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Résumé

Les plantes font I’objet de beaucoup d’études scientifiques qui ne cessent d’augmenter
grace a leurs principes actifs trés variés. Ces études ont abouti a des résultats phénoménaux et
ont permis la découverte des milliers de substances qui sont devenues indispensables a notre
vie. Le nord-ouest Algérien posséde une flore riche et diversifiée ou beaucoup de plantes ne
sont pas encore valorisées. L.’étude qui fait ’objet du présent mémoire rentre dans le cadre de
la valorisation d’une plante algérienne pour la recherche de molécules bioactives nouvelles
d’origine végétale. Nous nous sommes donc intéressés a I’investigation phytochimique et
I’évaluation des activités antioxydantes de quelques extraits d une plante de la région d'Oran :

Rhus pentaphylla Desf.

Ce travail est une contribution a I’évaluation de I’activité antioxydante de ’extrait
aqueux des feuilles de R. pentaphylla in vitro en utilisant deux méthodes a savoir : le piégeage
du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et le test de pouvoir réducteur (FRAP). Les
extraits ont montré un pouvoir antioxydant par le test de DPPH avec des 1Cso varient entre
11.40 + 0.10 mg/mL pour la décoction, et 13.707 £ 0.67 mg/mL pour l'infusion .Concernant le
test de FRAP, les valeurs d’ICsp est de 13,309 + 0,08 mg/ml pour I’infusion et 11,019 £ 0,1
mg/ml pour la décoction des feuilles de R. pentaphylla. Les résultats ont montré que nos
extraits ayant une activité antioxydante significative en piégeant les radicaux libres en

comparaison avec les standards.

Ainsi, une étude phytochimique représentée par la quantification des teneurs en
polyphénols et en flavonoides de ces extraits a été exécutée. Les résultats ont montré la
présence des polyphénols avec une quantité de 88,55 + Smg/ml pour I’infusion et 94,92 +
7mg/ml pour la décoction. Ainsi une forte concentration en flavonoides a été observee avec
une teneur de30,9 + 0,8mg/ml pour I’infusion et 35,55 + 0,72mg/ml pour la décoction. La
forte activité antioxydante des extraits étudiés s’est avérée vigoureusement corréler avec leur
haute niveaux en polyphénols et en flavonoides. Notre étude a montré que la plante
médicinale R. pentaphylla est trés riche en composés phénoliques présente une bonne activité
antioxydante qui pourrait étre utilisé dans le domaine pharmaceutique comme une source

potentielle des molécules bioactives.

Mots clés : Rhus pentaphylla, activité antioxydante, extrait aqueux, DPPH, FRAP,

polyphénols, flavonoides



Abstract

Plants are the subject of many scientific studies which are constantly increasing due to
their very varied active ingredients. These studies have led to phenomenal results and have led
to the discovery of thousands of substances that have become indispensable to our lives. The
north west of Algeria has a rich and diversified flora where many plants are not yet valued.
The current study which is the subject of this thesis is part of the valorisation of an Algerian
plant for the research of new bioactive molecules of plant origin. Therefore, we are interested
in the phytochemical investigation and evaluation of the antioxidant activities of some
extracts of a plant from the region of Oran : Rhus pentaphylla Desf.

This work is a contribution to the evaluation of the antioxidant activity of the aqueous
extracts of the leaves of R. pentaphylla in vitro using two methods: the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical scavenging (DPPH) and the reducing power test (FRAP). The extracts
showed antioxidant power in the DPPH test with ICso values ranging from 11.40 + 0.10
mg/mL for the decoction, to 13.707 + 0.67 mg/mL for the infusion, while in the FRAP test,
the 1Cso values were 13.309 + 0.08 mg/mL for the infusion and 11.019 + 0.1 mg/mL for the
decoction of R. pentaphylla leaves. The results showed that our extracts have a significant

antioxidant activity by scavenging free radicals in comparison with standard extracts.

Thus, a phytochemical study represented by the quantification of polyphenols and
flavonoids contents of these extracts was studied. The results showed the presence of
polyphenols with quantity of 88.55 £ 5mg/mL for the infusion and 94.92 + 7mg/mL for the
decoction. Thus a high concentration of flavonoids was observed with a content of 30.9 £ 0.8
mg/mL for the infusion and 35.55 + 0.72 mg/mL for the decoction. The high antioxidant
activity of the extracts studied was strongly correlated with their high levels of polyphenols
and flavonoids. Our study showed that the medicinal plant Rhus pentaphylla is very rich in
phenolic compounds and has a good antioxidant activity that could be used in the

pharmaceutical field as a potential source of bioactive molecules.

Keywords: Rhus pentaphylla, antioxidant activity, aqueous extract, DPPH, FRAP,

polyphenols, flavonoids.
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Introduction générale

Depuis notre existence, ’homme a vite connu I'utilité et I'intérét des plantes. En effet,
la biodiversité représente une ressource naturelle essentielle a la production alimentaire, a la
production de médicaments, a l'industrie et a la recherche scientifique (Lautre, 2019). Les
effets bénéfiques des plantes médicinales sont associés a la présence de métabolites
secondaires qui sont considérés comme des principaux éléments bioactifs de la médecine
traditionnelle (Ota et al., 2017), et notamment les composés phénoliques, les terpénoides et

les alcaloides, entre autres (Yanqun, 2020).

Par conséquent, leur importance pour la santé humaine est liée a leurs activités
antioxydantes, a élimination des radicaux libres et a la prévention d'une grande variété de
maladies chroniques et neurodégénératives (Losada-Barreiro et al., 2017; Ali et al.,
2020).Le stress oxydatif est défini comme une perturbation de 1’équilibre pro-
oxydant/antioxydant. Il est nocif pour les cellules en raison de la production excessive
d’oxygene hautement réactif (ERO) et d’azote (ERN) (Daenen et al., 2019).Une faible
concentration de ERO est essentielle pour la signalisation cellulaire normale, alors que la
concentration plus élevée et I’exposition a long terme de ERO en causant des dommages aux
macromolécules cellulaires telles que I’ADN, les lipides et les protéines (Singh et al.,
2019).L’activité antioxydante d’un composé correspond sa capacité a résister 1’oxydation
(Xiang,2019). En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle
possedent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés
antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les
radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH") et superoxydes (O2°) (Bartosz et al.,
2003).

L'Algérie posséde une flore riche et diversifiée ou beaucoup de plantes ne sont pas
encore valorisées. L’étude qui fait ’objet du présent mémoire rentre dans le cadre d’évaluer
l'activité¢ antioxydante d’une plante algérienne et la recherche de nouvelles molécules

bioactives d’origine végétale.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I’évaluation in vitro de I’effet
antioxydant des extraits de plante Rhus pentaphylla (Le sumac), connu depuis I'antiquité pour
ses vertus thérapeutiques et nutritives testés par deux tests (DPPH et FRAP), et a

I’investigation phytochimique spectrophotométriquement des composés phénoliques.

Dans ce contexte s’inscrit cette étude qui vise les objectifs suivants :


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Daenen+K&cauthor_id=30105414
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Singh+A&cauthor_id=31013638

Introduction générale

-La premiére partie est la partie bibliographique, qui y a introduit tout ce qui concerne la
plante et l'activité antioxydante tel que la description botanique de la plante, la composition
chimique, leurs utilisations en médecine traditionnelle ainsi que leurs propriétés
thérapeutiques. Puis, les oxydants suivie par des définitions sur les antioxydants, leurs
classification et mécanismes d’action ainsi qu’une citation de méthodes utilisées pour

I’évaluation de I’activité antioxydante.

-La deuxiéme partie est la partie expérimentale montrant 1’extraction de plante, par deux
meéthodes, la préparation des extraits aqueux, ensuite, une détermination de [l'activité
antioxydante testée in vitro suivie par un dosage colorimétrique des polyphénols totaux et des

flavonoides totaux.

