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1 Introduction

L’homme est toujours émerveillé par la beauté de leurs couleurs, la forme de leurs fleurs
ou de leurs fruits. 1l les considére comme des compagnes fideles vers lesquelles il se retourne
en raison des bienfaits qu’elles procurent et pour leur grande utilité, ce sont de vraies panacées
et de véritables pharmacies naturelles.

A Torigine, la nature constituée d’étres végétaux, servait d’alimentation aux animaux et aux
hommes peuplant la terre. Mais a coté de cette fonction nutritionnelle, I’homme découvrit bien
d’autres fonctions que pouvaient lui procurer les plantes, notamment le pouvoir de guérison.
En effet cette faculté de guérison des plantes fut connue longtemps de nos ancétres depuis les
temps reculés. Elle deviendra plus tard la medecine traditionnelle avec toutes les avancées

notoires qu’on peut lui attribuer [1].

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en raison
des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources Vvégétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. En effet, les polyphénols sont des composes naturels
largement répandus dans le régne végétal qui ont une importance croissante notamment grace
a leurs effets bénéfiques sur la santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus
d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires. lls sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique. Des recherches scientifiques ont été développées pour
I’extraction, I’identification et la quantification de ces composés a partir des différentes sources

telles que les cultures agricoles et horticoles ou les plantes médicinales [2].

Dans ce travail et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes
intéressées a des espéces spontanées a caractere médicinal et nutritionnelle. 1l s'agit de : Arbutus
Unedo L et Lavandula Stoechas. Dont 1’objectif général de 1’étude est :

» la caractérisation physicochimique des extraits issus de ces plantes, a travers des analyses
semi qualitatifs par la caractérisation des différents groupes chimiques et quantitatives par
I’estimation spectrophotométrique des teneurs en polyphénol totaux, en flavonoide et
Flavonols totales.

» Etude de I’activité antioxydant des extraits par trois tests chimiques. Le choix de premier
test est fixé sur le pouvoir réductible, tandis que le deuxiéme est une analyse mesurant le
pouvoir antioxydant des extraits a balayer le radicale stable DPPH et le dernier teste pouvoir
anti radical cation d’ABTS.



2 Matériel et méthode

Dans ce travail on a étudié deux plantes I’ Arbutus unedo (feuilles et fruits) et Lavandula
Stoechas (feuilles). Et Toutes les manipulations se faire dans le laboratoire de la faculté des

sciences de la matiere —Université de Amar Telidji — Laghouat.

2.1 Plantes étudiées

2.1.1 Arbutus unedo L

Est un fruit sauvage qui se développe dans les régions méditerranéennes et connu en
Algérie sous le nom vulgaire de «Lendj». Il est trés répondu en raison de sa tolérance a la
sécheresse et sa capacité se régenérer et recoloniser les forets incendiés [3].
L'arbousier, ou arbres aux fraises, petit ligneux méridional, n'est en fait qu'un arbuste,
voire un arbrisseau. Il de croissance relativement lente, trés décoratif par son écorce, son
port, son feuillage persistant, sa floraison, et sa fructification et qui peut de temps en temps
atteindre 9 metres de long et 8 métres de large, bien qu'il soit habituellement un peu plus
petit (de 2 a 4 m de hauteur). Le fruit, I'arbouse, varie considérablement dans la taille, bien
qu'il fasse la moyenne de 1 & 2 cm de diametre. C'est une jolie baie sphérique rouge, vu en
distance, il ressemble aux fraises mais cette ressemblance ne s'applique pas au godt. Parfois
orangée, elle est toujours hérissée de courts tubercules pyramidaux et renferme de
nombreuses graines [4].

A. unedo a été utilisé dans les antiseptiques, les diurétiques et les laxatifs et pour traiter
I'nypertension artérielle. Les feuilles ont été rapportées comme possédant plusieurs
propriétés biologiques telles que I'astringent, antiagrégant plaquettaire humain en raison de
ses quantités relativement élevées de tanins, antiseptique urinaire, anti-inflammatoire, anti-
diarrhéique, anti-hypertension et antidiabétique [5].

Tableau 1: Classification classique Arbutus unedo L [4].

Regne Planta
Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement Eudicots

Classe Magnoliopsidées
Sous-classe Astérides

Ordre Ericales

Famille Ericacées

Genre Arbutus




Figure 1: Arber d’Arbutus unedo L Figure 2: Le fruit d’Arbutus unedo L

2.1.2 Lavandula Stoechas

Lavandula est une plante originaire du bassin méditerranéen. Compact aux tiges
quadrangulaire et feuilles étroites a couleur gris, la plante prend un port assez étale et dépasse
rarement les 60 cm de haut au moment de la floraison. Cette lavande est aromatique mais peu
utilisée en parfumerie parce qu’elle dégage une odeur camphrée. C’est une remarquable plante
d’agrément, aux fleurs originales [6]. Elle est trés utilisée dans la médecine par exemple
Antiseptique, béchique, stomachique (considérée généralement comme succédané de lavande
officinale) [5].

Tableau 2: Classification classique de Lavandula Stoechas [6].

