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Introduction générale

Le territoire algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes, les
plaines, les montagnes, la steppe et le Sahara. En effet, la flore algérienne est connue pour sa
richesse et surtout diversifiée, qui est estimée a Plus de 5 000 espeéces qui sont considérées comme
des plantes médicinales ayant des applications thérapeutiques [1]. C’est pourquoi I’intérét des
industries agroalimentaires et pharmaceutiques ainsi que les études scientifiques qui s’intéressent
a la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les huiles essentielles, les composés

phénoliques et 1’activité antioxydante des radicaux libres.

Un déséquilibre entre la production excessive de molécules oxydantes et/ou une diminution
du taux d'antioxydants dans l'organisme est définie par le terme de stress oxydant.
Le stress oxydant a été décrit réellement comme un facteur étiologique crucial impliqué dans
diverses maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénérative, inflammation, diabéte mellitus et vieillissement [2]., et beaucoup plus issu par
les radicaux libres qui sont générés par notre corps a travers divers réactions métaboliques.

Cependant, les antioxydants sont les substances qui peuvent éliminer les radicaux libres et
aider a protéger le corps contre des dommages induits par ce stress oxydatif [3]. Ceux-ci sont
constitués d'un grand nombre de métabolites secondaires.

En plus aux métabolites primaires classiques (glucides, protides, lipides et acides
nucléiques), d’autres métabolites sont également synthétisés d’une importance indirectement

essentielle a la vie des plantes, nommés métabolites secondaires [4].

En général, les métabolites secondaires présentent I’une des singularités majeures des
végétaux constituant leur capacité de produire des substances naturelles trés diversifiées quoiqu’on
ne connaisse pas encore leur fonction directe au niveau des activités fondamentales de 1'organisme
végeétal (croissance, développement, reproduction...) [S]. Par contre, ils sont tres utilisés par les
plantes pour leur défense, leur pollinisation et jouent ainsi un rdle majeur dans 1’adaptation des
végétaux a leur environnement. Ils assurent des fonctions clés dans la résistance aux contraintes
biotiques (phytopathogenes, herbivores, etc.) et abiotiques (radiation ultra-violette, température,

secheresse, etc.) [6].

D’un point de vue applicatif, ces molécules constituent souvent la base des principes actifs
des plantes médicinales, 1’évaluation de leurs valeurs thérapeutiques qui ont fait I’objet de

nombreuses recherches et amené a I’identification des principaux ¢léments actifs des plantes, dont
1



I’estimation d’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une

substance végétale [7].

Les métabolites secondaires sont essentiellement constitués de polyphénols d’un poids
moléculaire élevé, largement distribués dans le régne végétal. Ils sont caractérisés par des
molécules aromatiques possédant d’un moins un noyau benzénique (C6) et d’un hydroxyle (OH)
libre ou engagé dans une autre fonction, éther, ester ou hétéroside, qui sont caractérisés, comme
I’indique le nom, par la présence de plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus

ou moins complexes [8].

Les bienfaits des polyphénols pour la santé reviennent a la mobilit¢ de I’hydrogene
phénolique, permettant ainsi a l'organisme de lutter contre les agressions de 1'oxygeéne et ses
pathologies associées, en raison de la richesse des composés phénoliques en activité anti-
inflammatoires, antibactériennes et antifongiques, antioxydant, ce qui suscitent un intérét
grandissant pour la prévention et le traitement des maladies plurifactorielles telles que le diabete,
la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes, les cancers, les maladies inflammatoires,

cardiovasculaires et neurodégénératives.

Au fait, cet oxygene moléculaire est un élément crucial pour les organismes vivant en
acrobiose, parce qu’il permet de produire de I’énergie en oxydant la matiére organique. Cependant,
une partie de cet oxygene moléculaire (environ 1 a 2 %) peut capter d’une maniére univalente un
¢électron conduisant a la formation des especes partiellement réduites et fortement toxiques

appelées les radicaux libres ou encore les especes réactives de 1’oxygene [9].

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) capables d’une
existence indépendante (d’ou le terme libres), trés réactifs grace a la tendance de leurs électrons
célibataires a se réapparier. Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont
produits en permanence et en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des
réactions énergétiques ou de défense. Ils sont produits par divers mécanismes physiologiques

responsables du stress oxydatif.

