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Résumé

Résumé

Cette étude s’inscrit dans cette optique et qui consiste a faire un criblage phytochimique
et a I’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits obtenus en fonction de la partie
de la plante (aérienne ou souterraine) et du type de solvant utilisé lors de 1’extraction d’Allium
ampeloprasum L. récoltés dans la région de Ghardaia (Algérie).Les résultats obtenus montrent
que parmi les différents extraits bruts, 1’extrait méthanolique a le rendement le plus élevé
(16.9% « A »,9.55% « St »).Le criblage phytochimique, révele 1’abondance et la diversité de
notre plante en métabolites secondaires. Les solvants utilisés pendant I'extraction auraient une
influence sur la nature et la quantité de métabolites secondaires extraits de la plante médicinale.
Pour ce qui est du dépistage des saponines a l'aide du test d'hémolyse sanguin. L’extrait n-
butanol semble étre le choix adéquat pour I’extraction des saponines. Ensuite les quantifications
colorimétriqgues montrent que pour la partie aérienne de la plante I’extrait de chloroforme
présente la teneur la plus élevée en polyphénols et de flavonoides (318 ug EAG/ 100 résidu sec
et 97.39 mg EQ/g d’extrait) or pour la partie souterraine, le meilleur semble étre I’extrait
d’acétate d’éthyle (646.71ug EAG/ 100 résidu sec et 52.30 mg EQ/g d’extrait).Pour les
caroténoides, [’extrait n-butanol pour la partie aérienne (1394.48 mg/ml) et I’extrait
méthanolique (704.39 mg/ml) pour la partie souterraine donnent les meilleurs taux. Les extraits
ont une activité antioxydante intéressante qui varie en fonction de la partie de plante utilisée et
le solvant choisi. L extrait de chloroforme donne les meilleurs résultats pour les tests (DPPH,
et FRAP « TPTZ ») pour la partie aérienne(DPPH 1c50=32.92+0.02(ug/ml), FRAP«TPTZ»
[c50=14.81+£0.04 (ng/ml))or pour la partie souterraine, c’est I’acétate d’éthyle qui donne des
valeurs d’Ic50 les plus basses pour le test DPPH et FRAP « TPTZ » (DPPH 1¢50=41.01+0.01
(ng/ml) ,FRAP«TPTZ» 1c50=34.68+0.04 (ug/ml)) qui est due probablement a sa forte teneur
en composés phénoliques et en flavonoides trouvés dans I’extrait de chloroforme et celui
d’acétate d’éthyle. Alors que pour le test ABTS, I’extrait de chloroforme semble contenir des
constituants a pouvoir d’inhibition de pouvoir d’ABTS tres élevée et ceci pour les deux parties
(Aérienne 1¢50=28.69+0.00 (ug/ml) et 1c50= 46.84+0.01 (ug/ml) souterraine). Ainsi, ces
extraits pourraient donc étre une alternative a certains additifs synthétiques utilisés dans
plusieurs industries notamment pharmaceutique, alimentaire, et cosmétique.

Mots clés : Plantes médicinale -Allium ampeloprasum L — Métabolites secondaires — Activité
antioxydante — Testes phytochimique — DPPH — FRAP « TPTZ » — ABTS.
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Introduction

Depuis I'antiquité les plantes médicinales sont utilisées pour la prise en charge de diverses
maladies humaines. Bien qu'il y ait eu des progres significatifs au cours de ces derniéres
décennies dans le domaine scientifique et de la médecine moderne, ces plantes continuent
d'apporter des contributions importantes a I'amélioration de I'état de santé humaine (Ouedraogo
et al., 2021).

La médecine traditionnelle est considérée comme un patrimoine culturel et économique
d’une valeur indéniable (Keita et al., 2021).

En effet, les plantes ont ainsi constitué le premier et principal outil thérapeutique pour
I'nomme. Selon I'Organisation mondiale de la santé, plus de 20 000 plantes dans le monde sont
utilisées pour leurs propriétés médicinales, sans compter celles qui n'ont pas encore été
découverte (Nea., 2021).

Les meétabolites secondaires des plantes médicinales, sont des composés précieux avec
des bienfaits et vertus miraculeux sur la santé humaine (Chakmaet al., 2021).

Les plantes riches en polyphénols, alcaloides et terpénoides, posséde une variété
d'activités biologiques importantes, telles que 1’activité antibactérienne, anti-inflammatoire et
notamment antioxydante (Jamshidi-Kia et al., 2020).

Une évaluation appropriée des antioxydants contenus dans les plantes médicinales est
vivement souhaitable pour explorer ces sources potentielles d'antioxydants et leur mode
d’action avant leur possible application comme produits pharmaceutique (Xu et al., 2017).

Quand on prend en considération les préoccupations liées aux soins de santé inaccessible
ou aux effets indésirables des médicaments chimiques, ce retour vers les plantes est d’autant
plus préconisé en vue de I’efficacité reconnu des plantes dans le traitement de nombreuses
pathologies (Kagnou et al., 2020).

Ce travail constitue une étude complémentaire aux prérequis ancestrales dans lequel une
valorisation de la partie aérienne et souterraine d’une plante médicinale « Allium ampeloprasum
L. » récoltée a partir de la zone de Chebka de Mezab a Ghardaia a eu lieu et ceci en faisant
d’une part un criblage phytochimique de difféerentes familles de ses métabolites et d’autres part
en évaluant in vitro ses potentielles activités antioxydantes.

Ainsi, notre travail sera réparti en quatre parties : une premiere partie relative a 1’étude
bibliographique sur les plantes médicinales, des métabolites secondaires et de leurs activites
biologiques ainsi qu’une description détaillée de la plante étudiée Allium ampeloprasum L.

La deuxiéme partie est réservée a 1’étude des principales étapes expérimentales relatives
a I'analyse phytochimique de la plante étudiée et 1'évaluation de 1’activité antioxydante in vitro

de ses extraits par différent procédé.



Introduction

La troisieme partie présente les résultats obtenus suivie de leurs discussions et enfin la
quatriéme et derniére partie ou nous présentons une conclusion générale et des perspectives

issues de nos recherches.
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1.Plantes médicinales

Les plantes médicinales agissent efficacement dans le traitement de diverses maladies,
particulierement en médecine traditionnelle. La valeur médicinale de ces plantes est d0 a
certains composés chimiques efficaces présent dans différentes parties de la plante qui induisent
un effet physiologique spécifique dans le corps humain (Algethami et Aldhebiani., 2021).

Les plantes médicinales ont une grande importance dans la recherche pharmacologique
et la synthése de médicaments, autant pour 1’utilisation de leurs composants comme agents
thérapeutiques, que comme matieres premieres pour la synthese de médicaments ou comme
modeles de composes pharmacologiquement actifs (Latri et Latri.,2019).

2.Caractéristiques des plantes médicinales

Selon leur utilisation les plantes médicinales présentent différentes spécificités :
» Médecine synergique : les ingrédients des plantes interagissent tous en méme temps, de sorte
que leurs utilisations peuvent compléter ou neutraliser leurs éventuels effets secondaires.
* Soutien de la médecine conventionnelle : dans certain traitement particulier.
» Médecine préventive : pour éviter ’apparition de certaines maladies (Rasool.,2012).

3.Utilisations et importance des plantes médicinales

Depuis des milliers d'années, dans toutes les cultures du monde la phytothérapie est la
médecine de premiére intention pour le traitement des plaies, des infections, des maladies et
des blessures. Les humains ont appris a reconnaitre, transformer et utiliser les ressources
botaniques de leur environnement (Alotaibi et al.,2021).

4.1.’usage thérapeutique des plantes médicinales en Algérie

L’ Algérie, est un réel réservoir phylogénétique de par la richesse et la diversité de sa flore,
avec pres de 4000 especes et sous-espéces de plantes vasculaires. L’étude de la médecine
traditionnelle par les plantes est considérablement intéressante car peu de travaux de recherche
ont abord¢ cet aspect, et plus particulierement ’utilisation des espéces spontanées en médecine

traditionnelle (Hamel et al.,2018).
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5.Les limites de la phytothérapie

La phytothérapie peut étre dangereuse et méme mortelle, selon la plante et la dose
appliquée, car, le principe actif d’une plante peut contenir plusieurs molécules qui peuvent
interagir entre elles et avec d'autres substances. Des fois, la composition chimique d'une méme
plante varie d'un organe a l'autre, ou d'une saison a l'autre. Des erreurs liées a la ressemblance
entres les espéces, ou sur la partie de la plante a utiliser peuvent aussi avoir lieu (Merad et
Mabhiout.,2019).
6.Classification des composés phytochimiques

Les composés issus des végétaux sont des composés biologiquement actifs. Ces
substances végétales sont divisées en métabolites primaires et secondaires (Algethami et
Aldhebiani.,2021).

Les métabolites primaires comprennent les acides aminés, les protéines, les sucres
communs, les acides nucléiques, la chlorophylle, etc. Tandis que les constituants secondaires
sont les composés phytochimiques restants, tels que les alcaloides, terpenes, flavonoides,
lignanes, saponines, phénols, flavonoides et les stéroides végétaux (Saxena et al., 2013).

Les métabolites secondaires par rapport aux métabolites primaire ne sont pas
spéecifiquement nécessaires au métabolisme respiratoire ou photosynthétique de base de la
plante, mais plutét impliquée dans plusieurs fonctions écologiques pour la plante tels que la
protection et la défense chimiques contre les micro-organismes, les insectes ou méme les
prédateurs supérieurs, et peuvent également étre utilisés comme attractifs pour les pollinisateurs
(Bernhoft et al.,2010).
7.Classification des métabolites secondaires

La classification des métabolites secondaires issus de plantes peut étre divisés en trois groupes
chimiquement distincts, ¢’est-a-dire les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques
(Anulika et al.,2016).
7.1. Les polyphénols

Le terme « phénolique » ou « polyphénol » définis chimiquement les substances qui
englobent un cycle aromatique portant un ou plusieurs substituants ou groupes hydroxyle, et
sous-produits fonctionnels telle que les esters, les éthers méthyliques, et glycosides (Swallah
et al.,2020).
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Cette classe de composés est tres diversifiée et comprend plusieurs sous-groupes de

composés phénoliques, on retrouve des substances qualifier d’élémentaires, comme les acides

phénoliques et les stilbénes, mais aussi des molécules polymérisées complexes, telles que les

tanins, qui sont dérivés des composés élémentaires (Cutrim et Cortez., 2018).
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Figure 1: Classification des polyphénols (Merzouk et Niboucha., 2020).