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoloipsida
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae
Sous-famille Nepetoideae

Genre Lavandula

Nom botanique Lavandula stoechas
Nom commun Lavande stoechade




Figure 3: la plante de Lavandula.S

2.2 Reéactifs et produits chimiques

La liste des produits utilisés dans ce travail est regroupée dans le tableau Annexe I.

2.3 Appareillages

Le spectrophotometre utilisé pour effectuer les analyses est Spectrophotomeétre
UV/Visible est de mark « SP-3000nano ».

2.4 La récolte des plantes

L’ Arbousier (d’Arbutus unedo L) a été récolté durant la période du mois d’Octobre 2015
et (Lavandula Stoechas) a été récolté durant la période du mois de Mars 2016 de la région de
Tiaret. Aprés le séchage la partie aérienne de ces plantes sont broyée en poudre fine puis

stockées dans des sacs en papier jusqu’a leurs utilisation.
2.5 Extraction

5¢g de chaque poudre précédemment préparé a été mis dans des cartouches de cellulose.
Cette derniere est ensuite introduite dans un extracteur de type soxhlet fixé sur un ballon qui
contient 300 ml du solvant (éthanol) et surmonté d’un réfrigérant. Les vapeurs de solvant sont
monté par le tube et sont condensées dans le réfrigérant. La température de chauffage est
Iégerement réglée au-dessus de la température d’ébullition du solvant d’extraction (~55°C)
pendant un temps nécessaire a 1’épuisement du végétal. L’indice d’épuisement de notre

échantillon est donné par la clarification du solvant d’extraction dans le siphon du soxhlet (4 a

4



5 cycles). Apres épuisement, Nous avons concentré d’extrait dans un évaporateur rotatif muni
d’une pompe a vide a une température de 50°C. Dans cette derniére étape, on prendra soin de
noter la masse du ballon avant et apres évaporation afin de calculer le rendement d’extraction,

le résidu sec obtenu, est solubilisé dans 10 a 20 ml d’éthanol. Le schéma suivant présente le

Condenseur a
boules
Ascension du solvant

neuf Siphon
Catouche poreuse ’
Extraction solide —

chau’fe - ballon

dispositif d’extraction utilis¢ [7].

\4—/

Figure 4 : Schéma de I’extracteur Soxhlet.

2.6 Les tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont un ensemble des méthodes et techniques de préparation et
d'analyse qui permet de mettre en évidence les composés chimiques se trouvant dans un produit
végétal. La présence de ces derniers est attestée par la formation d'un précipité ou le changement
de coloration du milieu. Pour y parvenir, nous utilisons la technique des réactions en solution

qui utilise des reactifs spécifiques [8].

2.6.1 Lestanins

Une quantité de 1 g de chaque plante broyée est macérée dans 50 ml d'éthanol/eau (V/V,
50/50) pendant une nuit, apres le mélange est filtré, nous avons pris quelques millilitres du
filtrat et nous avons ajouté quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCls).

L'apparition d'une couleur verte foncée ou bleu-noiratre indique la présence des tanins [9].

2.6.2 Les flavonoides
Une quantité de 1 g de chaque plante broyée est macérée dans 10 ml d'éthanol/eau (V/V,
8/2) pendant une nuit, apres la filtration quelques millilitres du filtrat est pris puis quelques

gouttes de chlorure d'aluminium (AICl3) est 1’ajouté.



L'apparition d'une couleur jaune foncée indique la présence des flavonoides [10].
2.6.3 Les saponines

Une quantité de 2 g de chaque plante broyée est chauffée avec 40ml d'eau distillée
jusqu'a I'ébullition, Apreés le refroidissement et la filtration, nous avons agité les filtrats puis ils
sont laisses pendant 15min.
L'apparition des mousses stables apres 15min indique la présence des saponines [11].

2.6.4 Alcaloides
Une quantité de 0,01g de chaque plante broyée a eté agité séparément avec Acide
chlorhydrique (HCI) 6 ml de 1% sur un bain d'eau pendant 5 min et filtré.
Reéactif de Wagner : L'iodure de potassium KI 2g et I'iode 1> 1,279 ont été dissous dans
de I'eau distillée 100 ml. Quelgues gouttes de cette solution ont été ajoutées au filtrat.

Un précipité brun-coloré indique la présence d'alcaloides [11].

2.6.5 Stéroides et de terpénoides

a) Test de Salkowski
L'extrait brut environ 100 mg a été mélangé avec du chloroforme 2ml suivi par lI'addition de
I’acide sulfurique H2SO4 concentré 2ml le long du bord du tube a essai, une coloration brun
rougeétre de l'interface indique la présence de terpénoides [11].

b) Test Liebermann-Burchard
Chague extrait 100 mg a été mélangé avec du chloroforme dans un tube a essai ; quelques
gouttes d'anhydride acétique ont été ajoutées au tube a essai et bouillies dans un bain d'eau et
rapidement refroidies dans de I'eau glacée. On ajoute H2SO4 concentré 2ml a c6té du tube a
essai. La formation d'un anneau brun & la jonction de deux :
Les couches et la rotation de la couche supérieure en vert montrent la présence des stéroides

tandis que la formation de couleur rouge foncé indique la présence de triterpénoide [11].