-La troisieme partie de notre mémoire concentre sur I'ensemble des résultats et la discussion et

on finit ce travail avec une conclusion générale et perspectives.
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Partie bibliographique Chapitre I. Radicaux libres, stress oxydant, antioxydants

I.1. Espéces réactives
1.1.1. Définition

Les espéces réactives (ER) ont longtemps été considérées comme des sous-produits du
métabolisme normal de I’oxygéne et impliquées dans de nombreuses pathologies (Lushchak,
2014). Cependant, la production contrdlée de radicaux apparait comme un mécanisme
essentiel de la signalisation cellulaire qui participe au maintien de I’homéostasie de la cellule
(Migdal et Serres, 2011; Mydin et Okekpa, 2018). Apreés la découverte des radicaux libres
dans les systemes biologiques, il y a un peu plus de 55 ans, Harman (1956) évoquent pour la
premiére fois une hypothése selon laquelle ’accumulation des dommages moléculaires et
cellulaires affectée par les radicaux libres est principalement due par 1’oxygéne et qui serait

responsable des phénoménes du vieillissement (Liguori et al., 2018).

Ces radicaux sont par définition sont des espéces chimiques possedant un electron
célibataire sur leur couche périphérique, ce qui leur confere un fort degre de réactivité (Joris,
2018). lls ont eté longtemps considerés comme nuisibles, responsables de potentiels
dommages a I’ADN, aux protéines et aux lipides (Eddhima, 2019). Cependant, la description
de la production d’anion superoxyde (O2") par les cellules phagocytaires dans la lutte contre
les pathogenes, celle du role biologique du monoxyde d’azote (NO) ainsi que la découverte
des enzymes productrices qui soulignent également un rdle physiologique du stress oxydant
(Schumacker, 2015).

L’oxygene moléculaire est un élément crucial pour la vie des organismes vivants, en
condition physiologique. Toutefois, il peut former des espéces partiellement réduites et
fortement toxiques appelées les radicaux libres ou encore les especes oxygénées réactives
(ERO) (ou ROS, pour reactive oxygen species) et les espéces réactives de ’azote (ERN)
(Manallah, 2012; Weidinger et Kozlov, 2015).

1.1.2. Différents types des espéces réactives

Les especes réactives de I’oxygene sont une famille d’entités chimiques regroupant les
dérivés non radicalaires (ne possédant pas d’¢lectron célibataire) dont la toxicité est
importante comme I’anion superoxyde (O2" ), le peroxyde d’hydrogéne (H20. ), le
peroxynitrite (ONOO") et les radicaux libres oxygénés (especes chimigques possédant un
électron célibatairenon apparié), comme l'oxygéne singulet (*O2), le nitroperoxyde (ONOOH
), le radical hydroxyle (OH") et le monoxyde d’azote (NO) (Tableau 01)(Eddhima, 2019).

On peut distinguer des radicaux primaires, qui ont un réle physiologique particulier et des



Partie bibliographique Chapitre I. Radicaux libres, stress oxydant, antioxydants

radicaux secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités

biochimiques cellulaires (lipides, protéines, glucides...) (Therond, 2006; Eddhima, 2019).

Tableau 01.Principaux radicaux libres (Eddhima, 2019)

Especes Symboles Especes Symboles
Anion superoxyde 02" Hypochlorite "OCl
Monoxyde d’azote NO’ Oxygéne singulet 10,

Radical alkoxyle RO’ Peroxyde d’hydrogéne H20>
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO Peroxynitrite ONOOr

Oxyde nitrique NO Ozone Os
Dioxyde nitrique NO:

1.1.3.0Origine de production d’espéces réactives de I’oxygeéne

L’organisme humain est soumis a I’agression de différents agents capables de donner
naissance aux espéces réactives de ’oxygéne (Ben Ahmed, 2017) (Tableau 2). Les ERO
peuvent étre produites par des réactions chimiques et surtout enzymatiques (Bruno, 2020). En
effet, toute réaction impliquant de 1’02 et un systeéme réducteur de transfert d’électrons est
susceptible de libérer des ERO (Migdal et Serres, 2011). La formation des radicaux libres se
produit continuellement dans les cellules en conséquence de deux types de réactions :
enzymatiques et non-enzymatiques (Ghouti et Halbigue, 2019). Les réactions enzymatiques,
qui servent de source de radicaux libres, y compris ceux impliqués dans la chaine respiratoire,
dans les phagocytoses, dans la synthése de prostaglandine et dans le cytochrome P-450
(Bruno, 2020). Les radicaux libres peuvent également se former dans les réactions non-
enzymatiques de 1’oxygéne avec des composés organiques ainsi que par des réactions
ionisantes (Lobo et al., 2010). Les étapes de la réduction de 1’oxygeéne et la formation des
intermédiaires partiellement réduits sont deétaillées dans le tableau 3.D’autres facteurs
exogenes sont également capables de générer ces espéces dans I’organisme, en citant, les
champs électromagnétiques, les rayons ultraviolets, les rayons X, les particules inhalées
(amiante, silice), I’ingestion d’alcool, des anticancéreux, des toxiques présents dans notre
environnement (suie, goudron, tabac, polluants industriels...) (Favier, 2003; Aseervatham et
al., 2013). Les ERO peuvent provenir de différents compartiments cellulaires tels que la
mitochondrie, méme en cas d’hypoxie (chaine respiratoire), le réticulum endoplasmique (RE)
(mono-oxygénases), la membrane plasmique (oxydases), les peroxysomes et le cytoplasme.

Ils exercent des effets sur les acides nucléiques, ARN, ADN nucléaire et mitochondrial


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1773035X20301593#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1773035X20301593#!
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(génotoxicité), sur les lipides membranaires en conduisant a des intermédiaires toxiques, sur
les protéines a des niveaux différents allant jusqu’a la carboxylation et la dénaturation, et sur

d’autres composants cellulaires (Barouki et Morel, 2001; Ray et al., 2012).

Tableau 02.0rigine des espéces réactives de I’oxygéne (Migdal et serres, 2011)

Radical Reéaction

Réduction tétravalente de I’oxygéne 02+4e +4H"—2H0

Anion superoxyde (02") O+1le— 02"

Peroxyde d’hydrogéne (H.O>) 02"+ 02" (+ 2H") > H202 + O2

Radical hydroxyle('OH) H,02 + Fe+ — "OH + Fe®* + OH-

H.0; + H,0,— 2 H,0 + O3
H.02 +2 GSH — 2 H20 + GSSG

Radical peroxyle (ROy) R+ 02— ROy

Hydro peroxyde (RO2H) RO, + RH — ROzH + R' RO’

Radical alkoxyle (RO RO;H + Fe?*— RO" + Fe* + OH"
Superoxyde Reéaction de Fenton Catalase
dismutases (Fe® : Cu") Glutathion peroxydase

o
Oxygene Radical Peroxyde Radical Eau
superoxyde d'hydrogéne hydroxyd
i ) - - 0 - S—
Dz + e {]1 +e (+ 2H") H-ED? + @ Ll +e (+H) HED

1.2. Stress oxydant

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces
radicalaires (ou réactives) d’oxygene (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes (Luczaj
et al.,, 2017). Les ERO sont présentes dans la cellule a des doses raisonnables, leur
concentration est régulée par I’équilibre entre leur taux de production et leur taux
d’élimination par les systémes antioxydants (Poljsak et al., 2013).Ainsi, a 1’état normal, on
dit que la balance antioxydants/pro-oxydants (balance rédox) est en équilibre (Poljsak et al.,
2011). Cependant, cette homéostasie peut étre rompue, soit par une production excessive
d’ERO (comme dans le vieillissement ou 1’athérosclérose), soit par une diminution des
capacités antioxydantes. On parle alors de stress oxydant (Pisoschi et Pop, 2015).Un tel
déséquilibre peut étre provoqué de facon régulée par I’activation de systémes de production
d’ERO (Posnyak, 2020). La réponse antioxydante est alors efficace pour compenser cette
production et le déséquilibre est transitoire (Soschi et Pop, 2015). En revanche, dans certaines
situations pathologiques comme le cancer, la production d’ERO est plus importante et

prolongée et la réponse antioxydante est insuffisante (Maulik et al., 2013). Le déséquilibre
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est durable. Cette rupture de I’homéostasie peut avoir plusieurs origines : stress d’origine
exogene (agents environnementaux pro-oxydants), intoxication aux métaux lourds,

irradiations, carence en antioxydants apportés par I’alimentation ou anomalies génétiques

(Wang et al., 2014).

