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Résumé

Les plantes médicinales constituent des sources naturelles importantes pour une large
variété des substances bioactives. Ce travail a porté sur la valorisation de trois plantes
médicinales Algériennes a savoir Phagnalon rupestre, Teucrium polium et Zygophyllum
album afin d’estimer qualitative et quantitave en composés phénoliques, d’identifier leurs
composition phytochimique en quelques métabolites secondaires ainsi d’évaluer leurs

activités antioxydantes.

Un screening phytochimique de mise en évidence des principaux métabolites
secondaires des plantes étudiées a été établi ainsi qu’une quantification colorimétrique des
polyphénols totaux (par la méthode de Folin-Ciocalteu), des flavonoides totaux (par la
méthode au trichlorure d’aluminium), des tanins condensés (par la méthode a la vanilline) et
des tanins hydrolysables (par la méthode de chlorure ferrique). La détermination quantitave a
détectée que D’extrait aqueux de T. polium et de P. rupestre sont les plus riches en
polyphénols totaux (105,21 + 2.5; 90,97 + 1,7 mg/g, respectivement), en flavonoides totaux
(94,63 + 0,5; 71,73 £ 0,7 mg/g, respectivement), en tanins condensés (1,33 £ 0,2; 1,19 + 0,5
mg/g, respectivement) et en tanins hydrolysables (22,79 + 0,7; 20,4 + 0,7 mg/g,
respectivement). Cependant, I’extrait aqueux de Z. album présente des concentrations les plus
faibles. Les résultats de tests phytochimiques de trois extraits par des réactions de coloration
montrent la présence de divers composes phytochimiques avec prédominance des

polyphénols.

Simultanément a 1’analyse phytochimique, 1’activité antioxydante des extraits aqueux a
été testée in vitro par trois tests différents: le test d’une action anti-radicalaire vis-a-vis le
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH); le test de pouvoir réducteur (FRAP) et le test
d’une action inhibitrice de blanchiment de -caroténe. Les extraits ont montré un fort pouvoir
antioxydant par le test de DPPH avec des ICso varient entre 13,53 + 0,01 pg/mL pour T.
polium, et 572,8 + 0,1 pg/mL pour Z. album. Concernant le test de FRAP, les valeurs d’ICs
varient entre 42,6 £ 0,001 chez T. polium et 741,9 £ 0,02 pg/mL chez Z. album. Pour le test
de B-caroténe, les extraits aqueux de T. polium et de P. rupestre montrent les activités les plus
élevées comparativement a la substance authentique de Trolox et donnent respectivement
d’ICsp de 5,24 + 0,005 et 5,35 + 0,005 pg/mL. lls sont, de ce fait, une source des antioxydants
naturels. L’activité antioxydante puissante enregistrée chez T. polium et P. rupestre pourrait

étre liée a leurs hautes teneurs en composes phénoliques.

Mots clés: Teucrium polium, Phagnalon rupestre, Zygophyllum album, Antioxydants,

DPPH, FRAP, B-carotene, polyphénols, flavonoides, tanins



Abstract

Medicinal plants are important natural sources for a wide variety of bioactive
substances. This work focused on the valorization of three Algerian medicinal plants namely
Phagnalon rupestre, Teucrium polium and Zygophyllum album for qualitative and
quantitative estimation of phenolic compounds, identification of their phytochemical

composition in some secondary metabolites, and their antioxidant activities estimation.

A screening study for the main secondary metabolites of the studied plants was
established, as well as a colorimetric quantification of the total polyphenol contents (by the
Folin-Ciocalteu method), total flavonoid contents (by the aluminum trichloride method),
condensed tannins (by the vanillin method) and hydrolysable tannins (by the ferric chloride
method). The quantitative determination detected in the aqueous extract of T.polium and
P.rupestre demonstrated the higher contents in polyphenols (105,21 + 2,5 ; 90,97 £ 1,7 mg/g,
respectively), in flavonoids (94,63 = 0,5 ; 71,73 = 0,7 mg/g, respectively), in condensed
tannins (1,33 £ 0,2 ; 1,19 £ 0,5 mg/g, respectively), and in hydrolysable tannins (22,79 £ 0,7 ;
20,4 + 0,7 mg/g, respectively). However, the aqueous extract of Z.album contains the lowest
concentrations. The results of phytochemical assays by coloring reaction methods for the
studied extracts show the presence of various phytoconstituants with predominance of
polyphenols.

Simultaneously with the phytochemical analysis, the antioxidant activity of the
aqueous extracts was tested in vitro by three different tests: the anti-radical action against the
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical ( DPPH), the reductive power assay (FRAP), and f-
carotene assays. The extracts showed a strong antioxidant power with the DPPH assay with
ECso vary between 13,53 + 0,01 pg/mL for T. polium, and 572,8 £ 0,1 pg/mL for Z. album.
Regarding the FRAP assay, the ECs, values vary between 42,6 + 0,001 in T. polium and 741,9
+ 0,02 ug/mL in Z. album. For the B-carotene assay, the aqueous extracts of T. polium and P.
rupestre show the highest activity compared to the authentic substance of Trolox and give
ECsovalue of 5,24 + 0,005 and 5,35 + 0,005 png/mL, respectively. They are, therefore, a source
of natural antioxidants. The potent antioxidant activity of T.polium and P.rupestre may be
related to their high levels of phenolic compounds. The active effect of these plants suggested

that these species could be used in the food, cosmetic and pharmaceutical industry fields.

Key words: Teucrium polium, Phagnalon rupestre, Zygophyllum album, Antioxidants,

DPPH, FRAP, B-carotene, polyphenols, flavonoids, tannins.
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INTRODUCTION



INTODUCTION

Les especes réactives oxygénées sont produits dans les cellules de maniére permanente
par divers mécanismes physiologiques et elles sont indispensables pour 1’organisme
(Halliwell et Gutteridge, 2015). Cette production physiologique est équilibrée par des
systtmes de défense antioxydants. Un déficit en antioxydants ou par suite d’une
surproduction de radicaux sont conduits a un stress oxydatif (Halliwell, 2012). Ces especes
réactives peuvent endommager les biomolécules telles que les protéines, les lipides et I’ADN
et peuvent donc provoquer de nombreuses maladies neurodégénératives (Alzheimer,
Parkinson, Huntington), diabéte et cancer (Halliwell, 2012; Carocho et al., 2013). Durant ces
dernieres années, de nombreuses études scientifiqgues ont été établies sur les vertus
thérapeutiques des plantes médicinales; qui fournissent une protection contre les maladies
associees au stress oxydatif; dont le but de rechercher de nouvelles molécules bioactives
alternatives aux substances chimiques synthétiques qui présentent des effets néfastes sur la
santé humaine (Ahmad et al., 2017; Blanco et Blanco, 2017; Ighodaro et Akinloye, 2018 ).
Les métabolites secondaires présentent un groupe important des substances naturelles, en
particulier les composés phénoliques (acides phénoliques, coumarines, flavonoides et tanins),
les alcaloides et les terpénoides qui possedent un intérét considérable dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacologie (Zillich et al., 2015; Xu et al., 2017;
Tanase et al., 2019). La consommation des polyphénols est devenu de plus en plus privilégié
grace a leur propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires (Mohamed, 2014; Soto-
Hernandez et al., 2017; Vega et al., 2018), antidiabétiques (Dias et al., 2017),
antimicrobiennes (Cushnie et al., 2014; Lima et al., 2019), anti-ulcéreuses (Vimala et al.,

2014), anti-cancérigenes et anti-mutagenes (Basli et al., 2017; Prakas et al., 2018).

L’ Algérie, par sa situation géographique particuliere, reconnue par une végeétation riche
et diversifiée. La valorisation des plantes médicinales fait 1’objet de plusieurs études en vue
d’exploiter leurs extraits ou leurs principes actifs. Le choix des plantes est justifié d’une part
par le caractere endémique de la plupart des plantes investiguées, et d’autre part, par une
recherche bibliographique qui a révélé qu’il y a un nombre restreint de rapports scientifiques
pour certaines especes. Dans ce contexte, les objectifs visés a travers cette étude sont a étudier
l'activité antioxydante de trois plantes médicinales a savoir des parties aériennes de
Phagnalon rupestre, Teucrium polium et Zygophyllum album in vitro par trois tests: DPPH,
FRAP et B-caroténe, aussi a etablir une étude phytochimique de différents métabolites
secondaires par des réactions de coloration ainsi a estimer spectrophotométriqguement des

composés phenoliques. De ce fait, cette étude comporte trois parties:



INTODUCTION

La premiére partie est consacrée a une synthese bibliographique, qui y a introduit une
description botanique de chacune de ces plantes et une présentation détaillée de la
phytochimie rapportée dans la littérature. Leurs utilisations en médecine traditionnelle ainsi
que leurs propriétés thérapeutiques y sont aussi décrites. Ce chapitre présente également des
généralités sur les oxydants suivie par des définitions sur les antioxydants, leurs classification
et leurs mécanismes d’action ainsi qu’une citation de méthodes utilisées pour 1’évaluation de

I’activité antioxydante.

La seconde partie concerne la partie expérimentale qui est consacrée a la description du
matériel utilisé et les méthodes procédées dans ce travail désignant la méthode d’extraction
réalisée, les méthodes qualitatives et quantitatives des principaux métabolites secondaires

ainsi les techniques in vitro de ’activité antioxydante.

La troisiéme partie regroupe ’ensemble des résultats obtenus lors des études de la
phytochimie des especes végétales et de leurs activités antioxydantes et qui seront suivis
d’une discussion. Enfin nous avons terminés ce travail par une conclusion ainsi que des

perspectives.



RAPPEL
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PARTIE 1 RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

I. Monographie des plantes étudiées

Historiquement, les plantes ont été souvent sélectionnées pour des programmes de
développement de médicaments car soit elles contiennent des classes spécifiques de
composés, tels que les alcaloides, les composés phénoliques et les terpénoides, dont on
connait leurs activités biologiques, soit en raison de leurs utilisations médicinales

traditionnelles (Atanasov et al., 2015).

Les plantes médicinales sont utilisées dans le monde entier, et les réglementations
définissant leur utilisation correcte, telles que l'identification des espéces appropriées et la
vérification de la présence de la pureté et de la concentration requise des composés chimiques,
sont largement reconnues (Palhares et al., 2015). Dans le monde, Il est estimé qu’il existe
d’environ 70.000 espéces de plantes médicinales, utilisées comme des produits

pharmaceutiques ou cosmétiques (Jamshidi-Kia et al., 2018).

Cependant, La flore algérienne renferme environ plus de 3000 espéces, dont 15% sont
endémiques, reste entre-elles trés peu explorées sur le plan phytochimique ainsi que
pharmacologique (Quezel et Santa, 1963; Arab et al., 2014). Dans ce qui suit, nous
présentons la monographie de trois plantes médicinales appartiennent de trois différentes
familles & savoir Phagnallon rupestre (L.) DC. (Asteraceae), Teucrium polium L. (p.p.)

(Lamiaceae) et Zygophyllum album L. (Zygophyllaceae).
.1 Phagnalon rupestre (L.) DC.

1.1.1 Position systéematique (APG 111, 2009)

Regne : Plantae

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida

Sous classe . Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Phagnalon

Espece : Phagnalon rupestre (L.) DC.



PARTIE 1 RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.2 Noms vernaculaires et synonymes (Quezel et Santa, 1962; Duret, 2011)
e Synonyme: P. tenorii Presl.; P. spathulatum

e Nom arabe/ Berbére: Foddia, Arfedj, lama,(4«Y)

e Nom frangais: Phagnalon des rochers

e Nom anglais: Rock Phagnalon

e Nom maltais: Lixka tal-blat
1.1.3 Caracteres morphologiques, distribution géographique et habitat

C’est une espéce suffrutescente de 5-40 cm a inflorescence monocéphale, a tiges
ramifiées et souvent sont ligneuses couchées a la base et a rameaux ascendants, en touffes
denses. Les feuilles sont spatulées, oblongues-lancéolées, velus souvent plus ou moins
laineux, blanches-tomenteuses en dessous, vertes ou un peu tomenteuses en dessus, les
inférieures sont planes, et les supérieures sont étroites, presque linéaires, a bords roulés en
dessous, ordinairement ondulées sur les bords. Capitule a bractées non ondulées de I'involucre
glabres, scarieuses. Ainsi, les extérieures sont ovales et obtuses, alors que les intérieures sont

oblongues. Les fleurs sont jaunes (Ozenda, 2004; Quezel et Santa, 1962).

Elle se pousse dans les rochers, les €boulis calcaires, murs de la région
méditerranéenne, des Alpes-Maritimes aux Pyrénées centrales, Drome, I'Ardéche et
I'Aveyron, Corse, Espagne, Italie, Malta et sud du Portugal (Quezel et Santa, 1962; Duret,
2011).