2.6.6 Glycosides :

a) Glycoside d'anthraquinone (test de Borntrager)

On ajoute 1ml de H2S045% a I'extrait 1ml.le mélange a été bouilli dans un bain d'eau puis
filtré. Le filtrat a ensuite été mélangé avec un volume égal de chloroforme et maintenu pendant
5 min .ensuite, la couche inférieure de chloroforme a été mélangé avec la moitié de son volume
avec Ammoniaque dilué.la formation du rose a la couleur rouge de la couche ammoniacale

donne une indication des glycosides anthraquinone [11].



b) Glycoside cardiaque (test de Keller-Killiani)

Un extrait 0,59 a été mélangé avec de I'eau distillée 5 ml .A cela, on a ajouté de I'acide
acetique glacial 2ml contenant quelques gouttes de chlorure ferrique, suivi de Acide sulfurique
H2SO4 1ml le long du tube & essai.la formation d'un anneau brun a l'interface donne une
indication positive pour le glycoside cardiaque et un anneau violet peut apparaitre sous I'anneau
brun [11].

2.6.7 Les quinones

Un extrait 1g et on I’humidifier de quelques gouttes de HCI et on ajoute 10 ml d’éther
de pétrole. On mettre @ maceration pendant une heure ou 24 heures dans Erlen Meyer fermé.
Apres la filtration ,2 ml de filtrat sont agités avec 2 ml de NaOH 10%.

La coloration rouge au violet apparait en présence des quinones [12].

2.6.8 Lescoumarines

5 ml d’extrait est évaporé a sec, le résidu est dissout dans 2 ml de I’eau chaude, ensuite le
mélange est partagé dans deux parties égales. La premiére représente le témoin et la deuxieme
est traitée avec 0,5 ml de NH4sOH 10%. Une goutte de chaque tube est prélevée puis déposeé sur
un papier filtre et I’observation sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense révéle la présence

de coumarines [13].

2.6.9 Les anthraquinones
On ajoute a 0,1 ml de I’extrait 0,5 ml de NHsOH 10%, on agité le mélange. Leur présence
est indiquée par une coloration violette [14].

2.7 Dosage des polyphénols

2.7.1 Le dosage des polyphénols totaux (Folin Ciocalteu)

L’estimation du contenu phénolique total d’un extrait végétal est réalisé par le test de
Folin Ciocalteu, le dosage est base sur les propriétés réductrices des composés phénoliques .Ce
test strictement chimique est fondé sur une réaction chimique entre les molécules de
I’échantillon et le réactif commercial de Folin-Ciocalteu. En milieu basique, les groupements
oxydables des composés polyphénoliques présents dans 1’échantillon sont oxydés par le réactif
de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HzPMo012040) est réduit lors de I'oxydation des
phénols. Les produits de réduction, melange d'oxydes bleus de tungsténe (WsO23) et de

molybdéne (MogO23), présentent un maximum d’absorption aux environs de 760 nm.



On peut donc évaluer la quantité de réactif réduite et en déduire la quantité des polyphénols
présents par mesure spectrophotométrique. L’absorbance est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans [’échantillon. Des mesures colorimétriques a [’aide du
spectrophotometre, nous a permis de rapporter les concentrations phénoliques des échantillons
a une courbe de standard d’un composé phénolique connu (I’acide gallique) [15].

Pour réaliser ce test un volume de 0,2 ml de chaque extrait est mélangé avec 1 ml du
réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 2 minutes, 0,8 ml d’une solution de carbonate de sodium
Na>CO3 7,5% est ajouté dans chaque tube a essais. Les tubes sont placés a I’abri de la lumiére
pendant 30 min a température ambiante. L’absorbance du contenu des tubes est ensuite mesurée
a 760 nm. En adaptant la méme procédure utilisée pour effectuer la courbe d’étalonnage par

I’acide gallique. Toutes les déterminations ont été effectuées en trois exemplaires [16].

2.7.2 Flavonoides

Pour la determination de la teneur totale en flavonoides, la méthode du chlorure
d'aluminium est incorporée en utilisant la rutine comme standard. Le procédé est basé sur la
formation du complexe flavonoide-aluminium qui a un maximum d'absorption a 430 nm [17].

Pour réaliser ce test un volume de 1 ml de chaque extrait dilué a été mélangé avec 1ml
de trichlorure d'aluminium (AICI3) a 2 % dans 1’éthanol. L'absorbance a 430 nm a été lue apres
un ’incubation de 15 minutes a la température ambiante. Le méme protocole est suivi pour une
gamme de concentration de la rutine (standard) et les concentrations sont exprimées en

milligramme équivalant de la rutine (RE) par un gramme de matiére séche (mg ERE/g Ms) [18].