I.3.Défenses antioxydantes
1.3.1. Définition

Un antioxydant par définition est une espéce chimique plus ou moins complexe
diminuant le stress oxydant au sein de l’organisme. Il peut donc prévenir la synthese de
radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou désactiver directement les
EOR (Desmier, 2016). Pour se protéger des effets délétéres des ERO, 1’organisme dispose
d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes (Haleng et al., 2007; Ali et al., 2020).

1.3.2.Classification des antioxydants et mécanismes d’action

On distingue deux sources d’antioxydants, I’'une est apportée par I’alimentation, fruits et
Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide
lipoique, l’autre est endogéne compose: des enzymes (superoxydedismutase, glutathion
peroxydase, catalase), des protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, aloumine) et de
systémes de réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases (Lobo et al., 2010)
(Figure 01). A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc

qui sont des cofacteurs d’enzymes (Roussel, 2017) (Tableau 07).
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T O 2 (oxygeéne fondamental)

A\

T 1

‘)/( SOD, Vit C
peroxyde d' hydrooene

anion superoxyde acide hypochloreux
(eau de javel)

(atalase Vit C, flavonoides,

Fe,Cu
ﬂ % GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs

radlcal hydroxyle

hpoperoxydeq

oxygene singulet acide urique, Vzt C, GSH

B-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubzqumone

Figure 01. Mécanisme physiologique de la défense antioxydante (Elsevier, 2002)

1.3.2.1.Systémes de défense enzymatiques

Ce sont des antioxydants d’origine interne controlent les radicaux libres et le bon

fonctionnement des cellules (Desmier, 2016) (Tableau 03).

Tableau 03. Systemes antioxydants endogenes et leurs fonctions

Systeme enzymatique  Définition Propriétés Réferences
d’antioxydant
Catalase C’est une enzyme que Elle transforme le (lghodaro et
(CAT) I’on retrouve peroxyde d’hydrogéne en Akinloye, 2018)
principalement au sein eau et en oxygene
des peroxysomes, dans moléculaire  selon la
les hépatocytes, les réaction suivante :
érythrocytes et les 2H.0, —2Hx0+O0:;
cellules rénales.
Super Ces metalloprotéines,  Assurent 1’¢limination de (Ighodaro et
oxydedismutases qui représentent une I’anion superoxyde O2" Akinloye, 2018)
(SOD) des premieres lignesde par une reaction de
défense contre le stress  dismutation, en le

oxydant,

transformant en peroxyde
d’hydrogene et en
oxygene :
2H" + 20y
02

—>H202+

Les glutathion
peroxydases
(GSH-Pxs)

La glutathion
peroxydase (GSH-Px)
est une enzyme a

Elle détoxifie le peroxyde
d’hydrogeéne et d’autres
hydroperoxydes d’origine

sélénium.  Elle se lipidique selon les deux
retrouve  dans les réactions suivantes :
liquides -ROOH + 2 GSH

(Lonnetal., 2012;
Jacquot, 2013)
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extracellulaires
que dans les cellules,
au sein du cytosol et
des mitochondries

ainsi

—ROH + GSSG + H.0
....(reaction 1)

-H202 + 2 GSH — 2H.0
+ 02 + GSSG
....(reaction 2)

1.3.2.2.Systémes de défense non enzymatiques

1.3.2.2.1.Systémes antioxydants non enzymatiques endogénes

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogenes sont présentés dans le tableau

04.

Tableau 04. Systémes antioxydants endogénes et leurs fonctions

Antioxydant Définition

Mécanisme
d’action

Structure

Références

Glutathion

Le glutathion est un
tripeptide (acide
glutamique-cystéine-
glycine). Il est le
thiol (-SH)
majoritaire au niveau
intra-cellulaire
(I’albumine étant son
équivalent
plasmatique) ou il est
présent sous forme
essentiellement
réduite (GSH). Dans
des conditions
physiologiques, sa
forme oxydée
(GSSG) est en
concentration  trés
faible. Le rapport
GSH/GSSG est
considéré comme un
excellent  marqueur
de la peroxydation
lipidiqgue et permet
d’objectiver
I’importance du
stress.

-cofacteur de
la GPx,

-chélateur des
métaux de
transition,

-régénérateur

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

-1l intervient
dans la
détoxication
des
Xénobiotiques,

-Protecteur
des lipides,
des proteéines
et des acides
nucléiques
contre
I’oxydation.

HS
0
\/\)L \
HOOC | NHNVCOOH
H
NH, 0

(Haleng et al.,
2007 ;
Beaudeux et
Genevieve,
2011)

Acide
lipoique

L'acide alpha-
lipoique est

un acide soufré
présent dans toutes
les cellules du corps.
C'est un puissant

- piégeur des
E.R.O,

-régénérateur
des
antioxydants
endogenes et

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

8
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antioxydant capable  exogenes tels 0
de neutraliser que le
plusieurs types de glutathion, la
radicaux libres. vitamine C et MOH
E, S-S
-chélateur des
meétaux de
transition tels
que le fer et le
cuivre
Bilirubine C’est un produit -piégeur des 000 Co0 (Haleng et al.,
terminal  de la Radical 2007;
dégradation de peroxyle Kurutas,
I’héme et résulte (ROO-°)etde 2016)
essentiellement du I’oxygéne
catabolisme de singulet'O..
réticuloendothéliales. Drop o
albumine et
les acides gras
liés a
I’albumine
vis-a-vis les
attaques
radicalaires.
Acide C’est un produit -un  piégeur OH (Haleng et al.,
urique terminal majeur du puissant  de 2007; Dauvid,
métabolisme des radicaux (OHe N 2015;
purines chez , ROO- Kurutas,
I'homme. NOO-, HOCI HO—</ | 2016)
et102...). N /)\
-1l peut H N
également
régénérer
d'autres

antioxydants
tels que les
vitamines C et
E.

1.3.2.2.1.Systémes antioxydants non enzymatiques exogenes

Ils constituent généralement par des vitamines, oligoéléments et métabolites

secondaires. (Moussa et al., 2019)

-Vitamines
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Tableau 05.Propriétés de quelques vitamines antioxydantes

Vitamine

Fonction

Structure Références

Vitamine E
«otocophérol»

La structure
moléculaire de la
vitamine E comporte
deux extrémités, une
extrémité hydrophile
et une extrémite
hydrophobe.
L’alpha-tocophérol
est sa forme la plus
abondante et la plus
active.

-Elle  empéche Ia
propagation de la
peroxydation
lipidique.

-Elle posséde aussi
la capacité du pieger
de radicaux
lipidiques, en
particulier LO" et
LOO.

(Neve et

Pincemail, 2008;
Saremi et Arora,
2010; Romero et

g\w\)\ al., 2013; Hocine
0 et Gorine, 2017)

l

Vitamine
«Acide
ascorbique»

C

-c’est un excellent
piégeur des ERO (le
radical hydroxyle
HO’ ou I’anion
superoxyde O2 ™).
-Elle inhibe
également la
peroxydation
lipidique en
régénérant la
vitamine E a partir
de la forme
radicalaire issue de
sa réaction avec des
radicaux lipidiques.
-Leurs fonctions
sont diverses : le bon
fonctionnement du
systeme
immunitaire, la
synthese du
collagene et des
globules rouges ainsi
que dans les

(Huang et al,
HO 2005; Haleng et
al., 2007).

- 0 '
Ho../ ¢ =0
\ /

/\

HO OH

10
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mécanismes de
métabolisation du
fer

Vitamine A Cest une vitamine -~ ¢ CHs CHy (Haleng et

«rétinol» liposoluble piégeur N N 2007; Romero et
de radicaux. al., 2013)
Hy

-Caroténoides

Ce sont des anti-radicalaires puissants, sont retrouvés souvent dans les plantes
alimentaires, leur r6le protecteur dans les systeme biologiques implique la désactivation des
espéces réactives telles que 1’oxygene singulet'O2 , les radicaux peroxyles ROO" et les alkyles
R’(Krinsky, 2001; Gardes-Albert et al., 2003).Les caroténoides incluent 1’alpha caroténe,
béta carotene lycopéne, phytofluéne, phytoene, lutéine, néoxanthine, violaxanthine,
anthéraxanthine, alpha cryptoxanthine et béta cryptoxanthine (Merhan, 2017; Young et
Lowe, 2018) (Figure 02). lls sont d'excellents piégeurs d'especes radicalaires particuliérement
vis-a-vis de la lipoperoxydation des phospholipides membranaires grace a leurs structures (un

systéme conjugué de doubles liaisons) (Fiedor et Burda, 2014).