Les antioxydants présentent une grande diversité moléculaire agissant contre les processus

d’oxydation par leur capacité de piéger les radicaux libres de différentes manieres.

Parmi les plantes les plus connue on trouve Centaurea Sp qui appartient a la famille de



Astéracée. Aujourd’hui on le retrouve tout le long de la zone tropicale et subtropicale et dans
diverses régions du monde englobant environ 500 espéces, il est principalement réparti autour de
I’Asie occidentale et de la Méditerranée [10]., notamment en Algérie, a fin de 1’exploiter dans
divers domaines particulierement le domaine alimentaire et médicale, vue sa richesse en nutriment

essentielles tel que les protéines, minéraux...etc., et les antioxydants naturels.

Les Centaurées sont des plantes herbacées annuelles ou vivaces, a feuilles alternes. Comme
pour toutes les composées, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitule multiflores
homomorphes ou dimorphes, entourées d'un involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées
sur plusieurs rangs. Les fleurs sont toutes tubulées, multiflores en cinq lobes. Leur couleur varie

le plus souvent entre le rose, le pourpre et le violet [11].

Le Centaurea SP est une plante faisant partie de plantes médicinales, est utilisée
traditionnellement dans les régions paysannes dans le traitement des brilures cutanées et dans de
nombreuses régions du monde comme antibactérienne [12], antivirale et Anti-hypertensive. Il
possede aussi d’autres vertus thérapeutiques notamment des propriétés stimulantes, toniques et,
antidiabétiques, diurétiques et antirhumatismales. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre choix
de cette plante.

Certains Centaurea ont des activités biologiques telles que les antimicrobiens,
antifongique, antiplasmodial, cytogénétique, antiulcérogene activités, propriétés antioxydantes,
antivirale, antiprotozoaire, anticolon cancer et activité cytotoxique. Ces especes constituent encore

une source importante de nouveaux composés naturels a intérét thérapeutique [13].

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels en évaluant
les propriétés anti oxydantes des polyphénols des feuilles du Centaurea SP qui proviennent de la

région de Dellys- Boumerdes.
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Ce travail est divisé en deux axes, le premier comporte la description de 1’extraction des
métabolites secondaires des extraits. Le second renferme I’étude phytochimique de la plante

Centaurea SP.

I. chimiques et réactifs

la liste des produits utilisés pendant cette étude est regroupée dans le tableau suivant.

Tableau I.1: Liste de produits utilisés

Acide gallique

Meéthanol

Quercétine

Vitamine C

DPPH

Eau distillée

Carbonate de sodium NaxCO3
Folin-Ciocalteu

L. 2. Matériels
Le tableau suivant présente la verrerie utilisées dans cette étude.

Tableau 1.2: Présentation du matériels utilisés.

e Poudres de plante centaurea SP (7 mois).

e Balance, Béchers, Tubes a essais, Micropipettes.

e Ultrason, Spatule, Fioles jaugées, Flacons, Embouts,
Eprouvette, spectrophotométre.

1.2.1. Matériel végétal

Les étapes d’échantillonage de notre matériel végétal sont données ci-dessous :

. Récolte : Les différents essais ont été réalisé sur les feuilles de Centaurea SP récoltées dans la

région de dellys, durant 7 mois (Janvier- Février-Mars-Avril-Mai-Juin-Juillet).

Cette région est une localité situées a 51 kilometres de la wilaya de Boumerdes (Algérie) d’une

altitude de 23 m, 36° 55’ 07" N de latitude et 3° 31" 16" E de longitude,



2. Conservation : Elles sont conservées a ’air ambiant.

3. Broyage : Les feuilles de Centaurea SP utilisées ont été broyées manuellement pour obtenir une

poudre fine a l'aide d'un mortier et d'un pilon.

Les images suivantes montrent la photo du Centaurea SP .

Figure 1: Photo de Centaurea SP.
I.3. Méthodes expérimentales
La poudre des feuilles de Centaurea SP, a fait I’objet d’une extraction de composés

phénoliques. Pour se faire, le méthanol a été utilis¢é comme solvant d’extraction.

