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Résumé

- Mémoire préparé par : M " Bouhamida, A ; M®'"® Bounoua, H.
- Théme : contribution a I’étude de I’activité antioxydante des extraits de quelques plantes médicinales.

Résume:

Le présent travail a été réalisé pour étudier les propriétés antioxydantes des extraits de quatre
plantes médicinales: C. albidus, C. azarolus, R. alaternus, R. raetam, utilisées en médecine
traditionnelle pour le traitement de certaines maladies liées aux complications inflammatoires. En effet,
les quatre extraits éthanoliques des plantes ont été évalués pour leur teneur en phénols totaux et en
flavonoides et aussi pour leur activité antioxydante ; pouvoir anti-radicalaire contre : I’ABTS, le DPPH
et I’H,0,, et leur pouvoir réducteur en appliguant le test de phosphomolybdate. Les résultats de dosage
montrent que les feuilles de C. albidus sont les plus riches en phénols totaux (384,22 mg EAG/g) suivie
par I’extrait de C. azarolus (322,00 mg EAG/g). Pour le dosage des flavonoides, ces deux derniéres
plantes ont manifesté des taux intéressants avec elles aussi ’extrait de R. alatenus (189,39 mg EAG/Q).
S’agissant de ’activité antioxydante, I’extrait de C. albidus s’est distingué des autres plantes en marquant
les IC50 les plus importantes: 3,84 pg/ml pour I’effet anti-DPPH, 16,32 pg/ml pour I’effet anti-ABTS et
0,44 mg pour I’effet anti-H,O,. Tandis que 1’extrait de R. raetam s’est montré le plus faible d’apres les
résultats obtenus. Les corrélations établies entres la teneur en phénols totaux et I’activité antioxydante
des extraits des plantes ont montré des coefficients positif indiquant ainsi que les composés phénoliques
sont les molécules antioxydantes majoritaires des plantes étudiées.

Mots clés : C. albidus, C. azarolus, R. alaternus, R. raetam, composés phénoliques, activité
antioxydante, DPPH, H,0,, ABTS, phosphomolybdate.
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Résumé

Miss Bouhamida, A and Miss Bounoua, H.

Theme: Contribution to the study of the antioxidante activity of some medicinal plants extracts.

Abstract:

The present work was initiated to investigate the antioxidant properties of extracts of four medicinal
plants: C. albidus, C. azarolus, R. alaternus, R. raetam, used in traditional medicine for the treatment of
diseases related to inflammatory complications. Indeed, the four ethanolic extracts of the plants were
evaluated for their total phenolic content and flavonoids as well as for their antioxidant activity, anti-
radical power against: ABTS, DPPH and H;O,, and reducing power in applying the test of
phosphomolybdate. The results show that the leaves of C. albidus are richer in total phenols
(384.22 mg EAG/g) followed by the extract of C. azarolus (EAG 322.00 mg / g). Concerning the
determination of flavonoid content, the last two mentioned plants showed good rates with them also from
R. alatenus (189.39 mg EAG/g). Regarding the antioxidant activity, the extract of C. albidus is
distinguished from other plants by marking most important 1C50: 3.84 mg / ml against DPPH, 16.32 mg /
ml and 0.44 mg ABTS against H,O,. While the extract of R. raetam has shown the lowest of the results
obtained. The correlations among the total phenolic content and antioxidant activity of plant extracts have
shown positive coefficients indicating that the phenolic compounds are antioxidant molecules majority of
plants studied.
Keywords: C. albidus, C. azarolus, R. alaternus, R. raetam, phenolics, antioxidant activity, DPPH, H202,
ABTS, phosphomolybdate.
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Introduction

Introduction

Un grand nombre de plante, aromatique, médicinale, des plantes épices et autres,
possédent des propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent des applications dans

divers domaines a savoir en médicine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture.

L’évaluation  des  propriétés  phytothérapeutiques comme  antioxydante,
antimicrobienne, antitumorale et anti-inflammatoire, demeure une tache trés intéressante et
utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins fréquentes ou non connues
dans la médicine et les traditions médicinales. Ces plantes représenteraient une nouvelle

source de composés actifs qui se présentent généralement par leurs métabolites secondaires.

En effet, ces derniers font et restent 1’objet de nombreuses recherches in vivo comme
in vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les composes

phénoliques, les saponosides et les huiles essentielles.

En effet, un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur
de leur implication dans la prévention de diverses pathologies associées au stress oxydant
telles que les tumeurs, les maladies cardiovasculaires ou maladies inflammatoires
(Macheix et al., 2005).