1.1.4 Propriétés pharmacologiques et usages thérapeutiques

Toute la plante est largement utilisée pour traiter I'asthme, les maux de téte et comme
analgésique pour les maux de dents (Ali-Shtayeh et al., 1998). Cependant, aucun rapport n’a
été effectué sur les activités biologiques de cette espece. Seulement, Peu d’études récentes ont
été effectuées sur les autres espéces de Phagnalon. Cependant, Conforti et al. (2010) ont été
démontrés ’activité antioxydante, anti-acétylcholinestérase et anti-inflammatoire des parties
aériennes de 1’extrait méthanolique de Phagnalon saxatile. De méme, 1’activité antioxydante,
anti-acétylcholinestérase, anti-butyrylcholinesterase, anti-lipoxygenase, et anti-tyrosinase ont

été précédemment signalées par Orhan et al., (2013).

La propriété antimicrobienne des extraits aqueux et éthanolique de cette plante a éeté
illustrée contre les bactéries a gramme positives et négatives (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, et Klebsiella pneumoniae) et
contre Candida albicans (Ali-Shtayeh et al., 1998).
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1.1.5 Composition chimique de I’espéce

Des enquétes phytochimiques ont été établies sur cette espece, soulignées la présence
des flavonoides (lutéoline-7-O-béta-glucoside et lutéoline-7-O-béta-glucuronide), des
glycosides de prenylhydroquinone et d’hydroquinone, des dérivés d'acide caféoylquinique et

des huiles essentielles (Gongora et al., 2002; Orhan et al., 2013).

Figure 01. P. rupestre (L.) DC. (https://sites.google.com/site/floremisserghin/)

1.2 Teucrium polium L.

1.2.1 Place de T. polium dans la systématique botanique selon APG I11, 2009

Regne : Plantae
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Angiospermes
Classe . Astéridees

Sous classe : Lamiidées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Teucrium

Espéce : T. Polium L. (p.p.)


https://sites.google.com/site/floremisserghin/
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1.2.2 Noms vernaculaires et synonymes (Quezel et Santa, 1962; Rameau et al., 2008)

e Synonyme: Chamaedrys polium (L.) Raf.; Monochilon tomentosus Dulac; Teucrium
commune Rouy

e Nom arabe/ Berbere: Kayatta, Djadda ou Gattaba (Algérie), Timzourin (Berbére-Algerie),
Takmazzut (Touaregs-Algerie), Jaaida (Algérie et Maroc), Elgaslam et Elhelal (YYémen),
Hachichet elrih (Liban) (sx:22)

e Nom francais: Germandrée tomenteuse

e Nom anglais: Felty germander, Ezovion

Figure 02. T. polium L. (https://sites.qoogle.com/site/floremisserghin/)

1.2.3 Caracteres morphologiques, distribution géographique et habitat

Cette plante est vivace herbacée, parfumée, trés polymorphe et velue-laineuse, a tiges
nombreuses et ramifiées. Les feuilles sont petites, opposées ou en touffes, a tres court pétiole,
entiéeres ou faiblement crénelées sur les bords, tomenteuses enroulées et blanchatres en
dessous. Les fleurs sont blanches ou jaunatres, en grappes denses au sommet des rameaux
(Ozenda, 2004; Quezel et Santa, 1962). Le calice est vert-grisatre, la corolle est blanche, les
inflorescences en tétes compactes. Le fruit est constitué de quatre parties brunes et orné en

réseau a sa surface (Rameau et al., 2008).


https://sites.google.com/site/floremisserghin/
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C’est une espece méditerranéenne commune dans les régions d’Europe et de 1’ Afrique
du Nord qui se prédomine particulierement en Algérie, au Maroc et en Tunisie. En Algérie,
elle se localise dans la région du Tell, les Hauts plateaux, 1’ Atlas saharien, les montagnes du
Hoggar, elle se trouve peu au Sahara septentrional et au Tassili. Elle pousse dans les lieux
arides, rocailleux, éboulis et sableux, surtout dans les lits pierreux des oueds et dans les roches
en altitude entre 1200 et 2600 m (Ozenda, 2004; Sahki et Sahki, 2004; Quezel et Santa,
1963).

1.2.4 Propriétés pharmacologiques et usages thérapeutiques

En médecine traditionnelle, la décoction des parties aériennes de Teucrium polium est
employée pour les maux de téte, les désordres gastro-intestinaux tels que la colite. Elle est
également utilisée comme analgésique, anorexiques, antipyrétique, cholagogue, fébrifuge,
tonique, vermifuge et antispasmodique (Bellakhdar, 1997; De Marino et al., 2012; El
Ajjouri et al., 2013; Meguellati et al., 2018).

Les feuilles sont légerement poivré, étaient couramment utilisées pour préparer le thé

et pour épicer les salades et les fromages de chévres (Meguellati et al., 2018).

Plusieurs recherches ont démontré certains effets pharmacologiques de Teucrium
pollium comme un agent antioxydant (De Marino et al., 2012), antibactérienne (Fertout-
Mouri et al., 2016), antiinflammatoire (Rahmouni et al., 2017), anti-nociceptive (Zendehdel
et al, 2011), stimulante et sternutatoire (Rameau et al., 2008) , antispasmodique (Abadian et
al., 2017), antidiabétique (Sabet et al., 2013; Mousavi et al., 2015), diurétique (Malki et
Yabhia, 2014); hypolipidémique (Safaeian et al., 2015), antifongique (Othman et al., 2017);
et cytotoxique (Movahedi et al., 2014). Récemment, L’activité anticancéreuse est aussi
approuvée. Ainsi, I’extrait hydro-éthanolique des racines de T. polium possedent une bonne
activité anticancéreuse in vitro contre deux lignées de cellules cancéreuses humaines
adénocarcinome de sein (MCF7) et adénocarcinome du foie (HepG2) (EI-Naggar et al.,
2018). Par conséquent, d'autres investigations seront nécessaires pour identifier les
composants bioactifs responsables de telles actions afin d¢lucider leur efficacité

thérapeutique.
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1.2.5 Composition chimique de I’espéce

Plusieurs travaux ont été menés sur les différentes classes phytochimiques de cette
espéce. Subséquemment, Des études ont été faites ont montré que les huiles essentielles de la
partie aérienne de T. polium sont caractérisées par une richesse en sesquiterpénes (El Hilaly
et al., 2003, 2006, 2007; Elmasri et al., 2014a; Elmasri et al., 2016; El Atki et al., 2019).

Les différentes investigations chimiques ont été également exhibées que cette plante
possede des phényl-propanoides glycosides, des iridoides glycosides, des flavonoides, des
saponines glycosides a base de triterpénoides et stéroides (Ali et al., 2011; De Marino et al.,
2012; Elmasri et al., 2014b, Elmasri et al., 2015a,b; EI-Naggar et al., 2018), des diterpénes,

des sesquiterpenes (Cozzani et al., 2005), et des monoterpénes (Wassel et Ahmed, 1974).
1.3 Zygophyllum album L.

1.3.1 Position systématique (APG 111, 2009)

Regne : Plantae

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes

Sous embranchement  : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida

Sous classe - Rosidae

Ordre : Sapindales

Famille : Zygophyllaceae
Genre : Zygophyllum

Espéce : Zygophyllum album L.

1.3.2 Noms vernaculaires et synonymes

e Synonyme: Tetraena alba (L. f.) Beier & Thulin
e Nom arabe: Agga, Aggaya; Bou griba; Haaka (&ic)
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Figure 03. Z. album L. (Kchaou et al., 2016)

1.3.3 Description botanique, distribution géographique et habitat

C’est une espéce halophyte, endémique Saharo-méditerranéenne connue sous le nom
arabe «Aggaya». C’est une plante vivace herbacée et comestible, en petit buisson a tige trés
ramifiée, pouvant dépasser les 50 cm de haut et 1 m, d’une couleur verte blanchatre. Les
feuilles sont opposées et composées a deux folioles charnues a stipules épineuses. Les fleurs
petites sont blanchatres. Les fruits sont dilatés en cing lobes au sommet. Le pédoncule est
fructifere bien plus court que le fruit, la partie libre des carpelles est aussi longue que la partie
soudée. C’est une espéce est répandue dans les déserts, les terrains salés ou gypseux. Elle est
commune dans les régions du sud-algérien, sud-tunisien, Sud d’Afrique, Egypte, Palestine et
Arabie saoudite. (Ozenda, 2004; Alzahrani et Albokhari, 2017).

1.3.4 Propriétés pharmacologiques et usages thérapeutiques

En Algérie, toutes les patries de Z. album sont employées traditionnellement en
décoction pour traiter le diabéte, les coliques, la goutte, I’hypertension, les spasmes, les
rhumatismes, les problémes hépatiques, les troubles gastriques et les dermatoses. La
décoction de parties aériennes est également utilisée comme agent diurétique,
antihistaminique et analgésique. La poudre de parties aériennes est utilisée, en usage externe,

pour les brulures et I’eczéma (Hammiche et Maiza, 2006).
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Plusieurs études pharmacologiques et cliniques sur cette espéce ont été montrées leurs
vertus pharmaceutiques. Les activités anti-acétylcholinestérases, antibactériennes,
anticancéreuses, anti-diarrhéiques, antifongiques, anti-inflammatoires, antioxydantes, anti-
hypoglycémiques, anti-hyperlipidémiques et antipaludiques de différents extraits de cette
espece algérienne ont été précédemment décrites (Atta et Mouneir, 2004; EI Ghoul et al.,
2011, 2012; Ksouri et al., 2013, Kchaou et al., 2016).

1.3.5 Phytochimie de la plante

Les propriétés phytothérapiques de cette plante sont directement liées a la présence de
différents composés phytochimiques de métabolites secondaires, tels que les huiles
essentielles de parties aériennes (obtenues par extraction hydro-distillation), les saponines
triterpénoides, les stérols, les triterpenes glycosidiques et les composés phénoliques, en
particulier les flavonoides comme la quercétine, la quercétine 3-O-rutinoside et isorhamnétine
3-O-rutinoside (Hani et al., 1995; Hussein et al., 2011; Ksouri et al., 2013).

I1.  Généralités sur I’oxydation et les antioxydants

L’oxydation c’est un processus indispensable dans le métabolisme des cellules aérobies
de I’organisme pour la production des espéces réactives dérivées de I’oxygene (Sarr et al.,
2015). Chaque cellule du corps humain maintient une homéostasie entre les oxydants et
antioxydants. Ainsi, 1 a 3% de I'apport pulmonaire en oxygene chez I'homme est converti en
E.R.O. Dans des conditions de métabolisme normal, la formation continue de ROS et d'autres
radicaux libres est importante pour les fonctions physiologiques normales telles que la
génération d'ATP, les divers processus cataboliques et anaboliques et les cycles

d'oxydoréduction cellulaires (Rahal et al., 2014)

L'organisme doit confronter et contrdler la présence des antioxydants et des pro-
oxydants continuellement, ces derniers sont utiles pour l'organisme a dose raisonnable. Le
stress oxydant est le terme se rapportant au déséquilibre entre la génération excessive des
espéces radicalaires toxiques «les oxydants» et l'activité des systemes de défense
antioxydants, qui pourrait mener aux dommages oxydatifs (Rios-Arrabal et al., 2013). Sous
certaines conditions, un déséquilibre provoqué soit par une production excessive des radicaux
libres soit par une diminution des défenses antioxydantes sous 1’effet de certains stimuli
exogenes (polluants environnementaux, tabagisme...) ou endogene. On parle alors de stress

oxydant a I’origine d’altérations moléculaires attaché a de nombreux processus pathologiques
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comme |’athérosclérose, 1’inflammation, les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives

et le cancer (Phaniendra et al., 2015).
.1 Radicaux libres et especes réactives

Un radical libre est définie comme étant une molécule qui posséde un ou plusieurs
électrons non appariés, cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres
composants, tentant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité (Halliwell,
2012; Halliwell et Gutteridge, 2015). Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se
former dans les cellules, ils conviennent de distinguer un ensemble restreint de composés
radicalaires qui jouent un rdle particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux
primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (Tableau 01), se forment par
la réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (lipides,
protéines, glucides...) (Halliwell, 2012; Carocho et al., 2013). Les espéces réactives sont un
groupe chimique regroupant les dérivés non radicalaires (ne possédant pas d’électron
célibataire) dont la toxicité est importante et les radicaux libres. D’autre classification basé sur
le type de radical en donnant deux groupes principales: des radicaux dérivé de I’oxygene
(Reactive oxygene species: R.O.S ou E.R.O) ou d’autres atomes comme 1’azote (Reactive
nitrogene species : R.N.S ou E.R.N) (Gutowski et Kowalczyk, 2013; Yan, 2014). Les
radicaux libres sont formés au niveau de divers organites cellulaires: les mitochondries, les
microsomes, le cytosol a travers plusieurs systémes enzymatiques tels que la xanthine
oxydase, la monoamine oxydases, la NAD(P)H oxydase, la cyclooxygenase et la
lipooxygenase (Berger, 2006; Halliwell et Gutteridge, 2015).