L.3.1. Extraction des composés phénoliques
L’extraction des composés phénoliques du Centaurea SP a été effectuée selon les méthodes

suivantes :

a. Préparation des extraits bruts par I’extraction assistée par ultrason :
Une masse de 2g de la poudre des feuilles séchées de Centaurea SP a été extraite dans un
appareil a ultrason avec un volume de 30 ml du méthanol pendant 45 min a 38°C, suivi d’une

filtration par un papier filtre.

Les extraits obtenus sont conservés dans des flacons hermétiquement fermé et couverts de

papier aluminium.

Afin de déterminer les concentrations de nos extraits bruts obtenus, nous avons prélevé
ImL de cet extrait obtenu puis séché a I’aide d’une étuve a 40°C, qui est évaluée par la différence

de masse.



b. Mode opératoire

L’extraction des composés phénoliques est récapitulé dans I’organigramme suivant :

2 g de poudre de feuille de centaurea SP (de chaque mois) +30 ml de MeOH

Placé a l'intérieur d’Ultrasn a 45 minutes

Filtration

Extraits bruts

Figure 2 : Protocole d’extraction des composés phénoliques.

1.3.1.1. Etude phytochimique

Des tests phytochimiques spécifiques basés sur des réactions de coloration, turbidité ou de
précipitations sont éffectués pour mettre en évidence la présence ou 1’absence de certains
composés appartenant aux familles chimiques des métabolites secondaires, en utilisant les

méthodes de dosages spectrophotométriques.

a. Teneur des phénols totaux
Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un mélange de complexes de 1’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et de 1’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur
jaune.
Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif.
Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur
bleu. La coloration produite, dont l'absorption maximum a 760 nm, est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux [1].
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Figure 3 : Principe de la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu.

Il est nécessaire d’établir une courbe d’étalonnage d’acide gallique comme standard

permettant ainsi le calcul de des teneurs des extraits en phénols totaux ( Fig 5).

a. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Une série de dilutions a été préparée a partir d’une solution mere d’acide gallique de

concentration massique 0,3 mg/mL.

La lecture de 1’absorbance par la suite de chaque solution contre un blanc de méthanol

permet de tracer la courbe d’étalonnage.

La figure suivante nous résume le protocole de la préparation de la courbe d’étalonnage.



Solution mere de 1’acide gallique (0.3mg/ml)

!
T

0.06 0.12 0.18 0.24 0.3

I N

100 pl de chaque solution dilué¢es 50 fois + 500ul de FolinCiocalteu

Addition de 2000ul de Na>xCOs (5%) a chaque solution

!

Incubation a I’obscurité pendant 30 min

|

Lecture de 1’absorbance de chaque solution a 760 nm

Figure 4 : Organigrame de la méthode du dosage de ’acide Gallique.

La courbe d’étalonnage obtenue par I'utilisation de 1’acide gllique comme standard permet

la détermination des teneurs des extraits en phénols totaux voir ( Fig 5).

Les résultats sont tracés sur le graphe suivant :

Acide gallique Y =3,5659x
R*=0,9932

1,2

0,8
0,6
0,4

0.2 Q

Absorbance a 760 nm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Concentration (mg/ml)

Figure 5 : Courbe d’étaonnage de I’acide Gallique.
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Les extraits des échantillons ont été traités dans les mémes conditions opératoires que la
préparation de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique ainsi que les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de maticre séche (mg Eq. AG/g Ms).

b. Mode opératoire

Le protocole expérimental est résumé dans 1’organigramme qui suit :

Ajoute 500ul de Folin-
Ciocalteu (1/10 fois)

100ul de I’extrait (50 fois)

Laisser agir 2 minutes a température ambiante

Ajout de 2000ul de Na, CO3 (5%)

Incubation pendant 30min a 1’ambri de la lumiére

Mesurer de ’absorbance a 760 nm

Figure 6 : Organigramme du dosage des phénols totaux.

Un blanc a été effectué par le remplacement de ’extrait par le méthanol en suivant le méme
protocole.

Trois essais ont été effectués pour chaque échantillon.

b. Dosage des teneurs des flavonoides (FVT)
Le groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 que posséde les flavonoides est
susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe tres stable, jaunatre

absorbée dans le visible a 430 nm [2].
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a. Mode opératoire

» Dans des tubes a essai, Iml de solution d’AlC13(2%) a été ajouté a 1ml d’extrait dilué (50
fois).

