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Résumé

Les extraits naturels de plantes contiennent une variété de composés phénoliques auxquels
sont attribuées diverses activités biologiques. La présente étude porte sur 1’évaluation des
propriétés antioxydante et antimicrobienne des extraits méthanoliques de quelques plantes
médicinales récoltées des differentes régions de notre pays. Le pouvoir antioxydant a été évalué
par les tests diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH) et pouvoir réducteur du fer (FRAP). L’activité
antimicrobienne a été évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé¢ de I’extrait
méthanolique des plantes testées.

Les résultats obtenus concernant le dosage quantitatif des polyphénols totaux et des
flavonoides par méthode colorimétrique a permis de qualifier Quercus suber,  Périploca
laevigata, Osyris quadripartita, Salvia officinalis et Crataegus oxyacantha comme étant les
plus riches en composés phénoliques dont la teneur varie entre (304.50 + 0.47 et 462 + 0.28 mg
EAG/ g MS), par contre Quercus suber et Rosmarinus officinalis L. ont montré la teneur la plus
élevée en flavonoides (232.93 + 1 - 190.42 + 1.9 mg EC/g MS).

Les méthodes de I’évaluation de 1’activité antioxydante montrent que tous les extraits des
plantes étudiées présentent des propriétés antioxydantes a différents niveaux. Le dosage
spectrophotométrique par la réduction du DPPH a mis en évidence 05 extraits actifs et qui
présentent les valeurs d’ICsp les plus faibles, c’est le cas des extraits méthanoloiques issus de :
Rosmarinus officinalis ; Salvia officinalis ; Quercus suber ; Crataegus oxyacantha et Périploca
laevigata. Ces valeurs allant de 15.40 ug/ml a 24.13pug/ml, alors que la méthode d’évaluation du
pouvoir réducteur (FRAP) a montré que les extraits méthanolique testés sont regroupés en trois
catégories : les plus actifs : Quercus suber ; Périploca laevigata (possédent un pouvoir réducteur
élevé comparativement au celle de la référence BHA), les extraits a effet réducteur moyenne et
les plus faibles avec un pouvoir réducteur faible et inferieur que celle de la référence BHA.

L’activité antimicrobienne a montré que la souche Staphylococcus aureus est la plus sensible
aux six extraits méthanoliques testés, alors que le reste des souches sont résistantes pour la
majorité des extraits.

Mots clés : Pouvoir antioxydant ; Activité antimicrobienne ; polyphénols, flavonoides, plantes
médicinales.
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Abstract

Natural plant extracts contain a variety of phenolic compounds to which are assigned a
variety of biological activities. In this context, we attempted to evaluate the antioxidant activity
of different extracts prepared from some medicinal plants collected different regions of our
country. The antioxidant capacity was evaluated by diphenyl-picrylhydrazyl tests (DPPH) and
reducing power of iron (FRAP). The antimicrobial activity of methanol extract of the plants
tested was evaluated by the method of diffusion agar medium.

The results for the quantitative determination of total polyphenols and flavonoids by
colorimetric method allowed to qualify Quercus suber, Periploca laevigata Osyris quadripartita,
Salvia officinalis and Crataegus oxyacantha as the richest in phenolic compounds whose content
varies between (304.50 + 0.47 + 0.28 and 462 mg EAG / g DM), by cons Quercus suber and
Rosmarinus  officinalis L showed the highest flavonoid content (232.93%1-
190.42+1.9mgCE/gDM).

The methods of evaluation of the antioxidant activity show that all of the plants tested extracts
exhibit antioxidant properties in different levels. The spectrophotometric assay DPPH reduction
highlighted 05 active extracts which have the lowest values of IC50 as is the case of méthanolic
extracts from: Rosmarinus officinalis; Salvia officinalis; Quercus suber; Crataegus oxyacantha
and Periploca laevigata. These values ranging from 15.40 ug / ml to 24.13ug/ml, while the
evaluation method of reducing power (FRAP) showed that methanolic extracts tested are
grouped into three categories: the most active: Quercus suber; Periploca laevigata (have a high
reducing power compared to that of the reference BHA), extracts medium-reducing effect and
the lowest with low and lower reducing power than the reference BHA.

Antimicrobial activity demonstrated that the Staphylococcus aureus strain is more sensitive to
six methanol extracts tested, while the remaining strains are resistant to most of the extracts.

Keywords: Antioxidant; Antimicrobial activity; polyphenols, flavonoids, medicinal plants.
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Introduction Generale

L’importance des ressources végétales naturelles n’est plus a démontrer, surtout en
milieu rural ou, le plus souvent, elles jouent un role fondamental dans la survie et le
développement des populations. En effet, les végétaux ont toujours profité et
profitent encore aux populations rurales détentrices d’un patrimoine inestimable et qui
bénéficient d’'une grande variabilit¢é de ressources biologiques utiles et bien souvent
indispensables a leur survie: médicinale, alimentaire, bois d’ceuvre et de feu, perches,
... (Gueyeet al., 2012).

Actuellement, et selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80% de la
population mondiale a recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins en
soins de santé primaires. Plus de 25 000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée et plus
de 50% des produits pharmaceutiques disponibles sur le marché sont d’origine naturelle
(Hamilton, 2003). Par conséquent, les quelques 250.000 a 300.000 especes inventoriées de
plantes que l'on trouve sur terre, dont seulement 5 a 15% ont fait I'objet de recherches de
molécules bioactives, représentent un réservoir immense de nouveaux composés médicinaux
potentiels.

Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle présentent l'avantage d'une tres
grande diversité de structures chimiques et ils possedent aussi un tres large éventail
d'activités biologiques (Bérubé-Gagnon, 2000).

Les végétaux produisent des métabolites primaires qui entrent dans le fonctionnement

vital de la cellule. Elles synthétisent également de nombreux composés qualifiés de
«secondaires» dont toutes les fonctions n’ont pas encore été identifiées mais qui sont
fondamentaux, notamment pour 'adaptation des plantes a leur environnement.

omposés font partie de ce métabolisme secondaire, dont les 1 Plusieurs familles de ¢
composés phénoliques ou polyphénols. Chez les végétaux, ces polyphénols sont, entre
autres, impliqués dans les mécanismes de résistance aux stress biotiques et abiotiques
(Bénard ¢z al., 2009).

La flore algérienne joue un role clé dans le soutien de la médecine traditionnelle, qui est
largement pratiquée dans le pays. Cette flore comporte une riche diversité de plantes
médicinales et endémiques (Marzouk ¢/ o/, 2011). La plus part de ces plantes qui sont
utilisées en médecine traditionnelle algérienne ont le potentiel de fournir des produits

naturels pharmacologiques actifs (Beloued, 2005; Hammiche et Maiza, 2000).




Introduction Generale

Aujourd’hui, la recherche de nouvelles molécules médicamenteuses d’origine naturelle
est basée sur la répartition des plantes médicinales et sur les études ethnobotaniques
qui permettent de réaliser des inventaires de plantes d’une zone ou d’un pays, puis par des
¢tudes phytochimiques et pharmacologiques. De ce fait, la valorisation des ressources
naturelles est une préoccupation qui devient de plus en plus importante dans de nombreux
pays (Muanda, 2010).

On retrouve des antioxydants dans toutes les plantes, ils sont qualifiés de
métabolites secondaires. Ces composés présentent plusieurs propriétés pharmacologiques,
parmi lesquelles, nous citerons les propriétés antibactériennes, anti-inflammatoires,
vasodilatatrices, anti-cancérigenes, anti-thrombiques, anti-athérogéniques, antipyrétiques,
analgésiques, etc. (Goémez ez al., 2006 ; Muanda , 2010).

L'objectif principal de ce travail est d’évaluer le pouvoir antioxydant des extraits des
plantes étudiées et que ses utilisations traditionnelles partant de ’hypothése que les vertus
médicinales de ces plantes seraient dues principalement a leur activité antioxydant.

Notre recherche est axée vers Iidentification de composés phénoliques (polyphénols,
flavonoides), I'évaluation de Tactivité antioxydante et antimicrobienne des extraits de
diverses plantes ou parties de plantes étudiées.

Dans la premicre partie, nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques
des plantes étudiées et nous décrirons quelques métabolites secondaires, leurs importances
dans Porganisme et la biosynthése de certains d’entre eux.
Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le matériel et
les méthodes analytiques utilisées pour l'extraction, le dosage colorimétrique des polyphénols

et des flavonoides et I’évaluation de Pactivité antioxydante et antibactérienne.
Le deuxieme chapitre sera consacré aux résultats obtenus dans notre étude.
A la lumicre des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront

évoquées.
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Chap. I : Rappel Botanique

1.1. Introduction :
Depuis l'antiquité I'homme utilise les plantes comme une source principale de

nourriture, par la suite s'est développé pour les utiliser comme médicaments et
remedes a fin de soigner les différentes maladies, jusqu'a maintenant les plantes sont
encore destinées a la santé humaine malgré les efforts des chimistes qui essayent de
synthétiser de nouvelles molécules. D'apres les études statistiques, plus de  25%  des
médicaments dans les pays développés dérivent directement ou indirectement des

plantes (Damintoti ¢/ a/., 2005).

Vers les années 1990 les grandes compagnies pharmaceutiques se sont
détournées des produits naturels pour s'intéresser 2a la chimie combinatoire, croyant que
dans quelques années le nombre de médicament serait plus élevé, cependant ce n'était pas
le cas malgré le grand budget investis pour la recherche. Par conséquent le nombre
de médicaments a chuté d'une facon remarquable sachant que pour la syntheése d'un

seul médicament 10000 molécules doivent étre synthétisées et testées (Bérubé, 20006).

En partant de ces résultats et données, les biologistes et les chimistes
reconnaissaient l'importance majeure de produits naturels et que les méthodes et les
techniques de biotechnologie ainsi que la chimie sont limitées; ce qui peut expliquer le grand

intérét porté a la recherche de composés issus des sources naturelles.

Les plantes avec leur nombre illimité constituent un réservoir immense de
nouveaux composés médicinaux potentiels, graice a ses molécules qui présentent
l'avantage d'une grande diversité de structure chimique et activités biologiques (Madi,

2010).
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1.2. Monographies des plantes étudiées :

1.2.1. Carduncellus pinnatus (Desf.) DC:
1.2.1.1. Position systématique (Selon Gonzales, 1989) :

Embranchement : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
S/Classe : Asteridae
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Carduncellus
Espece : pinnatus (Dest) DG.
1.2.1.2. Description morphologique :
C’est une plante vivace dont la tige mesure moins de 20 c¢cm, a feuilles épineuses en

rosette serrée. Les feuilles mesurent de 10 a 30 cm et sont pénnatiséquées a segment ovales a
bordes munis de petites épines un seul capitule ovoide tres gros (40 - 50 mm de diametre) a
fleurs bleuatre, feuilles larges a la base et épineuses Akenes (fruits) gros de 7 X 4 - 5 mm
avec une aigrette de poils scabres longues de 30 - 40 mm et formant une pelote un peu

rosatre.

1.2.1.3. Noms vernaculaires :
En Arabe : «ad all
En Frangais : Carthame penne

Figure 1: Caractéristiques des feuilles et des fleurs de Carduncellus pinnatus (Dest.) DC.
(http:/ /algerianativeplants.net/html/plante-algetie-recherche.php)
1.2.1.4. Biotope et répartition :

Elle affectionne les pelouses seches sur sil acide ou marneux et les chaisieres (les

espaces sans arbres au milieu d’un bois ou d’une forét)
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Cette plante est commune en Afrique du nord et en méditerranée.

1.2.1.5. Domaines d’application et intéréts
Les fleurs fournissent une mati¢re colorante rouge tres estime pour la teinture qu'on

emploie en pharmacie et parfumerie pour colore les produit et les pommades, les graines

contiennent une huile comestible.

1.2.2. Thapsia garganica L :
1.2.2.1. Position systématique (Selon Maire, 1938) :

Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Thapsia
Espéce : garganica 1.
1.2.2.2. Description morphologique :

Plante vivace, puissante a tige striée, glabre trameuse dans le haut, atteignant de 0.90 a
1.40 m, feuilles vertes glabres, racines volumineuses, noiratre extérieurement, blanche
intérieurement. Fleurs jaunes, fruits elliptiques comprimé par le dos, ailes latérales tres

développées, brillantes d’un jaune, finement striées (Pottier, 1979).

Figure 2 : Caractéristiques des feuilles et des fleurs de Thapsia garganica 1.
(http:/ /algerianativeplants.net/ html/plante-algetie-recherche.php)

1.2.2.3. Noms vernaculaires :
En arabe : &l sl Guly )l
En frangais : Thapesia du mont-gargan.
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1.2.2.4. Biotope et répartition :
Thapsia garganica est présente en Algérie, au Maroc, en Tunisie et en Lybie

(Dobignard et Chatelain, 2011) mais aussi en Turquie, Espagne, Portugal, Italie et en
Grece (Hand, 2011) .Cette plante apprécie les clairieres foresticres les paturages sablonneux,
les steppes dans les plaines et les basses montagnes (Bamin et Douira, 2004)
1.2.2.5. Domaines d’application et intéréts :
Thapsia  garganica est une plante médicinale répandue dans la thérapeutique

traditionnelle. Elle est connue pour ses effets diurétiques, émétiques et purgatifs.

Les feuilles fraiches chauffées et trempées dans I’huile d’olive, étaient appliquées en
cataplasme afin de calmer les douleurs articulaires .Les racines sont fortement indiquées dans

le traitement des infections utérines chez les femmes, traitement de la stérilité féminine.

Les racines contiennent principalement la Thapsigarine, qui est capable d’induire la
libération d’histamine de divers cellules (Ali ¢f a/, 1985), et méme comme anti tumoral qui
peut cibler et apres activation tuer par apoptose les cellules du cancer de la prostate

(Winther ¢/ al, 2010).

1.2.3. Cotula cinerea Delile :
1.2.3.1. Position systématique (Selon Ozenda, 1991) :

Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Cotula
Espéce : cinerea Delile
1.2.3.2. Description morphologique :

Le genre Cotula (Asteraceae) comprenant 80 especes est tres répandu dans
I’hémisphere sud (Heywood e¢f al., 1977) et est représenté par trois especes en sud Algérie
dont Cotula cinerea Delile (Ozenda ,1977).

Cotula cinerea L., syn. Brocchia cinerea Del Vis., une plante xérophile largement distribuée

dans des sols sableux et désertiques (Maiza ¢7 a/., 1993; Markouk ¢z al., 1999).
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C’est une petite plante annuelle, sa longueur atteigne habituellement entre 10 a 20 cm.
Les feuilles Blanchatres, laineuses disséquées dans leurs parties supérieures avec lobes plats.
Les fleurs sont regroupées en tétes jaune hémisphériques discoides (de 6 a 10 mm de
diametre). Les fruits sont des petits akenes de 5 mm de longueur. Il fleurit au début du
printemps dans les zones du nord du Sahara, et en tout temps apres la pluie dans le centre du

Sahara de I’Algérie (Benhouhou et Saadoun, 1986).

1.2.3.3. Noms vernaculaires :
En Arabe: 4k j
En Englais : Saharan Camomile
En frangais : Camomille du Sahara

Figure 3: Caractéristiques des feuilles et des fleurs de Cotwla cinerea Del. (D’apres
Dendougui ¢t al., 2012).

1.2.3.4. Biotope et répartition :
Local : Tres fréquente dans le Sahara algérien.

Régional : Afrique du Nord.
Global : Elle est commune dans tout le Sahara, y compris la région de la mer
Rouge et le Sinai.

1.2.3.5. Domaines d’application et intéréts :

Cette plante médicinale est couramment utilisée dans la médecine populaire algérienne,
ainsi que dans le reste de la région du Maghreb, elle est utilisée dans la médecine
traditionnelle pour ses propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antiseptiques (Jana,
1996) et en tant que substance aromatique et digestif dans le thé (Bellakhdar 1998). Elle a
été également rapportée comme analgésique, antipyrétique (Larhsini e al, 2002),

bactériostatique (Jana ez al., 1992) et antiprotozoar (Markouk ez a/., 1999).

Elle est tres appréciée dans le thé vert ou mélangé avec de la nourriture pour rehausser
la saveur (Beloued, 2005 ; Hammiche et Maiza, 2000). Elle est préparée en décoction ou

sous forme de poudre de la plante enticre ou les tétes de fleurs mélangées avec d'autres
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plantes apres séchage, elle est utilisée en tant que fébrifuge, soit en décoction ou en
cataplasme sur le front et les tempes (Benhouhou et Saadoun, 1980).
1.2.3.6. Phytochimie :
Plusieurs composés ont été isolés a partir de C. cnerea, notamment des flavonoides, y
compris des aglycones tels que la quercétine, la lutéoline, I'apigénine et d'hétérosides comme
le rhamnosyl et les dérivés glucosylique (Ahmed ez a/., 1987), des lactones sesquiterpéniques,

des coumarines et des tanins sesquiterpéniques (Larhsini ez /., 2002).

1.2.4. Zygophyllum album L :
1.2.4.1. Position systématique (Selon Quézel & Santa, 1963) :

Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Zygophyllales

Famille : Zygophyllaceaes
Genre : Zygophyllum
Espece : album L.
1.2.4.1. Description morphologique :

Le Zygophyllum album connu sous le nom «aggaya», est une espece du genre Zygophyllun:
de la famille des Zygophylaceae (El Ghoul e a4/, 2011), cette famille comprend
approximativement 27 genres et 285 especes (Hussein ¢ a/, 2011), elle est représentée
principalement dans les régions arides et semi arides : ainsi au Sahara Algérien on observe 7
genres et 27 especes (Ozenda., 1977), elle constitue plus de 3% de la flore du désert dont
plus du tiers est endémique (Smati., 2009). Le genre zygophyllum est le plus répondu de la
tamille (Hussein ef a/., 2011). Ce sont des plantes tres adaptées au milieu désertique par leur
systeme de racines horizontales qui parcourent de longues distances et absorbent la moindre
goutte d’eau (Smati. 2009).

Les especes du genre Zygophyllum se présentent souvent sous forme de buissons bas,
ramifiés dont les feuilles opposées, composées en général de 2 folioles cylindriques,
charnues et gorgées d’eau, ont donné le nom a la famille. Les fleurs axillaires ont 10
¢tamines a base élargie. Le fruit de Zygophyllum album est une capsule portée par un

pédoncule court. Elle est formée d’une partie inférieure soudée et d’'une partie supérieure
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dont les 55 lobes libres ont a peu pres la méme longueur que la partie soudée (Smati.,
2009).
1.2.4.2. Noms vernaculaires :

En arabe : 42l
En frangais : Zygophyllum blanc

Figure 4 : Caractéritiques des feuilles, des fleurs et des fruits de Zygophyllun Album L.
(http:/ /www. Africamuseum.be/collection /external/prelude/view plant)

1.2.4.3. Biotope et Répartition :
Cette espece est tres commune sur les terrains salés et les paturages désertiques du
sud tunisien. Moins fréquente en Algérie, on la trouve cependant au Sahara central, dans la

région de Djanet et au Sahara septentrional dans la région d’El Goléa (Smati., 2009).