TableauO 1. Différents types des espéces réactives (Gutowski et Kowalczyk, 2013).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Anion superoxyde 0, Hypochlorite ‘OCl
Monoxyde d’azote NO’ Oxygeéne singulet o,
Radical alkoxyle RO’ Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ Peroxynitrite ONOO
Oxyde nitrique NO Ozone O3
Dioxyde nitrique NO;
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1.2  Antioxydants
11.2.1 Définition

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui en faible concentration par
rapport au substrat susceptible d’étre oxydé retarde ou inhibe 1’oxydation de ce substrat
(Halliwell, 1999; Sindhi et al., 2013). Ces molécules interviennent en protégeant les cellules
des dommages oxydatifs induits par les radicaux libres (Sindhi et al., 2013). Les antioxydants
picgent les radicaux libres en inhibant les réactions a I’intérieur des cellules provoquées par

les E.R.O et E.R.N (Kumar et al., 2017).

Face a la production permanente des especes réactives, les organismes vivants ont
développé des systemes de défense qui les protégent des dommages oxydatifs. On peut
distinguer un systeme de défense antioxydant endogene (les antioxydants enzymatiques et

non enzymatiques) et autre exogene (les antioxydants naturels et synthétiques).
11.2.2 Classification
11.2.2.1 Systémes d’antioxydants endogénes

Ce sont des molécules qui sont produites par les cellules de notre organisme, on peut
distinguer:
%+ Systeme enzymatique

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les
mammiféres ainsi que chez les plantes sont au nombre de trois et de fonctionnement
complémentaires (Figure 04). Elles réagissent trés rapidement avec les espéces réactives afin

de les neutraliser et qui sont regroupées dans le tableau 02 (Sharma et al.,2012; Boubekri ,
2014).
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Figure 04. Action des antioxydants au cours du métabolisme des espéces réactives (Leverve,
2009)

Tableau 02. Différents systémes enzymatiques d’antioxydants et leurs principales propriétés.

Systéme enzymatique Propriété référence
d’antioxydant
Superoxyde dismutase  Elle catalyse la dismutation des ions superoxydes Papa et al.
(SOD) en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene (2014);
moléculaire par la réaction suivante: Ighodaro et
(EC 1.15.1.1) :
20, +2H H,0,+ O, Akinloye
(2018)
Catalase (CAT) Elle transforme le peroxyde d’hydrogéne en eau et Bonnefont-
(EC 1.11.1.6) en oxygene moléculaire selon la réaction suivante: ~ Rousselot et

2H,0,

———®WH,0+0,

Collin
(2010);
Ighodaro et
Akinloye
(2018)
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Glutathion peroxydase  Elle détoxifie le peroxyde d’hydrogéne et d’autres Lobo et al.

(GPx) hydroperoxydes d’origine lipidique selon les deux (2010);
réactions suivantes: Jacquot

(EC 1.11.1.9) 2013)-
‘ROOH + 2 GSH —»ROH + GSSG + H,0 (2013); Lomn
(reaction 1) etal. (2012)
-H,0, + 2 GSH—> 2H,0 + O, + GSSG (reaction 2)

Autres systemes Lobo et al.

comme la glutathion (2010)

réductase; la
thioredoxine réductase
et la glutathion

transférase.

% Systeme antioxydant non enzymatique

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux thiols

présentés dans le tableau 03.

Tableau 03. Systemes antioxydants endogénes et leurs fonctions.

Antioxydant  Fonction Références

Glutathion -1l intervient dans la détoxication des xénobiotiques, Beaudeux et

-l se débarrasse des toxines et des polluants Geneviéve (2011)
indésirables (métaux lourds, médicaments, solvants

et pesticides),

-1l protege les lipides, les protéines et les acides

nucléiques contre 1’oxydation.

Acide -1l piége des E.R.O, Valko et al. (2006);

lipoique -1l régénére des antioxydants endogenes et exogenes Kurutas (2016)

tels que le glutathion, la vitamine C et E,

-1l chélate les des métaux de transition tels que le fer

et le cuivre
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Bilirubine -Elle est capable de piéger les ROO" et I’oxygéne Haleng et al.
singulet. (2007);  Kurutas
(2016)

-Ainsi, elle protege I’albumine et les acides gras liés a

I’albumine vis-a-vis les attaques radicalaires.

Acide urique -l piége le HO", ROO', HOCI' et 'O, David (2015);

-1l peut également régénérer d'autres antioxydants tels Kurutas (2016)

que les vitamines C et E.

11.2.2.2 Systemes antioxydants exogenes

Notre consommation quotidienne d’un régime alimentaire surtout ceux compris dans les
fruits et les légumes joue un réle important dans la capacité de notre organisme a lutter contre
les effets néfastes de surproduction des especes réactives (Murthy et Naidu, 2012; Ighodaro
et Akinloye, 2018).

Les antioxydants chimiques exogénes comprennent les antioxydants synthétiques et
majoritairement les antioxydants naturels présentés par les vitamines A, C et E, les
caroténoides et les composés phénoliques... (Tableau 04) (Romero et al., 2013; Blanco et
Blanco, 2017). Ces molécules doivent étre présenter a des faibles concentrations en les

comparants avec les substances qu’elles doivent protéger (Romero et al., 2013).
11.2.2.2.1 Antioxydants de synthése

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés
des antioxydants naturels (Lee et al., 2009; Ahmad et al., 2017). Pour une utilisation
pratique, les antioxydants ne doivent pas étre toxiques, ils doivent étre hautement actifs a des
faibles concentrations (0.01- 0.02%). Parmi les polyphénols de synthése, on peut citer a titre
d’exemple: la 3,3',5,5'-Tetra-t-butyl-biphenyl4,4’-diol (Figure 05) qui a montrer un effet

protecteur des cellules neuronales (Duong et al., 2008).

Les antioxydants synthétiques tel que le butylhydroxyanisole (BHA),
butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ) sont
largement utilisés dans 1’industrie alimentaire parce qu’ils sont efficaces et moins chers que
les antioxydants naturels (Cabuk, 2017).. Cependant, il a été montré que ces antioxydants de

synthese pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000; Ahmad et al., 2017).
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Figure 05. Structure chimique d’un polyphénol de synthése (3,3',5,5'-Tetra-t-butylbiphenyl-
4.4'-diol)

11.2.2.2.2 Antioxydants naturels

Au cours de ces derniéres années, les antioxydants naturels dérivés de plantes
médicinales ont été fréquemment utilisés, étant donné qu’ils présentent une activité
comparable aux antioxydants synthétiques les plus continument utilisés (Xu et al., 2017). Les
antioxydants se trouvent également dans une variété d'herbes et d'aliments tels que le thé vert,
les legumes et les fruits (Romero et al., 2013; Atta et al., 2017). Ces antioxydants naturels
incluent en particulier les polyphénols, les caroténoides et les vitamines qui présentent de
divers d'effets biologiques, notamment anti-inflammatoires, antivieillissement, anti-
athérosclérose et anticancer (Atta et al., 2017). L'extraction efficace et la bonne évaluation
des antioxydants contenus dans les aliments et les plantes médicinales sont essentielles pour
explorer les sources d'antioxydants potentielles et promouvoir l'application des aliments

fonctionnels, des produits pharmaceutiques et des additifs alimentaires (Xu et al., 2017).

11.2.2.2.2.1 Vitamines
Les vitamines sont des micronutriments organiques sans valeur énergétique, biologiquement
actifs, qui sont nécessaires a I'hnomme en tres petites quantités et qui devraient étre fournis par

I’alimentation pour maintenir la santé (Romero et al., 2013).

De plus, aujourd’hui, les vitamines antioxydantes sont connues par leur réle dans la
prévention de certaines maladies chroniques associées au stress oxydatif (Evans et

Lawrenson, 2017). Les principales vitamines antioxydantes sont résumées dans le tableau 04.
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Tableau 04. Propriétés antioxydantes de quelques vitamines antioxydantes.

Vitamine Fonction Structure Références

Vitamine E C’est une vitamine Neve et

« atocophérol » liposoluble. HO Pincemail
n&/\)\/\)\/\)\ (2008);

-Elle permet d’inhiber la
propagation de la

peroxydation lipidique.

-Elle possede aussi la

Romero et al.
(2013)

capacité du piéger de

radicaux lipidiques, en

particulier LO" et LOO.
Vitamine C -Elle assurant la Neve et
« Acide régénération de lalpha- HE_I' Pincemail
ascorbique » tocophérol en se 0 () (2008);

. HO-. / "".’ N
transformant en un radical ) \ Kurutas
tres peu réactif (C-O). - (2016).

Elle piége directement les
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11.2.2.2.2.2 Caroténoides

Ce sont des pigments fabriqués par les végétaux. Les plus importants caroténoides sont
le béta-caroténe, 1’alpha-carotene, la lutéine, le lycopéne, et la zéaxanthine. Ils donnent aux
fruits et léegumes des couleurs orange, rouge et jaune (Figure 6) (Merhan, 2017; Young et
Lowe, 2018). Ils sont d'excellents piégeurs d'especes radicalaires particulierement vis-a-vis de
la lipoperoxydation des phospholipides membranaires gréce a leurs structures (un systéeme

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

(a) (b)

Ho"

(e)

Figure 06. Structure de quelques caroténoides. a: alpha-carotene, b: béta-caroténe, c: lutéine,
d: lycopéne, e: zéaxanthine (Merhan, 2017)
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11.2.2.2.2.3 Composés phénoliques

Ce sont des antioxydants naturels puissants; en luttant contre la production des radicaux
libres néfastes impliqués dans 1’apparition de diverses maladies, ainsi en restaurant les
antioxydants enzymatiques (Neve et Pincemail, 2008; Pourreza, 2013). Dans cette étude, Le

groupe des antioxydants naturels qui nous intéressent sont les composés phénoliques.

Rl

«» Définition et roles

Ces molécules constituent une famille de produits du métabolisme secondaire tres
largement répandues dans le regne végétal, depuis les racines jusqu’aux fruits, et comportant
au moins 9000 différentes structures connues ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance,
ou la reproduction (Pourreza, 2013; Tanase et al., 2019). La structure chimique des
polyphénols caractérisée par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés (de la Rosa et
al., 2019). Ces corps jouent un réle fondamental car ils sont des éléments importants de
qualités sensorielles (couleur et caractéres organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux,
tels que les légumes, les fruits, les céreéales ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le
café, le cacao ou le thé. Une alimentation équilibrée fournit a ’Homme (environ 1g de
polyphénols/ chaque jour) soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de

caroténoides ou vitamine E (Kaurinovic et Vastag, 2019).

Les composes phénoliques peuvent étre contribués (Pereira et al., 2009; Cuevas-
Valenzuela et al., 2016; Tanase et al., 2019):

» ala couleur des plantes notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs
que la plante exerce un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant
par ce biais une étape fondamentale de sa reproduction.

> dans le golt désagréable, peuvent jouer un réle dans la protection des plantes contre
certains insectes.

» dans le controle de la croissance et du développement des plantes en interagissant d’une
maniere complexe avec les diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux
jouent également un réle de phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise
en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des

bactéries.
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» dans la protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies en raison de leurs
interactions possibles avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés
antioxydantes, cardio-protecrices, anti-inflammatoires, anti-athérogénique, anti-
tumorales (anti-mutagénique et anti-carcinogénique) antimicrobiennes,
antiallergiques, antivirales, antimicrobiennes, immunomodélateurs et oestrogéniques.
Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement de plusieurs
domaines et surtout la phytothérapie, I’hygiéne alimentaire et le domaine de

cosmetique.

%+ Classification

Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux
aromatiques qui les composent et en fonction des substitutions qui les relient (Manallah,
2012; de la Rosa et al., 2019). De ce fait, On distingue les flavonoides et les composés non

flavonoidiques.

ng:nanes \ / autres
~acides
.Phenohque \[ Polyphenols Stllbenes

* Acide Ferulique,

* Acide caféiques,

* Derive d’acide caféique : p.acide  coumarine,
acide rosmarinique,
acide chlorogenique

Y

anthocyane S  Flavonoides

i .. % . .
:Que?rcetme *Catéchine *Apignine *gqnél.genu;e
Rutie *Epicatéchine *Apignine 7- glucoside *stp;‘;gﬁie
*Dihydroquercetine

Figure 07. Classification des polyphénols (de la Rosa et al., 2019)
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» Non flavonoides

Ces composés regroupent les acides phénoliques (les dérivés de 1’acide benzoique et
I’acide hydroxycinnamique) ainsi que d’autres dérivés tels que les stilbénes dont le plus
connu est le resvératrol et les tanins hydrolysables (gallo ou ellagitanins) (Collin et Crouzet,
2011; Cuevas-Valenzuela et al., 2016). lls sont considérés comme substances
phytochimiques avec des effets antioxydants, anticancéreux, antimicrobiens et anti-
inflammatoires. Leur toxicité est trés faible (Bhuyan et Basu, 2017). Parmi les composés
dérivés des plantes qui possédent des propriétes pharmacologiques intéressantes tels que les
gallo-tanins et ellagitanins de thé vert, acide rosmarinique de romarin, la curcumine de
curcuma et le gingérol de gingembre montrant des effets anticancéreux (Figure 07) (Wang et
al. 2012; Shahidi et al., 2019). En se basant sur la structure carbonée de base, les principales

classes de composés phénoliques non flavonoidiques sont citées dans le tableau 05.

