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RESUME
De nos jours, le consommateur tend a éviter les additifs alimentaires synthétiques qui sont
suspectés d’effets toxiques, sensibilisants, allergisants et cancérigénes. De ce fait, I’industrie
agroalimentaire développe I’utilisation des antioxydants naturels. A 1’heure actuelle, les
polyphénols capturent 1’intérét des chercheurs afin de trouver de nouvelles matiéres premicres
abondamment disponibles. Le présent travail a pour objectif de vérifier la stabilité de I’huile de

tournesol par la valorisation des extraits phénoliques de quelques plantes locales a savoir,

Anabasis articulata, Cistus villosus, Globularia alypum et Hammada elegans.

L’analyse quantitative de ces extraits en composés phénoliques, a donné des teneurs allant de
0,05 a 50,60 mg équivalents en acide gallique par 1 g de la matiere seche. Leur activité
antioxydante a été comparée a celle des antioxydants naturels (vitamine E, vitamine C) et
synthétiques (BHA). Les extraits phénoliques et les standards ont été additionnés séparément a
des solutions d’huile de tournesol. La stabilité de I’huile a été mesurée par oxydation accélérée
(50°C, générateur des radicaux AAPH). L’évolution de 1’état d’oxydation a été mesurée par
I’indice de peroxyde (IP), en utilisant le test a 1’iodure de potassium. Les résultats obtenus ont
montré que les huiles traitées avec les antioxydants des extraits de plantes ont subi une

détérioration oxydative moins accentuée que celle du témoin (sans additifs).

D’aprés notre étude, il parait clairement que les extraits phénoliques sont des antioxydants
efficaces qui sont caractérisés par une haute capacité antioxydante comparable au BHA qui lui,
est synthétique ; et peuvent le remplacer en agroalimentaire selon une utilisation rationnelle qui

n’implique pas de risques sur la santé humaine et de plus est de moindre frais.

Mots clés: Plantes, extraits phénoliques, peroxydation, capacité antiradicalaire.
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Antioxydants naturels et leurs applications a la conservation de matériaux d’origine naturelle

I. Introduction géenérale

Les plantes sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires parmi lesquels on
distingue les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques. Avec leur diversité
structurale remarquable, ces derniers, également appelés polyphénols, constituent une richesse
déja largement exploitée par les industries agro-alimentaire, cosmétique et pharmaceutique (Zhiri
A. et Baudoux D., 2005). Les polyphénols principalement, (flavonoides, acides phénoliques,
tannins) ont d’ailleurs montré qu’ils avaient des propriétés biologiques trés importantes et trés
vastes, notamment de grands antioxydants. De méme I’activité antioxydante a été attribuée a la
majorité des flavonoides découverts. Ces derniers avaient la capacité de neutraliser différents
types de radicaux libres : les peroxydes (ROQ), les alcoxyles (RO"), les superoxydes (02") et les
hydroxyles (HO") ; empéchant de ce fait I’oxydation des lipides, des protéines, des enzymes et de
I’ADN (Gee J.M. et Johnson I.T., 2001 ; Middleton E. et coll., 2000). lls permettent également, de
ralentir le phénoméne d’oxydation et apparaissent ainsi comme essentiels pour maintenir la
qualité des aliments riches en lipides et les protéger des oxydations (AniV et Varadaraj M., 2006 ;

Laguerre M. et coll., 2007).

L’oxydation des lipides implique tous une chaine de réaction qui commence sous 1’action de
différents facteurs (lumicre, chaleur, ion métallique, espéce toxique de I’oxygeéne...) avec
production de radicaux libre de nature lipidique, s’amplifier en suite par autoformation de
nouveaux radicaux libres puis se termine avec la formation de produits non radicalaire. Le
caractére antioxydant des composes phénoliques se manifeste a différents niveaux de cette
chaine par leur action réductrice, leur capacité a piéger et neutraliser les formes toxiques de
I’oxygene et les forme radicalaire des lipides et par la chélation possible des ions metalliques

(Cillard J. et Cillard P., 2006).
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Alors, I’efficacité réelle de ces molécules demande une multitude de tests, aucun d’entre eux ne
présentant malheureusement un caractére universel (Laguerre M. et coll., 2007). Concretement,
I’évaluation de la capacité antioxydante d’une molécule vis-a-vis d’un substrat lipidique peut se
fonder sur trois stratégies de mesure différentes : la déplétion en oxygene, la disparition du
substrat et I’apparition de produits d’oXxydation primaires et/ou secondaires (Laguerre M. et coll.,
2007). Premiérement, I’étude cinétique de la consommation en oxygene permet de mesurer la
durée de la phase d’initiation et son allongement en présence d’agents antioxydants. Les
méthodes de mesure peuvent étre manométriques ou gravimeétriques par mesure de
I’augmentation du poids consécutive a la fixation d’oxygene sur les acides gras (Roginsky V. et
Barsukova T., 2001 ; Wang J. et coll, 1991). Deuxiémement, la disparition du substrat est
fréqguemment employée pour 1’établissement du degré d’oxydation en systéme modéle simple
(i.e. substrat unique et parfaitement caractéris€) ou en systeme complexe marqué (particules
biologiques ou cellules vivantes marquées par un fluorophore). Mis a part quelques méthodes
chromatographiques destinées a doser les substrats non oxydes résiduels, les méthodes adoptant
cette stratégie implique généralement une mesure spectrale. Parmi les techniques de cette
stratégie on peut citer ; la co-oxydation du B-carotene et de I’acide linoléique (Frankel E.N., 1998)
et la chute de fluorescence de ’acide cis-parinarique (Kuypers F.A. et coll., 1987). Finalement,
I’apparition des produits d’oxydation (primaires ou secondaires) détectables par des méthodes
physicochimiques, semble adaptée a 1’étude de tous types de systémes lipidiques. Parmi les
méthodes normalisées pour quantifier les produits d’oxydations lipidique est la mesure des
hydroperoxydes totaux, la détermination ultraviolette des dienes conjugués (Pryor W.A. et coll.,
1993), le test a I’acide thiobarbiturique (TBA) (Dahle L.K. et coll., 1962) et la mesure des volatils
par chromatographie (Frankel E.N. et coll, 1989). Conséquemment, la mesure des
hydroperoxydes est probablement 1’approche ayant suscit¢é le plus grand nombre de