» Aprés 15mn d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumicére, la lecture des
absorbances est faite a 410 nm.

» Le blanc est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par 1 ml d’éthanol.

La figure 7 récapitule le protocole de la préparation.

1000pl d’extrait dilué (50 fois)

Ajouter 1000ul d’AlCls dilué (2%)

Incubation a I’obscurité pendant 20 min

Lecture 2 410 nm

Figure 7 : Protocole détaillant le dosage des flavonoides

a. Courbe d’étalonnage de la quercetine
La teneur en flavonoides des extraits est déterminée par référence a la courbe d’étalonnage
linéaire obtenue au préallable avec différentes concentrations (0,006 et 0,03 mg/ml) de la
Quercétine utilisée comme standard.
La teneur en flavonoide est exprimée en milligramme d’équivalent de Quercétine par

gramme d’extrait (mg EQ/g) [3].
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Solution mere de quercétine (0.03 mg /ml)

Les solutions filles a concentration
0.006 ;0.008 ;0.012 ;0.016 ;0.024 ;0.03

!

Ajouter 1000pul d’AlICL dilué 2%

!

Incubation a I’obscurité pendant 20 min

!

Lecteur 1’absorbance de chaque solution a8 410 nm

Figure 8 : Schéma de la méthode de dosage des flavonoides.

e Un blanc a été effectué par le remplacement de ’extrait par le méthanol en suivant le méme
protocole.

e Trois essais ont été effectués pour chaque échantillon.

Querceétine y = 32,078x

2 R?=0,9981
1 °

0,8

0,6 @

0,4 »

0,2 ©

0 ®
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

Concentration (mg/ml)

Absorbance a 410 nm

Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine
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I1II. Activité antioxydante par DPPHe

On cite quelques méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits qui sont basées sur la
coloration ou la décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel, notamment le DPPHe qui
reste le test le plus sélectionné pour les extraits végétaux car il s’agit d’une méthodes fiables et

rapides [4].
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Figure 10 : Différentes méthodes chimiques utilisées pour I’évaluation de 1’activité antioxydante

chimiques utilisées [4].

a.Principe :

Le principe de la méthode du DPPHe (diphénylpicryl-hydrayl) se repose sur la réduction
d’une solution alcoolique de I’espéce radicalaire stable DPPHe(de culeur violette) en présence
d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), en donnant la forme non-radicalaire DPPH-H

(diphényl picryl-hydrazine) de couleur jaune.
Ce changement de couleur du violet en jaune explique la réduction du DPPHe en DPPH-H

dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu a donner des protons (figl1).
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En effet, plus la perte de couleur est rapide plus le donneur d’hydrogeéne est considéré
comme un antioxydant fort [5].
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Figure 11 : Forme libre et réduite du DPPH<[6].

b. Mode opératoire

Le protocol de I’activité anti radicalaire DPPHe a été effectuée selon I’organigramme suivant :

Un volume de 1 ml de 1ml de solution méthanolique
chaque extrait diluée (50 fois)

du DPPH-

Incubation a I’obscurité pendant 30 min
a une température ambiante

L’absorbance est effectuée a 517 nm a

I’aide d’un spectrophotometre

Figure 12 : Protocole de mesure de I’activité anti radicalaire DPPHe.

Dans les mémes conditions opératoires le contrdle et les blancs ont été préparés comme suit[7] :

> Un controle : 1ml du méthanol + 1 ml du DPPHe.

> Les blancs : 2ml du méthanol.
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Cependant, la lecture se fait au spectrophotomeétre a 517 nm contre un blanc préparé dans

les mémes conditions [8].

II1.1.Pourcentage d’inhibition
La capacité antioxydante de nos échantillons est exprimée en pourcentage d’inhibition du

radical DPPHe suivant I’équation:

Le pourcentage d’inhibition du DPPHe des extraits est calculé selon la formule suivante [9]:

(A controéle -A extrait)

% d’inhibition du DPPHe = [ ]XIOO

A controle
Avec :
A contrale ¢ Absorbances du controle.

A extrait ¢ Absorbances de ’extrait.

Dans les mémes conditions, I’acide ascorbique comme standard a des concentrations comprises
entre 11.90 a 45.22 nM/ml a servi pour tracer la courbe d’étalonnage.