7.1.1. Role et intérét des composés phénoliques

L'interét des scientifiques et des consommateurs pour les polyphénols est principalement

da a leurs propriétés antioxydantes, ainsi que leur rdle dans la prévention de plusieurs maladies

associées au stress oxydatif, par exemple le cancer, les maladies cardiovasculaires et

neurodégénératives (Bel§¢ak-Cvitanovic et al.,2018).
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7.2. Alcaloides

Les alcaloides ont été définis a I'origine comme des substances alcalines extraites de
plantes possédant une activité biologique. Cette définition fut changée pour inclure les
composés extérieurs du régne végétal, et les composés qui partagent une source biosynthétique
avec les alcaloides mais ne possédant pas d'azote basique.

Le fait de classer davantage les alcaloides est utile pour comprendre les similitudes et les
différences des origines des composés :

-Les vrais alcaloides, sont des composés dont I'atome d'azote est dérivé d'un acide aminé
et fait partie d'un hétérocycle.

-Les proto-alcaloides, sont des amines dérivées d'acides aminés mais n'ont pas
d'hétérocycle azote.

- Les pseudo-alcaloides sont des métabolites azotés dans lesquels I'introduction d'azote
est tardivement effectuée par un processus enzymatique (comme la transamination)
(Lichman.,2021).

Compte tenu de la complexité structurelle et d’aprés leur squelette, les alcaloides
hétérocycliques peuvent étre divisés en 14 sous-groupes comprenant les indoles, les
isoquinolines, les pyrrolizidines, les pyrrolidines, les quinolizidines, les tropanes, les purines,

les pipéridines et les imidazoles (Casciaro et al.,2020).
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Figure 2: Types d'alcaloides (Lichman.,2021).
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La spartéine et la quinine sont de véritables alcaloides, dérivés respectivement de la

lysine et du tryptophane. La mescaline est un proto-alcaloide. La coniine et I'aconitine sont des

pseudo-alcaloides, lI'azote étant inseré par transamination (Lichman.,2021).

7.2.1. Propriétés thérapeutiques des alcaloides

Les alcaloides sont trés étudiés en médecine traditionnelle et moderne par rapport a leur

activité biologique notamment pour les activités anticancéreuses, antibactériennes, et

antivirales (Casciaro et al.,2020).

Tableau 1: Alcaloides d'origine végétale approuvés pour un usage thérapeutique (Casciaro et al.,2020).

Composé Nom Source végétale . o
commercial Fins médicinales

Atropine Atropen Atropa Agent spasmolytique du tractus gastro-

(tropane) belladonna,Hyoscyamus spp.,Datura spp.  intestinal, Elargissement de la pupille
dans 1'ceil.

Caféine Cafcit, Vivarin, Coffea arabica, Thea sinensis Traitement de I'apnée du prématuré et

(purine) Alerte de la dysplasie bronchopulmonaire du
nourrisson, Stimulant du systéme
nerveux central.

Codéine Tuzistra XR® Papaver somniferum L. Activité analgésique, antidiarrhéique et

(isoquinoléine)

antitussive.

Colchicine Colcrys, Colchicum autumnale L. Goultte, fiévre méditerranéenne
(pseudo-alcaloide) Mitigare familiale.
Galantamine ou Reminyl®, Galanthus woronowii, Galanthus nivalis, Traitement de la démence causée par la
Galanthamine Razadyne®, Galanthus caucasicus(Baker) Grossh. maladie d'Alzheimer et d'autres troubles
(isoquinoléine) Nivalin® du systéme nerveux central.
Morphine Statex, Papaver somniferum L. o o ]
. L Activité analgésique, prise en charge
(isoquinoléine) Oramorph, . o
. des douleurs chroniques modérees a
Sévredol, .
. séveres.
MS Contin

7.3. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides aromatiques, volatils et huileux extraits de
matiéres végétales, telles que les graines, les fleurs, les feuilles, les bourgeons, les branches, les
fruits et les racines. Les huiles essentielles posseédent deux classes de composés :

-les terpenes (comme le carvacrol et le thymol) et le phénylpropéne (comme le cinnamaldéhyde
et I'eugénol). Les terpénes sont subdivisés en 5 unités structurales carbonées appelées unités

isoprénes, avec mono (Cio H 6), sesqui (C1s H 24) et diterpénes (C2o Hz2) (Omonijo et al.,2018).
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Tableau 2: Classification des Terpénoides (Ludwiczuk et al.,2017).

Nom Nombre  d'unitées Nombre d'atomes Formule générale
isopréne de carbone
Hémiterpénoides 1 5 CsHs
Monoterpénoides 2 10 CioH1s6
Sesquiterpénoides 3 15 CisH24
Diterpénoides 4 20 CaoHs2
Sesterterpénoides 5 25 CasHao
Triterpénoides 6 30 CaoHas
Tétraterpénoides 8 40 CaoHes
(caroténoides)
Polyterpénoides >8 >40 (CsHg) n

La qualit¢ d’une huile essentielle dépend de sa composition chimique car I’huiles
essentielles dérivées d'une espece végétale peut varier en fonction de nombreux facteurs, tels
gue le moment de la récolte, I'emplacement de la culture, les parties de la plante et les méthodes

de production utilisée (Sarkic et Stappen.,2018).
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Figure 3: Structures représentatives typiques des huiles essentielles (Turek
et Stintzing.,2013).
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Figure 4: Groupes des terpenes (Cho et al.,2017).
7.3.1 Usage des huiles essentielles

L’utilisation des huiles essentielles dans 1'industrie cosmétique, la parfumerie, mais aussi
I'aromathérapie est largement établie. Sans oublier le réle écologique des huiles essentielle a
travers les signaux chimiques permettant a la plante de contrdler ou de réguler son
environnement attirer les pollinisateurs, chasser les predateurs, inhiber la germination des
graines ou la communication entre les plantes (Dhifi et al.,2016).

Les huiles essentielles sont réputées a travers le monde entier pour leurs activités
biologigque reconnu, notamment antimicrobiennes, antifongiques, antivirales, antiparasitaires et

insecticides, sans oublier les propriétés antioxydantes (Falleh et al.,2020).
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7.3.1.1. Triterpénoide : saponines

Les saponines triterpéniques sont un groupe de composés glycosidiques naturels
largement distribués dans de nombreuses plantes et organismes marins, les saponines présentent
une diversité d’effets biologique incluant des fonctions antitumorales, anti-inflammatoires,
antidiabétiques et antifongiques, et exerce des effets chimiothérapeutiques sur un large spectre
de cellules malignes en induisant I'apoptose (Stitou et al.,2021).

Cependant, certaines saponines possédent aussi une toxicité hémolytique nocive, qui
peut provoquer la lyse des érythrocytes et donc compromettre leur utilisation en médecine
(Zheng et al.,2019).

7.3.1.1.A. Structure des saponines

Structuralement parlant, les saponines sont constituées d'un squelette stéroidique ou
triterpénique (aglycones non polaires) porteur d'une ou de plusieurs sections sucres. Cette
combinaison d’¢léments structuraux polaires et non polaires explique leur comportement

moussant en solution aqueuse (El Aziz et al.,2019).

Production de saponine toxique

Champignon

Bactérie

2
Pl 77N

Figure 5: La toxicité des saponines en tant qu'acteur clé de la défense des plantes contre les
agents pathogeénes (Zaynab et al.,2021).
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7.3.2. Tétraterpénoides : caroténoides

Les tétraterpénoides les plus courants sont les caroténoides, qui sont des pigments
liposolubles naturels. Le caroténoide retrouvé dans les plantes possede deux réles le premier en

tant que pigments accessoires dans la photosynthése et le second comme agents colorants dans
les fruits et les fleurs (Ludwiczuk et al.,2017).
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Figure 6: Principaux caroténoides (Sassi et al.,2018).

Les avantages des caroténoides principaux peuvent s'expliquer par leur action
antioxydante, cependant, certains caroténoides agissent difféeremment :
- le B-carotene en raison de sa capacite a étre converti en vitamine A.
- la lutéine et la zeéaxanthine absorbent des longueurs d'onde spécifiques la lumiere pour
protéger les yeux.
-Les caroténoides peuvent prémunir contre certains types de cancer en limitant la croissance
anormale des cellules (Eggersdorfer et Wyss.,2018).
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8. Les activités biologiques
8.1. Activité biologique

Le role physiologique issu des extraits du regne végétal reste méconnu, mais en vue de
la diversité moléculaire des métabolites qu’elles possedent, elles aciérent divers roles et des
propriétés biologiques (Safia.,2018).

Les composés photochimiques bioactifs utilisée en prévention dans certaines maladies

sont indiqués dans le tableau (3).

Tableau 3: Produits phytochimiques bioactifs dans les plantes médicinales (Saxena et al.,2013).

Classification Principaux groupes de composés Fonction biologique
Antibactérien, Terpénoides, Inhibiteurs de micro-organismes,
Antifongique alcaloides réduisent le risque d'infection
fongique
Antioxydants Flavonoides, Désactivation radicalaire de
tocophérols, I'oxygéne, inhibition de la
acide ascorbique peroxydation lipidique
Anticancéreux Caroténoides, Inhibiteurs de tumeur,
polyphénols, développement inhibé du cancer
curcumine, flavonoides du poumon, activité anti-

métastatique

Autre Alcaloides, Agents neuropharmacologiques,
terpénoides, antioxydants, chimioprévention
composes aromatiques volatils du cancer

8.1.1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont un groupe de composes dont la particularité et de réduire ou ralentir
les réactions d'oxydation. Il est connu que les antioxydants alimentaires ont la capacité d'inhiber
la formation des deux espéces réactives a I'oxygéne (ROS) et a I'azote réactif (RNS) qui peuvent
altérer les processus cellulaires normaux et les fonctions physiologiques (Seifried et al.,2017).

A. Classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire
et leur origine. On distingue deux grandes classes : antioxydant de synthese et antioxydant
naturelle qui est partagé en antioxydant enzymatique et non enzymatique (figure 7).
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Figure 7: Classification des antioxydants (Ratnam et al.,2006).
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8.1.2. Activité antimicrobienne

Différents micro-organismes sont la cause des infections bactériennes, des maladies et

épidémies les plus répandues. Un grand nombre d’antibiotiques sont développés pour les traiter,
mais leur emploient excessif est la cause de I'émergence de la résistance bactérienne (Abdallah
et al.,2019).
Compte tenu des effets secondaires résultant des produits chimiques antimicrobiens et de la
résistance des micro-organismes pathogenes contre les antibiotiques, les extraits de plantes qui
sont une source potentielle de molécules naturelles bioactives suscite 1’intérét et ils font I'objet
de recherches, car ils peuvent étre utilisés comme méthode alternative pour le traitement des
maladies infectieuses (Yakhlef et al.,2011).

De nombreuses molécules ayant une activité antibactérienne sont synthétise par les
plantes. Généralement, cette activité est inférieure face aux antibiotiques d'origine microbienne
(Babouri et Chaiani.,2018).