développements (Laguerre M. et coll., 2007).
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A coté des antioxydants phénoliques naturellement présents dans les produits d’origines
veégetales, certains peuvent étre rajoutés lors de la transformation ou de la conservation
industrielle de certains aliments. Ainsi, en raison de leur stabilité, de leurs moindre cout et de
leurs relatives liposolubilité, deux composés phénoliques de synthése, le BHA
(butylhydroxyanisole, E 320) et le BTH (butylhydroxytoluene, E321) sont des antioxydants trés
utilisés dans I’industrie agroalimentaire pour la protection des corps gras d’origine animale ou
végétale. Il en existe bien d’autres, toujours de nature phénolique (par exemple les gallates de
propyle ou d’octyle), mais 1’utilisation de ce type de molécules de synthése est ce pendant en
diminution en raison de la suspicion d’étre d’origine de composés carcinogénes et des rejets
général d’additifs alimentaires de synthése par le consommateur (Peng C. et coll., 2000).
L'ampleur de ce probleme a fait que des antioxydants naturels deviennent de plus en plus
recommandés pour remplacer les antioxydants synthétiques. Dans cette démarche, la
stabilisation des huiles végétales, (Gertz, 2000), dont I'oxydation méne a la réduction de la qualité
des huiles et des aliments frits, a fait I'objet de nombreuses recherches ayant opté pour

I'utilisation des antioxydants naturels a pouvoir antioxydant remarquable (Warner, 2002).

Dans ce contexte, I’objectif du présent travail est concentré sur I’étude de I’effet antiperoxydatif
des extraits de quatre plantes locales a savoir ; Anabasis articulata, Cistus villosus, Globularia
arabica et Hammada elegans, La premiére partie de ce travail sera consacrée a l'extraction puis
au dosage des phénols totaux des substances végétales actives a partir des plantes choisir.
L’étude de I’effet antioxydant in vitro des extraits ainsi préparés sous des conditions
défavorables de tempeérature et d’agent oxydatif, sera trait¢é dans la deuxiéme partie. Apres
I'évaluation cinétique de l'effet antioxydant, principalement a partir du taux formé des
hydroperoxydes l'acide, cette étude permettrait d'affirmer I'importance de l'utilisation bénéfique
de ces substances naturelles, d'apporter des comparaisons entre les diverses substances utilisées
et de justifier la différence entre leurs effets avec les antioxydants de référence tel que la

vitamine E, la vitamine C et le BHA.
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I1. Matériel et méthodes

11.1. Matériels

11.1.1. Matériel végétal

Les plantes ont été récoltées de trois régions (Sidi Makhlouf, EI Hadjeb et Madna environ 40 km,

30 km et 100 km successivement du centre ville de la willaya de Laghouat) au mois d’avril

2012 (Tableau 1). Les plantes investiguées sont séchées a 1’abri de la lumiere pendant 2 mois.

Tableau 1: Les plantes investiguées et leur utilisation en médecine traditionnelle

Plante

Photo

Famille: Chenopodiaceae
Nom latin: Anabasis articulata
Nom vernaculaire: Baguel

Description: Buisson bas a souche épaisse et
tortueuse, de couleur vert bleuté trés clair. Les
rameaux articulés et presque sans feuille. Fleurs
isolées a l'aisselle de chaque feuille. Les fleurs blanc
rosé ont cing sépales, le fruit est entouré par trois
ailes dues a la dilatation de trois de ces sépales. Les
feuilles opposées, ont une partie libre trés courte,
obtuse ou terminée par une pointe blanchétre.

Utilisation traditionnelle : Elle utilisé en emplatre
pour soigner les dermatoses du chameau.

Famille : Cistaceae

Nom latin : Cistus villosus, Cytisus
monspessulassus,  Cistus  creticus,
Cistus incanus. Cistus polymorphus

Nom vernaculaire : Gassa

Description: Arbrisseau aux fleurs roses chiffonnée,
haut de 0,5 a 1,5 m. Les feuilles opposées ont des
pétioles plus ou moins soudés entre eux.
Le limbe réticulé-rugueux est hérissé de poils étoilés.
Les fleurs sont  rassemblées dans des cymes
ombelliformes de 1 a 8 fleurs. Le fruitest une
capsule velue, a 5 loges.

Utilisation traditionnelle : Elle est utilisée en

interne dans le traitement de la diarrhée et les|#

maladies rénales.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Arbrisseau
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fleur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rose_(couleur)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Limbe_foliaire
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Famille : Globulariaceae

Nom latin : Globularia arabica, Globularia alypum,
Globularia eriocephala Pomel

Nom vernaculaire : Tesslga

Description : Sous-arbrisseau trés rameux, les tiges
sont rougeatres. Petites feuilles alternes, coriaces,
obovales lancéolées mucronées a pétioles trés court.
Les fleurs bleu nuit sont réunies en un capitule
globuleux entouré de bractées velues situé a
I'extrémité des rameaux.

Utilisation traditionnelle : Cette plante posséde des
propriétés médicinales, elle contient de la choline,
des hétérosides, stérols, tanins et mucilage. Elle est
utilisée notamment comme purgatif.

