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Résumé

Les plantes meédicinales constituent une source importante de molécules bioactives
d'origine naturelle. Elles possedent diverses propriétés biologiques et sont utilisées depuis
toujours par les tradipraticiens dans Le domaine thérapeutique pour diverses pathologies et
pour une large variété des substances bioactives. En Algérie, on cherche & mieux connaitre le
patrimoine des espéces spontanees utilisées en medecine traditionnelle ainsi que leurs
principes actifs. C’est dans ce contexte qu’une étude phytochimique et antioxydante des
extraits aqueux de deux parties du Sud d’Algérie (El-Bayad) appartenant a la famille des
Asteraceae est menée. Il s’agit d’Asteriscus graveolens.

L’étude phytochimique de mise en évidence le dosage colorimétrique des polyphénols
totaux (par la méthode de Folin-Ciocalteu) et d’évaluer 1’activité antioxydante in vitro par le
test d’une action anti-radicalaire vis-a-vis le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl. Le dosage
quantitatif montre la présente de contenu différente entres les branches et les feuilles avec une
teneur de 30,114 + 1,1 et de 152,455 + 0,22 mg EAG/g de matiére séche respectivement.

Les extraits ont montré un fort pouvoir antioxydant par le test de DPPH avec des
valeurs d’IC50 de 9,43 £ 0,01 et de 59,6 £ 0,01 pg/mL dans les extraits aqueux des branches
et des feuilles respectivement.

Ils sont, de ce fait, une source des antioxydants naturels. L’activité antioxydante
puissante enregistrée chez les deux parties pourrait étre liée a leurs hautes teneurs en

composés phénoliques.

Mots clés : Asteriscus graveolens, Extrait aqueux, Branches, Feuilles Antioxydants, DPPH,

Polyphénols



Abstract

Medicinal herbs are an important source of natural bioactive molecules. They have
various biological properties and they have always been used by traditional healers in the
therapeutic field for various pathologies for their contents of a wide variety of bioactive
substances. In Algeria, we are trying to better understand the heritage of these spontaneous
species used in traditional medicine as well as their active ingredients. In this context, a
phytochemical study and antioxidant analysis of the aqueous extracts of two parts of southern
Algeria species (EI-Bayad) belonging to the Asteraceae family are conducted: It is Asteriscus

graveolens.

The phytochemical study to demonstrate the colorimetric dosage of total polyphenols
(by the Folin-Ciocalteu method) and to evaluate the antioxidant activity in vitro by the test

anti-free radical action towards the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical.

The quantitative assay shows the present of different contents between branches and
leaves with the quantity of 30.114 + 1.1 and 152.455 + 0.22 mg EAG / g of dry matter
respectively. The extracts showed a strong antioxidant power by the DPPH test with values of
Clso of 9.43 £ 0.01 and 59.6 = 0.01 pug / mL in aqueous extracts of branches and leaves
respectively.

This species is, therefore, a source of natural antioxidants. Powerful antioxidant activity

recorded in both parties could be linked to their high levels of compounds phenolic.

Key words: Asteriscus graveolens, Aqueous extract, Branches, Leaves, Antioxidants, DPPH,

Polyphenols.
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DPPH : 2.2. Diphenyl-1- picrylhydrazyl

EAG : équivalent acide gallique par un gramme de la matiere séche
EC : équivalent catéchine par un gramme de la matiére séche
HOCI : Acide hypochlorique

1Cso : concentration inhibitrice de 50 %

IP : pourcentage d’inhibition

LOO- - lipidique peroxyle

mM : Milli mole

MS : Milli mole
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NaNO:2 > nitrite de Sodium

% : Pourcentage



Tableau 01
Tableau 02
Tableau 03
Tableau 04
Tableau 05

Tableau 06

Tableau 07
Tableau 08

Liste des tableaux

: Classification botanique de L’Asteriscus graveolens 08
: Composes phénoliques, leurs définitions et structures 12
. Principaux radicaux libres et leurs structures chimiques 17
. Antioxydants enzymatiques et leurs mécanismes d’actions 19

: Antioxydants endogenes non enzymatiques et leurs mécanisme
d’action 20

Principaux antioxydants exogenes naturels et leurs sources
alimentaires associées 24
: Rendement de I’extraction aqueuse 36
. Activité antioxydant par DPPH et teneurs en polyphénols totaux des

extraits aqueux des feuilles et des branches de I’A. graveolens 38



Figure 01
Figure 02
Figure 03
Figure 04

Figure 05

Figure 06

Figure 07

Figure 08

Figure 09

Liste des figures

. Asteriscus graveolens (Forsk.) DC 09
: Principales Classes des polyphénols (Borros et al., 2010) 12
: Stress oxydant (Durackova, 2008) 18

: Schéma montrant 1’action du systéme de défense des antioxydants
endogenes lors de la production des E.R.O par des réactions
enzymatiques 21
: Défenses anti oxydantes enzymatiques (Huang et al., 2001) 21
. Structures de principaux antioxydants exogénes : (a). Vitamine E, (b).
Vitamine C, (c). b —caroténe 28
: Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les
systemes de défenses antioxydants (endogenes ou exogenes ) 28
: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols
totaux ( TPT) 31
: Histogramme montre les valeurs d’IC50 et les teneurs en composés
phénoliques des extraits aqueux des feuilles et des branches d’A.

graveolens 36



TABLE DES MATIERES

Résumé
Abstract
Uadle
Liste des abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux
Introduction

Chapitre | :ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Partie | : Rappelles Bibliographiques

I. Plantes médicinales et Composeés phénoliques, Stress oxydatif et Antioxydants
I.1. Plantes médicinales et composés phénoliques
I.2. Plantes médicinales
1.2.1. Présentation de la famille Asteraceae
1.2.2. Description botanique
1.2.3. Principaux métabolites secondaires des Astéracées
1.2.4. Intérét économique et usage thérapeutique des Astéracées
1.2.4.1. Intérét économique
1.2.4.2. Intérét thérapeutique
I.3. Présentation de genre Asteriscus
1.4. Présentation d’Asteriscus graveolens (forsk) DC
1.4.1. Classification botanique
1.4.2. Nomenclatures et synonymes
1.4.3. Description botanique d’Asteriscus graveolens ( Forsk)
1.4.4. Répartition géographique et habitat

1.4.5. Utilisation traditionnelle et activités biologiques et thérapeutiques

01

03

07
07
07
07
07
08
08
08
09
09
09
10
10
10

11



1.4.6. Composition chimique
I.5. Composes phénoliques
1.5.1. Définition et classification

Partie 11 : Les Antioxydants
I. Activité antioxydante des composés phénoliques

I1. Stress oxydatif et antioxydants

I1.1. Radicaux libres

I1.2. Stress oxydant

I1.3. Pathologies liées au stress oxydant

I1.4. Antioxydants

11.4.1. Définition

11.4.2. Classification des antioxydants
11.4.2.1. Antioxydants endogénes
11.4.2.2. Antioxydants endogenes enzymatiques
11.4.2.3. Antioxydants endogenes non enzymatiques

11.4.2.4. Antioxydants exogénes naturels

CHAPITRE IlI: MATERIEL ET METHODES
I. Matériel végétal et extraction
I.1. Récolte du matériel végétal
I.2. Extraction aqueuse
1.2.1. Décoction
1.2.2. Evaluation du rendement d’extraction

1.2.3. Dosage colorimétrique des composés phénoliques
[1. Principe et methodologie

I11. Détermination de 1’activité antioxydant par le test de Pouvoir piégeage du radical libre

2,2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl (DPPH)
I11.1. Principe Méthodologie

11
12
12

17

17
17
18
19
20
20
20
20
20
22
25

30
31
31
31
31
31

31
31

33

33



CHAPITREIII :RESULTATS ET DISCUSSIONS
I. Extraction et caractérisation phytochimique

I.1. Rendements d’extraction
I1. Dosage colorimétrique des composés phénoliques
[1l. Etude de I’activité antioxydant
Conclusion et perspectives

Références bibliographiques

35
36
36

36
38

41
43



Introduction



INTRODUCTION GENERALE



INTRODUCTION GENERALE

Depuis des milliers d'années, I'nhnumanité a utilisé diverses ressources trouveées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Les connaissances
empiriques accumulées ont permis aux différentes civilisations de prendre les plantes comme
source essentielle de meédicaments (Abayomi, 2010). Jusqu'au début du XXeme siécle,

presque tous les médicaments étaient d'origine végétale (Labbé, 2018).