8.1.3. Activité anticancéreuse

Le cancer est une prolifération cellulaire anormale qui échappe aux mécanismes de
régulation, et envahit les tissus ou il se développe, peut se propager dans l'organisme et
réapparaitre apres le traitement (Tienou.,2020).

Les therapies utilisées pour traiter le cancer comprennent la chimiothérapie, la
radiothérapie, I'hormonothérapie, la chirurgie, la greffe de moelle osseuse et depuis peu les
thérapies ciblées. La chimiothérapie est le traitement du cancer au moyen de produits
chimiques, de médicaments (doxorubicine), d'extraits de plantes ou de substances synthétisé en
laboratoire (Tableau 4).

La spécificité de ces composés est gu'ils sont délétéres pour les cellules cancéreuses, en
bloguant leur reproduction et division, ce qui entrainent leur mort d’ou leur nom de

cytotoxiques (Figure 8) (Amiar et al.,2020).
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Tableau 4: Médicament anticancéreux dérives des plantes médicinales (Abudunia.,2018).

o Principe Meécanisme o
Médicament ] Source Indications
Actif d’action
o Cancer du sein,
Inhibiteur de la
Taxotere Docetaxel Taxus baccata _ cancer du poumon,
tubuline
le cancer de la prostate.
. Cancer des testicules,
) ) Catharanthus Inhibiteur de la ) _
Velban Vinblastine _ cancer du sein, mycosis
roseus tubuline )
fongoide.
Camptotheca
) acuminata Inhibiteur de la o
Hycamtin Topotecan ) ) Cancer du col utérin.
Nothapodytes topoisomérase
foetida

Cancer hépatique

Cancer du sein

Cancer du poumon

il
N\

.

Cancer buccal

Cancer gastrique

Cancer du sang

Cancer du colon

Figure 8: Illustration de I'activité des plantes contre plusieurs types de cancers (Khan et
al.,2020).
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8.1.4. Activité Anti-Inflammatoire

Le nombre de composes phytochimiques trouves dans le régne végetal est trés grand, et
leur gamme d'activite est tout aussi importante (Tableau 5).

Certains de ces composés phytochimiques possede des propriétés anti-inflammatoires et
sont présumes fonctionnée en bloquant les voies de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase,
mais aussi par d'autres mécanismes. Dans le tableau on retrouve quelques exemples de plantes

a activité anti-inflammatoire (Ferradji.,2011).

Tableau 5: Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires (Ferradji.,2011).

Nom scientifique Famille Partie utilisée Nom commun Utilisation

Helleborus orientalis ~ Ranunculaceae Racines Lenten-rose (Edemes

Urtica dioica Urticaceae Feuilles, Racines Ortie Rhinite allergique,
eczéma

Nerium oleander L. Apocynaceae Fleure Laurier rose Douleurs, maux de
téte

Harpagophytum Pédaliaceae Tubercule Griffe du diable Arthrose

procumbens

8.1.5. Activité antidiabétique

Le diabéte est une maladie tres répandue dans le monde. Il est traité avec de l'insuline et
des antidiabétiques oraux, ce qui peut provoquer de sévere effets secondaires. Afin d'éviter ces
effets néfastes, les patients diabétiques recoivent un traitement a base de plantes médicinales

(Benzaouia et al.,2015).
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Tableau 6: Exemples des quelques plantes antidiabétiques (Necib et Zekri.,2020).

Famille Nom Nom scientifique Parties Utilisées Mode d'utilisation

vernaculaire

Moraceae Karmouse Ficus carica L. Feuilles Décoction
Fruits Cru
Pinaceae Alk esnoubar Pinus halepensis Mill.  Ecorce Infusion
Mastication
Rutaceae Elfijel Ruta montana L. Feuille Infusion

Plane entiére

Salicaceae safsaf Populus nigra L. Graines Cru

La détermination des effets antidiabétiques des plantes médicinales et la recherche de
principes actifs sont une facon prometteuse pour découvrir de nouveaux produits
antidiabétiques, tel que certains terpenes, des sulfites, des polysaccharides, des vitamines, des
alcaloides, des saponines et d'autres composés (Boubekeur.,2019).

L'effet hypoglycémiant des plantes peut se produire par divers mécanismes. Parmi eux,
les scientifiques ont découvert que la stimulation de la sécrétion d'insuline, I'inhibition du
glucagon ou d'autres hormones hyperglycémiques et I’amplification de I'action de 1'insuline a

certains niveaux clés de la glycolyse et de la production de glycogene (Boubekeur.,2019).

18



Chapitre | : Définitions et concepts de base

9.Plante étudiée « Allium ampeloprasum L. »
9.1. Le genre Allium

Le genre Allium comprend plus de 500 especes, leur maturité, leur couleur et leur golt
sont différents, mais leur contenu biochimique reste similaire. La présence de composés
organosulfurés sont la cause effets lacrymogénes, du godt, et de I'ardbme caractéristiques de
I'Allium (Fernandez et al.,2016).

Plusieurs membres du genre Allium sont considérés comme de riches sources de
métabolites secondaires biologiquement actifs. Les propriétés antioxydantes de nombreuses
plantes Allium ont été largement prouvees, ainsi que les activités antifongiques et
antibactériennes des bulbes et des parties aériennes de I'ail (Allium sativum L.), de I'oignon vert
(Allium fistulosum L.) et des autres especes du méme genre (Garcia-Herrera et al.,2014).

9.2. L’espéce « Allium ampeloprasum L. »
9.2.1. Origine/Répartition

Il s’agit d’une plante vivace comestible qui appartient a la famille des Amaryllidacées.
La région méditerranéenne (Europe du sud, Afrique du Nord jusqu'a I'Asie occidentale) est
I’origine de cette plante. Cependant, elle est cultivée dans de nombreux pays (Abbas.,2019).
9.2.2. Classification

Elle est connue sous le vocable de poireau sauvage ou de kurath en arabe (&_S), et il est
étroitement apparentée comme espéece au poireau (Allium porrum L.) (Nehdi et al.,2020).

9.2.3. Classification taxonomique

Selon Dey et Khaled. (2015), sa classification taxonomique est donnée comme suit

Regne : Plantae

Ordre : Asparagales
Famille : Amaryllidaceae
Sous-famille : Allioideae
Genre : Allium

Espéce : Ampeloprasum
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Figure 9: Allium ampeloprasum L. dans son habitat naturel (Kik et al.,2021).

9.2.4. Description morphologique

Une plante herbacée bisannuelle, robuste, dressée qui peut atteindre 60 a 100 cm de
hauteur. La vraie tige a bulbes produit deux sortes de gousses, les petits stipulés et plus gros
sessiles, a racine adventive. Le bulbe solitaire de forme cylindrique est recouvert d'une couche
entiere blanche et membraneuse. Les Feuilles sont distique alternées, la gaine tubulaire, forme
un pseudo-tronc atteignant 60 cm de long, le limbe est linéaire-lancéolé, plat. Inflorescence,
I’ombelle globuleuse, de 4 a 12 cm de diamétre, compacte est composée de centaines de fleurs
bisexuées de couleurs roses, violettes ou blanches. Le fruit est une capsule déprimée globuleuse
a ovoide contenant jusqu'a six petites graines noir (Lim.,2015).

Figure 10: Morphologie d'une plante a fleurs d’Allium ampeloprasum L. (Najda et al.,2016).
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9.2.5. Constituants potentiellement actifs

Majoritairement les propriétés médicinales d'Allium ampeloprasum sont due a plusieurs
composés bioactifs possedant du soufre tels que le disulfure de diméthyle, disulfure de méthyl
propényle, trisulfure de diméthyle, trisulfure de méthylpropényle, S-méthyl cystéine sulfoxyde,
S-propyl cystéine sulfoxyde, S-propénylesulfoxyde de cystéine et N-(y-glutamyl) -S-(E-1-
propenyl) cystéine (Shahrajabian et al.,2021).

9.2.6. Utilisation

Utilisée par les peuples d'Afrique et d'Asie depuis I'Antiquité Allium ampeloprasum L.
agit comme agent antihelminthique, diurétique, antihypertenseur et améliore la digestion. Les
bulbes rapés sont utilisés pour traiter la toux et les maux de gorge a leurs premiers stades
(Ulianych et al.,2019).

Allium ampeloprasum L. est grace a ses principes actifs considérée comme antitoxigue,
antioxydant, immunostimulant, et anti-inflammatoire. Cette plante médicinale peut étre utilisée
comme alternatives aux drogues synthétiques qui sont souvent la cause d’effets secondaires
indésirables (Shahrajabian et al.,2021).

9.2.7. Activités biologiques de genre Allium

Récemment, plusieurs recherches ont rapporté les vertus potentielles d’Allium comme
une source riche en composés phytochimiques importants, principalement des composés
soufrés et des polyphénols (Pareek et al.,2018).

Cependant, il faut mentionner que la quantité de ces composés est significativement plus
élevée que dans les parties comestibles d’Allium (Arshad et al.,2017).

Les composés phénoliques d’Allium présentent plusieurs activités biologiques y compris
I’activité antioxydante, anti-inflammatoire, antiallergique, antimicrobienne et anticancéreuse.
Ces propriétés sont étroitement liées a la structure des composés phénoliques les plus
abondants, le quercétine et ses conjugués (Fredotovié et Puizina.,2019).

Une autre étude a confirmé que I'ajout de composants d'oignon au régime riche en
cholestérol des rats a réduit le stress oxydatif en stimulant le systeme d’antioxydants, et en
augmentant la résistance de I'ADN des lymphocytes humains a I'ADN, (Colina-Coca et
al.,2017).
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D’autres part, plusieurs études ont montré que les composés organosulfurés sont a eux
seuls responsables de 1’activité antimicrobienne des oignons dont une inhibition des bactéries
a Gram positif appartenant aux genres Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus a
été signalée et vis-a-vis de certaines bactéries a Gram négatif telles que Escherichia coli et
Salmonella enteritidis (Skerget et al.,2009).

En plus des composes soufrés, les flavonols, en particulier les produits d'oxydation de la
quercétine présent dans les oignons, inhibe fortement la croissance d'Helicobacter pylori et de
SARM (Staphylococcus aureus multirésistant) (Skerget et al.,2009).

Pour I’activité antiproliférative, 1’étude de Chang et al. (2013) ont montré que ces
composés peuvent agir comme activateurs de I'apoptose dans les cellules cancéreuses, et contre
I'activité de certaines enzymes tels que I'ornithine décarboxylase et dégradent les polyamines,
empéchant la synthése de I'ADN et prolifération des cellules cancéreuses

En outre, les composés soufrés volatils de l'oignon, principalement disulfures de
diallyleles trisulfures de diallyle, jouent un réle important dans I'activité antiproliférative des
oignons. Des études epidémiologiques ont montré le lien entre la consommation d’Allium et un
risque plus faible de développer le cancer des poumons, gastro-intestinal, du sein et du cerveau
(Fredotovi¢ et al.,2020).
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1.Materiel végétal

1.1. Récolte

Cette étude a été réalisée, sur la partie aérienne et souterraine (bulbes) d’Allium
ampeloprasum L. qui ont été récoltées a la période de floraison en mars 2021 a partir d’oued
de Chebka de Mezab dans la région de Ghardaia (Position GPS 32°03°00071 *’N ;3°06 ‘49
31°E.) (Figure 11).