Famille: Chenopodiaceae
Nom latin: Hammada elegans
Nom vernaculaire: Ajrame

Description: Plante aux rameaux gréles et charnus,
articulés, dressés, trés nombreux. Les rameaux
foncent et noircissent en séchant. Les rameaux ages
sont gris-brun et les rameaux nouveaux sont d'un
vert légérement blanchatre. Feuilles opposées trés
petites en triangle des principales caractéristiques de
Hammada elegans est sa trés grande résistance a la
sécheresse.

Utilisation traditionnelle : Elle est utilisée par les
habitons de la région pour soigné les maladies
abdominales.

&

12.06.2093_‘

11.1.2. Réactifs chimiques

Tous les produits utilisés dans ce travail sont d’un grade analytique élevé (Tableau 2).

Tableau 2 : Réactifs chimiques utilisés

Produit Marque
BHA (Butylhydroxyanisole), trizma Base; CCM analytique; vitamine E (a- | Fluka
tocophérol)
CCM préparatoire 20x20cm gel de silice 60 Merck
Acide gallique ; réactif de Folin-ciocalteu ; AAPH : [2,2’-azobis (2-amidinopropane) | Sigma
dihydrochloride], Acide acétique glacial. Na,COs
Ethanol ; Cyclohexane ; Hexane, Sulfate de sodium anhydre (Na>SO4), Méthanol Biochem
Di-éthylether ; HCI (acide chlorhydrique 37%) ; Dichlorométhane, Kl Riedel-de Haén

Papier filtre qualitative @15cm ; Huile de tournesol préparé ou laboratoire avec des grains commerciaux.
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11.2. Méthodes

11.2.1. Extraction des composés phénoliques

Il existe deux méthodes utilisées fréquemment dans 1’extraction des composés phénoliques ;
extraction a froid « macération » et extraction a chaud «infusion et décoction ». Dans notre
travail nous avons choisi ’extraction & chaud « Soxhlet» qui est une méthode simple et
convenable permettant de répéter infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a
I’épuisement complet du soluté dans la matiére premiére. Aprés avoir broyée finement la partie
aérienne de la plante une masse d’environ 20g a été extraite successivement par 3 systémes de

solvants de polarité croissante : 1’hexane (0,0), le dichlorométhane (3,1) et le méthanol (5.1).

Apres chaque extraction le solvant utilisé est évaporé sous vide a ’aide d’un Rota vapeur.
Ensuite, le résidu obtenu est pesé puis solubilisé dans des volumes différents du méthanol. Les
extraits ainsi obtenus sont conservés a 4°C jusqu’a leur analyse. Nous avons obtenu alors, 8
extraits dichlorométhaniques et 8 extraits méthanoliques. La conservation des extraits
méthanoliques a froid, fait apparaitre des précipités d’aspects physiques différents. Apres,
filtration les résidus obtenus sont dissous dans le DMSO. Donc, nous avons obtenus deux

fractions méthanoliques.

11.2.2. Analyse des extraits par chromatographie sur couche mince (CCM)

Aprés I’extraction, une CCM analytique a été réalisé pour avoir une idée sur les différents
composés existants dans les différents extraits bruts. La séparation a été effectuée en utilisant une
plague CCM de dimension 10x10cm en gel de silice avec un systéme de solvant composé de :
(di-éthylether/ cyclohexane/ acide acétique (7/3/0,1) (v: v: v). Apres migration la plague est

séchée a I’air libre et révélée par une lampe UV a une longueur d’onde A= 366 nm.
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11.2.3. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de Singleton et Ross avec
le réactif de Folin-Ciocalteu (Giner-Chavez B.1., 1996). 100 pl de chaque extrait ont été introduits
a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de 1’addition de 500 ul du réactif de
Folin-Ciocalteu (10 fois dilué). Apres incubation pendant 2 minutes, 2 ml de carbonates de
sodium Na2COs a 5% ont été ajoutées, puis les solutions ont été secouées immédiatement et sont
maintenues a 1’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L.’absorbance de chaque
solution a été déterminée a 717 nm contre un blanc sur un spectrophotometre UV-Visible de type
UV-1601. La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir une
courbe d’étalonnage de I’acide gallique et exprimée en milligrammes par gramme de la matiere

séche équivalent en acide gallique (mg/g EAG).

11.2.4. Evaluation de P’activité antioxydante des composées phénoliques

L’indice de peroxyde est un indicateur de la présence de produits primaires de 1’oxydation
(hydroperoxydes). Ils peuvent étre mesurés par des techniques basées sur leur capacité a libérer
I’iode de I’iodure de potassium (Shahidi F. et coll., 2002) ou d’oxyder des ions ferreux, ou ions
ferriques. Alors, I’activité antioxydante a été évaluée par l'inhibition de la peroxydation lipidique

a l'aide de la méthode au thiocyanate ferrique (FTC) (Dobarganes M.C. et Velasco J., 2002).

Dans ce test, ’utilisation du 2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochlorure (AAPH), qui a
I’avantage de se décomposer unimoléculairement a vitesse constante en fonction de la
température appliquée, permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire des antioxydants en milieu
émulsionné. L’AAPH?® est un initiateur chimique de 1’oxydation lipidique qui, porté a 37 °C,
produit un radical AAP®. En solution et en présence d’oxygene, ce radical AAP*® forme un
radical AAPOO® qui réagit par la suite avec les acides gras (RH) donneurs d’hydrogene (Figure
1). 1l apparait alors un radical lipidigue R® qui se combinent tres rapidement avec Oz pour

former les radicaux peroxyles ROO® (Frei. B et al ,1990). La quantification des radicaux
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peroxyles par la méthode a I’iodure de potassium renseigne sur le pouvoir inhibiteur de la
peroxydation lipidique des antioxydants étudies.
AAP*+0, —  AAPOO*
AAPOO*+RH — AAPOOH +R*

Figure 1 : Schéma du mécanisme réactionnel de I’oxydation lipidique par ’AAPH.