De nos jours, les plantes restants une source d'inspiration pour des nouveaux composés
médicamenteux, selon I'organisation mondiale de la santé (OMS, 2008), plus de 80% de la
population mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs besoins de soins de santé

primaires.

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’actualité vu que le régne végétal
représente une source importante d’une immense variété de molécules bioactives (Jorite,
2015). Parmi ces composés on retrouve les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques,
les tanins, les lignanes, les terpénes et les flavonoides (Hopking, 2003 ; Lorrain 2019). Les
substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie (OMS, 1998). L’industrie
pharmaceutique utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la
recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matieres premiéres
pour la semi-synthese des composés biologiquement actifs (Bahorun., 1997 ; Verpoorte et
al., 2002 ; Castillo-Pérez et al., 2021).

Les antioxydants sont des molécules naturellement produites par le corps ou bien
apportées par I’alimentation pour combattre les effets des radicaux lors du stress oxydant. Ils
jouent un réle majeur pour prévenir et méme aider au traitement des maladies liées au stress
oxydant (H. Kadri.,2017)

L’organisme possede des systemes de défense tres efficaces contre le radicaux libres,
un systeme antioxydant enzymatique et 1’autre non enzymatique. Ces antioxydants sont
d’autant plus importants que certains peuvent étre utilisés en thérapeutique pour tenter de

prévenir le stress oxydatif (Kanoun, 2011)

Les antioxydants de synthese comme les médicaments, les compléments alimentaires
ou les additifs alimentaires qui sont, certes, trés efficaces mais susceptibles de manifester des

effets secondaires et méme étre toxiques (H. Kadri.,2017).
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L’ Algérie, un pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques (Gaussen et Leroy, 1982 ; Djahra,
2014). Ce potentiel de plantes médicinales comporte des milliers composés présentant divers
intéréts et constituent un axe de recherche scientifique, plus particulierement dans le domaine
des substances naturelles. Dans ce contexte et notamment dans le cadre d’exploitation et la
valorisation des ressources naturelles basée sur les plantes médicinales, notre choix s’est porté

sur une plante de la famille Asteraceae concernant Asteriscus graveolens.

L'objectif de notre travail vise a une étude phytochimique et biologique des extraits
aqueux des feuilles et des branches de Asteriscus graveolens en démontrant leurs utilisations

et leurs propriétés pharmaceutiques reconnue par cette plante.
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PARTIE I. Etude Bibliographique

I. Plantes médicinales et composés phénoliques
I.1. Plantes médicinales

Selon la définition de la Pharmacopée Frangaise (11eme édition en vigueur) : « Les
plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée Européenne dont

au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses.

Ces plantes médicinales peuvent aussi avoir des usages alimentaires, condimentaires ou
hygiéniques ». Pour étre reconnue comme « médicinale » une plante doit étre inscrite soit a la

Pharmacopée Européenne (8e éd.), soit a la Pharmacopée Francaise (11e éd.).

Il existe 546 plantes médicinales inscrites a la pharmacopée francaise 11éme édition,
dont 148 peuvent étre vendues en dehors du monopole pharmaceutique. (Agence Nationale
de Sécurité du Médicament et des Produits de Santé). Le pharmacien a donc le monopole

de la délivrance de 398 plantes médicinales. (Ordre National des Pharmaciens., 2014).
1.2. Présentation de la famille Asteraceae
1.2.1. Description botanique

Les Astéracées (anciennement appelées Composees) sont une famille appartenant aux
dicotylédones comprenant plus de 1500 genres et plus de 23000 espéces décrites dont 750
endémiques, C'est une des familles la plus importante des Angiospermes. Ce sont presque
toujours des plantes herbacées avec souvent des racines charnues : rhizomateuses, tubéreuses
ou pivotantes (Harkati, 2011).

Cette famille présente des caracteres morphologiques divers : herbes annuelles ou
vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois, plantes
charnues. Bien que généralement ce soit des plantes herbacées a feuilles isolées. L'aspect de
I’appareil végétatif est trop variable pour caractériser les Astéracées sur ce seul critére. En
revanche, cette famille est trés homogene au niveau de ses inflorescences trés caractéristiques
. le capitule. Le fruit est un akéne généralement surmonté d’un Pappus provenant du calice
(Benamara-Bellagha, 2015).

1.2.2. Principaux métabolites secondaires des Astéracées

On retrouve des métabolites secondaires trés variés et nombreux dans la famille des
Astéracées, car ces derniers ont des diverses activités thérapeutiques et certains d’entre eux

ont des propriétés tres limitées en raison de la présence de I'un de ces métabolites qui sont
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principalement des huiles essentielles, des anthocyanosides, des acides-phénols, des
coumarines, des lignanes, des diterpenes, des flavonoides, des saponosides et des
sesquiterpéniques lactones (Botineau et Pelt, 2010; Arbia et Hamoudi, 2017).

1.2.3. Intérét économique et usage thérapeutique des Astéracées
1.2.3.1. Intérét économique

La plupart des especes d’Asteraceac sont ornementales comme les dahlias, les
chrysanthemes, les gerberas, les zinnias et les genres : Helichrysum et Tagetus. Autres
espéces oléagineuses appartenant a la famille des Asteraceae comme le carthame des
teinturiers ou le safran des teinturiers (Carthamus tinctorius), le tournesol (Helianthus
annuus), dont I’huile végétale extraite est a usage alimentaire, énergétique ou industriel (Li et
al., 1996 ; Ekin, 2005). Cette famille regroupe également un grand nombre de plantes
adventices (mauvaises herbes) (chardons, par exemple) qui causent des pertes économiques

pour de nombreuses cultures (Heywood, 1985).

1.2.3.2. Intérét thérapeutique

La famille des Astéracées fournit des espéces trés importantes d’un point de vue
thérapeutique, ce qui n’est pas surprenant étant donné le nombre de genres qu’elle contient.
De nombreuses especes sont utilisées en médecine traditionnelle et sont associées a un panel
d’activités thérapeutiques aussi large que la diversit¢é de cette famille. Les propriétés
biologiques attribuées aux Asteraceae sont tres nombreuses, notamment des propriétés anti
tumorale, cytotoxique, immunosuppressive, antioxydant, anti acétylcholinestérase,
antimicrobienne, antivirale, antifongique, leishmanicide, trypanocide, antipaludique, hépato
protective, cytotoxique, larvicide, antiulcéreuse, antiinflammatoire, antinociceptive,
antitussive, expectorante, antidiabétique et hémolytique (Zheng et al., 2013 ; Wang et al.,
2014 ; Hussain et al., 2013). Les especes d’Astéracées sont également tres allergenes causant
des dermatites de contact. Ces manifestations peuvent apparaitre par contact direct avec la
plante ou bien par disséminations de certaines parties seches de la plante, des poils sécréteurs,
ou méme du pollen ; mais aussi au contact des cosmétiques ou produits formulés a partir
d’extraits de plante (Paulsen et al., 2008 ; Jack et al., 2013).
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1.3. Présentation de genre Asteriscus

Le genre Asteriscus avec ses huit especes, appartenant au groupe des Inula des
Asteraceae-Inuleae, est représentés dans les pays macaronésien, nord-africain et espaces
méditerranéens. Deux espéces sont trés répandues sont principalement méditerranéen a savoir
I'Asteriscus aquaticus et Asteriscus graveolens. Les autres especes ont des distributions tres
restreintes. Le genre Asteriscus comprends plusieurs especes : Asteriscus aquaticus,
Asteriscus maritimus, Asteriscus pygmaeus, Asteriscus graveolens (Forssk) (Chaib et al.,
2017).