Ces pathologie, étant déja traitées d’une maniere traditionnelle avec les plantes
médicinales, alors il est fort probable d’y dégager des molécules de nature phénolique qui

agissent spécifiquement contre ces pathologies via leurs propriétés antioxydantes.

D’ailleurs, c’est dans cet objectif que s’inscrit notre étude en tentant d’étudier
I’activité antioxydante des extraits de quatre plantes médicinales en 1’occurrence : Crataegus
azarolus, Rhamnus alaternus, Cistus albidus et Retama raetam. Elles sont récoltées de
différents régions du Nord de I’Algérie a fin de valider leur usage traditionnel et les renforcer
avec des données scientifiques dans 1’espoir un jour, on les exploite dans le domaine

pharmaceutique.

Pour transparaitre 1’idée générale de ce travail, il a été convenu de commencer par la
présentation de la partie bibliographique, ou les plantes médicinales et leurs métabolites
secondaire, notamment les polyphénols, sont abordés. La deuxieme partie porte sur la

procédure expérimentale menée. Cette partie, & porter sur I’extraction et dosage des composés
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phénoliques des espéeces étudiées et la présentation des protocoles d’évaluation de 1’activité
antioxydante : test antiradicalaire contre le radical DPPH, ABTS, la capacité de detruire le
peroxyde d’hydrogéne (H,O;) et en fin le pouvoir antioxydant en utilisant le
phosphomolybdate. Dans la quatrieme partie, il a été rapporté les résultats obtenus et leur
analyse. En fin, on termine, ce travail, par une conclusion générale et perspectives de cette

étude.
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|. La phytothérapie et les plants médicinales

I.1. Historique

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a la
richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire. Cependant, I’homme n’a découvert
les vertus bénéfiques des plantes que par une approche  progressive, facilitée par
I’organisation des rapports sociaux, en particulier a partir du néolithique (8000 ans av .J.C.).
L’observation liée a I’expérience et la transmission des informations glanées au cours du
temps font que certains hommes deviennent capables de poser un diagnostic, de retrouver la
plante qui soigne et finalement de guérir le malade (Fouché et al., 2000 in Mohammedi,
2006).

Dans les civilisations chinoise, indienne (médecine ayurvédique) ou aztéque, on trouve la
trace d’utilisations médicinales trés anciennes. Le premier livre de matiere médicale, le Shen
Nung Ben Cao Jing (°’ Traité des plantes médicinales de I’empereur Shen Nung ), fut
rédigé vers 2900 avant J.-C. 4000 ans avant J.-C., les populations babyloniennes et
sumeriennes utilisaient les plantes pour se soigner : 600 tablettes d’argiles mentionnent 1000
plantes pour leurs vertus curatives et plus de 800 remédes sont décrits par les Egyptiens.
Le soin de la peau a commencé 3000 ans avant la naissance du Christ, quand les Egyptiens
ont enregistré en forme hiéroglyphique le soin de la peau sur des peintures de mur de temple
(Dweck, 2002 in Mohammedi, 2006).

Les grands médecins grecs, dont le plus célébre est Hippocrate (5°™ siécle av .J.-C.),
utilisaient couramment les narcotiques, les laxatifs ou des émétiques (vomitifs). Théophraste
(370-285 av. J.-C.) classe les plantes dans son ouvrage Historia plantarum (Fouché et al.,
2000 in Mohammedi, 2006).

A I’apogée de I’empire arabe (dont les frontiéres allaient de I’Inde a I’Espagne), tous les
documents écrits furent réunis a Bagdad dans la plus grande bibliothéque de 1’époque (entre
le 7°™ et 9°™ siécle). Les Arabes avaient aussi leurs spécialistes en médicine et en
pharmacie : Abu Bakr al-Razi ou Rhazes (865-925), fut I’un des grands médecins de son
temps et aussi le précurseur de la psychothérapie. 1l fut suivi par Ibn Sina ou Avicenne (980-
1037) qui écrivit le “’Canon de la médicine’’. Ce livre servira de base a 1’enseignement de la
médicine dans les universités de Louvain et de Montpellier jusqu’aux environs de 1650
(Fouché et al., 2000 in Mohammedi, 2006).