En présence de peroxydes organiques, ’iodure (I') se transforme par oxydation en iode
moléculaire (I2). Les peroxydes organiques sont alors réduits. L’iode moléculaire réagit avec un
exces de (I)) menant a la formation d’un complexe jaunatre, le (I37), ce qui colore la solution. La
concentration de peroxydes organiques est donc déterminée qualitativement par la coloration de

la solution en mesurant son absorbance a 360 nm.

Pour réaliser ce test, 1 ml de tampon Tris-HCI 0,05 M (pH 7,4) contenant 0.3% tween-20 a été
mélangé avec 1 ml d’huile de tournesol (5g/l) préparés dans I'éthanol et 100ul des extraits ou
solutions stock des antioxydants de références. Le mélange a été ensuite agité et incubé a
I’obscurité et a température de 50°C pendant 10 minutes. La peroxydation a été initiée par I'ajout
de 100ul de la solution AAPH (20g/l dans le tampon) et la réaction a été effectuée a 50° C dans
I'obscurité pendant 50 minutes. Ensuite, et aprés chaque intervalle de temps, on plonge les
solutions réactionnelles dans un bain de glace. Aprés 2 minutes, 1 ml d’iodure potassium a 1%
contenant 3% d’acide acétique glaciale, a été ajoutée et I'absorbance de la solution a été mesurée
a 360 nm en utilisant un spectrophotometre UV-Visible de type UV-1601. Tous les tests ont été
effectués en quintiplicate. Les mesures de densités optiques en présence de chaque solution
d’extrait a des concentrations ¢gales 0.045g/l nous ont permis d’exprimer [ activité
antilipoperoxydante par le pourcentage d‘inhibition. Nous avons également, testé la vitamine E,

le BHA et la vitamine C pris comme antioxydants de références commerciaux.
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I11. Résultats et discussion

111.1. Quantification des composées phénoliques

Le rendement de I’extraction varie en fonction de 1’espéce végétale, 1’organe utilisé dans
I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espéce en métabolites et de la
nature du solvant utilisé dans 1’extraction ou fractionnement et de sa polarité.

Tableau 3 : Rendement d’extraction et teneur en polyphénols

Echantillon

Anabasis articulate Fleurs 0,80 0,247+0.033

o Tiges 0,48 0,254+0.002
csccs Cistus villosus Feuilles 0,70 0,3800.003
e Tiges 0,38 0,0500.029
g Globularia Arabica Feuilles 1,71 0,276%0.012
g Tiges 1,28 0,1220.005
Hammada elegans Fleurs 1,90 0,271+0,004
Tiges 1,05 0,31340.012

Anabasis articulata Fleurs 17,56 2,528+0.016

fan Tiges 15,81 1,930+£0.059
S Cistus villosus Feuilles 23,08 50,601:+1.321
g Tiges 12,35 23,80620.855
'S Globularia Arabica Feuilles 43,08 32,871+1.468
% Tiges 17,09 18,440+0.547
2  Hammada elegans Fleurs 22,92 3,0460.007
Tiges 11,39 2,544+0.038

Anabasis articulata Fleurs 1,85 0,543+0.034

< Tiges 0,44 0,20440.030
S Cistus villosus Feuilles 0,42 1,262+0077
g; Tiges 0,18 0,608+0.041
'S Globularia Arabica Feuilles 3,69 4,002+0.137
% Tiges 0,05 0,195+0.009
2 Hammada elegans Fleurs 1,26 0,479+0.001

Tiges 0,37 0,181+0.010
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Les extraits phénoliques ainsi obtenus présentent un aspect visqueux de couleurs différentes avec
des rendements qui varient entre 0,05 et 43,08 % (Tableau 3). Il est constatable que la plus
importante quantité du résidu sec a été trouvée dans les extraits méthanoliques comparativement
aux extraits dichlorométhaniques. De ce fait, on peut déduire que les plantes étudiées renferment

un matériel riche en composés a caractére polaire.

Pour chaque espéce végétale et au sein de la méme espéce, la nature des composants
phytochimiques est a ’origine des activités biologiques de chaque extrait ou fraction. Ces
activités sont aussi en dépendance de la teneur de la substance ou I’ensemble des substances

biologiquement actives.

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de plante a été alors calculée a partir de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 2) et exprimée en milligrammes équivalent en
acide gallique (GAE) par gramme de la matiére seche. Les résultats obtenus sont présentés dans

le (Tableau 3).
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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D’aprés la synthése de 1’ensemble de résultats obtenus lors de la quantification des phénols
totaux, on peut constater que les teneurs de ces composés varient entre 0,05 et 50,60 mg GAE/g
de la matiére seche. Les taux des composés phénoliques les plus élevés ont été détectés pour les
extraits du méthanol. Tandis que, les teneurs les plus basses sont remarquées pour les extraits de
dichlorométhane (Tableau 3). En outre, nous avons enregistré que les extraits méthanoliques qui
ont donné un rendement le plus important en résidu sec ont offert aussi une teneur importante en
phénols totaux. Ce résultat pourra étre expliqué par le fait que la polarité des extrait influe sur le

type de composés extraits ainsi que leur pouvoir réducteur.