Les espéces de ce genre sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle pour le
traitement des coliques, des gastralgies, la fievre, les déséquilibres des tractus gastro-
intestinaux, les douleurs céphaliques, la bronchite et comme anti-inflammatoires (Chaib et
al., 2017).

I.4. Présentation d’Asteriscus graveolens (forsk) DC
1.4.1. Classification botanique

L’Asteriscus graveolens suit la classification suivante (Boulet et al., 1991)

Tableau 01 : Classification botanique de L’Asteriscus graveolens

Reégne Plantae

Embranchement Spermatophytes

Sous Embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Astéridae

Ordre Astérales

Famille Astéraceae

Sous famille Asteroideae

Genre Asteriscus

Espéce Asteriscus graveolens (Forsk.) DC
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1.4.2. Nomenclatures et synonymes

eNom arabe / Berbére: Nougued «Negued», Tamayout (Beloued A., 2005; Hammiche et
Maiza, 2006)

e Nom francais : Astérolide du désert (Molino, 2005)

e +*Nom anglais : Fragrant oxeye.

eeSynonyme : Buphtalmum graveolens (Forsk.), Bubonium graveolens (Forsk.) Maire
Nauplius graveolens (Forssk.) Wiklund (Greuter, 1997 ; Ozenda, 2004).

1.4.3. Description botanique d’Asteriscus graveolens (Forsk)

C’est un sous arbrisseau vivace, touffu qui peut atteindre jusqu’au 50 centimétres de
haut, pour les Touargs. Elle forme un couple masculin — féminin (amayu-tamayut) avec
Pulicaria incisa. Les rameaux blanchatres se divisent en dessous des capitules jaune doré. Les
feuilles sont vertes pale étroites et profondément découpées tres velues. Les fleurs grandes
capitules sont jaune d’or entourées de feuilles supérieures. (Benchalah et al., 2004 ; Sahki et
Sahki Boutamine, 2004).

©PENSAERIC

Figure 01. Asteriscus graveolens (Forsk.) DC.
1.4.4. Répartition géographique et habitat

C’est une plante saharienne-sindienne diffusée dans tout le nord-africain, le Sahara
central et septentrional, en Egypte et dans le désert des régions asiatique. Elle est trés
commune dans le Sahara algérien, dans le Hoggar, situé dans la province de Tamanrasset (sud

de I’Algérie) (Ozenda, 2004). Cette espece est fréquente dans les savanes désertiques,
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limoneux sablonneux et caillouteux oueds et aussi sur les montagnes rocheuses jusqu'a 2800
métres (Ozenda, 2004).

1.4.5. Utilisation traditionnelle et activités biologiques et thérapeutiques

L’Asteriscus graveolens est utilisé pour la blennorragie, le diabete, Diarrhée, névralgie
faciale, le mal de téte (on met un cataplasme pour des adultes et I'infusion pour des enfants),
des problemes pulmonaires, le rhumatisme, la contraction musculaire, la fatigue et la sinusite.

Il est parfois ajouté au thé (Quezel et Santa, 1962).

Le genre Asteriscus se compose de huit espéces et cing sous-especes (Gregory, 2012).
Les plantes de ce genre sont connues pour contenir des composés ayant un potentiel anti-
tumoral, antimicrobien, anti-inflammatoire, et elles sont également connues pour le traitement
des plaies infectées. L’huile essentielle de A. graveolens présente une activité antibactérienne
contre les bactéries a Gram positif et des bactéries a Gram négatif, et elle est également
montré une activité antifongique (Asad et al., 1998 ; Di Carlo et al., 1999). Une attention
considérable a été accordée au genre Asteriscus a partir du quel principalement des
sesquiterpenes ont été rapportés, isolés a partir des parties aériennes de certaines especes
(Sined, 2012).

1.4.6. Composition chimique

Les alcaloides pyrrolizidine sont métabolites caractéristique de plusieurs genres des
plantes de la famille Asteraceae (Eva et al., 2014). A notre connaissance, seules deux études
ont été publiées concernant la composition chimique de A. graveolens ; le premier était sur la
I’huile essentielle de la partie fleurie recueillic par (Ahmed et al., 1991). Dans le Sinai
(Egypte), a partir de laquelle 49 composés ont été identifies par CG/SM et les principaux
composants etaient 1,5-dihydroxy-6,7-dimethylocta-3,5-diene, o-pinéne, le cédréne, a-
phellandréne et himachalene ; le deuxiéme était par (Cheriti et al., 2007) qui ont étudié la
composition chimique de I'huile essentielle des feuilles et des fleurs de Nauplius graveolens
du Sud-ouest d'Algérie. Les analyses ont été réalisées par GC et GC / MS. Le 1,8-cinéole et le
B-cadinol ont été signalés comme constituants principaux dans les deux organes (Gregory et
al., 2012).

Les polyphénols, en particulier les flavonoides, ont suscité de nombreuses recherches sur
leur large distribution dans les plantes, leurs activités physiologiques (y compris

antioxydantes) et leurs effets sur la santé (Rice et al.,1995 ; Havsteen.,2002). Dans la famille
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des Astéracées, la composition des flavonoides est établie depuis longtemps, mais on en sait

beaucoup moins sur leur composition en dérivés d'acide phénolique.

Les flavonoides les plus courants sont les 7-glycosides de I'apigénine et de la lutéoline
(Bandyukova et al., 1974 ; Guedon et al.,1993). Parmi les dérivés dihydroxycinnamiques, les
plus anciens connus sont la cynarine (acide dicaffeoylquinique) d'artichaut et l'acide

chicorique (acide dicaffeoyltartrique) de chicorée (Panizzi et al.,1954 ; Scarpati et al.,1958).

Des recherches approfondies sur l'activité antioxydante des plantes ont été menées dans
la famille des Astéracées (Yatsyuko, 1989 ; Dobias et al., 2010). Dans certains cas, la
capacité antioxydante était liée a la présence de polyphénols, dont des favonoides (Heimler et
al., 2009 ; Liu et al., 2008).

I.5. Composés phénoliques

1.5.1. Définition et classification

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires constituent un groupe
largement distribué dans le monde végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines
jusqu'aux fruits (Achat, 2013). Les polyphénols possédent un ou plusieurs noyaux
aromatiques, aux quels sont attachés a un ou plusieurs groupements hydroxyles (Bruneton,
1993 ; Watson, 2018).

Il existe environ 8000 composés phénoliques (Beta et al., 2005). Selon le nombre
d’unités phénoliques présents, on les appelle indifféeremment composés phénoliques ou
polyphénols, qui comprennent essentiellement les phénols simples, les acides phénoliques, les
stilbénes, les flavonoides, les tanins hydrolysables et condensés, les coumarines, les lignanes,
les lignines et les xanthones (Hennebelle et al., 2004, Hurtado-Fernandez et al., 2010 ;
Alaraet al., 2021).

10
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>" Lespolyphénols <

/
Acides phénolique s T g
Flavones '

Anthocyanidine )
S — — chalcones
Flavonol
a — Flavanone )
Flavanol ) - " o
Figure 02. Principales Classes des polyphénols (Borros et al., 2010).
Tableau 01. Composes phénoliques, leurs définitions et structures.