Tableau 05. Principales classes des non flavonoides et leurs structures (Cuevas-Valenzuela
et al., 2016)

Phénols simples HQ—Q—OH -Hydroquinone

(phénols alcoolique)

(Co)

-Acide hydroxybenzoique A VA -Acide parahydroxybenzoique (3:
R3 - OH)

-Acide protocatéchique (2,3: OH),

R N 0
-Acide vanillique
RZ

(2,3: OCH3, OH)

-Acide gallique (2,3,4: OH)

-Acide hydroxycinnamiqe
-Acide paracoumarique (2: OH),
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-Acide cafeique (1,2: OH)

Coumarines

(Ce-Cs)

©\/\I -Hydroxycoumarines: ombelliférone
T 0

-Furanocoumarines: angélicine

-Pyranocoumarines: decursinole

Naphtoquinones

i -Juglone
o

(Ce-Cs) OH ©

Stilbénoides et . %_,,Ej -4 -Trans-resveératrol
anthraquinones ‘Tj

(Ce-C2-Co) )

Xantones

(Ce-C2-Co)

Lignanes o U] e -Entérodiol
(CG'CB)Z :_’ o

Tanins hydrolysables

-Tanins galliques ou gallo-tanins;

-Tanins ellagiques ou ellagi-tanins

Lignines

(CG'CB)n

> Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. Ils occupent

une place prépondérante dans le groupe des phénols. L'expression flavonoide désigne les

pigments ayant un squelette (C6-C3-C6), provenant du mot latin flavus qui signifie jaune.

(Egert et Rimbach, 2011) Leur structure fait de deux cycles benzéniques C6 reliés par une
chaine en C3 (Milane, 2004, Shahidi et al., 2019). Le pont a 3 carbones entre les deux

phényles forme généralement un troisieme cycle pyrone. La distinction des sous-classes se
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fait sur la conformation de cette structure centrale. Parmi les flavonoides les plus couramment
vendus ou utilisés dans I’industrie alimentaire comme compléments alimentaires sont la
vanilline, 1’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide wvanillique, le resvératrol, 1’acide
ellagique, la curcumine, les stilbénes, 1’épigallocatéchine gallate, et la quercétine (Kaurinovic
et Vastag, 2019). Ces composés sont considérés comme des micronutriments importants
puisqu’ils peuvent étre des antioxydants qui posseédent de diverse propriétés biologiques
comme I’effet antivieillissement, antidiabétique, vasculoprotectrice, antihépatotoxique,
antiallergique, anti-inflammatoire, antiulcéreuse et an tumorale (Mida, et al., 2012; Wang et
al. 2012; Mangambu et al., 2014; Shahidi et al., 2019).

Parmi les principales classes des flavonoides, On distingue notamment les flavones et
les flavonols de couleur créeme ou jaune clair, les flavanes (flavanols) dont les produits de
condensation sont a 1’origine d’un groupe important des tanins et des isoflavones, qui jouent
un role sérieux dans la santé humaine (Bruneton, 2009), les (prényl) chalcones et les
dihydrochalcones ainsi que les anthocyanines ou anthocyanidines, des pigments rouges ou
bleus (Tableau 06) (Bhuyan et Basu, 2017; Shahidi et al., 2019). De fagcon générale, les
flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits aglycones, soit sous forme
de C- ou O-glycosides et dans ce cas ce sont des hétérosides. Les sucres qui sont couramment
liées aux flavonoides sont le glucose, le thamnose, 1’arabinose, ils peuvent en outre étre des
monomeres ou des oligomeéres (Cuevas-Valenzuela et al., 2016) (Tableau 06).

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

"
" "

Structure de base

(C6-C3-Co)n

Flavones -Apigénine: 5,7,4’tri OH
-Lutéoline: 5, 7, 3°,4’tetraOH

-Rutine: 5,7,3°,4° tetra OH (Rutoside)

-Baicaline
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Flavonols

-Quercétine: 5,7,3,4’tetra OH
-Kaempférol: 5,7,4° triOH

-Myricétine: 5,7,3’,4°,5 penta OH

Dihydroflavonols

-Taxifoline: 5,7,3°,4° tetraOH

- Fisétine: 7,3”,4°triOH

Flavanols

-(+)Catéchine: 5,7,3’,4’tetraOH,

()epicatéchine: 5,7,3°.4°,
(+)gallocatéchine: 5,7,3,4°,5’pentaOH,
epigallocatéchine: 5,7,3’,4’pentaOH
tetraOH 3galoyl

Flavanones

-Naringénine: 5,7,4” triOH, taxifoline:

5,7,4°,5 tetraOH

Isoflavones

-Génicéteine: 5, 7, 4* tri OH

-Daidzéine: 7,4'-diOH

Chalcones

-Butéine: 3,4,2',4' tetrahydroxychalcone;

davidigénine: 4,2',4' triOH; rengasine:

4-O-méthylauréusidine

Aurones

-Auronol: 4,6,4’-trihydroxyaurone

-Maritimétine: 6,7,3°,4’ tetraOH
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3 -Cyanidine:(3,5,7,3’,4’-pentaOH)
Anthocyanidines N @ ;‘" -Apigéninidine: (5,7,4*-triOH)
7 @ i _Lutéolinidine: (5,7,3°, 4’-tetraOH)
Z > 0oH -Pélargonidine:(3,5,7,4’-tetraOH)
-Malvédine

Tanins  condensés -Procyanidine
(polymeéres de

flavan3ol)

(C6-C3-Cé)n

% Activité antioxydante des composés phénoliques

De nombreuses études ont été effectuées sur les polyphénols dérivés de plantes
médicinales grace de leurs bienfaits sur la santé humaine et notamment en raison de leur
capacité antioxydante qui contribue a la prévention ou le traitement de diverses pathologies
associent au stress oxydatif. Ils sont également utilisés comme additifs soit colorant,
conservateur ou un compliment alimentaire dans les industries agroalimentaire en préservant
les qualités nutritionnelles et sensorielles ou les intégres dans des formulations cosmétiques et
pharmaceutiques (Zillich et al., 2015; Tungmunnithum et al., 2018).

Plusieurs auteurs ont été prouves que la capacité antioxydante de plusieurs fruits est due
a la présence des flavonoides, en fait, la plus part des constituants polyphénoliques montre un
pouvoir antioxydant élevé en comparant avec les autres antioxydants connus tels que la
vitamine C, la vitamine E, et la B-carotene (Kaurinovic et Vastag, 2019).

Des études expérimentales sur des souris ont montré que la consommation quotidienne
des composés phénoliques dérivés des plantes médicinales, des épices et des fruits riches aux
antioxydants s’accompagne avec une augmentation du statut antioxydant plasmatique et une
diminution de parameétre biochimique lipoprotéines de faible densité ce qui prévient contre les

maladies cardiovasculaire (Tressera-Rimbau et al., 2017).

Des travaux antérieurs ont montré qu’il existe une relation entre la structure et I’activité
antioxydante. Les mécanismes d’actions des polyphénols peuvent se faire par (Bouayed et
Bohn, 2012; Zhang et Tsao, 2016; Kaurinovic et Vastag, 2019):
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» neutraliser les radicaux libres étant un donneur d’électron ou atome d'hydrogéne a une
large gamme des espéces réactifs d'oxygéne y compris O™ OH’, radicale peroxyle LO,,
Acide hypochloreux (HOCI) et acide peroxynitriqgue (ONOOH).

> interagir avec les ions métalliques responsables de la production des E.R.O; aboutissant a
la formation de complexe chélateur stable et inerte.

> inhiber des enzymes responsables de la production des E.R.O (exemple: xanthine oxydase
et cyclooxygenase).

» assurer ’inhibition de la peroxydation lipidique par I’inhibition de la phase de propagation

dans les réactions en chaines.

1.3 Méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantes

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). Ces molécules antioxydantes
peuvent inclure 1’acide ascorbique, a-tocophérol (vitamine E), acide urique, bilirubine, les
composés polyphénoliques comme les catéchines et d’autres flavonoides. Les méthodes
utilisées peuvent étre classées en deux groupes selon deux mecanismes: soit par le transfert
d’atome d’hydrogeéne, soit par le transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno, 2002;
Huang et al., 2005). Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer la
peroxydation lipidique en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de
cette propriété est exprimée par la mesure du degré d’inhibition de 1’oxydation (Miguel-
Chavez, 2017). Alors que, les méthodes du deuxiéme groupe sont celles qui interviennent
dans la mesure de I’habilité¢ du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage du
peroxyde d’hydrogéne (H,0,), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle (‘OH), des
anions superoxyde (O"?), du peroxyle (ROO’) et de I’oxyde nitrique (NO’) (Sanchez-
Moreno, 2002; Miguel-Chavez, 2017). 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 (Paramétre du piégeage du radical total, total radical-trapping

antioxidant parameter assay).
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= La méthode de PCL (test de Photochemiluminescence, Photochemiluminescence 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-phenylenediamine dihydrochloride assay )

= La meéthode de FRAP (Test de la réduction du fer ou test de pouvoir réducteur ; ferric

reducing-antioxidant power assay)

= Laméthode 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 piégeage du radical superoxyde (O, Reactive oxygen

species)

= La méthode de piégeage du peroxyde d’hydrogene (H,O, hydrogen pyroxide scavenging
activity)
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I.  Equipement, solvants, réactifs et standards utilisés

Dans cette étude, nous allons utiliser de divers solvants, réactifs, standards

commerciaux ainsi que de divers dispositifs:

% Appareils: Agitateur magnétique, bain-marie thermostaté, balance de précision, étuve,
évaporateur rotatif R210 (Blchi, Heating Bath B-300 Base), hotte, lyophilisateur (Gardiner,
NY, USA), spectrophotométre UV-Visible (UViline 9400, SECOMAM), ultrason, plaque
chauffante, vortex.

% Réactifs chimiques: acétate de plombll, Acide ascorbique (Panreac-Barcelone), acide
linoleéique (Sigma-Aldrich- St. Louis), Acide nitrique, [3-caroténe, Bismuth subnitrate,
chlorure daluminium (AICI3), chlorure de mercure(ll), DPPH: 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyle (Alfa Aesar-Ward Hill), Folin-Ciocalteu, iodure de potassium, ninhydrine
(2,2-dihydroxyindane-1,3-dione), perchlorure de fer (FeCI3), trolox: acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic (Sigma-Aldrich), Tween 80 (Panreac), vanilline.

++ Solvants organiques: Chloroforme, éthanol, heptane, méthanol.

% Acides et bases: Acide acétique, acide chlorhydrique, acide phosphomolybdique, acide
sulfurique, carbonate de sodium anhydre, hydroxyde d’ammonium, hydroxyde de potassium
(KOH), hydroxyde de sodium (NaOH), phosphate disodique, phosphate monosodique, TCA:
Acide trichloracétique (Panreac-Barcelone).

+ Standards commerciaux utilisés: Acide gallique, acide tannique (+), catéchine.
Il.  Matériel végétal

Les parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) de Phagnalon rupestre (Asteraceae) et
Teucrium polium (Lamiaceae) sont recueillies dans la région de Misserghin (Oran).Tandis
que, les parties aériennes de Zygophyllum album (Zygophyllaceae) sont prélevées dans la
région d’Ain Sefra (Nadma). Les plantes choisies sont récoltées dans la méme période en
Janvier 2019 et sont botaniquement authentifiées par les botanistes du laboratoire de
botanique au niveau de département de Biologie (Université d’Oran 1).

Le matériel végétal ainsi récolté a été trié, séché a lair libre, a 'ombre, a ’abri de
I’humidité et a une température ambiante pendant une quinzaine de jours. Une fois séchées,
les parties aériennes de chaque plante ont été concassées séparément dans un mortier, puis
broyées en poudre fine <40 mesh a 1’aide d’un broyeur a couteau. Les poudres végétales sont,
ensuite, conservées et stockées dans des flacons sombres a 1’obscurité et a température
ambiante jusqu’a leur utilisation.
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Figure 08. Poudres des parties aériennes séchées des plantes étudiées.