Elle se rencontre, en pieds isolés dans les zones sableuses un peu salées, et en

colonies sur de grandes surfaces, sur sols salées et sebkha.

1.2.4.4. Domaines d’application et intéréts :

Beaucoup d’especes du genre Zygophyllum possedent des effets biologiques qui sont
exploités par la médecine traditionnelle : le Z. coccinenns est utilisé contre les rhumatismes et
Ihypertension (El Hamsas, 2010), le Z. gaetulumr est connu pour ces propriétés
antidiabétiques, antispasmodiques et il est utilisé aussi contre 'eczéma (Smati ¢f al., 2004).
En Algérie, Z. album est utilisée pour le traitement du diabéte, des spasmes et des dermatites

(El Hamsas, 2010).
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1.2.5. Rosmarinus officinalis L.:
1.2.5.1. Position systématique (Selon Zaouli, 2003) :

Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Otrdre : lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Rosmarinus
Espece : officinalis L.
1.2.5.2. Description morphologique :
Le romarin fait également partie de la famille des Lamiacées ou Labiées. Il possede

donc les mémes caractéristiques morphologiques qui sont communes a 'ensemble de cette
famille (Besombes, 2008). Le genre Rosmarinus est représenté par trois especes différentes,

mais Rosmarinus  officinalis est la principale. Ces caracteres sont les suivants :

- arbuste toujours verts, de 60 cm a 2m de haut et pouvant vivre jusqu’a 30 ans,

- tige, a ’écorce grisatre, écailleuse et fissurée, se divisant en rameaux opposés tortueux,
nceuds distancés de 0, 5 a2 2mm,

- feuilles opposées, coriaces, sessiles, linéaires, entieres, de 1, 5 a 4, 5cm de long, aux
bords enroulés vers le bas ; face supérieure vert sombre et glabre, face inférieure
blanche, tomenteuse, parcourue par une nervure saillante, et portant poils articulés
ramifiés et poils glandulaires fortement serrés,

- inflorescence spiciforme, a fleurs subsessiles, qui s’épanouissent toute 'année,

- calice gamosépale, poudré-blanchatre, tube en forme de cloche, a 3 lobes, le plus large
est la levre supérieure et les deux autres forment la levre inférieure,

- corolle gamopétale, tubuleuse, a 2 levres (la supérieure a 2 lobes en forme de casque,
I'inférieure a 3 lobes, avec le médian plus large, concave),

- 2 étamines, et des antheres allongées uniloculaires,

- le fruit est un tétrakene, de couleur brune,

- fleurs bleu pale, lilas ou blanchatres, maculées de petites taches violettes a 'intérieur.

Cette espece tres polymorphe, présente plusieurs variétés. Mais, a cette
différenciation morphologique trés aléatoire, nombreux botanistes préferent
s’appuyer sur la composition chimique de Thuile essentielle pour lister quatre

hémotypes, suivant le composé dominant :
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- romarin a cinéole,

- romarin a verbénone,

- romarin a camphre, bornéol,

- et, parfois, romarin a myrcéne.

1.2.5.3. Noms vernaculaires :
En arabe : Jalsll sl Juall LK)
En frangais : Romarin

e

v

Figure 5 : Caractéristiques des feuilles et des fleurs de Rosmarinus officinalis 1.
(http:/ /davesgarden.com/ guides/pf/showimage)
1.2.5.4. Biotope et répartition :

Le romarin pousse pratiquement dans tous les pays du bassin méditerranéen. On le
trouve en Afrique du nord (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye) et un peu partout, depuis
I'Europe méditerranéenne (France, Espagne, Portugal, Grece, Turquie et Italie) jusqu’en Asie
mineure en passant par Ille de Chypre. Le romarin pousse également au Moyen Orient

(Egypte, Liban et Palestine) (Ghanmi ez a/., 2011).

Elle peuple les foréts, broussailles et matorrals des plaines et des basses et moyennes
montagnes, sur substrat calcaire. Elle est rencontrée en Atlas saharien, Haut Atlas, Moyen
Atlas (El Rhaffasit houssaine, 2008).

1.2.4.5. Domaines d’application et intéréts :

Le romarin est souvent cultivé pour son huile aromatique et considérée utile pour
controler I'érosion du sol. Dans la médecine traditionnelle ses parties aériennes sont utilisées
par voie orale pour soulager la colique rénale, les dysménorrhées et comme an tispasmodique

(Gonzalez-Trujano ¢/ al., 2007).
Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :

- Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres

respiratoires (Lemonica ¢ al., 1996 ; Souza ¢z al., 2008) ;
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- Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives (Ibanez ez al.,
2000 ; Pérez et al., 2007 ; Wang ¢t al., 2008)

- Anti-inflammatoires, antimétastasiques (Cheung et Tai, 2007)

- Inhibition de la genese des tumeurs mammaires (Singletary et Nelshoppen, 1991)
et la prolifération des tumeurs cutanées (Huang ez a/. ,1994)

- Drautres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases
d'initiation et de promotion de cancérogénese (Offord ez al., 1995)

- Carnosol du romarin possede une activité antivirale contre le virus du SIDA (HIV)
(Aruoma ¢t al., 1996) alors que I'acide carnosique a un effet inhibiteur trés puissant
contre la protéase de HIV-1.

1.2.6. Convolvulus arvensis L. :

1.2.6.1. Position systématique (Selon Sa’ad, 1967) :
Embranchement : Spermatophyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Solanales
Famille : Convolvulaceae
Genre : Convolvulus
Espéce : arvensis 1.
1.2.6.2. Description morphologique :

Le Liseron est une plante herbacée au rhizome charnu et rampant donnant naissance
a des tiges volubiles, atteignant 3 metres de longueur. Les feuilles sont ovales-triangulaires a

sagittées, vert sombre sur le dessus, plus claires sur le dessous.

A leur aisselle apparaissent, portées par de longs pédoncules, de grandes fleurs

isolées, largement ouvertes en entonnoir, elles sont de couleurs blanches, rosées ou bleues.

La tige en croissance peut décrire en 1h 30 un cercle de plusieurs cm de diametre
dans le sens inverse des aiguilles d'une montre (Loubna, 2007). Le fruit est une capsule

globuleuse contenant 3 a 4 graines. C'est également une excellente plante mellifere et

pollinifere (Rodzko, 2000).

1.2.6.3. Noms vernaculaires :

En arabe : <3l
En frangais : Liseron des champs.
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Figure 6 : Caractéristiques des feuilles et des fleurs de Convolvulus arvensis L.
(D’apres Rodzko, 2000).
1.2.6.4. Biotope et répartition :

Commun ou trés commun en générale, dans la région méditerranéenne, et Nord de

IAfrique (Algérie, Maroc).

On le retrouve souvent dans les milieux cultivés ou il croit sur des zones retournées,
pas trop humides et enrichies en azote. Cette plante pérenne se multiplie aisément via ses
racines souterraines pour couvrir de grandes surfaces. Elle est pour cela considérée comme
une mauvaise herbe des cultures et se retrouve souvent la cible de traitements

phytosanitaires dans les champs (Muratet et Duron, 2012).

1.2.6.5. Domaines d’application et intéréts :

En usage interne, le Liseron est surtout recommandé quand la constipation est la
résultante de l'insuffisance hépatique. Le Liseron possede également des propriétés
diurétiques et fébrifuges. Cependant, les effets drastiques font qu'il demeure aujourd'hui peu
employé. En usage externe, pour murir "un clou", écraser quelques feuilles de Liseron entre
les doigts et les appliquer sur le furoncle, il percera alors rapidement (Rodzko, 2000).

1.2.6.6. Principaux constituants :
Tanins, glucosides (Jalapine), mucilages, sels minéraux, résine.
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1.2.7. Salvia officinalis L. :
1.2.7.1. Position systématique (Selon Madi, 2010)

Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Otrdre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia
Espece : officinalis L.

1.2.7.2. Description morphologique :

C’est un sous-arbrisseau de 25 a 50 cm, a rameaux nombreux et dressés, d’odeur
aromatique forte. Ces fleurs, d’un bleu violacé, s’épanouissent depuis le mois de mai jusqu’au
mois de juillet et parfois encore au mois d’aout.

Feuilles assez grandes, épaisses, vert-blanchatres, et opposées; fleurs bleu-violacé
clair en épis terminaux laches, disposées par 3 a 6 en verticilles espacés. Calice
campanulé a 5 dents longues et corolle bilabiée supérieure en casque et levre

inférieure trilobée; fruits en forme de tétrameres (Hans, 2007).

Figure 7 : Caractéristiques des feuilles et des fleurs de Salvia officinalis 1.

1.2.7.3. Noms vernaculaires :
En arabe : (ddudl) 4l jal)
En frangais : La sauge.
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1.2.7.4. Biotope et répartition :
La sauge est une plante annuelle et biannuelle d'origine méditerranéenne de la
famille des labiées (Djerroumi et Nacef, 2004). Il existe environ 900 especes identifiées
autour du monde (Longaray ez al., 2007)

Elle croit dans les terrains secs, sur les collines arides et dans les endroits pierreux
plus particulicrement dans la région méditerranéenne (la grande flore).

1.2.7.5. Domaines d’application et intéréts :
En usage externe (en décoction), ses propriétés sont résolutives, antiseptiques et

cicatrisantes. En tisane ou en aromate, elle facilite la digestion. Elle est aussi utilisée dans le
traitement du diabete car elle diminue la glycémie. Pour usage externe, elle est appliquée en
gargarisme contre les inflammations de la bouche, les abces, et aussi le nettoyage et la

cicatrisation des plaies (Djerroumi et Nacef, 2004).

Les infusions de la sauge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies de
circulation sanguine et les troubles digestifs et les problémes du systeme nerveux
(Radulescu ¢ al., 2004) cette herbe aromatique est utilisée dans la cuisine pour son gout

puissant, légerement amer et camphré (Duling ez a/., 2007).

1.2.8. Osyris quadripartita Salzm :

1.2.8.1. Position systématique (Selon APG II, 2003)
Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Eudicots
Sous classe : Rosids
Ordre : Santalales
Famille : Santalaceae
Synonyme : Osyris
Espéce : guadripartita Salzm
1.2.8.2. Description morphologique :
Ogsyris quadripartita Salzm. (= Osyris lanceolata Hochst) est un arbuste ou petit arbre

mince avec 3 m d’hauteur. Les racines sont probablement des parasites. Cette espece habite
souvent les pentes rocheuses surélevées. I’écorce est lisse et d’une couleur grise. Les feuilles
sont persistante, ovales, atteignant jusqu’a 35 x 17-27 mm, épaisses, avec une couleur vert-
bleue. Les fleurs sont en grappe, petites, jaunatres, vertes. Le fruit est une drupe, ovale,
d’environ 15 x 10 mm, couronné d’un calice persistant, rouge lumineux et noir violacé a

maturation. La période de floraison dure presque six mois pour les femelles et une année
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pour les males. L’intervalle de maturation entre I'anthese et le fruit est variable (13 a 54
semaines). Par conséquent, des fruits murs sont produits tout au long de 'année (Van Wyk,

1997 ; Singh, 2005).

1.2.8.3. Noms vernaculaires :

En Arabe : blas
En Anglais : Transvaal sumach, Bergbas, Timbers

Figure 8 : Caractéristiques des feuilles et des fruits d’Osyris quadripartita Salzm
(http://sophy.u-3mrs.fr/Photo-cp/Osm/Osytis_quadripartita)
1.2.8.4. Biotope et repartition :

Osyris quadripartita se produit naturellement sur les affleurements rocheux et les pentes
des montagnes de brousse, la savane arborée, la forét et sur les marges des foréts, de
'Eastern Cape Notd a travers la moitié orientale de 'Afrique du Sud a I'Afrique centrale.

1.2.8.5. Domaines d’application et intéréts :
Au fil des siecles, le bois d’Ogyris a fait 'objet d’un commerce pour son parfum, ses

propriétés médicinales, sa valeur religieuse et les possibilités qu’il offrait en maticre de
sculpture (parmi les principaux produits faisant I'objet d’un commerce international figurent
les huiles aromatiques extraites du duramen, le bois destiné a l'artisanat, et la sciure pour la
fabrication d’encens). L’huile est utilisée en parfumerie. L’extrait de la plante est efficace
dans la réduction de la perméabilité capillaire accrue induite par des médiateur chimique (ex :

Histamine).



http://sophy.u-3mrs.fr/Photo-cp/Osm/Osyris_quadripartita
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1.2.9. Lavandula multifida L :
1.2.9.1. Position systématique (Selon Upson & Jury, 2002):

Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Lavandula
Espece : multifida 1.
1.2.9.2. Description morphologique :

C’est un arbrisseau présentant une tige fortement ramifiée, portant des rameaux
herbacés densément couverts de feuilles linéaires, sessiles et persistantes. Les tiges sont
droites et mesurent environ 70 cm de haut, elles se terminent par des épis impairs de fleurs
bleues ou violettes. Le fruit est un akene. La plante constitue un excellent paturage pour les

abeilles et dégage une odeur agréable.

1.2.9.3. Noms vernaculaires :
En arabe : (Al

En frangais : La lavande

Figure 9 : Caractéristiques des feuilles et des fleurs de Lavandula multifola 1.
(http:/ /www.jardin-ecologique.fr/collestion-de-lavandes)

1.2.9.4. Biotope et répartition :

La lavande est originaire des canaris et des régions montagneuses bordant la
méditerrané, a climat tempéré et doux, dont le sol est pauvre et rocheux. Elle est
considérablement cultivée pour ses fleurs aromatiques dans différentes régions de France,
Italie, Angleterre, et méme dans Pextréme nord de la Norvege. Elle est également cultivée en
Australie a des fins industrielles, se rencontre dans les rocailles, paturages, sur substrat

calcaires et siliceux et sols superficiels. (Boullard, 2001).
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1.2.9.5. Domaines d’application et intéréts :
La lavande est une plante mellifere par excellence. La double utilisation de la lavande,

en pharmacie et en parfumerie, remonte a des temps tres anciens. Elle est citée dans de

nombreux textes anciens ayant trait a la médecine, a ’hygiene et a la beauté.

Des siccles d’usage du parfum a la lavande n’en ont pas altéré le charme, et il reste un
des composants de base de la parfumerie moderne. L’huile essentielle de la lavande doit aussi
sa popularité a son fort pouvoir cicatrisant et a son innocuité. Elle a des propriétés

antiseptiques, bactéricides et désinfectantes (Bhar et Balouk, 2011).
1.2.10. Cédrus atlantica Manetti :

1.2.10.1. Position systématique (Selon Emberger, 1960) :
Embranchement : Spermaphytes
S/ Embranchement : Gymnospermes
Classe : Vectrices

Ordre : Coniférales

S/ Otrdre : Abiétales

Famille : Pinacées
Genre : Cedrus

Espece : atlantica Manetti.

1.2.10.2. Noms vernaculaires :
Nom frangais : Cedre de ’Atlas

Nom Arabe : 3l 51 Y
1.2.10.3. Description morphologique :

C’est un arbre d’allure majestueuse et imposante pouvant atteindre une hauteur de 30
— 40 m a port pyramidal s’étalent avec I’age, branches fortes les rameaux sont a couleur gris
jaunatre, les feuilles sont a forme aiguilles glauques a apex aigu, les fleurs sont strobiles males
ovoides de 2 cm, s’allongent ensuite pour atteindre une longueur maximale de 5 cm, les
cones (fruits) de 5 a 8cm de long, sur 4 a5 de large, a sommet aplati.

Le cedre de T’Atlas est un arbre monoique, les fleurs males et les inflorescences
femelles sont portées par le méme arbre mais sur des rameaux différents (Boudy,

1950; Debazac, 1964).
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Figure 10 : Arbre de Cedrus atlantica Manetti et caractéristiques des feuilles et des fruits
(d’apres Ghanmi ez al., 2011).

1.2.10.4. Biotope et répartition :
Endémique a ’Afrique du nord, en ’'Algérie dans ’Atlas (Djurdjura) et au Maroc au

moyen atlas (dont djebel Hebri), dans le haut atlas et dans la chaine du Rif, Le cédre de

I’Atlas vie dans les zones montagneuses (altitude 1500-2500m).

1.2.10.5. Domaines d’application et intéréts :
L’huile essentielle aromatique a des propriétés antiseptiques. Elle est utilisée tonifiante

pour le systeme lymphatique, Athérosclérose, Eczéma, la Toux, Rhume, Grippe,

Antimystique (Graucher, 2008).

1.2.11. Quercus suber L :

1.2.10.1. Position systématique (Selon Natividade, 1956):
Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Hamamelidae
Ordre : Fagales
Famille : Fagaceae
Genre : Quercus
Espece : suber L.
1.2.11.2. Description morphologique :
Le chéne-licge est un arbre de grandeur moyenne, atteignant une hauteur de

10 a 15 metres (parfois 20 metres et plus) et une circonférence de 5 metres. En
peuplement mélangé, Il se trouve essentiellement associé au chéne vert, au chéne
pédonculé et au pin maritime dans le cadre d'une futaie irréguliecre ou d'un taillis

sous futaie (Younsi, 20006).
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Les feuilles, petites (de 3 a 5 cm), alternes, coriaces, ovales-oblongues, sont bordées
de dents épineuses et cotonneuses sur leur face inférieure, et persistent sur l'arbre pendant
deux a trois ans. Les fleurs jaunatres s'épanouissent vers avril-mai, les fleurs males, en
chatons, et femelles, minuscules, sont séparées sur le méme pied. Les glands oblongs,
enveloppés sur la moitié de leur longueur par les cupules, sont réunis par deux sur des

’ , (4 ’, . . ’, .
pédoncules courts et renflés. L'écorce épaisse, isolante et crevassée peut atteindre 25 cm

d'épaisseur.

1.2.11.3. Noms vernaculaire :

En arabe : 28l ghai) S oelall 3 Ly
En frangais : Le chéne-licge

Figure 11 : Arbre de Quercus suber L. et caractéristiques des feuilles et des fruits
(http:/ /penninckxplantes.penninckx.org/Quercussuber.php)
1.2.11.4. Biotope et répartition :

Le chéne-liege est circonscrit a la région de la méditerranée occidentale et déborde le
long du sud de la fagade atlantique, ou les influences de la mer et de 'océan permettent de
tempérer la grande amplitude des oscillations thermiques et I'aridité de la saison d’été du
climat méditerranéen au sens strict (Cantat et a/, 2005). Le chéne-licge est une essence
endémique de la méditerrané occidentale débordant sur les cotes atlantiques (Zeraia, 1981 ;

Piazzetta, 2005).