Aussi, nous avons constaté que les feuilles contiennent des proportions plus élevées de
polyphénols comparativement aux tiges de mémes plantes. La répartition inégale des
polyphénols dans les différents organes d’une plante a été rapportée par plusieurs auteurs (Falleh
H. et coll., 2005; Gehin A. et coll., 2006). Egalement, on peut noter ici que les plantes
intégrantes de la famille des Chenopodiaceae présentent les quantités en phénols totaux les plus
faibles par rapport aux autres familles. Egalement, on peut confirmer que nos plantes
investiguées sont une source prometteuse de polyphénols, comme certainement d’autres plantes
ne présentent relativement qu’une faible teneur de ces composés (Alain Hugues Olivier

N’Guessan et coll., 2011, SreeLatha Devi R.K. et coll., 2013).

L’inconvénient majeur de ce test que le réactif du Folin-Ciocalteu n’est pas spécifique aux
composés phénoliques, il réagit avec tous autres composés qui contiennent un groupement OH
comme les sucres, les protéines et les pigments par ce que une telle extraction ne donne pas que
les composés phénoliques. Pour cela les valeurs obtenues des teneurs en composées phénoliques
totaux ne refletent pas les quantités réelles de ces substances dans la plante investiguée car il y a
plusieurs facteurs qui influent sur le rendement d’extraction en 1’occurrence, le type, I’acidité et
le volume du solvant, la température et le temps du contact avec la matiére premiere ainsi que le

mode d’extraction (Dopico-Garcia M.S. et coll., 2007 ; Giorgia Spigno et coll., 2007).
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En fin, la connaissance du matériel polyphénolique de ces plantes n’est pas connue. Alors, la
mise en évidence des principes actifs issus du métabolisme secondaire de cette plantes devra étre
approfondie afin de permettre d’isoler et de caractériser d’éventuels nouveaux polyphénols ou de
trouver des polyphénols déja connus qui pourront étre utilisés pour des études chimio
taxonomiques. A cet effet, le dosage des composés phénoliques par les méthodes
spectrophotométrique reste insuffisant et I’analyse quantitative et qualitative de ces substances
peut étre effectuée par la chromatographie liquide a haute performance (CLHP) avec un
détecteur UV-Visible (Howard M. Merken et Gary R., 2000). En revanche, I’analyse des
constituants phénoliques par la CLHP reste encore insuffisante. Il faut donc, passer a la
purification des composés par les techniques chromatographiques puis leur identification par les
méthodes spectroscopiques (RMN!H et 3C, spectroscopie de masse). Actuellement, 1’utilisation
de la chromatographie liquide a haute performance liée a un détecteur de masse est devenue une
technologie trés rapide pour la purification et I’identification des composés phénoliques (Romani

Pinelli A. et coll., 1993).

Pour un essai d’analyse qualitative du contenu phénolique de nos différents extraits on a eu
recours a I’utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM) puisqu’elle est I'une des
méthodes de séparation des différents constituants d’un extrait végétal et qui est plutdt simple a
mettre en oeuvre. Dans notre étude, nous avons réalisé une chromatographie sur couche mince
pour les fractions méthanoliques et dichlorométhaniques des deux parties de chaque plante
étudiée sur une plaque de gel de silice en utilisant le systéeme suivant : (di-éthylether/

cyclohexane/ acide acétique (7/3/0,1) (v : Vv : V).

Aprés observation des plaques dans une chambre noire d'une CCM et en s'appuyant sur les
données de la bibliographie quant a la séparation des composés phénoliques par CCM et leur
observation sous UV, on peut éventuellement prédire les composés ou les familles de composés
les plus probables qui peuvent dans la composition des extraits de plantes. Par le biais de ce

systeme, nous avons pu mettre en évidence plusieurs taches qui absorbent a une longueur d’onde
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de 366 nm (Figure 3). Ces différents spots présentent des couleurs rouge, mauve, orange, bleu et
marron ce qui confirme la présence des squelettes flavonoidiques ou des composés oléfiniques

(Claudine Manach et coll., 2004 ; Elisa Tripoli et coll., 2007).

— —
Extraits méthanoliques Extraits dichlorométhaniques

Figure 3 : Photo de la plague CCM analytique des extraits sous lampe UV (366nm)

Egalement, nous avons enregistré que tous les extraits méthanoliques présentent presque les
mémes chromatogrammes. Méme observation a été notée pour les extraits dichlorométhaniques.
De plus, ces derniers renferment un grand nombre de molécules comparativement aux extraits
méthanoliques. Aprés une simple comparaison entre les extraits méthanoliques et
dichlorométhaniques, il apparait clair et évident que les taches rouges, qui sont communes. En
revanche, d’aprés I’analyse quantitative et 1’étude de 1’activité antioxydante de ces extraits qui
ont montré des différences significatives, on peut constater 1’existence des produits actifs qui
n’ont pas été détectés sur le chromatogramme. En effet, il existe une relation étroite entre la
fluorescence du composé, sa nature et son mode de substitution. Le tableau suivant, résume la
relation entre les couleurs et les spots des flavonoides et leurs structures. D’aprés ce tableau, on

peut constater que nos extraits renferment des squelettes flavonoidiques.
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Tableau 4: Relation entre la fluorescence sous UV et la structure des flavonoides (Lahouel, 2005).

