graines est utilisée pour sesugecbsmétiques quant a la deuxieme, c’est une
espece allochtone récemment introduite a titre x@étal en Tunisie et connue comme
plante bioénergetique. Pour le ricin huit populagioTunisiennes ont été étudiées: Riadh
Andalous, Nefza, Béja, Nabeul, Hammamet, Boufidkhanguet Hajej et Aouled Amer.
Quant au jatropha, le matériel végétal est réaddtés la station expérimentale de Nabeul
(Tunisie). Il s’agit de huit populations qui promient d’Arusha en Tanzanie, de
Mozambique, de Suriname et de Brésil a partir dg provenances a savoir : Parana, Norte
de Minas, Mato Grosso, Regiao sudeste et Vale doitdighonha. Le travail comprend une
premiéere partie consacrée a une étude bibliographigne deuxiéme partie est consacrée aux
matériels et méthodes utilisés et une derniéreiepadi montre I'ensemble des résultats
obtenues. Ainsi, les résultats montrent que lesaggtdes feuilles des populations des deux
especes étudiées sont plus riches en composeés lighésoque les extraits des racines.
L’étude phytochimique a montré que le ricin contisartout de I'acide gentisique. Quant au
jatropha, il contient surtout de I'épicatechinedetla naringine. L’étude chimique des huiles
fixes des deux especes montrent que I'huile den rreinferme essentiellement d’acide
ricinoléique. Quant a I'huile de jatropha, elle ttent deux acides gras en proportions
majeures qui sont l'acide oléique et l'acide linglee. L’évaluation des activités anti-
oxydantes des extraits des deux especes indiqueauréation positive entre ces activités et
les teneurs en composés phénoliques. Par ailleliésyde de [I'activité anti-
acétylcholinestérase des extraits testés montreat ags extraits sont des inhibiteurs de
'AChE plus puissants que la galanthamine utiliséenme contréle positif. Notre étude a

confirmé que les différents extraits de ricin etjatropha, autres que les huiles fixes, peuvent



donc étre exploités pour d’'autres activités biajogis, parmi les quelles I'action inhibitrice de
'AChE une des principales cibles des traitemendstre la maladie I'Alzheimer et le

piégeage des radicaux libres, en raison de leliesse en composés phénoliques.

Mots clés: composés phénoliques, polyphénols, flavonoidesoxydant, DPPH, ABTS,

anti-acétylcholinestérase.



ABSTRACT

The aim of this study is to promote two Euphorbgecelants th&icinus communiand the
Jatropha curcasthe first one is known for its oil used in thesoeetic products, whereas the
second one is known especially for its seeds uséukei production of biodiesel. For the castor
plant, eight Tunisian populations are studied: Ria@indalous, Nefza, Beja, Nabeul,
Hammamet, Bouficha, Khanguet Hajej and Aouled Amior the jatropha, recently
introduced in Tunisia, the plant material is caetfrom the Nabeul station (Tunisia). Eight
populations coming from Arusha in Tanzania, Mozagubi Suriname and Brazil from
regions of Parana, Minas Norte, Mato Grosso, Reglateste and Vale do Jequitinhonha are
studied. In first, a bibliographic study is made.skecond, the used materials and methods are
cited. Fanilly, all the results are mentioned. Shaly shows that the phenolic compounds are
higher in the leaves extracts than in the rootsaetd for both species. The phytochemical
study shows that the gentisic acid is the majomphe compound identified in the castor
plant extracts. In contrast, the epicatechin amdr&ringin are the most important phenolic
compounds identified in the jatropha extracts. @& MS analysis reveals that the castor oll
contains mainly the ricinoleic acid. For the jatnapoil, two major fatty acids are identified:
the oleic and the linoleic acids. Results of thdoxidant properties of leaves and roots of
both species indicate a positive correlation betwtée leaves and the roots activities and
their contents of phenolic compounds. Furthermtire,anti-acetylcholinesterase activity of
the tested extracts shows for the first time tloames tested extracts are more active than the
galantamine used as a positive control. Our stuahfiened that, in addition to their oils,
different extracts of the castor plant and thepjaitia can be used for biological activities such
as the scavenging free radicals and the inhibiaation of AChE enzyme, which is a major
target for treatments against the Alzheimer's disedue to their high levels of phenolic

compounds. Owing to the activities of the leaved #re roots extracts confirmed by this



study, the agricultural exploitation of the cagpteint and the jatropha can be economically

more profitable.

Keywords: phenolic compounds, polyphenols, flavonoids, aatiant, DPPH, ABTS, anti-

acetylcholinesterase.
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Chromatogramme de I'extrait des feslifle la population P8 de jatropha a 320.nrm89
Chromatogramme de I'extrait des racteela population P8 de jatropha a 280.n1o0
Chromatogramme de I'extrait des racteela population P8 de jatropha a 32Q.n100
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Depuis plusieurs années, l'utilisation des plantegglicinales ou des préparations a
base des plantes connait un succes croissant., Alisgirés les estimations, 80% de la
population mondiale dépend principalement de laeuoie traditionnelle (OMS, 2012). Une
analyse des prescriptions médicales menée aux di@sentre 1959 et 1980 a montré que
25% d’entre elles contenaient un principe issu élyne végétale (Farnsworth, 1988), tandis
gue environ 60% de prescriptions en Europe pro@shdirectement ou indirectement des

plantes (Ratal., 2004).

Le recours aux pratiques traditionnelles a basepldates médicinales est expliqué par
plusieurs raisons tels que le colt élevé des ptodpharmaceutiques, les habitudes
socioculturelles des populations, la nécessité idgoder d'options thérapeutiques pour les
agents pathogenes résistants et I'existence deadiesal pour lesquelles il n'y a pas de

traitement efficace (Duke, 1993, Cox et Balik, 1994

Aujourd’hui, l'industrie pharmaceutique a investirg la recherche des médicaments
d’'origine végétale. L'étude de la biodiversité daantes médicinales et les utilisations
meédicinales traditionnelles des populations autmudg ont constitué un axe prioritaire dans
cette recherche. L’ethnobotanique est la branchia @logie qui étudie spécifiquement les
relations économiques entre les plantes et ce cqappelle souvent les sociétés « primitives ».
Ensuite, les progres dans les domaines de l'auisatiain et de la robotique ont facilité
I'évaluation en laboratoire de gros échantillonspen de temps. Enfin, lors de la synthése
d’'un produit, les chimistes ont généralement besb@xemples de meédicaments naturels
efficaces en guise de modeéles structurels et fomoéls pour pouvoir concevoir
rationnellement des médicaments ayant une struototéculaire analogue (Small et Catling,
2000). Les plantes médicinales sont extrémementbreuses. En effet, les estimations
indiquent que plus que 13000 espéces de planteximadds sont utilisées comme remeédes

traditionnels par diverses cultures dans le monadiere (Tyler, 1993). Les propriétés
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médicinales des plantes sont dues a des produithétisés par les plantes elles mémes
appelés métabolites secondaires. De nombreux nié¢zbsecondaires essentiellement les
polyphénols sont des antibiotiques au sens large,ilg protégent les plantes contre les
champignons, les bactéries, les animaux et mémauless plantes (Buchanahal., 2000).
Les polyphénols sont aussi connus pour leurs &&sildiologiques qui sont en relation directe
avec la santé de I'étre humain. lls sont utiliséssdla chimiothérapie et dans le traitement de
plusieurs types de cancer (Manasthal, 1996). lls sont présents comme ingrédients dans
plusieurs préparations cosmétiques utilisées damitement du vieillissement cellulaire et
la protection de la peau (Menahal, 2014). Les polyphénols sont connus par leulsits
anti-oxydantes importantes, car ils peuvent agir piégeage direct des ERO (especes
réactives de l'oxygene) (Halliwell, 1994). lls somaussi connus pour leurs activités
enzymatiques, car ils peuvent inhiber l'activité dertaines enzymes comme le cas de

I'acétylcholenestérase (Heinrich et Teoh, 2004).

Notre travail de recherche est centré sur la isdtion du ricin connu comme plante dont
I'huile des graines est utilisée pour sa vertu aitfme et plus récemment dans la production
du biodiesel. On a choisi de valoriser cette planteavers I'utilisation d’autres parties et en
particulier les feuilles et les racines. Ainsi, @mené dans des travaux antérieurs une étude
préliminaire de l'activité larvicide des extraitedl feuilles et des graines de différentes
populations du ricin tunisien. Les résultats obgesont motivants ce qui nous a encourage de
vérifier les raisons de l'usage du ricin en médedmditionnelle grace a la mise en évidence
d’autres activités biologiqgues comme le pouvoii-gadicalaire et I'activité enzymatique. En
paralléle, il est apparu nécessaire de réaliser ainde phytochimique pour quantifier et
identifier les métabolites secondaires responsatdssactivités étudiées.

Les résultats obtenus suite a cette étude nousoonluits a appliquer cette méthodologie sur

une autreEuphorbiaceaeécemment introduite en Tunisie dans une objedtivénergétique.
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Il s’agit de Jatropha curcasCette deuxiéme étude nous a permis de compaactivités
anti-radicalaire et enzymatique en fonction deidiime géographique de la plante de jatropha

(pays d’Afrique ou d’Amérique de sud).

La premiére partie du manuscrit porte sur une ®g&h dune recherche
bibliographique. D’abord, une étude ethnobotanigies deux especes étudiéeRicinus
communiset Jatropha curcasa été réalisée. Nous avons cité I'importance éwimae, les
différents composés phénoliques présents ainsieguactivités biologiques trouvés dans la
littérature relatives aux deux especes. Ensuiteesamvoir présenté quelques uns des
principaux composés phénoliques, nous avons d&étallus précisément les activités
biologiques connues des polyphénols et des fladasodinsi que leurs bienfaits sur la santé
de I'étre humain. Enfin, les techniques utiliséesrrpélaborer les différentes parties de cette

these ont été détaillées.

La deuxieme partie de ce travail est consacréeedpant aux dosages des différents composés
phénoliques (polyphenols totaux, flavonoides totalutannins condenseés) présents au niveau
des difféerentes parties des plantes et d’autre @érdentification et la quantification de ces

COMpOSES.

La troisiéme partie est destinée a I'étude qualiaet quantitative des huiles fixes des deux

especes étudiées.

La derniere partie est consacrée a la valorisatemdifférents extraits des plantes. Dans un
premier temps, le pouvoir anti-radicalaire desatdrdes deux especes est mesuré par deux
tests DPPH et ABTS. Ensuite, tous les extraitg2¢esnt subi une étude de leur activité
enzymatique en mesurant leur pouvoir inhibiteufatstylcholinestérase, une des principales

cibles des traitements contre la maladie d’Alzheime
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Chapitre I: Etude ethnobotanique des especes

|- Le ricin : Ricinus communisL.

I-1 Taxonomie du ricin

Ricinus communisL. est une plante du sous regne des Phanérogadees,
'embranchement des Angiospermes, de la classédgsoliopsidae de la sous classe des
Rosidae de l'ordre dessuphorbialeset de la famille deg€uphorbiaceaequi compte entre
5000 et 8000 espéeces réparties dans environ 30@gdres plantes de cette famille, sont
d'aspect tres variable, elles se caractérisenniésement par leur latex blanc avec une
évolution de la morphologie florale qui va des fkeuclassiques (sous-famille des
Crotonoideag aux fleurs simplifiées et réduites (sous-famdksEuphorbioideag Chez la
majorité des especes, le fruit est a trois logasgjeu, 1789). Le genRicinusest représentée

par une seule especRicinus communik (Polvéche, 1996).

I-2 Nomenclature
Le nom scientifique de I'espece &itinus communig. (Armstrong, 1982). Le ricin
est appelé égalemekiharouda en arabe, ricin en francais et castor baaanglaigGhrabi,

2005).

I-3 Description botanique du taxon

Le ricin est un arbuste vivace robuste de 3 a 1@nrhaut (Wan, 2006). Une cellule
diploide de ricin posseéde un nombre chromosomiqa & 2n = 2x = 20 (Harrys, 1980 ;
Karl et Dan, 1965). Les feuilles sont longuemerighées, palmées, lobées (5 a 9 lobes),

caduques et de couleur vert foncé parfois tracéesutje pourpré (Figure 1) (Wan, 2006).



1ére Partie: Etude bibliographique

Figure 1. Morphologie des feuilles de ricin (Morra2@09).

I-3-1 La floraison

Le ricin se caractérise par des fleurs méles efldess femelles insérées sur la méme
inflorescence. Ainsi, les fleurs staminées malest sacées sur la partie inférieure de
l'inflorescence alors que les fleurs pistillées ées occupent la partie supérieure (Figure 2).
Les fleurs femelles sont couronnées par trois tstyleuges (Williamet al, 1967). Dans
certains cas, l'inflorescence peut étre formée wemigent par des fleurs pistillées (Shifriss,

1966).

Fleurs males basales

Figure 2. Inflorescence en panicule terminal cleeicin ; Fleurs femelles apicales et fleurs méale

basales.
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I-3-2 Les fruits et les graines

Le fruit est une capsule tricoque qui s’ouvre paniscence septicide, puis loculicide,
en abandonnant la columelle sur laquelle s'insde=ngraines (Figure 3). Celles-ci, brillantes
et tachetées, offrent extérieurement, dans la médio micropyle, un arille appelé caroncule
(Figure 4). Ces graines se caractérisent encordapparésence d’'un endosperme et d’un

embryon spatulé axialement (Peatal.,2005).

nervure mediane du carpelle
placentas graine * @

Il est formé de trois carpelles soudés, ferméspda@entation axile. Dans chaque loge une seulagjra

e

cloison inter-carpellaire

Figure 3. Structure du fruit triloculaire (Pettal.,2005).

se développeA: L'ouverture est complexeB : les trois carpelles se séparent par trois fesitages
au niveau des cloisons (septum) intercarpellaéhiscence septicide) formant trois coqués ;les
trois coques séparées s'ouvrent par trois fertiéSesi au niveau de leur nervure médiane (déhiscence

loculicide), ce qui permet la libération des graiferatet al.,2005).
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Figure 4 Graine entiére avec sa caroncule au sor

I-4 Distribution biogéographique de I'espec
I-4-1 Répartition mondiale

Le ricin est originaire du no-est africain et du moyen-oriett.est répand en Inde et en
Chine qui sont les deux priers producteurs duicin dans le monde (FAO, 2007). I
envahit 'Amérique au 16siécle (Déthiollaz, 2003). Cette plante cultivée dans la plupa
des régions tropicales et subtropicales seches @&wmenque ans de nombreuses régic
tempéréesiotées d’'un été chaud. Il seturalise facilement et pousse dans de nomb
endroits comme plante rudérale adaptée aux cotdsaiths milieux parfois hostils aux

autres végétaux (PolvecHi96)

I-4-2 Répartition en Tunisie

Le ricin pousse spontanément en Tunisie et se rencsuatteut sur les terrains dégra,
les terres incultes et Iéisches urbaine(Neff, 2008). Il a été introduit et naturalisé démste
la Tunisie(Ghrabi, 2005). La culture diicin sur s terres dégradées nexploitées pour la
production agroalimentaire est uopportunité pour Idunisie pour produire du biocarbura
En effet, une attention particuliere éculture du ricin a Tunisie s'imposi car le ricin, utilisé
comme biocarburanpeut contribue efficacement a laliminution de la consommation

carburant fossiles et atavalorisation potentielle des terres dégradNeff, 2008.
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I-5 Exigences écologiques du taxon

I-5-1 Exigences climatiques

Le ricin a pu s’acclimater spontanément dans lg®né tropicales et subtropicales mais il
préfére des pluviométries assez elevées (450 — D@®) pour compléter son cycle de
développement (Déthiollaz, 2003). La répartitiorog@phique du ricin dans le monde
indique qu'il tolere une grande variabilité des ditions climatiques sauf pour les tres basses
températures. En effet, vingt-quatre heures a 2siffisent pour inhiber la germination.
Cependant, un bon démarrage de la germination dedgsératures supérieures a 15°C est

observé (Polvéche, 1996).

I-5-2 Exigences édaphiques
Les caractéristiqgues physiques, chimiques et bigleg du sol sont dites conditions
édaphiques. En général, La plante est exigeatepdféere des pentes qui ne dépassent pas

12%, des sols argileux-silicieux profonds donthene dépasse pas 7 (Rousstedl, 2008).

I-6 La phénologie

La vie des plantes et des animaux est rythmée gmédenements périodiques, qui se
produisent chaque année sensiblement a la mémedeeli’étude de ces événements est
appelé phénologie et chaque étape du développeteetd plante ou de I'animal est une
phénophase. Les évenements phénologiques se resaatdchaque année, mais leur date peut
varier d'une année a l'autre, car ils sont fortemerfluencés par les conditions de
'environnement et en particulier les facteurs dimues tels que la température, la

photopériode et la pluviométrie (Brugger et VasselD03 ; Lechowicz, 2001).

Le ricin est une plante pérenne. La période véigétate caractérise par I'augmentation du
nombre d’entre-nceuds et par conséquent de l'élmmgates rameaux. L'apparition des

nouvelles feuilles caractérise cette croissancedtafige. La germination de la graine se
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caractérise par I'émergence de la radicule ou eaeimbryonnaire qui permet a la jeune
plantule de se fixer au sol et d’absorber I'eau.cAurs de sa croissance, cette racine primaire
produit des racines latérales (Figure5). Apres é&dmance de la radicule I'hypocotyle
s’allonge et se recourbe en crosse et dés queinatta surface du sol, il se redresse et souléve
les cotylédons et la plumule. Il s'agit dans ce dasme germination épigée. Au cours de la
germination qui conduit au développement de latplanles réserves des cotylédons sont
utilisées par la nouvelle plante pour sa croissaAgesi, la taille des cotylédons diminue
progressivement, ils se dessechent et finissenttqraber. La plantule devient alors un

organisme photosynthétique autotrophe (Pettat.,1999).

Ricinus communis - castor bean (Euphorbiaceae)

Endosperme (E)

_— Radicule ™
Caroncule (C)

Hypocotyle (H)

Racines
secondaire:

\mx\‘“‘\

' ' N

T N

'- - Racines\\

i
1]
2

e

== L = . .
/I, primaires

Figure 5. Les différents composants de la grameain (Sachs et al., 2007).
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[-7 Utilisation du ricin
[-7-1 Utilisation industrielle

Le ricin présente un grand intérét économique at garticulierement son huile.
L’huile de ricin est largement utilisée comme lfilrit pour ces caractéristiques
exceptionnelles : sa souplesse, sa bonne résissmbenne tenue dans une plage étendue de
température (de -40 °C a +130°C) et sa grandeit@fioour les surfaces métalliques (qualités
de mouillage). En outre, on est arrivé a fabriquee fibre nylon qui s’avere un produit
incontournable dans le monde entier, caractériséspaforte résistance mécanique et sa
grande souplesse (Polvéche 1996). Polvéche (1996)Perret (2007) rapportent I'utilisation
de certaines composantes de I'huile de ricin paufabrication des vernis, savons et des

peintures.

Au Brésil, dans le domaine énergétique, I'huileraén est utilisée pour la production de
biodiesel. La production du ricin dans ce paysdes210 000 tonnes entre 2004 et 2005
(Roussett al 2008). De plus, cette huile s’avere une énerguvelable et biodégradable
qui ne cause pas d'effets néfastes pour I'envirorere comme c’est le cas de la majorité des

carburants (Forero, 2004).

I-7-2 Utilisation meédicinale

Le ricin est une plante médicinale qui a été traditellement utilisée dans le
traitement de nombreuses maladies. Ainsi, I'huiée ritin entre dans la composition de
nombreux traitements purgatifs ou laxatifs. En esaxferne, elle est exploitée en cosmétique
comme cremes solaires et cremes antirides. En da&ogee, elle est utilisée pour le soin des

durillons, des kystes et de certaines de plaiesres (Polveche, 1996).

En Inde, les feuilles, les racines et les grainest sitilisées pour la contraception et

'avortement (Kalitaet al, 2011 ; Sahria et Sharma, 2011). Kirtikar et B@€91) ont aussi

12
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utilisé les différentes parties de la plante paaitér les inflammations et les maladies du foie.
L’extrait des feuilles mélangé avec du lait et dare est une préparation connue en Inde pour
vider I'estomac selon Kachare et Surywanshi (20Ed).Jordanie, aprés décoction des fruits
de ricin, la solution obtenue est utilisé comme antidysentérique (Al-Qura’n, 2009).
Jayaweera (1980) puis Kota et Manthri (2011) indiglgue les feuilles de ricin soulagent les
maux de téte et le rhumatisme. Le ricin est traditellement utilisé pour d’autres activités
hépatoprotectrice (Viseet al, 1992), diurétique (Nath, 2011) et antibactéree(lhanet al

1978).

Sharmaet al. (1990) ont montré que le ricin peut étre utikedgnme un insecticide efficace,
ainsi l'utilisation du ricin dans la lutte contreesl termites (fourmis blanches) qui
endommagent le bois déongifera indicaet Pinus longifoliaa été mise en évidence dans des
essais comparatifs. L'ordre de I'activité insedéesuivant a été observé : DDT=BHC > huile
du ricin + extrait du I'écorce de ricin > huile dain > feuilles du ricin > extrait de I'écorce

du ricin > huile de neemAgadirachta indica,arbre utilisée en Inde comme fertilisant,
pesticide et insecticide) > feuilles de neem. uXa part, ils ont remarqué que les
traitements utilisés réduisent de fagcon signifieala perte de masse dans les pieces de bois

exposées au termites.

De plus, ces derniéres anneées, la recherche aéngquir la ricine, toxine qui caractérise le
ricin, s’avere active contre certaines cellulescéaauses. Cette glycoprotéine, largement
utidiée, est formée par deux chaines polypeptidicuet B reliées par un pont disulfure. La
chaine A forme la partie toxique quant a la ch&nelle permet a la toxine de se fixer a la
surface d'une cellule en se liant a une molécukudee ou galactose. Ainsi, une fois la chaine
A entre a l'intérieur de la cellule, elle bloquesjathése des protéines ce qui conduit a la mort

cellulaire. Il est a noter que la chaine A sanshaine B ne peut pas pénétrer a l'intérieur

13
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d'une cellule et la chaine B sans la chaine A ucarrge action toxique d’ou I'importance du

pont disulfure (Olsnes et Kozlov, 2001).

Déthiollaz (2003) montre que le ciblage des tumeaas la ricine permet de détruire les
cellules cancéreuses sans endommager les celmilesssdu patient. Donc il s’agit d’'une
véritable " torpille " qui permettrait d'atteindles cellules cancéreuses métastasées ou de
pénétrer a l'intérieur des tumeurs solides inopésaPlusieurs chercheurs ont réalisé des
études pour révéler d’autres activités possibleddio. Ainsi, il a été démontré que I'extrait
éthanolique des racines du ricin possedent uneitacéinti-diabétique (Poonast al., 2008).
Alors que I'extrait méthanoligue montre une acéwinti-inflammatoire importante contre des
inflammations aigues et chroniques chez les rat$, extrait a montré également une
importante activité dans le piégeage des radicéared par inhibition de la peroxydation

lipidique (llavarasart al.,2005).

D’autre recherches ont montré que le ricin pewd étilisé comme larvicide. Ainsi les extraits
aqueux des feuilles et des graines du ridRicibus commun)jsprovenant de plusieurs
provenances Tunisiennes présentent des effetsuesigur les larves de moustiqu@slex
pipiens Les tests de toxicité ont revelé au bout de 2drdee d’exposition, des taux de
mortalités de 100% et des concentrations |étaleg (t&s faibles. Donc dans le cadre de lutte
contre les moustiques, ces extraits peuvent étiségtcomme des biocides naturels (Ghnimi

et al.,2014).

1-8 Etude phytochimique de ricin
Plusieurs études phytochmiques ont été réalisées mentifier les différents
composeés chimiques chez le ricin. Ces analysesnontré la présence des flavonoides qui

sont le kaempferol-3-O-beta-D-rutinoside et le kpfrol-3-O-beta-D-xylopyranoside, ces
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flavonoides ont été isolés a partir des feuilles Klaafagy et al. (1979) puis Kanget al

(1985).

Plus récemment, les travaux de Singh and Chauld@, 2uis Ghoslet al. (2013) ont montré
gue l'extrait méthanolique des feuilles est riclmecemposés phénoliques (I'acide gallique,
I'acide gentisique, I'acide ellagique, la quercetifa rutine et I'epicatéchine) et qu’il posséde
un pouvoir antioxydant. Khogadit al. (1992) ont montré la présence de tannins au nidea
feuilles. Pour les extraits des racines, Hall etdde (1975) ont confirmé la présence
del'acide indole-3-acétiqgue connu sous le nom A@dflsN,) qui est 'une des auxines
(phytohormones responsables de la croissance V&gks plus connus. En ce qui concerne
les graines, qui contiennent 45% d’huile fixe, ®llgont riches en glycosides d’acides
ricinoléique, isoricinoléique, stéarique et dihydrstéarique. Ces graines contiennent

également de la lipase et un alcaloide qui estil@ime (Khogaliet al,, 1992).

Il- Le jatropha : Jatropha curcas L.
[I-1 Taxonomie du jatropha

Jatropha curcad.. (appelé jatropha dans le reste du texte) estplante du sous regne
des Phanérogames, de 'embranchement des Angiospeda la classe désagnoliopsidae
de la sous classe dRgsidaede I'ordre deguphorbialeset de la famille deEuphorbiaceae
Cette plante fait partie de la sous-famille d&®tonoideae(Jussieu, 1789) et du genre
Jatrophaqui contient environ 170 especes connues (Dehgaiedister, 1979). Dehgan et
Webster (1979) ont réétudié la subdivision faite Pax (1910) du genréatrophaet sont
arrivés a distinguer deux sous genreslaleophaet leCurcas La nouveauté, c’est qu’ils ont

postulé que Idatropha curcad.. est la forme primitive du gendatropha(Figure 6).
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Famille——» [ Euphorbiaceae ]
Genre_____, [ Jatropha ] <« 170 Especes
| 2 Sous genres
v v
[ Jatropha ] [ Curcas ]

¢ ¢¢| ¢ ¢¢6variétés

Curcas

, 16 Especes

[ Jatropha curcas.. ]

Figure 6. Schéma explicatif de la classificatiorddgopha curcagd..

lI-2 Nomenclature

Le nom jatropha dérive du grec jatros (médecinyaihe (alimentaire) ce qui implique
des usages médicinaux (Kumar et Sharma, 2008attappa est également appelé physic nut
ou purging nut en anglais, pourghere ou pignond#lan francais, purgeernoot en allemand,

pifioncillo en mexicain et mundubi-assu en BréMiiich, 1986; Schultze, 1986).

[I-3 Description botanique du taxon

Le jatropha est un petit arbre ou arbuste donatladur peut atteindre 5m (Kobilke, 1989).
Les especes de jatropha possedent toutes des dumma® de tres petite taille (longueur
moyenne entre 1 et 3,7 um). Une cellule diploide jaleopha possede un nombre
chromosomique égal a 2n = 2x = 22 (Soontornchaasaiget al, 2003). Cet arbre possede
un tronc droit avec une écorce grise ou rougeatisquee par de grandes taches blanches.
Les feuilles sont vertes avec une longueur et argelr qui varie entre 6 et 15 cm. Elles sont

pétiolées, lobées (5 a 7 lobes) et disposées @maitice (Gupta, 1985) (Figure7?).
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[I-3-1 La floraison

Le jatropha se caractérise par une inflorescencgrappe formée par des fleurs
unisexuées, composées a la fois de fleurs male® dleurs femelles qui possédent cing
sépales et cing pétales. En général, les fleursgrs@ caractérisent par 10 étamines réparties
sur deux verticilles alors que les fleurs femefessedent trois carpelles et deux stigmates

fendus (Wuwet al, 2011) (Figure?7).
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Figure 7. Les différentes parties de la planteatiopha (Heller, 1996).

a- inflorescence terminale, b- ecorce, c- Feuitle,fleur pistillée, e- fleur staminée, f- coupe
transversale d'un fruit immature, g- fruit, h- ceufpngitudinale du fruit et i- graine. a-c et f-k d

Aponte, 1978 et d-e de Dehgan, 1984.

17



1ére Partie: Etude bibliographique

lI- 3-2 Les fruits et les graine

Le fruit du jatrophaest une capsule tricoque qui s’ouvre par déhisceapécide, pui
loculicide. L'exocarpe reste charnue jusqu’a ce psegraines soient matures. Ces gra
sont noires, mesurent enoyenne 1 mm de longueur et 1m de largeur avec un poi

d’environ 727g pour 1000 graines (Singh, 19°Figure?).

lI- 4 Distribution biogéographique de I'espec
lI-4-1 Répartition mondiale

Le jatrophaest originaire d’Amérique cente et plus particulierement Mexigue ou
il se poussanaturellement dans les foréts des régions cotigkpente, 178). A partir des
Caraibes, legtropha a été probablemédmporté par les navigateuportugais a partir des 1l
du Cap-Vert ede la Guinée Bissau vers les autres pays Afts ainsi (u’en Asie (Cano-
Asseleih, 1986et Heller, 1996) Figure 8) Aujourd’hui, cette plante est largement culti

dans la plupart des régions tropicales et subtatgscseches (Gaet al, 2011).

“Portuglese

seafers -
Cape Verde Islands.
ortuguese Guinea

After 1800

T

Centre of origin £ A N .‘a;;'__'; o

Berry (1929) L L B _
Geological formations 7
Peru

(Heller, 1996)

Figure 8.La répartition mondialeejatropha (Heller, 199¢
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[I-4-2 Répartition en Tunisie

Afin de réduire leurs dépenses vis-a-vis des éasrigissiles, plusieurs pays africains dont
la Tunisie, se sont aujourd’hui lancés dans lauceltlu jatropha dénommeé « I'or vert » (De
ville, 2009). La culture de jatropha en Tunisie lesitée a des régions bien ciblées. Il s'agit
enfait d’'une série d’essais en plein champ réaldses les régions de Kondar, de Kalaat
Andalous, CFPA de Médenine ainsi que dans la staigionale d’Ouled Souhil a Nabeul
(Khoujaetal.,). Méme si ce type de culture en Tunisie est naa stade expérimental, il est
a noter que les autorités précisent qu’elle ne éoitaucun cas concurrencer la production
agroalimentaire. Une attention particuliere a ltura des plantes utilisées a la production des
biocarburants en Tunisie s'impose, puisque ellet peontribuer efficacement a la

revalorisation potentielle des terres dégradéeff,(R@08).

[I-5 Exigences écologiques du taxon
[I-5-1 Exigences climatiques

Le jatropha est une plante caractéristique desomégiropicales et subtropicales.
D’aprés sa répartition dans le monde, cette plarssente une grande tolérance aux
conditions arides et semi-arides, en revanche adtetotalement absente dans les régions
humides (Dehgan et Schutzman 1994). Heller (19@@)ate que I'introduction de jatropha a
connu une meilleure réussite dans les régions seslex une pluviométrie moyenne annuelle

qui varie entre 300 et 1000 mm et des températnog®nnes annuelles entre 20 et 28 °C.

lI-5-2 Exigences édaphiques

Le jatropha pousse sur des sols bien drainés avedonne aération. La plante est bien
adaptée aux sols marginaux avec de faibles temeuratriments car dans les sols lourds la
formation des racines est réduite. Il apparait gette plante s’adapte facilement d’'ou sa

capacité a croitre sur des sites pauvres et setke(HL996).
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lI-6 La phénologie
Le jatropha se caractérise par une croissanceatégetiurant les saisons de pluies et qui

peut méme se poursuivre pendant les saisons séaigsvec un rythme moins important.

La floraison présente deux pics ou vagues deiflona la premiére durant le mois de mai et
la deuxiéme en novembre. La fructification nécessfi jours jusqu’a la formation des graines

bien méatures.

La germination de la graine se caractérise pardigence de la radicule et de quatre racines
périphériques. Peu de temps apres la formationpdesieres feuilles les cotylédons se
fletrissent et tombent. Dans des bonnes conditidimimidité et de température, la
germination nécessite environ une dizaine de jdtmsgénéral, le jatropha peut atteindre un

age de 50 ans (Takeda, 1982).

[I-7 Utilisation du jatropha
Du point de vue économique, le jatropha est largemdilisé dans plusieurs

domaines. Au Cap-Vert, cette plante est récemnmneplaintée dans les zones arides pour aider
dans le contrble de I'érosion des sols (Heller,6)989u Mali, des milliers de kilométres de
jatropha servent de haies qui cloturent les chadgsoton (Lutz, 1992; Henning et Von
Mitzlaff, 1995). Traditionnellement, au Mali, I'Hei des graines de jatropha entre dans la
production de savon. La procédure de cette falwitadrtisanale consiste a faire bouillir
lhuile dans une solution alcaline (Henning, 199Hleller, 1996). Des recherches plus
récentes ont montré qu’'un mélange de 75% d’huil@attepha hydrogénée, 15% d’huile de
jatropha raffinée et 10% d’huile de noix de cocatp®urnir un savon avec des valeurs
moussantes équivalentes aux savons de toilettisésgtilactuellement (Heller, 1996). En

agronomie, les tourteaux des fruits peuvent senamme engrais organiques en raison de leur
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important teneur en azote (3,2% a 3,8%) (Judtedl.,1955; Moreira, 1970; Vohringer, 1987

et Heller, 1996).

Dans le but de limiter l'utilisation des carburadssiles, une attention particuliere a été
portée a d’autres ressources naturelles. En gffesieurs recherches ont été menées pour
arriver a la production d’'un biodiesel a partir g#dantes oléagineuses et en particulier le
jatropha. Ainsi, une expérience a été realiséelpdeutsche Gesellschaft fur Technische
Zusammenarbeit (GTZ) dans les iles de Cap-Vertdifilimenter les moteurs avec de I'huile
de jatropha. Cette expérience a malheureusemeatiéet{Heller, 1996). Par la suite, la GTZ
a initié d’autres projets au Mali qui montrent t&nét de I'utilisation de cette huile sur des
moteurs fixes. Apres une série d’expériences, étéaconfirmé que I'huile de jatropha est
compétitive comparée au diesel importé. Elle paudanc remplacer le carburant fossile

dans les régions éloignées ou il n’est pas dispoitutz, 1992 ; Heller, 1996).

1I-8 Les activités biologiques du jatropha

En médecine, les différentes parties de la plamtence les graines, les feuilles et les
branches ont été utilisées traditionnellement daes préparations a usage médicinal et
vétérinaire (Heller, 1996). Différentes especegatiopha ont été utilisées traditionnellement
pour traiter plusieurs maladies en Afrique, en Asieen Amérique latine (Burkill, 1994).
Ainsi, au Ghana, une décoction des feuillesldeurcasavecAzadirachta indicaet Carica
papayaest utilisée dans le traitement de la malaria $asd al, 2005). En outre, apres
ébullition des jeunes feuilles, la solution obteragt consommée pour diminuer la fievre
(Kirtikar et Basu, 1980). Dans les pays d’Amérigiie sud tel que le Pérou, le latex des
ecorces est exploité depuis longtemps pour soigseblessures et les plaies (Villegesal,
1997) et traiter les maux de dents (Kirtikar et Bak980). En Guyane, des préparations de
tiges, de fruits et de racines sont utilisées graiter contre la leishmaniose (Odongteal,

2011). De plus, la plante de jatropha est utilidéas le traitement de plusieurs allergies
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(Heller 1996). Les fruits et les graines sont apms également contre les douleurs
abdominales les dysenteries (Kirtikar et Basu 19B0uile de jatropha est connue pour étre
un purgatif puissant, elle est utilisée aussi dangaitement des maladies dermatologiques

ainsi que les douleurs causées par le rhumatis@iée(H1996).