Cette espece couvre une supetficie totale d’environ 1704 000 ha (Yessad, 2000),

éparpillés sur sept pays : Portugal, Espagne, France, Italie, Algérie, Tunisie et Maroc.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Feuille
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1.2.11.5. Domaines d’application et intéréts :

Le chéne est :
-anti-diarrhéique : traitement symptomatique des diarrhées chroniques ;
-hémostatique : traitement symptomatique des hémorragies (hémoptysies,
hématuries) ;
-tonique astringent : traitement externe des leucorrhées, brulures, engelures,
impétigo intertrigo, hémorroides, fissures, gercures ;
-antisudoral : pour se faire on utilise aussi bien les feuilles que ’écorce. (Mulot,
2004).

1.2.12. Crateagus oxyacantha (Poir.) DC :

1.2.11.1. Position systématique (Selon Lakshmi ¢z a/., 2012):
Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Rosales

Famille : Rosaceae

Genre : Crateagns

Espéce : oxyacantha (Poir.) DC

Figure 12 : Caractéristiques des feuilles, des fleurs et des fruits de Crateagus oxyacantha (Poit.)
DC. (D’apres Lakshmi ¢z al., 2012).

1.2.12.2. Noms vernaculaires :
En arabe : s = )
En frangais : Aubépine blanche.
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1.2.12.3. Description morphologique :
11 s’agit d’un arbuste buissonnant de 2 a 5m de haut possédant des branches épineuses

, les feuilles dentées et incisées sont divisées en trois a cinq lobes peu profonds, vert luisant
dessus, plus pales dessous, 'aubépine a des fleurs blanches, fortement odorantes. Disposés
en larges cymes. Les fruits de 'aubépine sont de petites drupes (1noyau) de couleur rouge

avec une chaire jaune.

1.2.12.4. Biotope et répartition :

L'Aubépine est tres commune dans toute 1'Europe, en Asie, dans le nord de
'Amérique, occupe tous les terrains et peut pousser jusqu’a 1600 m, c'est-a-dire de I’étage
collinéen a ’étage montagnard.

1.2.12.5. Domaines d’application et intéréts :

L'aubépine a une action dilatatrice sur les coronaires et aide ainsi a prévenir les crises
d'angor. Elle diminue la tension artérielle chez les hypertendus et grace a ces effets, elle est
considérée comme «’amie du cceur», a la base de nombreux soins du systeme cardio-
vasculaire (Bhar et Balouk., 2011). Elle réduit la nervosité et l'anxiété des adultes et des
enfants, soigne les troubles du sommeil et elle a un effet Anti-inflammatoire et anti-

apoptotique (Navin ez a/., 2012).

1.2.13. Périploca Laevigata L :
1.2.13.1. Position systématique (Cronquist ,1981) :

Embranchement : Spermaphyta
Sous- Embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Gentianales
Famille : Asclepiadaceae
Genre : Périploca
Espece : laevigata 1.

1.2.13.2. Noms vernaculaires :
En arabe : &
En frangais : Périploque
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Figure 13 : Caractéristiques des feuilles et des fleurs de Périploca Laevigata L.
(http:/ /www.anthos.es/imagenesplantas/Periploca_laevigata_1_JL1_COL.jpg2013)

1.2.13.3. Description morphologique :

Arbuste de 1-2 m de hauteur généralement trés ramifiée, a feuilles persistantes, en
écru latex. Simples, opposées, feuilles linéaires-lancéolées, entieres, glabres, jusqu'a 4 cm de
long et 1 cm de large, presque assis (pétiole tres court). Inflorescences en petites cymes peu
fournies, corolle étalée en roue, brun pourpre a bord jaune verdatre.

Inflorescences en cymes axillaires. Fleurs hermaphrodites, actinomorphe, pentameres
sauf gynécée, environ 15 mm de diameétre. Lobes du calice triangulaire, d'environ 3
mm. Corolle de cinq pétales glabres, de couleur violet foncé, environ 7 mm. Fruit de type
difoliculo, 5-11 cm de long, ressemblant a petites cornes ils divergent (séparée pour former
un angle droit, plus ou moins). Graines avec panache de poils blancs.

1.2.13.4. Biotope et répartition :

Bosquets, des sites rocheux et sableux, secs pres de la mer. De 5 2 50 m. On est dans
la zone sud-ouest de la région méditerranéenne et les iles Canaries.

1.2.13.5. Domaines d’application et intéréts :

II est utilisé comme un ingrédient alimentaire (thé) et comme une préparation a base
de plantes en raison de ses propriétés médicinales réputées, par exemple, pour le traitement
de maux de téte et le diabete (Floc'h, 1983).

Iécorce des racines est utilisée en décoction contre la toux et contre les Rhumatisme,

et possédé une activité anti hypertensive ((Jawaid ez a/., 2011).
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2.1. Le Stress Oxydant :
2.1.1. Historique :

Radicaux libres, les especes réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il
faut rappeler que dans le milieu des années 50, Gerschman puis Hartman évoquaient déja
la toxicité de loxygene et la «free radical theory» pour expliquer le processus du
vieillissement. En 1969, les Américains McCord et Fridovich isolent a partir de globules
rouges humains un systéme enzymatique antioxydant la SOD, démontrant ainsi pour la
premicre fois que notre organisme produit bel et bien des ERO dont il doit se protéger.
Cette découverte sera le point de départ d’une intense recherche scientifique dans le monde

entier sur le stress oxydant et les antioxydants (Favier, 2003).
2.1.2. Définition d’un radical libre :

La majeure partie de la toxicité de I'oxygene provient de la formation de radicaux libres,
c'est -a-dire, selon la définition proposée par Halliwell et Gutteridge, d’espéces capables
d’existence indépendante, contenant un ou plusieurs électrons non appariées dits électrons
célibataires, ces radicaux peuvent se former par transferts mono-électroniques ou par
scission homolytique de liaison covalente selon le schéma suivant : (Bonnefont-Rousselot

et al., 2003).

A+B rupture homolytique _ radicaux libres

A:B <
At +B° rupture hétérolytique

Apres une rupture homolytique, chacun des deux électrons intervenant dans la liaison

__, ions

entre les atomes A et B gagne l'orbitale externe de ces atomes, qui deviennent alors des

radicaux libres (Bonnefont —Rousselot ¢7 /., 2003).

Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant un a une autre
molécule : ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants. En jouant le role d’accepteur ou
donneur d’électrons, les radicaux libres ont donc la propriété d’étre extrémement réactifs
vis-a-vis des autres molécules, possédant un temps de demi-vie extrémement court (de la
nano a la milliseconde) (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Bien que le terme de radical libre ait

souvent été assimilé a une espece réactive ou a un oxydant, il est important de signaler que

x
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tous les radicaux libres ne sont pas forcément des oxydants. De méme que, tous les

oxydants ne sont pas des radicaux libres (Diallo, 2005).
2.1.3. Les espéces réactives de 'oxygéne :

Les especes réactives de l'oxygene regroupent 'ensemble des dérivés radicalaires de
Ioxygene mais également d’autres composés non-radicalaires tres réactifs. Certaines especes
réactives de 'azote (ERA ou RNS en anglais pour Reactive Nitrogen Species) sont parfois
mentionnées comme appartenant a cette classification puisqu’elles possédent un atome
d’oxygene et quelles se comportent de manicre similaire (especes généralement radicalaires,
pouvoir oxydant important, générées et régulées par organisme) aux ERO vis-a-vis du
stress oxydant. Les principales especes réactives de l'oxygene sont regroupées dans le

tableau 1.

Tableau 1: Especes réactives de oxygene (Bonnefont —Rousselot ¢z a/., 2003)

ROS Formule chimique
Oxygene moléculaire 302
Dioxygene singulet 102
Anion superoxyde Oo-
Radical hydroxyle OH-:
Radical hydroperoxyle HOO:
Radical peroxyle ROO-
Hydroperoxyde ROOH
Radical alkoxyle RO-
Peroxyde d’hydrogene H>O»
Radical oxyde nitrique NO-
Peroxinitrite ONOO-
Hypochlorite ClO-

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

Par ailleurs, tous les radicaux libres ne sont pas des dérivés de Poxygene (fig.14), par

exemple le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre dérivé de I'azote (Bonnefont-

rousselot ¢ a/., 2003).

x
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NO ONOO- —— ONOOH — NO;-

k NOz'

020-_._. H;0, :. » OHO© LR H,O

H*

H,0, OH® » RO° » ROOH
Cl %MFO 020.{
HOCI RO°

Figure 14 : Formation en cascade des différentes especes oxygénées réactives a partir du
radical superoxyde (Koechlin-Ramonatxo, 2000).

I ne faut pas penser que tous les radicaux d'oxygene sont extrémement réactifs, cette
réactivité étant tres variable selon la nature du radical. Ainsi parmi les radicaux formés chez
les étres vivants, I'anion radicalaire superoxyde comme le monoxyde d'azote ne sont pas

tres réactifs, mais constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives (Favier, 2003).
2.1.4. Roles des radicaux libres :

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies,
tout en étant des especes indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de trés nombreuses

fonctions utiles qui a part la phagocytose, ont été découvertes récemment.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a
la destruction par apoptose des cellules tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire,
au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la
técondation de l'ovule, a la régulation des genes (Favier, 2003), a la production énergétique,
au reglement de la croissance des cellules et a la signalisation intracellulaire (Ardestani et

Yazdanparast, 2007).

2.1.5. Définition du stress oxydant :
Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de

radicaux présents.

&
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Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est
en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une
surproduction énorme de radicaux, l'excés de ces radicaux est appelé stress oxydant
(Favier, 2003).

Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes
alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou l'environnement dans
lequel il vit (Diallo, 2005). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la
cible moléculaire, de la sévérité de l'effort et du mécanisme par lequel l'effort oxydant est
imposé (Aruoma, 1999).

2.1.6. Mécanismes d’action des radicaux libres:

Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme
cellulaire. Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui, avant d’étre
neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. Ils sont produits dans toutes les cellules de
I’organisme tout a fait normalement et en faible quantité dans les mitochondries. 11 s agit
des ions oxygene, hydroxyde et de ’eau oxygénée qui sont libérés lors des réactions
biochimiques. Avant d’étre neutralisés ils provoquent des lésions sur tous les éléments
qu’ils cotoient.

L’organisme sait cependant se défendre contre eux, grace aux enzymes antioxydantes
contenues dans les cellules. Ces enzymes sont aidées dans leur action antiradicalaire par la
vitamine E, C, provitamine A, le zinc et le sélénium. Si ces systemes de défense sont
débordés ou insuffisants, les radicaux libres ont tout le loisir d’étre nuisibles : ils s’attaquent
alors aux membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés (leur structure
est modifiée); ils agressent également les protéines, les microfibrilles de collagene, 1'acide
hyaluronique, les acides nucléiques des chromosomes et '’ADN lui-méme est transformé
entrainant I'apparition d’ou une série d’anomalie dont le risque de cancérisation .Lorsque
les radicaux libres lésent les acides gras insaturés on parle de lipidoperoxydation des
membranes cellulaires. Cela déclenche alors une réaction en chaine sur les divers acides gras
du voisinage jusqu’a ce qu’ils soient neutralisés.

I en résulte des lésions de la membrane cellulaire, qui peuvent aboutir a des
déreglements d’intensité variable, conduisant éventuellement a la mort cellulaire. Ils ont un
effet analogue sur les mitochondries, les enzymes cellulaires, les chromosomes, le collagene

et ’acide hyaluronique. Au cours de la vie nous sommes soumis a des millions de
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circonstances favorisant la production de ces radicaux libres, particulierement néfastes pour
la peau (Franceschini, 1994).
Dans le schéma (Fig. 15), la génération de ROS est initiée pendant la respiration. Cette

génération est facilitée par Iimplication de divers facteurs physiologiques et

environnementaux (UV, radiation, ozone, cigarette, pollution...). Dans 'organisme la
fabrication d'un assortiment de ROS a partir de 1'0O2 moléculaire et de la L-arginine se
réalise par l'intermédiaire de différentes enzymes tels que le MPO (myloperoxidase), la
NADPH oxydase, le SOD (superoxyde dismutase) et le NOS (nitrite oxyde synthase). La
présence de ces composés dans l'organisme engendre plusieurs phénomenes au niveau
cellulaire, a savoir, les dommages de protéines, de ' ADN, la peroxydation lipidique et tous
ces phénomenes donnent naissance a une vaste gamme de maladies.

Cette rupture d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples origines.

L'organisme peut avoir a faire face a une production beaucoup trop forte pour étre
maitrisée, qui sera observée dans les intoxications aux métaux lourds, les
ischémies/reperfusions suivant des thromboses (Favier, 2003), le dysfonctionnement de la
chaine mitochondriale ; P'activation de systemes enzymatiques ; la libération de fer libre a
partir des protéines chélatrices ou d’une oxydation de certaines molécules (Pincemail,
2002).

Généralement, le stress oxydant sera la résultante de plusieurs de ces facteurs et se
produira dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de la défaillance et non pas

dans tout 'organisme (Favier, 2003).

E
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2.1.7. Les conséquences du stress oxydant :

I’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires,
induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation complete

de la membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information
) g )

(Koechlin-Ramonatxo, 20006).

La toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont en effet
capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également
leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la tyrosine, histidine, la
cystéine et la méthionine. Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques

et de former ainsi des fragments protéiques.

I’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des
EOR. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de PADN, mais aussi avec
ses bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont

«réparées» entrainent a long terme des altérations géniques (Koechlin-Ramonatxo, 2000).

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée
que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les EOR attaquent les

mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage.

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
l'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront l'apoptose, alors que de
forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques
sont induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenese, malformation des feetus,
dépot de protéines anormales, fibrose, formation d'auto -anticorps, dépoét de lipides oxydés,

immunosuppression (Favier, 2003).
2.1.8. Les maladies liées au stress oxydant :

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production

mitochondriale de radicaux.

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant certains

genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
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cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme

pulmonaire, vieillissement accéléré.

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies
plurifactorielles tel que le diabete, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).
2.2. Les antioxydants :

2.2.1. Définition :
On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de manicre

significative 'oxydation de ce substrat (Diallo, 2005).

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais 'oxygene peut étre
également une source d’agression pour ces organismes. En effet des dérivés hautement
réactifs de 'oxygene peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous U'effet
des rayons UV, des radiations ionisantes et de métaux de transition (Ekoumou,
2003). Les formes de l'oxygene provoquant ces troubles sont: I'oxygene singulet Oo,
le peroxyde d’hydrogene H2O», les peroxydes alkyles ROOH, le radical super oxyde Oo,
les radicaux hydroxyles HO, peroxydes ROO et alkoxyles RO (Cavin, 1999). Les
conséquences au niveau de lorganisme se font ressentir sur PADN, les lipides et les

protéines (Ahamet, 2003).
2.2.2. Les principales sources d’antioxydants :

2.2.2.1. Les médicaments :
Certaines classes thérapeutiques telles que les AINS  (anti-inflammatoire  non
stéroidien), les antihyperlipo-proteinémiques, les 3 -bloquants et antihypertenseurs sont

connus pour leurs propriétés antioxydantes (Ahamet, 2003).

Le plus simple des capteurs des radicaux libre est I’alcool éthylique, agent de transfert
d’hydrogene qui conduit a un composé biologiquement compatible, I’acétaldéhyde,

bio oxydable par la chaine enzymatique avec production d’énergie.

CH; CH:OH + 2 R®* ——— CH3; CHO + 2 RH

*
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Certains médicaments, 'exemple du probucol (lurselle) fait diminuer le taux du
cholestérol dans le sang et, la N-acétylcystéine agit dans la régénération du

glutathion en pénétrant les cellules.

Les propriétés de la glutathionne ont été reconnues lors  d’études sur les
phospholipides des feuilles de certains végétaux. En effet les thiols sont beaucoup plus

actifs que les hydrocarbures, les alcools ou les phénols comme agents de capture

radicalaire (Le Perchec, 1994).

GSH + OH* ———— G§S* + H:0

2GS —————— GS-GS
La capacit¢é de protection de la glutathionne est jugée supériecure a celle d’un

antioxydant aussi puissant que la-tocophérol. On observe iz vitro, que la glutathionne
introduit une période d’induction a la prise d’oxygene par I’hémoglobine et retarde
loxydation de la fraction hydrocarbonée insaturée des lécithines (esters insaturées

d’acide gras de phospholipides) et de I'aniline (Mieyal, 1978).

2.2.2.2. Les vitamines :
a- Vitamine C (acide ascorbique) :
La Vitamine C contient une forme énediol qui produit la forme dicétonique par
transferts successifs de ses deux atomes d’H. La forme énediol est régénérée par

lintervention d’enzyme super oxyde dismutase en présence d’une catalase.

On trouve la vitamine C dans les 1égumes, les choux, le poivron, le persil, les agrumes
et le kiwi. Elle joue un réle important dans la régénération de la vitamine E (Bossokpi,
2002).

b- Vitamine E :

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule d’ouverture
de cycle. On la retrouve dans les huiles végétales (arachides, soja, chardon,
tournesol, olive pressé a froid), les amandes, les graines, le lait, les ceufs, les légumes a

teuilles vertes (Bossokpi, 2002).

c- B-caroténe :
Parmi les photo-protecteurs actifs, le B -caroténe apparait comme un piégeur
efficace. Sa constitution polyionique lui confére une capacité de piégeage de 'oxygene par
formation d’un dioxétane (addition d’une oléfine et d’une molécule d’oxygene) ou

par production d’hydro peroxydes (insertion d’oxygene dans toutes liaisons C-H

*
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conjuguées d’une double liaison) susceptibles d’étre réduits a leur tour. Il est présent dans
les légumes verts, la salade, les carottes, l'abricot, le melon, les épinards, la papaye

(Bossokpi, 2002).

2.2.2.3. Les antioxydants naturels :
IlIs sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des
composés phénoliques (flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés

d’acide phénolique, tanins, anthocyanines,...)

HO
0
Vitamine E : gi-tocophérol
0OH i
H
HO 0 0 HO
HO Z Ho
OH 0 OH 0OH
Flavone Flavone Flavonoide Flavonoide
(lutéaline) (quercétine) (courmarine) (acide cinnamigue)

OH
Vitamine C : acide L-ascorbigue

Figure 16: Principaux composés naturels (ou synthétisés) possédant des propriétés
antioxydantes (Marc ¢z al., 2004).