La zone de chebka couvre environ 1.440 km? soit 1/4 de la surface communale. Elle est
limitée a 1’Ouest par la grande falaise du plateau d’Oum El Hassiane et se termine a I’Est,

suivant un méridien qui peut étre matérialiseé par la route nationale n° 01.
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Figure 11: Zone de récolte (Originale.,2021).

L’identification botanique a été faite par Pr. Abdellah Kemassi (Laboratoire de
Mathématique et Sciences Appliquées, Université de Ghardaia). Les spécimens ont été déposés
dans I’herbier de laboratoire de sciences biologiques et agronomiques (LSBA), Université
Amar Thelidji.

Apreés récolte, le matériel végetal, des parties de plantes (Figure 12) sont séchées a ’air
libre et a I’ombre a la température ambiante pendant environ 15 jours, jusqu’a la stabilisation
de leur masse. Ensuite, les échantillons broyés ont été récupérés dans des flacons propres et

stockés a 1’abri de la lumiére et d’humidité.
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Figure 12: Photographie du matériel végétal d ’Allium ampeloprasum L. (A) : partie aérienne,
(B) : bulbes (Originale.,2021).

2. Réactifs chimiques et appareillage

2.1. Produits chimiques

Meéthanol, éther de petrole , chloroforme ,acétate d’éthyle ,n-butanol, éthanol, acide
sulfurique (H,SO4), ABTS (2, 2’-azino-bis-(3- ethylbenzthiazoline-6-sulfonicacide)),
Ninhydrine (CoHsOas), persulfate de potassium ,méthanol, le DPPH (2, 2- diphényl-1-
picrylhydrazyl), TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine),chlorure de fer, Hydroxyde de sodium,
acide chlorhydrique (HCI), acide acétique glaciale, carbonate de sodium, Folin Ciocalteu, nitrite
de sodium , chlorure d’aluminium, SDS ou laurylsulfate de sodium, Blood Agar Base,
EDTA ou acide éthyléne diamine tétra-acétique(C1oH16N20s).

Tous les produits proviennent soit de Honeywell Fluka, ou de Sigma-Aldrich.
Tous les autres solvants/produits chimiques utilisés dans ce travail étaient de grade analytique.
2.2. Appareillage utilisé :

Rotavapeur Heidolph Rotary Evaporator,Laborota 4000, Centrifuge Sigma 2-5 ,GFL —
AGITATEUR ROTATIF — 3040 ,Spectrophotometre Visible Biochrom Libra S6,Agitateur

vortex Fisher Bioblock Top Mix, Incubateurs - BIO performance — Froilabo, Balance.
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3. Extraction

La méthode d’extraction que nous employons est le fractionnement par macération
successive de cing solvants a polarité croissante suivant : (méthanol— Ether de pétrole —
chloroforme — acétate d'éthyle — n-butanol) (Fetni et Bertella.,2020).

3.1. Extraction solide-liquide (macération)

L’extrait hydro-méthanolique est préparé par macération de 40 g de la plante pour chaque
partie (aérienne et des bulbes) en utilisant 400ml de méthanol/ eau distillée (4v/v) le mélange a
été soumis a une agitation a I’aide de I’agitateur rotatif & température de laboratoire pendant 48
heures a 1’abri de la lumiére. L’extrait obtenu a été filtré et soumis a une évaporation a 45°C
dans un rotavapeur pour éliminer le méthanol du filtrat. Aprés évaporation et élimination
compléte du solvant (méthanol). L’extrait obtenu est considéré comme étant I’extrait concentré.

En parallele le marc 1(broyat de plante ou se trouver le méthanol) a été soumis a une autre
maceration en suivant les mémes étapes décrites précédemment en utilisant 300ml de 1’éther de
pétrole / eau distillée (4v/v) pour I’obtention du filtrat de 1’éther de pétrole et le marc 2. Ce
dernier a €té soumis a une troisiéme, quatriéme et cinquiéme macération en respectant les
mémes étapes et conditions, avec chloroforme, acétate d’éthyle et de n-butanol / eau distillée

(4 vIv), respectivement. Ces étapes sont représentées par la figure (13).
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[ Broyat plante ] Extraction avec méthanol et agitation pendant 48 h a
v I'obscurité

* [ ‘ll ] Extraction avec I’éther de pétrole et
[ Filtrat (1) L (L agitation pendant 48 h a I'obscurité

v
Filtrat (2) [Marc(Z) ]

v

v v

e
- w I Filtrat (3) I [ Marc (3) ] Extraction avec ’acétate d’éthyle et agitation pendant
l 48 h a I'obscurité

Extraction avec n- butanol pendant 48 h
Filtrat (4) [ Mare (4) ] . . p .
‘l' a l'obscurité avec agitation

v
e e Filtrat (5) [ fa ot ]
Marc a été jeté

v \4 v

J
./ ’ [ Evaporation a 45 °C jusqu’a élimination des solvants ]

Figure 13: Schéma de fractionnement par macération du broyat d’Allium ampeloprasum L. (Originale.,2021).

Extraction avec chloroforme pendant 48 h a I'obscurité
avec agitation
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3.2. L'extraction Liquide / liquide

Chague extrait concentré obtenu a été mis en suspension dans un volume adapter d’eau
distillée. L’extrait aqueux obtenu est alors mélangé avec le solvant qui le précéde selon I’ordre
de polarité croissante (méthanol— Ether de pétrole— chloroforme— acétate d'éthyle — n-
butanol) (V/V), jusque arriver a I’extrait concentré du n-butanol qui ne subit pas d’étape de
décantation, apreés la décantation la phase organique est récupéréee et éliminer, cette étape est
répétée trois fois.

=

Figure 14: Etape de décantation (Originale., 2021).

L'extrait aqueux obtenu pour chaque extrait a été recueilli puis séché dans I’étuve jusqu’a
I’élimination de 1’eau, et 1’extrait résultant est considéré comme étant 1’extrait final.

Ensuite les extraits finaux ont été pesé puis conservé a 4 °C dans des flacons sombre en
verre jusqu’a leur utilisation pour des études ultérieures dans la recherche de la présence de
divers constituants chimiques et d’études d'activité biologique potentielle en les solubilisant

dans un volume adapter de méthanol.

(A) (B)

Figure 15: Photographie de I’¢tape de séchage dans 1’étuve (A) puis de la récupération de
I’extrait final (B) (Originale., 2021).
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3.3. Calcul du rendement

Le rendement d’extraction (%) est déterminé a 1’aide de I’équation suivante :

R (%) = (M /Mo) x 100

R (%) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.
Mo : Masse en gramme du matériel végétal traité.

4.Screening phytochimique

Afin de prouver la présence ou I'absence de certains composés appartenant aux familles
chimiques des métabolites secondaires, nous avons utilisé les méthodes decrites dans la
littérature pour réaliser des tests phytochimiques spécifiques basés sur les réactions de
coloration, de turbidité ou de précipitation (Haddouchi et al., 2018).

4.1. Tests phytochimiques
4.1.1. Acides aminés

Ce test décrit par Mosbah. (2018) auquel nous y avons introduit des changements est
basé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine a 5% (4 g ninhydrine dans 40 ml
meéthanol). On introduit dans des tubes a essai 50 ul de I’extrait (50ul d’extrait + 0.95 ml
méthanol) avec 1ml de ninhydrine, le tout est chauffer dans un bain marie. Si une coloration
violette apparait alors, le test est positif : Présence d'acides aminés.

4.1.2. Composes réducteurs

Pour leur détection nous avons suivi le protocole décrit par EL-Haoud et al.(2018) en 'y
apportant des modifications, ce qui consiste a introduire 1ml de I’extrait (50 pl d’extrait + 0.95
ml méthanol) dans un tube a essai, puis 2 ml de la liqueur de Fehling sont ajoutés. Ensuite,
I'ensemble est porté au bain-marie bouillant & 70C° pendant 2 min. L’obtention d’un précipité
rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

4.1.3. Phénols

Afin de détecter 1’éventuelle présence des phénols par le test de chlorure ferrique, le
protocole utilisé est basé sur celui décrit par Rasool et al.(2010) en y apportant quelques
changements. Un millilitre d’extrait (50 ul d’extrait + 0.95 ml méthanol) sont traités avec 1ml
de FeClz a4 5%, I’observation d’une couleur bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée indique

la présence des phénols.
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4.1.4. Stérols et triterpénes

Les stérols et triterpéne sont détectés par la réaction de Liebermann en adaptant le
Protocole de EL-Haoud et al.(2018): 1 ml de I’extrait a été évaporés sur une boite de Petrie.
Le résidu est dissout dans 1 ml d’acide acétique, a cela est ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique
concentré. L’apparition, a I’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au
vert, indique que la réaction est positive.

4.1.5. Saponines

Afin de détecter la présence des saponines on introduit 2 ml de chaque extrait dans un
tube a essai et avec de 1’eau distillée et ont I’ajust & un volume de 5 ml. Pendant 15 secondes
les tubes sont agités dans le sens de la longueur puis laisser reposer pendant 20 minutes. Si la
hauteur de la mousse est supérieure a 1 cm le résultat est positif (Haddouchi et al., 2018).

4.1.6. Autres familles chimiques

Afin de détecter 1’éventuelle présence du reste des familles chimiques dans nos extraits
nous avons suivi les protocoles proposée par Madike et al.(2017), récapitulés ainsi dans le
tableau (7).
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Tableau 7: Protocole de détection de certaines familles chimiques (Madike et al., 2017).

Famille Test et réactive utilisées Réaction positive

chimique

Alcaloides 3 ml d’extrait ajoutés a 3 ml de HCI a 1%, - L’apparition d'une couleur
chauffé 20 min.Une foi les tubes refroidis, 1 verdatre
ml du réactif de Mayer a été ajouté - Un précipité creme

Anthocyane 2 ml de I’extrait ont été ajouté a 2 ml d'HCI ~ Coloration rose-rouge qui vire
2N et d'ammoniaque. au bleu-violet

Coumarine 3 ml de NaOH a 10 % ont été ajoutésa 2 ml  L’observation d'une couleur
de I’extrait jaune

Flavonoide Test de réactifs alcalins : 3 ml des extraits ~ Couleur jaune intense formée
végétaux préparés ont éte traités avec 1 ml de
Solution de NaOH a 10 %.