Des études plus récentes ont montré que les tigéss eécorces sont utilisées contre les
tumeurs et le HIV. Par ailleurs, I'étude réalisé Budhaet al (2013) a montré que les

feuilles présentent une activité antimicrobiennpontante.

Devappaet al (2011) indiquent que les phorbol esters (PEdgssde I'huile de jatropha
présentent une activité antibactérienne signifieatNithiyananthanet al. (2013) montrent

que les différents extraits de graines présenteowvoir antioxydants important.

Les extraits des feuilles et des racines sont comaour leur activité antileucémique (Duke,

1983), anticancéreuses, antiseptiques, antidijuesi et hémostatiques (Dalziel, 1955).

La séve isolée des tiges de jatropha présente aiivitéacoagulante ainsi que des propriétés

cicatrisantes (Nath et Duttan, 1992 ; Heller, 1996)

D’autres études ont testé l'activité pesticide 'teile de jatropha contre quelques insectes :
Helicoverpa armigeraAphis gossypjiPectinophora gossypiell@hthorimaea opercullelaet
Callosobruchus maculatu®t les résultats obtenus sont trés concluantair{Ge et Ahmed,

1988 ; Heller, 1996).

L’étude réalisée par Fatnasgial (2014) a montré que les extraits aqueux desldsudit des

graines du jatropha provenant de plusieurs provagmprésentent une activité larvicide
importante contre les larves de moustiqietex pipiensAinsi, les tests de toxicité ont revelé
au bout de 24 heures d’exposition, des taux deatités qui varient entre 60 et 100% et des

concentrations létales Gd.tres faibles.
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[1-9 Etude phytochimique du jatropha

Des analyses chimiques ont été réalisées pourifidentes différents composeés
présents chez le jatropha. Ces analyses ont maatréveau des feuilles la présenceade
amyrine qui est un triterpene, plusieurs phytos¢éécomme le3-sitostérol, le stigmastérol et

le campestérol (Morton, 1981).

D’autres analyses ont monté aussi la présenceud@épts polyphénols glycosylés tels que la
vitexine, l'isovitexine (List and Horhammer, 197%acide vanillique, I'acide gallique, la
rutine, la naringine, le pyrogallol (Namut al.,, 2011), 'orientine, la vicenine I, 'apigenine,
apigenine 1-4-D-galactoside, apigenine @-4-D-neohesperidoside (Abd-Allet al, 2009),
3-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde, 3-hydroxy-4-hygtmenzoate acide, la nobiletine (Ling-

yi et al, 1996) et Caffeoyladehyde (Yabal, 2012).

Au niveau des graines, les études ont montré q0e H2 graines contient 6,6 g dglH 18,2

g de protéines, 38 g de matiere grasse, 33,5 dudaegs totaux, 15,5 g de fibres et 4,5 g de
cendres (Duke et Atchley, 1983). En ce qui concefhaile de jatropha, elle est
essentiellement formée d’acide linoléique, acidemfimue, acide oléique, acide stéarique,

acide myristique et acide arachidonique (Perry0).98

Haaset al. (2002) ont montré que I'huile de jatropha corttiBacide cis-11-eicosénoique
(C20:1) et l'acide cis-11,14-eicosadiénoique (C20 lls ont identifié six phorbol esters
nommes les facteurs de jatropha@ (Figure 9). Ces phorbol esters sont tous deselgede

la méme diterpenoide 12-deoxy-16-hydroxyphorbolniéget al (1998) ont montré que ces
phorbol esters sont des promoteurs puissants desuts puisqu’ils sont capables d’amplifier
I'effet d’'un agent cancérigene sans d’étre eux-ngoamcerogenes. Hecker (1987) a montré

gue la dose promoteur est inferieure a 5 nanomdlesst a noter que la structure du facteur
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jatropha G est compléte tanc queles autres esters sont donnés sans la pa-désoxy-16-

hydroxyphorbol (Figure 9).

é

Cuy

Facteur de Jatropha C, et C;

Facteur de

Jatropha €, Facteur de ¢« Facteur de Jatropha C,

Jatropha C,

Figure 9 Phorbol esters présents dans I'huile de jatr¢plaaset al, 2002).

D’autres recherches réalesesur les tiges du jatrophant montré la présence de tr
deoxypreussomerins qui sont des composées apparéena groupe relativement nouveal
rarede produits naturels. Ainsi, le premier composé&istest un palmarumycins CP1 qui
déja connu, alors que les deux autres JC1 et J&2hsaveaux FigureD) (Ravindranath et
al., 2004). Srinivaset al (2003 ont montré que ces composés présenune activité
antibactériennemportante contre les bactériStaphylococcus aureudls sont méme plu

actifs que la pencillin-Gitilisée comme contrdle posit
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OH OH o OH
o,
HO
) O o) 0
e
P N -
Palmarumycin CP1 (1) Palmarumyein JC1 (2} Palmarumycin JC2 (3]

Figure 10. Structure chimique des deoxypreussom&oiés a partir de la tige du jatropha

(Ravindranath et al., 2004).
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Chapitre II: Etude phytochimique des composés phénoliques

Comme la majorité des métabolites secondairespdbgphénols et essentiellement les
flavonoides sont synthétisés pour accomplir cezgaifionctions lors du développement de la
plante. En terme de fonction protectrice, ils ddaat la plante contre les pathogenes tels que
les moisissures, les champignons et les bactéligesassurent sa protection contre le
rayonnement ultraviolet. Certains d’entre eux si@s$ répulsifs qui inhibent la croissance
d’autres especes. Les polyphénols jouent un réietsral comme la lignine constituant la
rigidité du bois (Buchanaet al., 2000 ; Druyne, 1999). lIs participent a la cat@n des
fleurs et des fruits a fin d’attirer les insectediqisateurs qui transportent les graines dans les

fruits (Buchanaret al,, 2000).

B Définition des composés phénoliques

Dans la littérature il existe deux propositions ipdéfinir les polyphénols. La premiére
les définis comme étant une structure moléculaiigoqgrte plusieurs groupement phénoliques
tandis que la deuxieme indiqgue la présence dunumgment phénol polyhydroxylé
(Figurell). Ces polyphénols sont des métabolitesrgaires synthétiser par les végétaux
pour se défendre contre les agressions environrtatasrn(Buchanaet al., 2000). Il s’agit
des dérivés non azotés connus par une grandeévatigtturale dont environ 8000 composés

ont été identifiés (Lobstein, 2010).

OH

OH

Figure 11. Structure d’'unité de base des polyplsnol
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- Classification
Selon Corona (2011) les polyphénols peuvent épartié en deux classes majeures :

les flavonoides et les non flavonoides.

lI-1 Les non flavonoides
Cette classe contient plusieurs composés chimigpasni les quels : les acides
phénoliques, les stilbenes hydroxylés, les courearies lignanes, les lignines et les

xanthones.

lI-1-1 Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont rares dans la natesec@mnposés sont formés de deux
catégories : la premiére catégorie contient ledescphénoliques dérivés de I'acide benzoique
qui par monohydroxylation et/ou polyhydroxylatioarme des acides phénoliques et des
acides polyphénoliques respectivement I'acide gadliet I'acide protocatéchique (Figure 12).
La deuxiéme catégorie regroupe les acides phéradigiérivés de l'acide cinnamique. De
méme avec l'acide cinnamique, I'hydroxylation comdul'acide p-coumarique et a l'acide

caféique (Figures 13) (Haslam, 1994).

0 0 i
0 HO
OH OH
OH OH
HO HO
OH
OH OH
Acide benzoique Acide salicylique Acide protocatéchique Acide gallique

Figure 12. Hydroxylation d’acide benzoique.

27



1ére Partie: Etude bibliographique

OH

HO
HO

Acide cinnamique Acide p-coumarique Acide caféique
Figurel3. Hydroxylation d’acide cinnamique.
[I-1-2 Les stilbenesHydroxylés
Ces dérivés hydroxylésont des composeés formés de deux noyaux aromatiigst
par un groupe éthylénique (-C2-C6) (Lobstein, 2010). Le resvératiot desstilbenes les

plus connus se trouve dans le raisin ainsi quén (Cornwellet al, 2004) Figurel4).
OH
HO ‘ R O

OH
Figure 14. Structure du resvératrol.

lI-1-3 Les coumarines

Les coumarines sont composées obtenues par laaionis de [I'acide
orthocoumarique. Ces coumarinene fois hydroxylés sur leoyau aromatiqu sont des
composeés phliques a structures variables. Elsont généralemesubstituée en C7 par un
hydroxyle (Lobstein, 2010). Ces composés possedeatstructure de be: le benzo-2-
pyrone. A présent plus de 1000 composés counes sont isolés dont plus de 800 ¢
isolés a partir deglantes et des mic-organismes exemple le mens@éigure 1!) (Sakagami
et al.,, 2005) Les coumarines sont capables de prévenir la pdation des lipide
membranaires et de capter les radicaux hydroxgi@seroxydes et peroxyles (Anderset

al., 1996).
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X OH N

—>
OH") 0 0

Acide orthocoumarique Coumarine

Figure 15. Formation d’'une coumarine.

lI-1-4 Les lignines et les lignanes

Les lignanes constituent une classe importante utbstances naturelles du regne
végetale. Il s’agit des diméres ramifies de phémypnes. Ces derniers sont formeés par
dimérisation de trois types d’alcools : alcool pHe@rique, alcool coniférique et alcool
sinapique. Le sécoisolaricirésinol et le matair@sinonstituent les principales lignanes

d’origine végétale (Axelsoat al, 1982) (Figure 16).

La polymérisation de ces trois alcools conduit fotenation de la lignine. Il est a noter que la
composition de la lignine differe d’'une espece & amtre. Une structure précise pour la
lignine n’est pas encore connue, mais suremenestleés complexe (Buchanatal., 2000)

(Figure 17).
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H5CO
__-CH,OH X _CHOH '3 X _~CH20H
H HO
HO ©
OCH; OCH;3
Alcool p-coumarique (a) Alcool coniférique (b) Alcool sinapique (¢)

MAes f]'fj/\\ﬂlﬂ
HO - '--,,/DH HzCO-—,
2 b‘j HO
y 7\
Me0” __/—0CH,
OH

OH

Sécoisolaricirésinol (d) Matairésinol ()

Figure 16. Structure des lignanes.

a, b et ¢ structure des alcools formant les ligaatdes lignines ; d et e exemples de lignanes

HO OH
Lignin—
0]
HO
I OMe
(0]
HO
OH
OH HO oOH

f@

Figure 17. Structure de la lignine.
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lI-2 Les flavonoides

Les flavonoides constituent la plus vaste classeodgposés phénoliques. A présent
plus de 4000 composés ont été identifieés soit enB0% des polyphénols. Ces composeés ont
une structure de base formé de 2 noyaux benzéniee® reliés par un noyau C qui est un

hétérocycle pyranique (Lobestein, 2010) (Figurel8).

Figure 18. Structure de base des flavonoides.

lI-2-1 Biosynthése des flavonoides

La biosynthese des flavonoides se fait a partin gdtécurseur commun qui est la
4,2’ 4’ 6'-tétrahydroxychalcone.Le passage de dahvadcen flavonoide se fait par plusieurs
étapes comme la méthoxylation, la glycosylatiofiaglylation (Figure 19). L’enzyme clé de
la biosynthese c’est la chalcone synthase (CHSkafalyse la condensation de trois unités
acétate a partir de malonyl-COA avec la 4-couma@@A. L’'isomérisation des chalcones
par la chalchone isomérase (CHI) conduit a la foionades flavanones. Ces derniers vont
subir soit une oxydation par la flavone synthas8)(Et donnent les flavones, soit une
réduction par la flavanone réductase (FNR) et donndes flavanols. Tandis que
'hydroxylation des flavanones par la flavanoney@ioxylase (F3H) donnedes
dihydroflavonols qui peuvent s’oxyder en flavonphlr la flavonol synthase (FLS) (Richter,

1993 ; Marfak, 2003).
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p-coumaroyl CoA + 3 acétyl Cod

FMNRE
Flavan-4-ol  s—

¥ OH

Tl

HO G‘

O [ P @ OH
OH Hﬂm

3-Déoxy- OH
anthocyanidines oH O

ANS

HO
Dihydroflavonols -

DFR
ANS ou OH
LDOX +
Flavane-3,4-dials HOD Dh O
{Leucoanthocyanes) = = | =
OH
OH Anthocyanidines
FDR G_rl

OH OH
ST P | L&
OH Z
OH

OH OGlyooside
Tannins condensés Flavan-3-ols Anthocyanines
(Catéchines)

Figure 19. Schéma illustrant la biosynthése desflaides.
CHS: chalcone synthase; CHI: chalcone isomérasefl&®ne synthase; IFS: isoflavone synthase;
FNR: flavanone réductase; F3H: flavanone-3-hydrasg] FLS: flavonol synthase; DFR:

dihydroflavonol réductase; ANS: anthocyanidine bgse; GT: glucosyl transférase.

[1-2-2 Classification

Comme lindique la figure 19 plusieurs classes thdnoides apparaissent en

fonction du degré d’oxydation du noyau pyraniquetia (Lobestein, 2010).
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» Les flavones
Caractérisés par une structure C6-C3-C6 avec arsohi C2-C3 est insaturé et une

fonction cétone tels que I'apigenine et la vitexiRgures 20 et 21).

» Les flavanes
Ce sont des composés dont I'hétérocycle centraktCsa&turé et qui n'ont pas de
fonction cétone. Les flavanes sont répondus dangderces des végétaux (Jakupatial,
1988). Ces composés sont connus sous forme de néo@®nou polyméres exemple la

catéchine (Figures 20 et 21).

» Les flavanones
Ce sont des flavones dont I'hétérocyasti@al C est saturé tels que I'hespertine et la

fustine (Figures 20 et 21).

» Les flavonols
Ce sont des flavones qui se caractérigsar la présence d’'un groupement hydroxyle
(OH) en position 3 de I'hétérocycle central C we le kaempférol, la quercetine et la rutine

(Figures 20 et 21).
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SORgPESS

Flavone Flavane
(0]
(0]
C C
OH
(0]
(0]
Flavanone Flavonol

Figure 20. Structure de quelques flavonoides.
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OH O

Apigenine (a) Vitexine (a)
OH
HO ORI\
" OH HO @)
OH ‘
OH
Catéchine (b)
Fustine (c)

OCH; HO
T O (]
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OH O

Hesperidine (c) Kaempférol (d)

OH
HO (0] O
O | OH
OH
OH (0]
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ﬁ/& o
H.C
e
|
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Figure 21. Exemples des Flavonoides.

Flavones (a), Flavanes (b), Flavanones (c) etoRialeé (d).
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» Les anthocyanes
Les anthocyanes sont des flavonoides pguient une charge sur I'oxygene de
I’hétérocycle central C. Ce sont des composés resbes de la plus grande partie des

couleurs rouge, violet et bleu observées danstiaeméBuchanaet al, 2000).

Les anthocyanes les plus connus sont la pélarganidisponsable de la couleur rouge ou
orangeé chez certaines plantes. Deuxieme anthoma@meu c’est la cyanidine qui donne une
coloration rouge ou rose et enfin la delphinidiesponsable de la coloration mauve (Heller et

Forkmann, 1993) (Figure22).

Il est a noter que les anthocyanes interviennemctiment dans les interactions plantes-
animaux et surtout dans l'attraction des polliresas par la couleur des fleurs (Buchaean

al., 2000).

o Delphinidine

Pelargonidine

&
Pelargonium

Delphinium

Figure 22. Structure de quelques anthocyanes eidentification dans la nature (Buchanan et al.,
2000).
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» Les isoflavonoides
Les isoflavonoides se difféerencient des flavonoidas la position C3 sur I'hétérocycle
pyranique central C du noyau aromatique B. Ce deatcomposés a 15 atomes de carbones
comme les flavonoides. Ils dérivent d’'une structiy2 diphénylpropane (Schwaet al.,
2007). Les isoflavonoides sont connus essentietiercieez les fabales et surtout la famille

des fabacées (Dewick, 1993).

Ces composés sont classés en fonction du degré/déiben et de I'existence ou non
d’hétérocycles supplémentaires. Ainsi, on trouve isoflavones, les isoflavanones, les
isoflavanols, les isoflavanes, les roténoidesptésocarpanes, les coumaranochromones et les

3-arylcoumarines (lwashina, 2000) (Figure 23).

En ce qui concerne leur biosynthese, les isoflav®® proviennent de la flavanone
intermédiaire centrale qui est le 4, 5,7-trihydylavanone dans le cas de la genistéine ou le
4’ 7-dihydroxyflavanone dans le cas de la daidzéimsi, la flavanone va subir en premier
lieu le départ d'un radical hydrogene a C3 suivi ldemigration du cycle B ainsi que
I’hydroxylation du radical C2. L’enzyme responsabe cette transformation est I'isoflavone

synthase (IFS) (Jureg al, 2000) (Figure 19).
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U 0
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Isoflavone Isoflavanone Isoflavanol
0 0
C 4] [l
Isoflavane 0
Roténoide
0 0 0
c | C
7
0
Coumaranochromone 3-Arvicoumarine

Figure 23. Structure des isoflavonoides.

» Les chalcones et les aurones
Les chalcones sont des composés phéeslidépourvus de cycle pyranique central C.
Ainsi, ces composés présentent deux cycles aronestih et B reliés par une chaine
tricarbonée cétonique, B insaturé (Figure24). Exemple des chalcones : laiciee, la

pseudo-isocordoine et I'orotinichalcone (Figure25).

En ce qui concerne les aurones, il s’agit des isesngtructuraux des flavones. Ces molécules

dérivent des chalcones, I'exemple le plus conneelsi de la liptosidine (Figure26).
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Figure 24. Structure de base des chalcones eudases.

N\ AN
0(_1.1* OH
0 o
Derricing @ ‘/ I‘Bl\ Pseudo-isocordoine

Orotinichalcone

OCH; O OH

Figure 25. Structure des quelques chalcones.

OH
OCHs oH
HO o

O Leptosidine

Figure 26. Structure d'un aurone.

39



1ére Partie: Etude bibliographique

» Les Xanthones
Ce sont des composés a base caractéristique imiggclelle comprend deux cycles
benzéniques aromatiques qui entourent un hétémaoygigéné. Les xanthones des végétaux
supérieurs sont formés par cyclisation des benzuptes résultant de I'addition d'unités
bicarbonées sur I'acide benzoique issu de I'acideatnique (Hay, 2003 ; Bennett et Lee,

1989) (Figure27).

0
B COOH HO._~\_-COOH
0 ——= SE— |
-

Acide benzoique

i l Malonyl-CoA
8

8]
HO =
| 0

= o

HO
Dieckmann
{Claisen intramoléculaire)
0

H

0] i =
e i
" TOH HO # OH

Figure 27. Schéma de biosynthése des xanthones.

» Les tannins
Les tannins (ou tanins) sont des ca@p@olyphénoliques utilisés pour tanner les
peaux. Les tannins ont plusieurs activités biologgy Des études ont montré que des
nombreux tannins présentent des propriétés antamtygd Ces composés présentent une
grande capacité de piégeage des radicaux libresissi dans l'inactivation des ions pro-

oxydants (Bruneton, 1999).
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D’autres tannins présentent une activité antisaptignportante. En effet, ils présentent des
activités antibactériennes, antifongiques et amties assez spectaculaires (Chuweigal.,

1998).

Selon leurs structures biochimiques, on distingeeixdclasses de tannins : les tannins

hydrolysables et les tannins condenseés.

- Les tannins hydrolysables

Ces tannins sont des dimeéres d’acide gallique am@desur des dérivés glycosyles. Ces
composeés donnent aprés hydrolyse a chaud a I'adsotlitions acides étendues une
fraction glucidique (glucose) et une fraction pdigpolique exemple la brevilagine 1 et 2

(Doat, 1978) (Figure28).

OH
oH
8]
OH
HO
Acide gallique

Brevilagine 2
HO =

o
OH

Brevilagine 1

Figure 28. Structure de quelques tannins hydrolgsab

41



1ére Partie: Etude bibliographique

- Les tannins condensés

Ces composés sont appelés aussi proanthocyanidieescomposés possedent comme
structure de base le flavan-3-ol ou le flavan-3gi-(Bruneton, 1999). Ces tannins ne
renferment pas de sucres dans leurs moléculese IBnt pas hydrolysés par les acides
comme c’est le cas des tannins hydrolysableseltsasmisforment en présence d’acide fort
ou d’agents d’oxydation en substances rouges quilss phlobaphenes (Ngom, 2000).
Les tannins condensés donnent une structure heértksgroupement hydroxyle OH du
composé phénolique pour former des liaisons avecpletéines (Sarni-Manchado et

Cheynier, 2006) exemple la profisetinidine et laguibourtinidine (Figure 29).
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HO o \\\\\
° OH
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OH
OH OH
flavan-3-ol flavan-3,4-diol
OH
OH
0
HO OH
OH
i OH
(&)
HO OH
. OH
Y
L8]
e HO  § Proguibourtinidine
Profisetinidine A
QOH
[ OH
OH

Figure 29. Structure de quelques tannins condensés.
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[lI-  Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont connus pour leurs activitéohiques qui sont en relation directe
avec la santé de I'étre humain. Ainsi, HalliwelB98) confirme que les polyphénols sont
connus par leurs activités anti-oxydantes. En effietconditions physiologiques, le dioxygéne
produit au niveau des mitochondries des especesivem de I'oxygene (ERO) est toxique
pour lintégralité de la cellule. Dans ce cas l@té anti-oxydante des polyphénols peut se
faire par piégeage direct des ERO aussi bien esephgueuse gu’en phase organique. Ces
polyphénols peuvent agir aussi par deux autres meoas d’actions : un premier consiste a
l'inhibition des enzymes pro-oxydantes et la chétatdes ions métalliques et un deuxieme
consiste a la protection des systemes biologigqeesiélenses anti-oxydantes. L'étude de
Halliwell a montré que l'activité anti-oxydante deslyphénols est déterminée par leurs
structures, en particulier la position des groupgsi@ydroxyles sur les noyaux aromatiques
et la capacité des composés aromatiques a supportedélocalisation électronique. Par la
suite Fuchs (1998) a montré que les polyphénol$ smmus dans la protection contre le
stress photo-oxydant cutané induit par les rayarlaires, raisons pour les quelles les
polyphénols sont présents comme ingrédients daosiepks préparations cosmétiques
utilisées dans le traitement du vieillissementutalte et la protection de la peau (Mersa
al., 2014).
Des études plus récentes ont montré que les polgihéorésentent une activité anti-
bactérienne importante (Ferrazzamd al, 2011). Ces composés agissent par deux
mécanismes d’actions : un premier consiste a bition de la synthese d’acide nucléique
dans les bactéries (Wet al, 2013) et un deuxieme provoquant I'endommagenuest
membranes cellulaires des bactéries (Tsuchiyaneinha, 2000).
Les polyphénols et en particulier les flavonoidesnme les xanthones, la quercetine, la

gossypetine, la myricetine et I'epicatechin-3-gallant été révélés comme des inhibiteurs
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efficaces de l'acétylcholenestérase (AChE) quil'esizyme cible dans le traitement de la
maladie d’Alzheimer (Brihlmanet al, 2004). Ces produits naturels agissent en inhiban
I’AchE ce qui va corriger le déficit de I'acétyldite et améliore son niveau dans le cerveau.
Ainsi, 'augmentation du niveau de I'acétylcholiest le premier précurseur du traitement de
la maladie d’Alzheimer (Heinrich et Theoh, 2004).

Huang et Lin (2012) ont montré que les polyphésolst aussi utilisés pour diminuer du taux
de cholestérol dans le sang.

Les flavonoides ont été utilisés dans le traitended affections hépatiques. Ainsi, un
mélange constitué de composés de type flavoligeafiavanone appelé silymarine, testée sur
un modeéle expérimental animal, a montré gu’ellee@xain effet positif sur les hépatocytes
intacts et sur les cellules hépatiques endommagégsrsiblement (Magliul@tal., 1973).

Autre étude réalisé par Martit al. (1994) montre que les flavonoides présentent fet ef
antiallergique. lls agissent par inhibition desyenes qui favorisent la libération d’histamine
a partir des cellules impliquées dans les répomsesunitaires : les mastocytes et les
basophiles.

Les polyphénols présentent d’autres activités iaflammatoire (Sakuraiet al, 2010) et
antivirale et en particulier anti-HIV (Liat al, 2005).

Les flavonoides et en particulier la naringinegleercétine e tI’hypolaetine-8-glucose isolé
des espéces du genRideritis présente une activité antiulcéreuse importarite,sont
capables de protéger la muqueuse gastrique coiviges chgents ulcérogénes (Villat al,
1987).

D’autres études ont montré que les flavonoideseptést des effets protecteurs vasculaires.
lls agissent sur les vaisseaux sanguins sous fofaetivité vitaminique (Berg et Daniel,
1988). Cette activité intervient dans le mainti&uné perméabilité vasculaire normale (Shih

et al, 2004 ; Youdimet al, 2002). Les flavonoides présentent une activité@bétique, ils
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agissent par inhibition de I'aldose réductase dstatlin (Chaudhryet al, 1983), exemple
lamyricétine qui présente des effets hypoglycériagtt hypotriglycéridémiants chez les
animaux diabétiques (Ong et Khoo, 1997).

Plus récemment, Menazt al. (2014) indiquent que les polyphénols isolés ddrais des
végétaux peuvent étre utilisés dans la chimiothérdp’'autres études ont montré qu’une
alimentation riche en polyphénols et en particutierflavonoides diminue le risque de cancer
(Block etal., 1992). Ainsi, ces flavonoides peuvent agir decént la promotion des tumeurs
au début de la cancérogenéese par une augmentasgoracessus de désintoxication exemple
les flavonoides d’agrumes qui sont connus commandhéisiteurs d’ornithine décarboxylase

promoteur du cancer de la peau (Manetal, 1996).
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Chapitre II1: Méthodes d’analyse physico-chimiques

|- Etude par spectrophotométrie (UV-visible)

La spectroscopie d’absorption dans I'UV et le \msilest une méthode d’analyse
courament utilisée dans les laboratoires. Elle bestée sur la capacité des molécules a
absorber les radiations lumineuses de longueurdé’atéterminée. Le domaine UV-visible
s’étend environ de 10 a 800 nm avec I'UV lointamre 10 et 200 nm, le proche UV entre
200 et 400 nm et le visible entre 400 et 800 nna shectroscopie UV-visible présente un
large domaine d’application. Elle est utilisée ehinde minérale, chimie organique,
biochimie, analyses médicales et analyses quawtita Cette large utilisation est surtout due
a sa grande sensibilité (limite de détectioif M), sa précision (1-5% d’erreur), sa rapidité et

sa simplicité d'utilisation (Guedira, 2009).

I-1 Principe

La spectrophotométrie consiste surtout a mesuadssérbance dans le domaine
UV/Visible. Cette absorption est due au passaga élactron d’'un niveau énergétique a un
niveau énergétique supérieur avec une modificaties états de vibration et de rotation.
Ainsi, I'électron passe d’une orbitale molécularane autre (Galez, 2011).
D’une maniére générale, la solution dont on désiuglier I'absorption est placée dans une
cuve en quartz a faces transparentes et paralttlgsi est traversée par un faisceau optique
perpendiculairement & ces faces. Apres avoir fixée dongueur d'onde, la lumiéere
monochromatique incidente d'intensitg@rhverse la cuve contenant la solution et I'appare

mesure l'intensité | de la lumiere transmise. Leevnaffichée par I'appareil est 'absorbance

a cette longueur d’onde (Ludovic, 2006).
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I-2 Appareillage

Pour la plupart des spectrophotométres UV-visilds, lampes utilisées sont des
lampes au deutérium. Ces lampes au deutérium éretterayonnement dont les longueurs
d'onde sont comprises entre 180 et 400 nm. Pquartge visible du spectre, les plus utilisées
sont les lampes halogéne au quartz a filamentardgsténe dont le rayonnement est compris
entre 350 et 1300nm. La présence de I'halogéne enignsensiblement la durée de vie de la
lampe (1500 a 2000 heures).Ces deux lampes sontuditisées de facon complémentaire et
simultanée pour couvrir la totalité du spectre Usthie (Clarket al, 1993).
Les monochromateurs sont utilisés pour sélectionnerlongueur d'onde parmi le spectre de
raies du rayon incident. En général, le monochrearaest placé entre I'échantillon et la
source, ce qui protége les échantillons du rayoenemll est avéré que ce montage optique
est complexe ce qui ralentit le systeme de balaylag® monochromateurs sont caractérisés
par un large domaine spectral et une haute résoluLe type de détecteur utilisé est
monocanal.
En ce qui concerne les polychromateurs, ils soiliséd dans les spectrophotométres a
détecteurs multiples. Le polychromateur est plaegi@te I'échantillon d’ou I'échantillon
recoit tout le rayonnement UV. Contrairement au tage avec le monochromateur, il s’agit
dans ce cas d'un montage sans pieces mobiles domnanbonne reproductibilité des
mesures. Ces polychromateurs sont caractériséanpdomaine spectral peu étendu et une
diminution de la résolution (Clarkt al, 1993). Dans ce cas, le type de détecteur est a
multicanaux.
Le signal est recueilli grace a un microprocessdarsortie de chacun des détecteurs.
I-3 Analyses qualitatives

Le spectre UV-visible ne permet pas lidentificati d’'un produit mais celle du

groupement chromophore gu'’il contient. En effet,glupement chromophore est définit
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comme étant I'entité la plus simple qui permetdaiption d’un photon. En milieu organique,
il s'agit principalement des molécules contenantounplusieurs noyaux aromatiques, des
poly-insaturés conjugués et dans une moindre megdesegroupements C=0, N=0O ou N=N.
Dans le cas des phénols, le doublet libre de I'érggse conjugue avec les systemes
d’électronst du noyau aromatique ce qui provoque une absorptans la région 210-300
nm. Dans I'eau, le phénol posséde deux bandes ara7€t a 210 nm. En solution basique,
les phénols se transforment en ions phénateseet iésulte un fort effet bathohyperchrome

utilisable au point de vue analytique (Guedira, 200

I-4 Analyses quantitatives

La spectrophotométrie par absorption UV-visibletp&we utilisée pour effectuer des
mesures quantitatives. En effet, I'absorbance desiposés est exploitée en analyse
quantitative par I'application de la loi de Beemblaert. Ainsi, plus un composé est absorbant,
plus la transmittance est faible et plus I'absodeagst élevée.
L’'absorbance, notée A, est donnée par la relatibraste : A = Log @/l) =< | C avec § est
l'intensité lumineuse incidente, | est l'intensiténineuse transmise par I'échantillon, le Log
est un logarithme décimal,est le coefficient d’absorption molaire, | estdegeur de la cuve
et C est la concentration de la solution.
Pour la transmittance, notée T, est donnée partaule suivante: T =qll d’ou A = -Log(T)

(Galez, 2011).

I-5 Mesures cinétiques

La cinétique d’'une réaction peut étre déterminéelgpanesure de la variation de la
concentration a la fois d'un réactif ou d’'un prdden fonction du temps. Ainsi, vu que
I'absorbance est directement proportionnelle @lecentration, la spectrométrie d’absorption
constitue une bonne méthode pour suivre le dérariéeniune réaction.

Ainsi, soit la réaction A+ B> C +D
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v = —% = k[A]™ k[B]" = k[C]™k[D]™

Avec k est la constante de vitesse pour la réactmisidérée.
m, m’, n et n’ sont les ordres partiels de la néacpar rapport a A, B, C et D respectivement.
En suivant I'évolution de A = f(t), on détermine=CX(t), ceci permet de tracer C = f(t) et de
déduire I'ordre de la réaction a partir de I'allagiela courbe.
- Etude par chromatographie

[I-1 Définition

La chromatographie est une méthode physique dea&pades constituants d’'un
mélange. Cette séparation est basée sur leseatitfés d’affinités des substances a analyser a
'égard de deux phases, une phase stationnairexeuet une phase mobile (Lavallaz et
Délétroz, 1994).
[I-2 Principe

La chromatographie consiste a entrainer les diftége molécules contenues dans un
meélange pour les séparées en fonction de leursseged élutions. Les molécules sont
adsorbées sur un support fixe qui est la phaserstaire et désorbées par I'éluant. Il y a donc
une distribution ou partition des composants duamgd plus ou moins rapide entre ces deux
phases. Les différents constituants du mélange samipérés séparément dans plusieurs

fractions (Panaiva, 2006).

Au cours de notre étude nous avons utilisé deuxestyple chromatographies: la
chromatographie liquide haute performance (HPLOa ehromatographie en phase gazeuse

couplé a la spectrométrie de masse (GC-MS).

[I-3 La chromatographie liquide haute performance HPLC)
La chromatographie liquide a haute performancesiste a exploiter les interactions

des solutés avec deux phases I'une mobile et #astmtionnaire sous haute pression. Les

49



1ére Partie: Etude bibliographique

solutés derniers sont séparés en fonction deepitssparametres tels que l'affinité du soluté
dans I'éluant, la polarité ou la charge électrigh@rés leur séparation, les solutés sont
identifiés et dosés a l'aide d’'un détecteur coupl@d colonne chromatographique (Panaiva,
2006).

Le mode de fonctionnement de la HPLC est largerdéntit. Ainsi, a un instant donné, le
mélange a séparer est injecté a I'entrée de lanneloet se trouve entrainé par la phase
mobile. Les constituants du mélange sont ensuiteeillis et identifiés en fonction de leurs
vitesses d’adsorption et de désorption.

La chromatographie aboutit a un tracé représerdati€onstituant (pic) en fonction de leur

temps de rétention a la sortie de la colonne t ciexhromatogramme (Panaiva, 2006).

lI-3-1 Appareillage

Selon Panaiva (2006), la HPLC est composée desatérauivants :

La colonne généralement c’est un tube en acier de 5 a 18ecltongueur et de diametre de 5
mm qui contient une phase stationnaire. Il exifiigipurs types de phases stationnaires parmi

les quelles on trouve principalement

- Les silices non grefféées

- Les silices greffées par des groupements polaoes lgs quelles I'éluant utilisé est
apolaire. On parle alors de chromatographie enghasnale.

- Les silices greffées par des groupements apol@hesnes carbonées linaires plus ou
moins longues), pour les quelles I'éluant utilist polaire, dans ce cas il s'agit de

chromatographie en phase inverse.

Injecteur: il est constitué d’une vanne haute pression laépgenne rhéodyne et d’'une boucle
d’échantillonnage d’'une capacité comprise entreetl60 ul. Cette boucle permet une fois

remplie de déposer I'échantillon a I'entré de lbbnae sans perte de pression.
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La pompe: elle permet d’introduire la phase mobile daagfiareil sous un débit constant et a

forte pression.

Détecteur. il existe plusieurs types de détecteurs. Paresi ¢uels, des détecteurs a
absorptiométrie dans I'UV-Visible, des réfractoraétrdifférentiels ou des détecteurs

électrochimiques.

[1-3-2 Analyses

L’analyse qualitative permet d’identifier les difédts constituants d’'un mélange. Elle
est réalisée par comparaison des temps de rétenfigren min) a ceux d’étalons

commerciaux élues dans les mémes conditions.

L’analyse quantitative est basée sur le calculailes des pics du chromatogramme. Ces aires
sont proportionnelles aux concentrations des ptedanalysés. Pour un composé déterminé,
la comparaison de I'aire a celle de I'étalon cquoeslant permet de le quantifier. A cet effet,
une courbe d'étalonnage qui présente l'aire entfomcde la concentration est établie.
L'injection ultérieure du méme volume (v) de l'éatilon a doser permet, a l'aide de la
mesure de l'aire du pic reportée sur la courbealdi@hage, de déterminer la masse ou la

concentration de I'échantillon.