La figure ci-dessous présente la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.

Acide ascorbique
1,2
y =-0,0238x
) . R? = 0,9989
. .
c .
-
E 0,8 .
iy
@ 06 ®-...
2
g 0,4 .‘-._.
S
2 .
_g 0,2
0
0 10 20 30 40 50
Concentration( pM/ml)

Figure 13: Courbe d’étalonnage des antioxydantsde 1’ Acide ascorbique
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I11.2.Capacité antioxydante

La capacité antioxydante a été exprimée en pM d'équivalents d’acide ascorbique (vitamine
C) par g maticre seche (CAEAA). L expérience a été répétée 3 fois pour
calculer la moyenne. Le calcul de CAEAA a été réalisé en utilisant 1’équation suivante [10]:

FAAE = (Absg — Abs() . 74 1
- a *2* 000 * @,

Abs:Absorbance du controle (sans 1’ajout de 1’extrait) ;

Absg:Absorbance en présence de 1’extrait (DPPH restant apres la réaction avec 1’extrait) ;

a:La pente de la courbe d’étalonnage De I’acide ascorbique (vitamine C);

D : Nombre de dilution de 1’extrait ;
V : Le volume total de I’extrait (30ml) ;

Qg: La quantité de I’échantillon utilisé en g (2g).
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Résultats et discussions

II1.1. Concentration des extraits bruts

Le tableau II.1 regroupe les résultats des concentrations en mg/ml des différents extraits
méthanoliques bruts obtenus a partir des feuilles de Centaurea SP collectées durant les mois
Janvier, Février, Mars, Avril, Mai, Juin et Juillet, sachant que ces extraits présentent une bonne
solubilit¢ dans le méthanol. Le solvant polaire (méthanol) a été utilisé pour l'extraction de

polyphénols de faible poids moléculaire.

Tableau II.1: Concentrations des différents extraits méthanoliques bruts du Centaurea SP en

(mg/ml)
Mois de cueillette Concentration extrait bruts (mg/ml)
Janvier 23,6
Février 233
Mars 24,4
Avril 22,5
Mais 22,1
Juin 21,9
Juillet 21,1

Selon les résultats précédents, nous avons remarqué que 1’extrait du mois de Mars présente
la concentration la plus élevée de ’ordre de 24,4mg/ml par rapport aux extraits des autres mois
Avril, Février, Janvier, Mai, Juin et Juillet néanmoins que les autres valeurs sont trés proches qui

varient entre 21,1 et 24,4 mg/ml.

Le Centaurea, est une espece annuelle et entomophile qui germe principalement en automne et
fleuri de Mai a Juin qui peuvent varier en fonction des conditions liées aux différents milieux et

pourront ainsi expliquer la différence de concentration brutes de nos extraits.

I11.2. Résultat de ’analyse phytochimique
I11.2.1. Dosage des polyphénols Totaux

Dans le cadre de la récupération optimale des composés phénoliques, I’extraction a ¢été

donc effectuée par 1’ultrason[1].
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La teneur en polyphénols a été déterminée a partir de 1’équation de la régression linéaire
de la courbe d’étalonnage du standard effectuée (acide gallique) avec un R? = 0,9932. Elle est

exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gramme de mati¢re seéche (mg EAG/g MS). (Fig5)

Les résultats expérimentaux de 1’étude phytochimique sont mentionnés dans le tableau (11.2)

suivant :

Tableau II.2:Tableau des résultats du dosage des polyphénols totaux.

Conditions
Extrait Teneurs météorologiques | Précipitations
polyphénols Humidité (%) (mm)
(mg EAG/g MS)
Janvier 53,95 83 147
Février 66,99 83 25
Mars 75,78 83 22
Avril 67,22 77 33
Mai 78,15 67 10
Juin 51,06 60 12
Juillet 65,61 8 3

Le tableau I1.2 révele les teneurs des polyphénols totaux de différents extraits selon le mois

de sa collecte qui varient entre 51.06 et 78,15 mg EAG/g MS.

On constate que la teneur la plus abondante correspond a celle du mois de Mai avec une

valeur de 78,15mg EAG/g MS, interprétée par le moi de floraison du Centaurea.