Glycosides Test de Keller-Killani : 2 ml d’extrait trait¢é ~ La formation d’un anneau

cardiaques avec 2 ml acide acétique glacial contenant coloré en marron ou brun-

une goutte de FeCls.

violet sous une couche brune

verdatre

Phénols et les

Test du chlorure ferrique : 2ml d'une

Couleur noire ou bleu-vert

tanins solution a 5 % de FeCls ont été ajoutés a 1 ml
de I’extrait

Protéine Test xanthoprotéique : quelques gouttes L apparition de couleur jaune
d'acide nitrique ajouté a 2 ml de I’extrait

Stéroides 5 ml de chloroforme et 5 ml de H2SO4 ont - Colorations du violet au bleu
été additionné a 500 pl de I’extrait - Un anneau bleu/vert

Sucres Test de Fehling : 2ml des extraits Formation d’un précipité

réducteurs hydrolysés avec du HCI dilué, neutralisé rouge

avec un alcalin, puis chauffé avec la solution
de Fehling AetB

Terpénoides

2 ml de chloroforme et 3 ml de H204 ont été
ajouté a 5 ml de l'extrait

Coloration brune rougeatre
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4.1.7. Dépistage des saponines a I'aide du test d'"hémolyse sanguin
A. Test d'hémolyse

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Sotheeswaran.(1988) en y introduisant
certaines modifications. Quatre plaques de gélose enduites de sang ont été utilisées, chaque
plaque de gélose contenait cinq échantillons différents dans les puits : un témoin positif
(Laurylsulfate de sodium) avec (0,280g dans 10 ml d’eau distillée) et un solvant (méthanol)
comme témoin négatif, le restes des puits contenait les extraits a testées.

B. Préparation de plaques de gélose enduites de sang

La base de gélose au sang (4 g) et 100 ml d’eau distillée plus (0,180 g) de EDTA ont été
mélangé et stérilisés puis refroidi a 45°C, a cela 5ml de sang sont ajoutée et mélangée. Le milieu

gélosé enrobé de sang a été versé dans les boites de Pétri.

~

\
Figure 16: Préparation de la gélose enduite de sang (Originale., 2021).

C. Application des échantillons

A l'aide d'un petit tube & essai, des puits & cing zones différentes de la plaque équidistantes
les uns des autres ont été réalisés. Deux des puits, dans chacune des plaques de géloses au sang,
ont été remplies de 50 ul de méthanol et 50 ul d’une solution de laurylsulfate de sodium

respectivement, dans les autres puits restant 50 pl de chaque extrait sont introduits.
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Figure 17: Plaque de gélose au sang avec cing puits pour l'introduction des échantillons
(Originale ., 2021).

Les boites de Pétri contenant la gélose sont fermées et stockées dans le réfrigérateur et
laissés pendant une période de 24h puis I’observation a été réalisée. Toutes les saponines ont la
capacité d'’hémolyse, c'est-a-dire de décomposer les globules rouges, donc si une zone
hémolytique est présente, la distance en millimetre du point d'hémolyse le plus éloigné jusqu'au
bord du puits est mesurée (Sotheeswaran.,1988).

5. Dosage des constituants phytochimiques

5.1. Dosage des polyphénols totaux
A. Principe

La concentration en polyphénols totaux des extraits est estimée par spectrophotométrie
d’absorption UV-visible, Le réactif Folin-ciocalteu est une solution acide contenant des ions
complexes polymérisés obtenus a partir d'un mélange de phosphotungstate et de
phosphomolybdate. En effet, les propriétés réductrices des composés phénoliques et leur
possible complexation avec les métaux lourds contenus dans les oxydants conduisent a la
formation d’un complexe bleu, qui absorbent la lumiere visible a une longueur d'onde de A =
760 nm. Cette détermination est une estimation rapide de la teneur totale en polyphénols (Tajini
et al., 2020).

B. Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

suivant la méthode de Khouchlaa et al.(2017) avec quelques Iégeres modifications.

33



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Pour ce faire 200 pl des extraits dilués dans le méthanol sont mis dans des tubes a essais,
puis est ajouter 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilués dix fois dans de I’eau distillée. A cela
est additionné 800 pl de carbonate de sodium (Na2CO3) a 7,5 %. Apres avoir agité les tubes, ils

sont placés a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 minutes.

Le méme Protocole a été suivi pour établir une gamme étalon (0 a 100 pg/ml) préparée a
partir d’une solution mére aqueuse d’acide gallique (0,5 g/1). A I’aide d’un spectrophotométre
UV-visible, 1’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 765 nm. Les valeurs de
I’absorbance pour chagque concentration permettent de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide
gallique. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent acide gallique par
milligramme d’extrait sec (Ug EAG/ 100 mg Résidu sec).Toutes les manipulations sont

réalisées en double (Khouchlaa et al.,2017).
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Figure 18: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (Originale., 2021).
5.2. Dosage des flavonoides
A. Principe

Le dosage colorimétrique des flavonoides est basé sur la formation entre les flavonoides
et le trichlorure d’aluminium (AICl3) d’un complexe de couleur jaune. Par contre la soude forme
un autre complexe de couleur rose dont I’intensité nous indique 1’importance de la teneur en

flavonoides dans I'extrait (Tajini et al., 2020).
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Figure 19: Principe de réaction entre les flavonoides et Alclz (Original.,2021).
B. Mode opératoire

La teneur en flavonoides totaux est déterminée selon la méthode décrite par Kassi et
al.(2020),en y modifiant 1’égerment certaines données. Pour un volume de 300 ul de nitrite de
sodium (NaNOz) a 5% on ajoute un volume de 300 pl de chlorure d’ Aluminium (AICI3) a 10%,
puis a cela sont ajoutés 25 ul de 'extrait (100 pl l'extrait + 400ul méthanol). Le tout est mis a
incuber pendant 5 min, Apres 0,1 ml d'hydroxyde de sodium (2%) sont additionner au mélange.
La mesure de I’absorbance se fait a A=510 nm, avec la quercitrine comme étalon de référence

quantitatif des flavonoides totaux. Exprimee en (mg équivalent de quercétine /g d’extrait).
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Figure 20: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides (Originale.,
2021).
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5.3. Dosage des caroténoides totaux
A. Principe

L'absorption maximale des pigments extraits depend largement du type de solvant. Par
exemple, & mesure que la polarité du solvant augmente, le maximum d'absorption rouge de la
chlorophylle a augmenté de 660 nm a 665 nm, et le maximum d'absorption bleu augmente de
428 nm a 432 nm. Il en est de méme pour la chlorophylle b, qui varie de 642 a 652 nm et de
452 a 469 nm. Les caroténoides jaunes isolés ont une absorption large, avec trois maxima ou
pics d'épaulement dans la gamme spectrale bleue entre 400 et 500 nm (Hynstova et al., 2018).
B. Mode opératoire

Les extraits (10 mg d'échantillon dans 1 ml de méthanol) ont été analysés a 1’aide de
spectrophotometre UV- visible basée sur la méthode modifiées de Hynstova et al.(2018).
L’absorbance, a ét¢ mesurée au spectrophotomeétre & 666 nm pour la chlorophylle a, pour la
chlorophylle b a 653 nm, pour finir a 470 nm pour les caroténoides totaux.

Les équations ci-dessous ont eté dérivées afin de déterminer les niveaux individuels de
chlorophylle «a» et la chlorophylle « b » ainsi que les quantités totales de caroténoides
(Lichtenthaler et Wellburn., 1983).

4 )
Chlorophylle a (mg/ml) = 15.65 Abs666 — 7.340 Abs653

Chlorophylle b (mg/ml) =27.05 Abs653 —11.21Abs666

Caroténoides totaux (mg/ml) = 1000 Abs470 — 2.860CA —129.2 x CB /245

\_ J

6. Méthodes de dosages de la capacité antioxydantes
6.1. Activité antioxydante

Dans le cas des travaux de cette étude, ’activité antioxydante est testée par plusieurs
méthodes différentes dans le but de 1’évaluer de maniére plus au moins efficace, car il n'existe

pas de méthode universelle pour déterminer cette activité (Soltani et al., 2017).
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Tableau 8 : Description de quelques tests antioxydants in vitro (Rezaire., 2012).

Tests DPPH ABTS FRAP
Mécanismes « transfert d'électron « transfert d'¢lectron et de  transfert d'électron
réactionnels majoritaire proton

Nature des molécules * hydrophiles et * hydrophiles et *hydrophiles
testées lipophiles lipophiles

Expression des

résultats

* CI50 et/ou en mg ou

pmol

* CI50 et/ou en mg ou

pumol

*en mg ou umol

Avantages

« trés facile a mettre en
cuvre

¢ peu couteux

« trés facile a mettre en
ceuvre,cinétique de
réaction trés rapide

* peu couteux

« trés facile a mettre en
cuvre

*peu couteux

Inconvénients

» encombrement stérique
de

molécules a hauts poids
moléculaires
einterférences

possibles a 515 nm
forte dépendance au pH
et au solvant

« radical inexistant in

vivo

* produits de dégradation
antioxydants

eradical inexistant in vivo

pH utilisé non
physiologique
sinterférences possibles a

595 nm

6.1.1. Etude de ’activité antioxydante par la méthode de DPPH

A. Principe

Le test DPPH est basé sur la théorie selon laquelle les donneurs d'hydrogene sont des

antioxydants. Le radical DPPH < est de couleur violet avec une bande d'absorption

caractéristique a 517 nm, accepte I'nydrogene libéré par les antioxydants pour former le DPPH.

L'effet des antioxydants est proportionnel a la disparition des radicaux libres DPPH » et 4 la

décoloration de la solution du violet au jaune (Sarr et al., 2015).

37



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

B. Mode opératoire

L’activité antiradicalaire des différents extraits a ét¢ mesuré selon la méthode décrite par
Esseh et al.(2019). La solution de DPPH fut préparée dans du méthanol (100 umol/L) c’est a
dire (40 mg/100ml). Une série de concentrations (0 - 100 pug/ml) de chaque extrait a aussi été
préparée dans du méthanol. Un volume de 100 pl d’extrait méthanolique des extraits a des
concentrations croissantes des solutions de chaque extrait a été ajouté a 2,9 ml de la solution de
DPPH.

Le mélange a été vigoureusement homogénéisé puis incubé a la température ambiante
pendant 20 min. L’absorbance de chaque concentration des extraits étudiés a été mesurée a la
longueur d’onde A = 517nm a 1’aide du spectrophotométre UV-visible. Les essais ont été
réalisés en double.

L’acide ascorbique est utilisé afin d’obtenir une courbe standard et utilisé comme témoins
positif. Pour déterminer la concentration inhibitrice 50% (CI50) des extraits qui est la

concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire les radicaux libres DPPHe de 50%.