2.7.3 Flavonols

La teneur totale en flavonols a également été déterminée selon la méthode de chlorure
d'aluminium avec quelques modifications en utilisant la rutine comme composé standard. Cette
méthode est également basée sur la formation de complexes avec une absorption maximale a
415 nm [17].
500 ul de chaque extrait de plants ont été mélangé avec 100 pl (AICI3) a 10% et 100 pl d'acétate
de sodium (CH3COONa) et 2,8 ml d’cau distille. La lecture a été effectuée aprés 30 minutes
d’incubation. L'absorption de la solution standard de rutine a été mesurée dans les mémes

conditions [19].



2.8 Activité antioxydante

Pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits, dans ce travail trois méthodes sont
utilisées : DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (L’acide 2’2, azino-bis-3
éthylebenzothiazoline-6-sulfonique) et FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Potential.).

2.8.1 Test de FRAP

Ce test est découvre par Oyaizu 1896. Il est considéré comme un test direct et rapide dont
est utilisé pour mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques dans un milieu
neutre[20] .11 est basé sur la réduction des ions [Fe (CN)s]> a des ions de [Fe (CN)s]*, qui peut
étre mesurer leur absorbance a une longueur d’onde A= 700 nm.

L’activité antioxydante des extraits est mesuré avec un nouveau terme appelé TEAC (Trolox
Equivalent Antioxydant Capacity), qui présente I’activité antioxydante en équivalant de Trolox
Pour ce faire en tracant la courbe Abs= f (C) de chaque extrait ou standards. La pente de cette
droite est extraite et rapportée a la pente de la droite de référence du Trolox [21].

Une gamme de concentration pour chaque extrait étudié a été préparée, puis 25ul de
chaque concentration suivis de I’addition de 0,5 ml d’une solution KzFe(CN) ¢ 1% et 0,5 ml de
solution tampon phosphaté (PH=6,6). Les solutions ont été secouées immédiatement et bien
mélangeées, apres ils sont maintenus dans un bain marie pendant 20 minutes a une température
de 50 °C. Ensuite, on ajoute 0,5 ml de I’acide trichloracétique (TCA 10%), 1.5 ml d’eau distillé
et 0,5 ml de solution de FeClz 0,1%. L’absorbance a ét¢ mesurée a 700 nm [20].

2.8.2 Teste d’ABTS

Le test de I’ABTS est une méthode développée permettant d’évaluer les capacités
antioxydants des composés naturels ou bien issus de la synthese chimique. Cette méthode
consiste a la transformation de I’ABTS au ’ABTS™ ce dernier formé par arrachement d’un
¢lectron a un atome d’azote de I’ABTS [7].

Une solution radicalaire (7 mM ABTS et 2,45 mM de persulfate de potassium) a été
préparée et incubée a I'obscurité a température ambiante pendant 12-16 h avant son utilisation.
La solution fille de travail d'/ABTS est obtenue par la dilution de la solution mére ’ABTS**
avec 1’éthanol jusqu’a obtention d’une absorbance d’environ 700 a 734 nm [7].

20 pl d’extrait sont additionnés a 1980 pl de solution de travail d’ABTS™. L’absorbance

est mesurée a 734 nm aprés avoir incubé la réaction a 1’obscurité pendant 10 min [8].



Figure 5: Réduction de I’ABTS en présence d’antioxydant [8]

2.8.3 Teste de DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH®). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine
(non radical) en acceptant un atome d’hydrogene. La couleur violette caractéristique du DPPH

variait au jaune et I’absorbance mesurée a 517 nm.

W, P

N

O.N NO., O2N NO,
+ RH —> = R
NO, Violet NO, Jaune
DPPH’ + RH > DPPH-H + R’

Figure 6: Réduction de radical liber DPPH en présence d’antioxydant [8]
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Les pourcentages du DPPH®* résiduels en fonction des concentrations des échantillons,
nous permettent d’obtenir la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration
DPPH- initiale a 50%. Cette valeur est appelée la concentration efficace ECso et parfois notée
ICso [22].

Un volume de 50 ul de différentes concentrations de chaque extrait exprimées en g/l est
ajouté au 1950 pl de la solution éthanolique du DPPH* 60uM fraichement préparée.
L’absorbance était mesurée a 517 nm. Comme témoin, nous avons utilisé 1’acide gallique [1].
Apres 30 min la période de I’incubation, on trace la courbe de I’inhibition selon la formule
suivante [22] :

L abs de contréle — abs d’échantillon
Inhibition % = n * 100
abs de controle

abs de control : absorbance de la solution de DPPH en absence de 1’extrait

abs d’échantillon : absorbance de la solution de DPPH en présence de 1’extrait
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3 Résultats et discussion

Toutes les déterminations ont été effectuees en trois fois et les résultats sont exprimés en

la valeur moyenne plus le SD.

3.1 Rendement d’extraction

Selon les résultats obtenus, On constate que tous les extraits montrent des aspects

visqueux et des couleurs différentes. Le rendement le plus important est observeé chez les fruits

d’Arbutus U (57,23%), suivi par les feuilles d’ Arbutus U puis Lavandula S qui présentent des

rendements moyennes varié entre 32,28% et 15,09%.

Tableau 3: L’aspect physique et le rendement d’extraction

Arbutus .U (fruit) Arbutus. U (feuilles) Lavandula.S feuilles
Aspect Visqueux Visqueux Visqueux
Couleur Rouge Vert fonce Vert
Rendement | 57,23 32,28 15,09

Tableau 4: I’abréviation des composes étudies dans 1’extraits.