Compo | Définition Structure Référence
sé
Acides | Ce sont des e (Bruneton., 1993 ; Velazquez et al.,
phénoli comp,oses — 2003)

formés d'un
ques ou de

plusieurs - .

noyaux o

benzéniques

présentant Dérivés des acides phényl-

une ou l:f—"% _ _

] Acide cinnamigue :
plusieurs Ri=FR:=R:=H
f . Acide p-coumarigue :
onctions B;=Rs; = H. R:= OH
carboxylique Acide fémlique :
. R:=0CH; R:=0H, R:=H

s. lls dérivent Acide caféigque -

des acides Fi=R=0H.R:=H

benzoique et

cinnamique

parmi

11
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lesquels on
peut citer les
acides
férulique,
cinnamique,
caféique et p-
coumarique.

Stilben

€S

Les membres
de cette
famille
possédent la
structure C6-
C2-C6
comme les
flavonoides,
ce sont des
phytoalexines
,  COMpOSsés
produits par
les plantes en
réponse a
I'attaque par
les microbes
pathogénes
fongiques,
bactériens et
viraux. Les
sources
principales
des stilbénes
sont les
raisins, les
vins, le soja
et les
arachides.

Ry
R; ‘ \\ O N
3

R

R:3;=Rs=R4'=0H. R3’=H Trans resvératro
R;=Rs=0H.R3=Rs'=H Pinosylvine
R3;=Rs=R;=R4'=0H Picéatannol

(Crozier et al., 2006; Parage, 2013)

12
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Tanins
hydrol

ysables

Ce sont des
esters d’un
sucre (ou

d’un polyol
apparenté) et
d’un nombre
variable de
molécules
d’acide
phénol.  Le
sucre est trés
généralement
le glucose et
I’acide
phénolique
est soit
I’acide
gallique dans
le cas des
tanins
galliques soit
I’acide
hexahydroxy
diphénique
(HHDP) et
ses  dérivés
d’oxydation
(déhydrohexa
hydroxydiphé
nique =
DHHDP);
acide
chébulique...
) dans le cas
des tanins
classiqguemen
t (mais
impropremen
t) dénommés
tanins
ellagiques.

HO. o~

OH

_l'_'}l H

L/ KL‘J’ o

T DA
” OH HO/LHJ\

DH

TOH

(Bruneton, 1993 ; Peronny, 2005)

——
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Tanins
conden

Sés

Les tanins
condensés ou
proanthocyan
idols sont des
polyméres
flavaniques.
Ils sont

Constitués
d’unités de
flavan-3-ols
lices  entre
elles par des
liaison
carbone-
carbone le
plus souvent
4-8 ou 4-6.
Les
proanthocyan
idols ont été
isolés ou
identifiés
dans tous les
groupes
Végétaux,
Gymnosperm
es et
Fougeéres
compris.

Gallocatéchol - By = Fa=0H.
Catéchol - Bu=0H. Fx=H.

(Bruneton, 1993 ; Schofield et al.,
2001

LH

) ,.J n
oH
i

“lir

R

Couma

rines

Ils sont issues
du
métabolisme
de la
phénylalanin
e via I’acide

shikimique
par
estérification
et cyclisation,
se  formant
par une
substitution

R

Ry

Marouf et Reynaud ,2007 ; kumar
etal.,

2015)
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sur un cycle
aromatique
analogue  a
celle des
dérivés  de
I’acide
cinnamique.
Presque
toutes les
coumarines
sont
substituées
par un
hydroxyle en
position C7.

Fi=Es;=H. E:=0H

Ri=F:=H. R:=0CH;
Fi=R:=0H. R:=H

ombelliférone
herniarine
esculétol

Fi=0CH:, FE:=0H. E:=H scopolétol

Ri=0OCH:, R:=0OH=R;

fraxétol

Lignin

€S

La lignine est
formée par la
polymérisatio
n d’unités
phénylpropan
e (C6-C3)
dont les

trois plus
importants
sont
alcools
coumarylique

les

coniférylique
et
sinapylique.
La nature de
la lignine
varie  avec
I’espece
botanique, et
pour une
méme espéce
avec I’age du

vegetal et le
lieu ou il
s’est

Laraoui, 2007; Jost et Jost-Tse,
2016

——
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développé.
La majeure
partie de la
lignine se
trouve dans
la paroi
primaire des
fibres et dans
la

Paroi
secondaire
des éléments
du bois. La
paroi
secondaire,
de nature
essentielleme
nt

Cellulosique,
ne  contient
que peu de
lignine. La
lignine est, la
substance
organique la
plus
abondante sur
terre apreés la
cellulose.

——
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Flavon

oides

Leur
structure de
base est un
squelette

de diphénylp
ropane, a
savoir  deux
cycles
benzéniques
(cycle A et B,
voir  figure)
liés par une
chaine a trois
carbones qui
forme un
cycle pyrane
fermé (cycle
hétérocycliqu
e contenant
de l'oxygeéne,
le cycle C)
avec un cycle
benzénique
A. Par
conséquent,
leur structure
est également
appelée C6-
C3-C6.

Dans la
plupart  des
cas, l'anneau
B est attaché
a la position
2 de l'anneau
C, mais il
peut

également se
lier a la
position 3 ou
4 ; Cecl,
associé  aux
caractéristiqu

Benzene ring

Benzene ring

Closed pyran ring

Han, X et al.,(2007)., Diwan,A et

Chandra S (2016)

——
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es
structurelles
du cycle B et
aux schémas
de
glycosylation
et

d'’hydroxylati
on des trois
cycles, fait
des
flavonoides
I'un des
groupes  de
COmMposés
phytochimiqu
es les plus
vastes et les
plus
diversifies,
donc pas
seulement
des
polyphénols,
dans la
nature.
Leurs
activités
biologiques,
par exemple
ce sont de
puissants

antioxydants,
dépendent a
la fois des
caractéristiqu
es

structurelles
et du schéma
de

glycosylation

——
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lignane

S

Leur structure
chimique de
base est
constituée

de deux unités
phénylpropane
liées par une
liaison CC entre
les atomes
centraux des
chaines latérales
respectives
(position 8 ou
B), également
appelée liaison
B-B'. Les
liaisons 3-3', 8-
0-4' ou 8-3' sont
moins
fréquentes

; dans ces cas,
les dimeres sont
appelés néolign

anes. Par
conséquent, leur
structure
chimique est
appelée (C6-
C3) 2, etils sont
inclus dans
le groupe
phénylpropano

ide, ainsi que
leurs
précurseurs

les acides
hydroxycinnamig
ues

Satake ,H et al.(2015)

——
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I. Activité antioxydante des composés phénoliques

Plusieurs composés phénoliques extraits a partir de plantes sont des antioxydants
puissants (Shikanga et al., 2010 ; Xu et al., 2017 ; Cory et al., 2018). Les flavonoides étant
parmi les composés naturels les plus explorés pour leur activité antioxydante. Leur capacité
antioxydante réside dans leur faculté a terminer les chaines radicalaires par des mécanismes
de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de transition capables
de catalyser la peroxydation lipidique, et ils piégent les radicaux libres oxygénés (référence).
Les polyphénols, qui sont abondants dans 1’alimentation en produits végétaux, ont un role
protecteur important, par I’apport d’antioxydants a la défense de 1’organisme contre le Stress
oxydatif et ses conséquences (Achat, 2013 ; Gutiérrez-Grijalva et Castillo, 2016 ; Wang et
al., 2018).

De fagon générale, 1’activité biologique des flavonoides est fortement dépendante de la
nature et de la position des substituants, en particulier du nombre de groupements hydroxyles
(Hodek et al., 2002 ; Gonzalez-Paramas et al., 2018). Gréce a cette activité biologique, les
composes phenoliques sont utilisés comme des ingredients fonctionnels dans les produits
alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques (Hayouni et al., 2007 ; Mahmoud et al., 2019
; Zeb, 2020).