Méthodes d’étude
1.1 Extraction et préparation des extraits

Les extraits aqueux des parties aériennes de trois plantes sont préparés par décoction
dont le but d’extraire les substances polaires telles que les composés phénoliques selon la
méthode décrite par Rached et al. (2016) avec quelques modifications et en suivant les étapes

suivantes:

% Une décoction aqueuse a 10% est effectuée en placant 20 g de chaque poudre de plante
dans 200 mL d’eau distillée
+» L’ensemble est porté a bouillir pendant 15 minutes;
«+ Les décoctés sont laissés refroidir;
¢ Ensuite, ils sont filtrés a 1’aide d’un papier filtre;
«¢ Puis, les filtrats sont récupérés et mis de nouveau avec 200 mL d’eau distillé en les portés a
I’¢ébullition. cette étape est répétée trois fois;
+¢ Les filtrats obtenus sont transférés dans des flacons puis congelés a température de -20°C;
% Les produits congelés sont ensuite lyophilisés a I’aide d’un lyophilisateur afin d’obtenir
des poudres brunes séches qui seront conservées ultérieurement a -20°C jusqu’a ’utilisation.

L’extrait aqueux brut obtenu de chaque plante est dissout dans 1’eau distillée a une
concentration de 5 mg/mL pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante et de 2 mg/mL pour le
profil des composés phénoliques.
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111.2 Evaluation de rendement d’extraction

Le rendement est définit comme étant le rapport entre la masse des extrait aqueux

obtenue et la masse séche du matériel végétal a traiter

Le pourcentage de rendement pour chaque extrait a été calculé par la formule suivante:
R (%) = m /My x 100

(%) : Rendement exprimé en %.

m: Masse en gramme de l'extrait sec résultant apres la lyophilisation (g).

Mo : Masse séche initiale en gramme du matériel végétal a traiter (g).

Cinq parametres majeurs peuvent étre influencés sur le rendement d‘extraction et la
qualité de I’extrait: la nature et le volume du solvant, le temps et la température d‘extraction,

et la nature de la matrice.

I11.3 Analyses phytochimiques

111.3.1 Dosage colorimétrique des composés phénoliques
111.3.1.1 Dosage des polyphénols totaux
111.3.1.1.1Principe

La teneur en polyphénols totaux des extraits aqueux est estimee par le réactif du Folin-
Ciocalteu selon la méthode colorimétrique de Singleton et Rossi (1965). La technique
spectrophotométrique est facile a effectuer, a faible codt, rapide et réalisable dans I'utilisation
routine de laboratoire. Cette méthode permet alors de mesurer la concentration totale de
groupes hydroxyle des composés phénoliques contenus dans les extraits de plante ou ils
réagissent avec des réactifs rédox spécifiques comme le réactif de Folin-Ciocalteu pour
former un complexe bleu détectable et quantifiable par le spectrophotomeétre a 765 nm. Cette
technique est donc basée sur la réaction d’oxydoréduction entre les phénols présents dans les
extraits et le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO;1,040), dans un
milieu alcalin en formant un chromophore bleu constitué par un complexe
phosphotungstique-phosphomolybdique (Miguel-Chavez, 2017). L’absorption maximale des
chromophores dépend sur la concentration en composés phénoliques ou elle est

proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présente (Singleton et al., 1999).
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Cependant, il est important de noter que ce test colorimétrique doit utiliser une substance de

référence, en générale, I'acide gallique (Blainski et al., 2013).
111.3.1.1.2 Méthodologie
La technique est réalisée selon le protocole suivant:

% 0,1 mL d’extrait de chaque plante sont mélangés avec 0,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu
(1:10 v/v, H20). Le mélange est agité a I’aide d’un vortex puis incubé pendant 5 min a
I’obscurité et a température ambiante;

¢ Ensuite, 1,5 mL de la solution aqueuse de carbonate de sodium anhydre (2% p/v) sont
ajoutés puis agités;

¢ Apres I’incubation de mélange pendant une heure, I’absorbance est mesurée a 765 nm.

Les teneurs en polyphénols totaux sont exprimées en mg d’équivalent d’acide gallique
par gramme d’extrait sec lyophilis¢ (mg EAG/g d’extrait), calculées a partir d’une droite
(équation de régression linéaire: y = 4,2333 x + 0,0163; R2 = 0,9996) préparée a 1’aide de
différentes concentrations d’acide gallique (0,02 ; 0,04; 0,06; 0,08 et 0,1 mg/mL, H,0)
(Figure 09). Cette courbe est réalisée dans les mémes conditions opératoires que les
échantillons étudiés. Les dosages sont effectués en triplicata.

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

0.4
0,35 [

0.3

Absorbance a 765 nm
[\

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

Concentration d'acide gallique en mg/mL

Figure 09. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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111.3.1.2 Dosage des flavonoides totaux
111.3.1.2.1Principe

L’analyse quantitative des flavonoides totaux est réalisée selon un dosage
colorimétrique par le trichlorure d’aluminium en présence de NaNO; en milieu alcalin suivant

la méthode décrite par Kim et al. (2003).

Cette méthode est couramment reposée sur la formation d’un complexe entre les
groupements hydroxyles des flavonoides avec le chlorure d’aluminium (AICI13), suivie par
une mesure spectrophotométriquement de ce complexe produit (Mammen et Daniel, 2012).
La coloration rosatre produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans

I’extrait, mesurée a 510 nm (Pekal et Pyrzynska, 2014).
111.3.1.2.2Méthodologie

Cette méthode est adoptée pour déterminer la teneur en flavonoides présents dans

chaque matrice a base de plantes ou d’aliments selon la procédure suivante:

% 0,5 mL de chaque extrait sont mélangés avec 1,5 mL d’eau distillé;

% a T=0, 0,150 mL de nitrate de sodium (5% p/v, H,O) sont ajoutés;

% a T=5min, 0,150 mL de trichlorure d’aluminium (10% p/v, H,O) sont additionnées;

% Apres 6 minutes, 0,5 mL d’hydroxyde de sodium (1M p/v, H,O) sont ajoutés. La solution
du mélange est bien homogénéisée a 1’aide d’un vortex, puis l'absorbance est mesurée
immédiatement a 510 nm a l’aide d’un spectrophotométre UV-Visible (UViline 9400,

Secomam).

Les concentrations en flavonoides totaux sont exprimées en mg d’équivalent de
catéchine par gramme d’extrait lyophilisé¢ sec (mg EC/g d’extrait), calculées a partir d’une
courbe d’étalonnage (équation de la régression linéaire: y = 0,0045x — 0,0525; R2 = 0,9946)
préparee avec la catéchine (0,04; 0,06; 0,08; 0,1 et 0,2 mg/mL, Méthanol) (Figure 10).
Cette courbe est procédée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons étudiés.

Les dosages sont encore effectués en triplicata.
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Figure 10. Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.

111.3.1.3 Dosage des tanins condenses
111.3.1.3.1Principe

L’analyse quantitative des tanins condensés ou proanthocyanidines (dérivés
polymériques de flavan-3-ol, tanins catéchiques) sont déterminés par la méthode a la vanilline
suivant la procédure rapportée par Julkunen-Tiitto (1985). Cette méthode est basée d’une part
sur la dépolymérisation des tanins condensés dans des conditions acide et d’autre part sur la
capacité de réagir avec la vanilline pour produire un complexe coloré et mesurable a 500 nm
(Schofield et al., 2001; Heimler et al., 2006).

111.3.1.3.2Méthodologie
Le dosage est effectué selon le protocole suivant:

+¢ Une quantité de 25 uL d’une solution aqueuse de chaque plante est mélangée avec 750 uL
d’une solution méthanolique de vanilline (4% p/v);
% Ensuite, 375 pL d’HCI concentré sont ajoutés;
% Aprés I’incubation de ce mélange pendant 20 min a obscurité et a température ambiante,
+¢ la lecture d’absorbance est effectuée contre un blanc.

La catéchine (gamme d’étalon: 10-80 pg/mL; Méthanol) est utilisée pour préparer la
courbe d’étalonnage (y = 0,0014x + 0,0067; Rz = 0,9973) qui est réalisée dans les mémes
conditions opératoires que les échantillons (Figure 11). Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent de catéchine par gramme de matiére seche (mg EC/g MS).
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Figure 11. Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins condensés.

111.3.1.4 Dosage des tanins hydrolysables
111.3.1.4.1Principe

Le taux des tanins hydrolysables (tanins ellagiques et galliques) est estimé par la
méthode de Mole et Waterman (1987) avec quelques modifications mineurs. Ce test est basé
sur la réaction des tanins hydrolysables avec le chlorure ferrique qui donnent une coloration

bleue mesurée spectrophotométriquement a 660 nm.
111.3.1.4.2Méthodologie

Ce dosage est effectué¢ par un mélange d’extrait (0,5 mL) avec 1,75 mL d’une solution
de perchlorure de fer (0,01 M p/v préparé dans 0,001 M d’acide chlorhydrique (HCI1) v/v).
L’absorbance est lue a 660 nm contre un blanc. La méme procédure réalisée avec I’acide
tannique. La concentration des tannins hydrolysables est estimée en milligramme (mg)
¢quivalents d’acide tannique par gramme (g) du poids de la matiere seche (mg EAT/g) a partir
d’une courbe d’étalonnage (équation de la régression linéaire: y = 0,0007x + 0,0612; R? =
0,9921; (Figure 12) obtenue a partir d’'une gamme d’étalon réalisée avec 1’acide tannique
(0,01-0,8 mg/mL, H,0).
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Figure 12. Courbe d’étalonnage d’acide tannique pour le dosage des tanins hydrolysables.

111.3.2 Screening phytochimique par des réactions de coloration

Afin de mettre en évidence les différentes classes chimiques de métabolites secondaires
présentes dans les extraits aqueux de trois especes testeées, plusieurs réactions de
caractérisation ont été établies. Ce criblage phytochimique qualitatif réalisé est basé sur des
réactions de précipitation ou de coloration a I’aide des réactifs spécifiques qui nous a
permettent d’une identification préliminaire des substances chimiques, et qui sont regroupées

dans le tableau 07.

37



Matériel et méthodes

Tableau 07. Méthodes utilisées pour identifier quelques groupes phytochimiques.

Phytoconstituant Réactif Composition de réactif Meéthode Observation lors de la Référence

révélation

Amines -Réactif de ninhydrine  -On mélange 1 g de ninhydrine avec Une goutte de 50 uL de chaque extrait Aprés le séchage de Cegielska et

4 mL d’¢thanol et 2 mL d’acide est déposée sur un papier filtre. aprés papier, on observe Kacprzak
acétique. Apres on ajoute le mélange le séchage dans une étuve a 80°C, le I’apparition des taches (2009).
de 1,8 mL d’éthanol et 40 ml papier est pulvérisé avec une solution violettes (pourpre).
d’heptane. La solution obtenue est de ninhydrine. Ensuite on met le
agitée manuellement. papier a séché a 110°C pendant 5
minutes.

Alcaloides -Réactif de -Solution A: 8g de Bismuth subnitrate 2 mL de chaque extrait sont ajoutés a -Formation d’un précipit¢ Wagner et
Dragendroff (Bi(N03)3.H,0) dissout dans 30 % 10 mL d’HCI a 1%. Le mélange est blanc jaunatre. Bladt (1996);
(tétraiodobismuthate  (P/v) d’acide nitrique (HNO3) mis dans un bain marie a 100°C Bekro et al.
de Solution B: 27,2 g d’iodure de pendant 2 & 3 min, puis le volume (2007); El
Potassium) potassium (KI) dissout dans 50 mL final chaque extrait est divisé en Yahyaoui et al.

-Réactifs de Mayer,

d’eau distillé, la procédure consiste
ensuite a combiner délicatement les
deux solutions et laisser la mixture se
reposer 24 heure puis apres filtration
le tous sont dilués avec 100 mL d’eau
distillée.

-Dissoudre 1,358 g de Chlorure de
mercure(ll) (HgCl,) dans 60 mL
d’eau distillée puis 5g de KI dans 10
mL d’eau distillée. Mélanger les deux
solutions et ajuster le volume total a
100 mL.
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-Reéactif de Wagner, -Dans 75 mL d’cau distillée, -Formation d’un précipité
dissoudre 2 g de Kl et 1,27 g de I,. Le brun.
volume obtenu est ajusté a 100 mL
avec ’eau distillée.
-Réactif de - 2 g d’iode bisublimé (I,) et 2 g de -Formation d’un précipité
Bouchardat KI sont mélangés dans 100 mL d’eau orange ou rouge vermillon.
distillée.

Coumarines -Méthode 1 -10 % dans I’eau distillée -2 mL de chaque extrait sont ajoutés Apparition  de couleur EI Yahyaoui et
Hvdroxvde de sodium avec 3 ml d’hydroxyde de sodium jaune. al. (2017)
(I\)Il aOH)y avec agitation.