1.2. La phytothérapie
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La phytothérapie, ou la médicine par les plantes est la plus ancienne forme de traitement
connue. Cette discipline, utilise les plantes seules ou en association pour traiter la maladie et
se maintenir en bon état de santé. Contrairement aux médicaments conventionnels, dont le
produit actif est extrait de plantes médicinales, la phytothérapie utilise en général les plantes
dans leur ensemble. Les remedes phytothérapiques sont disponibles sous forme d’extraits
(solutions obtenues par 1’infusion ou la macération d’une substance, en générale dans 1’eau),
de teinture (en générale dans 1’alcool, agissant comme conservateur naturel), les tisanes, les
comprimés, les poudres et méme les lignes mouillés a appliquer sur la peau (Beer et al.,
2007).

1.2.1. Les avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N’oublions pas que de tout temps a I’exception de ces cent dernicres
années, les hommes n’ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu’il s’agisse de maladies

bénignes, rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria.

Les plantes médicinales sont faciles a utiliser, seraient potentiellement efficaces et peu
colteuses. Le mode de préparation et d’administration sont des facteurs déterminants dans un

traitement.

La phytothérapie qui repose sur des remedes naturels est bien acceptée par 1’organisme,
et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques comme
I’asthme ou I’arthrite (Zeghad, 2008).

On considére les plantes et leurs effets en fonction de leurs principes actifs. La
recherche des principes actifs extraits des plantes est d’une importance capitale car elle a

permis la mise au point de médicaments essentiels (Zeghad, 2008).

Malgré les progrés la phytothérapie a préservé sa popularité quelque soit dans les pays
en développement, ou la pauvreté oblige aux populations [’utilisation des remedes naturels
qui sont souvent les seuls disponibles dans les régions isolées, et aussi de faible prix par
rapport aux médicaments modernes (Ramawat, 2009),0ou bien dans les pays industrialisés
(Beers et al., 2007 ;Ramawat, 2009).
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Aujourd’hui les plantes sont de plus en plus utilisées par I’industrie pharmaceutique, il est
impossible d’imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria ou sans la
diagoxine qui soigne le cceur, ou encore I’éphédrine que I’on retrouve dans de nombreuses

prescriptions contre les rhumes (Zeghad. 2008).

Selon les estimations de 1’OMS, plus de 80% de la population mondiale, surtout dans les
pays en voie de développement, ont recours aux traitements traditionnels pour satisfaire leurs

besoins en matiere de santé et de soins primaires (Hamza, 2011).

1.2.2. Exemples de pathologies traitées par les plantes médicinales
Des publications anciennes et récentes ont en effet rapporté qu’un grand nombre de

plantes médicinales sont utilisées pour le traitement de diverses maladies (Hamza, 2011).

Molassiotis et ses collaborateurs (2009) indiquent dans leur revue que 91% des patients
qui soufrent du cancer utilisent au moins une forme de la médecine complémentaire, et la
plupart d’entre eux pratiquent la phytothérapie, notamment la médecine traditionnelle
chinoise. Les formulations naturelles des plantes médicinales peuvent avoir plusieurs effets
biologiques qui peuvent étre exprimés par plusieurs mécanismes : I’induction de 1’apoptose
dans les cellules cancéreuses, renforcement du systéme immunitaire...etc. (Molassiotis et al.,
2009).

Quelques maladies neuro-dégénératives peuvent également étre soignées par la
phytothérapie ; 1’Azheimer par exemple qui peut toucher selon une estimation de 1’OMS,
environ 35 millions de personnes dans les pays industrialisées en 2010 (Adams et al., 2007).
On peut citer aussi le cas de Malaria, une maladie parasitaire causée par le Plasmodium, qui
affecte plus de 350-500 millions de personnes, avec une mortalité de 2 a 3 millions chaque
année. En Afrique plus de 80% de la population utilise les remedes phytothérapiques pour le

traitement de cette maladie (Asase et Oppong-Mensah, 2009).

Le diabete constitue un probléme de santé publique. En Afrique, la prise en charge des
diabétiques nécessite des moyens importants et n’est pas toujours a la portée de la majeure
population (Diallo et al., 2004). De nombreuses plantes utilisées en Algérie possedent une
action antidiabétique avec un usage fréquent dans une grande partie de la population. Parmi
ces plantes, certaines ont un effet déja mis en évidence telles que : Trigonella foenum-

graecum, Artemisia herba-alba, Nigella sativa, Zygophyllum album, Urtica dioica,
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Globularia alypum. Cependant, un grand nombre de plantes réputées antidiabétiques n’a pas

encore fait I’objet d’études expérimentales (Hamza, 2011).