Type de flavonoides |

Flavonols 5, 6, 7 tris-OH libres
Flavonols 5, 7, 8 tris-OH libres

Brun-noir 3-OH absent ou 3-OH substitué

Flavones 5-OH et 4’ —OH
Flavones 3-OR et 5-OH, 4’-OH
Flavones ou Flavonols 5 -OH avec 4’ — OH absent ou substitué en 3
Flavones 6- ou 8 —OH
Chacones, isoflavones, dihydroflavonals, flavanones
Flavones sans 5-OH libres
Flavones 5-OH Libres avec 3-OH substitué
Flavonols 3-OH libres avec ou sans 5-OH substitué

Violet

Bleu- clair
(fluorescent)
Jaune terne, jaune,
| Fluorescence orangé |

Jaune vert brillant
Jaune fluorescent

5-OH libres ou 5-OH substitué
Flavonols avec 3-OH libre
Dihydroflavonols

Jaune pale

En effet, Les flavonoides présentent des taches de colorations variables sous UV/366 nm. La

présence des couleurs marron et rouge pouvant indiquer respectivement la présence des pigments
et des anthocyanidines 3,5-diglucosides. De plus, I’apparition des taches bleu fluorescent,
marron et orange foncé, pouvant indiquer respectivement la présence des flavonols et/ou des
flavonones et/ou des isoflavonones et/ou des flavones, des pigments et des anthocyanidine-3-
glucoside. Certains tels que la quercétine, les flavonols et aurones sont jaunes. Les xanthones se
révélent en orange. Les flavones méthylées et hydroxyflavonols sont bleus et pourpres. C’est le

cas des spots de Rs=0,33 détectes dans A. articulata et H. elegans.

Apres l'analyse des résultats obtenus, la CCM confirme la présence et la richesse de la plante en
polyphénols. La bonne séparation apparait dans les systémes polaires prouve que les
polyphénols, les tanins et les flavonoides existants sont de nature beaucoup plus polaire. La
présence des flavonoides a été confirmée par les réactifs d’AICIs, NHs, et FeClz. AICI; les révéle
dans le visible en jaune et sous UV/366 nm en des colorations allant du bleu au brun. Quant au

réactif de FeCls, il les colore en noire, dans le visible et en diverses colorations sous UV/366 nm.
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Concernant NHa, il les révéle sous forme de spots fluorescents jaune, vert et bleu sous UV/366

nm (Byvind M. Andersen et Kenneth R. Markham, 2006).

Extraits méthanoliques Extraits dichlorométhaniques

Figure 4 : Photo de la plaque CCM analytique des extraits sous lampe UV (366nm) apreés
pulvérisation avec AlCl; (1%0)

D'apres la coloration noire obtenue avec FeCls, on constate que I’extrait de Cistus villosus pourra
contenir des tanins galliques et catéchiques. L’analyse de la plaque CCM aprés pulvérisation de
AIClIz révele une diminution de certains composés dont les pigments chlorophylliens (plaque
avant pulvérisation et a 254 nm), une diminution probablement des xanthophylles et ou
caroténoides (plaque a 366nm) ainsi qu’une augmentation de composés fluorescents (Figure 4).
La réveélation a la AICIz montre I’apparition des taches jaunes et bleus fluorescents dans certains
extraits notamment les extraits méthanoliques et dichlorométhaniques de Anabasis articulata,
Cistus villosus et Hammada elegans qui peuvent étre des acides phénoliques, des flavonols, des

flavonones, des flavones ou des isoflavonones.

Le NHs est un révélateur aux coumarines et aux flavonoides. Toutefois, ils se distinguent par des
colorations caractéristiques (Figure 5). En effet, NHs permet non seulement d’identifier les

coumarines en les colorant en bleu, vert, jaune, pourpre ou rose, mais également de les
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caractériser. Apres exposition aux vapeurs de NHs et visualisation sous UV, les fluorescences
jaunatres observees, indique I'existence de coumarines. Ainsi, les spots bleus sous UV/366 nm
dont la coloration ne varie pas apres traitement par NHsz  correspondraient aux 7-
hydroxycoumarines ou 7- hydroxy-6-alkoxycoumarines. Il s’agit des spots de R=0,33 détecté

dans les extraits de S. villosus et H. elegans.

Extraits méthanoliques Extraits dichlorométhaniques

Figure 5 : Photo de la plague CCM analytique des extraits sous lampe UV (366nm) aprés
pulvérisation avec NH;

En fin et d’aprés la synthése bibliographique, la connaissance du matériel polyphénolique de ces
plantes est encore mal connue a I’exception de la plante Anabasis articulata (Nadia S Metwally et
coll., 2012). Alors, la mise en évidence des principes actifs issus du métabolisme secondaire de
ces plantes devra étre approfondie afin de permettre d’isoler et de caractériser ces principes actifs

qui pourront étre utilisés dans le domaine étudié.




A

Antioxydants naturels et leurs applications a la conservation de matériaux d’origine naturelle

I11.2. Evaluation de ’activité antioxydante

L’un des principaux problémes de 1’industrie agro-alimentaire est d’assurer la conservation des
aliments. Les phénomeénes d’oxydation sont notamment redoutes. En effet, au niveau des lipides,
les dégradations oxydantes conduisent a une perte en vitamines, une diminution de la valeur
nutritionnelle (acides gras essentiels), une détérioration du golt (composés volatils & flaveur
caractéristique, rancissement) et méme parfois a I’apparition de substances toxiques (Michael

Antolovich et coll., 2001).

La dégradation des composés organiques sous 1’action de I’oxygéne de 1’air est un processus
d’oxydation important. Dans le cas des huiles et graisses, 1’oxydation se déclenche au niveau des

doubles liaisons des composés lipidiques (Michael Antolovich et coll., 2001).

La premiére étude sur I’oxydation des oléfines a été abordée vers 1949 par Bolland, puis par
Bateman vers 1954 (Juita Bogdan Z. et coll., 2012). Deux mécanismes sont possibles pour définir
les réactions non enzymatiques entre 1’oxygene et les acides gras insaturés. Il s’agit de I’auto-
oxydation et de I’oxydation photosensibilisée qui nécessite 1’intervention d’un photo-initiateur

qui est souvent une molécule biologique (Michael Antolovich et coll., 2001).