(a) (b)

Ho™

11
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Figure 02. Structure de quelques carotenoides; a: alpha-caroténe, b: beta-caroténe, c: lutéine,
d: lyccopene, e: zéaxanthine (Merhane, 2017)

-Polyphénols

IIs représentent une classe de métabolites secondaires et ils sont trés largement
représentés dans le regne végétal et donc dans notre alimentation (Desmier, 2016).Leur
structure comporte un ou plusieurs groupes phénoliques (un groupement OH greffé sur un
noyau aromatique) (de la Rosa et al., 2019) (Tableau 06). Leur étude a été croissante ces
derniéres décennies en raison de leurs bienfaits sur la santé, notamment grace a leur pouvoir
antioxydant mais aussi dans la prévention ou le traitement de nombreuses pathologies comme
les cancers, les maladies cardiovasculaires ou dégénératives (Chen et al., 2004). Ils sont
¢galement utilisés en agroalimentaire, en cosmétique ou dans 1’industrie pharmaceutique

comme additifs.

Le mécanisme de piégeage des radicaux libres par les polyphénols se fait par le
transfert de I’atome d’hydrogene (H-atom transfer ou HAT). Le radical libre est réduit par
transfert de I’atome d’hydrogéne de I’antioxydant (ArO-H) vers le radical (Re). Selon

I’équation suivante :
ArOH+R" —ArO'+RH..................cooil équation4

Le radical ArOe- ainsi form¢é sera stabilisé soit par délocalisation des électrons w ou par
un nouveau transfert d’atome d’hydrogeéne conduisant a la formation de quinone ou soit par

réaction avec un autre radical libre (KoSinova et al., 2011; Velu et al., 2008).

Tableau 06. Principales classes des composés phénoliques et leurs structures (Cuevas-
Valenzuela et al., 2016).

Squelette Classe Structure
carboné
Cs Phénols simples
HD—(: :>—0H
Cs-C1 Acides hydroxybenzoiques o
HO _{ :>_<
OH
Cs-Cs Acides hydroxycinnamiques P
Ho—¢/ N0, o
\L_rj :‘.‘l:‘ (’.:?
A

12
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Coumarines /@\/i
HO 0" "o

C6-Cs Naphtoquinones ?
2‘5; -
O
OH O
Ce-C2-Cs Stilbénoides 2, _AOH

OH
Cs-C3-Cs Flavonoides iy ~OH
HO. o O A
Cx,
OoH Q
Isoflavonoides O o O

- “OoH
Anthocyanes
(C6-Cs)2 Lignanes . o
(Ce-Ca)n Lignines
(Ce-C3-Cé)n Tanins condensés

-Oligoéléments

Les oligoéléments sont des éléments inorganiques présents dans 1’organisme en trés
faible quantités (Roussel, 2017). Le tableau 08 présente les principaux oligoéléments

antioxydants.

Tableau 07.Quelques oligo¢léments antioxydants et leurs mécanisme d’action.

Oligoéléments Définition et mécanisme d’action Référence

Sélénium Le sélénium n’est pas un antioxydant (Desmier, 2016)
en tant que tel, car il ne peut piéger les
radicaux libres, mais il joue un réle
primordial comme cofacteur de la GPx.
Dans I’alimentation, on retrouvera

13
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essentiellement du sélénium organique,
lié a un acide aminé, la cystéine. Le
sélénium organique est mieux absorbé.
Il subit une métabolisation hépatique
qui conduit a des intermédiaires
nécessaires a la synthese de dérivés
physiologiquement actifs comme la
GPx.

Cuivre C’est un cofacteur d’enzymes comme la (Jomova et Valko, 2011)

SOD, la cytochrome C oxydase et la
dopamine p-hydroxylase. Cependant,
en tant que métal de transition, il joue
un role important  dans le
déclenchement de réactions de
production d’ERO  (réactions de
Fenton) et peut lorsque sa concentration
est élevée devenir pro-oxydant.

Zinc Le zinc est un oligo-élément
nutritionnellement fondamental, (Jarosz, 2017)
essentiel a la structure et au
fonctionnement de nombreuses
macromolécules. 1l joue un role de
cofacteur pour de nombreux enzymes et
intervient ainsi dans de nombreuses
fonctions comme le métabolisme des
nucléotides, la synthese des
prostaglandines, le fonctionnement de
I’anhydrase carbonique. Comme le
cuivre, le zinc est un des cofacteurs
essentiels de la SOD. Il protege
également les groupements thiols des
proteines et il peut inhiber les réactions
de formation d’ERO induites par des
métaux de transition comme le fer ou le
cuivre.

1.4.Méthodes d’évaluation de la présence d’antioxydants dans les plantes

Les antioxydants présentent une grande diversité moléculaire agissant contre les
processus d’oxydation de différentes manicres (Guillouty, 2016). Actuellement, plusieurs
techniques analytiques sont appliquées pour mesurer la capacité antioxydante dans les
antioxydants lipophiles et hydrophiles contenus dans les systéemes biologiques et dans notre
alimentation en particulier les légumes, les fruits et les plantes médicinales consommables
(Pisoschi et Negulescu, 2011).

Il existe deux mécanismes de piégeage des radicaux libres : la libération de 1’atome

d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide de certains acides et dérivés

14
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phénoliques) et la libération d'un électron (cinétique lente des dérivés glycosylés et des
anthocyanes) (Guillouty, 2016).Parmi ces différentes méthodes analytiques, nous distinguons
(Peng, 2009 ; Pisoschi et Negulescu, 2011; Miguel-Chévez, 2017):

= La méthode de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Activité scavenger du radical DPPH,
Activité scavenger du radical DPPH).

»La méthode TRAP (Parametre du piégeage du radical total, fotal radical-trapping
antioxidant parameter assay).

= |a méthode de PCL (test de Photo chemiluminescence, Photo chemiluminescence assay )
»La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygéne, oxygen radical
absorbance capacity assay).

» La méthode de DMPD (Balayage du radical cation La diméthyl-4-phénylénediamine, N,N-
Dimethyl-p-phenylenediaminedi hydrochloride assay).

=La méthode de FRAP (Test de la réduction du fer ou test de pouvoir réducteur ;
ferricreducing-antioxidant power assay).

= | a méthode de TOSC (total oxyradical scavenging capacity assay ).

= La méthode de TAC (capacité antioxydante totale;total antioxidant capacity assay).

»La méthode d’ABTS (Activité scavenger du radical ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-
benzothiazoline-6-sulphonate)); ABTS radical cation scavenging assay) ou TEAC (Capacité
antioxydante équivalente de Trolox, Trolox equivalent antioxidant capacity assay).

=La méthode de ROS (le test du piegeage du radical superoxyde (O2 Reactive
oxygenspecies).

= La méthode de piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H20. hydro genpyroxide scavenging
activity).
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1. Présentation de I'espéce

I1.1. Description botanique de la famille des Anacardiaceae

La famille des Anacardiaceae regroupent des arbres, arbustes, lianes ou rarement des
herbes pérennes a canaux de résine verticales dans 1’écorce et le feuillage, parfois du suc
laiteux (Mabberley, 1987). Ce sont des especes hermaphrodites, polygamo-dioiques ou
dioiques (Tianlu et Barfod, 2008). Les feuilles sont spiralées, rarement opposées ou
verticillées, pennées ou trifoliées, moins souvent simples (Mabberley, 1987). Selon Pell
(2004), les feuilles sont généralement alternes mais peuvent étre composées simples ou
pennées ou rarement bi-pennées. D'aprés Guyots (1992), il est mentionné que cette famille a
60 genres et 600 espéces, et selon Mabberley (1987), cette famille compte 73 genres et 850
espéces dont le genre le plus grand dans cette famille est Rhus dont on compte une centaine
d’espéces. De méme, Selon Pell (2004), cette famille contient 82 genres et 700 espéces. Parmi

ces nombreuses espéces, Nnous nous sommes intéressés par les feuilles de Rhus pentaphylla.
11.2. Genre Rhus
11.2.1. Description botanique et habitat du genre Rhus

Ce genre regroupe des arbustes ou des arbres a feuilles caduques, polygames ou
dioiques. Les feuilles sont composées imparipennées, a rachis parfois ailé et folioles pétiolées
ou sessiles. Les inflorescences terminales sont paniculées ou thyrsoidesa bractées florales
persistantes ou caduques. Les fleurs sont fonctionnellement unisexuées ou bisexuées (Tianlu
et Barfod, 2008). Les rameaux secrétent un suc laiteux comme celui des Euphorbes
(Fournier, 1977). L’ovaire est uniloculaire et uniovulaire a trois styles, souvent unis a la
base. Le fruit est une drupe globuleuse, légerement compressee, pubescente glandulaire et
poilu, rouge a maturité (Tianlu et Barfod, 2008). Il s’est trouvé principalement dans les
zones tempérées chaudes des deux hémispheres, mais s'étend aussi dans les régions tropicales
et tempérées froides. Rhus au sens large est le plus grand genre dans les Anacardiaceae,
comprenant plus de 250 espéces différentes de plantes a fleurs (Pourahmad et al., 2009).En
Algérie, on trouve principalement trois types de Rhus: Rhus coriaria, Rhus tripartitum et
Rhus pentaphylla (Quezel, 1962).