-Méthode 2 -NaOH (10%, eau distillée) -2 mL de chaque I’extrait sont ajouté -Apparition de couleur
avec 10 gouttes d’hydroxyde de rouge
+ - 0
NaOH + HCl HCI (10%) potasium a 10% et 5 gouttes d’HCI a
10%.
Flavonoides -Méthode 1 -2 mL de chaque extrait sont ajoutés -Apparition d’une Yahyaoui et al.
avec 2 a 3 copeaux de magnésium et coloration: (2017)
Copeaux de ) y
magnésium ImL d’HCl avec 4 mL déthanol. -verte: indique la présence
-’ajout de 3 gouttes de I’alcool des polyphénols
isoamyligue intense la coloration. _rouge: indigue la présence
des flavonols:
-rose orangee indique la
présence de flavones;
-rose violacée indique la
présence de flavanones;.
-Méthode 2 -Solution d’acétate de plomb a 10% -A 1 mL de chaque extrait nous avons -Apparition de couleur vert

Acétate de plomb

(H20)

ajouté¢ 1 mL de solution d’acétate de
plomb.

jaunatre.
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Huiles NaOH et HCI NaOH 10% et d’HCl1 a10%. -A 2 mL de chaque extrait sont ajouté -Formation d’une Cahyono
essentielles a 100 uL de NaOH et 100 uL d’HCIL.  précipitation blanche. (2015)
Saponines -Méthode 1 -2 mL d’une solution d’acétate de -Formation d’une Yadav et
Acétate de plombll pIom_b sont ajoutés a 2 mL de chaque précipitation blanche Agarwala
(PH(C;Hs0,),) extrait (2011)
-Méthode 2 -3 mL d’eau distillée sont ajoutés -Formation d’une mousse
T e avec 1mL de chaque extrait puis persistante.
est d’agitation S .
agités vigoureusement pendant 2 min.
Ensuite, le mélange est laissé reposer
pendant 20 min.

Stéroides -Anhydride acétique 2,5 mL d’anhydride acétique et 500 -Apparition de couleur N’Guessan et
uL d’acide sulfurique concentré sont bleu verte. al., 2009
ajoutés avec 2,5 mL de chague extrait
ensuite, le mélange est laissé réagir
pendant 20 min.

Quinones libres Méthode 1 _Dilué deux fois 2 gouttes d’HC1 ?oncentré et 500 uL. -Apparition ] _d_e, C(_)uleur Dohou et al.,
d’hydroxyde  d’ammonium  sont rouge ou précipité violette 2003

Ammoniaque mélangés avec 1 mL de chaque extrait ou bleu.
(Hydroxyde puis agités

d’ammonium;

NH40H)
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-Méthode 2 -10% (H20) -Quelques gouttes d’hydroxyde de -Apparition d’une couleur
Hydroxyde de sodium soghum’ avec 5 gouttes d’HCl sont jaune, rouge ou violette.
mélangées avec 1 mL de chaque
extrait.
Tannins -Perchlorure de fer -2%, MeOH -25 mL de chaque extrait sont -l se développe un Yahyaoui et al.
(FeClI3) additionnés avec 0,5 mL de de FeCl;.  précipité: (2017)
-brun verdatre en présence
de tanins catéchiques
-bleu-noire en présence de
tanins galliques.
-100uL d’extrait sont mélangés avec -apparition d’une couleur
3mL de solution de vanilline rouge
Terpénoides -Méthode 1 -1 mL de chloroforme et 1,5 mL -La formation d’un anneau N’Guessan et
d’acide sulfurique concentré sont rouge ou violet. al., 2009

Acide sulfurique

-Méthode 2

Solution
phosphomolybdique

-2 g d’acide phospholybdique, 4 mL
d’eau distillé et 6 mL  d’acide
sulfurique.

additionnés a 2,5 mL d’échantillon.

-2,5 mL d’acide phosphomolybdique
et 2,5 mL d’acide sulfurique
concentré sont mélangés avec 2,5

mL de chaque extrait.

-Apparition de coloration
bleue.
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1.4 Détermination de I’activité antioxydante

Dans cette partie nous nous intéressons d’étudier ’activité antioxydante, in vitro, par
plusieurs méthodes. Ces essaies sont totalement classifiés selon leur mécanisme d’action en
deux grandes catégories:

v’ des désactivateurs (quencher) de I’oxygéne singulet (single-electron transfert; SET)
essentiellement représentés par la méthode de pouvoir antioxydant de réduction de fer
(FRAP) et la méthode de scavenger du radical libre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

v des donneurs d’hydrogéne (hydrogen-atom transfert; HAT) relatif a la méthode

d’inhibition de blanchissement de -caroténe.

Dans notre étude, I’activité antioxydante des extraits aqueux des plantes étudiées a été

évaluee in vitro selon la méthode décrite par Barros et al. (2013).
I11.4.1 Pouvoir scavenger du radical DPPH
111.4.1.1 Principe

La molécule de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (Sigma, Ci3H12Ns0s; MM = 394,33
g/mol) est un radical libre stable a une coloration violette en solution dans le méthanol ou
1’éthanol. Il posséde une absorption caractéristique a 517 nm. Quand une solution de DPPH"
est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogene, substance antioxydante, il
se transforme a la forme réduite (diphényl picryl-hydrazine) d’une couleur jaunatre dont
I'intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu réactionnel. Le virage vers cette coloration et 1’intensité de la décoloration découle, de
la nature, de la concentration et de la puissance des principes actifs présents (Miguel-Chavez,
2017).

111.4.1.2 Méthodologie

Pratiquement, Cette méthodologie est effectuée a laide d'un spectrophotométre
(UViline 9400, Secomam). Elle consiste donc a mélanger 100 pL de différentes
concentrations de chaque extrait de plante (0,019 — 5 mg/mL) avec 900 pL d’une solution
méthanolique de DPPH (0,06 mM). La lecture des absorbances est effectuée a 517 nm apres
avoir laissé incuber la réaction, a 1’obscurité, pendant une heure. Les extraits sont testés
contre un blanc qui contient la solution méthanolique de DPPH incubée dans les mémes

conditions que les échantillons. Le Trolox, 1’acide ascorbique et la catéchine sont utilisés
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comme des témoins positifs (substances de références). Le pourcentage d’inhibition du radical

DPPH est calculé selon la formule suivante:

P1% = [(Ac — Ag) / Ac] % 100

Ou

Ac: Absorbance de solution DPPH;

Ag: Absorbance de la solution contenant 1’extrait.

Les résultats sont exprimés en valeur d’IC50 ou la concentration inhibitrice de 50%
(aussi appelée ECs, pour Efficient concentration 50) est la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH°. Les IC50 sont calculées graphiquement par
les régressions linéaires des graphes tracés, représentées par pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations des extraits testés.
111.4.2 Pouvoir réducteur d’ions ferriques (FRAP)
111.4.2.1 Principe

La méthode de pouvoir réducteur de fer est basée sur le changement de coloration lors
de la réduction du fer de forme ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe?*) en présence d’un
antioxydant par transfert d’électrons (Chung et al., 2006; Benzie et Devaki, 2018) . La forme
réduite donne une couleur bleue qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait. De
ce fait, cette densité de couleur est mesurée a 690 nm. Ce test est peu couteux, simple,
reproductible et rapide utilisé pour indiquer la présence des composés phénolique (Benzie et
Devaki, 2018).

111.4.2.2 Méthodologie

Les différentes concentrations des extraits aqueux et des substances de références
(0,019 - 5 mg/mL; 0,5 mL) sont mélangées avec quantité égale de tampon phosphate (200
mM p/v; pH=6,6 ; 0,5 mL) et 0,5 mL de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6; 1% plv;
H,0). Apres 20 mn d’incubation, a 50°c pendant, 0,5 mL d’acide trichloracétique (10% p/v)
sont ajoutés au mélange. Ensuite, 0,8 mL de mélange sont mixés avec 0,8 mL d’eau distillée
et 160 pl du chlorure ferrique (FeCls; 10%) et I’absorbance est lue a 690 nm contre un témoin
négatif sans extrait. L’absorbance est directement proportionnelle au pouvoir réducteur. Les
résultats sont exprimés en valeurs 1Csq qui est calculée a partir de la courbe d’absorbance en

fonction de la concentration de 1’échantillon.
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111.4.3 Test de blanchissement de B-caroténe / acide linoléique
111.4.3.1 Principe

C’est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des extraits a inhiber la
blanchiment de B-caroténe. Cette décoloration résulte par 1’oxydation du f-caroténe par les
produits des hydroperoxydes et diéne conjugués formés durant 1’oxydation de 1’acide

linoléique sous I’action thermique (Merouane et al., 2014).

Cette méthode est sensible, rapide et simple s'accomplissant a mesurer
spectrophotométrique 1’émulsion du systéme B-carotene/acide linoléique dans le visible a 470
nm (Prieto et al., 2012). Elle peut étre utilisée dans la méthode de bioautographie couplée a la

chromatographie sur couche mince (CCM) (Dewanjee et al., 2015).
111.4.3.2 Méthodologie

2 mL d’une solution chloroformique de -caroténe (0,2 mg/mL) sont évaporés a 1’aide
d’un évaporateur rotatif (Biichi, Heating Bath B-300 Base), le résidu obtenu est mélangé avec
400 mg de Tween 80 et 40 mg d’acide linolé¢ique. Puis, un volume de 100 mL de I’eau
distillée est additionné et agité vigoureusement. Dans des tubes a essai, 0,2 mL des différentes
concentrations des extraits, des contrdles négatif et positif (triplicata) sont mixés avec 4,8 mL
de la solution d’émulsion B-caroténe/acide linoléique. Le mélange est mesuré immédiatement
a temps 0 (To) a 470 nm contre un contrdle, a 1’aide d’un spectrophotométre (UViline 9400,
Secomam). Les tubes fermés sont ensuite placées dans un bain marie avec agitation a 50°C
pendant 2 h (T120). Une nouvelle lecture des concentrations est effectuée a la méme longueur
d’onde. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la décoloration du

[B-carotene en utilisant la formule suivante:

% AA = (At120 / Ato) % 100

PI : pourcentage d’inhibition

Ato: Absorbance de 1’échantillon a to;

Art120 : Absorbance de I’échantillon apres incubation de 120 minutes;

A : absorbance en présence de ’extrait, controle négatif ou Trolox.
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Etude statistique

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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PARTIE III. RESULTATS ET DISCUSSIONS
l.

Extraction et caractérisation phytochimique
.1 Rendements d’extraction

Le tableau 08 indique les résultats du rendement d’extraction des parties aériennes de
trois plantes médicinales étudiées. Ces plantes sont décoctées par 1’eau distillée sous des
conditions de chauffage. La décoction de Phagnalon rupestre, Teucrium polium et

Zygophylum album a donné un rendement de 12,5% ; 15,85% et 34,08% respectivement.

Des solvants polaires ont été préférés du fait que les plantes testées sont largement
consommées comme tisane soit sous la forme décoctée ou infusée. D’aprés les résultats
rendus, nous constatons que le rendement de ces plantes est supérieurs a ceux trouvé par
Shtukmaster et al., 2010; Haddouchi et al., 2014 et El Ghoul et al. 2012 dans 1’extrait hydro-
méthanolique de P. rupestre, les extraits aqueux de T. polium et Z. album avec des valeurs de
10,00% ; 11,5% et 18,3% respectivement.

L’extraction est la premiére étape cruciale de 1’étude des antioxydants naturels issus des
plantes. La technique d'extraction est celle qui permet dobtenir des extraits avec un
rendement élevé (Altemimi et al., 2017; Xu et al., 2017). Ainsi, la capacité d'extraction des
solvants dépend principalement de la solubilité du composé dans le solvant (Dhanani et al.,
2017). Plusieurs études ont signalé des variations dans les activités biologiques d'extraits
préparés en utilisant des différentes techniques d'extraction (de Lima Silva et al., 2015;
Cikos et al., 2018). Par conséquent, il est nécessaire de sélectionner la méthode d'extraction
appropriée ainsi que le solvant en fonction des propriétés de la matrice de I'échantillon, des
propriétés chimiques des analytes, de l'interaction matrice-analyte (De Monte et al., 2014;
Cikos et al., 2018). Les techniques les plus courantes pour extraire les composés phénoliques
utilisent des solvants, organiques ou inorganiques (Altemimi et al., 2017). De nombreuses
paramétres peuvent étre influer sur le rendement en composés phénoliques, notamment le
temps d'extraction, la température, le solvant utilisé pour I'échantillon ainsi que le type de
solvant (Brglez Mojzer et al., 2016). En outre, la différence entre le rendement des plantes
utilisées dans cette étude est due au type de plante et au ses composés actifs. Le choix des
solvants d'extraction tels que l'eau, l'acétone, l'acétate d'éthyle, alcools (méthanol, éthanol et
propanol) et leurs mélanges influenceront sur les rendements en extraits phénoliques (
Altemimi et al., 2017; Sulaiman et al., 2017). Outre le choix du solvant d’extraction optimal,
il existe deux autres parametres importants affectent le rendement des composés phénoliques
des extraits des plantes médicinales qui sont le temps et la température d’extraction
(Khoddami et al., 2013; Sulaiman et al., 2017).
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Tableau 08. Le rendement d’extraction (%) des plantes étudiées.

