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RÉSUMÉ : Les quantités en phénols totaux, en flavonoïdes et les activités antioxydantes des extraits de deux parties aériennes (tiges et fleurs) du Rhanterium adpressium ont été investiguées. La quantité des phénols totaux a été évaluée par le test de Singleton et Ross en utilisant l’acide gallique comme phénol standard. La quantité des flavonoïdes a été déterminée par la méthode de Lamaison et Carnat. L’activité antioxydante a été évaluée par le pouvoir de piéger le radical stable 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). Les résultats montrent que les teneurs en phénols totaux et en flavonoïdes des extraits dépendent de la nature du solvant d’extraction et que les quantités sont rangées de 0.09- 10.50 mg. EAG/gMS pour les phénols totaux et de 0.01- 4.94 mg ER/g MS pour les flavonoïdes. L’extrait chloroformique issu du système hydroacétonique  est le plus puissant antioxydant avec une valeur d’EC50 égale à 9.38x10-3 g/L. Une indépendance entre les quantités en phénols totaux et les activités antioxydantes des extraits a été distinguée.     MOTS-CLÉS : Rhanterium Adpressum, phénols totaux, activité antioxydante. 
ABSTRACTThe antioxidant activities, total phenolic, flavonoids contents of extracts from two different parts (stems and flowers) of Rhanterium adpressium were investigated. The antioxidant activities were evaluated using the scavenging of 2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH·). The total phenolic content (TPC) was evaluated according to the Singleton and  Ross assay in which gallic acid was used as standard. Flavonoids content were evaluated by using the Lamaison and Carnat method. The results show that the extraction yield depends on the nature of the solvents. The total phenolic compounds and flavonoids were in the range of de 0.09- 10.50 mg. EAG/gMS and 0.01- 4.94 mg. ER/gMS respectively. The Chloroform extract exhibit the highest antioxidant activity with EC50 value of  9.38x10-3 g/L.  The antioxidant activities were independent from the amounts of phenolic compounds. 
KEYWORDS: Rhanterium Adpressum, total phenols, flavonoids, antioxidant activity.