2.2.3. Roles des complexes antioxydants :

La vie en aérobiose se traduit au niveau cellulaire par Dexistence d’une chaine
respiratoire mitochondriale nécessaire au stockage de Iénergie sous forme
d’adénosine triphosphate (ATP). ILa chaine respiratoire est une succession de
phénomenes d’oxydoréduction au cours desquels il existe des transferts d’électrons. Ces
électrons peuvent réagir avec une molécule avoisinante pour aboutir a la formation d’un
radical libre. Un radical libre est une espéce chimique contenant un ou plusieurs
¢lectrons non appariés sur lorbite électronique la plus externe. Les radicaux libres

sont produits au cours de nombreuses réactions engagées dans les mécanismes
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physiologiques,  (respiration  mitochondriale), dans les mécanismes pathologiques
(inflammation, infection, toute pathologie dégénérative et vieillissement accéléré) et au
cours de la pollution (par les métaux lourds, les xénobiotiques, ozone, les rayonnements
ionisants...). L’athérosclérose est un bon modéle de pathologie liée au stress oxydant car

cestala fois une maladie dégénérative, inflammatoire et infectieuse (Muanda, 2010).

Dans toutes les cellules aérobies, les radicaux libres sont essentiellement des
radicaux oxygénés. Leur hyperactivité les engage dans des réactions de dénaturation des
constituants cellulaires de type peroxydation, avec les glucides, les lipides, les protéines et
IADN, formant des produits trés instables. Ceux-ci donnent lieu a des réactions en
chalne générant de nouveaux radicaux libres. Ce processus de peroxydation s’auto -
entretient de lui-méme et il faut attendre l'obtention de produits stables par réaction
entre deux radicaux ou lintervention de substances protectrices dites «piégeurs de
radicaux libres» pour larréter (Muanda, 2010). La protection contre les effets déléteres
induits par les radicaux oxygénés s’effectue a l'aide de trois types d’agents différents :

- les protéines non enzymatiques (albumine, haptoglobine et transferrine)
jouent un réle antioxydant par chélation des ions,
- les enzymes tels que les superoxyde-dismutases et les glutathion-
peroxydases transforment des radicaux tres prooxydants en substances inoffensive,
- les antioxydants d’origine nutritionnelle, les caroténoides, les tocophérols
(Vit E) et I'acide ascorbique (Vit C).
Le role des métabolites secondaires en maticre de prévention des maladies causées par

les radicaux libres a été clairement établi par plusieurs études (Mandal ¢z a/., 2009).

Ces sont des antioxydants essentiels pour ’homme dont les apports peuvent prévenir
et méme aider au traitement des maladies liées au stress oxydant. Il existe de
nombreux autres composés parmi lesquelles certains sont regroupées dans le grand

groupe des polyphénols.

Bien que non essentielles, ces substances jouent un role majeur dans la lutte contre le

stress oxydant (Curtay and Robin, 2000).
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2.3. Les composés phénoliques :
2.3.1. Généralités :
Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire

des substances naturelles tres diversifiées (Macheix ez a/., 2005).

En effet, a coté des métabolites primaires classiques (glucides, protides et
lipides), les végétaux accumulent fréquemment des métabolites dits «secondaires» dont
la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représente une source
importante de molécules utilisables par ’homme dans des domaines aussi différents

que la pharmacologie ou I'agroalimentaire (Herbert, 1989).

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques trés variés

tels les alcaloides, les terpenes, les composés phénoliques (Macheix ¢z a/., 2005).

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent
étre définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes
(dou la dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites
primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels

dans l'interaction de la plante avec son environnement.

Les composés phénoliques (ou polyphénols) sont des molécules qui appartiennent au
métabolisme secondaire. Les polyphénols constituent un groupe important de métabolites
secondaires, environ 10 000 composés ont été caractérisés jusqu’a 'année 2000. La plupart
des molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides aminés aromatiques, la
tyrosine et surtout la phénylamine. Ces acides aminés sont formés de fagons variables
suivant les végétaux, a partir du préphénate (Guignard, 2000), lui-méme formé par la voie

de I'acide shikimique (Macheix et al., 2005).

Les polyphénols sont des molécules tres diversifiées, constituées d’un ou plusieurs
cycles benzyniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Ils peuvent étre
regroupés en de nombreuses classes suivant la complexité du squelette de base (noyau Cg),
le degré de modification de ce squelette (oxydation, hydroxylation, ...) et enfin suivant les
molécules auxquelles ils sont associés (glucides, lipides, protéines, autres métabolites). Les
formes les plus simples sont représentées par deux principaux groupes dont dérivent de
nombreux composés : les acides hydroxy-cinnamiques et les flavonoides. Les formes
complexes quant a elles, sont pour la plupart issues de la condensation de certaines formes

simples et renferment, entre autre, les tannins et les lignines
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Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante
avec son environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre
les plantes (Allélopathie), entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant
de résister aux diverses agressions  vis-a-vis des organismes pathogenes. Ils
participent de manicre tres efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés,
donc ces composés jouent un role essentiel dans I'équilibre et 'adaptation de la plante au

sein de son milieu naturel (Macheix e# a/., 2005).

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que
l'on trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez
I'homme, ces molécules traces jouent un role important en agissant directement sur la
qualité nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs
(effet antioxydant, effet protecteur contre l'apparition de certains cancers...) (Macheix ez al.,

2005).

2.3.2. Biosynthése des composés phénoliques :
A / La voie de shikimate:
C’est souvent la voie de biosynthese des composés aromatiques (Fig.17), elle joue
un role critique pour controler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide

(Kening ¢t al., 1995).
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Figure 17 : La voie de shikimate (Floss, 1997)

B/ La voie de phénylpropanoide:

SO

OH
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Acikde 3 déhydro
shikimigue (OHS)

Acide shidimigue

La voie de phénylpropanoide (Fig.18) commence par la phénylalanine. Sous I'action de

la phénylalanine ammonia liase (PAL), la phénylalanine libere un ion ammonium et forme

de T'acide cinnamique. Celui-ci est a son tour hydroxylé par la Cinnamate 4 Hydroxylase

pour former l'acide para-coumarique qui fournit en plus des principaux acides phénoliques

simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide salicylique, des précurseurs de

lignine, qui est quantitativement le second biopolymere le plus important apres la cellulose.
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Figure 18 : La voie de phénylpropanoide (Hoffmann ez a/., 2004)

2.3.3. Principales classes des composés phénoliques:

2.3.3.1. Les non flavonoides :

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les acides
phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les coumarines et les xanthones.

» Les acides phénoliques :

On distingue deux principales classes d’acide phénolique; les dérivés de 1'acide
benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique (tableau 2). La concentration de l'acide
hydroxy-benzoique est généralement tres faible chez les végétaux comestibles. Ces dérivés
sont assez rares dans I'alimentation humaine par contre ceux d’acides hydroxycinnamiques

sont tres présents (Macheix ez al., 2005).
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Tableau 2: Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado & Cheynier, 2000)

Composés R, R, R, R,

Re o Ac. benzoique H H H H

R, Ac. salicylique OH H H H
| OH Ac. p-hydroxy-benzoique| H H OH H
R; R, Ac. gallique H OH OH OH

Ac. protocatéchuique H OH OH H

Tableau 3 : Principaux acides cinnamiques (Sarni-Manchado & Cheynier, 20006)

R, Composés R, R, R, Ry

Ac. cinnamique H H H H

R. \ 0 Ac. o-coumarigue OH H H H
Ac. m—coumarique H OH H H

R, R, - Ac. p-coumarique H H OoH H

Ac. caféique H OH OH H

Dérivés de 'acide cinnamique formule générale

> Les stilbénes:

Les stilbenes se trouvent en petites quantités dans 1’alimentation humaine, parmi

ces composés on trouve le resveratrol qui est un anticancéreux présent dans

certaines plantes médicinales, I’exemple le trans-resveratrol (Fig. 19).

OH

OH \\

trans-resveratrol
OH
Figure 19 : Trans-resveratrol : le principal type des stilbénes (Macheix ¢ a/., 2005)

> Les lignanes et les lignines:

Les monolignols sont les dérivés de ’acide cinnamique, ils servent de précurseurs pour
les composés de types phénylpropanoides tels que les lignanes et les lignines. Les lignanes
répondent a une représentation structurale de type (Co-Cs)2; 'unité (Cs - C3) est considérée
comme un propylbenzene.

Les plantes les élaborent par dimérisation oxydante de deux unités d’alcool coniférique.

Quand cette dimérisation implique une liaison oxydante par les C-8 des chaines latérales

Y
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propényles de deux unités d’alcool coniférique liées, formant la liaison (Cs-Cs), les
métabolites résultants portent le nom de lignane. Le terme néolignane est employé pour
définir toutes les autres types de liaison. Lorsqu’il n’ya pas de liaison directe (C-C) entre les
unités (Ce-C3) mais liés par un atome d’oxygene d’éther, le composé est appelé
oxynéolignane. Il existe d’autres types de lignanes tels que les sesquinéolignanes (ayant trois
unités (Cs-Cs)) et les dinéolignanes (contenant quatre unités de (C¢-C3) (Stalika, 2007). Les
lighanes se trouvent essentiellement dans les graines d’oléagineux (Macheix e al., 2005).
Les lignanes matairesinol, secoisolariciresinol et d’autres auraient été détectés dans le vin
rouge obtenus a partir des raisins des vignes appartenant a la famille des Vitacées mais le
néolighames biphényles sont isolés de Magnolia officinalis (Nurmi et al., 2003) et les
oxynéolignanes, de Bursera tonkinensis de la famille des Burcéracées (Fukuyama ez a/, 1996).

0 (0]

Matairésinol
OCH;C
OH

Figure 20 : Structure des principaux types des lignanes (Stalika, 2007).

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le régne
végétal et seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols (monomeres) qui
sont les alcools p-coumarique, coniférique et sinapique (Jutiviboonsuk ez 2/, 2005).

»Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone (Fig. 21: a). Ils ont été isolés pour la premicre fois par Vogel en 1820 dans
le Coumaronna odorata. Aujourd’hui, prés de 1000 composés coumariniques sont isolés dans
plus de 800 especes de plantes et dans les microorganismes. Dans les plantes, on les
rencontre chez les Apiacées, les Astéracées, les Fabacées, les Rosacées, les Rubiacées, les
Rutacées et les Solanacées. Du point de vue structural, ils sont classés en coumarines
simples (Fig. 21 : b, ¢) avec des substituants sur le cycle du benzene, les furanocoumarines
(Fig. 21 : d), les pyranocoumarines (Fig. 21 : b-f), les coumarines substitués en position 3

et/ou 4 (Fig. 21 : ¢, f). Le dernier groupe serait celui des dimeres (Sakagami ¢z a/., 2005).

*
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Figure 21 : Structure de base et les principaux types des coumarines
(Sakagami ¢z al., 2005).
» Les xanthones

C’est une famille constituée des composés polyphénoliques généralement isolés dans
les plantes supérieures et dans les microorganismes répondant a une structure de base (Ce-
Ci- Ce). Quelques exemples de ces composés sont représentés ci-dessous (Fig 22): le
gaboxanthone (a), le xanthéne-9-one (b) et le globuliférine (c).

H:CO OCTH, H,COr OCH,

o
o

(a ) Xanthéne—8-one

{ b Globulif érine {C ) Gaboxanthanone

Figure 22 : Structure de Quelques exemples de Xanthones (Purev ¢/ a/., 2002).
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2.3.3.2. Les flavonoides :
2.3.3.2.1. Généralité :
Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
¢corces d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutot prété du flavus ; (flavus=jaune en latin) (Karaali ez o/, 2004 ;

Malesev et Kuntic, 2007).

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont
des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. A ce jour, plus de 4000 flavonoides
naturels ont été décrits. On estime que 2 % environ du carbone organique photosynthétisé
par les plantes, soit quelques 10° tonnes par an, est converti en flavonoides (Agrawal et

Markham, 1989).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique Chervreul en 1814, mais ont
été réellement découverts qu'en 1930 par Szent-Gyodrgyui, désignés sous le nom de
vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins,
cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances
ne correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces

substances appartiennent aux flavonoides (Nijveldt ez a/., 2001).

2.3.3.2.2. Structure :

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un
squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A)
et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en Cs en formant ainsi I'hétérocycle (C)
(Erdman ¢t al., 2007). Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le
systetme C¢-C3-Cs (Emerenciano e al, 2007) en formant une structure de type
diphénylepropane dont des groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres
peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule (Narayana, 2001; Malesev et

Kunti¢, 2007) (Fig. 23).

Figure 23 : Structure de base des flavonoides (Malesev et Kunti¢, 2007).

=]
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2.3.3.2.3. Biosynthese des flavonoides :

Les flavonoides possedent tous le méme élément structural de base car ils dérivent
d’une origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois
molécules de malonyl-Coenzyme A (malonyl - CoA), issues du métabolisme du glucose. Les
cycles B et C proviennent eux aussi du métabolisme du glucose mais par la voie du
shikimate zia la phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl- CoA

(Fig. 24).

Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyls-CoA se condensent en une seule étape
enzymatique pour former une chalcone, la 4,2’ 4 6’-tétrahydroxychalcone (réaction
catalysée par la chalcone synthétase). Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone,
réaction catalysée par la chalconeisomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du
cycle conduisant a une seule 2(S) -flavanone : La naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite

pour former les différentes classes de flavonoides (Heller et Forkmann, 1993).

Métabolisme du glucose

.-“.Cél‘:.-‘lt: s l

| Shil{imate

/H:j F"ALIO C4H /r:j/c- T(O
d-coumaroyl-Cod

F'hemflalamne Cinnamate 4-coumarate

» Malonyl- CUV

-,
flawone
e flavonols
Maringenin chalcone
Ir >, anthocyanines
|5-:|ﬂa'.f-:|n-:|||:les
Maringenin .

Figure 24 : Etapes communes de la biosynthese de tous les flavonoides (Fiorucci, 2000).
2.3.3.2.4. Classification des flavonoides :
Les diverses classes de flavonoides different en fonction de la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une

classe different par la substitution des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes
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de flavonoides présentées dans la tableau 4, nous citerons les principales : anthocyanes,
flavanols, flavones, flavanones, isoflavones et proanthocyanidols (Harborne, 1988).

Tableau 4: Principales classes des flavonoides (Erdman ez 4/.,2007).

Classes Structures chimigques R3' R4’ RS Exemples
Flavones H OH H Apigénine
T L OH | OH H Lutéoline
=___a IOI OH | OCH3 | H | Diosmétine
[(] 7 s
[z
oH
Flavonols R H OH H Kaempférol
A e
[ ) OH OH H Quercétine
RY OH OH OH Myrecétine
Flavanols qi OH OH H Catéchine
AR
o o 1O
oH
Flavanones R H OH H Naringénine
o»—H OH OH H Enodictyol
Anthocyanidines H OH H Pelargonidine
oH OH OH H Cyanidine
OH OH OH | Delphénidine
Isoflavones RT\ e 2 o R3 R7 R4
Ii:;_;f',k __JLH o OH OH OH | Genistemne
T &
p!E e [L ~ R H 0-Glu OH Daidezine

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3’, 4 et/ou 5. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou
sulfatés. Dans les plantes, les flavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-
glycosylés; les formes libres, sans sucres attachés, sont appelées génines. Les O-
glycosides, de loin les plus fréquents, portent leurs substituants sur les groupements
hydroxyles de la génine, alors que pour les C-glycosides, la liaison se fait

directement avec un carbone de la génine, les C-6 et /ou C-8. En effet, la

=
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formation de la ou des liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de transférases

tres spécifiques quant au substrat et a la position d’osylation (Bruneton, 1999).

Plus de 80 sucres différents ont été trouvés liés aux flavonoides des plantes. Parmi eux,
le D-glucose est de loin le monosaccharide le plus courant, d’autres hexoses, le D-galactose
et le D-mannose, ainsi que des pentoses, le D-xylose, le L-arabinose et le D-abiose sont
fréquents avec le L-rhamnose (seul désoxyhexose) et des acides uroniques (le plus souvent
I'acide D-glucuronique). On trouve également des disaccharides (une quarantaine dont
les plus courants : le rutinose et le néohespéridose), des trisaccharides (environ 30
especes) et quelques rares tétrasaccharides. Les sucres peuvent a leur tour étre substitués

par des groupements acyles tels que le malonate ou I'acétate (Hollman et Arts, 2000).
2.3.3.2.5. Distribution des flavonoides dans les plantes:

A de rares exceptions pres [Quelques flavonoides ont été isolés d’un corail marin et
d’un petit nombre de champignons (Iwashina, 2000)], seules les plantes ont la capacité de
biosynthétiser des flavonoides. Les flavonoides peuvent étre présents dans toutes les
parties des plantes. Dans la majorit¢é des cas, les flavonoides sont présents sous
forme glycosylée dans les plantes car la glycosylation a pour effet de les rendre
moins réactifs et plus hydrosolubles permettant alors leur stockage dans les vacuoles des
cellules épidermiques des fleurs, de Dépiderme et du mésophile des feuilles, des
parenchymes des tiges et racines (Bruneton, 1999). Les génines seules sont présentes dans
les exsudats farineux de certaines plantes, dans les cuticules des feuilles, écorces et
bourgeons ou sous forme de cristaux dans les cellules de certaines Cactaceae et plantes de
régions arides (Iwashina, 2000). Il est a noter que flavanones et flavones sont
souvent présentes dans la méme plante. Flavones et flavonols ne se trouvent généralement

pas ensemble, pas plus que flavanols et anthocyanes (Merken et Beecher, 2000).

La présence de composés flavonoidiques a été rapportée chez les Bryophytes, les
Ptéridophytes, les Gymnospermes et chez les Angiospermes (Markham, 1988). Cette
distribution quasi ubiquitaire dans les plantes, alliée a leur relative stabilité, leur relative
facilité¢ d’identification et la forte tendance des plantes taxonomiquement proches a
produire les mémes types de flavonoides, ont fait des flavonoides des marqueurs chimio-
taxonomiques de choix pour la classification végétale (Cooper-Driver et

Bhattacharya, 1998 ; Grayer ¢z a/. , 1999).

2.3.3.2.6. Role des flavonoides dans la plante:

o
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Les flavonoides sont les pigments colorés des fleurs. Par exemple, les couleurs
orange, rouges et bleues des légumes, fruits, fleurs et tissus de stockage des plantes sont
dues a des anthocyanes hydrosolubles (qui sont des flavonoides jaunes réduits). De ce fait,
ils jouent un réle important dans les interactions avec les insectes (attraction et role dans la
pollinisation entomophile et la dispersion des graines).

Ils sont impliqués dans les interactions plantes-microorganismes: dans les pathogenéses
comme dans les symbioses (nodules des légumineuses). Ils agissent dans les systemes
de défense des cellules végétales en réponses a certains stress tels que les radiations
ultraviolettes. Ce sont également des inhibiteurs d’enzymes, des agents chélatants des
métaux nocifs aux plantes. De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation et les
transferts d’énergie, la morphogenese et la détermination sexuelle, la photosynthese et la

régulation des hormones de croissance des plantes (Di Carlo ez a/., 1999 ; Pietta, 2000).
2.3.3.2.7. Importance dans I’alimentation:

La contribution au régime alimentaire humain des flavonoides est tres importante: de
50 a2 800 mg/jour en fonction de la consommation de fruits et légumes mais aussi de
boissons comme le thé ou le vin rouge (environ 200 mg par verre ou tasse) (Pietta, 2000).
On trouve également des flavonoides dans de nombreuses plantes médicinales et des
préparations a base de plantes contenant de flavonoides sont utilisées en médecine

traditionnelle partout dans le monde (Hollman et Arts, 2000).