Le type des composes étudié

L’extrait

Ph-1 Extrait de Fruit d’Arbutus.U
Ph-2 Extrait de feuille d’Arbutus.U
Ph-3 Extrait de feuille de Lavandula.S
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3.2 Les tests phytochimiques

Tableau 5: les résultats des tests phytochimiques.

Test pour Résultat de test pour 1’extrait
Ar-Fr Ar-F Lv-F
Les tanins + o+ +
Les flavonoides + 4+ +
Les saponines - ++ F++
Les alcaloides réactif de Wagner - - -
les terpénoides Test de Salkowski 4+ ++ +
Les stéroides Test de Liebermann-Burchard + +++ +++
Les glycosides Glycoside d’anthraquinone (test + +++ +
de Borntrager)
Glycoside cardiaque (test de +++ + ++
Keller-Killiani)

Les quinones - - -
Les coumarines ++ - +
Les anthraquinones - - -

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test négatif.
D’apreés les résultats obtenus :

Pour Lavandula.S, nous remarquons une fortement présence pour les saponines les stéroides
et les terpénoides. Une moyennement présence des Glycoside d’anthraquinone est confirmé par
le test de Borntrager par contre le test de de Keller-Killiani affirmé la faible présence de
Glycoside cardiaque.

Les tests sur les flavonoides, les stéroides, les terpénoides, et les coumarines révelent des faibles
quantités dans cet extrait étudié alors que les tests sur les quinones libres et les anthraquinones
sont négatives. L.’absence des alcaloides sont affirmé par le réactif de Wagner seulement bien
que des autres études [23] confirment leur présence par le test de Mayer.

Pour I’Arbutus unedo, On remarque une fortement présence dans les feuilles pour les tanins,
les flavonoides, les steroides et les glycosides d’anthraquinones mais ces familles présentent en

faible quantité chez les fruits, par contre le test sur glycosides cardiaques révelent une fortement
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présence chez les fruits par apport les feuilles. Les saponines sont moyennement présenter dans
feuilles et absent dans les fuit par contre les coumarines sont absent dans les feuilles et
moyennes dans les fruits.

Le test sur les terpénoides est confirmé avec une quantité importante dans les fruits plus que les
feuilles. En revanche les alcaloides, les quinones et les anthraquinones sont absents dans les
deux plants.

3.3 Le teneur des polyphénols totaux

L’étude quantitative des extraits par le dosage spectrophotométries, avait pour objectif la
détermination de la teneur totale en composés phénolique. La courbe d’étalonnage réalisée avec
I'acide gallique est illustrée par la figure 7. Les quantités des polyphénols correspondantes ont
été rapportées en mg milligramme équivalent acide gallique par gramme du poids sec et
exprimé en (mg EAG/g. Ms). Les concentrations des polyphénols totaux de nos extraits sont

établies dans le tableau suivant.

08 1 y=7,2656x - 0,0422

07 R2 = 0,9975 .

0,6 0
0,5

0,4 o
03 ,

0,2

Absorbance a 760 nm

0,1 e

0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentration de l'acide gallique (mg/ml)

Figure 7: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.
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Tableau 6: Les Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits étudié.

L’extrait Le teneur en polyphénols (mg EAG/g Ms)
Ph-1 10,54 +0,65
Ph-2 73,14 £0,84
Ph-3 16,39 +1,96

D’apres les résultats obtenus une grande quantité¢ des polyphénols totaux est enregistré dans
les feuilles d’Arbutus. U par apport de ses fruits, elles sont de 1’ordre de (73,14 = 0,84 mg EAG/g
MS) et (10,54 +0,65SD mg EAG/g MS) respectivement. Les feuilles de Lavandula.S présenté
avec une quantité moyenne de 16,39 +1,96 (mg EAG/g MS).On peut conclus que /’Arbutus U

est plus riche en polyphénols que Lavandula.S.

3.4 Teneur des flavonoides

La détermination de la teneur totale en flavonoides est déterminée par la méthode
colorimétrique de chlorure d’aluminium, la courbe d’étalonnage réalisée par la rutine (figure 8)
est utilisée pour estimer les concentrations des flavonoides en milligramme équivalent rutine
par gramme du poids. (mg ER/g. Ms). Les concentrations des flavonoides totaux de nos extraits

sont établies dans le tableau suivant.

09 1 y=8,4317x + 0,011

2 —
05 R2 = 0,9919
@

c 0,7 ‘
5
o 06 N )
&
T
o 0,5 ° ®
@ 0,4 Ler
‘g e

0,3 -
Z .
< 0,2 .‘."..

01 ‘

0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Concentration de la rutine (mg/ml)

Figure 8: Courbe d'étalonnage de la rutine.
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Tableau 7: Les teneurs en flavonoides totaux dans les extraits

Echantillon Teneur en flavonoides totaux (mg ER/ g MS) £SD
Ph-1 3,96+0,68
Ph-2 35,23+1,67
Ph-3 9,75+1,34

Les teneurs en flavonoides obtenus révelent une différence remarquable entre les trois extraits,
Les valeurs enregistrés sont varié entre 35,23+1,67 mg ER/ g et 3,96+0,68 mg ER/ g MS ou

I’extrait de feuille d’Arbutus.U est la plus riche.