1. Introduction Les plantes médicinales sont à la fois un produit fini destiné à la consommation et une matière première pour l’obtention de substances actives. L'utilisation de ces plantes est encore aujourd'hui une des formes de médecine la plus répandue à travers le monde. Elles représentent la seule source de médicaments pour près de 90 % de la population de certains pays d’Afrique [1]. Le Rhanterium adpressum est un arbuste connu sous le nom de ‹Arfedj› [2], utilisé en médecine traditionnelle pour ses propriétés antidiurétiques et anti inflammatoire [3]. La présente étude est consacrée sur l'analyse qualitative du contenu en composés phénoliques des extraits de tiges et fleurs du Rhanterium Adpressum, et sur l’évaluation in vitro de l’activité antioxydante des extraits.   
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2. Matériel et méthodes 
2.1. Matériel végétal 
La plante de Rhanterium adpressum, a été récoltée en Mars 2010 dans la région de Zélfana (Wilaya de Ghardaïa à 640 Km au Sud de la capitale Alger). La partie aérienne de la plante a été divisée en deux parties à savoir : tiges et fleurs. Ces deux parties de la plantes ont été séchées à l’obscurité pendant deux semaines. 
2.2. Préparation des extraits 2.2.1. Macération Des quantités de 10g de fleurs broyées et de tiges finement découpées sont macérées dans 100 mL de deux systèmes de solvants : mélange hydro- alcoolique (Méthanol/eau) (80/20 : v/v) et un mélange hydro acétonique (acétone/eau) (70/30:v/v) pendant 48 h à température ambiante. Les extraits sont filtrés, et les solvants organiques (Méthanol et Acétone) sont évaporés sous pression réduite à 40 °C. La phase aqueuse de chaque extrait est récupérée dans un flacon.        2.2.2. Extraction liquide–liquide  Chaque phase aqueuse est lavée avec un même volume de quatre solvants à polarité croissante a savoir : Hexane, Chloroforme, Acétate d’éthyle et le n- Butanol. Les phases organiques sont séchées par quelques grammes de sulfate de sodium anhydre puis filtrées et évaporées sous pression réduite à une température de 40°C, chaque résidu obtenu est pesé puis solubilisé dans 5ml de méthanol qui sont conservés au frais à 4°C.  
3. Estimation quantitative des phénols totaux et des flavonoïdes totaux Les teneurs en phénols totaux des différents extraits ont été déterminées par la méthode de Singleton et Ross qui s'avère la plus sensible [4, 5]. Un volume de 0,1 mL de chaque extrait est mélangé à 0,5 mL du réactif de Folin-ciocalteu (diluée 10 fois avec de l’eau distillée) et  2 mL d’une solution aqueuse de 10 % (m/V) de carbonate de sodium. Après 30 minutes d’incubation à la température ambiante, l’absorbance est lue au spectrophotomètre à 760 nm. Une courbe d’étalonnage est obtenue dans les mêmes conditions que précédemment en utilisant une gamme de concentrations (0,05g/L- 0,3g/L) d’une solution aqueuse d’acide gallique. Les teneurs en phénols totaux des extraits des différentes parties de la plante sont déterminées graphiquement et exprimées en termes d’équivalent d’acide gallique (mg/g de matière sèche). La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adaptée par Lamaison et Carnat utilisant le tri chlorure d'aluminium [6]. Un volume de 1ml de chaque extrait est mélangé avec 1 ml d’une solution méthanolique de 2% de chlorure d’aluminium. Après incubation à l’obscurité pendant 20min, l’absorbance du mélange est mesuré à 409nm contre un blanc en employant un spectrophotomètre UV-Visible. Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant la rutine comme flavonoïde de référence. Une solution de 0.2g/l de la rutine préparée dans le méthanol est diluée pour obtenir des solutions de concentration de 0.1g/l à 0.06g/l.La teneur en flavonoïdes dans chaque extrait est calculée à partir de la courbe d’étalonnage et exprimée en milligrammes par gramme de la matière sèche équivalent en rutine. 
4. Evaluation de l’activité antioxydante par le test au DPPH La mesure de l’activité antioxydante des différents extraits a été effectuée par l’estimation du pouvoir de piéger le radical stable 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) par les extraits [8]. Un millilitre de chaque extrait dilué dans le méthanol est additionné à un volume de 1mL de DPPH (500 6M) préparé également dans le méthanol. Après homogénéisation, le mélange est incubé 30 minutes à la température ambiante et à l’abri de la lumière. L’absorbance est lue à 517 nm contre un blanc. Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé selon l’équation suivante : 
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Pourcentage d’inhibition du DPPH (%) = (1- (DO solution / DO blanc)) x 100            (1)Où DO représente la densité optique. Les mesures de l’absorbance de chaque solution d’extrait à différentes concentrations nous ont permis de tracer les courbes des variations des absorbances en fonction des concentrations  et de calculer à partir de ces courbes les valeurs de  EC50 qui représentent les concentrations nécessaires pour neutraliser 50% de taux des radicaux libres initialement présents dans le mélange. Egalement, nous avons testé la vitamine C comme antioxydant de référence afin de comparer les pouvoirs antioxydants de nos extraits.   
5. Résultats et discussion 
5.1. Estimation quantitative des phénols totaux et des flavonoïdes totaux. 

Tableau 1 : Quantité des phénols totaux et des flavonoïdes dans les extraits tiges de Rhanterium adpressum. 
 Teneurs des phénols totaux(a) Teneurs des flavonoides totaux(b)

Extrais Méthanol/eau Acétone/eau Méthanol/eau Acétone/eau 
Hexane 0.15 0.09 0.02 0.05 

Chloroforme 0.52 0.52 0.02 0.23 
Acétate d’éthyle 8.79 7.30 3.25 2.37 

n-Butanol 2.30 2.63 0.73 1.09 
(a)mg d’équivalent d’acide gallique par g de matière sèche (mg EAG/g MS). (b)mg d’équivalent de rutine par g de matière sèche (mg ER/g MS).