Plante Masse (gramme) Rendement (%)
Z. Album 6,817 34,08

T. Polium 3,17 15,85

P. rupestre 2,5 12,5

1.2 Analyses phytochimiques des extraits étudiees

1.2.1 Dosage colorimétrique des composés phénoliques

Afin de caractériser quantitativement les extraits préparés a partir des parties aeriennes
des plantes étudiées, un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des tanins condensés

et hydrolysable a éte effectué.

1.2.1.1 Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en composés phenoliques des différents extraites issus des especes testées
sont indiqués dans le tableau 09. D’aprés les résultats obtenus, tous les extraits montrent la
présence de ces composes avec des teneurs varient entre 12,16 + 0,4 et 105,21 + 2,5 mg/g,
ainsi, le taux le plus élevé a été détecté dans 1’extrait aqueux de T. Polium (105,21 + 2,5
mg/g) et P. rupestre (90,97 + 1,7 m/g); tandis que, les teneurs les plus basses sont
remarquées dans 1’extrait de Z. album (12,16 + 0,4 mg/g).

De plus, les composés présents dans une plante peuvent étre de nature polaire ou non
polaire. les composés phénolique sont plus solubles dans les solvants organiques polaires en
raison de la présence d'un groupement hydroxyle, dont I’eau a été choisi comme un solvant
d'extraction (Widyawati et al., 2014; Khoddami et al., 2013; Sun et al., 2015; Elnour et al.,
2018).

Les analyses phytochimiques des extraits des plantes meédicinales est une étape
préliminaire, d’une grande importance, puisqu’elle révéle la présence des constituants

bioactives responsables des vertus thérapeutiques (Wang et al., 2018).

L’évaluation du contenu en polyphénols totaux adaptée par la méthode de Folin-
Ciocalteu, indique que les trois espéces sont riches en composees phénoliques mais avec des
valeurs variables fortement dépendantes de I'espece botanique (facteur génétique) ou de la

région de croissance de cette espéce (aspect geographique) (Konieczynski et al., 2016).
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Les résultats d’une étude réalisée par Fettah. (2019), sur I’extrait aqueuse de Teucrium
Polium L.Thymoides de la région de Beni Souik a Biskra mesurée les composés phénoliques
par la méthode de Folin-Ciocalteu. Montre des valeurs différentes de notre résultat avec
teneurs de 49,89 mg/g. Ainsi, une autre étude a été faite sur I’extrait méthanolique de cette
espece récolté du nord de la Tunisie réalisée par Ghazghazia et al. (2013) montre des valeurs
différentes et tres faibles (3,47 mg/g). Cette différence dans les quantités peut étre associée au
solvant utilisé, la région et la saison de la récolte.

Les résultats obtenus par Haddouchi et al. (2014) sur I’extraits hydro-méthanolique des
parties aériennes de Phagnalon saxatile subsp rupestre montrent que le niveau des teneurs en
polyphénols totaux est plus faible (4,80 + 0,2 mg/g) par la comparaison a celui de notre
résultats. Dans le méme contexte, nous remarquons que 1’extrait aqueux de Z. album montre
la présence des teneurs en polyphénols totaux avec une valeur de 12,16 + 0,4 mg/g et qui sont
différentes aux ceux trouvés par Benhammou (2012) sur I’extrait méthanolique de Z. album
(6,927 +0,628 mg/qg).

De nombreuses espéces de genre Phagnalon, Teucrium et Zygophyllum sont utilisés
depuis longtemps, ainsi, la plupart dentre-elles sont des sources riches des composés
phénoliques et terpénoides, et qu’elles contiennent également une grande quantité de divers
glycosides iridoides, des flavonoides et des acides phénoliques tels que I'acide rosmarinique,
acide cafeique, acide férulique et d'autres composés phenoliques (Conforti et al., 2010;
Rahim et al., 2013; dos Santos et al., 2018).

1.2.1.2 Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium qui
révéle les flavonoides en jaune (Lagnika, 2005). Les résultats montrent que les
concentrations de ces composés dans les extrait aqueux des espéces étudiées varient entre
11,98 + 1,3 mg/g et 94,63 £ 0,5 mg/g) (Tableau 09). Ainsi, Les teneurs les plus elevées sont
repérées chez les extraits de T. polium et P. rupestre avec un contenu de 94,63 + 0,5 mg/g et
de 71,73 + 0,7 mg/g, respectivement. Tandis que les teneurs les plus faibles sont enregistrées
chez I’extrait aqueux de Z. album (11,98 + 1,3 mg/g).

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré la présence des flavonoides dans les
extraits étudiés avec des quantités distinctes. Ceci est en accord avec des etudes antérieures

sur ce type de dosage, en particulier 1’étude réalisée par Ghazghazia et al., 2013 sur 1’extrait
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méthanolique de T. polium de la Tunisie et qui montrent la présence des flavonoides avec une

quantité de 2,67 mg/g.

Plusieurs études ont éte effectuées sur le genre de Phagnalon, en outre, Haddouchi et
al. (2014) indique la présence des flavonoides sur I’extrait hydro-méthanolique des parties
aerienne de P. saxatile subsp. rupestre qui est de 13,08 * 0,28 mg/g, alors que I’extrait aqueux
de P. rupestre testé dans ce travail montre la présence des teneurs fortes (71,73 £ 0,7 mg/qg).
De méme, Nous constatons que nos résultats sur 1’extrait aqueux de Z. album montrent la
teneur des flavonoides totaux avec une valeur de 11,98 + 1,3 mg/g, qui sont supérieure a celle
obtenue par Benhammou (2012) sur [D’extrait méthanolique de Z. album avec une
concentration de 1,610 + 0,02 mg/g. En effet, la différence existée dans la composition
phytochimique des composés flavonoidiques présente dans les différentes espéces est induite
en réponse a I’influence des facteurs biotiques et abiotiques sur la synthése des métaboliques
secondaires par la plante comme les agents pathogénes, température, lumiére et humidité
(Wang, et al., 2018).

1.2.1.3 Dosage des tannins condensés et hydrolysables

Les tanins; compris les tanins condensés et hydrolysables; sont un groupe important des
métabolites secondaires présents dans les plantes et qui possédent des activités bénéfiques,
surtout I’activité antioxydante qui fait 1’objet de notre étude. En effet, IIs peuvent éliminer les
radicaux libres en fonction de leur capacité de donneur d'électrons. Ils sont egalement
importants dans l'industrie alimentaire, en raison de sa capacité a réduire la peroxydation des

lipides (Cirkovic Velickovic et Stanic-Vucinic, 2018).

Les résultats obtenus lors du dosage des tanins hydrolysables indiqués dans le tableau 9,
montrent que les teneurs de ces composés varient entre 10,12 + 2 et 22,79 + 0,7 mg/g. Les
taux les plus élevés ont été détectés dans I’extrait aqueux de T. Polium avec une concentration
de 22,79 + 0,7 mg/g, suivi par ’extrait de P. rupestre (20,4 £ 0,7 mg/qg); alors que, les teneurs

les plus faibles sont remarquées dans 1’extrait de Z. album (10,12 + 2 mg/g).

En suivant notre connaissance bibliographique, aucune étude a été effectuée sur la
composition chimique des tanins hydrolysables sur les extraits aqueux de plantes étudiées.
Notre étude montre la richesse de T. Polium et P. rupestre en tanins hydrolysables par contre,

I’extrait aqueux de Z. album présente une faible concentration.
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Concernant la quantification des teneurs en tanins condenses totaux, les extraits agqueux
testés montrent la présence des faibles concentrations et légérement semblables avec des
valeurs comprises de 1,16 + 0,2 mg /g chez Z. album et 1,33 £ 0,2 mg/g chez T. Polium. Les
résultats obtenus montrent que d’extrait aqueux de Z. album présente une Iégére différence a
ceux obtenus par Mahdi Belguidoum et al. (2015) sur I’extrait hydro-éthanolique de Z. album
du sud d’Algérie (197,875 £ 25,46 pg/g). Ainsi, Nos résultats montrent une similitude avec
ceux trouvés par I’étude exécutée par Hadouchi et al. (2014) sur I’extrait hydro-méthanolique
des parties aériennes de P. saxatile subsp. saxatile récoltées de la région de Tlemcen
(Algérie) qui ont dosé les tanins condensés et obtenu les valeurs de 3,21 + 0,19 mg/g. Ces
résultats montrent que cette espece possede une faible dose des tanins condensés avec une

legere similitude comparativement a nos resultats (1,19 + 0,5 mg/g).

Tableau 09. Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides totaux, tanins condensés et
hydrolysables des extraits aqueux de trois plantes étudiées.

Plante Polyphénols totaux  Flavonoides totaux Tanins condensés Tanins hydrolysables
(mglg) (mglg) (mg/g) (mg/g)

P. rupestre 90,97 +1,7° 71,73 +0,7° 1,19 +0,5° 20,4 +0,7°

T. polium 105,21 + 2 5° 94,63 +0,5° 1,33+0,2° 22,79 +0,7°

Z. album 12,16 +0,4° 11,98 +1,3° 1,16 £ 0.2° 10,12 + 2°

Les valeurs des teneurs en polyphénols totaux, flavonoides totaux et en tanins condensés et
hydrolysables sont exprimées en mg équivalent d’un standard par g de matiére séche
(moyenne + SD). Les différentes lettres signifient des différences significatives entre les

différents extraits de plantes testées (p <0,05).

1.2.2 Screening phytochimique

Cette étude permet de déterminer les différents groupes chimiques contenus dans un
organe Vvégétal. Ainsi, Des réactions physicochimiques sont réalisées. La phytochimie
qualitative est basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des réactifs chimiques
spécifiques exécutée sur des extraits a partir de poudre lyophilisée de chaque échantillon
vegétal qui génere pour une premiere estimation des données préliminaires sur les

constituants des extraits.
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Les principaux groupes phytochimiques détectés par ce screening préliminaire sont les

alcaloides, les amines, les glucosides, les huiles essentielles, les polyphénols (flavonoides,
coumarines, quinones et tannins), les saponines, les stéroides et les terpénoides. Les résultats
de criblage phytochimique sont résumés dans le tableau 10 et montrent que 1’extrait aqueux
de T. polium est riche en amines, flavonoides, coumarines, quinones, stéroides et en tanin,
tandis qu’il est dépourvu en huiles essentielles, alcaloides, glucosides et en saponines. De
méme, ’extrait aqueux de Z. album est riche en amines, coumarines, flavonoides, huiles
essentielles, quinones, saponines, stéroides et en tanins. Tandis, plusieurs composés
secondaires sont mis en évidence des amines, des coumarines, des flavonoides, des quinones,
des stéroides et des terpénoides dans 1’extrait aqueux de P. rupestre, mais I’extrait est pauvre

en alcaloides, glucosides et en saponines.

La mise en éevidence des flavonoides, des coumarines, des quinones et des tanins dans

les différents extraits étudiés sont confirmés par des dosages spectrophotométriques.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Aouadhi et al. (2013) sur 1’extrait
méthanoliques de Teucrium polium L. capitatum collecté de Tunisie, et qu’ils révélent la
présence des polyphénols, des flavonoides et des tanins par une quantification colorimétrique.
Ainsi Malki et al. (2017) illustrent la présence de différents groupes chimiques (flavonoides,
anthocyanines, tanins galliques, saponines, terpenes, O-hétérosides a génines réduites, C-
hétérosides, huiles essentielles, glycosides) sur 1’extrait méthanolique avec 1’absence des
tanins catéchiques et des coumarines qui sont présents dans ce présent travail. D'autres

travaux sur la composition chimique effectuée par des tests préliminaires de coloration établis

par Khammes et Oucif Lebehi (2017) sur I’extrait méthanolique de Z. album révélent la

présence des alcaloides, des flavonoides, des saponines, des tanins et des terpénoides.

Des travaux antérieurs sur l’extrait brut du P. rupestre signalent la présence des
flavonoides et terpénoides (Bicchi et al., 1979; Dolci et Tira., 1982).
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Tableau 10. Résultats de test phytochimique des extraits des plantes étudiées.

T.polium P.rupestre Z.album

Amines ++ + ++ + ++ +
Coumarines ++ + + + + + + +
Flavonoides + + + + + +
Glucosides + + +
Huile essentielles - - + + +
Quinones ++ + ++ + +++
Saponines - - + 4+ +
Steroides ++ + ++ + ++ +
Tanins + + + ++ + ++ +
Terpénoides + + + + -
Alcaloides - - -

(+) : Présence faible; (+ +) : Présence moyenne; (+ + +) : Présence forte; (-) : Absence.

Détermination de I’activité antioxydante

La capacité antioxydante des aliments, des plantes médicinales et des fruits est
déterminée par le mélange de différents antioxydants présents, et qui réagissent par différents
mécanismes d'action, parmi lesquels des interactions synergiques. Il est nécessaire de
combiner plusieurs méthodes afin de déterminer in vitro la capacité antioxydante de ces
plantes (Almeida et al., 2011).