2.3.3.2.8. Propriétés chimiques et activités biologiques:
La propriété fondamentale des flavonoides est leur caractere antioxydant. A ce titre, ils
agissent a plusieurs niveaux :
a- Inhibition d’enzymes ou chélation des éléments traces impliqués dans
la formation de radicaux: suppression de la formation de dérivés réactifs

de Poxygene (ROS)
Les flavonoides inhibent la xanthine oxydase, source biologique importante du

radical superoxyde (Oz'). Ils sont également connus pour inhiber d’autres enzymes
impliquées dans la génération de ROS telles que les cyclooxygénases, les lipooxygénases, ou
les monooxygénases microsomiales (Pietta, 2000).

Le radical superoxyde réagit avec le peroxyde d’hydrogene (en présence de fer) pour
donner par dismutation, des radicaux hydroxyles encore plus toxiques (OH®). C’est cette

réaction, appelée réaction de Fenton, catalysée par le fer, qui est inhibée par certains

&
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flavonoides (tels que la quercétine) par une action de chélation du fer (Cuyckens et

Claeys, 2004).

b- Piégeage de radicaux
En raison de leur faible potentiel redox, les flavonoides peuvent réduire les radicaux
libres treés oxydés comme les superoxydes, les radicaux peroxydes ou les radicaux hydoxyles
par transfert d’hydrogene (Pietta, 2000). L’oxyde nitrique qui forme, en se combinant
avec le radical superoxyde, le tres délétére peroxynitrite est également piégé par les
flavonoides.
Le radical flavonoide ainsi formé est stable et interrompt les évenements de

dégradation cellulaire initiés par I'attaque radicalaire (Hollman et Katan, 1997).

c- Autres activités biologiques :

Les radicaux seraient responsables d’altérations des acides nucléiques et des processus
d’altérations d’initiations et de cancérisation ainsi que de dégradations cellulaires liées
a leur réactivité avec les phospholipides membranaires (phénomenes de péroxydation).
Ces dommages oxydatifs peuvent étre impliqués dans de nombreuses affections : cancers,
inflammations chroniques, athéroscléroses...

Ainsi, leur propriété de piégeurs de radicaux implique les flavonoides dans la
prévention des dommages oxydatifs causés par les ROS sur les molécules cellulaires. De
nombreuses études 7z vitro ont montré des activités des flavonoides contre les processus
inflammatoires et, de ce fait, contre les maladies inflaimmatoires chroniques et l'arthrose.
En empéchant les ROS daaltérer PADN, les flavonoides limitent les mutations et les
processus de carcinogencses (Merken et Beecher, 2000). De ce fait, ils sembleraient
également intervenir dans la prévention de cancers, démences, athérosclérose, hypertension
et maladies cardio-vasculaires.

Outre leur pouvoir antioxydant, certaines classes possedent des potentialités
oestrogéniques (isoflavones) et, plus généralement, les flavonoides sont utilisés pour
toute une gamme d’activités pharmacologiques : pour préserver 'intégrité vasculaire, pour
leurs propriétés immuno-modulatrices, anti-hépatotoxiques, anti-ostéoporotiques, pour
leur actions antimicrobiennes et contre les allergies (Sannomiya e a/., 2005 ; DeRijke
et al., 2000); les flavonoides sont aussi connus pour leur action sur le tractus gastro-
intestinal en tant qu’agents antiulcéreux, antispasmodiques, anti-sécréteurs et

antidiarrhéiques (Di Catlo ez a/., 1999).
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Des articles de syntheése concernant leur mécanisme d’action (la relation
structure-activité liée a la fonction antioxydante, notamment, a été ¢établie (Pietta,
2000) et leurs utilisations thérapeutiques potentielles ont ¢été publiées ces dernieres
années (Di Carlo ¢z 4/, 1999 ; Hollman, 2001). De nombreuses preuves ont été
apportées sur l'importance des effets 7z witro des flavonoides sur différents modéles
biologiques et, en particulier, enzymatiques (Hollman et Katan, 1997). Cependant, le
potentiel thérapeutique des flavonoides n’est pas encore établi a cause de la connaissance
limitée de leur absorption chez ’'homme (Hollman et Katan, 1997). La biodisponibilité des
flavonoides étant en général assez faible chez T’homme (Bruneton, 1999), il est
nécessaire d’étre prudent quant a l’extrapolation des données 77 vitro.

A Theure actuelle, le lien entre consommation de flavonoides et prévention de
cancer est encore faible. Aucune étude épidémiologique n’a encore apporté la preuve
que ce sont les flavonoides contenus dans les fruits, les légumes et les boissons
comme le thé ou le vin rouge qui sont responsables de leffet protecteur de ces
aliments. A l'inverse, plusieurs études ont démontré que la consommation d’aliments riches
en flavonoides est inversement corrélée au risque de développer des maladies cardio-
vasculaires (Pietta, 2000 ; Hollman, 2001).

En raison de leur abondance dans les plantes consommées par '’homme et de leurs
bénéfices potentiels pour la santé humaine, les flavonoides sont I'objet d’une attention
croissance. Que ce soit pour I’étude des relations structure-activité, le controle de la qualité
alimentaire ou le suivi de l'absorption et de la métabolisation de ces composés
phénoliques naturels, il est nécessaire de disposer d’une méthode rapide et fiable
d’analyse et d’identification de ces molécules dans les plantes et les systemes
biologiques. Parmi les méthodes envisageables, nous avons choisi de présenter la

spectrométrie de masse (Lhuillier, 2007)
2.4. Activités antimicrobiennes des polyphénols

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement du a leurs diversités structurales (tab. 5). Les sites et le nombre des groupes
hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposés cétre reliés a leur relative
toxicité envers les microorganismes, avec I’évidence que le taux d’hydroxylation est

directement proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté que
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plus les composés phénoliques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des
microorganismes (Scalbert, 1991).

Tableau 5 : Principaux composés phénoliques ayant une activité antimicrobienne

(Daglia, 2011).
Composés phénoliques et leurs Microorganismes sensibles Exemples
structures
. Bactéries Vicholerae, Smutans, C.jejuni,
~ | C.perfringes, E.coli, B.Cereus,
- H.pvlori, Saureus, L.acidophilus,
yr o A naeslundii, P.oralis,
_ - P.gingivalis, P.melaninogenica,
Flavane-3-ol F.nucleatum, C.pneumonia
0 Virus Adénovirus, Entérovirus, Flu virus.
I
1 ’ I Candida albicans, Microsporum
Flavonole Champignons gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton
rubrum.
Bactéries S.mutans, E.coli, S.aureus.
Virus Virus de l'influenza A, type -1

herpes simplex virus (HSV).

Bactéries Différentes souches de:
Salmonella, Staphylococcus,
Helicobacter, E.coli, Bacillus,
Clostridium, Campylobacter,
Lysteria.
Tannins hydrolysables Virus Le wvirus Epstein-Barr, les virus

Herpes HSV-1 et HSV-2.

Champignons Candida parapsilosis.

Les flavane-3-ols, les flavonols et les tannins ont regu plus d’attention du a leur large
spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols (tab. 5 ), a leur
capacité de supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que
Iinhibition de la formation de biofilms, la réduction de I’adhésion aux ligands de I’hote et
la neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir une synergie avec
certains antibiotiques (Daglia, 2011). La quercétine et la naringénine sont rapportés étre
des inhibiteurs de Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus —anreus,
Staphylococcus epidermis et Saccharomyces cerevisiae (Sandhar et al, 2011). En outre, la
morine-3-Olyxoside, = morine-3-O-arabinoside et la  quercétine-3-O-arabinoside

possedent une action bactériostatique sur les bactéries pathogeénes contaminant les
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denrées alimentaires y compris Bacillus  stearothermophilus, — Brochothrix  thermosphacta,
Escherichia  coli,  Listeria monocytogenes, Psendomonas fluorescens, Salmonella enteric, Staphyloccus
anreus et V'ibrio cholera. Les flavonones ayant un groupement de sucte ont aussi
montré une activité antimicrobienne, tandis que certaines flavonolighanes n’ont montré

aucune activité inhibitrice envers les microorganismes (Sandhar ez a/., 2011).

Les mécanismes responsables de la toxicit¢é des polyphénoles envers les
microorganismes incluent I'inhibition enzymatique par les composés oxydés, probablement
via la réaction avec les groupes sulthydryle ou par les interactions non spécifiques avec les
protéines (Mason et Wasserman, 1987). L’hydrophobicité des polyphénols tels que
les flavonoles est aussi un critere de toxicité qui leur permet de s’intercaler dans les
phospholipides membranaires et exercer leurs effets antibactériens a lintéricur de la
cellule. La déstabilisation de la membrane cytoplasmique et la rendre perméable, I'inhibition
des enzymes bactériennes extracellulaires, l'action directe sur le métabolisme bactérien
et la privation des substrats requis pour la croissance bactérienne, spécialement les
micronutriments minéraux essentiels comme le fer et le zinc (v la propriété de

chélation des métaux) sont des mécanismes adaptés par les proanthocyanidines dans

I'inhibition des bactéries (Daglia, 2011).
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3.1. Matériel végétal :

3.1.1. Choix des plantes :

Le choix des treize plantes utidiées (Carduncellus pinnatus; Cotula cinerea; Thapsia garganicay
Zygophyllum — album;  Rosmarinus  officinallisy  Convolyulus — arvensis; Salvia  officinallis; — Osyris
quadripartita; Quercus suber; Lavandula mnltifida 1..; Cedrus atlantica; Crataegus oxyacantha; Périploca
laevigata) est basé sur une enquéte ethno-pharmacologique aupres de la population ayant
connaissance de leur usage en médecine traditionnelle.

La récolte des différentes especes a ¢té effectuée dans le centre (Blida), 'Ouest
(Relizane, Mostaganem, saida et Oran) et le Sud- Ouest de I'Algérie, dans différentes
stations, a savoir : Chréa (Blida), Yazrou (Rlizane), Mostaganem ville, Madagh (Oran) El
Rabahia (Saida), Béchar et Adrar (fig. 25 ; tab. 0).

_(A'gﬂ“) Somnkes coepraceiouas 63914 Ocodi, e o2 BN 10N Excete

Figure 25 : Situation géographique des stations de prélevement des échantillons

(Encarta, 2009).
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3.1.2. Récolte du matériel végétal :
L’analyse des propriétés antioxydantes a été réalisée pour les extraits de 13 plantes. La
récolte de ces plantes été effectuée durant la période du mois de Mars jusqu’au mois de Juin

2011 de différentes régions de I’Algérie (Relizane, Mostaganem, Bechar, Saida, Blida).

3.2. Techniques utilisées

Dans cette partie expérimentale, trois axes ont été envisagés :

e Le premier axe concerne 'extraction des composés phénoliques par le méthanol suivi
par la quantification des teneurs de ces composés. Les dosages obtenus exprimées en
mg/g sont déterminés en utilisant les réactifs suivants : le Folin-Ciocalteu pour les

polyphénols, le trichlorure d’alumine pour les flavonoides.

e Dans le deuxiecme axe, nous nous sommes intéressés par le pouvoir antioxydant des
extraits des plantes étudiées. Trois méthodes complémentaires ont été choisies :

- Méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)
(Sanchez- Moreno ¢ al., 1998 ) est la plus simple a réaliser iz vitro. Le DPPH est
largement employé pour évaluer le balayage de divers produits naturels et
considéré comme un composé modele pour les radicaux libres produits dans la
peroxydation lipidique.

- Réduction de radical libre DPPH par bioautographie (Dominguez ¢z al., 2005).

- Meéthode de réduction de fer (Oyaizu, 1986) est une technique indicatrice de la
présence des effets réductives de I'anion hexacyanoferate (III) [Fe(CN)g]* a
I'anion hexacyanoferate (II) [Fe(CN)g]*.

e e troisitme axe concerne I’évaluation de Iactivité antimicrobienne de nos extraits

méthanolique en utilisant la méthode par diffusion des disques (Gachkar ez af., 2007;

Mayachiew et Devahastin, 2008; Hussain ¢ /., 2010).
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3.2.1. Préparation des échantillons pour ’extraction :

Tous les essais qui suivent ont porté sur du matériel séché a l'air libre, a I'abri de la
lumiere. Le matériel végétal a été ensuite finement broyé a 'aide d’un moulin a couteaux ou
a l'aide d'un broyeur a bille afin de permettre une bonne extraction. Les poudres des
échantillons préparés sont ensuite, conservées dans des flacons a l'abri de la lumiere jusqu'a
utilisation. L.a conservation ce fait dans des flacons hermétiques au réfrigérateur. Toutes ces
opérations permettent de pallier a la dégradation de certains constituants et contribuent a

l'inhibition de toutes activités enzymatiques de leur dénaturation (Benamar, 2008).

3.2.2. Extraction :

Le solvant d’extraction utilisé est le Méthanol. Les études précédentes montrent que le
méthanol et I’eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés
pour une haute récupération de composés phénoliques (Sahreen ¢z o/, 2010; Xia et al,
2010; Bouzid ez al, 2011) et I'obtention d’une meilleure activité antioxydante (Barros
et al., 2010).

La méthode d’extraction consiste a porter I’échantillon (10% de poudre broyée) a
¢bullition sous reflux (fig. 26) en utilisant le Méthanol pendant 30 min avec trois extractions
successives. Cette technique permet d’extraire les composés chimiques les plus polaires
présents dans la plante étudiée. Les trois extraits obtenus sont filtrés a 'aide du filtre de

papier plissé, réuni, et posés I'extrait de chaque échantillon dans des fioles.

Figure 26 : a- Schéma de dispositif de 'extraction sous reflux ;
b- Dispositif de extraction sous reflux.
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Les extraits sont ensuite concentrés et séchés a 'aide d’'un Rota vapeur (fig. 27) afin

d’éliminer toute trace de Méthanol, pour obtenir une poudre végétale s¢che.

Figure 27 : Rota vapeur utilisé pour le séchage des échantillons apres l'extraction

Poudre vegétale seche
(10% dans le Méthanol)

Ebullition sous reflux
(3 fo1s 30 mn)

¥
Réumion des 3 extraits

Filtration sur papier filtre phssé

¥
Extrait méthanoique

Rota vapeur

Poudre parfartement seche

(Conservation)

Figure 28 : Protocole d’extraction des composées phénoliques
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3.2.3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides :
3.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux :
3.2.3.1.1. Principe :

La teneur en composés phénoliques des différents extraits a été estimé par la méthode
de Folin-Ciocalteu selon (Li e al, 2008) qui est basé sur la réduction de la mixture
phosphotungstique, phosphomolybdique du réactif de folin par les groupements oxydables
des composées phénoliques conduisant a la formation de produits de réduction de couleur
bleu. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765nm a laide d’un
spectrophotométre dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présent

dans I’échantillon (Georgé ¢z al., 2005).

3.2.3.1.2. Dosage :

L’analyse quantitative des pholyphénols totaux est réalisée par le dosage
spectrophtométrique selon la méthode de Folin Ciocalteu (Singleton ez al, 1999 ;
Heilerova ¢z al., 2003):

Dans des tubes a essai, on additionne a 100ul d’extrait méthanolique (dissous dans le
MéEOH a une concentration de 2 mg/ml) 500 uL. de folin ciocalteu (merck)(1/10 dissout
dans Peau distillée), on agite et on laisse a 'obscurité pendant 5min a la température
ambiante, ensuite on ajoute 1,5 ml d’une solution de NaxCOj saturée a I'ensemble (2%
dissout dans ’H20), on agite encore et on laisse a 'obscurité pendant une heure a la

température ambiante. Les densités optiques sont lues au spectrophotometre UV-Visible

(PRIM SECOMAM) (fig. 29) 2 765 nm.

Figure 29 : Spectrophotometre utilisé pour la lecture d'absorbance
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La coloration produite, dont 'absorption maximum a 765 nm, est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ghazi et Sahraoui, 2005).

Cette technique a double faisceaux nous a aidés a éliminer l'absorbance du blanc et
donner directement la densité optique de I'échantillon. Pour s'assurer que les résultats sont
tiables, les dosages ont été réalisés en triplicata, apres on a calculé la moyenne des densités
optique mesurées.

La quantification des polyphénols a été fait au moyen dune courbe d’étalonnage
réalisée a 'aide de différentes concentrations d’acide gallique (F/uka) (4,76 - 9,52 — 14,2 - 19
et 23,8 pl/ml, concentrations finales) a partit d’une solution mere d’acide gallique de
Img/ml dissout dans I'eau distillée. Cette courbe est réalisée dans les mémes conditions
opératoires que les échantillons.

Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait
méthanolique. Ils représentent la moyenne de 2 a 3 répétitions.

Le blanc est préparé en remplacent la quantité de Iextrait méthanolique par leau

distillée, dans les mémes conditions.

3.2.3.2. Dosage des flavonoides :

I’analyse quantitative des flavonoides est réalisée par le dosage spectrophotométrique
selon la méthode directe par (Kim ¢7 a/., 2003).

Dans des tubes a essai , on mélange 500 ul de Pextrait méthanolique (dissous dans le
MéOH, a une concentration de 2 mg/ml) 2 un volume de 1500 pl d’eau distillée, 2 t = 0
min on ajoute 150 pl d’une solution de NaNO2 a 5% (dissout dans I'eau distillée), a t =
5min on ajoute 150 ul d’une solution de AlICl; a 10% (dissout dans I'eau distillée), a t = 11
min on ajoute 500 ul de NaOH 1M (dissout dans I'eau distillée), puis on mélange au vortex.
Les dosages ont été réalisés en triplicata. Les densités optiques sont lues au
spectrophotometre UV- Visible (PRIM SECOMAM) a 510 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée par différentes concentrations (0,1-0,2-0,3-0,4-0,5
ug/ml, concentration finales) de la quercitine a partit d’une solution mere a Img/ml
(dissout dans le MéOH). Cette courbe est réalisée dans les mémes conditions opératoires
que les échantillons. La teneur en flavonoides est exprimée en mg d’équivalent de la
quercitine par g d’extrait. Elle représente la moyenne de 3 répétitions.

Le blanc est préparé en remplagant la quantité de Pextrait méthanolique par I'eau

distillée, dans les mémes conditions.
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3.2.4. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques :

Dans notre étude, la mise en évidence de I'activité antioxydante 7z vifro de nos extrais
méthanoliques a été réalisée par trois techniques chimiques a savoir : réduction de radical
libre DPPH par Bioautographie, le piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer
(FRAP).