Tableau 2 : Quantité des phénols totaux et des flavonoïdes totaux dans les extraits fleurs de Rhanterium adpressum. 
 Teneurs des phénols totaux(a) Teneurs des flavonoides totaux(b)

Extrais Méthanol/eau Acétone/eau Méthanol/eau  Acétone/eau  
Hexane 0.09 0.15 0.03 0.01 

Chloroforme 0.39 0.37 0.38 0.10 
Acétate d’éthyle 10.50 9.92 4.94 4.81 

n-Butanol 4.50 2.92 1.86 0.96 
(a)mg d’équivalent d’acide gallique par g de matière sèche (mg EAG/g MS). (b)mg d’équivalent de rutine par g de matière sèche (mg ER/g MS).
Dans les Tableaux 1 et 2, nous présentons les résultats relatifs aux quantités des composés phénoliques totaux et des flavonoïdes. Nous rappelons que les quantités des phénols totaux et des flavonoïdes ont été déterminées dans quatre fractions d’extraction obtenues à partir de l’extrait aqueux et en utilisant quatre solvants organiques à polarité croissante : hexane, chloroforme, acétate d’éthyle et le butanol. Les résultats du dosage révèlent que la quantité des composés phénoliques dans les extraits bruts est plus importante en utilisant le système hydrométhanolique comme solvant d’extraction comparativement au système hydroacétonique. Ces résultats expriment ainsi la bonne capacité du méthanol à faire extraire les composés phénoliques. Nous constatons aussi que la quantité en phénols totaux est variable d’un système solvant à un autre et d’une fraction à une autre. 
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La plus grande quantité en phénols totaux est enregistrée dans les fractions acétate d’éthyle et cela quel que soit le solvant d’extraction. Ces quantités sont égales à 8.79 mg EAG/gMS pour les tiges et 10.50 mg EAG/gMS pour les fleurs en utilisant le système hydrométhanolique comme solvant d’extraction, par contre ces quantités démuniraient lorsqu’on utilise le système solvant hydroacétonique, les valeurs des quantités sont : 7.30mg EAG/gMS pour les tiges et 9.92mg EAG/gMS pour les fleurs. Les fractions butanoliques renferment aussi des quantités en composés phénoliques importantes, on enregistre les quantités suivantes 2.30mg EAG/gMS pour les tiges et 4.50mg EAG/gMS pour les fleurs et cela dans les extraits hydrométhanoliques, par contre les quantités sont voisines dans le cas des extraits hydroacétoniques ; 2.63mg EAG/gMS pour les tiges et 2.92mg EAG/gMS pour les fleurs.  Mis à part les fractions acétate d’éthyle et butanol les deux autres fractions hexaniques et chloroformiques contiennent moins de quantité en phénols totaux. Si on compare la quantité des composés phénoliques dans les plantes étudiées. Comparativement à d'autres plantes médicinales locales déjà étudiées et qui appartiennent à la même famille que notre plante (Asteraceae) telles que : Anthemis arvensis (32.32mg EAG/gMS, Artemisia compestris(20.38mg EAG/gMS) et Artemisia herba halba (13.06mg EAG/gMS), on peut dire que notre plante est relativement faible en composés phénoliques [8]. Mais si on la compare à d'autres plantes appartenant à d'autres familles telles que : Salvia verbenaca (10.81mg EAG/gMS), Thapcia garganica (1.84mg EAG/gMS) et Arenarea rubra (6.21mg EAG/gMS) [9], il est claire qu'elle représente une source prometteuse en ces composés. 
La quantité des flavonoïdes dans les différentes fractions est inférieure à celle des phénols totaux. Les fractions d’acétate d’éthyle sont les plus riches en flavonoïdes, les quantités varient de 2.37 mgER/g MS dans les tiges à 4.94mg ER/g MS dans les fleurs, suivies par les fractions butanoliques dont les quantités s’échelonnent de 0.73mg ER/g MS dans les tiges à 1.86mg ER/g MS dans les fleurs.  Il est important de noter que les fractions chloroformique et hexanique sont moins riches en flavonoïdes par rapport aux deux autres fractions, et que les flavonoïdes dans la fraction chloroformique de fleurs pour le système de solvant méthanol/eau représentent 97% de la quantité des phénols totaux. 
L’examen de ces résultats nous a permis de trouver une corrélation linéaire entre la quantité en flavonoïdes et la quantité en composés phénoliques totaux (Figure -1-). Ce résultat peut être traduit par le fait que la quantité en flavonoïdes varie proportionnellement avec tout le contenu en phénols totaux d'un extrait à un autre et d’une fraction à une autre.  
Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques. Des études ont montré que les facteurs extrinsèques (tels que les facteurs géographiques et climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols [10]. 
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                                           -a-                                                             -b- 