Aire du pic
4

y o [m]
[m. ]

Avec A/ me = Aet/ medont A cC’est I'aire des pic, e c’est I'échantillogt, c’est I'étalon et m

c’est la masse du produit.
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lI-4 La chromatographie en phase gazeuse couplé a $pectrométrie de masse (GC-MS)

La Chromatographie en Phase Gazeuse permet destgzgamolécules d’'un mélange.
Cette technique s’applique aux composés susceptiidre vaporisés par chauffage sans
décomposition. Le mélange de solutés a analyserapstrisé a l'intérieur d’une colonne par
un injecteur qui est porté a une température ap@®m@ la volatilité de I'échantillon. Le
mélange est transporté a l'intérieur de la cologirdee a un gaz vecteur. Dans cette colonne,
une substance active appelé phase stationnaiggeguiétre liquide ou solide est présente. Le
gaz porteur est inerte vis-a-vis des solutés etladphase stationnaire. Les différentes
molécules vont se séparer en fonction de leurssete d’adsorption et de désorption puis
sortir de la colonne les unes aprés les autrenops de rétention dépendant de leur affinité
avec la phase stationnaire. A la sortie de la c@omin détecteur qui dans notre cas est un
spectrométre de masse caractérise et quantifieuchdes constituants (Bouchonnet et

Libong, 2004).

lI-4-1 Appareillage

Selon Panaiva (2006), la GC-MS est formé de trarigs : un injecteur, une colonne
capillaire dans un four et un détecteur qui essaancas un spectrométre de masse.
L’injecteur: il s’agit d'une zone chauffé ou le mélange a &u@st injecté a l'aide d’'une
seringue. Le mélange est ensuite vaporisé puistivéhiculé par le gaz vecteur jusqu’au
détecteur.

La colonne capillaire appelée aussi colonne analytique, est placée wamfsur. La colonne

est le composant le plus important pour la séparatihromatographique. Elle est formée d’'un
tube de silice fondue dont la paroi interne eswvedie d’un film chimique qui forme la phase
stationnaire alors que la paroi externe forme weétmment en polyimide qui assure la

souplesse de la colonne. Le choix de la phasestatire dépend du type de solutés a séparer.
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Ainsi une phase stationnaire polaire assurera oned séparation des composés polaires et
une phase stationnaire apolaire assurera une lsépagation des composés apolaires.

Le détecteur il peut étre un spectrometre de masse, qui domnant aux autres détecteurs,
fournit des informations structurales sur les molés étudiées et permet par la suite de les

caractériser soit a I'aide de bibliotheque destspesoit par une étude de leurs fragments.

[1-4-2 Analyses
Quantitativement, les donnés du GC-MS permettendedtifier les différents
composés du mélange a analyser par comparaisgoedtresde masse obtenu a celui contenu

dans une bibliothéque de spectres de composés.

Qualitativement, les aires des différents pics gdtemt de déterminer la concentration de

chacun des composeés présents dans le mélange. étudie
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- Echantillonnage

I-1 Partie experimentale

Les travaux se sont déroulés en deux temps avephease de terrain et I'autre en
laboratoire. Concernant la phase de terrain, elmrmsisté a la collecte des feuilles, des
graines matures ainsi que des racines des deuxessgéudiées Ricinus communid. et
Jatropha curcad.. Quant aux travaux de laboratoire, ils ont étéduots au Laboratoire de
Chimie et Physique Approche Multi-échelles des &liki Complexes (LCP-A2MC) a
'Université de Lorraine (France) et a la Facultés dSciences de Bizerte relevant a
I'Université de Carthage (Tunisie). L'identificaticdes plantes des deux espéces étudiées a
été réalisée au sein du Laboratoire d’Ecologiestiee a I'Institut National de Recherche en

Génie Rural Eaux et Foréts (INRGREF-Tunisie).

I-1-1 Ricinus communisL.

L’échantillonnage a concerné une dizaine d’indigidde ricin appartenant a huit
régions de la Tunisie, a savoir : Riadh Andalous)(RNefza (N), Béja (B), Nabeul (Nb),
Hammamet (H), Bouficha (Bf), Khanguet Hajej (KH) @étouled Amer (AA). Ces
provenances sont réparties au nord et au centpayhidans des étages bioclimatiques allant

de I'humide vers I'aride supérieur (Abdelkefiat 1996) (Tableau 1 et Figure 30).

[-1-2 Jatropha curcadl..

La collecte du matériel végétal a été réalisée thassation expérimentale de Nabeul
(Tunisie) sur une dizaine d’individus. Dans cettatisn, huit populations de jatropha
provenant d’Arusha Tanzanie (P1), Mozambique (P2rana Brésil (P3), Norte de Minas
Brésil (P4), Mato Grosso Brésil (P5), Regiao suslétésil (P6), Vale do Jequitinhonha

Brésil (P7) et Suriname (P8) ont été retenues petie étude (Tableau 2).
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Tableau 1. Données sur les sites d’échantillondaggcin.

Localisation Nom du site  Coordonnées Altitude Etage Date de récolte
géographiques (m) bioclimatique
Nord Riadh Latitude 36°52'38”N 48 Semi-aride 03/11/2011
Andalous Longitude 10°10'08”E
Nord oust Nefza Latitude 36°59°'38”"N 27 Humide 06/11/2011
Longitude 9°03'25"E
Béja Latitude 36°43'31"N 212 Subhumide 06/11/2011
Longitude 9°11'31"E
Nord est Nabeul Latitude 36°27'15”N 12 Semi-aride 01/11/2011
Longitude 10°44'05"E
Hammamet Latitude 36°24'03”N 15 Semi-aride 01/11/2011
Longitude 10°36'52"E
Bouficha Latitude 36°18'00”N 10 Semi-aride 03/11/2011
Longitude 10°27'18"E
Khanguet Latitude 36°37°00”N 47 Semi-aride 02/11/2011
Hajej Longitude 10°24'59”E
Centre Aouled Amer Latitude 35°37'06”N 13 Aride 07/11/2011
Longitude 9°55'56"E supérieur

Mar Méditerrands

Nefza Riadh Andalous

Bouficha

Aounled ]
Amer

Golfe
de Gobés

Gabés

Grond sud
tuniziomn

ALGERIE

LIBYE

Figure 30. Répartition de différentes populatioasidin étudiées sur la carte de la Tunisie.
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Tableau 2. Données sur l'origine géographique desggmances de jatropha.

Provenance Origine  Coordonnées Altitude Date de récolte
géographique géographiques (m)

Arusha Tanzanie Latitude 3°22°00”S 1413 24 Aolt 2011
Longitude 36°41'00"E

Mozambique Mozambique Latitude 18°31'07”’S 83 24 Aolt 2011
Longitude 35°28'51"E

Parana Brésil Latitude 25°12'18”S 859 24 Aolt 2011
Longitude 52°02'13”0

Norte de Minas Brésil Latitude 20°58'00”S 1069 24 Aot 2011
Longitude 41°59'00”0O

Mato Grosso Brésil Latitude 12°29°'52”S 361 24 Aot 2011
Longitude 56°53'34”0

Regiao sudeste Brésil Latitude 20°10°20'S 778 24 Aolt 2011
Longitude 40°15'19”0

Vale do Brésil Latitude 16°26’07"’S 225 24 Aolt 2011
Jequitinhonha Longitude 41°00'11"0O

Suriname Suriname Latitude 3°55'43”S 271 24 00t 2011

Longitude 56°02'22"0

I-2 Matériel végétal
I-2-1 Les feuilles

Une fois récoltées les feuilles des deux especelets sont lavées a I'eau distillée et
séchées a l'abri de la lumiére pour éviter la pede substances actives. Ce séchage est
effectué dans un endroit protégé afin d’éviter dmtamination causée par la poussiere, les
insectes ravageurs ou les rongeurs. Les feuilles&talées en couches minces pour optimiser

le séchage afin d’éviter les moisissures.

Aprés séchage les feuilles sont broyées dans yelr@a marteaux. 200 grammes de poudre
obtenue pour chaque population sont stockés dapetite sacs en plastique et étiquetés en

fonction de leur provenance puis conserves a I'embr

I-2-2 Les racines
Juste pres leur récolte, les racines des deux espdnt débarrassées des salissures a
'eau du robinet puis lavées a I'eau distillée. @ncédera ensuite a un séchage réalisé dans

une chambre aérée. Dés que les racines sont bobrees elles sont débitées en petits
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morceaux puis broyées. 100 grammes de poudre abfsnur chaque population sont stockés

et étiquetés en fonction de leur provenance puisawés a I'ombre jusqu’a l'utilisation.

I-2-3 Les graines

Pour les deux espéces, aprés la période de featiih, la récolte a concerné surtout
des fruits matures. A partir de ces fruits secs, glaines matures de ricin et de jatropha ont
été récoltées. Les graines des deux especes dimgtast pour I'extraction des huiles fixes de
ricin et de jatropha. Pour cela, les graines des @éspeces sont nettoyées et séchées au soleil
a l'air libre pour réduire leurs teneurs en hundidiuis sont décortiquées. 20 grammes de
graines décortiquées sont broyées dans un mousguja I'obtention d’'une sorte de pate.
Cette étape sert a la rupture des parois cellglgoar libérer la graisse contenue dans les
graines (Akapan edl., 1999). Les pates obtenues sont utilisées apyes lfextraction des
huiles.

Il- Dosages des composés phénoliques

La détermination des composés phénoliques : pohgibdotaux (PPT), flavonoides

totaux (FVT) et tannins condensés (TC) présentsvaau des différentes parties des plantes

étudiées a été realisée a I'aide d’'un spectrophetientyV-visible de type Cary 50.

lI-1 Réactifs chimiques

Une série de produits chimiques ont été utilisag pmser les composés phénoliques
des difféerents extraits des plantes. Le réactif Fadin-Ciocalteu est fourni par VWR
international (France), I'acide gallique, la caté@eh le nitrite de sodium (NaN et la
vanilline sont fournis par Sigma-Aldrich Chimie @ace), le carbonate de sodium {88),
le chlorure d’aluminium (AIG) et 'hydroxyde de sodium (NaOH) proviennent d’'8ss

organics (Belgique).
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lI-2 Préparation des extraits

Pour la préparation des extraits végétaux, la ougthgui utilisée est celle proposée
par Kim et al. (2002) puis par N'Guessast al. (2011) avec quelques modifications. Ainsi,
10g de poudre fine ont été maceérés dans 2 x 10@luné solution de méthanol-eau (80:20
vlv). Le mélange est mis sous agitation permanpatalant 24 h. Apres filtration, le filtrat

obtenu a été concentré sous pression réduite @ a3’aide d’'un évaporateur rotatif.

Apres évaporation, le résidu est dissous dans Gfemiéthanol et le mélange est ajusté a 100
ml avec I'eau distillée. Enfin, le mélange obtesti@ntrifugé (1536 x g) pendant 20 minutes
puis complété a 100 ml avec une solution de métkeao (50:50 v/v). Le mélange est

conservé au frais (+4 °C) en attente d'utilisapoor les analyses.

II-3 Dosage des polyphénols totaux (PPT)
[I-3-1 Méthode utilisée pour doser les PPT

Le dosage des polyphénols est realisé a l'aide é&hetif de « Folin-Ciocalteu »
(Waterhouse, 1999) en présence de,Q@. Il s’agit d'une solution d'acide
phosphotungstique @RW;,0,4) et d'acide phosphomolybdique PM0:,040) dont la
réduction par I'action des polyphénols donne unamgd de complexes de sels de tungsténe
(WgO23) et de molybdeéne (M@,3) de couleur bleue. Cette solution absorbe a unguleur
d’onde de 725 nm. Ainsi, le dosage des PPT sepfaitcomparaison de I'absorbance de la

solution étudiée par rapport a celle obtenue pastalon qui est I'acide gallique.

D’abord une courbe d’étalonnage a été réaliséar Pela 500 mg d’acide gallique sont
dilués dans 10 ml d’éthanol puis le volume estt@jasl00 ml avec de I'eau distillée (Solution
stock). Des solutions diluées de concentrationsiges en acide gallique ont été préparées (O,

50, 100, 150, 250 et 500 mg/L).
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Le dosage des PPT de chacun des échantillonst gafacomparaison de leur absorbance a

celle de la courbe d’étalonnage.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivdlacide gallique par gramme de matiere

seche (EAG/g MS)

La courbe détalonnage de l'acide gallique reprtssdimbsorbance en fonction de la
concentration en acide gallique. Elle est obterwaée an coefficient de corrélation de 0,9997

(Figure 31).
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Figure 31. Courbe d’étalonnage pour le dosage dlgpipénols totaux.

[1-3-2 Mesures

Pour le dosage des PPT la méthode utilisée est détirite par Waterhouse (1999)
avec guelques modifications. Ainsi, dans des tdbessai on a placé 40 ul de chaque solution
a étudier puis 3,16 ml d’'eau distillée sont ajoutgssuite 200 ul de réactif de « Folin-
Ciocalteu ». Le mélange est agité pendant 8 miratgsiel on ajoute par la suite 600 ul de

NaCOs (20%). La solution finale est agitée une deuxiemis puis incubée pendant 40
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minutes a température ambiante et a I'abri derf@dre. L’absorbance de chaque solution est

directement mesurée au spectrophotometre UV-vigid25 nm.

En ce qui concerne la courbe d'étalonnage, on isaut'acide gallique et les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent d’'acideiqg&ll par gramme de matiére séche
(EAG/g MS).
lI-4 Détermination des flavonoides totaux (FVT)
lI-4-1 Méthode utilisée pour doser les FVT

Pour le dosage des flavonoides totaux, la méthtiiséa est celle développée par
Zhishenetal. (1999) puis par Chen et Chen (2011) avec quelouoesfications.
D’abord, une courbe d’étalonnage a été réaliséatiéimant la catéchine. Des solutions de
I'ordre de 0, 20, 40, 60, 80, 100 mg/L ont été préps. Les réactifs utilisés sont : le nitrite de
sodium (NaNQ@, 5%), le chlorure d’aluminium (AICI3, 10%) et I'yoxyde de sodium

(NaOH, 1N).

La courbe d’étalonnage de I'absorbance en fondi®rda concentration en catéchine a été

réalisée. Elle présente un coefficient de corrmhatie I'ordre de 0,9505.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équiveela catéchine par gramme de matiére

seche (EC/g MS) (Figure 32).
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Figure 32. Courbe d’étalonnage pour le dosageldesrfoides totaux.

lI-4-2 Mesures

La méthode consiste a placer dans des tubes & esshune maniere successive, 250
pl de I'extrait étudié et 1 ml d’eau distillée. A wemps initial (0O minute) on ajoute 75 pl
d’'une solution de NaNg&5%), apres 5 minutes 75 pl de AICL0%) sont ajoutés. 6 minutes

apres 500 ul de NaOH (1N) sont ajoutés ainsi gbend’eau distillée.

L’absorbance de chaque mélange obtenu est direstemesurée au spectrophotométre UV-
visible a 510 nm. Les résultats obtenus sont ex@®ien mg équivalent de la catéchine par

gramme de matiére seche (EC/g MS).

lI-5 Dosage des tannins condensés (TC)
lI-5-1 Méthode utilisée pour doser les TC

Pour doser les tannins condenseés, la méthode danidine a été utilisée (Scalbert,
1992 ; Suret al., 1998 ; Schofielcet al.,, 2001). Au cours de cette réaction, la vanillitze

réagir avec les tannins condensés pour donneroteglexes colorés qui absorbent a 500 nm.
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Le dosage des quantités de TC est réalisé a gartie courbe d’étalonnage de I'absorbance
en fonction de la concentration en catéchine. Lalm d’étalonnage présente un coefficient

de corrélation de 0,9782 (Figure 33).
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Figure 33. Courbe d’étalonnage pour le dosageat®srts totaux.

[I-5-2 Mesures
5 g de matiere seche de chaque échantillon &xét& dans le n-hexane, le résidu

obtenu est séché a température ambiante. Ensnit@glange formé de 0,5 g de résidu avec
15 ml d’'une solution de méthanol-HCI (1 %) est jarép Le mélange obtenu est placé dans un
tube a essai, vortexé puis placé dans un bain n@ai®&°C pendant 20 minutes. Apres
incubation le tube est centrifugé a 1532 x g ptiseesurnageant est récupéré. 1 ml du
surnageant est mélangé avec 3 ml d’'une solutida danilline. Cette derniére est formée de
4 g de vanilline et 100 ml de méthanol-HCI (8%)utes les solutions ainsi que les blancs
sont préparés dans les mémes conditions. Les talliesus sont de nouveau incubés a 35°C

pendant 20 minutes. Aprés cette deuxieme incubdtedsorbance de chaque solution

obtenue est directement mesurée au spectrophomi€trisible a 500 nm.
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La courbe d'étalonnage établie a partir des saistide différentes concentrations de
catéchine permet d’exprimer la concentration desites condensés en mg équivalent de
catéchine par gramme de matiére seche (EC/g MS).
- Identification des composés phénoliques

Dans cette partie de I'étude, nous avons utilisé RP-HPLC (HPLC en phase
inverse) de type Waters 600E couplé a un détedidumWaters 486 équipé d’'une boucle
d’injection de 20 pl. La colonne, de 150 mm de long et de 4,6 mm de largeur, est remplie
d’'une phase de silice greffée C18 de 5um de tdédigarticule. La détection a été réalisée a
deux longueurs d’'ondes 280 et 320 nm. La séparaiisnsolutés de nos échantillons a été

réalisée en mode gradient d’élution.

lll-1 Réactifs chimiques

Tous les produits utilisés pour les analyses pacGiRinsi que les solvants ont été
fournis par Sigma Aldrich (France). Il s’agit d’'usérie d’étalons commercialisés et qui sont
utilisés en des références: acide gallique, agd®ocatechique, épicatéchine, acide
gentisique, catéchine, acide chlorogenique, aciaiique, acide vanillique, acide p-

coumarique, rutine, vitexine, naringine et acidenamique.

l11-2 Gradient d’élution

* Solvant A : composition 50 mM de phosphate d’ammon{NH;H,PQ;) a pH 2,6 ajusté
avec l'acide orthophosphorique #fDy).

» Solvant B : composition acétonitrile / solvant A:820 (v/v).

» Solvant C : composition 200 mM d’acide orthophosphe (HPO,) a pH 1,7.

Avant chaque utilisation, les solvants sont prépatéfiltrés sur papier Whatman N°3 puis

mis en sonication dans un bain ultrason pendamigtes.
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Deux profils de gradients ont été utilisés pourys® les extraits méthanoliques des feuilles
et des racines des deux espéeces étudiées : uniepgnadient est donné dans le tableau 3,
utilisé pour analyser les extraits de ricin quangeadient utilisé pour analyser les extraits de

jatropha est donné dans le tableau 4.

Tableau 3. Profil du gradient utilisé pour 'anay4PLC des extraits de ricin.

Solvants utilisés en %

Temps (min) Débit (ml) Courbe A B C
Initial 1 1 100 0 0
4 1 1 95 5 0
10 1 1 92 8 0
15 1 1 90 10 0
25 1 1 0 14 86
45 1 1 0 20 80
50 1 1 0 30 70
55 1 1 0 60 40
60 1 1 100 0 0
Tableau 4. Profil du gradient utilisé pour I'anaydPLC des extraits de jatropha.
Solvants utilisés en %
Temps (min) Débit (ml) Courbe A B C
Initial 1 1 100 0 0
4 1 1 95 5 0
10 1 1 92 8 0
15 1 1 90 10 0
25 1 1 0 14 86
45 1 1 0 16 84
70 1 1 0 25 75

I1I-3 Préparation des extraits

Pour I'extraction des composés phénoliques, 2 dadmatiere végétale (feuilles et
racines des populations des deux especes étud@m@syjoutes a 2 x 20 ml d’une solution de
meéthanol-eau 50:50 (v/v). Le mélange est mis sgitateon pendant 6 heures puis centrifugé

(1536 x g) et filtré. Le filtrat est récupéré etsnau frais (+4°C) jusqu’a utilisation. Avant
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chaque injection dans la boucle, le filtrat estrdilune deuxiéme fois a I'aide d’'un filtre

(PTEF) de 0,45 um.

IV-  Etude de la composition chimique des huiles
Pour réaliser I'étude de la composition chimique deiles nous avons utilisé un GC-

MS de type Perkin Elmer-MS Clarus 500. La colontiisée est une Elite 5 MS d’une
longueur de 30 m, d’'un diamétre de 0,25 mm et d&paasseur de film de phase stationnaire
de 0,25um. La phase stationnaire est formée de &%ighényle et 95% de diméthyle
polysiloxane. Le gaz vecteur utilisé est I'héliuantlle débit est de 0,75 ml/min. Le gradient
de température du four varie de 150 °C a 300 °C ame augmentation de 10 °C par minute.
Le détecteur utilisé pour I'enregistrement des 8peaest couplé a un spectrométre de masse
guadripble avec une gamme qui varie entre 40 etrB@0avec 0,1 scan/s et une énergie
d’ionisation d’électrons de 70 eV. La températueela source, de la ligne de transfert et du
détecteur est de 250 °C.
IV-1 Préparation des extraits

L’extraction des huiles fixes est réalisée a l'attlen soxhlet avec de 'hexane comme
solvant et selon la procédure décrite par Abitogtiral. (2009). Ainsi 20 g de chaque
échantillon ont été placés dans une cartouche amai ensuite insérée au centre de chaque
extracteur (extracteur a 6 sorties). Lorsque leastl atteint le degré d’ébullition, la vapeur
monte a travers un circuit d’évaporation, se cosdau niveau du condensateur et aprés son
contact direct avec le réfrigérant, il retombe l&xtracteur faisant macérer I'échantillon dans
le solvant. Ce dernier s’enrichit progressivemesmtcdmposés solubles. Enfin, les mélanges
obtenus sont placés dans un évaporateur rotatifdafirécupérer I'huile résiduelle qui va étre
conservée au frais (+4°C) dans de petits pilulrsserre et utilisée pour le reste du travalil

analytique.
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IV-2 Transestérification

Les acides gras appelés encore triglycérides, depapoint d’ébullition trop élevé, sont
des composés non volatiles. lls ne peuvent pasagiaé/sés directement par la GC. Pour
pallier cet inconvénient ils sont décomposés enslacides gras correspondants et ces
derniers sont dérivatisés en leurs esters méthediquar la méthode FAME (Fatty Acids
Methyl Esters). Cette méthode permet d’atteindsedsters méthyliques des acides gras en

une seule étape (Figure 34).

R4 o
>=O R1—<
O—CH
@) OH 3
O MeONa O
O\< + 3 CH;0H ——— OH * R,
o R> Catalyseur OH g —CHs,
O Rs
Ra O—CHj
Triglycéride Méthanol Glycérine Acides gras esters
méthylés

Figure 34. Schéma simplifié de la réaction de &atésification.

Dans notre étude, les acides gras méthyles e§tAME) sont préparés selon la méthode de
PORIM (1995) avec quelques modifications. AinsdH0g d’huile ont été dissous dans 1.8 ml
d’éther de pétrole, puis 0.2 ml de méthylate dawsod été ajouté. Le mélange obtenu est
agité pendant une minute a l'aide d’'un auto-vortdpres quelques minutes, 1 pl du

surnageant qui contient le FAME a été injecté @GaMS. L'essai a été répété 3 fois.

V- Etude des activités anti-oxydantes
V-1 Evaluation de l'activité anti-oxydante par deuxtests DPPH et ABTS
L’évaluation de l'activité anti-oxydante d’'un pratdgpeut se réaliser selon plusieurs
meéthodes. Au cours de cette étude nous avons diiéisluer I'activité anti-oxydante par
deux tests : le test DPPH et le test ABTS. Lintété ces deux tests est que le premier
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(DPPH) permet de déterminer I'activité anti-oxydamn milieu organique tandis que le

deuxieme (ABTS) s’adresse uniquement a des sohitiquneuses.

V-1-1 Principe du test DPPH

Le test DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyle) & étilisé par Blois (1958), ce test
consiste en la réduction d'une solution alcooliged’espéce radicalaire DPPEN présence
d'un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), qui atitoa la formation d’'une forme non
radicalaire DPPH-H (Figure 35). En effet, la présenles radicaux DPPHdonne une
coloration pourpre foncée a la solution et qui absdortement a 517 nm. Au cours de la
réaction, la colorimétrie de la solution changesskeffet d’'un agent antioxydant qui entraine

la décoloration de la solution.

NO,

o,/ \ No,

DPPH i DPPH-H

O2N N—N  +AH ——> O~ N—nN A

Figure 35. Mécanisme d’action de DPPH.

V-1-2 Principe du test ABTS

Ce test est basé sur la capacité d’'un antioxydastaBiliser le radical cationique
ABTS® (sel d’'ammonium de l'acide 2, 2’- azino bis-(33@benzothiazoline-6-sulfonique))
de coloration bleu verdatre. Ce radical cationiggeformé suite a I'oxydation de 'ABTS
initialement incolore avec les différents compos@snme le phosphate de potassium
(KH.POy) et le 2,2'-azo-bis (2-amidino-propane) dihydraxide (AAPH). Ainsi, la réaction
se déroule en deux étapes : au cours de la presiigpe le radical ABTS est formé par
arrachement d’'un électron e- & un atome d'azoté ARTS. La deuxieme se déroule en

68



2éme Partie: Matériels et méthodes

présence de vitamine C (ou d’antioxydant donneuYe le radical d’azote concerné piege

un H*, conduisant a ’ABTSH+, ce qui entraine la décation de la solution (Figure 36).

CoHs o H, . LoHs ooH,
oL, o, S
SOz H,N* SO5 HN' S0, H,N* SO  HyN*
ABTS ™
ABTS
HO
40
HO 0
HO  OH

HeCoMs G H, Acide ascorbique

L=< “if
*NH, "0,S SO5 HyN*

HO
ABTSH*

Figure 36. Formation et piégeage du radical ABT#ir un antioxydant donneur dé H

V-2 Méthodes utilisées
V-2-1 Test DPPH

La méthode utilisée est celle de Braedal. (1995) avec quelques modifications.
D’abord, une solution méthanoligue de DPPH (200 (eMgté préparée a chaque fois et
maintenue a 'obscurité. 2,90 ml de la solutionmaiéthanol (200 uM DPPH) est ajouté a 100
pl de l'extrait a étudier. La solution est mélangéencubée a 37 C° pendant 30 minutes a
I'abri de la lumiere.
L’absorbance est mesurée a 517 nm contre un blaméef de 2,90 ml de la solution
méthanolique de DPPH (200 uM) et 100 ul de méthanol
Les échantillons a étudier et le témoin sont p&paans les mémes conditions opératoires.
La décroissance de I'absorbance est mesurée atrgggemtometre UV/visible. Ainsi, le

pourcentage d’inhibition des radicaux DPPH estudalselon I'équation suivante :
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o (A controle 517nm — A extrait 517nm)
%Inhibition = x 100
(A controle 517nm)

En modifiant les concentrations des extraits etaoulant les pourcentages d’inhibition, on
va établir une courbe de régression linéaire gl Hes différentes concentrations et les
pourcentages d’inhibition. A partir de cet abaqoue,détermine I'lC50 qui correspond a la
concentration de I'échantillon qui entraine 50%nMibition. Notons que l'activité anti-
oxydante est inversement proportionnelle a la vabk I'IC50. Ainsi, I'échantillon qui
présente I'IC50 la plus faible est celui qui présefiactivité anti-radicalaire la plus
importante.

Pour exprimer directement l'activité anti-oxydarga fonction de la concentration, une
courbe d’étalonnage est réalisée en projetant didlasmce en fonction des différentes
concentrations d’acide ascorbique. Les concentratiiacide ascorbique utilisées sont de
l'ordre de 0,002, 0,004, 0,008, 0,012, 0,016 et20@,0ng/ml (Figure 37). Une bonne
corrélation est observée (0,99). Les résultatsnoist@our les échantillons sont exprimés en
mg équivalent vitamine C par gramme de matieress@eRNC/g MS).

En ce qui concerne I'étude de l'activité anti-oxytiade I'huile de jatropha, compte tenu de
sa mauvaise solubilité dans le méthanol, une solue toluéne-méthanol (50:50 v/v) a été
utilisée pour préparer la solution de DPPH (200 eM)le méme pour la courbe d’étalonnage

avec la vitamine C (Figure 38).
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Figure 37. Courbe d’étalonnage de I'absorbanceectibn de la concentration de vitamine C dans

une solution méthanolique de DPPH.
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Figure 38. Courbe d’étalonnage de I'absorbanceectibn de la concentration de vitamine C dans

une solution toluéne-méthanol de DPPH.

V-2-2 Test ABTS

La méthode utilisée est celle décrite par Muamdaal. (2009) avec quelques

modifications. Ainsi, 1 mM de AAPH (2,2’-azo-bis-é&nidino-propane) dihydrochloride) et

2,5 mM d’ABTS ((sel dammonium de l'acide 2, 2’-iaa bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
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sulfonique) sont préparés en utilisant une solutaanpon formée de 100 mM de phosphate
de potassium (KHPQ,) et de 150 mM de chlorure de sodium (Nacl) a pA4 La solution
obtenue est incubée dans un bain marie a 68°C ped@amin jusqu’'a I'obtention d’'une
solution bleu-verdatre. L'absorbance de la solutibtenue est mesurée a 734 nm puis réglée

avec du méthanol jusqu’a avoir une absorbance™@®@5.

2,94 ml de la solution ABTS sont ajoutés a 60 pl de chaque échantillon artpsts incubés
pendant 30 min a 37 °C a I'abri de la lumiére. &moin est préparé de la méme maniére mais

avec 60 pl de méthanol. Ainsi, la décroissancéatsdrbance est mesurée a 734 nm.

bY

La courbe d'étalonnage est réalisée a partir de®rbbnces en fonction des différentes
concentrations de vitamine C. La courbe présent honmne corrélation de 0,996 et les
résultats obtenus sont exprimés en équivalencetamine C par gramme de matiére séche

(EVC/g MS) (Figure 39).

0,7 1
o6 |

. e R2 = 0,996
-

Absorbance

0,2 A
0,1 -

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Concentration en (mg/ml)

Figure 39. Courbe d’étalonnage de I'absorbanceectibn de la concentration de vitamine C dans

une solution ABTS.
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VI-  Etude de l'activité anti-acétylcholinestérase (antAChE)
VI-1 Méthode utilisée
L’évaluation des activités anti-AChE d'un produiéyb se réaliser selon plusieurs
méthodes dont la plupart sont des méthodes coltigqués telles que la méthode d’Ellman et
la méthode bioautographique au Fast Blue B. Au<alér cette étude, nous avons choisi

d’évaluer cette activité par le test d’Ellman.

VI-1-1 Principe du test d’Ellman
Ce test est appelé aussi méthode de la détermingtiantitative des peptides par

Sulfhydryle (-SH). Il s’agit d’'un protocole standgvour la détermination des thiols libres.

Le test d’Ellman est basé sur le clivage de I'dtéitycholine par I’'AChE pour produire de la
thiocholine. Cette derniere va réagir avec le 8ifhiiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former
un anion de couleur jaune (Ellmat al, 1961) (Figure 40). En présence d’'un inhibiteur
enzymatique, cette réaction permet d’étudier lesmrpatres cinétiques et par la suite de

guantifier I'inhibition exprimée par son $€(concentration diminuant I'activité enzymatique

de moitié).
AChE
(CH,),N"CH,CH,SCOCH, + H,0 —— = (CH,),N"CH,CH,S + CH,COO" + 2H"
acétylthiocholine thiocholine acétate
O5N s—sS NO,
O OoC COOo’

dithiobisnitrobenzoate (DTNB)

/

CJZN@—S' + (CH;),N"CH,CH,S S—Q—Noz

o ocC COO’
5-thio-2-nitrobenzoate 2-nitrobenzoate-5-mercaptothiocholine
(jaune)

Figure 40. Réaction colorimétrique d’Ellman.
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VI-1-2 Démarche expérimentale

L’étude de l'activité anti-AChE est menée selomi@hode développée par Ferreta
al. (2006) puis plus recemment par Ouchemoekhl (2014) avec quelques modifications.
Ainsi, dans des tubes Eppendorf, on place sucaassnt 650 ul d’'une solution tampon de
Tris-HCI (50 mM d’hydroxymethyl aminomethane a pH); 50 pl de I'extrait méthanolique
de la plante a différentes concentrations et 5Suladsolution enzymatique contenant 0,26
unités/ml et préparée dans une solution tampon rdeHCI| a pH = 7,5. Les tubes sont
incubés pendant 15 minutes a 25°C. La réactionl@denchée par I'addition de 75 pl de la
solution ATCI (15mM d’acétylthiocholine iodide) eie 250 pl de réactif d’Ellman DTNB
(3mM de 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoate). Aprés rinhutes, I'absorbance du mélange est
déterminée a 405 nm. Le contrble négatif est pgédarla méme maniere avec du méthanol
au lieu de I'extrait de la plante. Quant a la giamine hydrobromide de I'espetgcoris sp

est utilisée comme un contrdle positif.

Les pourcentages d’inhibition (I) sont calculérdléquation suivante :

(A extrait 405 nm)
I (%) =100 — x 100
(A controle 405 nm)

La concentration qui produit 50 % d’inhibition editenue a partir de la courbe qui présente
les pourcentages d’inhibitions contre les difféesntoncentrations de I'échantillon étudié.
Les résultats obtenus présentent les moyennedes/écarts types de trois répétitions.
VIl-  Analyses statistiques
Les difféerentes analyses quantitatives et qualiationt été réalisées au moins trois
fois. Par la suite, des analyses de la variancéténfaites par le logiciel SAS et la différence

entre les populations des deux espéces est codsigignificative si K 0,05.
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Chapitre I: Dosages des composés phénoliques
|- Dosage des polyphénols totaux (PP
I-1- Le ricin
Les résultats obtenus suite dosage des PPT des extraits des différentes pdd

ricin sont reportés dans la figure suiv.

623,7
5421 533,4¢
’ : 493,6

n 502,28 487,5 483,55
= -
g 362,03
< 318,04
w 285,¢
o 218,66
£ 174,25
|_ I
o
o

H Nb RA KH AA Bf B N

H Feuilles 1 Racines

Figure 41 Composition en PPT des extraits des feuilleestrdcines de huit populations de ri

La figure 41 montre que les feuilles de ricin sont plus richesRPT que les racines
'exception de deux populations qui sont cellesBdga (B) et Nefza (N). Les dosages

montré que la population de Hammamet (H) présenterieur la plus élevée en PPT pou

feuilles et aussi poues racines avec des moyennes respectives de BZBEAG/g MS et
502,28 mg EA@& MS. La comparaison des teneurs des extraitsfeledes des autre
populations a montré que la population de Nefzap(d¥ente la teneur la plusble en PPT
avec une valeur de 174,25 mAG/g MS. En ce qui concerne les extraits de racicest la
population de Nabeul (Nb) qui posséde la quangéténbins importante en PPT avec |

moyenne de 72,56 mg EAGMS.
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I-2 Le jatropha
Les résultats dalosage des PPT des extraits des differentes pddigatroph sont

présentés dans la figure 42.
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n
i 162,42
0 144,50 138,86
©) 140 ’
g 13480 L 11948 _ 124,95 Bl 12373 11473 1258
Ll 118,43 120,9¢ 117,05 109,90
> I I I I 108,18
S I =
|_
o
a
[
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
¥ Feuilles i Racines

Figure 42 Composition en PPT des extraits des feuilleestrdcines de huit populations de jatro

L’analyse quantitativeles PPT au niveau des feuilles et des racines ilgodpulations de
jatropha amontré que toutes les populations sont plus richesiveau des feuilles e des

racines.