3.5 Le teneur des Flavonols

La teneur totale en Flavonols est également dosée selon la méthode du chlorure
d'aluminium avec quelques modifications en utilisant la rutine comme composé de référence.
Les concentrations des Flavonols établies dans le tableau suivant sont exprimées en

milligrammes équivalent en rutine par gramme de la matiere seche (mg ER/g. Ms).

Tableau 8: Les teneurs en Flavonols totaux dans les extraits.

Echantillon Teneur en Flavonols totaux (mg RE/ g MS) £SD
Ph-1 2,54+0,21
Ph-2 11,51+1,02
Ph-3 2,22+0,07

La quantité de Flavonols dans la feuille d’Arbutus. U elle est tres élevée 11,51+1,02 (mg RE/ g
MS) par apport la quantité dans les fruits 2,54+0,21 (mg RE/ g MS) et les feuilles de
Lavandula.S 2 ,22+0,07 (mg RE/ g MS) tres faible.

Dans I’histogramme suivant nous avons représenté les différentes valeurs du contenu
phénolique pour mieux cerner les différences existant entre les contenances des extraits en

composé dose.
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80 M |a teneure des polyphénoles

20 M |a teneure des flavonoides

60 H la teneure des flavonols
50
40
30

20

Ar-Fr Ar-F Lv-F

Figure 9: Histogramme des quantités des polyphénols /Flavonoides /Flavonols dans les extraits
étudieés.

3.6 Evaluation de I’activité antioxydante

3.6.1 Testau FRAP

L’activité antioxydant de nos extraits évalué¢ par la méthode de FRAP basé sur la
réduction de fer ferrique (Fe®*) présent dans le complexe FeClsen ferreux (Fe?*) [16]. Les
différents extraits sont traités de la méme facon que ceux des solutions standards de Trolox et
de I’acide gallique. Nous avons tracés les courbes représentants la variation du pouvoir
réducteur exprimée en absorbance en fonction de concentration (Figure 10 et 11).

On remarque une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur qui associé au pouvoir antioxydant des extraits testés
Les résultats obtenus par le test du FRAP sont calculées a partir [’équation de

régression de la gamme d’étalonnage établie avec Trolox (y = 61,395x - 0,0064).
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y =61,395x - 0,0064
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Figure 10 : courbe étalonnage de Trolox par le test de FRAP.
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y = 19,46x + 0,0335

R2=0,9924 Ph-3 Y a0 I'acide gallique
1,2 0,18
) 0,16 .
- 0,14 e
» 08 gz 012 »
o -
I 8 01
o
206 Ry = S
5 o. S 0,08 .
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3+ < R
0,4 0,06 .
* 0,04 B s
0,2
..-' 002 ®
o & 0
0 0,02 0,04 0,06 0 0,0002 0,0004 0,0006
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)

Figure 11: Courbes des variations de I’absorbance en fonction des concentrations des extraits
d’Arbutus .U (Fruits et Feuilles), Lavandula.S (Feuilles) et de I’acide gallique par le test de FRAP.

Tableau 9: Essai du FRAP pour les extraits d ’Arbutus .U (Fruits et Feuilles) et Lavandula.S (Feuilles).

Echantillon TEAC £SD
Ph-1 0,25 £ 0,0099
Ph-2 2,84+0,064
Ph-3 0,32+ 0,0085

Acide gallique 4,0715

D’aprés les résultats obtenu les feuilles d’Arbutus.U (Ph-2) porte une valeur tres élevée en
TEAC par rapport les valeurs obtenus dans les fruits (Ph-1) et les feuilles de Lavandula.S (Ph-
3) Une valeur plus élevé en TEAC indique la meilleure pouvoir réductrice. Si on compare notre
résultats par I’acide gallique on trouve que les feuilles de 1’ Arbutus présente une activité proche
au celle du ce standard contrairement aux deux autre extraits qui montrent des faibles activités

antioxydants.
3.6.2 Testd’ABTS

L’ABTS absorbe a 734 nm et lors qu’il est réduit, il vire de vert foncé au vert clair. Ainsi,
le pouvoir antioxydant d’un échantillon sera proportionnel a la variation de la couleur du
radical. Nous avons tracé le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de

I’antioxydant Pl= ((Ao —A)/ Ao0)*100 Ou PI : pourcentage d’inhibition, Ao: L’absorbance

19



d’ABTS sans echantillon et A : L’absorbance d’ABTS avec échantillon, pour évaluer I’activité

antioxydant dans les extraits [8].