Pour la commercialisation d’une huile végétale, sa durée de vie est essentielle pour déterminer
un écart de temps separant la production et la consommation. Pour protéger le consommateur, la
Iégislation exige, plusieurs parameétres pouvant décrire I'état d'oxydation d"une huile. En effet,
l'indice de peroxyde est I’'un de ces parameétres, cet indice augmente progressivement avec
I'oxydation primaire de I'huile jusqu'a ce que le taux de dégradation des hydroperoxydes formés

dépasse la formation de nouveaux hydroperoxydes (Juita Bogdan Z. et coll., 2012).

Dans notre étude, nous avons choisi la méthode a 1’iodure de potassium en utilisant le 2,2'-
azobis-(2-amidinopropane) dihydrochlorure (AAPH) comme initiateur de 1’oxydation du substrat
lipidique. Cette methode est tres utilisée pour suivre la peroxydation lipidique. Elle se base sur

La détermination du taux de peroxyde formé par une réaction d’oxydoréduction entre les
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peroxydes formés et les ions iodures en milieu acide. Les substrats de 1’oxydation utilisés dans
notre travail est I’huile de tournesol. Ce choix est fixé sur le degré d’instauration important dans
I’acide linoléique qui est le composé majoritaire de 1’huile de tournesol (62%) (Aruna Prakash et
coll., 2001). Egalement et a titre de comparaison, nous avons testé 4 antioxydants de référence a
savoir, la vitamine E et la vitamine C et des polyphénols de synthese le BHT
(Butylhydroxytoluéne) et le BHA (Butylhydroxyanisole). Nous avons tout d’abord étudier la
cinétique d’oxydation afin de déterminer le temps optimal de la réaction. Ainsi, les mesures des
densites otiques des hydroperoxydes formés a partir de I’huile de tournesol en fonction du temps

nous on permit de tracé la courbe suivante (Figure 6) :
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Figure 6 : Variation de la densité optique de (13) en fonction de temps

D’aprés une étude réalisée précédemment (Renane Nour El Houda, 2012), on a constaté que la
cinétique de I’oxydation de 1’acide linoléique est différente a celle de I’huile de tournesol. Ainsi,
le temps nécessaire pour parvenir a 1’oxydation totale de 1’acide linoléique est trés court par
rapport a celui de 1’oxydation de I’huile de tournesol. Cette différence, pourra étre due a la
présence des antioxydants dans I’huile de tournesol (Aruna Prakash et coll., 2001). De ce fait et
aprées plusieurs tentatives, nous avons choisi 50 minutes pour la réaction d’oxydation de 1’huile

de tournesol.
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Aprés la détermination des conditions réactionnelles notamment le temps de la peroxydation,
nous avons tenté ensuite a 1’é¢tude du pour antioxydants de nos extraits et des standards choisis.
On a proposé le taux de réaction comme un parameétre pour caractériser 1’activité antioxydante.
Alors, I'approche la plus simple dans l'interprétation des données, est de calculer le pourcentage
d’inhibition pour des concentrations égales de 0,045 g/l des extraits et des standards. Le pouvoir

d’inhibition est exprimé en %, et déterminé en appliquant la formule suivante :

%0 @’inhibition = ((A Témoin— A Echantillon) / ATémoin) *100

Ou, Aremoin désigne 1’absorbance du milieu réactionnel sans antioxydant

A Echantilion désigne 1’absorbance du milieu réactionnel avec antioxydant

Le tableau suivant résume les valeurs de la capacité antilipoperoxydante obtenus pour nos

extraits et antioxydants de référence.

Tableau 4 : Pourcentage d’inhibition de lipoperoxydation a des concentrations égales a 0.045 g/l en
extraits et standards.

Pourcentage d’inhibition (%0)

Anabasis articulata Globularia arabica

Fleurs Tiges Tiges Feuilles
. , 24,44 24,11 8,24 4,12
Dichlorométhane +1.48 +0.25 +1.03 +1.10
Meéthanol (fraction 1) 112451? 0 ?167%5 ?052%
. . 13,92 1,42 6,85 13,27
Méthanol (fraction 2) ﬂ’_67 0,39 107 176

Vitamine E Vitamine C BHA
35,09+2,04 20,06+2,03 17,44+0,69

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les résultats
sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence. A cet effet, nous avons utilisé la

vitamine E (a-tocophérol), la vitamine C et le BHA comme contrdles positifs doués des activités




A

Antioxydants naturels et leurs applications a la conservation de matériaux d’origine naturelle

antioxydantes tres importantes. Ces antioxydants sont utilisés comme des agents conservateurs

dans les industries agroalimentaires.

D’apres les résultats obtenus, on apercoit que les antioxydants testés découvrent des activités

antioxydantes remarquables la vitamine E et la vitamine C avec des pourcentages

antilipoperoxydation supérieurs a 20 %. En revanche, le BHA a expose une activité antioxydante

relativement faible aux autres standards.

Dans un souci de simplicité, I’histogramme ci-aprés (Figure 5) montre que 1’extrait méthanolique

des fleurs de Hammada elegans a donne le taux d’inhibition le plus éleve (26,84+0,89 %) par

rapport aux autres extraits. Egalement, on n’observe que les extraits dichlorométhanoliques

d’Anabasis articulata et 1’extrait méthanolique de Cistus villosus ont révélé des pourcentages

d’inhibition aussi supérieurs a 20%. Cependant, les autres extraits ont donné des faibles pouvoirs

antiperoxydatif (<20%). En revanche, il est clair que nos extraits ont un statut antiradicalaire

comparable aux antioxydants de référence.
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Figure 5 : Pourcentage d’inhibition de lipoperoxydation a des concentrations égales a 0.045 g/l en

extraits et standards.
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On peut remarquer aussi, que les extraits de Hammada elegans, d’Anabasis articulata et de
Cistus villosus ont donné des capacités antilipoperoxydatives supérieurs a la vitamine C et le

BHA. Ainsi, leurs activités sont 1,5 fois plus grandes que le BHA.