11.2.2. Composition chimique du genre Rhus

De nombreuses études phytochimiques des membres du genre Rhus ont permis
d'identifier plusieurs types de composés bioactifs. Les tanins hydrolysables tels que les

gallotanins sont les principaux composants (4% dans la poudre, et jusqu'a 20% dans les
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feuilles séchées) (Kossah, et al., 2009). Ce genre contient également des flavonoides
(Chetoui et al., 2013), des triterpénes (Abu-Reidah et al., 2015), des anthocyanines (Kosar
et al., 2006), des acides phénoliques (acide gallique), des acides gras (acide linoléique, acide
linolénique, acide oléique, acide palmitique et acide stéarique) (Anwer et al., 2013), des
minéraux (le potassium, le sodium, le magnésium, le calcium, le fer, le cuivre, le zinc, le
manganése et le phosphor)(Ozcan et Haciseferogullari, 2004), des acides organiques (acide
malique, acid citrique, acide tartrique, acide fumarique) (Ozcan et Haciseferogullari, 2004),
et des vitamins (B,C et PP) (Hageeq et al., 2012).

11.2.3. Utilisations traditionnelles et propriétés pharmaceutiques

Des travaux ultérieurs ont montré que les especes de Rhus sont des sources de composés
phénoliques bioactifs et d'ingrédients fonctionnels ayant de multiples applications potentielles
dans les industries pharmaceutique et alimentaire (Abu-Reida et al., 2015).Ces espéces est
sont utilisées comme un additif alimentaire, et protegent contre les dommages oxydatifs en
piégeant les especes réactives de I'oxygéne (Kim et al., 2013). Les femmes des compagnes
ont ’habitude d’utiliser cette plante en cuisine (Alaoui et al., 2012).D’apres Yadav et Tangpu
(2004), les fruits de Rhus récoltés du Nord-est d’Inde sont connus pour ses propriétés
antidiarrhéiques et putatifs. Plusieurs études ont été effectuées sur les extraits du genre Rhus
révelent un potentiel prometteur pour cette famille de plantes a fournir des produits naturels
renouvelables avec des activités biologiques tres diverses. En effet, les propriéetes
antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires hypolipidémiantes, antitumorales,
hypoglycémiantes et antidiarrhéiques des extraits de Rhus ont été bien documentées
(Mahjoub et al., 2010; Shafiei et al., 2011; Ben Barka et al., 2016).D’autre part, des tests in
vitro et in vivo sur de cellules humaines et des rats des tiges de Rhus oxyacantha ont montré

des potentiels cardio protecteurs (Shahat et al., 2016).
I1.3. Présentation de I’espéce Rhus pentaphylla (Jacq.) Desf.

11.3.1. Classification systématique

Rhus pentaphylla (Jacq.) Desf. appartient selon la classification d’APGIII (2009) au :
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Régne Plantae

Sous-régne Angiospermes

Division Eudicots

Classe Eudicots

Sous-classe Rosidées

Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae

Genre Rhus

Espéce Rhus pentaphylla (Jacq.) Desf.

11.3.2. Noms vernaculaires et synonymes (Quezel et Santa, 1962)

e Nom arabe/ Berbére : Tizra, Tizrha, Taza, jdari.

e Nom frangais : Sumac a cinqg feuilles.

e Nom anglais : Sumach, Sicilian sumac

*Synonyme : Rhamnus pentaphylla Jacq, Searsia pentaphylla (Jacq.) F.A.
Barkley.

11.3.3. Caractéres morphologiques, distribution géographique et habitat

C’est un arbre ou arbuste qui atteint de 5 a 6m, mais il se présente souvent comme un
buisson de 2 a 3m. Son enracinement est puissant. Ses rameaux sont épineux. Ses feuilles,
caduques, ne tombent pas qu’a la saison d’été. Le fruit est une drupe rouge globuleuse
(Seigue, 1985).

Cette plante pousse généralement avec I’arganier et Pistacia lensiscus L. Sa présence
dans un sol est un indicateur que c’est un sol peu fertile est qui n’est pas bon pour la
plantation en général. Elle est souvent présente dans les sols rocailleux plus ou moins, dans
les foréts arides et dans les montagnes basses a moins de 1 Km de hauteur. Cette espéce se
trouve en Afrique du Nord : elle est rare en Tunisie et fréquent dans ’ouest d’Algérie et au
Maroc. A Tlemcen, elle est présente plutét dans la région de Zarifet, de Ghazaou et Beni-saf
(Soulimane, 2018).
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Figure 3. Photo de Rhus pentaphylla (https//:www.teline.fr/)

11.3.4. Propriétes biologiques et utilisation traditionnelle

C’est est une plante médicinale connue pour sa grande concentration en tanins dont les
extrais sont utilisés pour le tannage (Soulimane, 2018). Les racines, les feuilles et les écorces
de cette plante depuis longtemps sont utilisés en décoction contre les troubles gastriques et
gastro-intestinaux et les fruits de cette plante ont un effet remarquable contre les diarrhées
(Lahsissene et al., 2009).

De nombreux rapports sur l'activités pharmacologiques des extraits de différentes
parties aériennes de cette espéce ont éte démontré des effets anti-inflammatoires, protecteurs
dans différentes neuropathologies in vitro, antibutyrylcholinestérasiques, ainsi que des effets
curatifs dans les complications liées au diabéte et ’efficacité thérapeutique dans certains types
de cancer (BenMansour et al., 2011; Dogan et al., 2016; Tabassum et al., 2017). L’analyse
de la caractérisation phytochimique de cette espéce ont permis aux chercheurs de valider ses

propriétés antioxydantes, anticancéreuses et antimicrobiens (Muazzam et al., 2018).

11.3.5. Composition chimique

Les extraits méthanoliques de R. pentaphylla a été récolté autour de la localité de

Marsat Ben M'hidi au nord-ouest de Tlemcen, Algérie, possedent une teneur élevée en tanins
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dans les racines tels que gallo-tanins hydrolysables et pentagalloyl glucose alors que les
flavonoides sont présentés en quantité considérable dans les feuilles (Soulimane, 2018).

Une étude effectuée par BenMansour et al. (2011) a montré que les extraits aqueux de
graines, de feuilles et de racines de R. pentaphylla sont riches en tanins, en flavonoides et en
coumarines. Par conséquent, ces extraits possedent une activité antibutyrylcholinestérasique

importante qui pourrait é&tre utilisée pour le traitement de la maladie d’Alzheimer.
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I.1. Préparation du matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans notre étude est les feuilles de Rhus pentaphylla (Jacq.) Desf.
(Anacardiaceae). La récolte a été faite en novembre 2017dans la région d'Oran. Le matériel végétal a éte
authentifié par des botanistes au niveau de laboratoire de botanique, Université Oranl.Une fois
transportés au laboratoire, les feuilles ont été séparées et trie, lavées rapidement sous I'eau du robinet,
rincées abondamment a l'eau distillée, puis essuyées avec du papier Joseph. Le matériel végétal a été
séche a l'air dans une piece ventilée et conservée a I'abri de la lumiére pendant une quinzaine de jours.
Une fois séchées, les feuilles ont été concassées séparément dans un mortier, puis broyées en poudre
fine ~40 mesh a I’aide d’un broyeur a couteau, pour obtenir des poudres fines, qui ont été conservées et

stockées dans des dessiccateurs fermes a une température ambiante jusqu’a leur utilisation.