Autres maladies comme la migraine, 1’anxiété, 1’allergie, 1’épilepsie, 1’hypertension, les
maladies cardiovasculaires et inflammatoires peuvent étre également soignées par la
phytothérapie (Nsour et al., 2000 ; Ernest, 2006 ;Chagan et al., 2005 ; Baldé et al.,
2006 ;Tahraoui et al., 2007 ;Molassiotis et al., 2009 ; Kraft, 2009 ; Suzuki et al., 2009).

1.2.3. Les risques associés a la phytothérapie

Bien que le public et certains professionnels de santé croient que les phyto-médicaments
sont relativement inoffensifs parce qu’ils sont « naturels » (Fragroso et al., 2008), plusieurs
études, publications et articles scientifiques récents ont montré les conséquences séveres des
effets secondaires de ces produits (Cseke et al., 2006 ; Fragroso et al., 2008), d’ou vient
I’intérét des études pharmacologiques et cliniques pour évaluer ’efficacité et sireté des
phyto-médicaments, et en général des plantes médicinales (Beers, 2007 ; Fragroso et al.,
2008).

Les effets secondaires des plantes médicinales et de leurs extraits peuvent aller a des
symptdmes gastro-intestinaux doux, réactions allergiques, complications neurologiques,
hépato-toxicité, néphro-toxicité, et parfois la mort (Berrin et al., 2006 ; Cseke et al., 2006 ;
Shaohua et al., 2006).1ls peuvent avoir lieu a travers différents mécanismes, citant par
exemple la toxicité. Ce sont généralement les alcaloides qui sont responsables de cet effet,
qui s’exprime par des nausées, diarrhées, réactions cutanées et méme d’une hépato-toxicité ou
une neuro-toxicité (Cseke et al., 2006 ; Fragroso et al., 2008). Cet effet peut étre référé a la
consommation des suppléments alimentaires adultérés, non contrdlés, contenants des plantes
toxiques, des ingrédients actifs de quantité et de qualité inconnues (Cseke et al., 2006), ou a

I’utilisation prolongée d’un reméde de phytothérapie (Kraft, 2009).

Certains alcaloides se transforment, dans le foie, par déshydrogénation en dérivés toxiques
plus actifs, qui causent des nécroses hépatique graves, c’est 1’exemple des alcaloides
pyrrolizidine de Symphytum officinale. D’autre part, la neurotoxicité se produit lorsqu’un
phyto-composé bloque la transmission du flux nerveux, c’est par exemple le cas de la
scopolamine de Datura stramonium ; un alcaloide qui bloque la neurotransmission par
I’acétylcholine ; le neuromédiateur le prédominant dans le systeme nerveux parasympathique.

La toxicité par le Datura peut s’exprimer par plusieurs symptomes, tels que la déshydratation
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de la bouche, troubles de vision, de la peau seche, désorientation, excitabilité, tachycardie, et

parfois un arrét cardiaque, et alors a la mort (Cseke et al., 2006).

1.3. Exemples des médicaments & base de plantes médicinales

De nos jours entre 20.000 et 25.000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine.
75% des médicaments ont une origine végétale et 25% d'entre eux contiennent au moins une
molécule active d'origine végétale (Anonyme, 2012). Plusieurs molécules isolées des plantes
sont devenues des medicaments efficaces : citons par exemple le taxol issu de Taxus baccata
L. (Taxaceae) pour ses propriétés anticancéreuses remarquables (cancer de 1’ovaire et cancer
du sein) et de I’artémisinine isolée d’Artemisia annua L. (Asteraceae) pour ses propriétés
antipaludiques (Cheriet, 2011).

Dans le tableau ci-dessous, quelque exemples de médicaments a base de plantes sont cités.

Tableau 1 : médicaments traditionnels a base de plantes

Nom du produit Présentation admise
ACTIVOX EXPECTORANT, pastille 24 pastilles
ARKOGELULE FUCUS, gélule 45 gélules
ARKOGELULE BALLOTE, gélule 45 gélules
EPIDERMINE, créme 50g

ARNICA MEDIFLOR, gel 509

EUPHON MENTHOL, pastille 70 pastilles
EUPHYTQOSE, comprimé enrobé 40 et 120 comprimés
GUARAMATE, gélule 180 gélules
NOCVALENE ADULTES, gélule 30 gélules
PLENESIA, comprimé enrobé 20, 20 et 60 comprimés

(Anonyme, 2012).
I.4. Réglementation des médicaments a base de plantes

La reconnaissance de leur valeur clinique, pharmaceutique et économique continue de
controle, bien que cela varie fortement selon les pays.