Il. Stress oxydatif et antioxydants

I11.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espece caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche électronique la
plus externe (Favier, 2003 ; Jadot, 1994 ; Sarangarajan et al., 2017 ; Mailahn et al. 2021).

Les radicaux libres sont des especes chimiques trés instables qui jouent un rdéle dans
’action de certains traitements anticancéreux, de méme qu’a 1’origine du vieillissement. Leur
structure comprend un électron célibataire qu’ils cherchent a apparier en attaquant et en
endommageant les molécules voisines (kumar, 2011 ; Pizzino et al., 2017 ; Chen et
al.,2021).

Les principales espéces réactives de 1’oxygene sont : Le radical superoxyde (Oz2*), le
radical hydroxyle (OH"), le monoxyde d’azote (NO®), mais aussi certains dérivés oxygenes
réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogéne
(H20.), peroxynitrite (ONOOQO*) (Haton, 2005 ; Schofield et Schafer, 2021).

21
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Tableau 02. Principaux radicaux libres et leurs structures chimiques (Haton, 2005).

Radical hvdroxyle OH
Radical hyvdroperoxyvde HOO"
Radical peroxvde ROO"
Radical alkoxvle RO
Peroxyde d’hyvdrogéne HiOn
Peroxvnitrite ONOO"
Anion superoxvide On'-
Monoxyvde d’azote NO

11.2. Stress oxydant

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la destruction par des systémes de défenses
antioxydants (Boyd et al., 2003 ; Niki, 2018 ; Tu et al., 2019). Dans les circonstances
normales la balance antioxydants/pro oxydants est en équilibre, si tel n’est pas le cas, que ce
soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une sur production énorme de radicaux 1’exces
de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier, 2003 ; Durackova, 2008 ; Matschke et al.,
2019).

Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acides
nucléiques. Ils ont longtemps été considérées comme des sous-produits toxique du
métabolisme normal de ’oxygene qui sont impliquées dans de nombreuses pathologies

(Angelos et al., 2005 ; Migdal et Serres, 2011 ; Lohan et al., 2021)
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Alimentation Défense enzymatique
viamwres C of £ carotonoades ghtathon perorydase, Catalase
speroryde damutase

RADICAUX LIBRES

Figure 03. Stress oxydant (Durackova, 2008).

11.3. Pathologies liées au stress oxydant

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I'age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux (Poprac et al., 2017 ; Liguori et al., 2018 ; Chen et al., 2021 ; (Lohan et al.,
2021). L’oxydation des lipides et celle de ’ADN via la formation de dérivés toxiques de
I’oxygene sont respectivement impliquées dans le développement de maladies
cardiovasculaires et du cancer (Ramachandra et al., 2021 ; Jelic, et al., 2021). Le role du
stress oxydant dans la relation syndrome métabolique, le diabéte de type Il et les maladies
cardiovasculaires, est de plus en plus établi (Favier, 2003 ; Incalza et al., 2017 ; Kooshki et
al., 2021 ; Ramachandra et al., 2021).

Le stress oxydant sera aussi la principale cause initiale de plusieurs maladies comme la
sclérose latérale amyotrophique, le syndrome de détresse respiratoire aigu, 1’cedéme
pulmonaire, I’inflammation, le vieillissement accéléré, la maladie d'Alzheimer et les
rhumatismes (Pradhan et al., 2019 ; Charlton et al., 2021 ; Lee et al., 2021 ; Misrani et
al.,2021)
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I1.4. Antioxydants
11.4.1. Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a une concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher I’oxydation de ces substrats (Diallo, 2005). Les cellules utilisent de nombreuses
stratégies antioxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrdler leurs niveaux
d’espéces réactives de 1’oxygene (Dias, 2019). De méme, les antioxydants sont des composés
puissants qui peuvent neutraliser les radicaux libres impliqués dans la dégradation cellulaire,
et nous aident ainsi a garder une vie active et saine. Quelques antioxydants sont fabriqués par
le corps humain, d’autres tels que les vitamines et polyphénols, doivent étre apportés par notre
alimentation (Bartekova et al., 2021).

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation

cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005 ; Kumar et al.,2017).
11.4.2. Classification des antioxydants

11.4.2.1. Antioxydants endogenes
Ce sont des antioxydants d’origine interne contrdlent les radicaux libres et le bon

fonctionnement des cellules (Desmier, 2016).
11.4.2.2. Antioxydants endogénes enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques tels que la superoxyde dismutase, la catalase, la
glutathion peroxydase et la glutathion réductase sont considérés comme la premiere ligne de
défense de notre organisme contre les ROS (Haung et al., 2001 ; (Benhar, 2018 ; Ulrich et
Jakob, 2019).

Tableau 03. Antioxydants enzymatiques et leurs mécanismes d’actions.

Enzyme Définition et mécanisme d’action Références

antioxydante

Superoxyde La famille des superoxydes dismutases comporte trois | (Goudable et

dismutase (SOD) isoformes (SOD1, SOD2, SOD3) dont le role est la dismutation | Favier,

de deux anions superoxydes en espéces oxygénées moins | 1997;

(Figure 19) : 2006).
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S0D

20,7 + 2H ———= H;0;, + 0,

L’activité des SOD est dépendante des apports nutritionnels en

cuivre et a un moindre degré en zinc.

Catalase (CAT) C’est une enzyme qui nécessite un cofacteur qui est le cuivre | (Arora et
(Cu) pour son fonctionnement. Les catalases sont des enzymes | al.,2002;
majoritairement peroxysomales catalysant la dismutation du | Ighodaro et
peroxyde d'hydrogéne en suivant la réaction suivante (Figure | Akinloye,
05) : 2018)

catalase
20,0, —— 21,0+ 0,

Glutathion La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD | (Mates et al.,

peroxydase  GPx | puisque son role est d’accélérer la dismutation du H202 en H2O | 1999 ;

(GSH peroxydase) | et O2en Suivant la réaction suivante : Nomura et

et réductase GR al., 2000)

(GSH réductase)

H,0; + 2GSH ——— == 2H,0 + GSSG

PGx
ROOH + 2GSH —— = ROH + H,;0 + GSS8G
Lors de cette réaction, deux molécules de glutathion réduit
(GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG). Il existe
également une glutathion peroxydase associée a la membrane
mitochondriale, la phospholipide hydroperoxyde glutathion
peroxydase (PHGPX), qui est spéecifiquement impliquée dans la

diminution de la peroxydation lipidigue.

La glutathion réductase a pour role de régénérer le GSH a partir
du GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur
d’¢électrons. En effet, la concentration cellulaire en glutathion
étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour

que la GPx maintienne sa fonction .
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oxyvdation des:
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L 50D hydroxyde 0, Glutathion
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/Hypo x:ulillme Peroxyde GSS0
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Figure 04. Schéma montrant 1’action du systéme de défense des antioxydants endogeénes lors
de la production des E.R.O par des réactions enzymatiques.
(NOS : oxyde nitrique synthase / NOX: NADPH oxydase / XO: xanthine oxydase / SOD:

superoxyde dismutase / Cat: catalase / GPx: glutathion peroxydase / GR: glutathion réductase)

s

02 upﬂoq‘o dismutase lz() llzo

GSH GSSG

H reductas
NADP" NADPH

Figure 05. Défenses anti oxydantes enzymatiques (Huang et al., 2001).
11.4.2.3. Antioxydants endogenes non enzymatiques

Les antioxydants endogenes non enzymatiques incluent de nombreuses substances

endogénes parmi lesquelles le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, I’acide lipoique...etc. .
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Tableau 04. Antioxydants endogénes non enzymatiques et leurs mécanisme d’action

Antioxydant | Définition Mécanisme Structure Référence
d’action
Glutathion | C’est un  tri | -cofacteur de la OHS (Haleng et al., 2007
peptide GPXx, H !
, H0O N\/COOH
] -chélateur des ; \ Beaudeux et
(Acide métaux de NH 1 0 .
glutamique- transition, j Genevieve, 2011)
cystéine-glycine). _régénérateur
Il est le thiol(-SH) | final des

majoritaire au

niveau

Intracellulaire
(I’albumine étant
son  équivalent
plasmatique) ou il
est présent sous
forme
essentiellement
réduite(GSH).