1.2. Extraction et préparation des extraits

Les extraits aqueux des feuilles de R. pentaphylla sont préparés avec deux méthodes : la décoction
et I’infusion ; dont le but d’extraire les substances polaires telles que les composés phénoliques selon la

méthode décrite par Rached et al. (2019) avec quelques modifications.
1.2.1.Décoction

Une décoction aqueuse a 1% est effectuée en plagant 2 mg de poudre de plante dans 200 mL d’eau
distillée. L’ensemble est porté a bouillir pendant 15 minutes puis laissé refroidir le décocté. Ensuite, la
filtration a été réalisée a 1’aide d’un papier filtre. La poudre d’extraction reprise est décoctée a nouveau
en procedant les mémes étapes. Le filtrat obtenu est par la suite congelé puis lyophilisé a I’aide d’un

lyophilisateur.
1.2.2. Infusion

Elle consiste de mettre la poudre végétale a infuser avec 1’cau distillée bouillante (1%, p/v)
pendant 15 min. Ensuite, 1’extrait est refroidi puis filtré a l'aide d'un papier filtre Puis, le résidu récupéré
de I’infusion est mis de nouveau a I’extraction. Cette étape est répétée deux fois. Le filtrat obtenu est
transféré dans des flacons puis congelé a température de -20°C. Les produits congelés sont ensuite
lyophilisés a I’aide d’un lyophilisateur afin d’obtenir une poudre brune seche qui sera conservée

ultérieurement a -20°C jusqu’a ’utilisation.
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1.2.3. Evaluation du rendement d’extraction

Le rendement d'une extraction (yield) en pourcentage (%) est défini comme étant le rapport entre
la masse d’extrait et celle de la plante seche en poudre (Ainane et al., 2018). Le rendement d’extraction

est calculé selon la formule suivante :

Masse obtenue en gramme (g)

04) =
R (%) =100 Masse initiale en gramme (g)

Il existe des parametres 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).Les résultats du rendement pour l'extrait testé sont résumeés dans
le tableau 08.

I1. Dosage colorimétrique des composés phenoliques
I1.1. Dosage des polyphénols totaux (PT)
11.1.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été déterminé par un
spectrophotometre UV-Visible (UViline 9400, Secomam) selon la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu décrite par Singleton et Rossi (1965) avec des modifications mineures. Son utilisation s’est
largement répandue pour caractériser les extraits végétaux. Le dosage est repose sur la quantification de
la concentration totale de groupement hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu,
qui est constitu¢é par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PWI12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040), qui est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en mélange
d'oxydes bleus de tungstene (W8023) et demolybdéne (Mo08023) (Mataix et de Castro, 2001).
Subséquemment, En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les polyphénols en ions
phénolates et réduit partiellement ses hétéro polyacides d’ou la formation d'un complexe bleu (Dieng et
al., 2015)

I1.1.2. Mise en ceuvre du dosage

Pour réaliser ce dosage, un volume de 0,1mL de chaque extrait de plante (2,5 mg/mL) a été ajouté
avec un volume de 0,5 mL du réactif de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v, H20). Le mélange a été agité a ’aide
d’un vortex puis incubé pendant 5 min a "obscurité et a température ambiante. Ensuite, 1,5 mL d’une
solution aqueuse du carbonate de sodium anhydre (Na2Cos, 2%) ont été ajoutés. Puis, le mélange a été
agite et conservé pendant 1h a I’obscurité et a température ambiante. L’absorbance est lue a 765 nm.
Une gamme étalon en milieu aqueux (0,02; 0,04; 0,06; 0,08 et 0,1 pug.mL?, H,0) a été réalisée en
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utilisant 1’acide gallique comme un polyphénol témoin. La concentration des polyphénols totaux est
calculée a partir de 1I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique. La
concentration moyenne des polyphénols présents dans les extraits végétaux est exprimée en mg
équivalent d’acide gallique par un gramme de I’extrait aqueux lyophilisé sec (mg Eq AG/g d’extrait).La
courbe d’étalonnage de 1’acide gallique est représentée dans la figure 03 ci-dessous suivi le méme
protocole entrepris pour doser les échantillons.

0.5 vy =4,2333x + 0,0163
R? = 0,9996
0,45

0.4

0,25

0.2

Absorbance a 765 nm
'

0,15
0,1 [

0,05

o 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 012

Concentration d'acide gallique en mg/mL

Figure 04.Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage de polyphénols totaux (TPT)

11.2. Dosage des flavonoides totaux (FT)
11.2.1. Principe

La quantification des flavonoides est une méthode basée sur la formation d’un complexe tres
stable entre le chlorure d’aluminium (AICIs) et les atomes d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides, suivie par une mesure spectrophotométrique de ce complexe produit (Ali-Rachedi et al.,
2018). La coloration rosatre produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans
I’extrait, mesurée a 510 nm (Pe¢kal et Pyrzynska., 2014).La teneur en flavonoides des extraits testés a
été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium décrite par Kim et al.
(2003).

I1.1.2. Mise en ceuvre du dosage

Ce dosage est effectué par un mélange d’une quantité de 0,5mL de I’extrait (2,5 mg/mL) avec
1,5mL d’eau distillée. Par la suite, un volume de 0,150mL de nitrite de sodium (NaNO2z, 5% p/v, H20) a
¢té ajouté. Aprés Smin, 0,150mL de trichlorure d’aluminium (AICl3, 10% p/v, méthanol) a été

additionné. Aprés 6 min de repos, On ajoute au mélange 0,5mL d’hydroxyde de sodium (NaOH, 1M
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p/v, H20). L’ensemble a été agité a ’aide d’un vortex et ’absorbance a été mesurée a 510 nm a ’aide
d’un spectrophotométre UV-Visible. Les teneurs en flavonoides totaux sont calculées en se référant a
une courbe d’étalonnage (équation de la régression linéaire : y = 0,0045x — 0,0525; R? = 0,9946)
préparée avec la catéchine (0,04; 0,06; 0,08; 0,1 et 0,2 mg/mL, Méthanol) (Figure 04). Les
concentrations sont exprimées en mg d’équivalent de catéchine par gramme d’extrait lyophilisé sec (mg
EC/g d’extrait). Cette courbe est procédée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons
étudies. Les dosages sont encore réalisés en triplicata.

v = 0,0045x - 0,0525
R = 0,9946

Absorbance 4 510 nm
-

0 S0 100 150 200 250

Concentration de catéchine en pg/mL

Figure 5.Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides totaux

I11. Evaluation de I’activité antioxydante

On peut déterminer le pouvoir antioxydant d’une substance par plusieurs méthodes dont une
grande majorité est détectable par UV-Visible. Elles sont généralement basées sur une différence de
couleur qui peut étre déterminée avec précision par I'UV-Visible. Dans cette étude, les deux méthodes
utilisées sont le Pouvoir Réducteur d’Tons Ferriques (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) et le
test du pouvoir du piégeage du radical libre DPPH, qui ont été déterminées in vitro selon Barros et al.
(2013).

I11.1.Pouvoir Scavenger du Radical DPPH

Le test de DPPH(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) 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

caracteristique du DPPH virait au jaune (aprés reduction) et I’absorbance mesurée a 517 nm s’abaissait.
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L’ajout de différentes dilutions des extraits a la solution de DPPH permettait de déterminer celle le

mieux qui abaissait I’absorbance (Yaici et al., 2019).

Cette méthode chlorométrique est effectuée a l'aide d'un spectrophotométre (UViline 9400,
Secomam). Elle comporte a mixer 100 pL de différentes concentrations de chaque extrait de plante
(0,019 — 5 mg/mL) avec 900 pL d’une solution méthanolique de DPPH a 0,6 mmol/L. La lecture de
I’absorbance a été effectuée a 517 nm aprés avoir laissé incuber la réaction a I’obscurité et a température
ambiante pendant une heure. Le Trolox, I’acide ascorbique et la catéchine sont utilisés comme
substances de références. L’activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage d’inhibition du DPPH

(1 %) en utilisant la formule suivante :
| % = [1- (Absorbance d’échantillon — Abs du contréle négatif)/ Absorbance du contr6le négatif] x 100.