1.1 Piégeage du radical libre DPPH

La méthode de piégeage du radical DPPH est parmi les méthodes
spectrophotométriques les plus répondues et trés utilisées pour 1’évaluation de la capacité des
antioxydants naturels comme d’extraits de plantes, de végétaux, de fruits et des composés
chimiques (Burgoset al., 2013). L'estimation de I'activité antioxydante des extraits aqueux de
P. rupestre, T. polium et Z. album est effectuée ainsi leurs activités sont comparées a celles de
l'acide ascorbique (vitamine C), la catéchine et le Trolox qui sont des antioxydants
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synthétiques connus par leurs propriétés antioxydantes et sont couramment utilisés comme

substances de référence.

Les valeurs de la concentration inhibitrice 50 (ICso) des différents extraits bruts et
standards sont représentées dans le tableau 11, qui est un paramétre employé pour quantifier
I’activité antioxydante d’un produit chimique. L’ICsy 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).

A des fins comparatives, les trois antioxydants standards concernant 1’acide ascorbique,
la catéchine et le Trolox, ont montré des activités antioxydantes importantes présentant des
ICs0 avec des valeurs respectivement de 0,45 + 0,02; 1,0493 + 0,01 et 2,76 + 0,04 pg/mL.

Tous d'abord, I’extrait aqueux des feuille de T. polium a montré une activité
antioxydante plus au moins élevée comparativement a celle de deux autres plantes étudiées
avec une ICsy = 13,53 + 0,01 pg/mL suivie par P. rupestre (ICso = 19,83 + 0,01 pg/mL) et
ensuite Z. album (ICso = 572,8 £ 0,1 pg/mL) (Tableau 11). Nous remarquons que Les trois
extraits bruts des plantes testées s’aveérent moins actifs en comparaison avec les antioxydants

standards.

Le potentiel antioxydant remarqué sur 1’extrait de T. polium est supérieure a celui
trouvée par plusieurs travaux antérieurs. Ainsi, Fettah. (2019) a démontré que I’extrait
aqueuse de méme espéce de la région de Beni Souik a Biskra possede une ICsy de
129,92ug /mL. De méme, Ghazghazi et al. (2013) ont montrés que 1’extrait méthanolique de
T. polium récolté de la Tunisie donne une 1Cso de 22ug/ml. Aussi, I'extrait brut de la partie
aérienne de P. rupestre a exhibé une forte activité antioxydante avec une ICsy de 19,83 +
0,01pg/ml. Cette activité est supérieure a celle trouvée par Haddouchi et al. (2014) sur
I’extrait hydro-méthanolique des parties aériennes de P. saxatile de la région de Tlemcen,
avec une ICsy de 129,77 = 0,55 pg/mL. En outre, I'extrait aqueux de Z. album présente une
tres faible activité antioxydante par-rapport aux autres plantes et les antioxydants de
référence. Des travaux similaires sont réalisés par Belmimoun et al. (2016) sur I’extrait
méthanolique et ’huile essentielle des parties aérienne de Z. album de la région de Sidi
Khouiled a Ouargla ont trouvés que les extrais présentent des trés faibles activités
antioxydantes comparativement aux notre extrait, avec une 1Csy de 6016 pg/ml pour les huiles

essentielles et 1017 pg/ml pour I’extrait méthanolique.
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1.2 Pouvoir réducteur de I'ion ferrique (FRAP)

Le test FRAP est plus répondu pour déterminer la capacité antioxydante des extraits

végétaux a réduire les ions ferriques (Fe*) en ions ferreux (Fe**) (EI Jemli et al., 2016).

Les résultats observés dans les extraits bruts des plantes étudiées sont illustrés dans le
tableau 11. L la capacité réductrice d’ion ferrique obtenue est variable entre les trois plantes
étudiées. Elle est plus ou moins importante dans les extraits bruts de T. Polium et P. rupestre
avec des ICs, de 42,6 £ 0,001 et de 42,79 £ 0,001 pg/mL respectivement. Tandis que, I’extrait
aqueux de Z. album présente un faible pouvoir réducteur dont la valeur d’ICsq est de 741,9 +
0,02 pg/mL. Nous remarquons que tous les extraits testés s’aveérent moins actifs en les

comparants avec les contrdles positifs.

L’extrait aqueux de T. polium a montré une capacité considérable de réduction
comparativement aux deux autres plantes étudiées et aux substances de référence, avec une
ICso de 42,6 £ 0,001 pg/mL. Dans ce méme contexte, Une étude établie par Malki et al.
(2017) sur les extraits éthanoliques des feuilles de T. polium appartiennent de deux régions de
I’est d’Algérie; Biskra et Sétif; testés par D’essaie de FRAP. Ces extraits ont montrés
simultanément, qu’ils contiennent de faible activité comparativement a nos résultats obtenus
avec des ICsy de 0,954 + 0,30 et 0,79 + 0,19 mg/mL de la Wilaya de Biskra et Sétif

respectivement.

Pareillement, 1’extrait aqueux de P. rupestre a montré une capacité de chélation des
ions ferriques comparable a celle de T. polium et plus élevée a celle de Z. album (ICso = 42,79
+ 0,001 pg /mL). D’apreés les résultats observés, 1’extrait de P. rupestre enregistre un bon
pouvoir réducteur comparativement a une étude réalisée par Haddouchi et al. (2014) sur
I’extrait hydro-méthanolique des parties aériennes de P. saxatile testé par la méthode de
FRAP avec une valeur d’ICso de 3335,4 £ 16,95 pg/mL.

L’extrait aqueux de Z. album a montré un tres faible effet antioxydant
comparativement aux autres extraits avec une ICsp de 741,9 = 0,02 pg/mL. La valeur
enregistrée est supérieure a celle trouvée par Rafi et al. (2016) sur I’extrait aqueux des parties

aériennes de Z. album de la région de sud d’Algérie avec une ICso de 2399,65 + 12,31 pg/mL.
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1.3 Test de blanchiment de B-caroténe / acide linoléique

Le pourcentage d’inhibition de I’activité antioxydante par le test de blanchiment de
systéeme [-caroténe/acide linoléique est proportionnel a la concentration des antioxydants

naturels présents. Tous les extraits des plantes inhibent le blanchiment du B-caroténe.

Les résultats obtenus sont soulignés dans le tableau 11 et montré que les extraits bruts
de P. rupestre et T. polium contiennent une forte activité inhibitrice contre 1’oxydation de 3-
caroténe avec des ICs de 5,35 + 0,005 pg/mL et 5,24 + 0,005 pg/mL, respectivement, suivi
par Z. album avec I’enregistrement d’une activité de 54,04 + 0,001 pg/mL. Les valeurs d’ICs

des extraits sont comparées avec celle de Trolox (ICso = 20,375 = 2 pg/mL).

L’extrait aqueux de T. polium donne une activité importante a inhiber 1I’oxydation du j3-
caroténe avec ICsp de 5,24 = 0,005 pg/mL qui est comparable a celle de I’extrait de P.
rupestre (ICsp= 5,35 £ 0,005 pg/mL) et quatre fois supérieure a celle de Trolox (ICso=
520,375 £ 2 ug/mL). Les résultats obtenus sur 1’extrait brut de T. polium enregistrent une
forte activité inhibitrice comparativement a ceux enregistrés par Ljubuncic, et al. (2006) sur
I’extrait aqueux des parties aériennes de germandrée tomenteuse Palestinienne, qui ont
souligné une 1Cso= 60,0 + 2,4 pg/mL. Egalement, L’extrait aqueux de P. rupestre montre une
activité puissante avec une valeur d’ICsy de 5,35 + 0,005 pg/mL qui est quatre fois tres élevee
par rapport le Trolox. Par contre, I’extrait aqueux de Z. album présente une faible activité
pour empécher le blanchement du p-carotene avec ICsy de 54,04 + 0,001 pg/mL

comparativement aux autres extraits ainsi le contréle positif.

Selon nos connaissances bibliographiques, Les deux extraits de plantes a savoir la
plante méditerranéenne P. rupestre et I’espéce endémique Saharo-méditerranéenne Z. album
ont ét¢ examinées pour leurs activités antioxydantes au moyen de test FRAP et le test de -

caroténe pour la premiere fois.

Ces résultats nous ont permis de conclure que les extraits de deux espéces prélevées de
la région d’Oran; T. Polium et P. rupestre; présentent des bonnes activités antioxydantes,
leurs fortes activités peuvent €tre attribuées a I’effet antioxydant collectif (effet de synergie)
de différents flavonoides et autres phytoconstituants de différents groupes chimiques (Kumar
et al., 2013; Bag et Chattopadhyay, 2015).
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En générale, les résultats observés dans D’activité antioxydante montrent que les

extraits les plus actifs contiennent des quantités considérables en composés phénoliques.
Plusieurs études ont montrés les propriétés antioxydantes des composés phenoliques présentes
dans les extraits des plantes (Tungmunnithum et al., 2018). La différence existée dans
I’activité entre les extraits peut étre provient a la différence dans la quantité ainsi de la qualité
des constituants phytochimiques présents au niveaux des parties de ces plantes étudiées, la
synthese et distribution de phytoconstituants aux différentes parties de plantes qui sont
influées selon D’espéce botanique (facteur génétique), la région de la récolte (facteurs
environnementales), le climat et la saison de la récolte (Liu et al., 2016; Altemimi et al.,
2017; Kumar et al., 2017).
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Tableau 11. Activité antioxydante des extraits aqueux de trois plantes étudiées mesurée par trois méthodes différentes.

Activité antioxydante P. rupestre T. polium Z. album Acide* Catéchine* Trolox*
(valeurs d’ICsg en ascorbique

Hg/mL)

Test de DPPH 19,83 +0.01° 13,53 +0,01° 572,8 +0,1° 0,45+ 0,02 1,0493 + 0,01 2,76 0,04
Test de pouvoir 42,79 +0,001° 42,6 +0,001° 741,9 +0,02° 0,32+0,01 29+0/4 3,271+ 0,01
réducteur

Test de B-carotéene 5,35+ 0,005° 5,24 + 0,005 54,04 + 0,001° n.d n.d 20,3752

* acide ascorbique, catéchine et trolox sont des substances de référence utilisées comme des témoins positifs pour I’activité antioxydante qui a été

exprimée sous la forme de valeurs 1Cso (moyenne = SD), ce qui signifie que plus cette valeur est faible, plus le pouvoir antioxydant est fort. 1Csp: la

concentration d'extrait correspondant a 50% de l'activité antioxydante ou a 0,5 de I'absorbance dans le test du pouvoir réducteur. Les différentes lettres

signifient des différences significatives entre les différents extraits des espéces étudiées (p <0,05).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le travail entrepris a pour objectif de valoriser trois plantes médicinales largement
utilisées dans la médecine traditionnelle algérienne et maghrebine. Les especes choisies pour
cette étude sont: P. rupestre, T. polium et Z. album. Les résultats des études expérimentales
nous ont permis de mieux connaitre le profil phytochimique et la capacité antioxydante de ces

especes.

Le screening phytochimique, en tant qu’analyse qualitative, mis en évidence la richesse

de ces especes en métabolites secondaires avec les profils suivants:

-une prédominance des coumarines, des stéroides, des quinones, et des tanins catéchiques

chez les différents extraits des plantes testées.
-la présence exceptionnelle des saponosides et des huiles essentielles chez Z.album.
-la détection des terpénoides chez les extraits aqueux de P. rupestre et T.polium.

L’analyse quantitative des extraits des plantes est représentée par le dosage
colorimétrique des trois substances bioactives: les polyphénols, les flavonoides et les tanins.
L’extrait brut de T. polium est le plus riche en métabolites dosés avec des teneurs
considérables, suivie par I’extrait aqueux de P. rupestre. Tandis que ’extrait aqueux de Z.

album présente les teneurs les plus faibles.

En outre, une détermination de la capacité antioxydante des extraits bruts de ces espéces
par trois tests différents, a montré que T. pollium ainsi que P. rupestre exhibent un pouvoir
antioxydant intéressant suggérant leur utilisation dans un but thérapeutique ou industriel. Ces
deux extraits testés par I’essaie de B-carotene montrent également un potentiel antioxydant

plus élevé comparativement a trolox.

Enfin, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape
dans la recherche des substances naturelles biologiquement actives. Il serait judicieux de

poursuivre ce travail par:

-isolement des principes actifs responsables de cette activité et leurs évaluations biologiques
par des tests in vivo sur des modeles animaux ainsi que la détermination de leurs toxicités

éventuelles, en préalable a leurs évaluations cliniques.
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-exécuter d'autres activités biologiques comme 1’activité antidiabétique, anti-inflammatoire et
anticancéreuse.

-tester les activités biologiques des autres parties de plantes.

-extraire d’autres substances bioactives telles que les alcaloides
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