3.2.4.1. Détermination de P’activité antioxydante par le test au DPPH :
3.2.4.1.1. Principe du test :

Lactivité antiradicalaire des extraits a été testée par lutilisation du radical DPPH
(méthode de Blois (1958) avec quelques modifications). Le DPPH, 22-diphényl (I-1)
picrylhydrazyl, CisH12NsOg ; est un radical libre stable soluble dans le méthanol, d’une
couleur violette intense, il présente un maximum absorbance a 517 nm. Lorsque une
molécule antioxydanante réduit le radical DPPH, la couleur violette disparait rapidement
pour donner une couleur jaune pale, selon la réaction suivante (Pokorny ez al., 2001 ;
Roginsky et Lissi, 2005).

DPPH° + (AH) n ------- — DPPH-H + (A°) n
Ou (AH) n : représente une molécule capable de réduire (céder un atome d’hydrogene au
radical DPPH®), le radical DPPH-H violet au DPPH-H (DPPH réduit) d’une couleur
jaune pale (fig. 30)

Antioxidant

1.4 H : l

o] H
1.2 >-(J + AO—H —> + AO~
>
1.0
0.8 /
0.6 \

0.2

Absorbance

l Absorptionsmessung bel $17 nm

0.0 v
300 240 3eo 420 4580 500 540 580 620 660

Longueur d'onde ( nm )

Figure 30 : Structure de 2-2 Diphényl (1-1) picrylhydrazyl libre et sa forme réduite
(Dangles ¢t al., 2000).
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Le test peut s’effectuer par :
> Bioautographie sur des plaques CCM en utilisant le DPPH comme révélateur
(identification qualitative).

» Ou par un dosage spectrophotométrie (test quantitatif)

3.2.4.1.2. Réduction de radical libre DPPH par bioautographie:

Les extraits méthanoliques ont été déposés a la méme concentration (50 pg) sur des
plaques de couche mince de gel de silice F254 (Merk) sur support d’aluminium , puis
séparés a laide du systeme de solvants suivant: chloroforme - acide acétique — acide
formique — eau distillée (100 : 11: 11 : 26) apres développement et séchage ; les plaques
sont pulvérisées a I'aide d’une solution de DPPH a 0.2 % dans le méthanol ensuit, elles

sont examinées apres 30 mn a 'eeil nue (Dominguez e al., 2005) .

3.2.4.1.3. Réduction du radical libre DPPH par dosage spectrophotométrie :

Cette méthode concerne uniquement les extraits ayant montrés une activité
antiradicalaire par bioautographie. L’activité antioxydante des extraits iz vitro a été testée
selon la méthode de Blois (1958) avec quelque modification.

Le test dosage spectrophotométrie est effectué selon les étapes suivantes :
> préparation de la solution de DPPH :

Le DPPH a été solubilisé dans le méthanol absolu pour avoir une solution d’une
concentration de 6.10-> M.

» Préparation des extraits :

Les extraits dissous dans le méthanol a une concentration de 2mg/ml, ont été dilués a
différentes concentrations croissantes (10-20-30-40-50 pg/ml).

» Détermination du potentiel antioxydant :

La détermination du pouvoir antioxydant est basée sur la réaction entre 'oxydant qui le
DPPH et antioxydant contenu dans U'extrait. A 1950 pl de la solution du DPPH a 6. 10-3
M (préparé dans du méthanol), on ajoute 50 pl de I'échantillon a étudier ('antioxydant de
référence ou l'extrait méthanolique) préalablement solubilisé dans le méthanol. La variation
de I'absorption est suivie en fonction du temps.

Le spectrophotometre est calibré a 'aide d’un blanc constitué de méthanol pur a une

longueur d’onde de 517 nm .
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50ul d’extrait dilué dans le méthanol.
+

1950ul de la solution de DPPH (6.10-> M)

Vortex le mélange et laisser reposer a la température

Ambiante et a 'obscurité pendant 60 mn

La lecture de la densité optique (DO) est effectuée a la longueur d’onde
A= 517 nm
L’acide ascorbique, la quercétine ainsi que le BHA (Butyl-hydroxyanisole) sont utilisés
comme témoins positifs.

Le pourcentage d’inhibition de I’extrait est calculé selon I’équation suivante :
IP = [(A témoin (-) —A témoin extrait) A témoin (-)] x 100

Ou A témoin (-) : Absorbance du témoin négatif ; ce dernier contient du DPPH et du

méthanol au lieu de ’extrait.
A extrait : Absorbance en présence de I'extrait.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures * standard de déviation.

Le pourcentage d’inhibition est finalement exprimé sous forme d’ICso qui est par
définition, la concentration de lantioxydant (extrait) qui peut réduire 50% du DPPH
(exprimée en mg de substrat/g de DPPH), celle-ci est calculée a partir d’'une droite de
régression établie a l'aide de pourcentage d’inhibition (IP) enregistré en fonction de la

concentration de ’extrait.
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3.2.4.2. Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) :

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe?* présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?™, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune
du fer ferrique (Fe*) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe2"), lintensité de cette

coloration est mesuré par spectrophotométrie a 700 nm.

. : et £.5 £ £ &b &
‘!ti!;’-ﬁh.(e_' $ '

V-

Figure 31 : Réduction du fer ferrique (Fe*3) en fer ferreux (Fe*?)

Le protocole expérimental utilisé est celui de Yildirim ez 2/ (2001) ou : 0.5 ml de
I’échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 1.25 ml d’une solution tampon
phosphate a 0.2 M (pH= 6.6) et 1.25 ml d’une solution de ferricyanure de potassium
IKGFe(CN) 6 2 1%. Le tout est incubé a 50 °C pendant 20 min, puis refroidi a la température
ambiante. 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis
les tubes sont centrifugés a 3000 tr/mn pendant 10 min. 1.25 ml du surnagent sont ajoutés
a 1.25 ml d’eau distillée et 250 pl d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H20) a 0.1%.

La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a laide dun

spectrophotomeétre (voir annexe 3).
p p
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3.2.5. L’évaluation de Pactivité antimicrobienne :
3.2.5.1. Méthode par diffusion des disques :
3.2.5.1.1. Choix des souches bactériennes :

L’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques a ¢été évaluée sur plusieurs
souches bactériennes (tab. 7): qui proviennent de ’American Type Culture Collection
ATCC : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus
anreus ATCC 25923, Bacillus cereuse 14579, cette derniere provienne de 'Institut Pasteur

d’Alger.

Tableau 7 : les souches microbiennes testées :

Etat frais Souches Gram

Bacille Escherichia coli ATCC 25922 Négatif
Psendomonas aeruginosa ATCC 27853
Bacillus cerens 14579

Cocct Staphylococcns anrens ATCC 25923 Positif

Levure Candida albicans

3.2.5.1.2. Choix des milieux de culture :

Le milieu de culture utilisé pour étudier l'activité antibactérienne pour les bactéries est
I’Agar de Muller Hinton (AMH) parce que c’est le milieu le plus employé pour les tests de
sensibilité aux agents antibactériens (Gachkar ¢z 4/, 2007, Mayachiew et Devahastin,
2008 ; Hussain ¢t al, 2010) par contre en utilisée le milieu Sabouraud pour la levure

(Condida albicans).
3.2.5.1.3. Préparation des suspensions bactériennes :

Une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland est préparée a partir d’une
culture pure et jeune (agée de 18 heures). Cette opacité, équivalente a une densité optique
de 108 UFC /ml et 10¢ UFC/ml (Unit Forming Colony/ml) a 625 nm et 620 nm pout les
bactéries et la levure respectivement, peut étre diminuée (ou augmentée) en ajoutant plus de

culture afin d’ajuster la densité optique (DO).
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¢ Ensemencement :
Les géloses de Mueller Hinton et Sabouraud ont été coulée dans des boites de Pétri sur
une épaisseur de 4 mm puis laisse solidifies. A l'aide d’une micropipette ensemencer les

milieux de culture a partir de 10 pl de différentes suspensions bactériennes.

Dans des conditions aseptiques et a 'aide d’une pince stérile, des disques de 6mm de
diametre de papier Wattman Nel (7 disques/boite) sont imbibés par 10 pL. de chaque
extrait méthanolique puis déposés sur le milieu d’agar.

Les boites sont maintenues a température ambiante pendant 2h pour que lextrait

méthanolique puisse diffuser. (RoZman et Jersek, 2009).

Les boites ont été incubées a étuve a 37 °C pendant 24 h.

Culture d’une souche bactérienne

l 18h

Préparation d’une suspension bactérienne
dans de I’eau physiologique équivalente a 108
U CF/ml et 106 UFC/ml

v

Ensemencement des milieux de culture par

10ul de suspension bactérienne.

l

Disposition des disques imbibés de 10ul de I'extrait
méthanolique (7 disques/boite)

l 24h a 37 °C

Mesure de la zone d’inhibition en mm

Figure 32 : Protocol de ’évaluation de l'activité antimicrobienne
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3.2.6. Analyse statistique :

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne * erreur standard (Means *
standard error (S.E.M) calcule sur la moyenne de trois expériences pour chaque cas (le
calcule est réalisé a 'aide du logiciel Microsoft Exel 2007).

Les données expérimentales sont présentées sous formes d’histogrammes pour les
quantités des flavonoides et des polyphénoles totaux et pour les ICso et sous forme de
courbes pour les étalons (acide gallique et le quercitine).

Les coefficients de corrélation R? entre les DO et les concentrations des étalons est
calculé a I'aide du logiciel Microsoft Exel 2007.

Les résultats des tests de prolifération, la détermination du pouvoir anti-
radicalaire et le dosage des polyphénols ont été effectués en triplicatas. L’estimation
des polyphénols totaux est exprimée en mg d’équivalent acide gallique. La corrélation entre
Pactivité antiradicalaire et les phénols totaux des échantillons est réalisée par une régression

linéaire.
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Plusieurs antioxydants de synthese tels que le BHT et le BHA sont largement utilisés
comme additifs alimentaires pour prévenir la détérioration des aliments. Bien que ces
antioxydants synthétiques montrent une activité antioxydante plus puissante que celle
des antioxydants naturels comme Iacide ascorbique et I'a-tocophérol (Bougatef ¢f
al., 2009), il y a une préoccupation concernant leurs effets néfastes sur la santé, car ils

peuvent étre impliqués dans les dommages hépatiques et la carcinogénese (Gulcin ez 4/,

2005).

De méme, le traitement par les antibiotiques classiques est associé a plusieurs
effets indésirables tel que 'augmentation du risque de saignement associé au linézolide,
I'émergence importante d’especes bactériennes résistantes ainsi que les inconvénients
associés au traitement avec les antibiotiques incompatibles avec I'administration
externe du patient comme le prolongement du séjour a I’hopital et I'exposition aux

infections nosocomiales (Song, 2008).

Ce sont les raisons pour lesquelles, la recherche scientifique s’est focalisée
récemment sur linvestigation de nouvel agents antioxydants et antibactériens
d’origine végétale particulicrement les polyphénols (acides phénoliques, flavonoides et
tannins) qui peuvent étre des alternatifs aux substances synthétiques (Bougatef e a/,
2009). Dans ce cadre s’inscrit ce travail qui consiste a tester les activités antioxydantes et

Pactivité antibactérienne de quelques plantes médicinales locales.

4.1. Détermination de la Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides :

I’étude quantitative des extraits bruts qui ont montrés une activité antioxydante au
moyen des dosages spectrophotometrique, avait pour objectif la détermination de la teneur
totale des polyphénols totaux et des flavonoides. Deux courbes d’¢étalonnage (fig.33 et 35)
ont été tracées pour cet objectif : la premicre réalisée avec l'acide gallique (pour les
polyphénols totaux) a différentes concentrations, l'autre avec la catéchine (pour les
flavonoides). Des mesures de densité optique de différentes plantes testées sont réalisées a

765 nm pour les polyphénols et a 510 nm pour les flavonoides.

Les quantités des polyphénols totaux et des flavonoides correspondantes ont été
rapportées en mg d’équivalent de I’étalon utilisé par g de poudre des extraits méthanoliques,

déterminées par les équations de régression de type : y = ax + b.




4.1.1. Teneurs en polyphénols totaux :

Chap. IV: Résultats I Discussion

La teneur en polyphénols totaux de chaque extrait de plante a été alors déterminée a

partir de équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage (y = 45,71x + 0.008)

et exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme de maticre seche (fig. 33).

L4y = 45,714x + 0,0086
1,2 R?=10,9931

1
0,8

0,6

Abssorbance a 765 nm

0,4
0,2

0
0 0,005 0,01 0,015 0,02

Concentration de I'acide gallique (mg/ml)

0,025

0,03

Figure 33 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux réalisée a I'aide de I’acide gallique.

Selon la figure 34 et le tableau8, 38,46 % des extraits méthanoliques montrent des

quantités élevées, 34,76 % montrent des quantités moyennes et 34,76 % montrent des

quantités faibles. Les teneurs en polyphénols enregistrées, montrent des quantités allant de

27.30 + 0.06 jusqu’a 462 * 0.28 mg/g.

e

Quantité des plyphénols totaux (mg/g)

-

Plantes

A 1: Quercus suber

: Périploca laevigata

: Ogyris quadripartita

: Salvia officinalis

: Crataegus oxyacantha

: Rosmarinus officinalis

: Cedrus atlantica

: Lavandula multifida

: Convolyulus arvensis
10: Carduncellus pinnatus
11: Thapsia garganica

O 00 1 &N Ut AW

12: Cotula cinerea
13: Zygophyllum album.

v

Figure 34 : Histogramme représentant la quantité des polyphénols totaux par ordre

décroissant, exprimée en mg/g de poudre d’extrait méthanolique. Les valeurs

sont exprimées en (dm) * erreur standard calculée sur la moyenne (n = 3).
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Quercus suber, Périploca laevigata, Osyris quadripartita présentent des teneurs les plus

élevées en polyphénols totaux (462 + 0.28, 378 + 0.23, 375.90 + 0.02 mg/g), par contre les

plus faibles quantités ont été enregistrées chez Zygophyllum album, Cotula cinerea, "Thapsia
garganica (27.30 £ 0.06 - 36.75 + 0.12, 42 £ 0.14mg/g) (tab.8).

Tableau 8 : Les valeurs des teneurs en polyphénols (mg /g MS) de 13 extraits de plantes ou

parties des plantes testées

Espéce Famille Partie utilisée | Teneur en Ployphénols
(mg/g MS)
Carduncellus pinnatus | Astéracées Racines 56.70 £ 0.21
Cotula cinerea Astéracées feuilles + fleurs 36.75 £ 0.12
Thapsia garganica Apiacées Racines 42 £0.14
Zygophyllum album Zygophyllacées | Partie aérienne 27.30 £ 0.06
Rosmarinus officinalis Lamiacées Partie aérienne 216.30 £ 0.50
Convolvulus arvensis Convolvulacées | Racines 115.50 £ 0.04
Salvia officinalis Lamiacées Partie aérienne 344.88 £ 0.02
Osyris quadripartita Santalacées Partie aérienne 375.90 £ 0.02
Quercus suber Fagacées Feuilles + Tiges 462 + 0.28
Lavandula multifida Lamiacées Partie aérienne 123.90 £ 0.71
Cedrus atlantica Pinacées Feuilles 147 £ 0.04
Crataegus oxyacantha Rosacées Partie aérienne 304.50 £ 0.47
Périploca laevigata Asclepiadacées | Partie aérienne 378 £ 0.23

Les especes les plus riche en polyphénols (Quercus suber, Périploca laevigata, Osyris
quadripartita), selon nos résultats obtenus sont accord avec les travaux de Rached (2009),
tandis que les faibles quantités obtenues en polyphénols sont similaire a celles trouvées par
Khacheba (2008) pour les especes  (Thapsia garganica: 8.10mg/ g, Zygophyllum album : 43.08
mg/¢) et par Benhammou (2012) (Cotula cinerea: 22.22 + 041mg/ g, Zygophyllum albunr. 6.92

+ 0.62mg/g).

La quantité des polyphénols totaux estimée chez Quercus suber (462 £ 0.28 mg/g) est
tres intéressante en comparaison avec des études qui ont été réalisées sur une centaine de
plantes médicinales, le taux en polyphénols totaux le plus élevé est enregistré chez Osyris
guadripartita Salzm avec 462 £ 0.28mg/g (Benamar, 2008) et chez Acacia catechn Willd avec
414,77 mg/¢ (Surveswaran ez al., 2007).
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Les composés phénoliques sont des constituants trés importants de la plantes a cause

de leur capacité de piégeage des radicaux libres et de leur forte inhibition de la péroxydation

lipidique (Pokorny e7 al., 2001).

En effet, la teneur des phénols totaux n’est pas stable, et se differe d’une plante a
une autre et entre les especes du méme genre, ce qui est le cas dans notre étude.
Miliauskas ¢z 2/ (2004) ont trouvé des teneurs différentes pour 4 especes de Salvia, dont les

valeurs sont comprises entre 9,7 = 0,4 et 24 + 1, 1mg/ g d’extrait.

Le méme cas est signalé par Casio ¢z al. (2000), lors d’une étude effectuée sur

plusieurs plantes de la famille des /lamiacées.

De nombreuses études ont montrées clairement que les polyphénols possedent des
effets bénéfiques pour la santé, dus a leur activité antioxydante, antiallergique, antiviral,
anticarcinogénique, anti-inflammatoire et a leur capacité pour la protection contre les
maladies cardiovasculaires et la prévention contre le cancer (Vicioli ez @/, 1998ab ; Di
Carlo ¢z al., 1999 ; Andrikopoulos ez al., 2002 ; Fabiani e al., 2000). Les plantes qui ont
montré une teneur tres élevée en polyphénols telles que Quercus suber, — Périploca laevigata,
Osytis  quadripartita, Salvia officinalis et  Crataegus oxyacantha constituent des sources
potentielles pour I'extraction de ces phytoconstituants qui pourraient posséder différents

vertus curatives.

4.1.2. Teneurs en flavonoides :
Concernant la teneur en flavonoides, 15,38% des extraits méthanoliques présentent des
quantités tres élevées, 30,76% présentent des quantités moyennes et 53,84% montrent des
quantités faibles. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent de catéchine par g de

poudre seche. Ces données sont récapitulées dans la figure 36 et le tableau 9.

Le taux le plus élevé e flavonoides a été enregistré chez Quercus suberainsi que
Rosmarinus officinallis 1. (232.93 £ 1 - 190.42 £ 1.90 mg/g), par contre une faible quantité a
été estimée chez Cotula cinerea et Thapsia garganica (11.23 = 0.450 - 8.35 £ 0.32mg/g) (tab. 9).

La teneur en flavonoides enregistrée chez le Romarin (232.93 = 1 mg/g) I'une la plus
élevée des deux extraits parmi tous les extraits étudiés. Cette quantité est largement

supérieure a celle estimée chez trois especes appartiennent au genre Teucrium (Lamiacceae)
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(Panovsca ¢z al., 2005). Enfin le Romarin contient essentiellement des hétérosides du

lutéolol, du diosmétol et des flavones méthoxylées en Cg et/ ou en C7 (Bruneton, 1999).