Pour les extraits des feuilles, la popula de Suriname (P8) présente la quanla plus
importante en PPT avec une moyenne de 254,30 AG/g MS. La populatiorde Regiao
sudeste Brésil (P§résente la quantité la plus faible avec une moyelen117,05 mgAG/g
MS. Pour les extraits des racines, la populade Mozambique (P2) est population la plus
riche en PPT avec une teneur de 140 rAG/g MS quant a la population la moins ri,

Vale do Jequitinhonha Brésil (Pa une teneur de 108,18 mg EAG/g MS.
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- Dosage des flavonoides totaux (FV
[I-1 Le ricin
Les résultats de I'étucquantitative des teneurs en FVT des extraits dgifiefs et des

racines de différents extraits de risont présentés dans la figure 43.

& 23 210,7¢
S 178,53
g i 142,05 15L&
137,4 : 134,8

ch» ’ 125,80 I
2 114,
= 99,6 96,35
|; I
LL

H Nb RA KH AA Bf B N

H Feuilles 4 Racines

Figure 43 Composition en FVT des extraits des feuillesest ihicines de hipopulations de ricil
La figure 43 montre que lesxtraits desfeuilles sont plus riches en FVT que extraits des
racines a I'exception de la population de Béja (B).mém, la population de Hammamet (|
présente la teneur la plus élevée en aussi bien pour les feuilles que g les racines avec
des moyennes respectives de 213 mg EC/g MS et3W§,&EC/g MS. Au niveau des feuille
'extrait de Nefza (N) présente la teneur la plable en FVT avec une valeur de 99,6
EC/g MS. Concernanes racine, c’est la population de Nabeul (Nb) qui est la maiche

avec une teneur de 44,28 mg EC/g
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II-2 Le jatropha
Les résultats obtenus suite au dosage des FVT d&Esedts extraits de hu

populations de jatropha sont présentés dans lee 44 suivante.

237,56
)
>
>
O
w
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I -
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
H Feuilles Racines

Figure 44 Composition en FVT des extraits des feuillesest ichcines de huit populations de jatro

La figure 44 amontré que les extraits des feuilles sont plusesabn FVT que les extraits ¢

racines pour toutes les populations étud

Au niveau des feuilles, la populatide Suriname (P8) est la plus riche en FVT avec
moyenne de 237,56 mg EC/g MS, par re la population d®arana Brésil (P3) est la moi
riche avec une moyenne de 65,66 mg EC/g MS. Auanikes racines, la populat de Mato
Grosso Brésil (PH)résente la plus grande quantité de FVT avec uleeivde 65,45 mg EC/
MS. La quantité la mosm faible de FVT est déterminée chez la populade Vale do

Jequitinhonha Brésil (P7) qui est de I'ordre de83Img EC/g MS
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- Dosage des tannins condsés (TC)
[lI-1 Le ricin

Les résultats de I'étude quantitative des teneaiTC des extraits des feuill et des

racines de différents extraits de risont présentés dans la figure 45.

1,69

1,18

TC (mg EC/g MS)

H Nb RA KH

i Feuilles M Racines

Figure 45 Composition en TC des extraits des feuilles strdeines de huit populations de ri

Les résultats ont montré que [feuilles ont des teneurs en Tus importantes que ¢
racines pour les huit populations étudiées. La [aioim de Hammamet (H) est la populat
la plus riche en TC aussi bien pour les extraits f@eillesque ceuxdesracines avec des
moyennes respectives de 1,7 mg EC/g MS et mg EC/g MS. Les extraits des feuilles de
population d’Aouled Amer (AA) présente la teneumlas faible en TC avec une valeur
0,99 mg EC/g MS. Quant a I'extrait des racinesadpdpultion de Nabeul (Nb) est imoins

riche avec 0,44 mg EC/g MS.
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I11-2 Le jatropha

Les résultat®btenus suite au dosage (TC des extraits des feuill et des racines de

différents extraits de jatropls@nt présentés dansfigure 46.

3,09
2.40 2,52 2,40 2,57
, 2.0¢
47 3 | , , , 34 29
P7 P8
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TC (mg EC/g MS)

H Feuilles M Racines

Figure 46 Composition en TC des extraits des feuilles strdeines de huit populations de jatrc.

La figure 46a montré que les feuilles sont plus riches en TE€ lga racines pour toutes
populations. Ainsi, & niveau des feuils, la population de Suriname (P8) est la plus raihn
TC quant a la population deegiao sudeste Brésil (P6) est la moins riche aescvaleur:
respectives de l'ordre de 3,09 mg EC/g MS et 1,§7EG/g MS Au niveau des racines,
population de TanzanigP1, est la plus riche en TC par contre la populade Suriname
(P8) est la moins riche avec des valeurs respectivdoidige de 0,47 mg EC/g MS et 0O,
mg EC/g MS.

IV-  Analyses statistique

Suite aux dosages dedferents composés phénoliques des extraits des feuillees

racines des populations de riet de jatropha, une analyde la varianca été réalisée par le
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logiciel SAS. Ainsi, I'analyse de la variance a mrémgue la différence entre les populations
des deux espéces étudiées est hautement signiigadiur tous les parametres: PHY <
0,0001), FVT P < 0,0001) et TCR < 0,0001) aussi bien pour les extraits des feudias
ceux des racines.

V- Conclusion

Les dosages par spectrophotomeétre UV-visible onttr@ajue les extraits des feuilles des
populations de ricin étudiées sont plus riches@nposés phénoliques (PPT, FVT et TC) que
les extraits des racines a I'exception des pomriatde Béja (B) et Nefza (N) dont les racines
sont plus riches en PPT et en FVT. En ce qui cowcks jatropha, les résultats ont montré
gue les extraits des feuilles sont plus riches @amposés phénoliques que les extraits des
racines pour toutes les populations étudiées.&Psuite, il serait intéressant d’identifier et de

guantifier les différents composés phénoliquesairssdans les extraits testés.

82



3me Partie: Résultats et discussions

Chapitre II: Identification des composés phénoliques
|- Analyses des extraits de ricin

I-1 Chromatogrammes des étalons

Les figures 47 et 48 montrent les profils des cltatmgrammes du mélange d’étalons
utilisés. Ces analyses sont enregistrées a dewguéoms d'ondes 280 nm et 320 nm. Le
mélange est composé d’'une solution méthanol-eaa05@7v) qui contient 12 étalons a des
concentrations différentes : 0,25 mg/ml pour laexiite, I'acide p-coumarique et I'acide
caféique, 0,5 mg/ml pour I'acide chlorogéniquecid gallique, I'acide protocatéchique, la
naringine et I'épicatéchine quant a l'acide vaquk, la rutine, la catéchine et l'acide
gentisique sont a 0,75 mg/ml. Lidentification pula quantification des composés

phénoliques présents dans les extraits testésfaibmtpar comparaison de leurs temps de

rétention et des surfaces des pics obtenus aveaesietalons.
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Figure 47. Profil du chromatogramme du mélangeéti@lens a 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3legentisique, 4: catechine, 5: acide chlorogeni§ue
acide vanillique, 7: acide caféique, 8: epicateehth acide p-coumarique, 10: rutine, 11: vitexitiz,
naringine.
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Figure 48. Profil du chromatogramme du mélangeatig@ens a 320 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3egentisique, 5: acide chlorogenique, 7: acide
caféique, 9: acide p-coumarique, 10: rutine, 1texine, 12: naringine.

I-2 Analyse des extraits de ricin

Les résultats des analyses quantitatives des campgnoliques identifiés dans les
extraits méthanoliques des feuilles et des raaeddicinus communik. sont regroupés dans
les tableaux 5 et 6. Les profils chromatographicpoed présentés dans les figures de 86 a 117
(voir annexe). Ainsi, I'analyse des extraits dagilfes a montré que I'acide gentisique est le
composé phénolique majoritaire dans toutes les lpbpns étudiées a I'exception de la
population de nabeul (Nb) pour laquelle la catéelast le composé le plus important (816,98
pag/ml). Ainsi, les teneurs en acide gentisiqueerdrde 400,25 pg/ml (Nefza) (N) a 1102,4
pag/ml (Aouled Amer) (AA). La population de Hamman(et) est la plus riche en composés
phénoliques, elle contient tous les composeés égilomme étalons. La population d’Aouled
Amer montre des teneurs importantes en catechis@ X8 g/ml), rutine (422,53 pg/ml) et
acide vanillique (417 pg/ml). La population de Kpaet Hajej (KH) présente des
concentrations élevées de catéchine (572,87 pegtrd@ rutine (342,67 ug/ml). La population

de Riadh Andalous (RA) est riche en épicatéchi®d, @ pug/ml) et en rutine (380,45 pg/ml).
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La population de Nefza (N) montre une quantité irtgode d'acide vanillique (172,25
pg/ml). Concernant la population de Bouficha (Bfgxtarait des feuilles est riche en
épicatéchine ( 517,65 pg/ml) et en rutine (317,84nl). La population de Béja (B) est riche
en vitexine (157 pg/ml) et en catéchine (153,62ml)g/Enfin la population de Nabeul

présente des teneurs importantes en acide gemtighdi,38 pg/ml) et épicatéchine (352,64

pag/mi).

Les résultats des analyses quantitatives et gtindisades extraits méthanoliques des racines
de ricin ont montré que les teneurs en composésofifges sont plus importantes au niveau
des feuilles qu’au niveau des racines. Ainsi laytagion d’Aouled amer présente une teneur
importante d’acide vanillique (243,59 pg/ml). Pdar population de Hammamet l'acide
gentisique est le composé majoritaire (717,16 H)g/@étte population présente aussi des
teneurs importantes d’épicatéchine (397,66 pg/rlp’acide vanillique (377,75 pg/ml).
L’acide gentisique et la rutine sont les compos@gortaires dans I'extrait racinaire de la
population de Riadh Andalous avec des valeurs otisps de 264,27 pg/ml et 222,19 pg/ml.
La rutine est aussi le composé le plus importans di@xtrait des racines de la population de
Khanguet Hajej (165,46 ug/ml). Quant a la catéckstde composé majoritaire identifié dans

I'extrait des racines de la population de Nefzal(8& pg/ml).

Les analyses ont montré aussi que I'acide vandliqacide gentisique et I'épicatéchine sont
les composeés les plus importants dans I'extraineaie de la population de Bouficha avec
des valeurs respectives de 496,01 pug/ml, 367,41 e4/289,24 pg/ml. La population de Béja
est riche en deux composés majoritaires : I'épatate (346,94 pg/ml) et I'acide vanillique

(314,01 pg/ml). Enfin, I'extrait racinaire de lapdation de Nabeul est le moins riche en

composés phénoliques. Cette population est suitihé en rutine (62,88 pg/ml).
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Il est & noter qu'au cours de cette étude on n's pa identifier certains composés
phénoliques présents dans les extraits des feeilldes racines des populations de ricin par

mangue des étalons adéquats.

En comparaison avec la littérature, nos résultaté en bon accord avec les recherches qui
ont montré que les extraits des feuilles et degneacde ricin sont riches en composés
phénoliques (Chen etl., 2008). Ainsi, les composés identifés sont essdésThent I'acide
gentisique, l'acide gallique, l'acide chlorogéniguiacide vanillique, I'acide caféique,
I'epicatéchine, I'acide p-coumarique et la rutirfgngh and Chauhan, 2009 ; Ghoshakt
2013). Par contre notre étude montre pour la premi@is la présence dans les extraits
méthanolique des feuilles et des racines de rieifatide protocatéchique, la catéchine, la
vitexine et la naringine. Par ailleur, des étudesidentifié d’autres composés phénoliques
mais qui n’ont pas été identifiés dans notre étatieque le kaempferol et la quercetine (Kang

et al, 1985 ; Jena and Gupta, 2012).
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Tableau 5. Analyse quantitative et qualitative eldsaits des feuilles de huit populations de ricin.

Feuilles (ug/ml)

Ref  Tg (min) Nom du composé AA H KH RA N Bf B Nb
1 6,6+0,2 acide_ gallique 74,7+0,28 38,58+0,4  5B(BB2 66,4+28 34,4+0,21 47,42+0,59 20,39+0,31 3H4HD
2 10,55+0,3 protoigtdeihique 56,54+0,34 10,66+0,08 29,95+0,62 ,7L8R1 18,74+0,07 157,79+0,41 - 6,75+0,7
3  14,05+0,5 acide gentisique  1102,4+0,00092,64+0,19574,27+0,031001,61+0,07400,25+0,14842,33+0,47 515,14+0,3 656,38+0,73
4 18,4+0,8 Catechine 466,16+0,083,38+0,23 572,87+0,1 23,59+0,1  35,3+0,07 155,294:0153,62+0,28816,98+1,04
5 19,8+0,7 acide chlorogenique - 12,32+0,07 - 103,33+0,09 - - - -
6 20,6+0,95 acide vanillique 417+0,11 15,59+0,12 - 229,11+0,172,25+0,14 - 16,84+0,92 161,38+0,79
7 21,4+0,4 acide caféique - 20,22+0,21  9,22+0,67 - 19,49+0,3 39,04+1,19 27,33+0,29 -

8 24,1+0,5 Epicatechine 185,63+0,263,37+0,17 75,35+0,07 385,74+0,07 82,36+0,19 5Hl@¥% 57,13+0,6 352,64+0,65

9 29,51£0,98 acide p-coumarique - 13,5+£0,07 4,77+0,09 - - - - -
10 34,5+0,7 Rutine 422,53+0,2329,56+0,14 342,67+0,1 380,45+0,2 72,8+0,04 310918 46,35+0,12 -

11 36,4+0,2 Vitexine 100,37+0,2820,26+0,36 - 85,27+0,1 - - 157+0,7 -

12 43,4+0,6 Naringine 24,76+0,19 19,22+0,13 83,7020 13,17+0,24 65,55+0,07 - - 22,69+0,5
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Tableau 6. Analyse quantitative et qualitative ebdsaits des racines de huit populations de ricin.

Racines (ug/ml)

Ref  Tg (min) Nom du compose AA H KH RA N Bf B Nb

1 6,6+0,2 acide gallique 14,36+0,19  23,69+0,14 1240,09 16,08+0,02 44,61+0,2 13,95+0,14 54,86+0,1675+0,42

2 10,55+0,3 acide potocatechique 85,8+0,28 5,62+0,1 - 5,7+0,07 - 77,22+0,42 7,06+0,08 59,01+0,4
3 14,05+0,5 acide gentisique 193,4+0,2 717,16+0,79,8+0,14 264,27+0,3 60,48+0,28 367,4+0,57 172230,36,96+0,38
4 18,4+0,8 Catechine 54,66+0,43 116,38+0,4,55+0,21 - 281,81+0,1555,38+0,76 30,71+0,59 32,68%0,73
5 19,8+0,7 acide chlorogenique 16,26+0,3 - 10,98+0 - - 50,7+0,79 - -

6 20,6+0,95 acide vanillique 243,59+0,14 377,73+1, - 39,44+0,3 189,45+0,2 496,01+1,1314,01+0,6126,35+0,78

7 21,4+0,4 acide caféique - - - - - - - 6,98+0,33
8 24,1+0,5 Epicatechine 187,40+0,07 397,66+021 - 120,08+0,07 45,05+0,07 289,24+0,7646,94+0,19 -

9 29,5+0,98 acide p-coumarique - 5,6+0,4 - - - - - -

10 34,5+0,7 Rutine 81,38+0,24 95,88+0,12 165,4640222,19+0,07 50,22+0,17 - 82,88+0,82 62,88+0,87
11 36,4+0,2 Vitexine - 158,48+0,1115,8+0,14 - 43,44+0,12 - - -

12 43,4+0,6 Naringine - 9,14+0,1 - - - - - -
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Il- Analyses des extraits de jatropha

[I-1 Chromatogrammes des étalons

Les figures 49 et 50 présentent les profils chrograiphiques du mélange d’étalons
utilisé pour identifier la composition des extrais jatropha. Les analyses sont faites a deux
longueurs d’ondes 280 nm et 320 nm. Ce mélangéomst par 7 étalons dissous dans une
solution méthanol-eau 50 :50 (v/v) a des concentratdifférentes : 0,25 mg/ml pour 'acide
p-coumarique et I'acide cinnamique, 0,5 mg/ml pbacide chlorogénique, 1 mg/ml pour
I'épicatéchine et 1,25 mg/ml pour la rutine et &ingine. Il est a noter que la vitexine a été

injectée toute seule pour une meilleure détecfiéigure 51 et 52).
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Figure 49. Profil du chromatogramme du mélangedti@ens a 280 nm.

1: acide chlorogenique, 2: epicatechine, 3: acideymarique, 4: rutine, 6: naringine, 7 : acide
cinnamique.
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Figure 50. Profil du chromatogramme du mélangeéd@ens a 320 nm.

1: acide chlorogenique, 2: epicatechine, 3: acideymarique, 4: rutine, 6: naringine, 7 : acide
cinnamique.
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Figure 51. Profil du chromatogramme de la vitexar280 nm.
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Figure 52. Profil du chromatogramme de la viteXar@20 nm.
5 :vitexine

[I-2 Analyse des extraits de jatropha

Les résultats obtenus a partir de I'étude quaiéaet qualitative des extraits des
feuilles et des racines de huit populations dejdta sont regroupés dans les tableaux 7 et 8.
Les chromatogrammes correspondants sont reportés Idgamnexe par les figures de 118 a
149. Cette étude a montré que les extraits dedlegusont plus riches en composés
phénoliques que les extraits des racines. L’étudeontré que les extraits des feuilles des
populations Mato Grosso Brésil (P5), Regiao sud&stsil (P6), Vale do Jequitinhonha
Brésil (P7) et Suriname (P8) sont surtout richeg@natéchine et en rutine. Ainsi les teneurs
d’épicatéchine sont de (175,84 pg/ml), (213,13 Wg/f210,04 pg/ml) et (215,73 pg/ml)
respectivement pour les populations P5, P6, PBeQBant aux teneurs de la rutine sont de
l'ordre de 310,12 pg/ml, 48,12 pug/ml, 75,65 pug/mR&0,64 pug/ml respectivement pour les
mémes populations. En ce qui concerne le restpaomdations, les analyses ont montré que
la rutine (38,3 pg/ml) est aussi le composé majwetdans I'extrait méthanolique des feuilles
de la population de Norte de Minas Brésil (P4) pobpulation de Parana Brésil (P3) présente

deux composés majoritaires qui sont I'épicatécHibE2,6 pg/ml) et la naringine (85,05
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pg/ml). Pour I'extrait des feuilles de la populatidArusha Tanzanie (P1), il est surtout riche
en naringine (33,57 pg/ml) et en acide chlorogémi(@3,75 pg/ml). Enfin la population
deMozambique (P2) est riche en épicatéchine (90glthl) puis en rutine (38,94 pg/ml).

Les résultats correspondant a I'étude quantitaivgualitative des extraits méthanoliques des
racines de huit populations de jatropha montreetl@picatéchine est le composé majoritaire
identifié dans cing populations : P2, P3, P4, PB&tAinsi, les teneurs d’épicatéchine sont de
l'ordre de (107,64 pg/ml), (31,83 pg/ml), (3,1 pnd/mM33,95 pg/ml) et (31,72 pg/mi)
respectivement pour les populations P2, P3, P4etP®8. L'extrait des racines de la
population P1 présente des traces d’acide chloiggér{12,95 pg/ml), d’épicatéchine (10,35
png/ml) et d’acide cinnamique (0,88 ug/ml). Quarieatrait des racines de la population P5
est riche en naringine (45,84 ug/ml) et en épidanéc (26,33 pug/ml). Cet extrait présente
aussi des traces d'acide chlorogénique, d’acideymrarique et de rutine. La population P7
présente au niveau des racines des traces de inariaggd’acide chlorogénique avec des
valeurs respectives de 5,17 pg/ml et 3,23 pg/mil.

En comparaison avec la littérature, nos résultaté en bon accord avec les recherches qui
ont montré que les extraits des feuilles et demeacde jatropha sont riches en composés
phénoliques essentiellement les polyphénols glyéesfList and Horhammer, 1979). Ainsi,
les recherches ont montré la présence dans cestextrethanoliques de jatropha de la rutine,
la vitexine et la naringine (Abd-Allat al, 2009 ; Namulet al, 2011). Par contre, notre étude
montre pour la premiére fois la présence dans o@xits de l'acide chlorogenique,

I'épicatechine, I'acide p-coumarique et I'acider@mique.

Par ailleur, des recherches ont montré la présdacs les extraits de jatropha d’autres
composeés phénoliques mais qui n‘'ont pas été identdans notre étude tels que I'acide
gallique, I'acide vanillique, I'apigenine, l'isaexine, I'orientine, I'acide ellagic et l®biletin

(Ling-yi et al, 1996,Abd-Alla et al, 2009 ; Manpongt al,2009 ; Namulet al, 2011).
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Tableau 7. Analyse quantitative et qualitative eldsaits des feuilles de huit populations de jdtieop

Feuilles (ug/ml)

Ref Tr (mMin) Nom du composé P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
1 19,3+0,56 acide chlorogenique 23,75+0,91 - 23,17+0,67 - - 45,95+0,63 - -
2 22,2+0,6 Epicatechine - 90,11+1,102,69+1,01 - 175,84+0,91213,13+0,04210,04+0,24215,73+1,03
3 27,04+0,85 acide p-coumarique - 21,94+0,93 - - - - 64,08+0,62 31,01+0,7
4 35,58+0,73 Rutine 12,23+0,5 38,94+1,2 - 38,3+1,15 310,12+0,88,12+0,74 75,65+0,42 210,64+1,02
5 36,95+0,42 Vitexine - - - - 32,1+0,56 16,48+0,59 - -
6 51,82+0,21 Naringine 33,57+0,8231,39+0,74 85,05+0,86 17,12+0,24 - - 83,46+0,27 25,19+0,24
7 56,88+0,94 acide cinnamique 0,51+0,02 - - - 12,8+1,06 - 5,90Z0 -

Tableau 8. Analyse quantitative et qualitative elgsaits des racines de huit populations de jatoph
Racines (ug/ml)
Ref  Tg (min) Nom du compose Pl P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8

1 19,3+0,56 acide chlorogeniqu#2,95+0,14 0,62+0,04 - 0,67+0,03 8,01+0,26 - 3,23+0,16 -

2 22,2+0,6 Epicatechine 10,35+0,9107,64+0,5 31,83+1,18 3,1+0,24 26,33+1,4 33,95+0,77 - 31,72+0,8

3 27,04+0,85 acide p-coumarique - 1,21+0,13 - - 0,13£0,02 - - -

4 35,58+0,73 Rutine - 36,9+0,5 - - 2,38+0,48 - - -

5 36,95+0,42 Vitexine - - - - - 1,08+0,02 - -

6 51,82+0,21 Naringine - 26,8+0,84 2,9+0,84 0,8620, 45,84+0,53 1,46+0,07 5,17+0,146,97+0,1

7 56,88+0,94 acide cinnamique  0,88+0,05 4,67+0,3 - 0,08+0,007 - - 1,4+0,07 -
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llI-  Analyses statistiques

Suite a I'étude quantitative et qualitative par KPtles extraits des feuilles et des racines
de huit populations de ricin et de jatropha, uredyse de la variance par le programme SAS a
ete réalisée. Cette analyse a montré que la dikféreentre les teneurs en composés
phénoliques identifiés est hautement significagussi bien pour les extraits des feuilles et
des racines de toutes les populations des deuxesse< 0,0001) pour tous les composés

identifiés et quantifiés.

V- Conclusion

L’étude phytochimique par HPLC des extraits méthignes des feuilles et des racines
des deux especes étudiées a montré que les exdestseuilles et des racines de ricin
présentent plus de composés phénoliques identifi@gantifiés comparativement aux extraits
de jatropha. La méme étude a montré la présersceameposés phénoliques communs entre
les deux espéeces et d'autres qui sont spécifigoes phaque espece. Ainsi, les extraits
méthanoliques des feuilles et des racines de soit caractérisés essentiellement par des
guantités importantes d’acide gentisique et quitetstlement absent dans les extraits de
jatropha. Les extraits de ricin sont caractéris&sigpar d’autres composés phénoliques et qui
sont présents avec des quantités moins importaeies que l'acide gallique, I'acide
protocatechique, la catéchine, l'acide vanillique I'acide caféiqgue. Quant aux extraits
méthanoliques des feuilles et des racines depjadroils different des extraits de ricin par la
présence de l'acide cinnamique. D’autres compo$éngliques sont identifiés dans les
extraits des deux espeéces. Il s'agit de I'épicateshl’acide p-coumarique, la rutine, la

vitexine et la naringine.
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Chapitre II1: Etude de la composition chimique des huiles fixes
|- Etude des huiles fixes de ricin
e Cas de l'acide ricinoléique
Au cours de l'analyse des huiles fixes de ri@n, a constaté que pour toutes les
populations étudiées, le composé majeur de I'hddericin qui est I'acide ricinoléique qui
porte une fonction hydroxyde sur le carbone entposiLl2. Dans les conditions opératoires,
la fonction hydroxyle réagit rapidement sur le gremnent acide pour former une
macrolactone (13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-oredbss la réaction présentée par la figure
53. Par la suite, en présence de meéthylate de modiu d'un exces de méthanol, la

macrolactone se transesterifie en son ester métbytéspondant.

VV\/k/W\/\/\)L _GhORa
o 0]

Ether de pétrole
acide ricinoléique

13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one

OH )
) (0] CH3ONa
—_— -
MeOH en exccés OMe
13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one Ester méthylé de I'acide ricinoléique

Figure 53. Schéma simplifié de la formation de rokatone.

Les différentes étapes de formation de I'ester giigilne de I'acide ricinoléique ont été mises
en évidence par la GC-MS. En effet, les figuresa®8 ainsi que le tableau 9 montrent le
suivi de I'apparition de I'ester méthylique et dedisparition de la macrolactone en fonction

du temps chez la population de Hammamet.
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Figure 54. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudeidin de la population de Hammamet aprés
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Figure 55. Spectre de masse de la macrolactonelékgloxacyclotridec-10-en-2-one).
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Figure 56. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hdéeicin de la population de Hammamet apres
30 minutes.
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Figure 57. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’huéeidin de la population de Hammamet aprés
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Figure 58. Spectre de masse de I'ester méthylicaeide ricinoléique.

Tableau 9. Pourcentages des aires des pics congespts a I'ester méthylé d’acide ricinoléique et a
la macrolactone présentés par le chromatogramnegietné par la GC-MS d’huile de ricin de la
population de Hammamet en fonction du temps.

Temps (min) & (min) Composé identifié % de composé dans I'huile
1 9.00 13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one 71.0
12.29 Ester méthylé d’acide ricinoléique 17.8
30 9.00 13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one 11.9
12.14 Ester méthylé d’acide ricinoléique 57.0
60 9.00 13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one 0.4
11.3 Ester méthylé d’acide ricinoléique 85.5

* Résultats de I'analyse chimique des huiles de ricin
Les huiles fixes de différentes populations denrant été analysées (aprés 1h de la
préparation) par GC-MS. Les résultats obtenus sgmtésentés par les figures des profils

chromatographiques de 59 a 66 ainsi que le tall@alLes spectres d’analyses ont permis
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d’identifier plusieurs composés ainsi que leursntjtés dans les extraits testés. Les acides

gras qui ont été identifiés peuvent étre groupésces familles.

La premiére famille regroupe la majorité des compaddentifiés. Il s’agit des omeégas 9 qui
sont des acides gras mono-insaturés dont la déialdlen C=C implique le neuvieme carbone
en partant de I'extrémité opposée au groupe afddes cette famille on peut citer I'acide
ricinoléique (GgH3403) dont les pourcentages varient entre 74.75+4.5he& ¢a population
de Bouficha (Bf) et 85.9+0.02 % chez la populatiienNefza (N), I'acide oléique (gH340,)
avec des pourcentages variant entre 4.5+0.07 % lehpapulation de Nefza et 7.65+1.3%
chez la population de Bouficha et I'acide gadoléigi©oH3sO2) avec un pourcentage

maximal qui ne dépasse pas 0.85+0.2% chez la piopulde Bouficha.

La deuxieme famille est formée par l'acide linoléqg(GgH320,), il s'agit d'un acide gras
poly-insaturé oméga 6 et 9. Cet acide gras esepré&hez toutes les populations analysées
avec des pourcentages qui varient entre 5.75+0.8&% la population de Nefza et 9.25+1.6

% chez la population de Bouficha.

La derniére famille est formée par les acides gedarés qui sont présents sous forme de
traces. Il s’agit de l'acide palmitique {£13,0,) et de l'acide stéarique (§H30.) dont les
pourcentages maximaux ne dépassent pas 2.5+0.4 26#0.4 % respectivement chez la

population de Bouficha.

En comparaison avec la littérature, nos résultaté en bon accord avec les recherches qui
ont montré que l'acide ricinoléique est le composgoritaire dans I'huile de ricin (Kanet

al., 1985). D’'autres acides sont présents avec dbkdapourcentages tels que les acides
linoléique, oléique, stéarique et palmitique (Da/&iet al, 2009). Par contre notre étude

montre pour la premiere fois la présence de I'agal#oléique ou I'acide 11-eicosénoique.
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Apres I'étude quantitative et qualitative des haiifixkes de ricin une analyse de la variance a

été réalisée. L’'analyse de la variance a montré lgudifférence est significative entre les

populations pour les parametres acide ricinoléigaejde 11-eicosénoique et 13-

Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one avec des valeur® despectivement de 0,0348, 0,0425 et

0,0005. Pour le reste des parametres la différentre les populations est non significative:

acide palmitique® = 0,1085), acide linoléiqueéP(= 0,0992), acide oléiqud®(= 0,0657) et

acide stéariqueP(= 0,1675).
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Figure 59. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudleidin de la population de Béja.
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Figure 60. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudeidin de la population de Nabeul.
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Figure 61. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudeidin de la population de Khanguet Hajej.
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Figure 62. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudeidin de la population de Riadh Andalous.
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Figure 63. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hdéeicin de la population de Nefza.
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Figure 64. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudeidin de la population de Bouficha.
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Figure 65. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudeidin de la population de Aouled Amer.

100+

9.16;2677
9.22
2705
11.26
3763
%_
e
1867
8.99 10.96
2589 3606
AN
0 ¥
T T T T T T T T T T T T T T T T
4.44 5.44 6.44 7.44 8.44 9.44 10.44 11.44 12.44 13.44 14.44

Figure 66. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudleidin de la population de Hammamet.
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Tableau 10. Analyse quantitative et qualitative higites fixes de huit populations de ricin.

% du composeé dans I'huile

Ref  Tgr (Min) Nom du composé identifié B N AA Bf H RA KH Nb

2 7.6 Ester méthylé d’acide palmitique 1.6£0.2 @67 2.05+0.4 2.5+04 1.55+0.2 1.75+0.3 2.1+0.2 210

3 9.00 13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one  0.4+0.2 - 2.1+0.2 2.4+0.7 0.45x0.07 0.55+0.070.9+0.2 0.65+0.07
4 9.2 Ester méthylé d’acide linoléique 6.7£0.8 FO0B7 7.9+1.6 9.25t1.6 6.05£0.4 7.05+0.7 7.95%0.7 70

5 9.3 Ester méthylé d’acide oléique 5+0.6 4.5+0.076.5+1.4 7.65+1.3 5+0.4 5.25+0.4 6.35+0.66.5+0.03

6 9.5 Ester méthylé d’acide stéarique 1.9+0.2 10/M4& 2.2+0.4 2.6+0.4 1.85+0.2 2.05+0.2 2.25+0.2 1.95%0.0
7 11.00 Es&e;sr?eértfrlr)lllé(ihd;%Cidq;ﬁL éeé(;%scﬁggggﬁ.Gi0.0G 0.55+0.07 0.75+0.07 0.85+0.2 0.5+0 0.6+0 0.7+0 0.7+0

8 11.4 Ester méthylé d’acide ricinoléique 83.5+285.9+0.02 78.45+3.8 74.75+4.5 84.6+1.2 82.75+1.979.75+2.1 82.1+0
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- Etude des huiles fixes de jatropha

Apres transestérification, les huiles fixes det populations de jatropha ont été
analysées par GC-MS. Les résultats obtenus somés@miés par les figures des profils
chromatographiques de 67 a 74 ainsi que par |eaabll. Les analyses ont permis
d’identifier plusieurs composés ainsi que leursnijtés dans les extraits testés. Ainsi, on a
constaté la présence de deux acides gras en poogorhajeures qui sont I'acide oléique
(oméga-9) et I'acide linoléique (oméga-6 et 9). @eax acides gras sont présents dans les
huiles de jatropha avec un rapport entre eux que\selon les populations. Ce rapport est de
'ordre de 40/60 (acide linoléique /acide oléiquiez quatre populations qui sont Arusha
Tanzanie (P1), Mozambique (P2), Parana Bresil @3Regiao sudeste Brésil (P6). Ce
rapport a augmenté en passant de 42/58 chez letapiops de Norte de Minas Brésil (P4) et
de Suriname (P8) puis 46/54 chez la population deoNGrosso Brésil (P5) jusqu'a atteindre

49/51 chez la population de Vale do JequitinhonkesiB(P7).

L’étude a montré la présence des acides gras safarss I'huile de jatropha. Ces acides gras
sont l'acide palmitique avec des pourcentages guent entre 12.3+0.1% chez la population
P1 et 14.85+2.4 % chez la population P3 et I'acitfarique présent avec des pourcentages
qui sont autour de 6 % pour toutes les populatibitauile de jatropha contient aussi des

traces d’acide palmitoléique qui est un acide graso-instauré (¢Hs005).

En comparaison avec la littérature, nos résultaitg en bon accord avec les recherches qui
ont montré que 'huile de jatropha est essentiglleformée par deux acides gras qui sont
I'acide oléique et I'acide linoléiqueAkbar et al, 2009) D’autres acides gras sont présents
dans cette huile mais avec des concentrationsefatels que les acides stéarique, palmitique
et palmitoléique Gubitzet al, 1999 ; Martinez-Herrerat al, 2006 ; Rodriguest al, 2013) Ces

derniers auteurs ont montré la présence dansd’lu@ljatropha d’autres acides gras mais qui
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n'ont pas été identifies dans notre étude tels lgseacides myristique, arachidique et

béhénique.

Apres I'étude quantitative et qualitative des haifi@es de jatropha une analyse de la variance

a été réalisée. L'analyse de la variance a monielg différence entre les populations est

significative pour un seul paramétre qui est I'ec@éique P = 0,0007). Pour le reste des

parameétres, la différence est non significativeeslds populations : acide palmétoléigBe=(

0,5854), acide palmitiqud®(= 0,6136), acide linoléiqud®(= 0,1113) et acide stéarique £

0,4139).
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Figure 67. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudéatropha de la population de P1.

1004

%

9.28,2739

9.45
2825
/

|

1 T T T T T T T T T T
9.50 10.50 11.50 12.50 13.50 14.50

Figure 68. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudéatropha de la population de P2.
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Figure 69. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudgadropha de la population de P3.
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Figure 70. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudgadropha de la population de P4.
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Figure 71. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudl¢adropha de la population de P5.
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Figure 72. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudéatropha de la population de P6.
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Figure 73. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudéatropha de la population de P7.

[

100+ 9.25;2723
9.18
2688
%
7.61
1874
9.44
2819
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.50 5.50 6.50 7.50 8.50 9.50 10.50 11.50 12.50 13.50 14.50

Figure 74. Chromatogramme d’analyse GC-MS d’hudéatropha de la population de P8.

- Conclusion
L'étude par GC-MS des huiles fixes de ricin et d&gpha a montré que I'huile de
ricin est formée essentiellement de I'acide ricéiplie et qui donne lieu a une macrolactone

(13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one). Cet acide sgrainsi que sa macrolactone
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correspondante sont totalement absents dans I'tailatropha. Quant a I'huile de jatropha,
elle est formée par deux acides gras en proporti@jeurs qui sont I'acide oléique et I'acide
linoléique. Par contre, ces derniers acides saggnmts a I'état de traces dans I'huile fixe de

ricin.
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Tableau 11. Analyse quantitative et qualitative keiles fixes de huit populations de jatropha.