                                         -c-                                                            -d- 
Figure 1 : Variation de la teneur en composés phénoliques en fonction de la teneur en flavonoides  

(-a- Fleurs: Méthanol/eau, -b- Fleurs: Acétone/eau, -c- Tiges: Méthanol/eau,-d- Tiges: Acétone/eau)  
5.2. Activité antioxydante des extraits L’activité antioxydante de tous les extraits a été évaluée par le test DPPH, ce test nous a permis de déterminer la capacité de nos extraits à neutraliser le radical stable DPPH présent dans le milieu réactionnel. L’activité antioxydante des extraits a été évaluée par  le calcul de la valeur EC50 qui indique la concentration nécessaire de l’extrait qui inhibe 50% du radical libre DPPH. Il est à noter que plus la concentration de l’extrait est petite plus l’extrait est un bon antioxydant.  Les résultats relatifs à ce test sont consignés dans le Tableau 3. D’après ces résultats, on remarque que les valeurs d’EC50 varient d’une fraction à une autre et que les extraits des tiges sont généralement les plus antioxydants par rapport aux extraits des fleurs car les valeurs d’EC50 dans les extraits des tiges sont relativement faibles par rapport à celles des extrait de fleurs. Il faut noter que la plus petite valeur d’EC50 (l’extrait le plus antioxydant) est enregistrée dans la fraction chloroformique des tiges issue de l’extrait hydroacétonique, malgré qu’elle ne contienne pas une grande quantité en phénols totaux ni en flavonoïdes par rapport aux autres fractions telles que l’actétate d’éthyle et butanol. Ce résultat peut être expliqué que cette fraction chloroformique renferme des molécules en petites quantités et qui sont douées par des activités antioxdantes importantes.   Afin de comparer l’activité antioxydante de nos extraits, nous avons également calculé la valeur d’EC50 de la vitamine C commerciale utilisée comme antioxydant de synthèse dans les industries agroalimentaires, nous avons remarqué que tous ces extraits ont un pouvoir antioxydant très faible par rapport à la vitamine C (EC50= 6.6 x10-5g/l). 
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Nous n’avons pas trouvé une corrélation linéaire qui relie les valeurs d’EC50 et les quantités en phénols totaux ou en flavonoïdes. Ce résultat est attendu car d’après les valeurs consignées des les tableaux 1, 2 et 3 qui montrent une indépendance de l’activité antioxydante aux quantités des phénols totaux et des flavonoïdes. La seule explication de cette indépendance est que l’activité antioxydante des extraits de cette plante dépend des structures chimiques des composés antioxydants renfermés dans ces extraits. Une étude approfondie est nécessaire afin de caractériser les molécules responsables à l’activité antioxydante, et par conséquent établir une relation activité-structure chimique.  
Tableau 3 : Le pouvoir d’inhibition EC50 (g/l) des extraits tiges et fleurs de Rhanterium adpressum 

 Tiges Fleurs
Extrais Méthanol/eau Acétone/eau Méthanol/eau Acétone/eau 
Hexane 4.78 5.21 4.87 4.57 

Chloroforme 0.02 9.38x10-3 0.02 4.07 
Acétate d’éthyle 0.01 0.01 2.90 0.03 

n-Butanol 0.02 0.01 0.01 0.03 
6. Conclusion Ce travail nous à permis de faire une étude phytochimique de deux parties aériennes de la plante Rhanterium adpresium (tiges et fleurs). Cette étude a été consacrée à la quantification des phénols totaux et des flavonoïdes ainsi d’évaluer l’activité antioxydante des différents extraits des deux parties de la plante (Tiges et fleurs). Les résultats indiquent que les tiges et les fleurs de la plantes ne contiennent pas les mêmes quantités en composés phénoliques et que les solvants d’extraction ont une influence sur la teneur en phénols totaux ainsi sur le pouvoir antioxydant.     De même l’activité antioxydante des extraits de la plante est indépendante des quantités des phénols totaux ce qui suppose l’existence dans les extraits des molécules antioxydante en très petites quantités et par conséquent il faut continuer l’étude afin d’isoler et caractériser les molécules responsables à cette activité et de déduire des relations structure chimique-activité.   
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