Les variations des teneurs des polyphénolspeuvent étre expliquées par 1’influence
saisonniére notamment le mois de leur collecte sur I’extraction et désormais a la différence du
climat (la pluie en hiver ou la douce saison printaniere ou I’été chaud) et autres conditions

climatiques.

En effet, les teneurs du mois du Janvier et Juin sont trés proches 53,95 et 51,06 mg

EAG/gMS respectivement, qui correspondent au début d’hiver et au début d’été.

21



I11.2.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides constituent la classe des polyphénols la plus importante, avec plus de 5000
composés déja décrits.

Une couleur jaunatre est formée dans tous les extraits de Centaurea SP apres 1’addition de
la solution de chlorure d’Aluminium (AICl3), cette coloration révele la présence des flavonoides

dans les extraits analysés.

La teneur en flavonoides pour les différents extraits a ét¢ exprimée en mg équivalent de

quercétine (EQ) pargramme de matiere végétale séche a partir de la courbe d’étalonnage effectuée
(Fig 15).

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 19.
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Figure 19. Teneurs en flavonoides totaux dans les sept extraits deCentaurea SP.

D’apres la figure précédente (Fig 19), les résultats obtenus montrent que 1’extrait de feuille
de Centaurea en mois de Mars est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 11,05 mg
EQ/gMS suivi par les extraits des mois de Juillet, Juin, Février, Avril ,Mai et Juin avec des
valeursrespectivement del10,59 mg EQ/g MS, 10,39 mg EQ/g MS, 10,29 mg EQ/g MS, 9,89 mg
EQ/g MS et 9,35 mg EQ/g MS.

Nous constatons que les extraits de Centaurea SP sont quantitativement riches en

polyphénols comme composés phénoliques que de flavonoides.
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Ces classes chimiques détectées dans la matieére végétale pourraient étre responsables de
I’activité antioxydante en particulier les différentes activités biologiques qui dépendent de la

structure chimique des polyphénols [2].

3.3. Evaluation de I’activité Antioxydantepar le DPPH

Plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer 1’activité antioxydante des extraits
des végétaux mais le principal mécanisme d’action antioxydant des polyphénols et des flavonoides
reste le piégeage des radicaux libres a savoir le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) basé sur la
dégradation de la couleur du radical en présence de I’extrait phénolique.

Dans notre étude, le choix s’est porté sur la méthode utilisant le DPPH pour évaluer
I’activité antioxydante de nos extraits (Janvier, Février, Mars, Avril, Mai, Juin, Juillet) de
CentaureaSP, car c¢’est I’'une des méthodes les plus simples, les plus rapide et les plus efficace a

cause de la grande stabilité du radical DPPH.

Une dissipation de la couleur violette a été observée aprés 1’ajout de la solution

méthanolique DPPH, pour les différentes concentrations, ce qui confirme leur réaction positive.

A partir des valeurs d’absorbances obtenues, nous avons calculé les pourcentages
d’inhibition. Ces derniers nous ont permis de tracer les courbes qui représentent la variation du
pourcentage d’inhibition des différents extraits ainsi que 1’acide ascorbique choisie comme

standard en fonction des différentes concentrations de 1’extrait (Fig 16).
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Figure 16. Courbe d’étalonnage de Pouvoirinhibiteur en fonctions des concentrations
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En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration le
pouvoir inhibiteur (P1)% qui la corresponde, nous avons par la suite établi une régression linéaire
entre les différentes concentrations, qui nous ont permis d’évaluer les valeurs des capacités
antioxydantes exprimées en CAEAA (mg/g de la maticre séche) a partir des valeurs des pouvoirs

inhibiteurs et qui différent d’un extrait a I’autre.

En effet, ’activité¢ antioxydante (CAEAA) de la mati¢re séche qui est définie comme la
concentration exprimée en uM d’une solution de la vitamine C ayant la méme activité antioxydante

qu’une solution 1uM de I’extrait.
Les valeurs des capacités antiradicalaires sont regroupées dans le tableau II.3.

Tableau I1.3: Capacité¢ antioxydante en équivalent gramme d’acide ascorbique de chaque

extrait.