% de composé dans I'huile

Ref Tk (min) Nom du composé identifié P1 p2 P3 P4 P5 P6 7 p Pa
1 7.4 Ester méthylé d’acide palmitoléique 0.7+0 0.75+0.2 0.8#0.1 0.85+0.D2.75+0.07 0.6%0 0.8+0 0.8+0
2 76 Ester méthylé d'acide palmitique ~ 12-3%0-1 14.35:2.714.85:2.4 14.5¢1.6 13.3:0 12.45:0.2 13.240.1 14312
4 9.2 Ester méthylé d’acide linoléique 33.05+0.2 30.45+3.7 30.3+3.5 32.9+5.536.25+0.7 31.6+0.9 38.95+0.7 36.15+1.6
5 9.3 Ester méthylé d’acide oléique 47.9+0 47.5+0 47.45+0.244.9+2.6 43.65+0.9 49.4+0.7 41.45+0.7 42.7+0.5
6 95 Ester méthylé d’acide stéarique 6+0 6.95+0.9 6.65+0.7 6.85+0.96.1+0.1 6+0 5.55+0.2  6.35+0.9
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Chapitre IV: Etude des activités anti-oxydantes

- Résultats du test DPPH
I-1 Le ricin
I-1-1 Etude des activités anti-oxydantes des extitsides feuilles et des racines de ricin
L’étude a montré que les extraits méthanoliques feesdles et des racines des
populations de ricin étudiées possedent un powudioxydant assez important. Ce pouvoir
est confirmé par des valeurs d’IC50 faibles et pesrcentages d’inhibitions importantes.
Ainsi, pour les extraits des feuilles, les valedit€50 varient entre 0,65 et 3,91 pug/ml. Quant

aux extraits des racines, les valeurs d’'IC50 vaeetre 1,03 et 14,9 ug/ml (Tableau 12).

D’apreés les résultats obtenus par le test DPPHy, pa grouper les extraits des feuilles et des
racines de ricin en trois groupes : un groupe destvaleurs d’'IC50< 2 pg/ml et qui

indiquent un pouvoir antioxydant assez fort. Cenpee groupe contient les extraits des
feuilles et des racines de la population de Hammawec des valeurs respectives de 0,65
png/ml et 1,03 pg/ml, les extraits des feuilles @gdpulation de Nabeul (1,32 pg/ml) et les

extraits des racines de la population de Béja (fug/&l).

Le deuxiéme groupe est caractérisé par des vali@S0 qui sont autour de 2 pg/ml et qui

indique un pouvoir anti-radicalaire fort. Ce groummtient la majorité des extraits dont on
peut citer par exemple les extraits des feuilles pepulations de Riadh Andalous (2,34
png/ml), d’Aouled Amer (2,42 pg/ml), les extraitssdecines des populations de Nefza (3,2

png/ml) et de Bouficha (2,47 pg/ml).

Le dernier groupe est celui des extraits ayantwddsurs d’'IC50> 2 pg/ml et donc une
activité anti-oxydante moins significative. C’estdas des extraits des racines des populations

de Khanguet Hajej et Nabeul avec des valeurs régpsde 5,78 pg/ml et 14,9 pug/mil.
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En comparaison avec les recherches trouvées dditigdature, notre étude montre que tous
les extraits méthanoliques des feuilles des pojpuisitunisiennes sont plus actifs que I'extrait
méthanolique des feuilles de ricin Indien qui menine valeur d’IC50 de I'ordre de 4,6

png/ml (Singh and Chauhan, 2009). En ce qui condesiextraits méthanoliques des racines,
notre étude montre que tous les extraits test@&xeéeption de la population de Nabeul sont
aussi plus actifs que I'extrait méthanolique desnes de ricin Indien qui montre une valeur

d’ IC50 de l'ordre de 12 pg/ml en utilisant le tB&2PH (llavarasast al, 2005).

Tableau 12. Activités anti-oxydantes des extraishanoliques des feuilles et des racines de huit
populations de ricin.

Provenance Matériel végétal Test DPPH
IC50 pg/ml EVC mg/g MS
Feuilles 0,650,028 59,25+1,06
Hammamet .
Racines 1,03+0,02 48,1+1,27
Feuilles 1,32+0,0007 36,33+0,47
Nabeul .
Racines 14,9+1.2 3,1+0,56
Feuilles
Riadh Andalous ' 2,34+0,015 33,85+0,92
Racines 2,63+0,04 12+0,35
. Feuilles 2,39+0,014 25,75+1,06
Khanguet Hajej :
Racines 5,78+0,05 4 25+0,35
Feuilles 2,42+0,02 24,76+0,79
Aouled Amer .
Racines 2,49+0,02 16,85+0,91
: Feuilles 2,45%0,05 24,6+0,26
Bouficha .
Racines 2.47+0,1 20,5+1,9
Béia Feuilles 3,30+0,02 6,6+0,56
Racines 1,430,021 34,70,74
Feuilles 3,91+0,04 5,62+0,88
Nefza :
Racines 3,240,014 11,57+0,24
I-1-2 Etude des activités anti-oxydantes des huileke ricin

L’activité anti-oxydante des huiles fixes de huipplations de ricin est aussi évaluée
et quantifiée par le test DPPH. Les résultats alsesont présentés dans le tableau 13. Ainsi,

ces résultats montrent que les huiles sont moitigeacque les extraits méthanoliques des
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feuilles et des racines. La population de Hammaasetia plus active avec IC50 de 0,587

mg/ml et la population de Riadh Andalous est lansaictive avec IC50 de 0,984 mg/ml.

Tableau 13. Activité anti-oxydante des huiles di populations de ricin.

Provenance IC50 mg/ml
Hammamet 0,587+0,08
Nabeul 0,803+0,1
Riadh Andalous 0,984+0,08
Khanguet Hajej 0,74+0,12
Aouled Amer 0,788+0,02
Bouficha 0,634+0,1
Béja 0,73+0,05
Nefza 0,77340,04

[-1-3 Analyses statistiques

Suite a I'étude de l'activité anti-oxydante desrait$ des feuilles, des racines et des
huiles fixes des différentes populations de ricie analyse de la variance a été réalisée. Cette
analyse effectuée sur les extraits des feuillegtracines a montré que la différence entre les
populations est hautement significative pour lesampetres étudiés : kg (P < 0,0001) et
EVC (P < 0,0001). Pour les huiles fixes, I'analyse de ldarece a montré la présence d’'une

différence hautement significative € 0,0001) entre les populations.

I-2 Le jatropha

[-2-1 Etude des activités anti-oxydantes des extigi des feuilles et des racines de
jatropha

L’étude des activités anti-oxydantes des extraitthanoliques des feuilles et des
racines de jatropha par le test chimique DPPH atmd@ue ces extraits sont actives de point
de vue pouvoir anti-radicalaire. En comparaisorcd\aetivité des extraits méthanoliques des

feuilles et des racines de ricin, les résultatsnoomtré que les extraits de jatropha sont moins
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actifs (Tableau 14). Selon leur pouvoir, ces étg@euvent étre groupés en trois groupes. Un
premier groupe dont les valeurs d'IC5@0 pg/ml. Ce groupe contient I'extrait des feuwille

de la population P8 qui est le plus actif parmsttas extraits testés (IC50 = 8,4 ug/ml).

Le deuxieme groupe est formé par les extraits ayastvaleurs d’'IC50 qui sont autour de 20
ug/ml. Il regroupe la majorité des extraits qui des activités anti-oxydantes moyennement
fortes. Les valeurs des extraits des feuilles dgsulations P2 (24 pg/ml) et de P5 (22,6
ng/ml) et les extraits des racines des populatten®2 (27,3 ng/ml) et de P4 (30,8 ug/ml)

sont données ici a titre d’exemple.

Le dernier groupe est formé par le reste des éxtdaint les valeurs d’IC58 20 pg/ml et
leurs pouvoirs anti-radicalaires sont plus faibie® les deux premiers groupes notamment
pour les extraits des feuilles des populations 8i¢42,8 g/ml) et de P6 (40,4 pug/ml) ainsi

que les extraits des racines des populations 644 ug/ml) et de P8 (60,7 pg/ml).

En comparaison avec la littéature, notre étude raoguie la valeur d'IC50 de I'extrait
méthanolique des feuilles de la population P8 esthe a celle trouvée dans le cas de
I'extrait méthanolique des feuilles de jatrophauessle la Malaisie qui est de I'ordre de 6,8
png/ml. En ce qui concerne les extraits méthanofigles racines, notre étude montre que les
extraits de six populations testées qui sont P1PB2P4, P5 et P6 sont plus actifs en termes
d’activité anti-oxydante que I'extrait méthanoliques racines de jatropha issue de la
Malaisie qui présente une valeur d’IC50 de lI'ordee57,9 pg/ml en utilisant le test DPPH

(Oskoueiaret al, 2011).
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Tableau 14. Activités anti-oxydantes des extragshanoliques des feuilles et des racines de huit
populations de jatropha

Provenance Matériel végétal Test DPPH
IC50 pg/mi EVC pg/g MS
) Feuilles 33,2444 630,8+1,13
Arusha Tanzanie (P1) Racines 50,142.1 20041 4
) Feuilles 2442 3 762+1.4
Mozambique (P2) Racines 27,3424 672,7+1,06
< , . Feuilles 44 8+3,7 353,4+1,27
Parana Bresil (P3) Racines 49+0,7 342,6+0,84
. . . Feuilles 26,6+4,3 682+1,06
Norte de Minas Bresil (P4) Racines  30.8+12 648,45+0,77
.. Feuilles 22,6+3,8 990,4+1,97
Mato Grosso Bresil (P5) Racines  353%2.1 446,7+0,98
. .. Feuilles 40,4+2.8 390,5+1,13
Regiao sudeste Brésil (P6) Racines 5442.4 110414
. L, . Feuilles 34,3+1,5 591,5+3,5
Vale do Jequitinhonha Brésil (P7) Racines 64.4+1 6 90.75+1 06
Suriname (P8) Feuilles 8,4+0,5 1234,5+2 .12
Racines 60,7+0,2 92+0,7

[-2-2 Etude des activités anti-oxydantes des huilek jatropha

En ce qui concerne les activités anti-oxydanteshdéss fixes des huit populations de
jatropha, les résultats obtenus par le test DPPM segroupés dans le tableau 15. Ces
résultats ont montré que ces huiles sont aussiesgctnais leurs activités et moins importantes

qgue celles des huiles de ricin. Les huiles étudpésentent des valeurs d’'IC50 qui varient

entre 1,53 mg/ml pour la population P2 et 1,94 nhgfoair la population P1.

Tableau 15. Activité anti-oxydante des huiles di¢ hopulations de jatropha.

Provenance IC50 mg/ml
Arusha Tanzanie (P1) 1,94+0,06
Mozambique (P2) 1,53+0,16
Parana Brésil (P3) 1,58+0,34
Norte de Minas Brésil (P4) 1,72+0,01
Mato Grosso Brésil (P5) 1,69+0,01
Regiao sudeste Brésil (P6) 1,64+0,08
Vale do Jequitinhonha Brésil (P7) 1,54+0,19
Suriname (P8) 1,83+0,1
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[-2-3 Analyses statistiques

L’analyse de la variance des activités anti-oxydamtes extraits des feuilles et des racines
a montré que la différence entre les populatiorishagstement significative pour tous les
parametres étudiés : IC5P € 0,0001) et EVCR < 0,0001). En ce qui concerne les huiles
fixes I'analyse de la variance a montré que laédgice entre les populations est significative
(P =0,0333).

- Résultats du test ABTS
[I-1 Etude des activités anti-oxydantes des extraitdes feuilles et des racines de ricin

L’étude a montré que pour les extraits des feuidssvaleurs d’IC50 varient entre

0,15 et 0,52 mg/ml. Quant aux extraits des racilessyaleurs d’IC50 varient entre 0,16 et 0,7

mg/ml (Tableau 16).

Ces résultats ont permis de regrouper les exti@st®s en trois groupes selon leur pouvoir
anti-radicalaire. Un premier groupe avec un pousatioxydant assez fort, caractérisé par des
valeurs d'IC50< 0,3 mg/ml. Il s’agit des extraits des feuillesdes racines de la population

de Hammamet, I'extrait des feuilles de la populatie Nabeul et I'extrait des racines de la

population de Béja avec des IC50 respectives egadess ; 0,16 ; 0,18 et 0,19 mg/ml.

Un deuxieme groupe formé par les extraits donvédsurs d’IC50 sont autour de 0,3 mg/ml.
Ces extraits ont présenté un pouvoir anti-radicalaioyennement fort. Parmi ces extraits, on
peut citer les extraits des feuilles des populatide Riadh Andalous (0,3 mg/l), de Khanguet
Hajej (0,32 mg/ml), les extraits des racines dgsufations d’Aouled Amer (0,37 mg/ml) et

de Béja (0,35 mg/ml).

Le dernier groupe est caractérisé par les extdaitg les valeurs d’IC56 0,3 mg/ml. Ces
extraits ont présenté un pouvoir anti-radicalains fort que les deux premiers groupes. Il

regroupe les extraits des feuilles des populatidesNefza (0,52 mg/ml), de Béja (0,42
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mg/ml), les extraits des racines des populationKld@nguet Hajej (0,5 mg/ml), de Riadh

Andalous (0,4 mg/ml) et de Nabeul (0,7 mg/ml).

Tableau 16. Activités anti-oxydantes des extrai#shanoliques des feuilles et des racines de huit

populations de ricin.

Provenance Matériel végétal Test ABTS
IC50 mg/ml EVC pg/g MS
Feuilles  0,15+0,01 350,45+1,48
Hammamet .
Racines 0,16+0,04 349,752 4
Feuilles 0,18+0,02 330,6+3,6
Nabeul .
Racines  0,7+0,08 181,75+1,06
Feuilles
Riadh Andalous . 0,3£0,04 281,25£3,18
Racines 0,4+0,02 237,5+2,12
. Feuilles  0,32+0,02 286,25+1,06
Khanguet Hajej .
Racines 0,5+0,04 201,5+0,7
Feuilles 0,33+0,04 276,2+3,25
Aouled Amer .
Racines 0,37+0,01 247,05x1,62
. Feuilles  0,34%0,02 273+4,24
Bouficha .
Racines 0,35+0,03 252,9+1,2
Béja Feuilles  0,41+0,01 236,4+3,3
Racines 0,19+0,02 328,31+0,9
Feuilles 0,52+0,06 195,5+1,4
Nefza .
Racines 0,42+0,01 234,75+2,1

[I-2 Etude des activités anti-oxydantes des différgs extraits de jatropha

L'étude des activités anti-oxydantes des extraitthanoliques des feuilles et des

racines de jatropha par le test chimique ABTS atrmeajue ces extraits sont actifs de point de

vue pouvoir anti-radicalaire. En comparaison aescdctivités des extraits des feuilles et des

racines de ricin, les résultats confirment quesbdgaits de jatropha sont moins actifs (Tableau

17). Les résultats montrent que les extraits daslde sont plus actifs que les extraits des

racines de toutes les populations de jatropha étgdiAinsi, tous les extraits des feuilles

présentent des valeurs d'ICSQL mg/ml. Quant aux extraits des racines sontctaniaés par

des valeurs d’'IC56 1 mg/ml. Il est a noter que I'extrait des feuilds la population P8 et
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I'extrait des racines de la population P2 sont phss actifs avec des valeurs d’'IC50

respectivement de I'ordre de 0,55 et de 1,67 mg/ml.

Tableau 17. Activités anti-oxydantes des extraishanoliques des feuilles et des racines de huit
populations de jatropha.

Provenance Matériel végétal Test ABTS
IC50 mg/mi EVC ug/g MS
. Feuilles 0,81+0,05 123+2.,8
Arusha T P1 . ! ’ ’
rusha Tanzanie (P1) Racines  2,4+0,003 45,25+1,06
. Feuilles 0,73+0,02 184+1,4
Mozambique (P2) Racines  1,67+0,01 62,75+1,06
s, Feuilles  0,965+0,02 91+2,8
Parana Bresil (P3) Racines 2,2402 48,75+0,35
) , . Feuilles 0,77+0,01 150,5+0,7
Norte de Minas Brésil (P4) Racines  1.840,1 5541 4
L, . Feuilles 0,7+0,01 189+1,4
Mato Grosso Bresil (P5) Racines  1,89+0,03 52,5+0,7
. L. Feuilles  0,96+0,08 91,5+3,5
Regiao sudeste Brésil (P6) Racines  2.9+0,07 44.1+0 14
i .. Feuilles  0,93+0,01 101+1.,4
Vale do Jequitinhonha Brésil (P7) Racines  3.45+0 2 39,75+1,06
Suriname (P8) Feuilles 0,55+0,03 193,5+2,12
Racines 3,3+0,2 40,75+0,35

[I-3 Analyses statistiques

L’'analyse de la variance réalisée suite a I'étuds dctivités anti-oxydantes des
extraits des feuilles et des racines des huit @tioms des deux especes étudié a montré que
la différence entre les populations de ricin efadmpha est hautement significative pour les

parametres étudiés : IC5B € 0,0001) et EVCHK < 0,0001).

- Etude des relations entre teneurs en composés phéiqaes et activités anti-
oxydantes (AAO)
Dans cette partie de I'étude, on a essayé de mettrévidence la relation entre les
activités anti-oxydantes (AAQO) et les teneurs emposés phénoliques (CP) des extraits

étudiés. Le coefficient de corrélation de BravaesuBon utilisé pour mesurer l'intensité de la
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liaison entre deux caracteres quantitatifs. Ce finberfit varie entre -1 et +1. La relation
linéaire sera donc d'autant plus forte que la vadeucoefficient est proche de +1 ou de - 1, et

d'autant plus faible qu'elle est proche de 0.

[1I-1 Corrélations entre teneurs en CP et les AAO ds extraits de ricin
[11-1-1 Feuilles

Dans le cas des extraits méthanoliques des fewlbebuit populations de ricin, les
résultats obtenus mettent en évidence une coo®glptisitive entre les AAO et les teneurs en
PPT et qui est confirmée par les deux tests DPPABAIS. Les coefficients de corrélation
sont de 0,911 et de 0,917 respectivement pourests DPPH et ABTS. Une corrélation
inferieur a celle des AAO et les teneurs en PPTE @Bservée entre les AAO et les teneurs en
FVT. Cette corrélation est confirmée par des irglide corrélations de 0,67 et de 0,646
respectivement pour les tests DPPH et ABTS. Enneha, aucune corrélation n’est présente

entre les AAO et les teneurs en TC (Figures 7%gt 7
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Figure 75. Relation entre AAO (DPPH) et teneurs@mposés phénoliques des extraits de feuilles des

populations de ricin.
PPT : polyphénols totaux (mg EAG/g MS), FVT: flaeites totaux (mg EC/g MS), TC: tannins

condensés (mg EC/g MS) et CP: composés phénoliques.
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Figure 76. Relation entre AAO (ABTS) et teneurscemposés phénoliques des extraits de feuilles de

huit populations de ricin.
PPT: polyphénols totaux (mg EAG /g MS), FVT: flagites totaux (mg EC/g MS), TC: tannins
condensés (mg EC/g MS), CP: composés phénoliquRés Eoefficient de détermination.

[1I-1-2 Racines
Au niveau des extraits méthanoliques des racinetcite les résultats obtenus par les

deux tests DPPH et ABTS montrent qu’il y a unetretadirecte entre les AAO et les teneurs
en PPT et en FVT. Le test DPPH montre des coro@latpositives aussi bien entre les AAO
et les teneurs en PPT (0,947) et les AAO et lesursnen FVT (0,915). Ces corrélations sont
confirmées par le deuxieme test (ABTS) qui monge cbefficients de corrélation de 0,924 et
de 0,951 respectivement pour les PPT et les FVT.cBatre, les résultats montrent une
relation plus faible entre les AAO et les teneunsT€ avec des corrélations de 0,49 et de

0,608 respectivement pour les tests DPPH et ABTgu(Es 77 et 78).
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Figure 77. Relation entre AAO (DPPH) et teneurs@mposés phénoliques des extraits de racines des

populations de ricin.
PPT: polyphénols totaux (mg EAG /g MS), FVT: flaeites totaux (mg EC/g MS), TC: Tannins
condensés (mg EC/g MS), CP: Composés phénoliquR’s Eoefficient de détermination.
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Figure 78. Relation entre AAO (ABTS) et teneurcemposés phénoliques des extraits de racines de
huit populations de ricin.

PPT: polyphénols totaux (mg EAG /g MS), FVT : flaeides totaux (mg EC/g MS), TC : tannins
condensés (mg EC/g MS), CP : composés phénoliqu®s €oefficient de détermination.
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[1I-2 Corrélation entre teneurs en CP et AAO des gtraits de jatropha
[11-2-1 Feuilles

Les résultats obtenus par les deux tests DPPHBdtSAmontrent qu’il existe de
bonnes corrélations entre les activités anti-oxtemRrmAAO et les teneurs des différents
composés phénoliques des extraits des feuillesattepha. Le test DPPH montre des
corrélations positives entre les AAO et les teneur$PT (0,978), en FVT (0,902) et en TC
(0,883). Ces résultats sont aussi confirmés ptesieABTS qui montre des corrélations avec

les AAO de 0,888 (PPT), de 0,835 (FVT) et de OJAZ)((Figures 79 et 80).
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Figure 79. Relation entre AAO (DPPH) et teneurs@mposés phénoliques des extraits des feuilles de

huit populations de jatropha.
PPT: polyphénols totaux (mg EAG /g MS), FVT: flaeides totaux (mg EC/g MS), TC: tannins
condensés (mg EC/g MS), CP: composés phénoliqu’s &oefficient de détermination.
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Figure 80. Relation entre AAO (ABTS) et teneurscemposés phénoligues des extraits des feuilles de

huit populations de jatropha.
PPT: polyphénols totaux (mg EAG /g MS), FVT: flagides totaux (mg EC/g MS), TC: tannins
condensés (mg EC/g MS), CP: composés phénoliquRés Eoefficient de détermination.

[lI-2 Racines

Dans le cas des extraits des racines de huit atipo$ de jatropha, les résultats
obtenus mettent en évidence des corrélations pesit0,905 et 0,968) entre les AAO et les
teneurs en PPT pour les deux tests DPPH et ABTScheélations sont plus faibles (0,697 et
0,708) entre les AAO et les teneurs en FVT. Lesdyara montrent I'absence des corrélations

entre les AAO et les teneurs en TC (Figures 82t 8
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Figure 81. Relation entre AAO (DPPH) et teneurs@mposés phénoliques des extraits des racines de
huit populations de jatropha.

PPT: polyphénols totaux (mg EAG /g MS), FVT: flagites totaux (mg EC/g MS), TC: tannins
condensés (mg EC/g MS), CP: composés phénoliquRés Eoefficient de détermination.
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Figure 82. Relation entre AAO (ABTS) et teneurcemposés phénoliques des extraits des racines de
huit populations de jatropha.
PPT: polyphénols totaux (mg EGa/g MS), FVT: flavites totaux (mg EC/g MS), TC: tannins

condensés (mg EC/g MS), CP: composés phénoligRe @oefficient de détermination.
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V- Conclusion

L’étude des activités anti-oxydantes des deux espétudiées a montré que pour le ricin,
les AAO des extraits méthanoliques des feuillesgméent une bonne corrélation avec les
teneurs en PPT, a un degré moins avec les teneufsV& mais avec une plus faible
corrélation avec les teneurs en TC. En revanadseAAO des extraits méthanoliques des
racines sont bien corrélés avec les teneurs en &@R3n FVT. Cependant, nos résultats

montrent qu’il N’y a pas de corrélation avec lesetas en TC.

En ce qui concerne le jatropha, il est apparu g@seAAO des extraits méthanoliques des
feuilles sont bien corrélés avec les teneurs en, BRTFVT et en TC. Quant aux AAO des
extraits méthanoliques des racines sont bien é&wr@ec les teneurs en PPT et a un degré
moindre avec les teneurs en FVT. Cependant, ndtrdeémontre qu’il n'y a pas de

corrélation avec les teneurs en TC.
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Chapitre V: Etude des activités anti-acétylcholinestérase

- La maladie d’Alzheimer
Au début du 28" siecle, la maladie I'Alzheimer (MA) a été découeepar le
neuropsychiatre Allemand Alois Alzheimer (1864-1p1% a étudié le cas d'une femme
d’'une cinquantaine d’années qui présentait dedkesude la mémoire et du comportement,
des problémes d'orientation, des hallucinationslest signes de paranoia (trouble mentale

manifesté par des difficultés relationnelles etautrun délire de la persécution).

En générale, un patient atteint de MA présenteddésultés a se souvenir des nhoms, des faits
récents, a trouver ses mots et a mettre en placelées. De plus, il rencontre des problemes
de motricité et d’orientation dans I'espace et dartemps. A des stades avances, le sujet finit
par avoir des difficultés a accomplir les simpléshies de la vie quotidienne. Il présente aussi
des troubles psycho-comportementaux tels que Bagnéé, I'anxiété, la dépression, les

hallucinations ou paranoia (Lanatial, 2006).

A ce jours, la MA reste incurable. Cependant, I'das approches les plus prometteuses pour
le traitement de cette maladie consiste a amélieneiveau d'acétylcholine dans le cerveau en
utilisant des inhibiteurs de I'acétylcholinestér@dagkaninaret al, 2003). En effet, la plupart
des médicaments anti-Alzheimer qui sont disponiblede marché agissent sur cette activité
cholinergique en inhibant la dégradation de l'alcfiyline tels que la donepezil, la
rivastigmine et la galantamine (Etienne, 2008).
- L’activité anti-acétylcholinestérase (anti-AChE)

L’acétylcholinestérase (AChE) est un neurotransenetsynaptique qui, en se fixant
au récepteur cholinergique membranaire, permetélaoldrisation de la membrane et la
transmission de l'influx au niveau des jonctionsunoenusculaires. L’AChE joue un rble

primordial dans la régulation de l'influx nerveuklle assure la libération de la fente
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synaptique en vue d’'une nouvelle transmission ggratlation de I'acétylcholine résiduelle
issue d’'une neurotransmission (Figure 83). Chez pesonnes atteintes de la maladie
d’Alzheimer, le taux d’acétylcholine est particuéenent faible, ce qui explique les troubles
cognitifs observés. La solution pour augmentemalextd’acétylcholine au niveau synaptique

consiste alors a diminuer sa dégradation, cecnbibant I'action de I'acétylcholinestérase

(Houghtonet al, 2006).
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Figure 83. Schéma d’'une synapse et mécanismesudetrasmission cholinergique (Urbain 2007).

En se basant sur I'hypothése d’inhiber I'action'd&hE pour mieux traiter la MA, il est

apparu sur le marché plusieurs inhibiteurs de aatieyme (Grossberg, 2003). Le premier
inhibiteur de 'AChE a avoir été testé est la plsggpnine, issu d@hysostigma venenosum

Cette plante est connue par une forte toxicitéegtidue majoritairement a la physostigmine.
Cette derniere présente une affinité pour I'AChEngdiron 10 000 fois supérieure a celle de
I'acétylcholine, ce qui en fait un parasympathontiqée trés puissant qui peut induire une
bradycardie, des vomissements et méme une paralyspratoire (Bruneton, 1999). Les

essais cliniques ont montré une action positiveéreégle la physostigmine sur la mémoire
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(Shu, 1998), mais elle a été par la suite abandancguse de sa courte demi-vie et de sa
toxicité au profit d’'analogues synthétiques (lijietaal, 1993; Al-Jafaret al, 1998).

La tacrine a été le premier inhibiteur commercétisns le cadre du traitement de la MA, en
1993, mais a été abandonnée ensuite a cause dersbseux effets secondaires tels que les
nauseées, les vomissements, la diarrhée, les mautétee les étourdissements ainsi que
'augmentation des niveaux de l'alanine aminotemasie (ALT) indiquant une toxicité
hépatique (Knapget al, 1994). De plus, la tacrine est connue par sai-g&mcourte qui
nécessite plusieurs prises par jour, ce qui edil@mmatique pour des personnes souffrant de
pertes de mémoire (Augset al, 1997).

La donepezil, approuvée en 1997 (Nordberg et Swens$998), montrent une grande
spécificité pour le tissu cérébral mieux que laiteec(Small, 1998). Les essais cliniques ont
montré qu’elle ne présente pas une toxicité hépatej qu’elle montre surtout une demi-vie
plus longue, ce qui facilite la prise du traiteméRbgers et Friedhoff, 1997). Par contre,
certains effets secondaires ont été enregistrésquet les nausées, les vomissements, les
etourdissements, I'anorexie et la fatigue (Rogér., 1998).

La rivastigmine, approuvée en 1998, est un dérieélad physostigmine utilisée dans le
traitement symptomatique des formes légeres a rdouat séveres de la MA (Aget al,
1998). Elle est connue par une bonne sélectivité [@cholinestérase cérébral ainsi que son
métabolisme indépendant du systéme enzymatiquetipgpgoermettent une action ciblée
(Polinsky, 1998). Quelques effets secondaires thearegistrés tels que les nausées et les

vomissements (Corey-Bloost al, 1998) (Figure 84).
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Figure 84. Schéma de quelques inhibiteurs conn\GhiE.

En 2000, il est apparu sur le marché un alcalowteral qui est la galantamine issue de
I'especeGalanthus nivalid.. de la famille des Amaryllidaceae (Figure 85). galantamine
differe des autres inhibiteurs par son mécanisrdeudle action : en plus d’inhiber 'AChE,
elle provoque une modulation allostérique des ré&tep présynaptiques nicotiniques, ce qui
augmente la libération de neuromédiateurs (Maeliekeal, 2001). D’autres caracteres
favorisent l'utilisation de la galantamine commeilfaar inhibiteur de 'AChE tels que sa

demi-vie longue et son action sélectif, réversdileompétitif (woodruff-Palket al, 2001).

La galantamine est largement utilisée comme unstanbe de référence dans les tests in vitro
du fait de son fort pouvoir inhibiteur de 'AChE dpezet al, 2002). Aujourd’hui, elle est
autorisée dans plusieurs pays Européens comme autraiements de la MA a des stades

avances (Sramedt al, 2000).
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Figure 85. Structure de la galantamine.

Bien que la plupart des inhibiteurs connus de jemez AChE soient des alcaloides,
récemment, plusieurs études ont été faites pountiftle d’autres molécules naturelles
pouvant avoir une activité anti-AChE importante.ngij selon Houghtoret al. (2006)
plusieurs composés, autres que les alcaloideseniedd une grande capacité d’inhiber
I'enzyme AChE tels que les terpenoides, les congppblénoliques, les flavonoides et les iso-
coumarines. Dans le méme objectif, @ al (2008) ont montré que I'hopeahainol, un
nouveau phénol isolé de I'espeldepea hainensjsest un inhibiteur réversible de I'’AChE.
L’isoorientine et I'isovitexine sont les flavonegentifiés comme composés responsables de
I'activité anti-AChE causée par les extraits desifs et des rhizomes déris pseudopumila
(Iridaceae) (Conforti, 2009). Une autre étude sé&alipar Juanet al (2011) a montré que les
flavanols tels que la sophoflavescenol, licarifife demethylanhydro-icaritine, le 8-C-
lavandurylkaempferol et le kaempferol, isolés atipate Sophora flavescen@~abaceae),
présentent une activité anti-AChE importante. Nadge (2011) ont montré aussi que des
composeés phénoliqgues simples tels que I'acide qualiet I'acide ellagique sont de bons

inhibiteurs de 'AChE

bY

Mack et al (2010) se sont intéressés a quantifier les coégpgsénoliques puis les
flavonoides présents dans quelques espéces dmilkefdes Anacardiaceae et de tester leurs

activités biologiques. Les résultats de leur étademontré que les extraits des plantes qui
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sont riches en composés phénoliques et en flavesgi®sentent en premier lieu une activité

anti-oxydante importante puis un grand pouvoirhbiteur de 'AChE.

Sur le méme axe, Ryt al (2012) ont isolé, a partir des extraits éthan@gjdes racines de
Broussonetia papyrifetatrois flavonols a savoir le 8-(1,1-dimethylalbg)-(3-methylbut-2-
enyl)-3',4’,5,7-tetrahydroxy- flavonol, le papywionol et le broussoflavonol. Ces derniers

ont montré un pouvoir inhibiteur de ’AChE importan

Aderogbaet al (2013) ont isolé, a partir des extraits des FesiideCroton penduliflorus
quelques composés phénoliques tels que la que&&huthamnoside, le kaempferol-3-O-
rhamnoside, le protocatechualdehyde et I'acide grd¥ybenzoique. L'étude de leur activité

anti-AChE a montré que ces composés phénoliquésissrinhibiteurs puissants de I'AChE.

L’étude réalisée par Xiamet al (2014) a montré que les extraits de plusieurgydoes

originaires du Chine, riches en flavonoides, priesgrune activité anti-AChE importante.

En se basant sur les exemples récents de laftiittéralont certains sont cités précédemment,
plusieurs recherches sont menées pour tester desit®€xnaturels riches en composés
phénoliques et en flavonoides et d’identifier drast molécules plus compétitives dans
I'inhibition de 'enzyme AChE que celles commerg@ékes sur le marché. Ainsi, la premiere
partie de notre étude a confirmé la richesse deaitxdes feuilles et des racines des deux
especes étudiées en composés phénoliques et emdides. Cela nous a encouragé de
revaloriser les deux espéces étudiées en testapius de 'activité anti-oxydante, I'activité
anti-AChE. Par la suite, nous avons comparé lesvgimi inhibiteurs de I'AChE des
différents extraits testés a celui de la galatandi@@ connue comme meilleur inhibiteur de

'enzyme.
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- Résultats des activités anti-AChE des deux espéces

[1I-1 Activités anti-AChE des extraits de ricin

L’étude de l'activité anti-AChE des différents eaits de huit populations de ricin a
montré que tous les extraits méthanoliques defidsples extraits méthanoliques des racines
ainsi que les huiles fixes sont des inhibiteursgamts de I'enzyme AChE. Tous les résultats
obtenus sont regroupés dans le tableau 18.
Les résultats montrent que les huiles de nos lptulations de ricin sont les inhibiteurs les
plus puissants contre 'AChE en comparaison avecal@res extraits testés. Cette bonne
activité est confirmée par des valeurs trés failoléCso et qui sont inférieures a celle de la
galantamine hydrobromide (0,55 pg/ml) utilisée canrontréle positif. Les 166 des huiles
varient entre 0,012 pg/ml (population d’Aouled Aet 0,02 pg/ml (population de Riadh
Andalous).
Selon leur pouvoir inhibiteur de 'AChE, le restesdextraits méthanoliques des feuilles et des
racines peuvent étre regroupés en deux groupegragmer groupe caractérisé par les extraits
ayant un pouvoir inhibiteur d’AChE assez importdant les IGo < 1 pg/ml. Il regroupe les
extraits méthanoliques des feuilles des populatdm$iammamet, de Khanguet Hajej et de
Nabeul avec des valeurs dsxespectives de 0,74 pg/ml; 0,75 pg/ml et de pgml. Ce
premier groupe contient aussi les extraits méthaqunes des racines des populations de Béja
et d’Aouled Amer avec des valeurs &iCespectives de 0,72 pug/ml et de 0,98 pg/ml.
Un deuxiéme groupe caractérisé par des extraitsinibent moins I'AChE et dont les
valeurs d’'IGo> 1 pg/ml. Il regroupe le reste des extraits méthques des feuilles et des
racines tels que l'extrait des feuilles de la papah d’Aouled Amer (1,1 pg/ml) et les
extraits des racines de la population de Hammaipgt(g/ml).
En comparaison avec la littérature, nos résultams en accord avec d’autres études qui ont

confirmé que des nombreux Euphorbiacées sont desihbibiteurs de l'activité de 'AChE
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tels queAcalypha diversifoliaAcalypha macrostachy#@lchornea grandiflora Pera glabrata

et Jatropha gossypifolidJaimeet al, 2006 ; Elainet al, 2009 ; Bhunesh and Ajay, 2013)

Tableau 18. Activités anti-AChE des différents aittrtestés de huit populations de ricin.