Les flavonoides sont une classe de composés ubiquitaires dans les plantes et

représentent un des plus grands groupes de produits naturels phénoliques (Wirdel, 2003).

016 'y =5,4114x + 0,0022
0,14 2=0,9974

0,12
0,1

0,08

Absorbancea 510 nm

0,06
0,04

0,02

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Concentration de la catéchine mg/ml

Figure 35 : Courbe d’étalonnage des flavonoides réalisée a I'aide de la catéchine.

Les résultats obtenus du dosage des flavonoides chez les 13 plantes étudiées sont

illustrés dans I’histogramme (fig. 30) et le tableau 9.

4 )

1: Quercus suber

2: Rosmarinus officinallis
3: Crataegus oxyacantha
4: Périploca laevigata

5: Salvia officinallis

6: Osyris quadripartita
7: Convolyulus arvensis

8: Cedrus atlantica
9: Zygophyllum album
10: Lavandula multifida
11: Carduncellus pinnatus
I I 12: Cotula cinerea
Plantes I I I B = ) 13: Thapsia garganica
-

Figure 36 : Histogramme représentant les teneurs en flavonoides par ordre décroissant,
exprimée en mg/g de poudre d’extrait méthanolique. Les valeurs sont
exprimées en (dm) * erreur standard calculée sur la moyenne (n = 3).
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Tableau 9 : Les valeurs des teneurs en Flavonoides (mg /g MS) de 13 extraits de plantes ou

parties des plantes testées

Espece Famille Partie utilisée Teneur en Flavonoides
(mg/g MS)
Carduncellus pinnatus | Astéracées Racines 26.93 = 1.60
Cotula cinerea Astéracées feuilles + fleurs 11.23 £ 0.45
Thapsia garganica Apiacées Racines 08.35 £ 0.32
Zygophyllum album Zygophyllacées | Partie aérienne 34.64 £ 0.32
Rosmarinus officinalis | Lamiacées Partie aérienne 190.42 + 1.90
Convolvulus arvensis | Convolyulacées | Racines 40.61 £ 1.09
Salvia officinalis Lamiacées Partie aérienne 133.86 + 3.27
Osyris quadripartita | Santalacées Partie aérienne 127.53 £ 1.48
Quercus suber Fagacées Feuilles + Tiges 23293+ 1
Lavandula multifida | Lamiacées Partie aérienne 33.38 £0.63
Cedrus atlantica Pinacées Feuilles 38.92 £ 3.57
Crataegus oxyacantha | Rosacées Partie aérienne 152.27 £ 0.88
Périploca laevigata Asclepiadacées | Partie aérienne 14529 = 1.27

Le taux des flavonoides enregistré dans les feuilles d’Osyris guadripartita Salzm est de
127.53 £ 1.48mg/g, ce qui la qualifie comme plante riche en composés flavonoidiques. Les
flavonoides caractéristiques de la famille Santalaceae ont été identifiés comme étant des

flavonols comme le kaempferol, le quercétine et des dihydroflavolols (Giannasi, 1988)

La richesse de Quercus suber, Salvia officinallis et Rosmarinus officinallis en flavonoides a été
confirmée par certains auteurs : 116 £ 5 mg/g pour Sakia officinallis (Then et al., 2012) et

125.70 mg/ g pout Rosmarinus officinallis (Benamar e/ al., 2010).

De méme, on trouve quelques plantes contiennent des quantités faibles en flavonoides,
ces mémes résultats sont obtenus par Khacheba (2008) avec 2.83 mg/g pout Thapsia
garganica, lors d’'une étude effectuée sur plusieurs plantes médicinales, ainsi que les résultats

de Benhammou (2012) (3.93 + 0.06 et 1.61 £ 0.02mg/g pout Cotula cinerea et Zygophyllum

album respectivement). Ce phénomene peut étre da aux méthodes analytiques utilisées.

En générale, on remarque que nos valeurs sont proches a celles de la littérature et le

contenu polyphénolique et y compris les flavonoides varie qualitativement et

quantitativement d’une plante a autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :

.
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- Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,
agressions et maladies...etc. (Ebrahimi ¢z a/., 2008).

- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la
plante (E1-Waziry, 2007).

- La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également Influencer
I'estimation de la teneur des phénols totaux (Lee ¢z a/., 2003).

- les conditions biotiques (espece, organe et ’étape physiologique) et abiotiques (facteurs

é¢daphiques) (Ksouri ¢z al., 2008).

Il a été prouvé que les teneurs des phénols totaux et des flavonoides sont élevées
lorsque le milieu de vie de la plante n’est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la
synthese des métabolites secondaires afin de s’adapter et survivre (Tim and Lamb, 2005 ;

Piquemal, 2008).

Récemment, Dlattention s’est portée sur les herbes et les épices comme source
d’antioxydants, qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets du stress

oxydant (Mata et a/, 2007) .

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brélante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source

importante d’une immense variété de molécules bioactives (Ferrari, 2002).
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4.2. Détermination du potentiel antioxydant :
4.2.1. Détermination de I’activité antioxydante par bio-autographie :
Les chromatogrammes des différents extraits révélés par DPPH présentent des
bandes jaunes sur un fond violet ce qui indique que ces substances sont capables de réduire
le radical DPPH. Certains de ces produits apparaissent instantanément, par contre d’autres

produits apparaissent apres 30 mn. (fig. 37).

Figure 37: Screening de l'activité antioxydante par bio-autographie des extraits végétaux en
utilisant le DPPH comme révélateur :

12 Carduncellus pinnatus — (Racines), 2: Cotula cinerea (partie aérienne), 3: Thapsia garganica
(Racines ); 4: Zygophyllum album (partie aérienne), 5: Rosmarinus officinalis (partie aérienne); 6:
Convolyulus arvensis (Racines); 7: Salvia officinalis (partie aérienne), 8: Osyris quadripartita (partie
aérienne); 9: Quercus suber (feuilles + tiges) 10: Lavandula multifida  (partie aérienne) ; 11:
Cedrus atlantica (feuillles) ; 12: Crataegus oxyacantha (partie aérienne) ; 13: Périploca laevigata
(partie aérienne).

Quer : Quercétine, Vit C : Vitamine C, BHA : Hydroxyanisole butylé

E
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Parmi les 13 extraits testés, 9 ont manifesté la capacité de réduire le radical DPPH.

Les résultats obtenus avec les différents extraits sont regroupés dans le tableau 10.
Tableau 10 : Screening du potentiel antioxydant de 13 extraits par bio-autographie (test

antioxydant contre le DPPH). Tous les extraits ont été obtenus par extraction méthanoique
puis sécher a 'aide de Rotavapeur.

Espece Partie de la plante Rf des spots actifs
Carduncellus pinnatus Racines | -
Cotula cinerea Partie aérienne | -
Thapsia garganica Racines | -
ZLygophyllum album Partie aérienne | -
Rosmarinus officinalis Partie aérienne 0.84
Convolyulus arvensis Racines 0.81
Salvia officinalis Partie aérienne 0.89
Osyris quadripartita Partie aérienne 0.66
Quercus suber Feuilles + Tiges 0.95
Lavandula multifida Partie aérienne 0.79
Cedrus atlantica Feuilles -
Crataegus oxyacantha Parties aérienne 0.78
Périploca laevigata Partie aérienne 0.74
BHA 0.93
Quercétine 0.97
Vitamine C 0.74

Les résultats de la CCM nous informent sur la présence et la richesse de nos extraits
aux antioxydants en comparant avec les antioxydants de la rétérence : le BHA, la vitamine

C et la quercétine.

Les extraits ayant les activités antioxydantes les plus fortes ont donnés des taches
larges de couleur jaune foncée c’est le cas de : Rosmarinus officinalis; Convolvulus arvensis; Salvia

officinalis; Quercus suber; Crataegus oxyacantha et Périploca laevigata.

Les extraits de Carduncellus pinnatus ; Cotula cinerea; Thapsia garganica et Zygophyllum
album ne donnent pas des résultats positifs dans ce test et signifie leur pouvoir antioxydant
faible a piéger les radicaux libres et cela est di aux quantités faibles en polyphénols et

flavonoides qu’elles représentent.

Ce test a montré aussi quune ou plusieurs taches parmi les plus actives apparaissent

immédiatement apres la révélation par DPPH ; tel que Crataegus oxyacantha ; Périploca

=
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laevigata. 1.e composé majeur peut aussi constituer une contribution significative du

potentiel antioxydant de Pextrait (Djeridane ez a/., 2006 ;Wang ¢z al., 2008).

Lors de cette étude qui a porté sur 13 plantes récoltés de différentes régions de pays
et dont beaucoup d’elles sont réputées de médicinales, sept extraits méthanoliques se sont
révélés actifs par bio-autographie. Cette activité peut étre expliquée par la présence des
polyphénols dont Ilactivité antioxydante est bien établie. En effet, plusieurs études ont
rapporté que lactivité antioxydante des plantes qui ont des propriétés thérapeutiques est
dues a la présence de substances naturelles principalement des polyphénols (Rice-Evans e/

al., 1997 ; Pokorny ez al., 2001; Virgili et Scaccini, 2001)

4.2.2. Réduction du radical libre 2,2-diphény 1,1-picrylhydrazyl DPPH (dosage

spectrophotométrique) :

Lactivité antioxydante mise en évidence par le teste DPPH sur les extraits concernés
(les extraits végétaux actifs testés par bio-autographie) a été exprimée par leur ICso et qui est
déterminée graphiquement a partir des droites représentant les pourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations croissantes représentant la moyenne de trois tests séparet.

La valeur d’ICsp exprime la concentration de Dextrait nécessaire pour diminuer

I'absorbance du DPPH de 50 % (inhibition de DPPH a 50 %)

Les valeurs d’ICso des extraits ont été comparées aux 1Cso des substances de référence
qui sont : la quercétine, I'acide ascorbique et le BHA et qui ont montré une respectivement

une ICso de 2.92 pg/ml ; 2.74 pg/ml ; 14.72 ng/ml.

.
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Les valeurs d’ICso des extraits actifs sont représentées dans le tableau 11 suivant :

Tableau 11 : Les valeurs d’ICs0 de déférents extraits actifs par rapport aux témoins

histogrammes

(antioxydants de référence).

Espéce

Partie utilisée

ICso (ng/ml)

Rosmarinus officinalis
Convolyulus arvensis
Salvia officinals
Osyrus quadripartita
Quercus suber
Lavandula multifida
Cedrus atlantica
Crataegus oxyacantha

Périploca laevigata

Partie aérienne
Racine

Partie aérienne
Partie aérienne
Feuilles + Tiges
Partie aérienne
Feuilles

Partie aérienne

Partie aérienne

24.13
72.74
23.17
103.60
15.40
100.72
92.81
23.51
15.98

Témoins positifs
Quercitrine

Acide ascorbique (vit c)
BHA

292
2.74
14.72

(fig.39) en

comparaison avec les

références (quércétine ; acide ascorbique et le BHA).

Les résultats d’ICsp obtenus des extraits étudiés sont représentés sous forme des

des antioxyadants de

-~

NG

ICs) (ng/ml)

Echantillons + Antioxydants de référence

1: Rosmarinus officinalis

2: Convolvulus arvensis

3: Salvia officinalis

4: Osyrus quadripartita
5: Quercus suber
6: Lavandula

mnltifida

7: Cedrus atlantica
8: Crataegus

oxyacantha

9: Périploca laevigata

Q: guéreétine

Figure 39: Histogramme représentent les valeurs d’ICso des extraits et des trois

antioxydants de référence.
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Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, deux autres parametres sont
introduits :
- Calcul de ’ECsp qui prend en considération la concentration de DPPH dans le milieu
réactionnel [concentration effective a 50%, ECso = (ICs0/mg de DPPH/ml)]
- Calcul du pouvoir antiradicalaire (APR) qui est inversement proportionnel a 'ECso
(APR = 1/ECso) (Prakash ez al., 2007).
Le tableau 12 représente les valeurs de trois parametres (ICso, ECso, APR) des extraits

méthanoliques de 13 plantes étudiées.

Tableau 12: les valeurs d’ICso, ECso, APR des extraits et des trois antioxydants de

référence.
Espece ICs0 (ng/ml) ECso (ng/ng DPPH) APR
Rosmarinus officinalis 24.13 0.97 1.03
Convolvulus arvensis 72.74 291 0.34
Salvia officinalis 23.17 0.93 1.07
Osyrus guadripartita 103.60 4.14 0.24
Quercus suber 15.40 0.62 1.01
Lavandula multifida 100.72 4.03 0.25
Cedrus atlantica 92.81 3.71 0.32
Crataegus oxyacantha 23.51 0.94 1.06
Périploca laevigata 15.98 0.04 1.56

Antioxydants de référence

Quercétine 292 0.12 8.56
Acide ascorbique (vit ¢) 2.74 0.11 9.12
BHA 14.72 0.59 1.70

A des fins comparatives, trois antioxydants standards sont utilisés ; la quercétine,
'acide ascorbique et le BHA. Les deux premiers ont montré une activité antiradicalaire trés
puissante avec des ICso de 'ordre de : 2.92ug/ml et 2.74 pg/ml et des APR de 'ordre de :
8.56 et 9.12 pour la quercitrine et I'acide ascorbique respectivement, au contraire, le BHA
montre une activité antiradicalaire faible par rapport aux deux premiers mais elle reste
puissante. La valeur d’ICsode la quércétine et de l'acide ascorbique est tres proche de celle

rapportée auparavant (ICso = 1.31 ug/mg) par Meziti (2011).

En effet, la faible valeur ICso signifie la forte activité antioxydante Dans ce cas, le

dosage spectrophotométrique par la réduction du DPPH a mis en évidence cinq extraits

.
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actifs et qui présentent les valeurs d’ICso les plus faibles, c’est le cas des extraits
méthanoliques issus de: Rosmarinus officinalis 5 Salvia officinalis 5 Quercus suber; Crataegus
oxyacantha et Périploca laevigata. Ces valeurs allant de 15.40 ug/ml a 24.13ug/ml, ce qui
démontre que lactivité antioxydante est plus forte chez ces plantes. L’ordre d’efficacité est
le suivant: Quercus suber > Périploca laevigata > Salvia officinalis > Crataegus oxyacantha >
Rosmarinus officinalis. En comparant Iextrait méthanoloique de Quercus suber, Périploca laevigata
et le BHA, les ICs0 obtenues sont presque identiques alors que les ICso de Dextrait de
Rosmarinus officinalis, Crataegus oxyacantha et Salvia officinalis sont trés proches a celle de BHA
(antioxydant de référence), ceci confirme l'activité antioxydante puissante de ces extraits.
Cette activité antioxydante de ces plantes a été remarqués dans certaines études : Quercus
suber (Sam et al., 2012), Rosmarinus officinalis, (Makhloufi, 2013), Crataegus oxyacantha
(Mhamedi, 2006), Salvia officinalis (Madi, 2010). Les autres plantes (Convolvulus arvensis,
Cedrus  atlantica, Lavandula multifida, Osyris quadripartita) présentent une faible activité

antioxydante avec des valeurs d’ICso vatient entre 72.74 et 103.6 pg /ml (tableau 11).

Nous avons utilisé deux autres parametres: le parametre ECso (concentration
effective a 50%) et APR (pouvoir antiradicalaire) pour bien classer les différents extraits qui
ont un pouvoir antioxydant. Notant que, la faible concentration ECsp donne une valeur
d’APR élevée (ex : Quercitrine, Acide ascorbique, BHA) et on remarque que les extraits qui
présentent une activité antioxydante puissante avec 'ordre croissant (Quercus suber >
Périploca laevigata > Rosmarinus officinalis > Crataegus oxyacantha >Salvia officinalis) possedent des
valeurs faibles en ECso varient entre 0.62 - 0.97 (ug /ug DPPH) et des valeurs élevées en
APR varient entre 1.61 - 1.03. Les valeurs d’ECso et APR des autres extraits varient entre
291 — 414 (ug /ug DPPH) et entre 0.34 — 0.24 respectivement et restent faible a celle des
antioxydants de référence, ces résultats sont similaires a ceux enregistrés par Bougandoura
et Bendimerad (2012) que les extraits aqueux et méthanoliques sont dotés d’un pouvoir

antioxydant modéré mais relativement faible que celle d’acide ascorbique.

\J
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» Corrélation entre ’activité antioxydante évaluée par DPPH et la teneur en

polyphénols totaux des différents extraits testés :

Selon la courbe, et ’histogramme (fig. 40 ; 41), on constate qu’il y’a une corrélation

entre P'activité antioxydante des extraits actifs et les teneurs en polyphénols totaux.

0,08

0,07

0,06

0,05

1/1C50 (1/pg/ml)

0,04
0,03
0,02
0,01

0

R2=0,903

-

100 400 500

Teneurzgeronphenggo(mg /g)

Figure 40 : Corrélation entre lactivité antioxydante des extraits actifs et la teneur en

polyphénols totaux.
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Figure 411: Comparaison entre ICs et la teneurs en polyphénols

totaux des différents extraits actifs

80



Chap. IV: Résultats I Discussion

Il est bien établi que le profil phytochimique d’une plante est directement lié aux
conditions de lenvironnement tels que le climat, la localisation géographique, la
température, la photopériode, le stade végétatif, etc... Ces facteurs influent sur les voies de
synthése des composés actifs de la plante (Tsai ez al., 2008), ces différences naissent des
changements sur le potentiel antioxydant de la plante. En accord avec ce principe, nos
résultats montrent qu’il existe une corrélation entre Pactivité antioxydante (ICso) et la teneur
en polyphénols (R? = 0,90). Cette corrélation explique que les extraits a hautes teneurs en
polyphénols donnent une valeur I1Cso faible, donc elles execrent un effet antioxydant fort

comme il est indiqué par 'histogramme (fig. 30).

Cette corrélation entre les teneurs en polyphénols avec le potentiel antiradicalaire a
¢té par ailleurs démontrée par: Cai ez al. (2004) ; Sanchez et al. (2007) ; Wojdylo ez al.
(2007) ; Li et al. (2008) ; Soobrattre e al. (2008) ; Yen ez al. (2008) ; Rached (2009).

» Corrélation entre Pactivité antioxydante évaluée par DPPH et la teneur en

Flavonoides des différents extraits testés :

Dans le méme but d’établir la relation entre Pactivité antioxydante des extraits testés
et leur teneur en flavonoides, les figures 42 et 43 illustrent la variation d’ICsp en fonction
des teneurs en flavonoides. Nous remarquons la présence d’une corrélation entre les
teneurs en flavonoides et lactivité antioxydante (R? = 0.82) représentée par I'indice 1Cso

¢évaluée par le test du piégeage de DPPH.
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Figure 42: Corrélation entre Iactivité antioxydante des extraits actifs et la teneur en
flavonoides.