Dans, des

Conditions
physiologiques,

sa forme oxydée
(GSSG)

concentration treés

est en

faible. Le rapport
GSH/GSSG

considéré comme

est

un excellent
marqueur de la

peroxydation

vitamines E et C,
a partir de leur
forme radicalaire.

-1l intervient dans
la détoxication
des
xénobiotiques,

-Protecteur  des

lipides, des
protéines et des
acides nucléiques
contre

I’oxydation.
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lipidiqueetpermet
d’objectiver
I’importance  du

stress.

Acide

lipoique

L'acide alpha-
lipoique est un
acide soufré
présent dans
toutes les cellules
du corps. C'est un
puissant
antioxydant
capable de
neutraliser
plusieurs types de

radicaux

libres.

- piégeur des
E.R.O,

-régénerateur des
antioxydants
endogenes et
exogenes tels que
le glutathion, la
vitamine C et E,

-chélateur des
métaux de
transition tels que

le fer et le cuivre

59

0 (Valko et al., 2006 ;
Kurutas, 2016)

Ok

Bilirubine

C’est un produit
terminal de la
dégradation  de
I’héme et résulte
essentiellement

du catabolisme de
I’hémoglobine par
les cellules
réticuloendothélia

les.

-piégeur des
Radical peroxyle
(ROQe) et de
I’oxygene
singulet102.
Ainsi, elle protege
I’albumine et les
acides gras liés a
I’albumine vis-a-
vis les attaques

radicalaires.

(Haleng
ke 2007;
2016)
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Acide

urique terminal

I’homme.

C’est un produit

du métabolisme

des purines chez

-un piégeur
puissant de
radicaux (OHe ,
ROOe , NOOs,
HOCl- et
102,...).

-1l peut également
régénérer d'autres
antioxydants tels

que les vitamines
CetE.

OH

N Ny
Ho—</ |
ﬁ N’Aor

11.4.2.4. Antioxydants exogénes naturels

De nombreuses molécules issues de notre alimentation comme les vitamines, les

nutriments, les composés naturels. 1ls sont considérés comme des antioxydants naturels dont

les plus courants sont cités dans le tableau 05.

Tableau 05. Principaux antioxydants exogenes naturels et leurs sources alimentaires

associées.

Antioxydant naturel

Définition

Source Alimentaire

Références

Vitamine E

Elle appartient a la
famille des tocophérols,
molécules naturelles
lipophiles, apportées par
I’alimentation. Elle
désigne un groupe de
nombreux  composants
présents dans la nature
tels que les a-, B-, y- et -
tocophérols et

tocotriénols.

La vitamine E étant une
molécule liposoluble, elle

se fixe aux membranes et

Les huiles de tournesol, de

soja et de mais, le beurre et

les ceufs, les noix.

(Ohrvall et al., 1996;
1997,
Evans, 2002;
Toussaint et al., 2003 ;

Packer et al.,

Koechlin-Ramonatxo,
2006).
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elle peut ainsi séquestrer

les radicaux libres en
empéchant la propagation
des réactions de

peroxydation lipidique.

Vitamine C (Acide

ascorbique)

C’est un antioxydant
hydrosoluble, se trouve
dans le cytosol et dans le
fluide

connu pour son pouvoir

extracellulaire,

réducteur important. Elle

peut :

-inhiber la peroxydation

des lipides dans le

plasma,

-capter directement 1’02°
et ’OH®.

- réduire a-tocophérol,
-et ainsi permettre une

meilleure efficacité de la

vitamine E.

Les agrumes, le melon, le

brocoli, les fraises, les

kiwi, le chou, le poivron

(Packer et al. 1997 ;
Gate et al, 1999 ;
2002 ;
Koechlin-(Ramonatxo,
2006).

Evans,

Sélénium (Se)

C’est un élément minéral

essentiel pour
I’organisme. Il joue un
role clé :

-dans la protection des

Il est présent dans les
aliments riches en protéines
animales (viandes, ceufs,

poissons, lait), dans les

céréales et certains fruits

(Delattre et al., 2005;
Koechlin-Ramonatxo,
2006).

Secs.
cellules et de leurs
constituants contre
( )
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I’attaque radicalaire,

- dans la détoxication et
la  neutralisation des
métaux lourds (cadmium,

mercure, plomb),

-comme activateur de la
métabolisation des
xénobiotiques

organiques.

Caroténoides

Ce sont des pigments
végétaux  responsables
des couleurs rouges,
orangeées, jaunes et vertes
des fruits. Ils sont
également  des anti-
radicalaires puissants qui
sont retrouvés souvent
dans les plantes
alimentaires. Leur role
protecteur  dans  les
systéeme biologiques
implique la désactivation
des espéces réactives tels
que I’oxygene
singulet102 : les
radicaux pyroxyles ROO*
et les alkyles R". Les
caroténoides incluent
I’alpha  caroténe, béta
carotene lycopeéne,
phytofluéne,  phytoéne,

lutéine, néoxanthine,

Légumes et

fruits orangés,

foncés

(Krinsky,

et vert
2003)

2001;

Gardés-Albert et al.,
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violaxanthine,
anthéraxanthine,  alpha
crypto xanthine et béta
crypto xanthine
(Merhan, 2017 ; Young
et Lowe, 2018) (Figure
07). lls sont d'excellents
piégeurs d'espéces
radicalaires
particuliérement vis-a-vis
de la lipoperoxydation
des phospholipides
membranaires grace a
leurs  structures  (un
systétme conjugué de
doubles liaisons) (Fiedor

et Burda, 2014).

Polyphénols

Ils peuvent servir comme
antioxydants. lls
répriment la formation
des espéces radicalaires

par :

-I’inhibition  d’enzymes

intervenant lors de la
formation des radicaux
libres (xanthine oxydase,

protéine kinase C),

-la chélation de métaux

lourds

-ou encore comme des

donneurs d’hydrogeéne en

Céreales completes, baies,

cerises

(Boizot et
2006;
Koechlin-Ramonatxo,
2006; Rocha-Guzman
et al., 2007;
Bouchouka, 2016)

Charpentier,
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phases  aqueuses ou
lipidiques. Les plus
représentés  sont  les
anthocyanes, les tanins et
les flavonoides. Ces
derniers présentent une
activité biologique forte
dépendante de la nature
et de la position des
substituants, en
particulier du nombre de

groupements hydroxyles.

CH,
HO ’
HO =
o]
H,C =
HO
CH3 OH
a (Bast et Haenen, 2002) b (Laguerre et al., 2007)

¢ (Laguerre et al., 2007)

Figure 06. Structures de principaux antioxydants exogénes : (a). Vitamine E, (b). Vitamine C,

(c). b-caroténe.
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0, (sxngulet)
SOD, vit C

\éﬁ' B- carotene. lycopene
o C-

5~ (anion supcroxydc)

Catala Frrritine, ransferrine
e -.Re' / &e, Cd >< agenis ilatense ’
N

%
H,O. (peroxyde dhydrogéne) OH’ (radical hydroxyie)

A-, MPO /—;{'—/ ”

HOCI (acide hypachloreux) Acide urigue, Vit C, CS5H
ROOH (hypoeperoxydes)
Vit C, flavonocides, GSH 7
Vit E, So-CPx, uhiguinona

Figure 07. Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les systemes de

défenses antioxydants (endogénes ou exogenes).
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CHAPITRE Il. Matérielles Et Méthodes