Population Extrait 16 (ug/ml)
Feuilles 0,74+0,01
Hammamet Racines 1,5+0,03
Huile 0,015+0,0007
Feuilles 0,75+0,007
Khanguet Hajej Racines 1,1+0
Huile 0,013+0,0001
Feuilles 0,87+0,01
Nabeul Racines 1,2+0,01
Huile 0,019+0,0007
Feuilles 1,02+0,03
Béja Racines 0,7240,02
Huile 0,013+0,0002
Feuilles 1,1+0,03
Aouled Amer Racines 0,98+0,02
Huile 0,012+0,0007
Feuilles 1,1+0
Riadh Andalous Racines 1,05+0,07
Huile 0,02+0,0008
Feuilles 1,240
Nefza Racines 1,1+0,07
Huile 0,014+0,0002
Feuilles 1,4+0,02
Bouficha Racines 1,5+0,01
Huile 0,015+0,0004
Galantamine 0,55+0,02

[11-2 Activités anti-AChE des extraits de jatropha

L’étude de I'activité anti-AChE des extraits métbhgues des feuilles et des racines
de huit populations de jatropha confirme que cesides sont des inhibiteurs importants de
'AChE. Les résultats regroupés dans le tableamd8trent que la majorité des extraits des
feuilles et des racines de jatropha sont plussagtik les extraits des feuilles et des racines de

ricin. Cela est confirmé par des valeurs plus &sldl’1Gso.
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Les extraits testés peuvent étre regroupés selampleuvoir inhibiteur d’AChE en trois
groupes. Un premier groupe caracterisé par deaiesxtui ont un pouvoir inhibiteur d’AChE
tres puissant. Ces extraits sont plus actifs qugalantamine utilisée comme contrble positif
et présentent des valeurs béG 0,55 pg/ml. Ce groupe contient les extraits méihqne
des feuilles de la population de Vale do JequitiitzoBrésil (P7) et de la population de Mato
Grosso Breésil (P5) avec des valeurs dilfespectives 0,47 pg/ml et 0,54 pg/ml.

Un deuxiéme groupe caractérisé par des extraitsogtiun pouvoir inhibiteur d’AChE
puissant mais moins actifs que la galantamine (Agl< ICso < 1 pg/ ml). Ce groupe est
formé par la majorité des extraits testés telslgaeextraits des feuilles de la population de
Suriname (P8), de la population de Mozambique (B2)la population de Arusha Tanzanie
(P1) et les extraits des racines de la populaterNorte de Minas Brésil (P4) et de la
population de Parana Brésil (P3) avec des valdu@so respectives de 0,57 pug/ml; 0,6
pg/ml; 0,77 pg/ml, 0,75 pg/ml et 0,88 pg/ml.

Un dernier groupe formé par les extraits les maitfs avec des valeurs dd¢> 1 pg/ml. |l
regroupe seulement deux extraits : I'extrait méthigne des feuilles de la population Parana
Brésil (P3) et I'extrait méthanolique des racinesla population de Regiao sudeste Brésil
(P6) avec des valeurs dd€xrespective de 1,6 pg/mlet 1,2 pg/ml.

Il est a noter qu’'on n’a pas pu étudier les ad@®/inti-AChE des huiles de jatropha en raison
d’'un probléme de miscibilité de l'huile dans le fan utilisé pour préparer la solution
enzymatique.

En comparaison avec la littérature, nos résultatg en accord avec les recherches qui ont
confirmé que des nombreux Euphorbiacées sont desihbibiteurs de l'activité de 'AChE
tels que Acalypha diversifolia Acalypha macrostachyaAlchornea grandifloraet Pera
glabrata (Elaineet al, 2009 ; Bhunesh and Ajay, 2013). Notre étude atrécaussi que les

extraits de toutes les populationsJdgropha curcasont plus actifs en termes d’activité anti-

132



3me Partie: Résultats et discussions

AChE que les extraits d&atropha gossypifoliaui présentent des valeurs d’IC50 de I'ordre

de0.05 mg/ml(Feitosaet al, 2017

Tableau 19. Activités anti-AChE des différentsraits testés de huit populations de jatropha.

Population Extrait 16 (ug/ml)
Arusha Tanzanie (P1) Fewllles 0,77+0,01
Racines 0,740,007
Mozambique (P2) FeU|.IIes 0,6+0,007
Racines 0,65+0,02
Parana Brésil (P3) Fewllles 1,64+0,05
Racines 0,880,007
Norte de Minas Brésil (P4) Few.lles 0,750
Racines 0,75%0,01
Mato Grosso Brésil (P5) Feuilles 0,54+0,01
Racines 0,8+0,01
Regiao sudeste Brésil (P6) FeU|.IIes 0,93+0,02
Racines 1,2+0,02
Vale do Jequitinhonha Brésil (P7) Feuilles 0,470,02
Racines 0,610,007
Suriname (P8) Fewllles 0,570,007
Racines 0,940,007
Galantamine 0.55+0.02

IV-  Analyses statistiques
L’analyse de la variance des activités anti-acébfioestérase des deux espéces étudiées
a montré que la différence entre les populatiobhfr@stement significative pour chaque type

d’extrait testé P < 0,0001).

V- Conclusion
L’étude des activités anti-AChE des extraits méttignes des feuilles et des racines des
deux espéces étudiées a montré que ces extraitdlesnnhibiteurs puissants de I'AChE.

Cela est confirmé par dessidres faible.
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L‘étude a confirmé que la majorité des extraits féedles et des racines de jatropha sont plus
actifs que les extraits des feuilles et des racuesicin. De plus, les résultats obtenus
confirment que les extraits de jatropha sont pkifsaque la galantamine utilisée comme
contrdle positif tels que les extraits méthanolgjukes feuilles de la population de Mato

Grosso Brésil (P5) et de la population de Valeeafuitinhonha Brésil (P7).

Les résultats obtenus montrent, conformement awsulteds récemment publiés par
Ouchemouktet al. (2014), I'absence de corrélations entre les &€fivanti-AChE des extraits

testés et leurs teneurs en différents composéeppées dosés (PPT, FVT et TC).

Cette étude montre pour la premiere fois que lekedidixes de différentes populations de
ricin sont des inhibiteurs puissants de I'enzymehECelles sont méme plus actives que la

galantamine qui sert de référence.
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Notre travail de recherche est centré sur la \edtion de deux especes
d’Euphorbiacées Ricinus communid.. et Jatropha curcasL. connus essentiellement par
leurs richesse en huiles fixes. L’huile de ricirt esnnue pour son utilisation dans la
fabrication des produits cosmétiques et a degré@dneidans la production de biodiesel, quant

a I'huile de jatropha est de plus en plus utiligéar la production du biodiesel.

L’objet de notre travail a porté sur les dosagesateposés phénoliques présents dans
les différentes parties de la plante chez huit famns de ricin et de jatropha afin de trouver
d’autres applications qui permettent de valorises deux especes. Pour cela, nous avons
réalisé une étude phytochimique qui a concernéngsiement les composés phénoliques
puis nous avons testé les propriétés anti-oxydaete&activité enzymatique de tous les

extraits.

Les dosages des composés phénoliqgues ont montréegjextraits des feuilles des
populations de ricin étudiées sont plus richeseh, FFVT et TC que les extraits des racines a
I'exception de deux populations (Béja et Nefza)tdes racines sont plus riches en PPT et en
FVT. En ce qui concerne le jatropha, les résubbattsmontré que les extraits des feuilles de
toutes les populations sont plus riches en compolsésoliques que les extraits des racines.
L’étude phytochimique des extraits testés a momuet les extraits des feuilles et des racines
de ricin présentent plus de composés phénoliguetiits et quantifiés que les extraits de
jatropha. La méme étude a montré la présence rtEnsecomposés phénoliques communs
entre les deux espéces et d’autres qui sont spéesfipour chaque espéce. Ainsi, les extraits
des feuilles et des racines de ricin sont caraggriessentiellement par des quantités
importantes d’acide gentisique et qui est totaldnaéysent dans les extraits de jatropha. Les
extraits de ricin sont caractérisés aussi par ctautomposés phénoliques et qui sont présents

avec des quantités moins importantes tels quedkagallique, I'acide protocatechique, la
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catéchine, I'acide vanillique et I'acide caféig@uant aux extraits des feuilles et des racines
de jatropha, ils different des extraits de ricim [@aprésence de l'acide cinnamique. D’autres
composés phénoliques sont identifies dans les iextdes deux especes. Il s’agit de
I'épicatechine, l'acide p-coumarique, l'acide clagénique, la rutine, la vitexine et la

naringine.

L’étude des huiles fixes de ricin et de jatrophlraantré que I'huile de ricin est formée
essentiellement de lacide ricinoléique et qui donheu a une macrolactone (13-
Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one). Cet acide grasiagjue sa macrolactone correspondante
sont totalement absents dans I'huile de jatrophmn®a I'huile de jatropha, elle est formée
par deux acides gras en proportions majeures qtil’'scide oléique et I'acide linoléique. Par

contre ces derniers acides sont présents a I'étaides dans I'huile fixe de ricin.

L’étude des activités anti-oxydantes des deux espacmontré que pour le ricin, les
AAO des extraits des feuilles présentent une baonelation avec les teneurs en PPT, a un
degré moins avec les teneurs en FVT mais avec lusdaible corrélation avec les teneurs en
TC. En revanche, les AAO des extraits des ragoes bien corrélés avec les teneurs en PPT
et en FVT. Cependant, nos résultats montrent ltadesele corrélation avec les teneurs en TC.
En ce qui concerne le jatropha, il est apparu ggeAlAO des extraits des feuilles sont bien
corrélés avec les teneurs en PPT, FVT et TC. QaaxntAAO des extraits des racines sont
bien corrélés avec les teneurs en PPT et a un dagmédre avec les teneurs en FVT.

Cependant, notre étude montre qu’il 'y a pas ae2tation avec les teneurs en TC.

L'étude des activités anti-AChE des extraits dasilles et des racines des deux
especes étudiées a montré que ces extraits somthileiseurs puissants de 'AChE. Cela est
confirmé par des I€ trés faibles. L‘étude a confirmé que la majoriés @xtraits des feuilles

et des racines de jatropha sont plus actifs quexXgsits des feuilles et des racines de ricin.

137



Conclusion générale

De plus, les résultats obtenus confirment que ¢sits de jatropha sont plus actifs que la
galantamine utilisée comme controle positif, notantn les extraits des feuilles de la
population de Mato Grosso Brésil (P5) et de la petan de Vale do Jequitinhonha Brésil
(P7). Les résultats obtenus montrent 'absenceodelations entre les activités anti-AChE

des extraits testés et leurs teneurs en difféecamgposés phénoliques dosés.

Cette étude a montré pour la premiére fois quéldes fixes des différentes populations de

ricin sont des inhibiteurs puissants de 'enzymenE&C

Notre étude montre que les différents extraitgicia et de jatropha, autres que les
huiles fixes, peuvent donc étre exploités pour wé&suactivités biologiques, parmi lesquelles
I'action inhibitrice de 'AChE et le piégeage deslicaux libres, en raison de leur richesse en
composeés phénoliques. Pour la suite, il seraitresgant d’isoler et de caractériser les
composeés phénoliques des extraits étudiés et dévids activités biologiquan vitro etin

vivo de chacun de ces composés pris séparément.
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Annexe I
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Figure 86. Chromatogramme de I'extrait des feuileda population AA de ricin & 280 nm.

: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3agdentisique, 4: catechine, 6: acide vanillique, 8
epicatechine, 10: rutine, 11: vitexine, 12: namagi
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Figure 87. Chromatogramme de I'extrait des feuileda population AA de ricin & 320 nm.

2: acide protocatechique, 3: acide gentisiquerdtihe, 11: vitexine, 12: naringine.
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Figure 88. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population AA de ricin a 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3egentisique, 4: catechine, 5: acide chlorogenifue
acide vanillique, 8: epicatechine, 10: rutine.
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Figure 89. Chromatogramme de I'extrait des racteeka population AA de ricin a 320 nm.

3: acide gentisique, 5: acide chlorogenique, lneu
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Figure 90. Chromatogramme de I'extrait des feuileda population Bf de ricin & 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3agentisique, 4: catechine, 7: acide caféique, 8:
epicatechine, 10: rutine.
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Figure 91. Chromatogramme de I'extrait des feuilleda population Bf de ricin a 320 nm.

3: acide gentisique, 7: acide caféique,10: rutine.
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Figure 92. Chromatogramme de I'extrait des ractteeka population Bf de ricin a 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3legentisique, 4: catechine, 5: acide chlorogeni§ue
acide vanillique, 8: epicatechine.
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Figure 93. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population Bf de ricin a 320 nm.

3: acide gentisique, 5: acide chlorogenique.
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Figure 94. Chromatogramme de I'extrait des feuileda population H de ricin a 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3legentisique, 4: catechine, 5: acide chlorogeni§ue
acide vanillique, 7: acide caféique, 8: epicateehth acide p-coumarique, 10: rutine, 11: vitexitiz,
naringine.
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Figure 95. Chromatogramme de I'extrait des fesitle la population H de ricin a 320 nm.

2: acide protocatechique, 3: acide gentisiquecisleachlorogenique, 7: acide caféique, 10: rutirie,
vitexine, 12: naringine.
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Figure 96. Chromatogramme de I'extrait des ractteea population H de ricin & 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, Aegdentisique, 4: catechine, 6 : acide vanillique,
epicatechine, 9: acide p-coumarique, 10: rutineyitéxine, 12: naringine.

1600
1400 3
1200 \\h
1000

800

600

400

200

<« ®

4—
=
=

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
-200

Figure 97. Chromatogramme de I'extrait des raciteela population H de ricin & 320 nm.

3: acide gentisique, 10: rutine, 11: vitexine.
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Figure 98. Chromatogramme de I'extrait des feuilleda population B de ricin a 280 nm.

1: acide gallique, 3: acide gentisique, 4: catezhin acide vanillique, 7: acide caféique, 8:
epicatechine,10: rutine, 11: vitexine.
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Figure 99. Chromatogramme de I'extrait des feuilleda population B de ricin a 320 nm.

3: acide gentisique, 7: acide caféique, 10: rutlie vitexine.
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Figure 100. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population B de ricin & 280 nm.

: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3l@agentisique, 4: catechine, 6: acide vanillique, 8
epicatechine, 10: rutine.
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Figure 101. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population B de ricin & 320 nm.

1: acide gallique, 3: acide gentisique, 8: epidaitex; 10: rutine.
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Figure 102. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population KH de ricin a 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3agentisique, 4: catechine, 7: acide caféique, 8:
epicatechine, 9: acide p-coumarique, 10: rutinenagingine.
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Figure 103. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population KH de ricin a 320 nm.

3: acide gentisique, 7: acide caféique, 10: rutl2e haringine.
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Figure 104. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population KH de ricin a 280 nm.

1: acide gallique, 3: acide gentisique, 4: catezhin acide chlorogenique, 10: rutine, 11: vitexine
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Figure 105. Chromatogramme de I'extrait des raciteea population KH de ricin a 320 nm.

3: acide gentisique, 5: acide chlorogenique, lineyll: vitexine.
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Figure 106. Chromatogramme de I'extrait des fesiidle la population Nb de ricin & 280 nm.

: acide gallique, 2: acide protocatechique, @agentisique, 4: catechine, 6: acide vanillique, 8
epicatechine, 12: naringine.
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Figure 107. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population Nb de ricin & 320 nm

3: acide gentisique, 12: naringine.
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Figure 108. Chromatogramme de I'extrait des raciteeks population Nb de ricin a 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3egentisique, 4: catechine, 6: acide vanillique, 7
acide caféique, 10: rutine.
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Figure 109. Chromatogramme de I'extrait des raciteeks population Nb de ricin a 280 nm.

3: acide gentisique, 7: acide caféique, 10: rutine
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Figure 110. Chromatogramme de I'extrait des fesitle la population N de ricin & 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, Iegdentisique, 4: catechine, 6: acide vanillique, 7
acide caféique, 8: epicatechine, 10: rutine, 18ngme.
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Figure 111. Chromatogramme de I'extrait des fesitle la population N de ricin & 320 nm.

3: acide gentisique, 6: acide vanillique, 7: add&ique, 8: epicatechine, 10: rutine, 12: nariagin
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Figure 112. Chromatogramme de I'extrait des ractteela population N de ricin & 280 nm.

1: acide gallique, 3: acide gentisique, 4: catezhin acide vanillique, 8: epicatechine, 10: rytihk
vitexine.
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Figure 113. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population N de ricin a 320 nm.

3: acide gentisique, 4: catechine, 8: epicatecliferutine, 11: vitexine.
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Figure 114. Chromatogramme de I'extrait des fesitle la population RA de ricin & 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3legentisique, 4: catechine, 5: acide chlorogeni§ue
acide vanillique, 8: epicatechine, 10: rutine, difexine, 12: naringine.
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Figure 115. Chromatogramme de I'extrait des fesitle la population RA de ricin & 320 nm.

3: acide gentisique, 5: acide chlorogenique, &lewanillique, 10: rutine, 11: vitexine, 12: naiimg
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Figure 116. Chromatogramme de I'extrait des racteela population RA de ricin a 280 nm.

1: acide gallique, 2: acide protocatechique, 3agdentisique, 6: acide vanillique, 8: epicatechire
rutine.
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Figure 117. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population RA de ricin & 320 nm.

3: acide gentisique, 10: rutine
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Figure 118. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P1 de jatropha a 280 nm.

1 : acide chlorogénique, 4 : rutine, 6: naringineacide cinnamique
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Figure 119. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P1 de jatropha a 320 nm.

1 : acide chlorogénique, 4 : rutine, 6: naringine
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Figure 120. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population P1 de jatropha a 280 nm.

1: acide chlorogenique, 2: epicatechine, 7 : acideamique.
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Figure 121. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population P1 de jatropha a 320 nm.

1: acide chlorogenique, 2: epicatechine

176



Annexe I

160

140

w

120

100 l

80

60 2 6
4

40 l l l

20

0
0 10 20 30 40 50 60 70

Figure 122. Chromatogramme de I'extrait des fesidle la population P2 de jatropha & 280 nm.

2: epicatechine, 3: acide p-coumarique, 4: rutin@aringine.
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Figure 123. Chromatogramme de I'extrait des fesidle la population P2 de jatropha & 320 nm.

2: epicatechine, 3: acide p-coumarique, 4: ruin@aringine.
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Figure 124. Chromatogramme de I'extrait des raciteea population P2 de jatropha a 280 nm.

1 : acide chlorogénique, 2: epicatechine, 3 : apideumarique, 4: rutine, 6: naringine, 7 : acide
cinnamique.
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Figure 125. Chromatogramme de I'extrait des raciteela population P2 de jatropha a 320 nm.
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Figure 126. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P3 de jatropha a 280 nm.

1 : acide chlorogénique, 2 : épicatéchine, 6 nugme
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Figure 127. Chromatogramme de I'extrait des fesidle la population P3 de jatropha a 320 nm.

1 : acide chlorogénique, 6 : naringine
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Figure 128. Chromatogramme de I'extrait des racileela population P3 de jatropha a 280 nm.

2: epicatechine, 6: naringine.
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Figure 129. Chromatogramme de I'extrait des raciteela population P3 de jatropha a 320 nm.
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Figure 130. Chromatogramme de I'extrait des fesidle la population P4 de jatropha a 280 nm.
4: rutine, 6: naringine.
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Figure 131. Chromatogramme de I'extrait des fesidle la population P4 de jatropha a 320 nm.

4: rutine, 6: naringine.
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Figure 132. Chromatogramme de I'extrait des raciteela population P4 de jatropha a 280 nm.

1 : acide chlorogénique, 2 : épicatéchine, 6: gamig, 7 : acide cinnamique.

Figure 133. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population P4 de jatropha a 320 nm.
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Figure 134. Chromatogramme de I'extrait des fesiidle la population P5 de jatropha a 280 nm.

2 : épicatéchine, 4: rutine, 5 : vitexine, 7 : &ctihnamique.
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Figure 135. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P5 de jatropha a 320 nm.

4: rutine, 5 : vitexine
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Figure 136. Chromatogramme de I'extrait des racileela population P5 de jatropha a 280 nm
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1: acide chlorogenique, 2: epicatechine, 3: acideymarique, 4: rutine, 6: naringine.
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Figure 137. Chromatogramme de I'extrait des racifeela population P5 de jatropha a 320 nm
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Figure 138. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P6 de jatropha & 280 nm

1 : acide chlorogénique, 2: epicatechine, 4: rytneitexine.
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Figure 139. Chromatogramme de I'extrait des fesitle la population P6 de jatropha a 320 nm

1 : acide chlorogénique, 4: rutine, 5: vitexine.

185



Annexe I

30
25 l
20
15

10

0 10 20 30 40 50 60 70
-5

Figure 140. Chromatogramme de I'extrait des raciteea population P6 de jatropha a 280 nm

2 : epicatéchine, 5: vitexine, 6: naringine.
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Figure 141. Chromatogramme de I'extrait des racileela population P6 de jatropha a 320 nm
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Figure 142. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P7 de jatropha & 280 nm

2: epicatechine, 3: acide p-coumarique, 4: run@aringine, 7 : acide cinnamique.
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Figure 143. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P7 de jatropha a 320 nm

3: acide p-coumarique, 4: rutine, 6: naringinea¢ide cinnamique.
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Figure 144. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population P7 de jatropha a 280 nm

1 : acide chlorogénique, 6: naringine, 7 : acig@mamique.

16
14
12

10

0 10 20 30 40 50 60 70

Figure 145. Chromatogramme de I'extrait des raciteeka population P7 de jatropha a 320 nm
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Figure 146. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P8 de jatropha & 280 nm

2 : épicatéchine, 3: acide p-coumarique, 4: run@aringine.
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Figure 147. Chromatogramme de I'extrait des fesiitle la population P8 de jatropha a 320 nm

3: acide p-coumarique, 4: rutine, 6: naringine.
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Figure 148. Chromatogramme de I'extrait des racteela population P8 de jatropha a 280 nm
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Figure 149. Chromatogramme de I'extrait des racaela population P8 de jatropha a 320 nm
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: This study was conducted ro evaluate, the phytochemical composition of leaves and roots of five Tunisian

gwﬁfﬁf‘ Dﬁﬂ?lﬂgi?rf 201233 T populations of castor (Ricinus conmunis L.). Levels of total phenolic contents, total flavenoids, and con-
SCeVec L eyiea. Jomn uazy densed tannins of methanolic extracts were determined by UV-spectrophotometer. Phenolic compounds

Accepted 24 February 2014 by 4 P P

were identified and quantified by RP-HPLC (reverse phase HPLC ) Gentisic acid, catechin, rutin, vanillic
acid, vitexin, and gallic acid were detected. GC-MS analysis that uses the FAME (fatty acid methyl ester)
method in castor oils revealed the existence of palmitic, stearic, oleic, gondoic, linoleic, and ricinoleic
acids. The antioxidant properties of leaves, roots, and oils of castor using the DPPH radical scaveng-
ing capacity assays. The study showed a high antioxidant capacity which was expressed by a very low
1Csp values for the leaves extracts: Hammamet (0L65 pgfml), Aouled Amer (2.42 pg/ml), Riadh Andalous
(234 pgiml), Nefza (3.91 pgiml), and Khanguet Hajej (2.39 pg/ml),

Besides, we investigated the larvicidal activity of aqueous extracts of leaves and seeds against Culex
pipiens L. larvae, Toxicity tests showed a mortality of 100% after 24 h of exposure, The LCsy values for the
seed extracts were low: Aouled Amer (570 mg/l), Nefza (603 mg/l), Khanguet Hajej (1260 mg/l), Riadh
Andalous (1225 mg/l), and Hammamet (2140 mg/1).

This study permits to exhibit two positive correlation relationships: the first one between the total phe-
nolic compounds, total flavonoid compounds, and the antioxidant activities of leaves and roots extracts,
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and the second one between the antioxidant activity and the larvicidal activity of the leaves extracts.

1. Introduction

In recent years, it has been reported that natural antioxidants
are very beneficial for health (Armous et al., 2001 ). The importance
of these antioxidants in protecting from coronary heart disease,
cancer, and hypertension is rising by time (Robards et al., 1999;
Wolfe and Liu, 2003).

Additionally, it has been showed that the antioxidant activity of
these natural antioxidants is mainly related to phenolic compounds
suchus Mavonoeids, tannins, and phenolic acids (Chung et al., 1998 ),

Castor is traditionally used as a medicinal plant. It is the sin-
gle species of the genus Ricinus (Polveche, 1996), This plant is
known as “kharouda” in Arabic, “ricin” in French and “castor bean™
in English (Ghrabi, 2005). 1t is an annual, perennial, and robust
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bush whose height can vary from 3 to 12m (Ho, 2006). Castor
is widespread through tropics and warm temperature regions of
the world {Polviéche, 1996; lvan, 1998). In Tunisia, castor sponta-
neously grows on degraded lands (Neff and Scheid, 2008), it was
introduced and naturalized from north to south of the country
(Ghrabi, 2005). This species possesses various biological activities
such as hepatoprotective (Visen et al,, 1992), anti-inflammatory
(Nlavarasan et al., 2005), diuretic (Nath et al., 2011), anti-cancer
(Dethiollaz, 2003), anti-bacterial (Khan et al., 1978), insecticidal
(Sharma et al., 1990), hypoglycemic (Poonam et al., 2008), and free
radical scavenging ( llavarasan et al., 2005).

Previously, it was reported that this plant is too rich in sec-
ondary metabolites especially phenolic compounds and alkaloids
(Chauchan et al., 1998; Kang et al., 1985). The role of these com-
pounds is shown in protecting against certain diseases because
of their possible interaction with several enzymes and their
antioxidant receptors (Macheix et al., 2005). Few studies have
demonstrated that these phenolic compounds are isolated from
different parts of castor bean plant. Then favonoids have been
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isolated from leaves such as kaempferol-3-0-beta-D-rutinoside
and kaemplerol-3-0-beta-D-xylopyranoide (Khalagy et al., 1979;
Kang et al., 1985). Tannins and two alkaloids have been also
extracted from castor leaves. These alkaloids are ricinine and N-
demethylricinine (Kang et al., 1985; Khogali et al., 1992). Other
study showed that the indol-3-acetic acid has been isolated from
roots (Hall and Medlow, 1975),

In this paper, five Tunisian populations of castor, were stud-
ied. Infact, the missing data about phytochemical composition and
biological activities of the Tunisian castor bean plant encouraged
us to carry out this research. So, we have reported the identifi-
cation and the quantification of total phenolic compounds, total
flavonoid compounds, and condensed tannins from leaves and
roots methanolic extracts. We have analyzed the oils composition
using the Fatty Acid Methyl Ester method. Moreover, measure-
ments of the antioxidant activity using the DPPH radical scavenging
assays were determined [or the oils and the methanolic extracts of
leaves and roots. Besides, the larvicidal activity against the larvae
of Culex pipiens L. was been evaluated for the agueous extracts of
leaves and seeds. For the first time, our study reveals two positive
correlation relationships: the first one between the total phenolic
compounds, total flavonoid compounds, and the antioxidant activ-
ities of leaves and roots extracts, and the second one between the
antioxidant activity and the larvicidal activity of the leaves extracts.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

The leaves, roots, and seeds of castor were collected from five
different regions in Tunisia. For each population, the plant material
was collected from 10 identified plants. The sources are distributed
from the north to the center of the country and belonging to
different bioclimatic zones ranging from humid toarid. These popu-
lations are Nefza (N), Riadh Andalous [RA), Khanguet Hajej (KH),
Hammamet (H), and Aouled Amer (AA). All the castor plants were
identified at the National Institute for Research in Rural Engineering
Water and Forestry in Tunisia.

22 Animal material

The egg, larval, and adult stages ol C. pipiens L. were obtained
from the “Chotrana Lake” in Tunisia. They were identified by Dr.
Bejaoui Mustala in Faculty of Sciences of Bizerta. They were main-
tained at ambient rearing conditions in the National Institute for
Research in Rural Engineering Water and Forestry. For the bioas-
says, only larval stage 4 was used and all tests were conducted at
room temperature,

2.3. Chemicals

Folin-ciocalteu reagent was obtained from VWR international
(France). Gallic acid, catechin, sodium nitrite (NaNO3), and vanillin
were obtained from Sigma Aldrich chemistry (France). Sodium
carbonate (NaCOs), aluminum chloride (AICl3), and sodium
hydroxide (NaOH) from Across organics ( Belgium).

2.4, Preparation of extracts

Leaves and roots were chopped, dried, and powdered. Plant
extracts were prepared via the method used by Kim et al. (2002)
and more recently by N'Guessan et al. (2011) with some modifica-
tion. 10 g of fine powder were macerated in 100 ml of MeOH [ 80%).
After 24 h, the extract was filtered and the filtrate was concen-
trated under reduced pressure at 38 °C using a rotary evaporator.

The residue was dissolved in 100ml of MeOH ( 50%) than the mix-
ture was centrifuged for 20 min and was kept at +4 °C. Seeds were
peeled, crushed then extracted with soxhlet methed. For that, 20g
and 100ml of n-hexane were used. After extraction, the solution
was filtered and flowed by solvent removal in a rotary evaporator.
The oil was kept at +4 =C for further analyses.

For the larvicidal evaluation, leaves were chopped, dried, and
powdered. Seeds were peeled and crushed using a mortar until
having a kind of paste. Then, 10g of plant material was diluted in
100 ml of distillated water previously heated to boiling. The aque-
ous solution was placed under magnetic stirring for 30 min. Finally,
the mixture was filtered using Whatman paper (3MM). The recov
ered filtrate represents an initial stock solution with 100g per liter
or a concentration equal to 10%.

2.4.1. Estimated quantity of dry residue

In order to give more significations to the quantities of plant
material soluble in aqueous extracts, they were concentrated by
evaporation in an oven heated to 40°C for 48 h until obtained a dry
residue which quantity is expressed in mg. This helps to express
the lethal concentrations of soluble dry residues in water in mgj/l.

2.5, Determination of total phenolics

Total phenolic compounds (TPC) were measured by the method
used by Waterhouse [ 1999) with some modification. Briefly, 40 pl
of samples were added to test tubes containing 3.16 ml of distilled
water followed by addition of 200 wl of Folin-ciocalteureagent (1 N)
and 600 wl of sodium carbonate (NazC0sy, 20%). Samples and blank
were thoroughly mixed. After 40min of incubation at room tem-
perature, the absorbance was read at ¥25nm. For the calibration
curve, dilute solutions of gallic acid were used and total phenolics
were expressed in terms of equivalent amounts of gallic acid per
gram of dry matter (GAE/g DM ). Spectrophotometer analyses were
cartied out with UV-visible spectrophotometer Cary 50 Scan,

2.6. Determination of total flavonoids

Total flavenoid compounds (TFC) were dosed by a colorimetric
assay described by Zhishen et al. (1999) and more recently used
by Chen and Chen (2011) with slightly modification. Then, 250 p.l
of sample was added to a volumetric flask containing 1 ml of dis-
tilled water. At time Omin, 75 pl of sodium nitrite (NaNO3, 5%)
was added to the flask. After Smin, 75 pl of aluminum chloride
[AICly, 10%) was added. After 6 min, 500 pl of sodium hydroxide
[NaOH, 1 N)was added to the mixture. At this time the mixture was
diluted with 2.5ml of distilled water. The absorbance was directly
read at 510 nm. For calibration curve, dilute solutions of catechin
were used and total flavonoids were expressed as mg of catechin
equivalent per gram of dry matter (CEfg DM).

2.7. Evaluation of condensed tannins

The condensed tannins (CT) were evaluated with vanillin
method developed by Scalbert (1992) then Sun et al. (1998) and
more recently by Schofield et al. (2001} with slightly modifica
tion using a UV-visible spectrophotometer. In brief, 5g of each
sample was lixiviated in n-hexane and the residue was dried at
room temperature, Then, 0.5g of dry residue was added to 15ml
of MeOH-HCI (1%). The tube was vortexed, placed in water bath at
35°C for 20 min, centrifuged at 1532 » g and finally filtered. 1 ml of
filtrate was mixed with 3 ml of vanillin solution (formed by 4g of
vanillin and MeOH-HCI 8%). Samples and blanks were prepared in
the same way. All tubes were incubated at 35°C for 20 min. After
this second incubation the absorbance was read at 500 nm. For the
calibration curve, different concentrations of catechin were used
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isolated from leaves such as kaempferol-3-0-beta-D-rutinoside
and kaemplerol-3-0-beta-D-xylopyranoide (Khalagy et al., 1979;
Kang et al, 1985). Tannins and two alkaloids have been also
extracted from castor leaves. These alkaloids are ricinine and N-
demethylricinine (Kang et al., 1985; Khogali et al., 1992), Other
study showed that the indol-3-acetic acid has been isolated from
roots (Hall and Medlow, 1975),

In this paper, five Tunisian populations of castor, were stud-
ied. Infact, the missing data about phytochemical composition and
biological activities of the Tunisian castor bean plant encouraged
us to carry out this research. So, we have reported the identifi-
cation and the quantification of total phenolic compounds, total
flavonoid compounds, and condensed tannins from leaves and
roots methanolic extracts. We have analyzed the oils composition
using the Fatty Acid Methyl Ester method. Moreover, measure-
ments of the antioxidant activity using the DPPH radical scavenging
assays were determined [or the oils and the methanolic extracts of
leaves and roots. Besides, the larvicidal activity against the larvae
of Culex pipiens L. was been evaluated for the agueous extracts of
leaves and seeds. For the first time, our study reveals two positive
correlation relationships: the first one between the total phenolic
compounds, total flavonoid compounds, and the antioxidant activ-
ities of leaves and roots extracts, and the second one between the
antioxidant activity and the larvicidal activity of the leaves extracts.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

The leaves, roots, and seeds of castor were collected from five
different regions in Tunisia. For each population, the plant material
was collected from 10 identified plants. The sources are distributed
from the north to the center of the country and belonging to
different bioclimatic zones ranging from humid to arid. These popu-
lations are Nefza (N}, Riadh Andalous (RA), Khanguet Hajej (KH),
Hammarmnet [H), and Aouled Amer (AA). All the castor plants were
identified at the National Institute for Research in Rural Engineering
Water and Forestry in Tunisia.

2.2, Animal material

The egg, larval, and adult stages ol C. pipiens L. were obtained
from the “Chotrana Lake” in Tunisia. They were identified by Dr.
Bejaoui Mustala in Faculty of Sciences of Bizerta. They were main-
tained at ambient rearing conditions in the Nafional Institute for
Research in Rural Engineering Water and Forestry. For the bioas-
says, only larval stage 4 was used and all tests were conducted at
room temperature,

2.3, Chemicals

Folin-ciocalteu reagent was obtained from VWR international
(France). Gallic acid, catechin, sodium nitrite (NaNO3 ), and vanillin
were obtained from Sigma Aldrich chemistry (France). Sodium
carbonate (NazCOz), aluminum chloride (AICl;), and sodium
hydroxide (NaOH) from Across organics ( Belgium).