Les courbes suivantes présentent les pourcentages d’inhibitions P1% en fonction des

concentrations des différents extraits et standards.

y = 16320x + 14,783
R2 = 0,9985
120
100
80
S 60
o
40 e
e
20 ¢
0
0 0,001 0,002

Trolox

0,003

0,004 0,005 0,006

concentration (mg/ml)

Figure 12 : courbe étalonnage de Trolox par le test de I’ABTS.
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y = 2404,4x + 16,614 Ph-3 y =56342x+ 15295 |'acide gallique
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Figure 13: Courbes des variations de I’absorbance en fonction des concentrations des extraits
d’Arbutus .U (Fruits et Feuilles), Lavandula.S (Feuilles) et de 1’acide gallique par le test de d’ABTS.

Les valeurs de TEAC sont calculées par la relation suivant [24] :

TEAC = Ki/Kt
TEAC : Trolox équivalents antioxydant Capacity.

Ki : la pente de courbe d’extraits.
Kt : la pente de courbe de Trolox.

Les valeurs d’activité antioxydant mesurée par le test d’ABTS sont regroupées dans le tableau
10. A partir de ces résultats on remarque une activité plus importante chez les feuilles d’ Arbutus
U. Les fruits d’ Arbutus U et feuille de Lavandula.S sont comparable mais moins active que les

feuilles d’ Arbutus et méme que 1’acide gallique.

Tableau 10: pourcentage d’inhibition de pouvoir actif de test ABTS

Echantillon TEAC £SD
Ph-1 0,187+0,002
Ph-2 2,121+0,048
Ph-3 0,148 + 0,005

Acide galligue 3.45
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Les valeurs obtenues montrent une valeur d’activité élevée en TEAC pour les feuilles

d’Arbutus.U (Ph-2) par rapport les valeurs obtenues dans les fruits (Ph-1) et les feuilles de

Lavandula.S (Ph-3). Ces derniers sont comparables en ses valeurs de TEAC.

Comparativement au composé standards, 1’activité antioxydants de nos extraits reste toujours

faible au I’acide gallique qui possédants une actions anti radicalaires puissantes.

3.6.3 Test de DPPH

Le pouvoir antioxydant est déterminé de facon a ce qu’une quantité¢ de I’extrait d’une

concentration bien déterminée neutralise 50% du radical. Les résultats exprimes en IC50 qui

sont calculés a partir des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de

la concentration de chaque extrait (figure 14). Il faut rappeler que plus la valeur de IC50 est

petite, plus I’activité antioxydant des extraits est grande.
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Figure 14: Variation du pouvoir d’inhibition en fonction de la concentration pour les extraits et I’acide

gallique.

On résume le résultat dans le tableau suivant :

Tableau 11: Les valeurs d’IC50 de différents extraits étudié.

Echantillon IC50 % mg/ml
Ph-1 0,0155+0,00048
Ph-2 0,0029+6,97978E-05
Ph-3 0,0140+0,0003097
L’acide gallique 0,0010+2,24793E-05

La capacité des extraits a piéger le radical (DPPH*) est meilleur dans 1’extrait de 1’ Arbutus.U

feuilles (Ph-2) leur valeur de IC50% est proche au celle du 1’acide gallique. Les deux extraits

de Lavandula.S (Ph-3) et I’Arbutus.U fruits (Ph-1) sont faibles en leur activité antioxydante.
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4 Conclusion

Différentes études ont montré des effets bénéfiques d’4rbutus.U et Lavandula.S pour la
santé humaine et ont suggeré I'utilisation d'extraits standardisés dans les produits médicaux.
Bien que l'activité antioxydant soit bien en corrélation avec la teneur totale en polyphénols,
flavonoides et Flavonols, une action spécifique, par exemple une action antigrégatoire.au
anti-inflammatoire.

L’extraction des composés phénoliques a été effectuée par la méthode de Soxhlet cette
techniques a manifesté des rendements différent. Le rendement des polyphénols le plus
important est observé chez les fruits avec (57%) elle est meilleur que les feuilles d’Arbutus. U
(32%) et de Lavandula.S (15%).

L’analyses phytochimiques effectuées sur les plantes étudiés révele que les feuilles
d’Arbutus sont riches en tanins, flavonoides, stéroides et glycoside d’anthraquinone au grandes
proportion par apport au fruite qui sont riches en glycoside cardiaque, coumarine et terpénoides.
Les feuilles de Lavandula.S est riche en saponines et en stéroides avec des quantites tres élevée
par apport les autres familles qui sont en faible proportion. Les tests photochimiques confirment
aussi I’absence des alcaloides, des quinones et les anthraquinones dans toutes les plantes études.

Les teneurs totales en composé phénolique déterminée par les méthodes colorimétrique
confirment une teneur plus élevé chez les feuilles d’Arbutus Unedo L.

L’étude d’activité antioxydant effectuée sur les plants montre que les feuilles
d’Arbutus.U a une forte pouvoir actif par tous les tests activité antioxydants DPPH, FRAP et
ABTS. Les fruits d’Arbutus Unedo L et les feuilles de Lavandula.S sont des réducteurs faibles.
Les différents mécanismes antioxydants avec lesquels les extraits des deux plantes on réagit
sont attribués a la propriété redox de leur flavonoides, qui joue un réle important dans le
piégeage, la capture et de réduire les oxydants.

Cette analyse trouve une importante application dans l'industrie pharmaceutique comme elle
peut trouver aussi une application dans I’industrie et I’alimentation.