100 ¢

80 - .

60 A

40 A

Radical DPPH résiduel

20 A

O T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Acide ascorbique(ug/ml)
Figure 21: Pourcentage d'inhibition du radical DPPH en fonction de différentes
concentrations de I'acide ascorbique (Originale., 2021).

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé par I’équation suivante :

Pourcentage d’inhibition DPPH % = (Ao - AE /Ao) x 100

Ao : est [’absorbance du blanc réactif

AE : est I’absorbance des extraits testés
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6.1.2. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)
A. Principe

La méthode FRAP (ferric reducing antioxidant power) est basée sur la réduction de I’ion
ferrique (Fe+++) en ion ferreux (Fe++). Cette méthode évalue la capacité réductrice des
composés a un pH faible. Le complexe de tripyridyltriazine (TPTZ) ferreux possede une couleur
bleu intense mesuré a 593 nm a I’aide d’un spectrophotométre (Soltani et al.,2017).

B. Mode opératoire

La méthode FRAP est basée sur le protocole de Soltani et al.(2017),mais en y apportant
quelques modifications. Le réactif FRAP a été préparé en mélangeant 2,5 ml du tampon acétate
de sodium (300 mM, pH : 3,6) et 2,5ml d’une solution de TPTZ (10 mM dans 40 mM d’HCI)
et 2,5 ml de FeClz (20 mM). D’abord 900 ul de réactif FRAP, préalablement incubé a 37°C, est
mélangé avec 90 pl d’eau distillé et 30ul de chaque extrait dilué. La dilution finale des solutions
des extraits dans le volume final est de 1/34. Apres 30 minutes d'incubation a 37°C, mesure de
I'absorbance a 593 nm par rapport au blanc.

Pour chaque échantillon, nous avons préparé un blanc constitué de la solution de FRAP
et un control positif (Acide ascorbique) qui sont des antioxydants de référence a différente

concentration.

T B B B B R EREE R RRT

If 4 |
| ) y HH
! ) ‘ |
| = \ _,.r"” N
| & (Il
| N |N'): ‘ N7
: H"*-. Hrq | N“n % |
(A
Fe (IIN-TPTZ Fe (II-TPTZ

Figure 22 : Mécanisme reactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe (111)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Michel., 2011).
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6.1.3. Evaluation de P’activité antiradicalaire par ABTS
A. Principe

L'activité antioxydante est mesurée par le test ABTS, I'ABTS incolore est pré-oxyde avec
du persulfate de potassium (K2S20g) pour former le radical cationique bleu-vert ABTS + .
L'ajout de composés antioxydants entrainera la réduction des radicaux libres ABTS + « en
ABTS. L'activité antioxydante est déterminée par la décoloration de la solution, et est exprimeée
en pourcentage d'inhibition de 1'absorbance a 734 nm, longueur d’onde ou les radicaux ABTS

+ « ont une bande d'absorption caractéristique (Sarr et al., 2015).

Poatssium Persulfate

1e-
ABTS <.
-~
K . 1e- 2 A
=™ : O™
B & ' 'L N
"ANTIOXIDANT" B
i.e. Trolox

Figure 23: Réaction chimique de I’ABTS (Boligon et al., 2014).

B. Mode opératoire

En modifiant 1égérement le protocole proposées par Bakchiche et Gherib.(2014),le
radical cation ABTS est obtenu en mélangeant a volume égal une solution de (2,4 mM) de
persulfate de potassium et d’une solution d’ABTS a (7 mM), Puis le tout est placé dans un
endroit sombre pendant 16 heures a température ambiante.

Ensuite 1 ml de la solution obtenue est dilué avec le méthanol (60%) pour obtenir une
absorbance comprise entre 0.7 et 0.8 a 734 nm.

Puis 1 ml de la solution ABTS+ sont ajoutés a 1ml d’extrait et la lecture est faite a 734 nm apres

6 min pour chaque série d’analyses. L’acide ascorbique est utilisé pour le contréle positif.
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Figure 24: Pourcentage d'inhibition du radical ABTS en fonction de différentes

concentrations de I'acide ascorbique (Originale., 2021).

L’utilisation de la formule suivante permet de calculer le pourcentage d'inhibition :

[ Activité inhibitrice % = (1 — Abs. d'échantillon/Abs. de controle) x 100 ]

La capacité antioxydante des échantillons a été donnée par CI 50, qui est la concentration
requise pour réduire I'ABTS de 50 % (Jan et al., 2013).

7. Analyses des données

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type (n=2). Les courbes
d’étalonnages et des activités antioxydantes et antiradicalaires des extraits méthanoliques de la
partie aerienne et des bulbes de la plante Allium ampeloprasum L. sont effectuées a 1’aide du
logiciel SigmaPlot : SigmaPlot for Windows ver. 14.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA,
USA).
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1. Rendement d’extraction

La méthode de fractionnement par macération successive de solvants a polarité croissante
utilisée dans cette étude nous a permis d’obtenir cing extraits pour chaque partie de la plante :
« extrait méthanolique, extrait éther de pétrole, extrait de chloroforme, extrait d’acétate
d’éthyle, et ’extrait de n-butanol ».

L’extraction est une étape trés importante pour I’isolement et I'identification des principes
actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiere végétale, notamment le cas des métabolites
secondaire, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leurs activités biologiques
diverses en particulier leur propriétés antioxydantes.

Les rendements d’extraction ainsi obtenus en fonction de la partie de la plante (aérienne

ou souterraine) et du type de solvant utilisé sont rapportés dans 1’histogramme suivant ;

18

16

14

12

10

Renderment(%)

) Il o an

Méthanol Ether de péetrol ChloroformeAcétate d'éthyl n-butanol

Figure 25: Histogramme de rendement de 1’extraction.

A partir de la figure 25, les résultats obtenus montrent que parmi les différents extraits
bruts, I’extrait de méthanol a le rendement le plus élevé (16.9% « A » vs 9.55% « St »), suivi
par I’éther de pétrole (2.4% « A » vs 3.04% « St ») En revanche un faible rendement a été
obtenu avec les trois autres solvants (Chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol)

Nos résultats sont en accord avec les observations de Feghhi-Najafabadi et al.(2019) qui

ont rapporté une étude détaillé sur d'Allium ampeloprasum L iranienne.
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En effet, la variation du rendement d’extraction dépend du solvant utilisé, la composition
chimique de plante qui dépend de I’espece, selon le stade de développement, les facteurs
environnementales, la localisation géographique, et les conditions saisonnieres (Feghhi-
Najafabadi et al.,2019).

2.Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent & détecter certains composés appartenant aux
familles chimiques des métabolites secondaires grace a des reactions de caractérisation

qualitative basés sur les réactions de coloration, de turbidité ou de précipitation.

Les reésultats expérimentaux des tests phytochimiques effectués sur les extraits de
d'Allium ampeloprasum L. sont rapportés dans le Tableau (9) pour la partie aérienne et dans le

tableau (10) pour 1’autre partie, respectivement.

Tableau 9: Résultats des tests phytochimiques de la partie (A) de la plante étudiée.

) Ether de Acétate

Extrait testé MeOH Chloroforme n-butanol
pétrole d’éthyle

Steroides ++ +++ + - S+
Alcaloides - - +++ - +
Protéines ++ + ++ + 4+
Coumarine ++ +++ - - FH++
Flavonoides +++ ++++ + + 4+
Glycosides cardiaque - - - - -
Tanins + - + + +
Composé réducteurs - - - - -
Acide aminé - - - - -
Stérol +tri terpene + + + - +
Saponines + ++ - - ++

(-) : Test négatif ; (+) : Test faiblement positif ; (+ +) : Test positif ; (+ + +) : Test fortement positif
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Tableau 10: Résultats des tests phytochimiques de la partie (st) de la plante étudiée.

Ether de Acétate
Extrait testé MeOH Chloroforme n-butanol

pétrole d’éthyle
Stéroides + - - ++ .
Alcaloides - - - + ++
Protéines + - + +++ +++
Coumarine ++ + - 4+ 4+
Flavonoides +++ + - 4+ ++
Glycosides cardiaque - - - - -
Tanins - - - - -
Composé réducteurs - - - - -
Acide aminé - - - - -
Sterol +tri terpéne + + + + +
Saponines +++ + - - +

(-) : Test négatif ; (+) : Test faiblement positif ; (+ +) : Test positif ; (+ + +) : Test fortement positif

Pour la partie aérienne, nous remarquons que les flavonoides, les coumarines et les
stéroides sont présents en quantité importante notamment dans les extraits méthanolique, éther
de pétrole et n-butanol. Ce dernier semble étre le solvant le plus adéquat.

La présence des alcaloides n’est détectée que dans les extraits de chloroforme et n-
butanol, les saponines sont aussi décelées a I’exception de chloroforme et acétate d’éthyle de
méme les tannins en faible quantité dans tous les extraits sauf 1’éther de pétrole.

D’autres parts, nous notons une absence de glycosides cardiaques, des composes
réducteurs et acide aminés dans les cing extraits utilisés.

En outre, en travaillant sur la partie souterraine, certaines différences ont été remarquées.
Des résultats positifs ont été obtenus avec seulement trois extraits y compris 1’extrait
méthanolique, 1’extrait d’acétate d’éthyle et de n-butanol.

De méme, une telle différence entre deux parties d’'une méme plante avec les mémes
extraits laisse suggérer une relation étroite entre la composition et 1’efficacité d’une extraction

différentielle tenant en compte ’affinité et la polarité de solvant avec ces métabolites.
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Les solvants utilisés pendant le processus d'extraction auraient une influence sur la nature
et la quantité de métabolites secondaires extraits des plantes médicinales. Ainsi, le choix du
solvant d'extraction approprié est nécessaire pour l'activité pharmacologique souhaitée de ces
extraits (Dirar et al.,2019).

3.Dépistage des saponines a I'aide du test d"hémolyse sanguin

Toutes les saponines ont la capacité d’héemolyse, c'est-a-dire de décomposer les globules
rouges. Cette caractéristique est utilisée dans le test de dépistage des saponines dans les extraits

obtenus par les différentes parties de I’ Allium ampeloprasum L.

La figure (26) ainsi que le tableau (11) montrent les différents résultats obtenus pour ce

test.

Nous remarquons que les saponines d’Allium ampeloprasum L exercent un effet positif
comparable méme a I’effet de détergent anionique « SDS » utilisé comme témoin.

Une différence est notée dans les diametres d’inhibition entre les deux parties des plantes
pour un méme solvant et entre la méme partie de plante pour différents extraits tout en
soulignant une corrélation positive entre le diamétre d’inhibition et la quantité de saponines.