2.4, Preparation of extracts

Leaves and roots were chopped, dried, and powdered. Plant
extracts were prepared via the method used by Kim et al. (2002)
and more recently by N'Guessan et al. (2011) with some modifica-
tion. 10 g of fine powder were macerated in 100 ml of MeOH (80%),
After 24 h, the extract was filtered and the filtrate was concen-
trated under reduced pressure at 38 °C using a rotary evaporator.

The residue was dissolved in 100ml of MeOH ( 50% ) than the mix-
ture was centrifuged for 20min and was kept at +4 “C, Seeds were
peeled, crushed then extracted with soxhlet methed. For that, 20g
and 100ml of n-hexane were used. After extraction, the solution
was filtered and flowed by solvent removal in a rotary evaporator.
The oil was kept at +4 °C for further analyses.

For the larvicidal evaluation, leaves were chopped, dried, and
powdered. Seeds were peeled and crushed using a mortar until
having a kind of paste. Then, 10g of plant material was diluted in
100 ml of distillated water previously heated to boiling. The aque-
ous solution was placed under magnetic stirring for 30 min. Finally,
the mixture was filtered using Whatman paper (3MM). The recov
ered filtrate represents an initial stock solution with 100g per liter
or a concentration equal to 10,

2.4.1. Estimated quantity of dry residue

In order to give more significations to the quantities of plant
material soluble in aqueous extracts, they were concentrated by
evaporation in an oven heated to 40°C for 48 h until obtained a dry
residue which quantity is expressed in mg. This helps to express
the lethal concentrations of soluble dry residues in water in mgjl.

2.5, Determination of total phenolics

Total phenolic compounds (TPC) were measured by the method
used by Waterhouse [ 1999} with some modification. Briefly, 40 pl
of samples were added to test tubes containing 3.16 ml of distilled
water followed by addition of 200 pl of Folin-ciocalteureagent (1 N}
and 600 Wl of sodium carbonate (NazCOs, 20%). Samples and blank
were thoroughly mixed. After 40 min of incubation at room tem-
perature, the absorbance was read at ¥25nm. For the calibration
curve, dilute solutions of gallic acid were used and total phenolics
were expressed in terms of equivalent amounts of gallic acid per
gram of dry matter ( GAEfg DM ). Spectrophotometer analyses were
carried out with UV-visible spectrophotometer Cary 50 Scan.

2.6. Determination of total flavenoids

Total flavonoid compounds (TFC) were dosed by a colorimetric
assay described by Zhishen et al. (1999) and more recently used
by Chen and Chen (2011) with slightly modification. Then, 250 pl
of sample was added to a volumetric flask containing 1ml of dis-
tilled water. Af time Omin, 75 pl of sodium nitrite (NaNO3, 5%)
was added to the fask. After 5min, 75 pl of aluminum chloride
[AICly, 10%) was added. After 6 min, 500 pl of sodium hydroxide
[NaOH, 1 N)was added to the mixture. At this time the mixture was
diluted with 2.5ml of distilled water. The absorbance was directly
read at 510 nm. For calibration curve, dilute solutions of catechin
were used and total flavonoids were expressed as mg of catechin
equivalent per gram of dry matter (CEfg DM).

2.7. Evaluation of condensed fannins

The condensed tannins (CT) were evaluated with vanillin
method developed by Scalbert (1992) then Sun et al. (1998) and
more recently by Schofield et al. (2001) with slightly modifica
tion using a UV-visible spectrophotometer. In brief, 5g of each
sample was lixiviated in n-hexane and the residue was dried at
room temperature. Then, 0.5g of dry residue was added to 15ml
of MeOH-HCI (1%). The tube was vortexed, placed in water bath at
35°C for 20 min, centrifuged at 1532 « g and finally filtered. 1 ml of
filtrate was mixed with 3 ml of vanillin solution (formed by 4g of
vanillin and MeOH-HCI 8%). Samples and blanks were prepared in
the same way. All tubes were incubated at 35°C for 20 min. After
this second incubation the absorbance was read at 500 nm. For the
calibration curve, different concentrations of catechin were used
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and results were expressed as mg of catechin equivalent per gram
of dry matter (CE/g DM).

2.8 RP-HPLC analysis

RP-HPLC analysis was performed according the method
described by Muanda et al. (2009) with some modifications using
aWaters 600E coupled to a Waters 486 tunable absorbance detec
tor equipped with a 20pl sample loop injector. 2g of dried
plant material of castor were extracted with 40ml of methanol
(50%). Extracted samples were filtered using 045 wm PTFE fil-
ters. A gradient of three mobile phases was used, solvent A:
50mM of ammonium phosphate (NHyH;PO4) pH=26 (adjusted
with orthophosphoric acid H3 POy ); solvent B: acetonitrilefsolvent
A (80:20) and solvent C: 200mM orthophosphoric acid Hz POy
pH=1.7. The gradient profile was changed as follows: 100% of A at
0min, 95% of A and 5% of B at 4 min, 92% of A and 8% of B at 10 min,
Q0% of A and 10% of B at 15min, 14% of B and 86% of C at 25min,
20% of B and 80% of C at 45 min and 30% of B and 70% of C at 50 min.
The column (reverse phase RP-C18, 150 mm » 4.6 mm, 5 pun) was
equilibrated for 15 min before injection. The flow rate was 1 mljmin
and phenolic compounds were detected at 280 nm and at 320 nm.
Phenolic standards used in this study were gallic acid, protocatechic
acid, catechin, gentisic acid, chlorogenic acid, vanillic acid, caffeic
acid, epicatechin, p-coumaric acid, rutin, vitexin, and naringin.

2.9 GC-MS analysis

The fatty acid methyl esters (FAME) were prepared according
to the modified method described by PORIM (1995), 0.05g of oil
was dissolved in 1.8 ml of petroleum ether. Then 0.2 ml of sodium
methylate was added and vortexed. Then the two layers were sepa-
rated and 1 pul of the upper layer containing the FAME was injected
ona 30mecapillary column (0.25 mmi.d « 0.25 pm film), of a Perkin
Elmer-MS Clarus 500 GC-MS. The temperature was programmed
to start at 150°C for 2min and increased to 300°C after 30 min,
the carrier gas was helium and the temperatures of injector and
detector were held at 250+C.

2.10. Evaluation of antioxidant capacity

The antioxidant capacity was evaluated using the DPPH radical
scavenging assay. The method developed by Brand er al. [ 1995 jwith
some modification was used. Briefly, 200 WM DPPH radical was dis
solved in methanol. The mixture was kept away from light. Then,
in a rest tube, 2.90ml of the DPPH solution was added to 100wl of
the plant extract. The solution was mixed then incubated in dark at
37 °C for exactly 20 min. After incubation, the absorbance was read
at 517 nm. For the control, a solution constituted by 2,90 ml of DPPH
solution and 100 ! of MeOH was used, Decrease in absorbance
resulted by the addition of the test solution was measured. Then,
the inhibition percentage was calculated by the following equation:

(Acontrlo 517 nm — Asample 517 nm) 1
X

FInhibition = TAcontrlo 517nm)

00

From a plot of concentrations and inhibition percentages, ICsg
values (1Csq is the concentration of antioxidant required to reduce
the original amount of radical by 50% ) were determinate. The DPPH
radical scavenging activity can be also expressed as mg per gram
dry weight of vitamin C equivalent (VCE). The radical stock solution
was daily prepared. All these tests were replicated three times.
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2.11. Evaluation of larvicidal activity

2.11.1. Toxicity tests

The larvicidal activity of agueous leaves and seeds extracts was
evaluated with the method used by Aouinty et al. (2006) with
slightly modification. From the initial extract of seeds or leaves
(stock solution 100 g/l or 10%) of castor and water of larvae sites,
concentrations of 1%, 2%, and 5% were prepared. The tests are per-
formed in 9cm petri dishes diameter, each containing 20ml of
solution and 10 mosquito larvae of C. pipiens of the same caliber
(L4 stage). The same number of larvae was placed in a witness petri
dish containing 20ml of larvae water breeding sites. The in vitro
bivassays were conducted three times: Three repetitions are per-
formed for each concentration as well as for the witness. The larvae
were considered dead if they were immobile and unable to reach
the water surface (Macedo et al., 1997). Mortality response was
noted after exposure of 1, 2, 4, 6, 12, and 24 h, and the mortality
percentage was reported from the average of three replicates.

2.11.2. Determination of lethal concentrations (LCsp)

The lethal concentration (LCsy) is defined as the concentration
that causes 50% of mortality in the population of larvae studied, for
a given time and for a single dose (Seveque, 2002), The estimates
of LCsp were obtained after 24 h, using the Trimmed Spearman-
Karber's method using the TSK program, ver. 1.5 (Hamilton et al.,
1977

2.12. Statistical analyses

All experiments were replicated at least three times. The sta-
tistical analysis was conducted using the SAS program and P<0.05
was considered to be significant.

3. Results and discussion
3.1. Determination of TPC and TFC

Total phenolic compounds (TPC) and favonoid compounds
(TFC) of five Tunisian populations of castor were quantified using
the UV-visible spectrophometric apparatus. Results reported in
Figs. 1 and 2 show that the distribution of TPC and TFC in castor
varied according to the plant parts.

The rtotal phenolic contents expressed as mg GAEfg of dry
matter of the leaves extracts was ranged from 623.7 mg (Ham-
marmet) to 174.25mg (Nefza). Phenolic concentrations of the
other populations were as follows: 533.45mg (Riadh Andalous),
493.6 mg (Khanguet Hajej), and 487.5mg (Aouled Amer). For the
roots extracts, analysis showed that TPC were 502.28 mg (Ham-
mamet), 232.01 mg (Riadh Andalous), 146.85mg ( Khanguet Hajej),
252.60 mg (Aouled Amer), and 218.66 mg (Nefza).
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Fig. 1. Toral phenolic compounds (TPC) of leaves and roots of five Tunisian popu-
lations of castor: Nefza (N), Riadh Andalous (RA), Khanguet Hajej (KH)., Hammamet
(H), and Aouled Amer (AA)
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TFC (mg CE/g DM)
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Fig. 2. Total flavonoid compounds (TFC) of leaves and roots of fives Tunisian popu-
lations of castor: Nefza (N), Riadh Andalous (RA), Khanguet Hajej (KH), Hammamet
(H), and Aouled Amer (AA).
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Fig. 3. Condensed tannin contents (CT) of leaves and roots of fives Tunisian popu-
lations of castor: Nefza (N), Riadh Andalous (RA), Khanguet Hajej (KH), Hammamet
(H), and Aouled Amer (AA).

As regards the total flavonoids contents of leaves, Hammamet
showed the highest concentration with 213 mg CE/g DM. This was
followed by Riadh Andalous (210.75 mg CE/g DM), Aouled Amer
(142.05 mg CE/g DM), Khanguet Hajej (115.85 mg CE/g DM), and
Nefza (99.6 mg CE/g DM).

For the roots, contents were ranged from 178.53 mg CE/g DM
(Hammamet) to 71.45 mg CEfg DM (Khanguet Hajej). Other con-
centrations were as follows: Riadh Andalous (100.48 mg CE/g DM),
Aouled Amer (108.75 mg CE/g DM), and Nefza (96.35 mg CE/g DM).

It is appear that the content of TPC and TFC were higher in
the leaves than in the roots for the tested populations except
Nefza population where TPC were more concentrated in the roots.
The statistical analysis showed that, for the leaves and the roots
extracts, the difference between populations is significant for all
studied compounds (P<0.0001).
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Fig. 4. Chromatogram profile of the used standards 280 nm. 1: gallic acid, 2: proto-
catechuic acid, 3: gentisic acid, 4: catechin, 5: chlorogenic acid, 6: vanillic acid, 7:
caffeic acid, 8: epicatechin, 9: p-coumaric acid, 10: rutin, 11: vitexin, 12: naringin.

3.2, Evaluation of condensed tannins

Fig. 3 presents the values of condensed tannins content in leaves
and roots of five Tunisian populations of castor. Then in leaves,
condensed tannins content ranged from 1.7 mgCE/g DM (Ham-
mamet) to 0.99 mgCE/g DM (Aouled Amer). Other values were:
1.69 mg CEfg DM (Nefza), 1.41 mg CEfg DM (Riadh Andalous), and
1.18 mg CE/g DM (Khanguet Hajej).

In roots, the results showed that the highest concentration of
condensed tannins was 1.34 mg CE/g DM for Hammamet followed
by Nefza (1.04 mg CE/g DM), Riadh Andalous (0.8 mg CE/g DM),
Khanguet Hajej (0.68 mg CE/g DM) then Aouled Amer with (0.62 mg
CE/g DM).

Results showed that the concentration of CT was more impor-
tant in the leaves than in the roots. For both, leaves and roots, the
statistical analysis showed that the difference between populations
is significant for this parameter (P<0.0001).

3.3. HPLC analysis

RP-HPLC results were collected in Tables 1 and 2, Phenolic com-
pounds were identified by matching their retention time to the
corresponding standard one. Figs. 4 and 5 show the chromatogram
profiles and the concentrations of the used standards in the solu-
tion at 280 nm and at 320 nm respectively. The quantification of the
compounds was determined by comparing its surface with that of
the corresponding standard having a known concentration.

Analysis of leaves extracts revealed that the gentisic acid is
the most important phenolic compound; levels are ranged from
400.25 pg/ml (Nefza) to 1102.4 ug/ml (Aouled Amer). The Aouled
Amer population showed high levels of catechin (466.1 pg/ml),

Table 1
Phenolic compounds identified in the castor leaves of five Tunisian populations and their concentrations.
RT (min) Compound name Leaves
AA H KH RA N
pg/ml
1 6.6 0.2 Gallic acid 4.7 £ 0.2 385+ 04 553 £ 0.2 664 + 3 344 £ 02
2 1055 + 0.3 Protocatechuic acid 56.5 4+ 0.3 106 £ 0,08 327 + 0.1 18,7 + 0,07
.} 14.05 £ 05 Gentisic acid 1102.4 + 0.1 10926 + 0.2 574.2 + 003 10016 + 0.07 400.2 + 0.1
4 184 £ 08 Catechin 466.1 + 0.05 833+ 0.2 5728 £ 0.1 235401 353 £ 0.07
5 19.8 + 0.7 Chlorogenic acid = 123 + 0.07 = 1033 + 0.1 =
3 20.6 + 095 Vanillic acid 417 + 0.1 155 + 0.1 = 229.1 £ 0.2 172.2 £ 0.14
7 214 £ 04 Caffeic acid 202 £ 02 922 + 067 19.4 £ 0.3
8 241+ 05 Epicatechin 1856 + 0.2 3301 753 0407 385.7 + 0.07 823 +0.19
] 29.5 £ 098 p-Coumaric acid = 135 £ 0.07 47 £ 01 - =
10 345 +£ 0.7 Rutin 4225+ 0.2 3295 + 0.1 3426 + 0.1 3804 + 0.2 72.8 £0.04
11 364 £ 02 Vitexin 1003 + 0.3 202+03 - 85.2 + (.1 -
12 43,4 £ 06 Naringin 24.7 + 0.1 192 £ 0.1 837 £ 02 13.1 £ 0.2 65,5 + 0.07

The difference between populations is significant for all the identified parameters (P<0.0001).
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Fig. 5. Chromatogram profile of the used standards 320nm. 1; gallic acid, 2: pro-
tocatechuic acid, 3: gentisic acid, 5: chlorogenic acid, 7: caffeic acid, 9: p-coumaric
acid, 10: rutin, 11: vitexin, 12: naringin,

rutin (4225 pg/ml), and vanillic acid (417 pg/ml). The Hammamet
population is the richest one in phenolic compounds; it contains
all the phenolic standards. The Khanguet Hajej population showed
high levels of catechin (572.8 pg/ml) and rutin (342.6 pg/ml).
Riadh Andalous population revealed high levels of epicatechin
(385.7 pg/ml) and rutin (380.4 pug/ml). Nefza population showed
a high level of vanillic acid (172.2 pg/ml).

Our results are in agreement with those reported in the liter-
ature that confirmed the isolation of phenolic compounds from
the castor leaves. These phenolic compounds are gallic acid,
quercetin, gentisic acid, rutin, epicatechin, and ellagic acid (Singh
and Chauhan, 2009; Ghosh et al,, 2013), Our study revealed that
there are other phenolic compounds such as catechin, vitexin,
naringin, and protocatechic acid which are not yet identified in the
recent literature,

The roots extracts analysis showed that leaves contain more
phenolic compounds. For Aouled Amer population, the vanillic acid
is the major compound identified (243.5 p.g/ml). Hammamet and
Riadh Andalous populations showed high level of gentisic acid with

717.1 pg/mland 264.2 pg/mlrespectively. For Khanguet Hajej pop-
ulation the most important compound is the rutin (165.4 p.g/ml)
whereas the catechin (281.8 p.g/ml) is the most important one iden-
tified from Nefza root extract.

3.4. GC-MS analysis

These results show three main groups of fatty acids: the
poly-unsaturated omega-6,9 such as the linoleic acid, the
mono-unsaturated omega-9 such as the ricinoleic, oleic, and 11-
eicosenoic acids and the saturated one such as the palmitic and
stearic acids.

Analyses revealed that the ricinoleic acid was the major
product in the oil compesition, since its corresponding methyl
ester presents the higher concentration (78.45-85.9%) followed
by linoleic and oleic methyl esters in lower concentrations
(5.75-7.95% and 4.5-6.5% respectively). Others methyl esters were
identified in very low concentration.

The oils compositions of the five populations of castar were
different for only one constituent which was the ricinoleic acid
(P=0.0348). For the other acids levels, the studied populations were
similar and no major differences appear between them.

Our results are in accord with others GC studies of castor oil
which report that the ricinoleic acid is the major constituent (Kang
et al., 1985). Our results are also in good agreement with the find-
ings of Da Silva et al. (2009) who reported that with the ricinoleic
acid there are others fatty acids identified in very low concentra-
tions such as linoleic, oleic, stearic, and palmitic acids. Comparing
to other studies, our one shows for the first time the presence of
11-eicosenoic acid (Table 3).

3.5. Antioxidant activity

The antioxidant activity of leaves extracts, root extracts, and
castor oil of the five populations of castor was tested by the

Table 2
Phenolic compounds identified in the castor roots of five Tunisian populations and their concentrations.
RT (min) Compound name Roots
AA H KH RA N
pg/ml
1 Gallic acid 143 £ 0,19 236 £ 0.1 21,1 + 0,09 16,08 + 0,02 446 + 0,2
2 Protocatechuic acid 85.8 £ 0.2 56+ 0.1 - 5.7 +0.07 -
3 Gentisic acid 193.4 £ 0.2 717.1 £ 0.2 70.8 £0.14 264.2 £ 03 60.4 £ 0.3
4 Catechin 546 + 04 1163 + 0.2 6.5 +0.2 = 281.8 £ 0.15
5 Chlorogenic acid 16.2 £ 0.3 - 1093 £ 0.8
6 Vanillic acid 2436 £ 0.1 37775 £ 1.2 394 £ 03 1894 £ 0.2
7 4 Caffeic acid = = = H =
8 241 =05 Epicatechin 187.4 + 0.07 397.6 £ 0.21 120,08 + 0.07 45,05 + 0.07
9 295 £ 098 p-Coumaric acid = 56+ 04 ~ = 5
10 345 + 07 Rutin 81.3 £ 0.2 958 + 0,12 165.4 + 0.04 222.1 + 007 50.2 + 0.17
11 364 + 0.2 Vitexin 1584 + 0.1 15.8 + 0.1 434 +0.1
12 434 = 06 Naringin - 914 + 0.1 - - -
The difference between populations is significant for all the identified parameters (P<0.0001).
Table 3
Fatty acids identified in castor oils of five Tunisian populations.
Rt (min) Compound name Percentage in oils
AA H KH RA N
1 7.6 Methyl palmitate 205 £ 04 1.55 £ 0.2 21+£02 1.75 £ 03 1.45 + 0.07
2 9.00 13-Hexyloxacyclotridec-10-en-2-one 214+£032 0.45 + 0.07 09+072 0.55 + 0.07 -
3 9.2 Methyl linoleate 79+16 6.05 + 0.4 795 + 0.7 7.05 + 0.7 5.75 + 0.07
4 9.3 Methyl oleate 6.5 + 1.4 5404 635+ 06 5.25 + 04 4.5 + 0.07
5 95 Methyl stearate 22 +04 1.85 £ 0.2 225+ 02 205402 1.75 + 0.07
6 11.00 11-eicosenoic acid methyl ester 0.75 + 0.07 05+0 07+0 06+0 0.55 + 0.07
7 114 Methyl ricinoleate 7845 £ 3.8 846 + 1.2 975 £ 21 82.715+£19 85.9 + 0.02
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Tabled 0
Antioxidant activity of castor oils of five Tunisian populations. g 0 R* =0.0394 Ri=08276 R? =0.9944
Test DPPH of castor oils 5]0 50
Population IC50 mg/ml E 40
sa 30 .
Hammamet 0.587 & 0.08 E - / L
Aouled Amer 0.788 & 0.02 - 7
Nefza 0.773 + 0.04 g0
Riadh Andalous (.984 & 0.08 a0+ T T :
Khanguet Hajej 074+ 012 0 100 200 300 i) 500 600 700
The difference between popularions s significant for [C50 (P< 0.0001 ). * TEC TFC A CT mg/ghM
Linear (TPC ) =seesee= Linear (TFC ) =c=r=e= Linear (CT }

means of DPPH radical scavenging assays. Results were reported in
Tables 4 and 5. The values expressed in the tables were mean +5SD
of three replicates. The [Csq is the concentration of antioxidant
required to reduce the original amount of radical by 50%.

This test confirmed the castor efficiency as antioxidant. This
efficiency was shown by low [Csg values. Results showed that the
difference between samples, come from different parts of the five
populations, is significant. Results showed that Hammamet pop-
ulation possessed the most powerful antioxidant activity when
compared to the others populations: IC5p =0.65 pg/ml for leaves
extract, 1Csp = 1.03 pgfml for roots extract and 1Csp =0.587 mg/ml
for the oil. The leaves extract of Nefza population and the roots
extract of the Khanguet Hajej population were the less effec-
tive against DPPH when compared to other leaves and roots
extracts, with ICsg values respectively 3.91 pg/ml and 5.78 pgfml.
The present study showed that the castor bean oil of Riadh Andalous
population was the less active one when compared to other tested
oils (ICsp =0.984).

Comparing to other studies reported in the literature, our results
demonstrate that, the methanolic leaves and roots extracts of the
Tunisian castor were more effective than the Indian one. In fact, for
the Tunisian roots extracts, the ICsy values were ranged between
1.03 and 5.78 pgfml, while the 1Csq value of the Indian roots extract
reported by llavarasan et al. (2005) was 12 pg/ml.

Another study conducted by Singh and Chauhan (2009) showed
that the ICsq value of the Indianleaves extract was4.66 pg/ml. Com-
paring to our results, all the Tunisian leaves extracts were more
effective then the Indian one: [Csp values were ranged between
0,65 and 3.91 pg/ml.

Our results are in agreement with those reported by Singh and
Chauhan [2009) that showed the methanol extract as the most
active one against DPPH (ICsp were ranged between 0.65 and
3.91 pgfml). Therefore, the antioxidant activity of different solvent
extracts of castor dry leaves showed that the [Csg values for the ace-
tone leaves extract and the water leaves extract were respectively
6.04 pg/ml and 5.85 pgfml (Singh and Chauhan, 2009).

Fig. 6. Relationship between total phenalic compounds (TPC), total flavonoid com-
pounds (TFC), and condensed tannins (CT) and the antioxidant activity of leaves
exiTacts,

50 4
= 50 4R =06598 3 o 03 GHEA
é A R4 =0.9884 /’w —0.9959
gl
g a0
] }
Ewid
.
0 T T -
2] 100 200 300 <00 00 600
®» TIC TEC A CT mg/gDM
Linear (TPC ) Litesr (TPC) =+=-=-= Linear (CT' )

Fig. 7. Relationship between total phenolic compounds {TPC), total flavonoid com-
pounds {TFC), and condensed tannins (CT) and the antioxidant activity of roots
extracts.

For the first time, our study shows that a good correlation
exists between phenolic compounds, flavonoid compounds and
antioxidant activity expressed by the VCE mgfg DM for leaves
extracts (R2=0.994 and R2=0.927 respectively). A similar rela
tionship was observed for roots extracts (R? =0.995 and R =0988
respectively). In contrast, no relationship between the condensed
tannins content and the antioxidant activity for both leaves and
roots extracts (R?=0.039 and R2=0.659 respectively) have been
found (Figs. 6 and 7).

3.6. Larvicidal activity

The in vitro bioassays revealed that the larvicidal efficiency of
the used extracts increased as the concentration and the exposure
time increased. Results were collected and presented in Table 6,
Figs. 8 and 9,

Among the extracts tested, aqueous seed extracts showed low
mortality [rom 1h exposure. That mortality increased with time
till having 100% of larvae mortality at a concentration of 10% for
all populations after 24 h of exposure. For other concentrations,

Table 5
Antioxidant activity of five Tunisian populations of. castor. Table 6
Test DPPH Larvicidal activity of different extracts of castor against Culex pipiens larvae.
Population Parts VCE mg/zDM IC50 pgfml Population Part LC 50 (mg/l) B5% Lower G5% Upper
Hammarmet Leaves 59.25  1.06 0.65 £ 0.028 conbdence  oonfidence
Roots 481 £ 1.27 1.03 £ 002 Al Leaves 2133 £ 201 1006 H203
Aouled Amer Leaves 2476 =+ 079 242 + 0.02 Seeds 7040 410 810
Roots 16.25 = 0.35 2.49 £ 0.02 RA Leaves 1410 2 0 BE0 3020
Riadh Andalous Leaves 3385 £ 042 2.34 £ 0015 Seeds 1225 4 49 730 1810
Roots 12 4 035 263 + 004 H Leaves 1300 + 141 720 2415
Nefza Leaves 562 = 0.88 301+ 004 Seeds 2140 + 35 853 6783
Roots 1157 &£ .24 32+ 0014 N Leaves 3030 4 42.4 850 8180
Khanguet Hajej Leaves 2575 £ 1.06 2.39 £ 0.014 Seeds 603 £ 23 383 956
Roots 435 + 0.35 5,78 + 0.05 KH Leaves 2020 4 28.2 550 G440}
Seeds 1260 £ 0 140 2130

The diff: ot populat

VCE (P<0.0001),

is significant for the tested parameters 1Cs; and

The difference hetween populations is significant for the LCsg (P<0.0001)
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Fig. 8. Evolution of Cutlex pipiens L. mortality over time after exposure to seed extracts from five Tunisian populations of castor: Nefza (N). Riadh Andalous (RA). Khanguet

Hajej (KH), Hammamet (H), and Aouled Amer (AA)

larvae mortalities were varied between populations. At 1% concen-
tration, the mortality of C. pipiens L larvae was going from 46.66%
(Hammamet) to 90% (Aouled Amer). For the second concentra-
tion (2%), mortality was ranged between 46.66% (Hammamet) and
100% (Aouled Amer). Other mortality values were as follow: 70%
(Khanguet Hajej), 83.33% (Riadh Andalous), and 86.66% (Nefza).
At the concentration of 5%, mortalities were as follow: 60% [ Ham-
mamet), 83.33% { Riadh Andalous), 90% for both Nefza and Khanguet
Hajej and 100% { Aouled Amer).

The leaves extracts of castor screened for larvicidal activity
were found less effective as compared to seeds extracts. Then,

100% Mortality after 4h
Z
E 10% BRA
= BAA
40% BH
ON
10% 4 l | DKH
1% 2% 5% 10%
20%
Comcentration
100% - Mortalitty after 1Zh
=
g'm% RA
= 5]
BAA
40% mH
ON
g DKH
1% 2% 5% 10%
20% Concentration

the first dead individuals were observed after 4h of exposure
only in Aouled Amar, Riadh Andalous, and Hammamet popula
tions. Alter 24h of exposure, 100% of mortality was obtained
at a concentration of 10% in three populations from five tested
(Aouled Amer, Hammamet, and Riadh Andalous). Other popula-
tions showed a mortality value of 70% for Nefza and 80% for
Khanguet Hajej.

The sensitivity of C pipiens L. larvae to leaves and seeds extracts
of castor is demonstrated by Table 6 showing the LCsp (Lethal
concentration) values obtained after treatment for 24 h. The [Csg
confirmed that seeds extracts are more effective than leaves

100% Mortality after 6
E.
£ 0%
= BRA
BAA
406 mH
ON
109 oKH
1% 2% 5% 10%
20
Crmecentration
100% - Mortality after 24h
BRA
HAA
BH
ON
OKH
1% 2% % 10%%
=20 -
Concentration

Fig. 8, Evolution of Culex pipiens L mortality over time after exposure to leaves extracts from five Tunisian populations of castor: Nefza (N), Riadh Andalous (RA), Khanguet

Hajej (KH), Hammamet (H), and Aouled Amer (AA).
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populations (ICsq =0.65 wg/ml for leaves extract, 1.03 pgfml for
roots extract and 0,587 mg/ml for oil). The toxicological studies of
leaves and roots exiracts, come from different populations, showed
that the difference between them is significant. The toxicological
studies showed that the leaves extract of Hammamet population
was the most toxic with a LCsp (1300 mg/l) while the leaves extract
of Nefza population was the less toxic one (LCsp=3030mg/l). As
for the seeds extract, Aouled Amer population was the most effec-
tive against C. pipiens L. larvae and sowed the lowest LCsp value
[ 570mg/l1). These results support the view that castor could be
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Fig. 10. Relationship between the larvicidal activities (LA) of aqueous leaves extracts
and the antioxidant activities of (50% ) methanolic leaves extracts of castor.

extracts for most populations. This powerful activity is shown by
lowest LCsp.

Analyses showed that the seeds extract of Aouled Amer popula-
tion is the most effective against C. pipiens L larvae and showed the
lowest LCsg value (570 mg/l). However, the seeds extract of Ham
mamet population showed the lowest toxicity against larvae. This
low toxicity is confirmed by the highest LCsp value (2140 mg/fl).
This toxicological study revealed that the leaves extract of Ham-
mamet population was the most toxic with a LCsg (1300mg/l)
while the leaves extract of Nefza population was the less toxic one
(LCs50=3030mg/l).

These results are in agreement with other studies such as the
one carried out by Aouinty et al. (2006). This study showed that the
aqueous leaves extracts of some plants are toxic and can therefore
be used as a larvicide. Among the plants tested castor showed a
low LCsq (800 mg/l). Other aqueous extracts of leaves were tested
against some mosquito species: C. pipiens, Aede scaspius, Culiseta
longiareolata and Anopheles maculipermis showed the following
[Csg: 530 mgfl, 3130 mg/l, 3770mg{l and 3750 mgfl respectively
for species Tetraclinis articulata, Nerium oleander, Ammi visnag and
Tudaviscosa.

In addition, a study elaborated by Alaoui (2002), tested the
toxicity of aqueous extracts from leaves of Mentha pulegium on
Culicidae larvae showed a LCsg value of 750 mg/l. Comparing this
value to those founded in our study we can conclude that two
seed extracts from the five populations tested were more effec-
tive than M. pulegiun. These populations were those of Aouled
Amer (570 mg/l) and Nefza (603 mg/fl). Other toxicological studies
of five species of Fuphorbiaceae plants (same family of Ricinus com-
s L), i.e. Jafropha curcas, Pedilanthus tithymaleides, Phyllanthus
amarus, Euphorbia hirta, and Euphorbia tintcalli, were tested against
C. guinquefasciatus. Petroleum ether extracts showed highest larvi-
cidal effects, with LCsp values of 11.34, 76,61, 113.40, 424,94, and
5.52mg/l respectively (Rahuman et al., 2008). So these types of
extracts were more toxic than aqueous extracts of castor.

Our study shows for the first time, a linear relationship between
the antioxidant activity of methanolic leaves extracts and the lar-
vicidal activity of aqueous leaves extracts of castor. Then, Fig. 10
reports a good correlation between VCE (mg/g DM) and lethal con-
centrations 50 (LCsg) with correlation coefficient (R? =0.818).

4, Conclusions

The present phytochemical study of five Tunisian populations
of Ricinus communis L. revealed that the content of TPC, TFC, and
CT were higher in the leaves than in the roots. Main pheno-
lic compounds identified were gentisic acid, catechin, rutin, and
vanillic acid. With regard to the antioxidant efficiency, results
showed that the difference between samples, come from different
populations, is significant. With regard to the antioxidant effi-
ciency, results showed that Hammamet population possessed the
most powerful antioxidant activity when compared to the other

used as a source of natural antioxidant and larvicidal allowing to
promote the exploitation of castor in another field that cosmetic
one.
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Phytochemical analysis of phenolic compounds, anti@ant and anti-acetylcholinesterase activities of
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Abstract

This study was conducted to evaluate, the phytod@momposition of leaves and roots of eight pafiahs of
Jatropha curcasLevels of total phenolic contents, total flavashsiand condensed

tannins of methanolic extracts were determined Mrsigectrophotometer. Some phenolic compounds were
identified and quantified by RP-HPLC (reverse ph&delC). Epicatechin, naringin, rutin, vitexin, ampd
coumaric acid were detected. GC-MS analysis reuehiat the jatropha oils contained mainly the ptdteic,
palmitic, stearic, oleic, and linoleic acids. Thetiaxidant properties of leaves, roots, and oilgatrfopha showed
that the best results were obtained for the leaxéisicts of Suriname (P8) (&= 8.4 pg/ml by DDPH test and
IC50 = 0.55mg/ml by ABTS test).

Besides, the anti-acetylcholinesterase activitieaties and roots extractsbfcurcaswas investigated revealing
that these extracts were effective against theylmbetlinesterase enzyme (AChE). Compared to thangaimine
(ICs0 = 0.55+0.02 pg/ml), the most promising extractsembe leaves extracts of Mato Grosso Brazil (FGjy(
= 0.54 pg/ml), Vale do Jequitinhonha Brazil (PTsgl= 0.47 pug/ml), and Suriname (P8) £4& 0.57 pg/ml).
These results indicate that these extracts couldsbd as natural antioxidant source and in thénteyat of the
Alzheimer disease too, since they may contribuiedcease acetylcholine in cholinergic neurons.

Keywords:Jatropha curcasanti-acetylcholenesterase; Alzheimer diseasépxdant activity; RP-HPLC; GC-
MS; phenolic compounds.

1. Introduction

Recently, there is a great interest in the studgpadfiral antioxidants because they are able toeptediseases
caused by free radicals (Noguchi and Niki, 2000anyliplants contain a wide variety of free radica\v&ngers
such as phenolic compounds, nitrogen compoundamiits, and terpenoids (Zheng and wang, 2001). Many
researches showed that the phenolic compoundsgsossmny biological effects which are mainly atttéslito
their antioxidant activity, inhibition peroxidatipand chelating transition metals (Bahman et &Q7). Other
researches confirmed that once the homeostasisbrtthe defense systems and the reactive oxygeiespe
production is disrupted, the oxidative stress pr@mmianany diseases such as cancer, diabetes, Gadlidar
disorders, and Alzheimer disease (Valko et al.,7200gkaninan et al., 2003). The Alzheimer dise@s®) is
frequent in aged population, as a result of malioning of biochemical pathways (Heinrich and Thedb04).

In fact, the AD is the result of massive or progres loss of neurons from different region of thaib it still
controversial but some studies suggest that dietapplement with antioxidants may help in solvihg mild
cognitive impairment due to the AD (Khlifi et a2013).
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The drugs approved for the AD therapy act by caacting acetylcholine deficit enhancing its levekie brain
(Heinrich and Theoh, 2004). In this respect, ussekective inhibitor for acetylcholinesterase hatsaated
particular attention for treatment of the AD (Kimha., 2002). Most of the used AChE inhibitors atkaloids
such as the physostigmine, the tacrine, the doflemer the galantamine. These inhibitors show many
undesirable side effects such as nausea, vomdirginess, anorexia, diarrhea and hepatotoxicityafp et al.,
1994; Rogers et al., 1998; Mukherjee et al., 20@F)ch increases the interest to found AChE inhifsito
inducing fewer side effects.