Extrait CAEAA
(uM /g MS)
Janvier 31,79
Février 24 18
Mars 37,09
Avril 34,35
Mai 37,46
Juin 28,57
Juillet 36,05

On remarque que les valeurs des capacités antioxydantes des extraits analysés sont
modérées allant de 31,79 jusqu’a 37,46uM/g MS, ce qui est en accord avec I’étude menée sur les
extraits méthanolique des espéces de Centaurea SP  qui ont montré une forte activité

antioxydante|[3].

Ces valeurs de CAEAA nous permettent de classernos extraits en 3 groupes du

CentaureaSP qui sont :

e L’extrait du mois du Mai a enregistré un taux d’inhibition le plus important
(88,88%) avec une capacité¢ importante égale 437,46 pM/g suivi par celui du
Mars qui donneaussi une trés bonne activité en équivalent d’acide ascorbiquede

I’ordre de 37,09 uM/g MS.
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e Les activites de D'ordre de31,79, 34,35 et36,05uM/g MS correspondent

respectivement ceux des mois du Janvier, Avril et Juillet.

e Et enfin, les extraits du Février et Juin ont les valeurs de CAEAA de I’ordre de

24,18 et 28.57 uM EAA/g MS respectivement.

Puisque une forte activité antioxydante d’un extrait est traduite par 1’¢lévation des valeurs
de CAEAA, donc on conclue que les extraits des mois de Mai et de Mars sont des antioxydants

puissants.

Pour montrer I’existence ou pas de la corrélation entre les antioxydants et les activités
antioxydantes et les parametres physico-chimiques, nous avons établi une matrice de corrélations

donnée dans le tableau suivant :

Tableau II.4: Matrice de corrélation entre 1’activité antiradicalaire et les teneurs en

phénols et flavonoides

TPT FLV CAEAA
TPT 1
FLV 0,1 1
CAEAA 0,55 -0,06 1

Les résultats obtenus par le tableau 11.4 montrent que les polyphénols contenus dans les
extraits du Centaurea SP., sont probablement responsables de l’activité antioxydante de ces
extraits d’autant plus que la présence d’une corrélation entre les composés phénoliques et le DPPH

est constatée avec ces derniers (R?=0,55).

Ce qui est en accord avec I’é¢tude menée par A.Aktumsek et al., [4] qui a prouvé la
corrélation du potentiel antioxydant avec les concentrations des polyphénols et flavonoides de

différentes especes de Centaurea turque.

Nous notons également que les résultats de la capacité totale de I’efficacité antioxydante
n’ont pas la méme évolution avec les résultats de 1'estimation quantitative des flavonoides qui

revient a ’absence de la purification de nos extraits bruts.
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Il est difficile de comparer nos résultats aux données d’autres travaux, en raison de
I’implication de divers facteurs dans 1’évaluation des teneurs en composés phénoliques: origine
géographique des matiéres premicres, méthodes d’extraction, de dosage et I’expression des

résultats et a I’absence de 1’étude de 1’effet saisonnier sur 1’activité antioxydante du Centaurea SP.
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Conclusion générale

La découverte de ressources naturelles provenant du régne végétal connait aujourd ’hui une

grande approche pour la mise au point de nouveaux remedes thérapeutique.

Ce travail a pour but principal, l'étude phytochimique et l'évaluation des activités
antioxydante de la partie aérienne de la plante du genre Cenfaurea endémiques a 1'Algérie et
appartenant a la famille des Asreraceae : Centaurea SP en fonction du mois de sa collecte. En
effet, I’espéce Centaurea peut étre considérée comme une source de nouveaux antioxydants

naturels pour les industries alimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

La quantification des phénols totaux et des flavonoides a été effectué sur les extraits
méthanoliques (feuilles) du Centaurea SP par les méthodes colorimétriques. Les résultats montrent

une teneur en phénols totaux plus importante pour le mois de Mai avec une teneur de polyphénols

est de 78,15 mg EAG/g MS.

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides montrent que 1’extrait de feuille de
Centaurea en mois de Mars est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 11,05 mg EQAG/g

MS, tandis que celle obtenue pour le mois de Mai est 9,35 mg EQAG/g MS.

Les résultats obtenus nous permettent de déduire que cette plante est d 'une richesse relative

en constituants polyphénoliques proportionnelle a la variabilité saisonniere.