I. Matériel végeétal et extraction
I.1. Récolte du matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des feuilles et des branches du Asteriscus graveolens,
récolté en Octobre 2019, de la région Bayed (sud-ouest de I'Algérie). Les feuilles et Les
branches ont été séchées a I’ombre a I’abri de la lumiére et a température ambiante. Apres
séchage, elles ont été broyées pour obtenir une poudre fine, qui a servi pour la préparation des

extraits aqueux de chaque partie de plante étudiée.
I.2. Extraction aqueuse
1.2.1. Décoction

La poudre fine des feuilles d’Asteriscus graveolens est mise a décocter dans I’eau
distillée a 5% (m/v) pendant 15min. L’extraction est rétablie deux fois. La décoctée est
ensuite refroidie puis filtrée. Le filtrat obtenu est congelé puis lyophilisé pour obtenir un

résidu lyophilisé sec. Le lyophilisat est stocké a - 20 °C (Rached et al., 2019).
1.2.2. Evaluation du rendement d’extraction

Le rendement d'une extraction en pourcentage (%) est défini comme étant le rapport
entre la masse d’extrait apres 1’évaporation ou lyophilisation et celle de la plante séche en

poudre (Ainane et al., 2018). Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante

R (%) = Masse obtenue en gramme (g) X 100

Masse initiale en gramme (g)
Il existe des parameétres majeurs peuvent étre influencés sur le rendement d’extraction et
la qualité de I’extrait comme la nature et le volume du solvant, le temps et la température

d‘extraction et la nature de la matrice (Kouwelton et al., 2017).
I1. Dosage colorimétrique des composés phénoliques

-Principe et méthodologie

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits des deux parties (feuilles et
branches) est effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu avec des modifications mineures
(Singleton et Rossi, 1965).
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Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hs3PM012040). 11 réduit lors de 1’oxydation des
phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Mataix et de Castro,
2001 ; Boizot et Charpentier, 2006). Brievement, la technique est exécutée selon le
protocole suivant : 100 uL de I’extrait (2,5 mg/ml) sont mélangés avec 0,5 ml du reactif de
Folin-Ciocalteu (1 :10 v/v, H20). L’ensemble est agité a 1’aide d’un vortex puis incubé
pendant 5 min a I’obscurité et a température ambiante. Ensuite, 1,5 ml de carbonate de
sodium anhydre (Na2Cos, 2%, H.O) sont ajoutés. Le mélange est agité et incubé pendant une
heure. L’absorbance est lue a 765 nm par un spectrophotométre UV-Visible (UV line 9400,
Secomam).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-200 pg /ml). Les
résultats des teneurs en polyphénols totaux sont exprimés en milligramme d’équivalent
d’acide gallique par un gramme de 1’extrait lyophilisé sec (mg Eq AG/g d’extrait lyophilisé).
Les teneurs totaux sont calculées a partir d’une droite (équation de régression linéaire : y =
4,2333 x + 0,0163 ; R? = 0,9996) préparée une série de concentrations d’acide gallique (0,02 ;
0,04 ; 0,06 ; 0,08 et 0,1 mg/ml, H20).

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été déterminé par
un spectrophotometre UV-Visible (UV line 9400, Secomam). Son utilisation s’est largement
répandue pour caractériser les extraits végétaux. Le dosage est reposé sur la quantification de
la concentration totale de groupement hydroxyles présents dans I'extrait. Cette courbe est
réalisée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons étudiés. Les dosages sont

effectués en triplicata.
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vy =4,2333x + 0,0163
RE = 0,990

Absorbance i 765 nm
[ ]

] o0z i, o I, s L1 )1 12

Concentration d'acide galligue en mg/mL

Figure07. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux(TPT).

III. Détermination de D’activité antioxydant par le test de Pouvoir piégeage du radical

libre 2,2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl (DPPH)

Dans cette partiec nous nous intéressons d’étudier 1’activité antioxydant in vitro.
L’activité antioxydant des extraits aqueux étudiés a été évaluée par spectrophotometre par
UV-Visible selon la méthode décrite par Barros et al. (2013).

I11.1. Principe

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable violet en solution
méthanolique ou éthanolique, il présente une absorbance caractéristique dans un intervalle
compris entre 512 et 517 nm, cette couleur diaprait rapidement lorsque le DPPH est réduit en
diphényle picryl hydrazine par un composé a propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une
décoloration. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

Le test de DPPH dont le principe se résume en la capacité de réduire un radical libre
stable que nous avons utilisé pour remplacer les radicaux libres produits par les cellules en
réponses a des stress internes ou externes. En présence d’un antioxydant, la couleur violette
caractéristique du DPPH virait au jaune (apres réduction) et 1’absorbance mesurée a 517 nm
s’abaissait. L’ajout de différentes dilutions des extraits a la solution de DPPH permettait de

déterminer celle le mieux qui abaissait 1’absorbance (Yaici et al., 2019).
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111.2. Méthodologie

Cette méthode colorimétrique est effectuée a l'aide d'un spectrophotometre (UViline
9400, Secomam). Elle comporte a mixer 100 puL de différentes concentrations de chaque
extrait de plante (0,019 — 5 mg/mL) avec 900 uL d’une solution méthanolique de DPPH a
0,06 mmol/L. La lecture de I’absorbance a ét¢ effectuée a 517 nm apres avoir laissé incuber la
réaction a l’obscurité et a température ambiante pendant une heure. Le Trolox, ’acide
ascorbique et la catéchine sont utilisés comme substances de références. L’activité anti-
radicalaire est exprimée en pourcentage d’inhibition du DPPH (I %) en utilisant la formule

suivante :

[1— (Absorbance d’échantillon — Abs du contrdle négatif) X 100

I
(%) =
Absorbance du contréle négatif

Ou Ac : Absorbance de solution DPPH

AE : Absorbance de la solution contenant 1’extrait

Les résultats de ’activité antioxydante sont exprimés par ICso (aussi appelée EC50 pour
Efficient concentration 50), qui est la concentration d’extrait nécessaire pour 1’obtention 50%
de la forme réduite du radical DPPH. La régression linéaire des graphiques a été utilisée pour
calculer graphiquement I’IC50, exprimée en pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations des extraits testés.

39

——
| —



CHAPITREIII

Résultats et discussion

——
I
o

| —



CHAPITRE IIl. Résultats Et Discussion

I. Extraction et caractérisation phytochimique
I.1. Rendements d’extraction

Les résultats du rendement d’extraction pour les extraits aqueux des feuilles et des branches
d’Asteriscus graveolens. Cette plante est décoctée par I’cau distillée sous des conditions de
chauffage. Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les
conditions dans lesquelles I’extraction est effectuée (& chaud ou a froid), affectent sur tous le
contenu total en métabolites secondaires, et par conséquent affecte sur les activités biologiques
m’édifies par ces métabolites (Lee et al., 2003).

Dans la présente étude, les méthodes de la décoction sous agitation est permettes d’accélérer
le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout en
préservant la bio-activité de ses constituants (Hameg et Taleb, 2018).

Ces résultats sont proches a ceux obtenus par Soulimane (2018) sur les extraits aqueux des
racines et feuilles de R. pentaphylla prélevées de de Tlemcen avec une moyenne de 12% pour les
feuilles contre les racines qui ont un taux plus bas avec une moyenne de 6%. Le rendement
d’extraction dépend du type d’organe considéré. Il varie non seulement d’une plante a une autre de
la méme famille mais également en fonction des paramétres de 1’extraction, le solvant d’extraction,
la taille des particules et le coefficient de diffusion de solvant (Abdel Malak., 2018).

Le solvant peut aussi changer la nature chimique de I’extractant ce qui leur confére des
propriétés extractives différentes suivant le solvant. L’intervention de solvants organiques qui peut
entrainer des risques d’artéfacts et des possibilités de contamination de I’échantillon par des
impuretés parfois difficiles a éliminer (Jurenka., 2009).

Tableau 06. Rendement de I’extraction aqueuse.