Recently, several non-alkaloidal AChE inhibitorsséddeen recognized as anti-AD agents such as w@gsn
flavonoids and phenolic compounds (Houghton e2@06; Orhan et al., 2009). For this purpoBgu et al.
(2012) have isolated from the ethanolic extract8mfussonetia papyriferaoots three flavonols namely the
papyriflavonol, the broussoflavonol, and the 8-ditethylallyl)-5'-(3-methylbut-2-enyl)-3',4 , 5,7-
tetrahydroxy- flavonol, which showed a significamiibitory potency of AChE enzyme. Aderogba et(aD13)
have examined some phenolic compounds, extract fhenteaves o€roton penduliflorussuch as quercetin-3-
O-rhamnoside, kaempferol-3-O-rhamnoside, prototat@dehyde and the p-hydroxybenzoic acid. Theidystu
confirmed that these phenolic compounds are patdmibitors of AChE. Today, Xian et al. (2014) shaiv@
their last study that flavonoids extracted fromi@as Chinese ferns have significant anti-AChE aigtiv

The Jatropha curcad.. is a shrub or tree belonging to the fantdyphorbiaceagBailey, 1953). The center of
origin of J. curcasis in the northeastern part of South America avel dry areas of Mexico (Makkar et al.,
2009). Currently, it is cultivated in many tropicahd sub-tropical regions in Africa and Asia (Sclkand
Serralta-Peraza, 1997). The name jatropha is defieen Greek word “jatros” (doctor) and “trophe’ofd),
which implies its medicinal uses (Kumar and Sharg@)8). Hence, this species possesses variousghialo
activities such as wound-healing (Shetty et alQ8)0 anti-inflammatory (Mujumdar and Misar, 2004nti-
parasitic (Fagbenro-Beyioku et al., 1998), antiniital (Matsuse et al., 1998), anti-malaria (Asasal.e 2005),
anti-diabetic (Jaiswal, 2010), and treatment ofnbapot, congestion, headache, hypertension, eczanuh,
galactogogue (Nath and Choudhury, 2010; Jain aivd$ava, 2005).

Previously, many phytochemical analyses reported this plant is rich in secondary metabolites sash
phenolic, flavonoid, saponin, and alkaloid compauigihomas et al., 2008). Numerous studies havatesbl
some of the phenolic compounds from different paft$. curcassuch as orientin, vitexin, vicenin I, apigenin,
apigenin 70-p-D-galactoside, apigenin @-5-D-neohesperidoside (Abd-Alla et al., 2009), 3-loygr4-
methoxybenzaldehyde, 3-hydroxy-4-hydroxybenzoaig, aobiletin (Ling-yi et al., 1996), and coffeogehyde
(Yao et al., 2012).

Owing to the increase of the demand for plant @éetidrugs, and the lack of knowledge on the antantidnd
anti-AChE activities, we choose to study eight dapons ofJ. curcas Thus, we have reported here, the
identification and the quantification of phenolionegpounds of leaves and roots methanolic extraces.h&le
analyzed their oils composition. Moreover, we hdegermined the antioxidant activity using the DP&d the
ABTS radical scavenging assays, and the inhibigdfgcts of the tested extracts on the AChE enzysieguhe
Ellman test.

2. Material and methods

2.1. Plant material

The leaves, roots, and seedslafurcaswere collected from the region of Nabeul in Tuaidtight populations
were studied: Arusha Tanzania (P1), Mozambique, (P@)ana Brazil (P3), Norte de Minas Brazil (P4ptM
Grosso Brazil (P5), Regiao sudeste Brazil (P6)e\d Jequitinhonha Brazil (P7), and Suriname (P8).each

population 10 identified plants were selected far $tudy, all of them were identified at the Nagibmstitute
for Research in Rural Engineering Water and Foyestiunisia.
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2.3. Chemicals

Folin-ciocalteu reagent was obtained from VWR in&ional (France). Gallic acid, catechin, vanilliiscorbic

acid, 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2xao-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic (ABTS), 22

azdis-2-amidino-propane dihydrochloride (AAPH), potassiuphosphate (KHPQy), acetylcholinesterase
from Electrophorus electricugAChE), acetylthiocholine iodide (ATCI), 5;Bithiobis(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB), galantamine hydrobromide frobrycoris sp And tris (hydroxymethyl) aminomethane were olgdin
from Sigma Aldrich chemistry (France). Sodium carditie (NaCOs), aluminum chloride (AIG), sodium nitrite

(NaNG,), and sodium hydroxide (NaOH) from Across orgarii®sigium).

2.4. Preparation of extracts

Leaves and roots were chopped, dried, and powdPtadt extracts were prepared via the method ugd€ir
et al. (2002) with some modifications. 10 g of fip@wder were macerated in 100 ml of MeOH (80%)eA4
h, the extract was filtered and the filtrate wasicamtrated under reduced pressure at 38°C usirajaayr
evaporator. The residue was dissolved in 100 nieDH (50%) than the mixture was centrifuged forr2it
and was kept at +4°C. Seeds were peeled, cruskacettiracted with soxhlet method. For that, 20 d) H00 ml
of n-hexane were used. After extraction, the sofutivas filtered and flowed by solvent removal imogary
evaporator. The oil was kept at +4°C for furthealgges.

2.5. Determination of total phenolics

Total phenolic compounds (TPC) were measured bynie¢hod used by Waterhouse (1999) with some
modifications. Briefly, 40 pl of samples were addedest tubes containing 3.16 ml of distilled wéftdlowed

by addition of 200 pl of Folin-ciocalteu reagenNjland 600 pl of sodium carbonate (R8s, 20%). Samples
and blank were thoroughly mixed. After 40 min ofubation at room temperature, the absorbance veasate
725 nm. For the calibration curve, dilute solutiefigallic acid were used and total phenolics wegeressed in
terms of equivalent amounts of gallic acid per gmindry matter (GAE/g DM). Spectrophotometer ana$y/s
were carried out with UV-Visible spectrophotome@ary 50 Scan.

2.6. Determination of total flavonoids

Total flavonoid compounds (TFC) were dosed by amwletric assay described by Zhishen et al. (196€)
slightly modification. Then, 250 pl of sample waklad to a volumetric flask containing 1ml of distl water.
At time 0 min, 75 pl of sodium nitrite (NaNQD5%) was added to the flask. After 5 min, 75 pladfminum
chloride (AICk, 10%) was added. After 6 min, 500 pl of sodium royéde (NaOH, 1N) was added to the
mixture. At this time the mixture was diluted wizkb ml of distilled water. The absorbance was diyeead at
510 nm. For calibration curve, dilute solutionscafechin were used and total flavonoids were espaas mg
of catechin equivalent per gram of dry matter (CEM).

2.7. Evaluation of condensed tannins

The condensed tannins (CT) were evaluated withllimmnethod developed by Schofield et al. (2001}hwi
slightly modification using a UV-Visible spectropmeter. In brief, 5g of each sample was lixiviatedn-
hexane and the residue was dried at room temperatben, 0.5 g of dry residue was added to 15 nMe®H-
HCI (1%). The tube was vortexed, placed in wateh fad 35 °C for 20 min, centrifuged at 1532 x g &ndlly
filtered. 1 ml of filtrate was mixed with 3 ml ofmillin solution (formed by 4 g of vanillin and MéBHCI 8%).
Samples and blanks were prepared in the same whyub®s were incubated at 35°C for 20 min. Afteist
second incubation the absorbance was read at 500Fomthe calibration curve, different concentratioof
catechin were used and results were expressed a$ catechin equivalent per gram of dry matter CBEM).

2.8. RP- HPLC analysis
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RP- HPLC analysis was performed according the niettlescribed by Ghnimi et al. (2014) with some
modifications using a Waters 600E coupled to a V¢a486 tunable absorbance detector equipped wah jal
sample loop injector. 2 g of dried plant materilJocurcaswere extracted with 40 ml of methanol (50%).
Extracted samples were filtered using 0.45 um PfilkiEs. A gradient of three mobile phases was usetient

A: 50 mM of ammonium phosphate (MHLPO,) pH = 2.6 (adjusted with orthophosphoric acigPBy); solvent

B: acetonitrile /solvent A (80:20) and solvent @02mM orthophosphoric acidsHQ, pH = 1.7. The gradient
profile was changed as follows: 100% of A at 0 5% of A and 5% of B at 4 min, 92% of A and 8%Boét

10 min, 90% of A and 10% of B at 15 min, 14% of ®Bl&86% of C at 25 min, 16% of B and 84% of C atb
and 25% of B and 75% of C at 70 min. The columrvdree phase RP-C18, 150 x 4.6 mm, 5 pm) was
equilibrated for 15 min before injection. The flaate was 1 ml/min and phenolic compounds were thdeat
280 nm and at 320 nm. Phenolic standards usedsnsthdy were chlorogenic acid, epicatechin, p-cauen
acid, rutin, vitexin, naringin, and cinnamic acid.

2.9. GC-MS analysis

The fatty acid methyl esters (FAME) were preparedoeding to the modified method described by PORIM
(1995). 0.05 g of oil was dissolved in 1.8 ml ofrpeum ether. Then 0.2 ml of sodium methylate a@dded and
vortexed. Then the two layers were separated gricoithe upper layer containing the FAME was itgelcon a
30 m capillary column (0.25 mm i.d x 0.25um filrof,a Perkin ElImer-MS Clarus 500 GC-MS. The tempggat
was programmed to start at 150° C for 2 min andeeed to 300°C after 30 min, the carrier gas wefiarh and
the temperatures of injector and detector were &eR50°C.

2.10. Evaluation of antioxidant properties

Two tests have been used to evaluate the antiaxadgracity of different extracts df curcas the DPPH test
and the ABTS test.

2.10.1. DPPH test

The antioxidant capacity was evaluated using th@BPadical scavenging assay. The method develoged b
Brand et al. (1995) with some modification was udgrikefly, 200 uM DPPH radical was dissolved in heetol.
The mixture was kept away from light. Then, in st telbe, 2.90 ml of the DPPH solution was addetD® pl of

the plant extract. The solution was mixed then lxated in dark at 37°C for exactly 20 min. Afterubation,

the absorbance was read at 517 nm. For the coatsallution constituted by 2.90 ml of DPPH solutésrd 100

pl of MeOH was used. Decrease in absorbance rdsoytehe addition of the test solution was measuféen,

the inhibition percentage was calculated by thiw¥dhg equation:

s Inhibition < CLCONTOLS17mm — A sample 517nm)
o Innipition = (A control 517nm)

From a plot of concentrations and inhibition peteges, IG, values (IG, is the concentration of antioxidant
required to reduce the original amount of radical59%) were determinate. The DPPH radical scavengin
activity can be also expressed as mg per gram @ight of vitamin C equivalent (VCE). The radicabak
solution was daily prepared. All these tests wemdicated three times.

2.10.2. ABTS test

The method used in this test was developed by Maatdl. (2009) with slight modification. 1mM of A

and 2.5 mM of ABTS as diammonium salt were mixed luffer solution of potassium phosphate (100 M,
= 7) containing 150 mM of NaCl. After incubation &nwater bath at 68 °C for 20 min, the resultingTAB
solution was diluted with the methanol to get aeblugreen coloration having an absorbance of 0.0(M2 at
734 nm. Then, 2.94 ml of ABTS radical anion solatiwas mixed with 60 pl of different dilutions of da
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simple. Mixtures were incubated at 37 °C for 30 .ircontrol solution was prepared by 60 ul of metilaand
2.94 ml of ABTS radical anion solution. The deceea$absorbance was measured at 734 nm. A standare
was prepared using the vitamin C and results wrpeessed as mg of vitamin C equivalent per grandrgf
material (VCE). The radical stock was daily preplaaed all the tests were replicated three times.

2.11. Evaluation of the AChE inhibition

The anti-AChE activity was measured by the Ellmast tvhich is developed by Ferregtal (2006) and more
recently by Ouchemoukh et al. (2014) with some tications. 650 pl of Tris-buffer (50 mM, pH = 8)0 &l of
the plant extract with different concentrations @ngil of the enzyme solution containing 0.26 uriitimere
incubated during 15 min at 25 °C. The reaction stasted when 75 pl of acetylthiocholine iodide (ATC5
mM) and 250 pl of 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic @¢DTNB, 3 mM) were added. After 10 min, the réact
reached the equilibrium and the absorbance of tixture was measured at 405 nm. A control mixtures wa
prepared using methanol instead of the tested axarad was considered as 100% activity. Galantamiag
used as a positive control. Each experiment waeimeed three times.

Inhibition in % was calculated in the following way

(A sample 405 nm) y
(A control 405 nm)

% Inhibition = 100 — 100

Extract concentration providing 50 % of inhibitigtCsy) was obtained from a plot of concentrations adains
inhibition percentages.

2.12. Statistical analyses

All experiments were replicated at least three $imehe statistical analysis was conducted usingSA&
program andP < 0.05 was considered to be significant.

3. Results and discussion
3.1. Determination of TPC and TFC

Total phenolic compounds (TPC) and flavonoid conmutsu (TFC) of eight populations af.curcas were
quantified using the UV-Visible spectrophometriqpapatus. Results reported in Figs. 1 and 2 showttiea
distribution of TPC and TFC id.curcasvaried according to the plant parts.

The total phenolic contents expressed as mg GAEdgyomatter of the leaves extracts was ranged ftdm 05
mg (Regiao sudeste Brazil P6) to 254.3 mg (Surin®8p Phenolic concentrations of the other popureti
were as follows: 134.8 mg (Arusha Tanzania P1),84dg (Mozambique P2), 120.93 mg (Parana Brazi|] P3)
138.86 mg (Norte de Minas Brazil P4), 162.42 mg tMé&rosso Brazil P5), and 125.88 mg (Vale do
Jequitinhonha Brazil P7). For the roots extractglysis showed that TPC were 118.43 mg (P1), 1360@5
(P2), 119.48 mg (P3), 124.95 mg (P4), 123.73 mg, (PB4.23 mg (P6), 108.18 mg (P7), and 109.9 mg. (P8

As regards the total flavonoids contents of lea®& showed the highest concentration with 237.560R¢y
DM. This was followed by P5 (120.75 mg CE/g DM), @94.25 mg CE/g DM), P2 (104.16 mg CE/g DM) P1
(90.61 mg CE/g DM), P6 (85.3 mg CE/g DM), P7 (81n2¢ CE/g DM), and P3 (65.66 mg CE/g DM).

For the roots, contents were ranged from 51.33 reggMM (P7) to 65.45 mg CE/g DM (P5). Other
concentrations were as follows: P1 (56.48 mg CEg),0P2 (56.3 mg CE/g DM), P3 (59.68 mg CE/g DM), P4
(59.08 mg CE/g DM), P6 (56.6 mg CE/g DM), and P8.83 mg CE/g DM).
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These results clearly showétht the content of TPC and TFC were higher inl¢aees than in the roots for :
the tested populations.

The statistical analysis showed that, for the leaared the roots extracts, the difference betweg@ulptions is
significant for all studied congqunds. For the leaves extracP < 0.0001) for both TPC and TFC. For ro
extracts P =0.0205) andR =0.0003) for TPC and TFC respective
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Fig.1. Total Phenolic compounds (TPC) of leaves iaruds of eight populations J. curca: Arusha Tanzania
(P1), Mozambique (P2), Parana Brazil (P3), NorteMieas Brazil (P4), Mato Grosso Brazil (P5), Reg
sudeste Brazil (P6), Vale do Jequitinhonha Bra&l)( and Suriname (P
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Fig.2. Total flavonoid compounds (TFC) of leavesd anots of eight populatns ofJ. curca: Arusha Tanzania
(P1), Mozambique (P2), Parana Brazil (P3), NorteMiras Brazil (P4), Mato Grosso Brazil (P5), Reg
sudeste Brazil (P6), Vale do Jequitinhonha Bra&il)( and Suriname (P

3.2. Evaluation of condensed tanr

The values of condensed tannins content in leandg@ots of eight populations J.curca: were presented in
Figure 3. The condensed tannins content in theekeare ranged from 1.67 mg CE/g DM (Regiao sudastail
P6) to 3.09 mg CE/g DM (Suriname |. Other values were: 2.4 mg CE/g DM (Arusha Tared), 2.52 m
CE/g DM (Mozambique P2), 2 mg CE/g DM (Parana BrRaj), 2.4 mg CE/g DM (Norte de Minas Brazil P
2.57 mg CE/g DM (Mato Grosso Brazil P5), and 2.a8@k/g DM (Vale do Jequitinhonha Brl P7).
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In the extracts roots, the results showed thahtgbest concentration of condensed tannins was g CE/g
DM for P1 followed by P5 (0.42 mg CE/g DM), P4 @®.8g CE/g DM), P6 (0.35 mg CE/g DM), P7 (0.34
CE/g DM), P3 (0.33 mg CE/g DM), P2 32 mg CE/g DM), and finally 0.29 mg CE/g DM for

It's appeared that the concentration of CT was nimqgortant in the leaves than in the roots. Fohbmttracts
leaves and roots, the statistical analysis showatlthe difference between populatios significant for this
parameter® < 0.0001).

2.4 2,52

CT (mg CE/g DM)

| eaves M Roots

Fig.3. Condensed tannin contents (CT) of leavesrants of eight populations J. curca: Arusha Tanzania
(P1), Mozambique (P2), Parana Brazil (P3), NorteMiras Brazil (P4), Mato Grosso Brazil (P5), giao
sudeste Brazil (P6), Vale do Jequitinhonha Bra&l)( and Suriname (P

3.3. HPLC analysis

RPHPLC results were collected in tables 1 and 2. Bliercompounds were identified by matching tt
retention time to the corresponding standard ongs. 4 and 5 show the chromatogram profiles and
concentrations of the used standards in the solati®80 nm and at 320 nm respectively. The queatién of
the compounds was determined by comparing its seiffath that of the corresponding standhaving a known
concentration.

Analysis of leaves extracts revealed differencawaéen the contents of phenolic compounds. Arushrezdisa
population (P1) showed low levels of naringin (F§/ml), chlorogenic acid (23.75ug/ml), and rn
(12.23pg/ml). Tk Parana Brazil population (P3) showed high leeélepicatechin and naringin with 112.
pg/ml and 85.05 pug/ml respectively. The Norte deadi Brazil population (P4) revealed low levels wtrr
(38.3 pg/ml) and naringin (17.12 pug/ml). For botfo§so frazil (P5) and Suriname (P8) populations, the r
important compounds are the rutin and the epicatedthus, levels of rutin and epicatechin are retpely
310.12 pg/ml and 175.84 for P5 population and 24.@g/ml and 215.73 pg/ml for P8 populatiEpicatechin
is the major compound identified for the othersydations: Mozambique (P2), Regiao sudeste Bra#),(Bnd
Vale do Jequitinhonha Brazil (P7) their contentsrev®0.11 pg/ml, 213.13 pg/ml, and 210.04 ¢
respectively.

Concerning rutin, namgin, and vitexin our results are in agreemenhwiitose reported by Namuli et al. (20

and AbdAlla et al. (2009). Moreover, we report for thesfitime that the leaves extractsJ.curcascontain
chlorogenic acid, epicatechin,gpumaric acid, ancinnamic acid.
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Other compounds in leaves extractslaurcasplant were reported by other authors such ascgadiid, vanillic
acid, pyrogallol, apigenin, isovitexin, orientiricgnin Il, and ellagic acid (Namuli et al., 2011hd:Alla et al.,
2009; Manpong et al.,2009).

About the roots extracts, the analysis showed tiatP1 population showed low levels of chlorogesma
(22.95 pg/ml) and epicatechin (10.35 pg/ml). Fer @b population, naringin is the major compouncdhiified
(45.84 pg/ml). The P7 population, less richest asteywed very low levels of naringin (5.17 pg/ml)dan
chlorogenic acid (3.23 pg/ml). Analysis of the rémd&r populations revealed that epicatechin is riust
important compound identified with (107.64 pg/mi31.83 ug/ml), (3.1 pg/ml), (33.95 pg/ml), and L.
pa/ml) for P2, P3, P4, P6, and P8 population respsy.

Our results are in good agreement with the findiobdlamuli et al. (2011) who reported the preseotéhe
naringin in the roots extracts dfcurcas Our study showed for the first time that rootsr@sts contain in low
concentrations such as epicatechin, chlorogenid, eaid cinnamic acid. Others autors have reported t
presence of vanillic acid, gallic acid, ellagicdicand nobiletin (Namuli et al., 2011; EL Diwani at, 2009;
Ling-yi et al., 1996).

Table 1: Phenolic compounds identified in theurcasleaves of eight populations and their concentnatio

Leaves
RT (min) Compound name pg/ml
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

19.3+0.56  chlorogenic acid 23.75+0.91 - 23.17+0.67 - - 45.95+0.63 - -
22.2+0.6 Epicatechin - 90.11+1.1012.69+1.01 - 175.84+0.91213.13+0.04210.04+0.24215.73+1.03
27.04+0.85 p-coumaric acid - 21.94+0.93 - - - - 64.08+0.62 31.01+0.7
35.58+0.73 Rutin 12.23+0.5 38.94+1.2 - 38.3t1.15 310.12+0.48.12+0.74 75.65+0.42 210.64+1.02
36.95+0.42 Vitexin - - - - 32.1+0.56 16.48+0.59 - -
51.82+0.21 Naringin 33.57+0.8231.39+0.74 85.05+0.86 17.12+0.24 - - 83.461£0.27 25.19%+0.24
56.88+0.94 cinnamic acid 0.51+0.02 - - - 12.8+1.06 - 5.97+0.07 -

The difference between populations is significamtdil the identified compound® < 0.0001).

Table 2: Phenolic compounds identified in theurcasroots of eight populations and their concentration

RT (min) Compound name Roots
pg/mi
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
19.3+0.56  chlorogenic acid 12.95+0.14.62+0.04 - 0.67+0.03  8.01+0.26 - 3.23+0.16 -
22.2+0.6 Epicatechin 10.35£0.9107.64+0.5 31.83+1.18 3.1+0.24  26.33x1.4 33.95£0.77 - 31.72+0.8
27.04+0.85 p-coumaric acid - 1.214+0.13 - - 0.13+0.02 - - -
35.58+0.73 Rutin - 36.9+0.5 - - 2.38+0.48 - - -
36.95+0.42 Vitexin - - - - - 1.08+0.02 - -
51.82+0.21 Naringin - 26.8+0.84 2.9+0.84 0.88+0.02 45.84+0.58.46+0.07 5.17+0.14 6.97+0.1
56.88+0.94 cinnamic acid 0.88+0.05 4.67+0.3 - 0.08+0.007 - - 1.4+0.07 -

The difference between populations is significamtdil the identified compound® < 0.0001).
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Fig.4: Chromatogram profile of the used standards atri2f

1: chlorogenic acid, 2: epicatechin,p-coumaric acid, 4: rutin, 5: vitexin, 6: naringir : cinnamic acid
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Fig.5: Chromatogram profile of the used standards atri3g

1: chlorogenic acid, 2: epicatechin, --coumaric acid, 4: rutin, 5: vitexin, 6: naringif : cinnamic acid
3.4. GC-MS analysis

The GCMS analyses revealed that the jatropha oil contaaimly three fatty acids groupthe saturated group
such as the palmitic and the stearic acthe monounsaturated group such as the oleic and the paéncitacids
and the poly-unsatated one such as the linoleic ac

According to table 3J.curcasoils of the different populations had an averageteat of 78.5% to 81.7%
unsaturated fatty acids and 18.3% to 21.5% of atdrfatty acidsThe oleic and the linoleic acids were or

products in the oil composition. Their observedcpatages were (41.45-49.4% and 30.3%- 38.95%) for the
oleic and the linoleic acids respectively. The patnand the stearic acids concentrations were3%— 14.85%
and 5.55% — 6.95%) respectiyel The Palmitoleic acid was identified in very losncentration (0.6%9—

0.85%).

The oils compositions of the eight populationdJ.curcaswere different for only one constituent which whe
oleic acid (P = 0.0007). For the other acids levils studied populations were similar and no mdjfferences
appear between them.

Our results are in accord with others GC studieJ.curcasoil. Akbar et al., 2009 reported that 1J.curcasoil
can be classified as an oldineleic oil. Our results are also in good agreemeith the works of Gubitz et a
(1999), Martinez-errera et al. (2006), and Rodrigues et al. (20@3th reported thathe J.curcasoil contain
the stearic, the palmitic, and the palmitoleic adidlow concentrations. Moreover these authore lmagntionec
that the myristic, the arachidic, and the behacids are also present in theurcasoil.
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Table 3: Fatty acids identified ih curcasoils of eight populations

Percentage in oll

RT (min) Compound name

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

7.4 Methyl palmitoleate 0.7+0 0.75+0.2 0.8#0.1 @&B2 0.75+0.07 0.6%0 0.8+0 0.8+0

7.6 Methyl palmitate 12.3+0.1 14.35+2.74.85+2.4 14.5+1.6 13.3+0 12.45+0.2 13.2+0.1 14+1.2
9.2 Methyl linoleate 33.05+0.230.45+3.7 30.3+3.5 32.9+5.536.25+0.7 31.6+0.9 38.95+0.736.15+1.6
9.3 Methyl oleate 47.9+0 47.5+0 47.45+084.9+2.6 43.65+0.9 49.4+0.7 41.45%0.7 42.7+0.5
9.5 Methyl searate 6+0 6.95+0.9 6.65+0.7 6.85+06.1+0.1 6+0 5.55+0.2 6.35+0.9

The difference between populations is signifidantonly the methyl ester of oleic acid (P = 0.0p07
3.5. Antioxidant activities

The antioxidant activities of leaves and roots @&t of the eight populations dfcurcaswere evaluated by
DPPH and ABTS tests. The oils antioxidant capasis measured using the DPPH test only. Results were
reported in tables 4 and 5. The values expressttitables were mean + SD of three replicates.|Thgis the
concentration of antioxidant required to reducedhiginal amount of radical by 50%. So more theueabf the

ICsq is low, better is the antioxidant efficiency.

The collected results showed that compared to ther® leaves extracts, the leaves extract of than&ue
population (P8) exhibited the higher antioxidanpaity: 1G, values were 8.4pg/ml and 0.55 mg/ml for the
DPPH and the ABTS tests respectively. Comparetigmthers roots extracts, the Mozambique populd#a)
was the most efficient: g values were 27.3 pg/ml and 1.67 mg/ml for the DP&td the ABTS tests
respectively. For the oils, P2 exhibit the higheti@idant activity (IG= 1.53 mg/ml).

Comparing the antioxidant activities of the leaestracts, the Parana Brazil population (P3) ons tha less
effective against free radicals: d0values were 44.8 pg/ml and 0.96 mg/ml for the DRiPI the ABTS tests
respectively. The roots extract of the Vale doudéthonha Brazil population (P7) was the less affe
compared to the others roots extracts{H64.4 pg/ml; 1G, = 3.45 mg/ml). Concerning thlecurcasoils, the
Arusha Tanzania population (P1) was the less efficagainst free radicals @& 1.94 mg/ml).

The statistical analyses showed that the differémteeen the samples activities is significant.

Compared to the Oskoueian et al. (2011) works enMhlysianJ.curcasmethanolic roots extract (= 57.9
pa/ml), six of ourd.curcaspopulations P1, P2, P3, P4, P5, and P6 were nifaetiee then the Malysian one.
ICs5o values for the P1, P2, P3, P4, P5, and P6 popnkatwere 50.1, 27.3, 49, 30.8, 35.3, and 54 pg/ml
respectively.

In contrast, about the methanolic leaves extractistl by Oskoueian et al. (2011) (€ 6.8 pg/ml), our study
demonstrates that the IC50 value of the methatedices extract of the Suriname population (P8)dsecto the
Malaysian one (1= 8.4 ug/ml).

Under the same conditions, another study elabotate€l Diwani et al. (2009) showed that thed@alue of the
ethanolic roots extract of the Egyptidrturcaswas 0.521 mg/ml. Comparing to our results, it'pegr that all
the methanolic roots extracts of the eight poporetiwere more effective than the ethanolic one.
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The 1G, values of the eighi.curcasoils were ranged from 1.53 mg/ml to 1.94 mg/min(ared to the leaves
and the roots extracts, the oils were less effectiv

In addition, the works of Verma et al. (2012) repgbat the ethanolic, the aqueous, and the hydobalc seeds
extracts ofJ.curcashave a higher antioxidant capacities than the ¢ls ethanolic (16 = 46 pg/ml), the
aqueous (16 = 36.66 ug/ml), and the hydroalcoholic 4G 32.66 pg/ml ).

For the first time, our study shows a positive etations between the antioxidant activities of Eextracts
and the total phenolic compounds’ @R0.978), total flavonoid compounds*R 0.902) and condensed tannins
(R? = 0.883). For the roots extracts a positive catieh was observed only between the antioxidantiacand
the total phenolic compound&? = 0.905). In contrast, no relationship could béalelished between the
antioxidant activities and the total flavonoid casopds (R = 0.697) and the condensed tannin$ £R0.260)
(Figs.6 and 7).

Table 4: Antioxidant activity of. curcasoils of eight populations

DPPH Test

Population IC50 mg/mi
Arusha Tanzania (P1) 1.94+0.06
Mozambique (P2) 1.53+0.16
Parana Brazil (P3) 1.58+0.34
Norte de Minas Brazil (P4) 1.72+0.01
Mato Grosso Brazil (P5) 1.69+0.01
Regiao sudeste Brazil (P6) 1.64+0.08
Vale do Jequitinhonha Brazil (P7) 1.54+0.19
Suriname (P8) 1.83+0.1

The difference between populations is signifigéht 0.0333).

Table 5: Antioxidant activities of leaves and roexsracts ofl. curcas

DPPH Test ABTS Test
Population Part
IC50 pg/ml EVC pug/g DM IC50 mg/ml EVC pg/g DM
Arusha Tanzania (P1) Leaves 33,2t4,4 630,8+1,13 0,81+0,05 123+2,8
Roots  50,1+2,1 290+1,4 2,4+0,003 45,25+1,06
Mozambique (P2) Leaves 24423 762+1,4 0,73+0,02 184+1,4
Roots 27,3124 672,7+1,06 1,67+0,01 62,75+1,06
Parana Brazil (P3) Leaves 44,8437 353,4+1,27 0,96+0,02 91+2,8
Roots  49+0,7 342,6+0,84 2,2+0,2 48,75+0,35
Norte de Minas Brazil (P4) Leaves 26,6%4,3 682+1,06 0,77+0,01 150,5+0,7
Roots  30,8+1,2 648,45+0,77 1,8+0,1 55+1,4
Mato Grosso Brazil (P5) Leaves 22,6+3,8 990,4+1,97 0,740,01 189+1,4
Roots  35,3+2,1 446,740,98 1,89+0,03 52,5+0,7
Regiao sudeste Brazil (P6) Leaves 40,4+2,8 390,5+1,13 0,96+0,08 91,5+3,5
Roots 54424 110+1,4 2,9+0,07 44,1+0,14
Vale do Jequitinhonha Brazil (P7)I|;eaves 34,3+1,5 591,5+3,5 0,93+0,01 101+1,4
oots 64,416 90,75+1,06 3,45+0,2 39,75+1,06
Suriname (P8) Leaves 8,4+0,5 1234,542,12 0,55+0,03 193,5%2,12
Roots  60,7+0,2 92+0,7 3,340,2 40,75%0,35
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The difference between populations is significamtdifferent tested extract® < 0.0001 for all parameters).
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Fig.6. Relationship between total phenolic compau(PC), total flavonoid compounds (TFC), condensed

tannins (CT), and the antioxidant activity of les\extracts.
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Fig.7. Relationship between total phenolic compauiPC), total flavonoid compounds (TFC), condensed
tannins (CT), and the antioxidant activity of roeidracts.

3.6. Acetylcholinesterase inhibition

The methanolic leaves and roots extracts of eighufations ofl. curcasshowed an anti-AChE activity. Results
reported in table 6 revealed that all the testedaets are efficient against AChE. Indeed, the, Malues are
ranged between 0.47 pg/ml for the leaves extracvalé do Jequitinhonha Brazil population (P7) an@41
pag/ml for the leaves extract of Parana Brazil pafiah (P3). Our study sowed for the first time tha leaves
extract of Vale do Jequitinhonha Brazil (P7) {J& 0.47 pg/ml) exhibited a more effective activihan the
galantamine used as positive controlsgl€ 0.55 pug/ml). The leaves extracts of Mato GrdBsaxil (P5) (IG =
0.54 pg/ml) and Suriname (P8) (4G 0.57 pg/ml) populations had a similar activingn the galantamine one
which is the major alkaloid used in the AD treattsen

Under similar conditions, Feitosa et al. (2011)éavaluated the anti-AChE activity, they reportt thee 1G,
value of leaves extract df gossypifolias 0.05 mg/ml. Other works mention that Euphorbécspecies such as
Acalypha diversifolia Acalypha macrostachyaAlchornea grandiflora(Jaime et al., 2006)Pera glabrata
(Elaine et al., 2009), anthtropha gossypifoli§gBhunesh and Ajay, 2013) act as AChE inhibitorseSehstudies
support our result showing that thecurcasspecie is a potent inhibitor of the AChE enzymeor&bver, our
results are higher than the values found in therdture for the inhibition of the AChE enzyme wijilant

214



Annexe I1

extracts reported recently for the Lamiaceae, thendfiaceae (Adewusi et al.,, 2011), the Myrtacehe, t
Apiaceae and the Liliaceae species (Ouchemoukh 20384).

Table 6: Anti-AChE activity of eight populations &fcurcas

Population Part IC50 (ug/ml)
+
Arusha Tanzania (P1) Leaves 0,7720,01
Roots 0,740,007
. L 0,610,007
Mozambique (P2) eaves
Roots 0,65+0,02
+
Parana Brazil (P3) Leaves 1,64x0,05
Roots 0,88+0,007
. . L 0,75+0
Norte de Minas Brazil (P4) eaves
Roots 0,75+0,01
+
Mato Grosso Brazil (P5) Leaves 0,54x0,01
Roots 0,8+0,01
. . L 0,9340,02
Regiao sudeste Brazil (P6) eaves
Roots 1,2+0,02
+
Vale do Jequitinhonha Brazil (P7) Leaves 0,47£0,02
Roots 0,6+0,007
. L 0,57+0,007
Suriname (P8) eaves
Roots 0,9+0,007
Galantamine 0,55+0,02

The difference between populations is significamtdifferent extracts activitie® < 0.0001.
4. Conclusions

The present phytochemical study of eight populatiohJatropha curcad.. revealed that the content of TPC,
TFC, and CT were higher in the leaves extracts thahe roots extracts. Main phenolic compoundstified
were p-coumaric acid, epicatechin, rutin, vitexin, naimgchlorogenic acid, and cinnamic acid. With rebtr

the antioxidant efficiency, results showed thatdifeerence between samples, come from differemupations,

is significant. Our results showed that the leagxtsact of Surname population possessed the béskigiant
activity with 1G5 value 8.4 pg/ml. The study reports that all thetete extracts possessed excellent activities
against the AChE enzyme. For the first time, wenfbthat the leaves extract of Vale do JequitinhdBieil is
more effective than the galantamine used as refer@ifiso= 0.47 pug/ml).

These results support the view that jatropha coodd used as a source of natural antioxidant and
acetylcholinesterase inhibitor allowing to promthie exploitation of jatropha in another field th@benergetic
one.
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