Ainsi, nous avons constaté que les extraits qui renferment des taches de couleur bleu clair dans le
milieu du chromatogramme possédent les capacités antioxydantes les plus importantes. On pense

alors, que I’activité de ces extraits pourra étre due a ce composé.

La différence d’activité antioxydante observée entre nos extraits et les standards utilisés, pourra
étre expliquée par le fait que les antioxydants de référence ce sont des agents purs qui peuvent
agir directement et avec leur concentration totale sur la réaction radicalaire. Par contre, les
extraits testés ce sont des mélanges qui renferment plusieurs molécules dont certaines sont
inactives et leurs pourcentages d’inhibitions ont été calculés par rapport a la concentration totale

du mélange qui prend en considération toutes les substances actives et non actives.

En effet, I’huile de tournesol sans additifs (témoin) présente le plus haut indice de peroxyde.
L’évolution de cet indice de I’huile contenant des antioxydants suit relativement un rythme
moins accentué que celle du témoin. Ceci démontre que 1’enrichissement de I’huile végétale par
les polyphénols semble améliorer la stabilité oxydative de I'huile comme le prouve le test. Cette
méme explication a été avancée par d’autres études confirmant que les polyphénols augmentent

la stabilité des huiles (Maurizio Servili et coll., 2002).

D’aprés notre étude, il parait clairement que les polyphénols extraits de ces quatre plantes sont
des antioxydants efficaces qui présentent deux avantages importants. D’une part, ces
polyphénols d’origine naturelle qui sont caractérisés par une haute capacité antioxydante
comparable aux antioxydants synthétiques ; et peuvent le remplacer en agroalimentaire selon une
utilisation rationnelle qui n’implique pas de risques sur la santé humaine et de plus est de
moindre frais. D'autre part, I’impact environnemental de ces plantes est important, ce qui

menerait a profiter de cette matiere premicre a l’échelle industrielle en tant que source
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économiquement non chére, mais riche en polyphénols. En effet, au cours de I’oxydation
lipidique & 50 °C, I’huile de tournesol a acquis une meilleure résistance a I’oxydation suite a un
ajout des extraits phénoliques naturels. Pour la suite de 1’étude, il serait intéressant de reconduire
ces essais sur d’autres huiles végétales ou animales et d’évaluer I’effet antioxydant de ces
extraits phénoliques dans des conditions de stockage normales de commercialisation des huiles;
ensuite les comparant a d’autres antioxydants et d’étudier leur effet synergique au cours de

1’oxydation.

IV. Conclusion générale

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits chimiques
synthétiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, les antioxydants de
synthése utilisés pour retarder I’oxydation des lipides se sont avérés responsables d’effets
indésirables. Face aux limites des produits chimiques synthétiques, le développement de la

recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers I'obtention de phytomédicaments.

Notre pays est doté d’une biodiversité végétale immense, qui reste a découvrir et une grande
partie de cette flore est constitué par des espéces médicinales. L’étude bibliographique réalisée
sur quatre plantes appartenant a des biotopes et familles botaniques différentes, a montré que
I’on ne disposait que de peu d’informations sur leurs activités antioxydantes et leurs
compositions en substances phénoliques. Alors et pour pallier ce manque d’informations, ce
travail a porté dans un premier temps a I’analyse quantitative d’un groupe phytochimique
(polyphénols), et en second lieu la recherche d’activité antioxydante que peuvent avoir ces

extraits in vitro.

Sur le plan phytochimique, la détermination du rendement d’extraction a montré la richesse des
extraits bruts secs de toutes les especes (12-47%) issus de I’extraction méthanolique. Tandis que,
I’extraction par le dichlorométhane a permis d’obtenir des rendements faibles en extraits bruts

secs (< 2%). Les résultats de 1’analyse quantitative des phénols totaux montrent que tous les
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especes étudiées contiennent des teneurs variables en polyphénols allant de 0,5 a 51 mg EAG/ g
de la matiére séche. Cependant, les quantités des composés phénoliques les plus importantes ont
été trouvées dans les extraits méthanolique notamment, dans les espéces de G. arabica et C.

monspessulassus.

L’évaluation des propriétés antioxydantes par le test chimique au Thiocyanate ferrique induit par
leAAPH, révele que I’extrait méthanolique présente une importante activité contre la
peroxydation de I’huile de tournesol comparativement aux antioxydants de référence. De plus,
les capacités antioxydantes révélées in vitro sont en relation directe avec le contenu en
métabolites secondaires de chaque extrait et fraction et dépendent de 1’ensemble des substances
antioxydantes, de leur nature, leur quantité, leur structure et de toutes les interactions
moléculaires qui peuvent agir de facon synergique pour faire hausser cette activité. Cette étude
suggere gque non seulement les composés phénoliques sont les substances antioxydantes par
excellence mais d’autres substances mnon phénoliques pouvant étre des antioxydants plus
efficaces et plus puissants et que les espéces les plus riches en polyphénols ne sont pas pour

autant de bons antioxydants.

Enfin, cette étude valide scientifiquement 1’usage traditionnel de ces plantes et révele leurs
intéréts dans le cadre de I’exploitation de la flore végétale locale. Alors, les extraits naturels des
espéces végetales locales étudiées peuvent étre tres utiles pour renforcer les systemes
technologiques industriels afin de les exploiter comme une précieuse matiere premiére tres riche
en polyphénols employée a la place des antioxydants synthétiques dangereux. Par ailleurs, Il
serait nécessaire d’isoler et de caractériser la ou les molécules potentiellement antioxydantes des

fractions les plus actives, puis de déterminer leur toxicité sur des modéles animaux.
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