Extrait Rendement (%)
Feuilles 10.4
Branches 2.2

I1. Dosage colorimétrique des composés phénoliques

Les analyses photochimiques des extraits de notre plante médicinale est une étape preliminaire,
d’une grande importance, puisqu’elle révéle la présence des constituants bioactives responsables
des vertus thérapeutiques (Wang et al., 2018). Afin de caractériser les extraits préparés a partir des
feuilles Et Branches d’Asteriscus graveolens, un dosage des polyphénols a été effectué. La raison
principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés

pharmacologiques des plantes leurs sont attribuées. Les résultats du dosage colorimétrique des
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polyphénols sont présents dans I’indiquent que tous les extraits testés renferment des teneurs les
plus ¢€levées en polyphénols totaux. D’aprés les résultats obtenus, une variabilité des teneurs en a
été constatée : Les polyphénols est plus élevée pour la décoction.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin Ciocalteu. Les
résultats montrent que la teneur en polyphénols totaux est plus abondante dans I’extrait aqueux des
branches de A. graveolens a été estimée a 152,455 + 0,22 mg/g de matiére seche, par rapport a ceux
des feuilles avec une faible teneur de polyphénols (30,114 + 1,1 mg/g de matiére séche). On
remarque que les branches de A. graveolens contiennent une quantité importante des composés
phénoliques. Une étude faite par Alilou et al. (2014) a montré que e dosage de différents composés
phenoliques des feuilles Asteriscus graveolens subsp. Odorus a révélé une teneur importante en
aglycones flavoniques estimée a 3,34 mg/g. Quant aux flavonoides, elles représentent uniqguement
1,62 mg/g de I’extrait des feuilles de cette plante. Quant aux anthocyanes, elles présentent une tres
faible teneur. Alors que Haddouchi et Chaouche (2016) ont trouvés la présence des quantités
inférieurs dans les parties aériennes des teneurs en polyphénols totaux sont plus dans les 1’extrait
méthanolique d’A. graveolens (27,74 = 0,15 mg EAG/g MS) prélevée de la région de Tamanrasset
(Sud de I’ Algérie). Tandis que Daur (2015) a révél¢ la présence des quantités similaires par rapport
notre résultats avec des teneurs de polyphénols totaux de (35 mg EAG/g MS). Les composes
phénoliques ont une activité antioxydante et il est probable que I’activité des extraits due a ces
composés (Adedapo et al., 2008). Leurs propriétés redox, jouent un rdle important dans
I’adsorption et la neutralisation des radicaux libres, la désactivation d’oxygene triplet et singlet, ou

la décomposition des peroxydes (Pawar et Surana, 2010).

180 -
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60 -

40

20 -

Feuilles Branches

Figure 08. Histogramme montre les valeurs d’IC50 et les teneurs en composés phénoliques des

extraits aqueux des feuilles et des branches d’A. graveolens.

42

——
| —



CHAPITRE IIl. Résultats Et Discussion

I1L. Etude de I’activité antioxydant

Deux principaux mécanismes antioxydant ont été proposés pour la prévention contre le stress
oxydatif par les polyphénols, a la fois in vitro (Perron et al., 2009). Le premier est basé sur la
capacité de la fonction phénol a donner un atome d’hydrogéne a un radical libre ; le deuxiéme est le
transfert d’électron d’un composé phénolique a un radical libre (Quideau et al., 2011).

Cette activité est en corrélation avec les teneurs en composés phénoliques (flavonoides et
tanins). Ces derniers peuvent étre responsables de 1’activité antioxydante et ont la capacité a
Céder un proton pour réduire le DPPH. La méthode de piégeage du radical DPPH est parmi les
méthodes spectrophotométriques les plus répondues et tres utilisées pour I’évaluation de la capacité
antioxydante des produits naturels comme d’extraits de plantes, de végétaux, de fruits et des
composes chimiques (Burgos et al., 2013). L'estimation de l'activité antioxydante de ces extraits
aqueux de cette plante et leurs activités sont comparés a celles de I'acide ascorbique, la catéchine et
le Trolox, qui couramment utilisés comme substances de référence connues par leurs propriétes.
Antioxydantes (Wong et al., 2015).

Les valeurs de la concentration inhibitrice (IC50) des différents extraits bruts et standards sont
représentées dans le tableau 07. IC50 est un paramétre employé pour quantifier 1’activité
antioxydante d’un produit chimique. La valeur d’IC50 d’une substance antioxydante correspond a
la concentration nécessaire pour inhiber 50 % d’un oxydant impliqué. Plus cette concentration est
faible plus I’effet antioxydant est trés élevé (Chen et al., 2013).

Les résultats montrent que 1’extrait aqueux de branches de A. graveolens a une bonne activités
antioxydantes avec une valeur d’ICso de 9,43 £ 0,01 pg/mL et plus élevée six fois en comparant
avec celle des feuilles avec (59,6+ 0,01 pg/mL).

L’activité antioxydante d’A. graveolens est plus importante par rapport a celle trouvée par
Daur (2015) sur 1’Asteriscus graveolens, qui ont révélé un faible pouvoir antioxydant, par les deux
méthodes DPPH et FRAP. Nos résultats obtenus ont été comparés avec le travail mené par
Haddouchi et Chaouche (2018), sur la méme espéce de Tamanrasset (sud de 1’Algérie), qui ont
montré une activité antioxydante plus élevée en piégeant le radical DPPH, avec une valeur d’IC50
de 26,97 = 1,04 pug/mL.

L’¢évaluation de ’activité antioxydante de deux extraits étudi€s est variable avec des valeurs
trés importantes fortement dépendantes de la composition chimique et la quantité des polyphénols

continue d’une partie de plante a I’autre (Konieczynski et al., 2016).
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Tableau 07. Activité antioxydante par DPPH et teneurs en polyphénols totaux des extraits aqueux

des feuilles et des branches de A. graveolens.

Feuilles Branches Acide Catéchine*  Trolox*

ascorbique*

Activité antioxydant 59,6 £0,01 9,43 +0,01 045+0,02 105+0,01 2,8 +0,04
(valeurs d’IC50 en

Hg/mL)

Polyphénols totaux 30,114 +1,1 152,455+0,22 - - -

(mg/g)
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CONCLUSION

Les antioxydants, utilisés pour prévenir les dommages oxydatifs causés par les radicaux
libres, sont tres présents dans divers domaines tels que 1’alimentation et la médecine. Ainsi, les
recherches sur les activités antioxydantes des plantes sont rapidement devenues un champ actif de la
pharmacologie moderne.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-
Ciocalteu révéle la présence des quantités importantes en polyphénols dans un extrait de
décoction. De méme.

Le potentiel anti radicalaire des extraits a été déterminé par le test de DPPH. Les résultats
obtenus montrent que les extraits aqueux des feuilles et des branches d’Astériscus graveolens
possedent une activité antioxydante considérable. De ce fait, cette plante contient des molécules qui
sont considérées comme des agents antioxydants de premiere classe et peuvent étre employées pour
des applications thérapeutiques.

Ces résultats ne sont qu'un premier pas dans la recherche des molécules biologiquement
actives. Pour cela, nous envisageons de nombreuses perspectives en élargissant le panel des tests
d’activité antioxydante par 1’utilisation d’autres méthodes d’évaluation in vitro et in vivo et en
faisant des études sur d’autres activités biologiques (antimicrobienne, anti-inflammatoire, etc.).
Identifier les molécules actives par des méthodes spectrophotométriques et chromatographiques et
exploiter ces molécules en biotechnologie (industries agroalimentaire et pharmaceutique) en
remplagant les antioxydants synthétiques qui sont néfastes pour la santé humaine. Enfin, il est
primordial d’étudier la cytotoxicité de ces molécules afin de confirmer ou d’infirmer 1’activité

attribuée a cette plante.
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