A partir de ces résultats, 1l est difficile de comparer nos résultats aux données d’autres
travaux, en raison de I'implication de divers facteurs dans I’évaluation des teneurs en composés
phénoliques : origine géographique des matieres premieres, méthodes d’extraction, de dosage et

I’expression des résultats et a ’absence de I’étude photochimique du Centaurea SP en fonction

des mois de sa collecte.

La deuxiéme partie de ce travail est consacré a I’activité antioxydante par le test DPPH,
qui révele a son tour la richesse du Centaurea SP en antioxydant malgré 1’absence de corrélation

avec les métabolites secondaires, par les capacités antioxydantes suivantes variant de 24,18

jusqu’a 37,46uM EAA/g MS.
L’activité importante en antioxydant correspond a I’extrait du mois du Mai.
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L’ensemble de ses résultats obtenus dans cette étude ne constitue qu’une ébauche dans le

domaine de la recherche des antioxydants naturels, il serait intéressant d’étayer ce travail par :

o Laséparation et la purification des métabolites secondaires ainsi leur identification.

o L’investigation de I’activité antioxydante sera déterminée par le IC50%.

e Il est donc intéressant de poursuivre ces travaux en mettant en évidence 1’intérét
biologique et pharmaceutique du Centaurea SP.

e L'optimisation et la modélisation des processus d'extraction assistée par 1’ultrason

permettant une bonne extraction des polyphénols et des flavonoides.
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A nnezes

e Préparation des solutions :

a. Préparation de la solution de carbonate de sodium 5% :

Dissoudre 5 mg de NaxCO3 dans un volume de 100ml d’eau distillée.

b. Préparation de la solution meére d’acide gallique de concentration 0.3mg/ml :
Une quantité de 0.3g (pesée a I’aide d’une balance de précision) est dissoute dans 100ml

d’eau distillée.

c. Préparation d’une solution de chlorure d’Aluminium (AICI3) 2% dans le méthanol :

Dissoudre 2g d’AlCl3 dans 100 ml de méthanol.

d. Préparation d’une solution de DPPH« (diphénylpicryl-hydrayl) dans le méthanol
250uM/ml :
Dissoudre 0.0098g de DPPH dans 100 ml de méthanol

e. Préparation de la solution meére de vitamine C de concentration 0.04192 mg/ml :
Dissoudre 1g de vitamine C dans 50 ml de méthanol

Solution mere : de concentration 0.02096 mg/ml : 1 ml de solution dans 25ml




Annexe II

Courbe d’étalonnage de I’acide gallique :
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Résumé

Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés aux principaux métabolites secondaires
du Centaurea SP de la famille des astéracées, qui est une plante médicinale locale. Les
échantillons testés dans cette étude sont obtenus par extraction assistée par 1’ultrason en utilisant
le méthanol. L'objectif de cette étude est la caractérisation phytochimique de 1'extrait méthanolique
ainsi 1'évaluation de leur activité antioxydante, en utilisant la méthode du Scavenger du radical
DPPH. Les résultats obtenus de notre expérimentation phytochimique ont montrés que I’extrait du
mois de Mai est riche en polyphénols totaux avec une teneur de 1’ordre de 78,15 mg EAG/g MS.
Par contre, celui de mois de Mars est le plus abondant en flavonoides avec une teneur de 11,05 mg
EQAG/g MS. De I’autre part, les tests de I’activité antioxydante de DPPH sur les sept échantillons
présentent des propriétés antioxydantes a différents niveaux pour tous les extraits.

Mot clé : Centaurea SP, Ultrason, phénols totaux, flavonoides, activite antioxydante, DPPH.
Abstract

During this work we were interested in the main secondary metabolites of Centaurea SP
of the asteraceae family, which is a local medicinal plant. The samples tested in this study are
obtained by ultrasound-assisted extraction using methanol. The objective of this study is the
phytochemical characterization of the methanolic extract and the evaluation of their antioxidant
activity, using the Scavenger method of the DPPH radical. The results obtained from our
phytochemical experiment showed that the extract of the month of May is rich in total polyphenols
with a content of around 78.15 mg EAG / g DM. On the other hand, that of March is the most
abundant in flavonoids with a content of 11.05 mg EQAG / g DM. On the other hand, tests for the
antioxidant activity of DPPH on the seven samples show antioxidant properties at different levels
for all extracts.

Key words: Centaurea SP, total polyphenols, flavonoids, antioxidant activity.