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuit par la valeur de la ICso, sachant que I’'ICsq est la
concentration d’extrait nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du radical DPPH. La
régression linéaire des graphiques a été utilisée pour calculer graphiquement I’'ICso exprimée en

pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations des extraits testes.
I11.2.Pouvoir réducteur d’ions ferriques (FRAP)

Le test de la réduction du fer ou test de pouvoir antioxydant réducteur d’ions ferrique (FRAP) est
relativement simple et rapide. C’est une méthode directe pour mesurer I’activité antioxydante combinée
(totale) d’un antioxydant réducteur (donneur d’électron) présent dans un échantillon d’essai (Benzie et
Devaki, 2018). Le test du FRAP est basé sur la capacité de réduire un complexe ferrique jaune
(contenant Fe**) a un complexe ferreux bleu (contenant Fe?*) par des antioxydants donneurs d’électrons
dans un milieu acide (Hidalgo et Almajano., 2017). Une quantit¢ de 0,5 mL de differentes
concentrations des extraits testés (0,019 - 5 mg/mL) a été melangée avec 0,5 mL d’une solution tampon
phosphate (0,2 mMp/v, pH 6,6) et 0,5mL d’une solution de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6; 1%
p/v; H20). L’ensemble a été incubé a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 0,5mL d’acide trichloroacétique a
10% (p/v) ont été ajoutés pour stopper la réaction. Subséquemment, 0,8 mL du mélange sont combinés
avec 0,8 mL d’eau distillée et 0,160 mL du chlorure de fer (FeCls: 0,1%p/v). La lecture de I’absorbance
du milieu réactionnel a été réalisee a 690 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplacant
Iextrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer I’appareil (UV-VIS spectrophotometre).Les
résultats sont exprimés en valeurs ICso qui est calculée a partir de la courbe d’absorbance en fonction de

la concentration de 1’échantillon.

IV. Etude statistique
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L’analyse de variance dans cette étude est effectuée par le test ANOVA, ainsi des méthodes
statistiques unies variées sont employées dans tous les essais. Les résultats sont ensuite suivis par le test
Tukey’s HSD avec un niveau de signification de 5% (p = 0.05), et analysés par le test de t-Student. Le
logiciel utilisé est SPSS (Statistics Package for Social Sciences) version 23.0 (IBM Corporation, New
York, USA). Les données sont représentées par leur moyenne + erreur standard par rapport a la
moyenne (ESM). Pour toutes les méthodes, trois répétitions sont effectuées (triplicata).
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Résultats et discussion

I. Extraction et caractérisation phytochimique

1.1. Rendements d’extraction

Le meilleur rendement d’extraction, des deux méthodes utilisées a été enregistré par la
décoction soit une moyenne de 17,34 % versus 15,64 % pour l'infusion (Tableau 08). Ainsi,
la capacité d'extraction des solvants dépend principalement de la solubilité du composé dans
le solvant (Dhanani et al., 2017). Quel que soit la méthode d’extraction appliquée, elle doit

tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bio-activité de ces principes actifs.

Dans la présente étude, les méthodes de la décoction sous agitation et I'infusion sont
permettes d’accélérer le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant

avec ’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 & une autre de la méme famille mais également en fonction des parametres de
I’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’extractantce 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 1’échantillon par

des impuretés parfois difficile a éliminer (Jurenka., 2009).

Tableau 08.Rendement des extraits aqueux

Extrait Rendement (%)
Décoction 30,6
Infusion 18,9

1.2. Dosage colorimétrique des composés phénoliques

La détermination des teneurs en phénols totaux et en flavonoides présents dans les deux
extraits de R. pentaphylla a été faite en utilisant séparément les méthodes colorimétriques
Folin-Ciocalteux et trichlorure d’aluminium respectivement. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 09.
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1.2.1. Dosage des polyphénols totaux (PT)

La plante étudiée dans ce travail a été décocté et infusée. Les rendements de leurs
extraits bruts sont mentionnés dans le tableau ci-avant. Le dosage colorimétrique par le réactif
Folin-Ciocalteu appliqué dans cette étude est une méthode simple et nécessite peu de réactifs,
ce qui est appropriée pour l'estimation grossiére de la teneur en polyphénols totaux, méme si
elle est limitée par la faible spécificité envers les polyphénols, et s'appuie sur I'utilisation d'un
composé standard (Mosca et al., 2000). D’apres les résultats obtenus, on peut conclure que
les résultats de la décoction des feuilles est élevées par rapport a I'infusion. Il parait clairement
que I’eau chaude est le solvant qui permet d’avoir un rendement en polyphénols totaux plus
élevé.

Une étude realisée par Abdel-Mawgoud et al. (2019) sur I’extrait aqueux de R.
flexicaulis, recueillies en mars 2016 & Gebal-Elba (Egypte), mesurée les composés
phénoliques par la méme méthode de Folin-Ciocalteu ont été des valeurs différentes de nos
résultats avec teneurs de 30,31 mg/g. Ainsi, une autre étude d'autre réalisée par Young Jang et
al. (2018) sur l'extrait méthanolique des feuilles R. verniciflua collectées de la Corée par la
méme méthode indique des valeurs élevée de 68,9mg/g. Cette différence est liée a la solubilité
des composés phénoliques, le type de solvant utilisé, la région du prélevement (Naczk et
Shahidi, 2004). Cependant, ces derniers sont le plus souvent combinés a d’autres substances
(protéines, polysaccharides, terpénes, chlorophylle, lipides, composés inorganiques, ...)

(Mengal et Mompon, 1996).
1.2.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux a été exprimée en microgramme équivalent de
catéchine par gramme du matériel végétal sec. Les resultats révelent que les deux extraits

présentent des teneurs modérées (Tableau 09).

En se basant sur ces données, on peut déduire que les concentrations des flavonoides
sont relativement importants dans les deux extraits, la teneur en flavonoides de la décoction
est de 35,55 + 0,72 ng /g de matiere fraiche suivie de celle de I’infusion avec 30,9 + 0,8 pg/g
de matiere séche. Ces résultats obtenus sont nettement supérieurs a ceux trouvés par Chetaoui
et al. (2013) sur ’extrait méthanolique des fruits de R. pentaphylla de la région de la Tunisie
obtenus par agitation magnétiqgue de 2,59 de matiére séche avec 25 ml de solvant

méthanolique pendant 12 heures (14,28 + 0,8 mg/100g). De méme, nos résultats sont
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supérieurs avec ceux trouvés par Abdel-Mawgoud et al. (2019) sur I’extrait méthanolique des
parties aériennes de R. flexicaulis de la région de Gebal Elba (Egypte), méthanol & 80% en
utilisant un agitateur aérien et un bain a ultrasons avec une valeur de 20,93 + 1,47 mg/100g).

Statistiquement la différence entre les teneurs en flavonoides en fonction de la partie
de la plante est hautement significative (Skrypnik et al., 2019). La grande distincte entre les
parties apparait au niveau de la richesse des certains et la pauvreté¢ des autres. D’autres
facteurs peuvent influencer sur les teneurs en flavonoides dont le type de solvant utilisé, dont
I’eau est préférable car il a ’avantage d’€tre non polluant, moins chers et non toxique par

rapport a d’autre solvants comme le méthanol (Oreopoulou et al., 2019).

Notamment la région de la récolte des plantes joue un réle dans cette différenciation

qui est due aux conditions environnementales (Ribeiro et al., 2020).