De plus, ces deux plantes médicinales peuvent étre utilisées comme une source
facilement accessible d'antioxydants naturels pour remplacer les antioxydants synthétiques
utilisés comme additifs alimentaires ou dans les préparations médicamenteuses.

Quelques perspectives générales peuvent étre tirées a I’issue des résultats obtenus dans
ce travail :

- Elargir les nombre des méthodes d’extraction étudiées afin de pouvoir faire une étude

comparative plus étendue pour ces familles de plantes
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-Une étude plus approfondie est nécessaire pour identifier et caractériser la composition
et la structure chimique des composés extraites responsables des activités antioxydante, ainsi

que leurs modes d'actions.
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Annexe |

Tableau 1 : Liste des marques et formules des produits utilisés dans ce travail.

Les produits Formule Masse Les marques
molaire
(g/mol)
Ethanol C,HsO 46.07 SIGMA-ALDRICH
chlorure ferrique FeCl3 270.30 VWR
chlorure d'aluminium AICI3 241.43 SIGMA-ALDRICH
Acide chlorhydrique HCI 36.46 SIGMA-ALDRICH
iodure de potassium Kl 166.00 SIGMA-ALDRICH
Diode > 253.81 SIGMA-ALDRICH
Chloroforme CHCl; 119.38 VWR prolabo
chemicals
Acide sulfurique H2S04 98.08 SIGMA-ALDRICH
anhydride acétique C4HeO3 102.09 BDH laboratory
reagents
Ammoniac NH; 0.88 SIALCHIM
acide acétique glacial C,H,0; 60.05 Riedel-deHaen
Ether de pétrole D= 0.65kg/l | VWR prolabo
chemicals
Hydroxyde de sodium NaOH 40.00 PA panreac
Hydroxyde d’ammonium | NH4OH 35.05 Cheminova
Folin-Ciocalteu H3PW12040 | D=1.22 SIGMA-ALDRICH
+
H3PM012040
carbonate de sodium Na2CO3 105.99 SIGMA-ALDRICH
trichlorure d'aluminium | AICI3 241.43 SIGMA-ALDRICH
6fois
Rutine Co7H30016 610.52 SIGMA-ALDRICH
acide gallique C7/HsOs 170.12 SIGMA-ALDRICH
Acétate de sodium CH3COONa |82.0344 Gerhard Buchmann
Potassium ferricyanide K3Fe(CN)6 329.25 BDH laboratory
reagents
acide trichloracetique C,HCI30; 163.39 Fluka
(TCA)
DPPH C18H12Ns506 394.32 SIGMA-ALDRICH
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Tableau 2 : structures chimiques de quelques composés.
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Résume

Les plantes médicinales représentent une source incontournable pour la découverte des
nouvelles molécules thérapeutiques, tres efficaces contre de nombreuses maladies. Dans ce contexte
notre objectif de travail est de chercher les composés actifs dans les feuilles et les fruits d’ Arbutus unedo
L et les feuilles de Lavandula Stoechas. L’extraction des polyphénols par la méthode de Soxhlet révele
un rendement le plus élevé chez les fruits elle est supérieur que les feuilles d’Arbutus.U et de
Lavandula.S. L’analyse qualitative par les examens phytochimique réalisé sur les plantes testés a montré
la fortement présence des tannins et des stéroides, et 1’absence des quinones et des anthraquinones.
L’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, et des flavonoides
par la méthode au trichlorure d’aluminium a montré que les feuilles d’Arbutus unedo L est I’extrait le
plus riche en ces composeés. Les propriétés antioxydantes évaluées par les trois tests : le test de piégeage
du radical libre (DPPH), le test de (ABTS) et le pouvoir réducteur (FRAP) confirme une grande activité
dans les feuilles d’Arbutus unedo L par rapport les fruits d’Arbutus unedo L et les feuilles de Lavandula
Stoechas.

Mots clés : Lavandula Stoechas —L, Arbutus unedo L, Soxhlet, Composés phénoliques, activité antioxydante.
Abstract

Medicinal plants are an essential source for the discovery of new therapeutic molecules, very
effective against many diseases. In this context our goal is to look for the active compounds in the leaves
and fruits of Arbutus unedo L and the leaves of Lavandula Stoechas.The extraction of polyphenols by
the Soxhlet method reveals a higher yield in the fruits than the leaves of Arbutus.U and Lavandula.S.The
qualitative analysis by phytochemical examinations performed on the tested plants showed the strong
presence of tannins and steroids, and the absence of quinones and anthraquinones. Quantitative
estimation of total polyphenols by the Folin-Ciocalteu method, and flavonoids by the aluminum
trichloride method showed that leaves of Arbutus unedo L is the richest extract in these compounds.The
antioxidant properties evaluated by the three tests: the free radical scavenging test (DPPH), the test of
(ABTS) and the reducing power (FRAP) confirms a high activity in the leaves of Arbutus unedo L
compared to 'Arbutus unedo L and leaves of Lavandula Stoechas.

Key words: Lavandula Stoechas -L, Arbutus unedo L, Soxhlet, Phenolic compounds, antioxidant activity.
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