.
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Figure 43: Comparaison entre 1C; et la teneur en flavonoides

des différents extraits actifs
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On remarque bien que les extraits, qui possedent des teneurs élevées en flavonoides,
présentent des valeurs faibles de ICso et donc un pouvoir antioxydant puissant ce qui
démontré par les références précédemment (Cai ez al, 2004 ; Sanchez et al., 2007 ;
Wojdylo ¢z al., 2007 ; Li et al., 2008 ; Soobrattre ¢/ al., 2008 ; Yen et al., 2008; Rached,
2009).

2.3. Réduction du fer (FRAP) :

L’évaluation de lactivité antioxydante par réduction de fer est une méthode facile et
reproductible, pour cela elle est tres utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs (Li e#

al., 2007).

Pour tous les extraits, des dilutions en cascade allants de 1 a2 0.1 mg/ml, sont
préparées, les pouvoirs réducteurs sont mesurés a 700 nm (Amarowicz ¢f al., 2010 ; Giilgin

¢t al., 2010). Pour le BHA, les dilutions sont de 1mg/ml,10-1, 102 ;103 ;104 et 105

Le pouvoir réducteur est souvent employé comme indicateur de la capacité d’un
composé a céder un électron. De nombreux auteurs considerent la capacité réductrice d’un
composé comme un indicateur significatif de son potentiel antioxydant qui est un
mécanisme important qui examine I’action antioxydante des composés phénoliques (Wang,

2008).
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Le teste du pouvoir réducteur met en évidence la capacité d’'une molécule a réduire

un oxydant en lui cédant un électron, permettant ainsi de bien apprécier Dactivité
antioxydante de ’échantillon testé. Cette activité est basée sur la réduction du Fer (III)

présent dans le complexe KsFe (CN)g en Fer (II) .

La révélation du pouvoir réducteur d’un échantillon est basée sur le virage de la
couleur jaune de ferricyanure de potassium vers une couleur bleu verdatre dont I'intensité
dépend du pouvoir réducteur de chaque échantillon. Ce dernier dépend essentiellement de
la quantité de réducteurs présent dans le milieu testé, ce qui se traduit par 'augmentation de
I'absorbance au fur et a mesure que cette quantité augmente, elle est estimée par la mesure

de ’'absorbance de la solution a 700 nm (Leandro, 2008).

Les résultats de lactivité réductrice des extraits méthanoliques des plantes étudiées
sont représentés dans la figure 44. Nous constatons que la capacité réductrice est
proportionnelle a 'augmentation de la concentration. Ces résultats sont comparés entre eux

et avec celle de 'antioxydant artificiel (BHA).
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Figure 44 : Pouvoir réducteur des extraits de plantes étudiées.
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L’analyse des résultats dévoile que le pouvoir réducteur se différe dun extrait a
lautre et on peut les classer en trois catégories : les plus puissant (Quercus suber ; Périploca
laevigata), les plus faibles (Cotula cinerea, Zygophyllum album, Convolvulus arvensis), les restes sont

considérés comme étant modérés.

Cette activité peut ¢tre confirmée par le calcul du parametre 1Cso, c’est-a-dire la
valeur de la concentration de Pextrait qui nous permet de transformer la moitié de Fe (III)
en Fe (II), pour cela nous avons déterminé la concentration 1Csp pour comparer activité

réductrice des extraits, les résultats sont résumés dans le tableau 13..

Tableau 13 : Les différentes valeurs d’ICso pour le pouvoir réducteur (FRAP)

Extrait méthanolique ICso (mg/ml)
Carduncellus pinnatus 0,81
Cotula cinerea 10,63
Thapsia garganica 2,47
Zygophyllum album 9,61
Rosmarinus officinalis 0,84
Convolvulus arvensis 6,38
Salvia officinalis 2,51
Osyris quadripartite 0,84
Quercus suber 0,41
Lavandula multifida 2,17
Cedrus atlantica 1,75
Crataegus oxyacantha 0,82
Périploca laevigata 0,49
BHA 0.045

D’apres les résultats d’ICso reportés dans le tableau 13, les extraits : Quercus suber
Périploca laevigata ont montrés les valeurs les plus faibles de ICso par rapport aux autre
extraits (0.41mg/ml et 0.49mg/ml respectivement) cela preuve que ces extraits possedent
un pouvoir réducteur tres élevé, et on peut I'expliquer par la présence importante des

antioxydants naturels (richesse en polyphénols et en flavonoides trouvée précédemment).

Les résultats obtenus montre aussi que les trois extraits : Convolvulus arvensis,
Zygophyllum album, Cotula cinerea présentent des valeurs élevées de 1Cso (6.88mg/ml; 9.61
mg/ml; 10.63 mg/ml respectivement. En effet, la concentration ICso la plus élevée est

enregistrée pour lextrait de: Comvolyulus arvensis, Zygophyllum —album, Cotula cinerea

=
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(6.88mg/ml ; 9.61 mg/ml; 10.63 mg/ml respectivement), ce qui indique que ces extraits

présentent les plus faibles activités comparativement aux extraits de Rosmarinus officinalis ;

Carduncellus pinnatus ; Crataegus oxyacantha 5 Cedrus atlantica ; lavandula multifida ; Thapsia

garganica et Salvia officinalis avec des valeurs comprises entre 0.82 et 2.51mg/ml.

Lefficacité de réduction de fer est inversement proportionnelle a la valeur I1Csp, elle

est de Pordre croissant selon le classement suivant :

Quercus suber > Périploca laevigata > Carduncellus pinnatus > Crataegus oxyacantha > Rosmarinus
officinalis > Osyris quadripartita > Cedrus atlantica > lavandula multifida > Thapsia garganica >

Salvia officinalis > Convolyulus arvensis > Zygophyllum album > Cotula cinerea.

Ces résultats nous ont permet de conclure que 'extrait de Quercus suber et Périploca
laevigata présentent une meilleure activité antioxydante par rapport a tous les extraits. En
comparant avec I'antioxydant de référence (BHA), tous les extraits présentent des valeurs
de ICso tres supérieures par rapport de BHA (0.045 mg /ml) dix fois inférieur au ICso de

Pextrait le plus puissant

» Corrélation entre les teneurs (polyphénols totaux, flavonoides) et ICso de FRAP :
Dans le but détablir la relation entre la réduction de fer et les teneurs en
polyphénols et en flavonoides, les figures 45 et 46 illustrent la variation d’ICsp en fonction
des teneurs. Nous remarquons qu’il y a une corrélation modérée entre les teneurs en
polyphénols et flavonoides de nos extraits et les concentrations ICsp de FRAP avec un
R2=0,57 et R2=0,60 pour polyphénols/ICso et flavonoides/ICso respectivement, ces
résultats se mettent d’accord avec ce qu’est trouvé par Benhammou (2012) concernant

flavonoides/ICsp avec R2 = 0,59.

Ces résultats montrent aussi le role que ces deux familles d’antioxydants I'exerce

contre le stress oxydatif par la neutralisation et piégeage des radicaux libres.

|
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Figure 46 : Corrélation IC50(FRAP) /Flavonoides

» Corrélation entre le pouvoir anti-radicalaire et le pouvoir réducteur de
déférents extraits méthanoliques testés :
Plusieurs tests évaluant I’activité antioxydante ont été rapportés par la littérature .les

deux tests employés dans la présente étude sont lactivité anti-radicalaire en employant le
radical libre stable DPPH, tandis que I'autre est basé sur le pouvoir réducteur des extraits et

repose sur la réaction chimique de réduction du fer (III) en fer (II).
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Ces deux tests reposent sur les propriétés redox des antioxydants, en effet les
antioxydants utilisent deux mécanismes d’action contre les radicaux libres, qui sont

respectivement les transferts d’atome d’hydrogene et d’électrons (Ferhoum, 2010).

Pour bien établir la corrélation entre ces deux tests, on a utilisé les ICs0 de chaque

teste et les résultats obtenus sont montré dans la figure 47 suivante :
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Figure 47 : Corrélation entre le pouvoir anti-radicalaire et le pouvoir réducteur

En analysant les coefficients de corrélation obtenus entre le pouvoir anti-radicalaire
et le pouvoir réducteur de fer, on remarque qu’il y a une corrélation modérée avec un
coefticient R? = 0.60, cela peut s’expliquer par la qualité des composés (c’est-dire, la nature

des composés responsables de I'activité antioxydante).

Mais histogramme de la figure 48 montre que les extraits qui présentent un pouvoir
anti-radicalaire élevé sont celles qui possédent un pouvoir réducteur élevé (Quercus suber,
Périploca laevigata) et qu’il y a une relation entre les deux tests, ce qui signifie que nos résultats

sont fiables.
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Figure 48: Comparaison entre les valeurs d'ICs, du test
DPPH et celles du test FRAP

3. Evaluation de P’activité antibactérienne :

L’évaluation de Pactivité antimicrobienne des extraits méthanoliques a été effectuée
vis-a-vis de cinq souches bactériennes et une levure. Les souches étudiées sont représentées

dans le tableau

I’évaluation de Pactivité antimicrobienne a été réalisée par la technique de diffusion
des disques sur milieu solide, qui est une technique qualitative basée sur la mesure des

diameétres d’inhibitions en mm.

La quantité d’extrait déposé sur les disques est de 50 pl (nous avons essayé avec 10 pl

d’extrait mais nous n’avons pas eu d’activité importante).

Les résultats obtenus sont illustrés par les photos (fig.49) et le tableau 14 suivants :
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Escherichia coli ATCC 25922

Psendomonas aernginosaA'TCC 27853

Bacillus cerens ATCC 11178

N

Staphylococcus anrens ATCC 25923

Figure 49 : Photos représentent la zone d’inhibition de la croissance des souches testées
par les 13 extraits des plantes étudiées.
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12 Carduncellus pinnatus; 2: Cotula cinerea; 3: Thapsia garganica; 4: Zygophyllum album; — 5:
Rosmarinus officinallis; 6: Convolyulus arvensis; T:Salvia officinallis; 8: Osyris quadripartita; 9: Quercus
suber; 10z Lavandula mnltifida; 11z Cedrus atlantica; 122 Crataegus oxyacanthay 13: Périploca laevigata.

Tableau 14: Les diametres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) par la
méthode de disques.

Souches E. coli P. aeruginosa B. cereus S. anreus C. albicans
Extrait ATCC 25922 ATCC 27853 | ATCC 11178 | ATCC 25923 | ATCC 10231

Carduncellus pinnatus - - - - _

Cotula cinerea - - - - _

Thapsia garganica - - - - -

Zygophyllum album - 14 - ; _

Rosmarinus officinalis - - - 10 -

Convolvulus arvensis - - - R _

Salvia officinalis - - - 16.5 -
Osyris quadripartita - - - - -
Quercus suber 9 - 10 10 -
Lavandula multifida - - - 12 -
Cedrus atlantica - - - - -
Crataegus oxyacantha - 10 - 13 -
Périploca laevigata - - - 12 -
Antibiotique 23 20 25 21 -
Clomycine

Au regard de ces résultats, on a observé que la plus parts de nos extraits ont inhibé la
croissance la souche S. aurens (bactérie a Gram +), c’est le cas de : Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis, Quercus suber, Lavandula multifida, Crataegus oxyacantha et Périploca laevigata. Ces

extraits exercent une activité antibactérienne dose dépendante (Bouzid et 4/, 2011).

La plus forte activité a été obtenue avec Salvia officinalis avec un diametre de zone
d’inhibition de croissance de 16.5 mm (a la concentration de 50ul). Dans le méme contexte,
Vextrait de Zygophyllum album et Crataegus oxyacanthaa montré une activité antimicrobienne
contre Pseudomonas aeruginosaen accord avec les travaux de Bouzid et.a/ (2011) avec des

diametres de zone d’inhibition de croissance de 14 mm et 10 mm respectivement.

En effet, 'extrait le plus efficace est de Quercus suber qui posséde une activité
microbienne élevée contre trois souches Escherichia colz, Staphylococcus aureus, dt a leur activité

antioxydant efficace démontrée précédemment par les deux testes (DPPH et FRAP). Sauf
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Vextrait de Quercus suber, Escherichia coli, Staphylococcus anreus, Bacillus cerens et Condida albicans

sont résistantes aux extraits méthanolique de nos échantillons.

Certes lactivité inhibitrice des extraits méthanoliques est plus faible que celle due a
l'antibiotiques de référence ; cependant ces extraits exercent une activité antibactérienne
dans la mesure ou ils ne sont pas des produits purs mais des extraits bruts (Werner ¢ a/.,

1998 ; Sanogo ez al., 2000).

D’apres les résultats obtenus, on remarque que indépendamment de la nature de
Pextrait ou de sa concentration, les bactéries a Gram (-) possedent une forte résistance.
Cette résistance n’est pas surprenante, elle est en relation avec la nature de leurs membranes

externes (imperméable a la plupart des agents biocides) (Faucher et Avril, 2002).
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Le stress oxydatif réfere a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant laquelle, la génération d’oxydants accable le systtme de défense antioxydant. En
raison de la toxicité des antioxydants synthétiques, le recours a des phytonutriments doués
d’activités antioxydantes s’avere tres avantageux et d’actualité. Les plantes étudiées sont
parmi les plantes largement exploitées dans la civilisation islamique et fortement utilisées de

nos jours en médecine traditionnelle a travers le monde.

Les résultats des études expérimentales nous ont permis de mieux connaitre le

pouvoir antioxydant et le profil phytochimique des plantes testées.

La capacité antioxydante par bioautographie et par dosage spectrophotométrique,
I'analyse quantitative des polyphénols et flavonoides et le screening phytochimique
qualitative des polyphénols et flavonoides et le screening phytochimique qualitatif de 13

plantes ont été effectués lors de cette étude.

L’activité antiradicalaire a été entreprise dans le but d’évaluer le pouvoir antioxydant
et donc de prédire le potentiel pharmacologique de ces plantes dont beaucoup sont
réputées par leur statut de plantes médicinales et utilisées effectivement dans la pratique

traditionnelle pour diverses affection.

Il ressort de nos résultats que les extraits méthanoloiques des plantes : Rosmarinus
officinalis; Salvia officinalis; Quercus suber ; Crataegus oxyacantha et Périploca laevigata possédent une

bonne activité antioxydante représentée par leurs valeurs d’ICso faibles.

Le test de pouvoir réducteur (FRAP) a montré que les extraits méthanoloique testés
sont regroupés en trois: les plus actifs (possedent un pouvoir réducteur élevé
comparativement au celle de la référence BHA) on citant Quercus suber, Crataegus oxyacantha et
Périploca laevigata, les extraits a effet réducteur moyenne (Carduncellus pinnatus, Rosmarinus
officinallis, Osyrus quadripartita et Cedrus atlantica) et les plus faibles: Cotula cinerea, Thapsia
garganica, Zygophyllum album, Convolvulus arvensis, Salvia officinalis et Lavandula multifida) avec un

pouvoir réducteur faible et inferieur que celle de la référence BHA .

Les résultats des tests biologiques montrent que certains extraits sont tres réactifs
comparativement a des substances authentique et connues comme le BHA, antioxydant de
synthese largement utilisé dans les industries agro-alimentaires. Ils sont, de ce fait, une
source potentielle pour Tisolement d’antioxydants naturels. Clest le cas des extraits

méthanoloiques de Quercus suber et Périploca laevigata.



Le potentiel antioxydant est variable d’une partie de la plante a une autre, mais dans
tous les cas, proportionnel a la teneur en polyphénols et en particulier les flavonoides

qu’elle contient ces organes.

L’évaluation du pouvoir antibactérien a révélé que la majorité de nos extraits
méthanoliques possédent un pouvoir antibactérien, dose-dépendant, sur la souche
Staphylococcus anrens. Ces résultats préliminaires sont intéressants et on pense poursuivre les
investigations sur ces extraits, en revanches on trouve que le reste des souches sont
resistantes a l'exception de lextraits Quercus suberqui possede une activité microbienne
élevée contre trois souches cela remonte au probleme de dose-dépendant carils ne sont pas

des produits purs mais des extraits bruts.

Ces résultats restent préliminaires, 1l serait intéressant de tester 'activité des fractions
chromatographiées et d’isoler les molécules qui sous-tendent les diverses activités détectées
dans les différents extraits. De plus, des études complémentaires approfondies concernant
I'identification des composés phénoliques par des méthodes plus performantes sont

nécessaires.

Ils serait donc judicieux de poursuivre ce travail par I'identification et 'isolement des
principes actifs responsables de cette activités et leur évaluation biologique par des tests 7z
vivo sur des modeles animaux ainsi que la détermination de leur toxicité ou leur innocuité

éventuelles, en préalable a leur évaluation clinique.
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ANNEXE




Expression des résultats des polyphénols totaux :

On prend comme un exemple de Quercus Suber (feuilles + tiges) (présente la plus forte teneur en
polyphenols) qui présente une DO de 2,062

D’apres la courbe d’étalonnage on a 1’équation suivante :

y=45.71x+0.008 » x=(y-0.008)/45.71 avecy=DO

> x=(2.062-0.008)/45.71
x=0.045
On diverse cette valeur par 1/21 qui correspond au facteur de dilution de notre échantillon
(6= 100ul (volume déposé de 1’échantillon)/2100ul (volume réactionnel)=1/21).
Donc x* =x/1/21=0.924mg/ ml .
La solution mére de Quercus Suber (feuilles + tiges) est 8 2mg/ml.

La valeur de I’absorbance obtenue a partir de cette solution est supérieure a 2 donc on a fait une
dilution de 2 fois et on a obtenu une A =2.062.

Ona: 0.924mg/m —— 5 103 g/ml
X’, —> 29
X’ =462 mg/g

Donc Quercus Suber (feuilles + tiges) contient 462 mg de polyphénols totaux par g d’extrait sec.

» Expression des résultats des Flavonoides :
On prend comme un exemple de Quercus Suber (feuilles + tiges qui présente une DO de 0.686

D’apres la courbe d’étalonnage on a 1’équation suivante :

y=5.411x+0.002 > x=(y-0.002)/5.411 avecy = DO

-+ x=(0.686-0.002)/5.411
x=0.126mg /ml .
On diverse cette valeur par 5.6 qui correspond au facteur de dilution de notre échantillon
(6=500ul (volume déposé de I’échantillon)/2800ul (volume réactionnel)=1/5.6 ).

Donc x’ =x/1/5.6= 0.609mg/ ml .



La solution mére de Quercus Suber (feuilles + tiges) est a 2mg/ml.

La valeur de I’absorbance obtenue a partir de cette solution est supérieure a 2 donc on a fait une
dilution de 2 fois et on a obtenu une A =0.524.

Ona: 0.609mg/ml ———— 5 103 g/ml
X’ — X
X’ =232..93 mg/g

Donc Quercus Suber (feuilles + tiges) contient 232.93 mg de Flavonoides par g d’extrait sec .