L’extraction des composés polyphénoliques est une étape cruciale pour la valorisation
de ces principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs
propriétés biologiques (Aberkane et Bournane, 2019). De cette étude, il ressort que la
décoction et I’infusion par I’eau sont les meilleures techniques d’extraction des polyphénols
totaux et des flavonoides. Les acides phénoliques trés polaires et l'ajout d'eau a I'extraction le
solvant augmente la polarité et donne un meilleur rendement. Les résultats de cette étude
révelent que les feuilles de Rhus pentaphylla renferment des quantités importantes de
composés polyphénoliques susceptibles d’avoir un pouvoir antioxydant et d’étre exploités a

plusieurs échelles (pharmaceutique, alimentaire, cosmétique...).
I1. Détermination de I’activité antioxydante
I1.1. Pouvoir Scavenger du Radical DPPH

Pour I'évaluation de l'activité antioxydante, la détermination de la réduction relative du
radical DPPH a un temps ou la détermination de la quantité d'antioxydant nécessaire pour
réduire 50% de DPPH a été appliquée (Popovici et al., 2009).Sachant que les ICso sont
inversement proportionnelles a I'effet scavenger dont les valeur faibles refletent un effet anti-
radicalaire important (Villano et al., 2007). L'activité antioxydante des extraits aqueux de la
décoction et de I’infusion de R. pentaphylla est réalisées de sorte que leurs activités sont
comparées par des substances de référence qui sont connues par leurs propriétés
antioxydantes telles que l'acide ascorbique (vitamine C), la catéchine et le Trolox., avec des
valeurs d’IC50 de 0,45 = 0,02; 1,05 + 0,01 et 2,76 = 0,04 pg/mL, respectivement.

28



Résultats et discussion

On observe que I'extrait qui possede le meilleur pouvoir piégeur est celui de la
décoction des feuilles de R. pentaphylla et qui donne une valeur d’IC50 de 11,4 + 0,1 pg/mL.
Ce résultat indique que la décoctée possede une activité antioxydant plus ou moins élevée
comparativement a celle de l'infusion avec une valeur de 13,707 + 0,67pg/mL. En
comparaison avec les trois antioxydants standards (acide ascorbique, la catéchine et Trolox),

on a constaté que nos extraits s’avérent moins actifs.

Une étude similaire réalisée Mansour et al. (2011) sur L'activité antioxydante de
I’extrait aqueux des feuilles de R. pentaphylla recueillies de 1’est de la Tunisie en décembre
2008 donne une valeur d’IC50 de 2,91 pug/mL. Cette activité est supérieure a celle trouvée par
Chattaoui (2013) sur les extraits méthanoliques des feuilles et de fruit de R. pentaphylla
récoltés le mois du mars 2009 a Msaken (Tunisie) et qui possedent une 1Cso de 27,38+ 0,23 et
11,52 + 0,08 pg /mL, respectivement. Des travaux semblables ont été réalisés sur les feuilles
de R. tripartita provenant de la méme région avec une valeur d’ICsg 19,72 +£0,06 pg/mL. Ces
extraits montrent une faible activité comparativement a nos résultats. De ce fait, on peut dire
que les deux méthodes étudiées (decoction et infusion) présentent un pouvoir antioxydant
fort. Il semble que I’activité anti-radicalaire est fortement dépendante aux concentrations des
extraits, plus ’extrait est concentré, plus le pourcentage d'activité est élevé. La présente étude
indique que les extraits de feuilles de R. pentaphyllum est dd a leur richesse en flavonoides et
en tanins, qui auraient des effets biologiques multiples, notamment 1’activité antioxydante en
raison de leurs propriétés redox de leurs groupes hydroxy-phénoliques et de la relations
structurelles entre les différentes parties des structures chimiques (Riceevans et Miller,
1996). L’activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides. En effet, Ouedraogo et al. (2015) ont rapporté que la
concentration en polyphénols totaux est corrélée significativement avec la capacité

antioxydante.
11.2.Pouvoir réducteur d’ions ferriques (FRAP)

I1 s’agit d’une méthode de mesure qui montre la puissance des substances des extraits
a réduire le fer ferrique Fe** en fer ferreux Fe** qui constitue I'un des mécanismes

antioxydants (Bammou et al.,2020).

Les présents résultats montrent que la capacité de réduction du fer est proportionnelle
a ’augmentation de la concentration des échantillons. Les extraits aqueux pour I’infusion et la

décoction des feuilles de R. pentaphylla ont cependant exhibé des activités antioxydantes
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différentes avec des valeurs respectives de 13,309 + 0,08 pg/ml et de 11,019 £ 0,1 pg/ml ce
qui soulignent que I’activité antioxydante de I’infusion des feuilles est inférieure a celle de la

décoction.

Nos résultats présentent une activité supérieure a ceux trouvées par Chetaoui et al.

(2013) sur I’extrait méthanolique des feuilles la méme espece végétale (10,55 + 2,81 mg/mL).

Une autre étude faite par Fadhil et al. (2019) sur les extraits méthanolique par
macération des fruits de R. pentaphylla de différents stades de maturités récoltées de mars a
juin 2015 a montagnes de Kroumirie, Tunisie, donnent des valeurs d’ICso de 64,36 et 81,59

pg/mL.

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’¢lectron (Salehi et al., 2019). Quelques études antérieures ont également montré que le
pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité

antioxydante potentielle (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Ce processus d’autoxydation dépend de multiples paramétres tels que la concentration
du polyphénol, la température, le pH, la présence d’agents complexants (Ghedadba et al.,
2015).
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Tableau 09. Activité antioxydante et teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux
des extraits aqueux des feuilles de R. pentaphylla.

Activité Décoction Infusion Acide* Catéchine Trolox*

antioxydante ascorbique *

(valeurs d’ICsp en

Hg/mL)

11,40 £+ 0,67 13,707+0,67  0,45+0,02 1,05+0,01 2,8 +0,04
Test de DPPH

11,019+ 0,1 13,309+ 0,08 0,32+0,01 2,9+04 3,3+0,01
Test de pouvoir

réducteur

Polyphénols totaux 94,92 +7 88,55+5

(mg/g)

Flavonoides totaux 3555+0,72 30,9+0,8
(mg/g)

* acide ascorbique, catéchine et trolox sont des substances de référence utilisées comme des
témoins positifs pour I’activité antioxydante qui a été exprimee sous la forme de valeurs 1Cso
(moyenne £ SD), ce qui signifie que plus cette valeur est faible, plus le pouvoir antioxydant
est fort. ICso : la concentration d'extrait correspondant a 50% de l'activité antioxydante ou a
0.5 de l'absorbance dans le test du pouvoir réducteur. Les différentes lettres signifient des
différences significatives entre les différents extraits des espéces étudiées (p <0.05).Les
valeurs des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux sont exprimées en mg
équivalent d’un standard par gde matiére séche (moyenne + SD). Les différentes lettres
signifient des différences significatives entre les différents extraits de plantes testées (p
<0.05).

31



Conclusgion
€7
PERSPECTIVES




Conclusion et perspectives

Notre étude a été consacrée pour I’évaluation de I’activité antioxydante d’une plante médicinale
de la flore Algérienne Rhus pentaphylla, Ce travail a été mené dans le cadre de 1’étude du profil
phytochimique et de la capacité antioxydante de cette espéce. Les techniques utilisées pour étudier
I’activité antioxydante de I’extrait aqueux des feuilles de R. pentaphylla sont le dosage colorimétrique
(les polyphénols, les flavonoides) et les tests antioxydants (le piégeage du radical libre (DPPH) et le
pouvoir réducteur d’ion ferrique (FRAP)).

L’étude de I’activité anti radicalaire DPPH a montré que les extraits ayant une activité plus faible
par rapport au standard acide ascorbique, catéchine et Trolox, par contre les extraits en montrer une

activité plus élevée en comparaissent avec d'autres études.

Pour la réduction des ions fer (FRAP), les extraits de la décoction des feuilles montrent une
activité plus faible par rapport aux extraits de 1’infusion. Cependant ses résultats montrent une bonne

activité en comparaissent avec les standards (acide ascorbique).

Les resultats du dosage des composes phenoliques et flavonoides, a partir des extraits obtenus,
montrent que ’extrait de la décoction des feuilles de R. pentaphylla ayant la teneur la plus éleve, par

ailleurs, I’extrait de I'infusion montre une teneur moyenne.

Ces résultats suggerent une utilisation potentielle d’une plante comme une source des molécules

bioactifs.

Dans le but de compléter ce travail, on propose :

- D'évaluer ’activité antioxydante par d'autres méthodes (blanchiment béta caroténe, et le test de
TBARS).

- Tester et exploiter d’autres systémes de solvants pour améliorer I'extraction de la plante.
- D’étudier I’activité antioxydante des huiles essentielles de ces plantes.
- D’identifier les principes actifs de ces especes avec des méthodes chromatographigues.

- Détecter la présence des autres métabolites secondaires qui n‘ont pas encore identifies.
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