L’extrait n-butanol semble étre le choix adéquat pour extraire le maximum de saponines,
suivi dans un ordre décroissant de I’extrait méthanolique, I’éther de pétrole, acétate d’éthyle et
chloroforme. Un tel résultat a été aussi rapporté par Amrita et Rajasekaran.(2010) dont ils ont
trouvé que l'extrait de butanol permet d’avoir une activité hémolytique suivie de l'acétate
d'éthyle, d’éthanol, d’éther de pétrole, de benzeéne et de I’cau.

Aussi, I’activité hémolytique des plantes médicinales a été déja rapporté (Ghosh et
al.,2018 ; Mohammedi et Atik.,2014).
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Figure 26: Boite de pétrie du test d'hémolyse sanguin 24 h apres sa réalisation.

Tableau 11: Résultats du test d'hémolyse sanguin pour la détection des saponines des extraits.

Extrait testé Révélation Diamétre (mm)
SDS + 0,8
MeOH - 0,4
Partie (A) méthanol + 0,6
Partie (st) méthanol + 0,6
Partie (A) éther de pétrole + 0,5
Partie (st) éther de pétrole + 0,5
Partie (A) chloroforme (+/-) 0,45
Partie (st) chloroforme (+/-) 0,45
Partie (A) acétate d’éthyle - 0,4
Partie (st) acétate d’éthyle + 0,5
Partie (A) n-butanol + 0,7
Partie (st) n-butanol + 0,8

Partie (A) : Aérienne

Partie (st) : Souterraine

SDS (Laurylsulfate de sodium) : témoin positif

MeOH (solvant) : témoin négatif

(-) : Test négatif ; (+/-) : Test faiblement positif ; (+) : Test positif
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4. Dosage des polyphénols et flavonoides et caroténoides totaux

Les résultats ainsi obtenus sont récapitulés dans le tableau suivant :
Tableau 12: Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en caroténoides totaux des

extraits d’Allium ampeloprasum L.

Extrait Total polyphénols Total Flavonoides Caroténoides
content (mg EQ/g d’extrait)  totaux
(ug EAG/ 100 mg mg/ml
Résidu sec)
Extrait méthanolique 135.05 %6.82 11.63+2.21 195.35+1.37
A
Extrait méthanolique  58.46+3.14 7.53+1.07 704.39+6.63
st
Extrait éther de 43.83+£3.21 4,06+0.95 1276.30+9.17
pétrole A
Extrait éther de 56.02+1.33 4.53+0.79 234.24+3.64
pétrole st
Extrait de 317.75+2.65 97.39+2.68 1127.15+5.29
chloroforme A
Extrait de 11.6+0.88 12.12+1.49 203.26+3.41
chloroforme st
Extrait d’acétate 141.99+5.22 27.71+£1.64 53.15+1.29
d’éthyle A
Extrait d’acétate 646.71+1.66 52.30+2.66 -
d’éthyle st
Extrait de n-butanol 129.76+2.87 32.68+1.74 1394.48+5.34
A
Extrait de n-butanol  261.90+5.09 25.73+0.84 442.83+4.44
st

EAG : Equivalent Acide Gallique
EQ : Equivalent Quercétine
Partie (A) : Aérienne

Partie (st) : Souterraine
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Pour la partie arienne de la plante, nous remarquons que 1’extrait de chloroforme présente la
teneur la plus élevée en polyphénols et de flavonoides (317.75 pg EAG/ 100 résidu sec et 97.39
mg EQ/g d’extrait) or pour la partie souterraine, le meilleur semble étre I’extrait d’acétate
d’¢éthyle (646.71ug EAG/ 100 résidu sec et 52.30 mg EQ/g d’extrait).

Pour les caroténoides, I’extrait n-butanol (1394.48 mg/ml) et I’extrait méthanolique (704.39
mg/ml) donnent des meilleurs taux pour la partie aérienne et souterraine, respectivement.

Aydin et Mammadov.(2019) ont évalué la teneur de bulbe et de feuilles d’Allium
reuterianum en utilisant trois extraits différents (Méthanol, éthanol et Acétone).Ces mémes
auteurs ont remarqué une différence de teneur en fonction de solvant utilisé ainsi que la partie
de plante étudiée dont pour les feuilles de la plante, le meilleur solvant était 1’éthanol avec une
teneur en polyphénols équivalente a 9.46 mg GAE/mL extract et une teneur en flavonoides
équivalente a 48.16 mgQE/g, de méme pour la partie des bulbes, des teneurs équivalents a 6.48
mg GAE/mL et 10.55 mgQE/g ont été estimées.

Dans la littérature, une variabilité des teneurs en comparant entre les mémes plantes pour
un méme extrait ou entre différents extraits a été rapportée. Ceci est probablement due aux
conditions climatiques, le cycle végétatif de la plante, les conditions de séchage et de stockage,
le solvant et la méthode d’extraction utilisée (Garcia-Herrera et al.,2014).
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5. Pouvoir antioxydant

L’activité antioxydante a été évaluée par trois méthodes différentes DPPH, ABTS, et

FRAP(TPTZ). Les résultats ainsi obtenus sont regroupés dans la figure (27) et le tableau (13).
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

Nous remarquons que le pouvoir antioxydant varie en fonction de la partie de plante
utilisée et le solvant choisi. Une corrélation activité-concentration de 1’extrait est aussi notée.

D’apres la figure 27 (A), on note que le taux d’inhibition du DPPH augmente avec
I’augmentation de la concentration des extraites testés. L’extrait de chloroforme pour la partie
aérienne et I’extrait d’acétate d’éthyle de la partie souterraine semblent étre les meilleurs en
raison de I’allure sigmoidale des courbes et le taux important d’inhibition du radical DPPH.

Le test de DPPH a ¢ét¢ réalisée afin d’évaluer les propriétés antioxydantes et
antiradicalaires des extraits méthanoliques des plantes par la mesure de la diminution de
I’absorbance du radical DPPH aprés exposition aux piégeurs des radicaux (Aydin et
Mammadov.,2019).

L’étude de la capacité de piégeage de DPPH est une méthode largement utilisée pour
évaluer I’activité antioxydante dans un temps court. Le DPPH est un radical libre stable capable
d’accepter des électrons ou atome d’hydrogene radicalaire pour se transformer en molécule
stable. La couleur du DPPH change du violet vers le jaune lorsqu’il est réduit par ces processus
soit d’un donneur d’hydrogene ou d’électrons. Les substances qui provoquent cette réaction
sont considérées comme des antioxydants et par conséquent des piégeurs de radicaux libres
(Dirar et al.,2019).

Nous avons constaté que I’ajout de I’extrait de la plante a une solution de DPPH provoque
une diminution significative de son absorbance. Ce qui confirme la présence des donneurs
d’hydrogene ou d’¢€lectrons capables de piéger le radical DPPH. De méme, le piégeage de ce
radical libre dépend aussi de la concentration de I’extrait testé.

D’autres parts, la méthode de FRAP permet de mesurer I’habilité d’une molécule
antioxydante a réduire 1’ion ferrique a pH faible, formant un complexe bleu de Tripyridltriazine
ferrique (Fe**- TPTZ) qui est réduit en ion ferreux (Fe?*) (Garcia-Herrera et al.,2014).

D’apres les résultats indiqués sur la figure 27 (B) on remarque que l’extrait de
chloroforme (Partie Aérienne) et celui d’acétate d’éthyle (Partie souterraine) ont le pouvoir
réducteur de I’ion de fer le plus élevé par rapport aux autres.

Le pouvoir antioxydant de cet extrait en termes de pourcentage d’inhibition du radical
libre DPPH et/ou de suivi de réduction du complexe (TPTZ-Fe®*) est due probablement a sa
forte teneur en composés phénoliques et en flavonoides trouvés dans 1’extrait de chloroforme

et celui d’acétate d’éthyle.
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Pour le radical cation ABTS, nous avons appliqué une méthode spéctrophotométrique
courante pour la détermination du pouvoir antioxydant des composés. Ce chromogene (bleu-
vert) est facile a utiliser, posséde une sensibilité élevée et permet 1’analyse rapide de I’activité
antioxydante d’un grand nombre d’échantillons.

La formation du radical cation ABTS constitue 1'une des méthodes
spectrophotométriques de base pour la mesure de 1’activité antioxydante des substances pures
en solution, des mélanges aqueux et les boissons. La forme la plus appropriée de ’essai est la
technique de décoloration, dans laquelle le radical est généré directement sous une forme stable
avant la réaction avec les antioxydants (Feghhi-Najafabadi et al.,2019).

La figure 27 (C) montre que la capacité de piégeage de I’ABTS par les différents extraits
d’Allium ampeloprasum L est significativement élevée pour 1’extrait de chloroforme et ceci
pour les deux parties (Aérienne et souterraine). Aucune corrélation est retrouvée avec la teneur
des constituants phytochimique, ce qui laisse suggérer que cette capacité de piégeage de
I’ABTS est due a d’autres constituants de la plante.

De plus, pour une meilleure estimation de ce pouvoir antioxydant, les valeurs d’IC50 ont
été calculées et sont regroupées dans le tableau suivant ;

Tableau 13: Les valeurs d’IC50 des activités antioxydantes des extraits de la plante étudiée et
de I’acide ascorbique obtenues par les tests DPPH, ABTS, et FRAP(TPTZ).

Extrait DPPH (ug/ml) ABTS (pg/ml) FRAP TPTZ
(ng/ml)
Extrait méthanolique A 35.91+0.01 79.64+0.02 108.93+0.02
Extrait méthanolique st 72.35+0.02 83.94+0.00 74.79+0.02
Extrait éther de pétrole A 43.65+0.02 57.31+0.00 107.22+0.02
Extrait éther de pétrole st 47.14+0.01 74.51+0.01 157.36+0.04
Extrait de chloroforme A 32.92+0.02 28.69+0.00 14.81+0.04
Extrait de chloroforme st 68.9+0.01 46.84+0.01 107.13+0.06
Extrait d’acétate d’éthyle A 53.26x0.01 87.97+0.02 139.29+0.04
Extrait d’acétate d’éthyle st 41.01+0.01 65.67+0.00 34.68+0.04
Extrait de n-butanol A 96.77 +0.02 122.16+0.00 50.33+0.02
Extrait de n-butanol st 111.33 £0.02 107.87+0.00 47.97+0.02
Acide ascorbique 12 16 08

Partie (A) : Aérienne

Partie (st) : Souterraine
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Les résultats d’IC50 sont en accord avec les remarques décrites sur les courbes obtenues.
En effet, la valeur d’IC50 détermine la moitié d’efficacité d’un extrait donné pour un radical

précis et sa valeur est inversement proportionnel au pouvoir antioxydant de la plante.

L’extrait de chloroforme donne les meilleurs résultats pour les trois tests (DPPH, ABTS
et FRAP « TPTZ ») pour la partie aérienne or pour la partie souterraine, ¢’est I’acétate d’éthyle
qui donne des valeurs d’IC50 les plus basses pour le test DPPH et FRAP « TPTZ », alors que
pour le test ABTS, DI’extrait de chloroforme semble contenir des constituants a pouvoir
d’inhibition du pouvoir d’ABTS tres élevée.

L’acide ascorbique en termes de standard présente les valeurs d’IC50 les plus faibles
expliquant son pouvoir antioxydant miraculeux.

Nos résultats concernant 1’évaluation du pouvoir antioxydant de la plante d’intérét sont en
accord avec les travaux de Kim et al .(2016) qui ont rapporté une étude détaillée de I’activité
antioxydante d’Allium sativum L en utilisant différents extraits y compris méthanol, 1’¢thanol
et un mélange chloroforme et méthanol ,ainsi de ceux de Garcia-Herrera et al.(2014) qui ont

travaillé a leur tour sur I’Allium ampeloprasum L de 1’Espagne.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales présentent une source des molécules d’intérét et principes actifs
a usage thérapeutique par excellence (Dalia.,2017). La valorisation des plantes médicinales
notamment celles de la région aride et semi-aride permet de mettre en place tout une
pharmacopée de la région et donne une orientation scientifique a 1’usage ancestral.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et a 1’évaluation
du pouvoir antioxydant des différents extraits d’Allium ampeloprasum L récoltée a partir la
région de Chebka de Ghardaia. Une étude comparative est réalisée par la suite sur deux parties
bien distinctes la plante d’intérét « partie aérienne et partie souterraine ».

En termes de rendement I’extrait de méthanol donne le rendement le plus élevé, suivi par
I’éther de pétrole, en revanche un faible rendement a été obtenu avec les autres solvants.

Sur le plan phytochimique, les résultats criblage phytochimique révele la diversité de
notre plante en métabolites secondaires.

Pour la partie aérienne, les flavonoides, les coumarines et les stéroides sont présents en
guantité importante notamment dans le n-butanol. La présence d’alcaloides n’est détectée que
dans les extraits de chloroforme et n-butanol, les saponines sont aussi décelées a 1’exception
dans I’extrait de chloroforme et acétate d’éthyle, de méme les tannins sont retrouves en faible
quantité dans tous les extraits sauf 1’éther de pétrole.

En travaillant sur la partie souterraine, des résultats positifs ont été obtenus avec
seulement 1’extrait méthanolique, acétate d’éthyle et de n-butanol.

Pour ce qui est du dépistage des saponines a l'aide du test d'hémolyse sanguin, une
différence est notée dans les diamétres d’inhibition entre les deux parties de la plante pour un
méme solvant et entre la méme partie de plante pour différents extraits. L’extrait n-butanol
semble étre le choix adéquat pour extraire le maximum de saponines.

Les résultats de détermination par dosage des polyphénols, des flavonoides et des
caroténoides ont montré que pour la partie aérienne de la plante, 1’extrait de chloroforme
présente la teneur la plus élevée en polyphénols et de flavonoides or pour la partie souterraine,
le meilleur semble étre 1’extrait d’acétate d’éthyle.

Pour les caroténoides, 1’extrait n-butanol et I’extrait méthanolique donnent des meilleurs
taux pour la partie aérienne et souterraine, respectivement.

Les résultats de I’activité antioxydante évaluée par les trois méthodes (DPPH, FRAP
«TPTZ », et ABTS), montrent que les extraits ont une activité antioxydante intéressante qui

varie en fonction de la partie de plante utilisée et le solvant choisi.
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L’extrait de chloroforme donne les meilleurs résultats pour les tests (DPPH, et FRAP
« TPTZ ») pour la partie aérienne or pour la partie souterraine, c’est 1’acétate d’éthyle qui donne
des valeurs d’IC50 les plus basses pour le test DPPH et FRAP « TPTZ ». Un tel résultat est en
corrélation avec la forte teneur en composés phénoliques et en flavonoides estimée dans
I’extrait de chloroforme et celui d’acétate d’éthyle.

Alors que pour le test ABTS, I’extrait de chloroforme semble contenir des constituants a
pouvoir d’inhibition de pouvoir d’ABTS trés élevée et ceci pour les deux parties (Aérienne et
souterraine).

Tous les résultats obtenus a partir de nos travaux fournissent un apercu global sur les
familles chimique et du potentiel antioxydant présent dans les différents extraits des parties de
la plante Allium ampeloprasum L. et peuvent donc confirmer scientifiquement son utilisation
traditionnelle.

Les recherches sur cette plante valent la peine d'étre continuée, et les perspectives qui en
découlent incluent :

-Caractérisation des composes actifs dans les extraits de la plante testée et détermination
de leurs mécanismes d'action ainsi que 1’identification de possibles cibles thérapeutiques.

-Réalisation de tests supplémentaires sur les activités biologiques, afin de mettre en
évidence d’éventuels effets tels que antibactériens, antidiabétique et anti-inflammatoires.

-Evaluation de leur toxicité afin de développer des thérapies issues de produits naturels
mieux tolérés par le corps humain et avec moins d’effets secondaires négatifs pour le traitement
de nombreuses pathologies.

- Etude des effets de ces extraits sur différentes activité enzymatique et exploitation de

leur effet synergique.
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Résumé

Cette étude s’inscrit dans cette optique et qui consiste a faire un criblage phytochimique et a 1’évaluation du pouvoir antioxydant
des différents extraits obtenus en fonction de la partie de la plante (aérienne ou souterraine) et du type de solvant utilisé lors de
I’extraction d’Allium ampeloprasum L. récoltés dans la région de Ghardaia (Algérie).Les résultats obtenus montrent que parmi les
différents extraits bruts, I’extrait méthanolique a le rendement le plus élevé (16.9% « A »,9.55% « St »).Le criblage phytochimique,
révele I’abondance et la diversité de notre plante en métabolites secondaires. Les solvants utilisés pendant 'extraction auraient une
influence sur la nature et la quantité de métabolites secondaires extraits de la plante médicinale. Pour ce qui est du dépistage des
saponines a l'aide du test d'hémolyse sanguin. L’extrait n-butanol semble étre le choix adéquat pour I’extraction des saponines.
Ensuite les quantifications colorimétriques montrent que pour la partie aérienne de la plante ’extrait de chloroforme présente la
teneur la plus élevée en polyphénols et de flavonoides (318 pg EAG/ 100 résidu sec et 97.39 mg EQ/g d’extrait) or pour la partie
souterraine, le meilleur semble étre I’extrait d’acétate d’éthyle (646.71ug EAG/ 100 résidu sec et 52.30 mg EQ/g d’extrait).Pour les
caroténoides, I’extrait n-butanol pour la partie aérienne (1394.48 mg/ml) et I’extrait méthanolique (704.39 mg/ml) pour la partie
souterraine donnent les meilleurs taux. Les extraits ont une activité antioxydante intéressante qui varie en fonction de la partie de
plante utilisée et le solvant choisi. L’extrait de chloroforme donne les meilleurs résultats pour les tests (DPPH, et FRAP « TPTZ »)
pour la partie aérienne(DPPH 1c50=32.92+0.02(ug/ml), FRAP«TPTZ» 1c50=14.81+0.04 (ng/ml))or pour la partie souterraine, c’est
I’acétate d’éthyle qui donne des valeurs d’1c50 les plus basses pour le test DPPH et FRAP « TPTZ » (DPPH 1¢50=41.01+0.01
(ug/ml) ,FRAP«TPTZ» 1c50=34.68+0.04 (ug/ml)) qui est due probablement a sa forte teneur en composés phénoliques et en
flavonoides trouvés dans 1’extrait de chloroforme et celui d’acétate d’éthyle. Alors que pour le test ABTS, I’extrait de chloroforme
semble contenir des constituants a pouvoir d’inhibition de pouvoir d’ABTS trés élevée et ceci pour les deux parties (Aérienne
1c50=28.69+0.00 (ug/ml) et 1c50=46.84+0.01 (ug/ml) souterraine). Ainsi, ces extraits pourraient donc étre une alternative a certains
additifs synthétiques utilisés dans plusieurs industries notamment pharmaceutique, alimentaire, et cosmétique.

Mots clés : Plantes médicinale -Allium ampeloprasum L — Métabolites secondaires — Activité antioxydante — Testes phytochimique
— DPPH - FRAP « TPTZ » — ABTS.

Abstarct

This study is part consists of carrying out a phytochemical screening and evaluating the antioxidant power of the different
extracts obtained depending on the part of the plant (above ground or underground) and on the type of solvent used during the
extraction of Allium ampeloprasum L. collected in the region of Ghardaia (Algeria). The results obtained show that among the
various crude extracts, the methanolic extract has the highest yield (16.9% "A", 9.55% "St"). Phytochemical screening reveals the
abundance and diversity of our plant in secondary metabolites. The solvents used during the extraction would have an influence on
the nature and the quantity of secondary metabolites extracted from the medicinal plant.Regarding the detection of saponins using
the blood hemolysis test. The n-butanol extract seems to be the right choice for saponin extraction.Then the colorimetric
quantifications show that for the aerial part of the plant the extract of chloroform has the highest content of polyphenols and
flavonoids (318 pg EAG / 100 dry residue and 97.39 mg EQ / g of extract) or for the underground part, the best seems to be the
ethyl acetate extract (646.71ug EAG / 100 dry residue and 52.30 mg EQ / g extract).For carotenoids, the n-butanol extract for the
aerial part (1394.48 mg / ml) and the methanolic extract (704.39 mg / ml) for the underground part give the best rates. The extracts
have an interesting antioxidant activity which varies depending on the part of the plant used and the solvent chosen. The chloroform
extract gives the best results for the tests (DPPH, and FRAP «TPTZ») for the aerial part (DPPH 1c50 = 32.92 + 0.02 (ug / ml), FRAP
«TPTZ» 1c50 = 14.81 + 0.04 (ug / ml)) or for the underground part, it is ethyl acetate which gives the lowest 1c50 values for the
DPPH and FRAP «TPTZ» test (DPPH 1c50 =41.01 £ 0.01 (g / ml), FRAP «TPTZ» 1c50 = 34.68 £ 0.04 (g / ml)) which is probably
due to its high content of phenolic compounds and flavonoids found in the extract of chloroform and that of ethyl acetate.

While for the ABTS test, the chloroform extract seems to contain constituents with a very high power of inhibition of ABTS
power and this for both parts (Aerial 1c50 = 28.69 + 0.00 (ug / ml) and 1¢50 = 46.84 + 0.01 (ug / ml) underground).

Thus, these extracts could therefore be an alternative to certain synthetic additives which are used in different industries, in
particular pharmaceutical, food and cosmetic.
Keywords: Allium ampeloprasum L - Medicinal plants - Secondary metabolites - Antioxidant activity - Phytochemical tests -
DPPH - FRAP "TPTZ" - ABTS.
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