Les controles 1égislatifs relatifs aux plantes médicinales n’ont pas évolués autour d’un
modele de contrble structuré. Les pays définissent de différentes maniéres les plantes
médicinales ou les simples produits qui en sont tirés, et ils ont adopté plusieurs approches de
I’octroi de licences, de la préparation, de la fabrication et de la commercialisation en vue

d’assurer leur innocuité, leur qualité et leur efficacité.
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Les criteres de sélection des remedes essentiels tirés des plantes doivent étre
principalement 1’innocuité, 1’efficacité, les besoins de santé et la disponibilité. Sur la base de
la liste approuvée de plantes médicinales de chaque pays, la politique doit indiquer clairement
comment ’approvisionnement de ces plantes médicinales sera assuré. La procédure
d’approvisionnement doit inclure la récolte, la culture, la production et le traitement des

locaux, les importations et la conservation.

La croissance de D’industrie pharmaceutique et le développement incessant de
nouveaux produits médicaux synthétiques et biologiques plus efficaces n’a pas diminué
I’importance des plantes médicinales dans beaucoup de sociétés. Au contraire, la croissance
démographique dans le monde en développement et 1’intérét croissant manifesté dans les
nations industrialisées ont considérablement augmenté la demande pour les plantes
médicinales elles-mémes et les produits qui en sont tirés. Les réglementations relatives a
I’évaluation de la qualité, de I’innocuité et de 1’efficacité des plantes médicinales dans les
pays et les activités de ’OMS en vue d’appuyer la préparation de lignes directrices types pour
renforcer la reconnaissance du rble que les plantes médicinales jouent dans le domaine
thérapeutique. On espére que 1’évaluation de ces remedes traditionnels deviendra le
fondement d’une classification future des médicaments & base de plantes et permettra de
mener des études en vue de juger de leur efficacité et de leur innocuité ainsi que de leur
utilisation potentielle dans les systemes nationaux de soins de santé de différentes régions du
monde. (Anthoula, 2003).

1.5. Actualité de I’exploitation des plantes médicinales dans le monde

En Europe, le commerce mondial des plantes aromatiques et médicinales (matériel
végetal) est évalué a pres de 0.5 millions de tonnes pour une valeur qui avoisine 1.5 milliards
de dollars. Cing pays européens font partie des 12 plus grands pays importateurs au monde de
plantes aromatiques et médicinales: I'Allemagne, I'Espagne, la France, I'ltalie et le Royaume-
Uni. L'Europe, dans son ensemble, joue un réle prépondérant dans le commerce international
de ces plantes, le quart des importations annuelles du monde entier lui revenant. Au cours des
dernieres années, I'Europe a importé annuellement, en moyenne, 120.000 tonnes de plantes
médicinales et aromatiques provenant de plus de 120 pays différents.

Trois pays européens se classent également parmi les 12 plus grands pays exportateurs

de plantes médicinales et aromatiques, I'Allemagne, la Bulgarie et la Pologne.
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En Algérie, les plantes médicinales et les remeédes n’ont jamais été totalement
abandonnés et les gens n’ont jamais cessé de faire appel a la médecine traditionnelle, ce qui a
conduit & maintenir une tradition thérapeutique vivante malgré le développement

spectaculaire de la médecine moderne.

L’ Algérie bénéficie d’un climat trés diversifié, les plantes poussent en abondance dans les
régions cétiéres, montagneuses et également sahariennes. Ces plantes constituent des remedes

naturels potentiels qui peuvent étre utilisés en traitement curatif et préventif (Hamza, 2011).

Toutefois, en Algérie de nos jours, des plantes sous forme brute sont de plus en plus
utilisées dans des magasins de produits naturels, dans des pharmacies ou chez des herboristes.
De nombreux médicaments ont été congus a l’origine a partir de plantes utilisées
traditionnellement ; Orchis male, Renouée, Cognassier (anti diarrhéiques), Lavande, Myrte,
Basilic, Thym (antiseptiques), Camomille, Petite centaurées, Saule (fébrifuge) et Stramoine
(Abdelguerfi et Ramdane, 2003).

En Algérie, pays avec plus de 3000 espéces dont 15% endémiques, auxquelles la
population a recours a la médecine traditionnelle, on commence a entreprendre des
systématiques portant sur des plantes medicinales issues de sa flore. Sur cet ensemble, la flore

saharienne correspond quand a elle approximativement a 400 genres et 1 100 espéces

Il faut toutefois noter qu’une grande partie des plantes médicinales d’Algérie sont
inventoriées avec leurs effets, cependant le marché de la phytothérapie traditionnelle est
occupé par un petit nombre d’espéces (armoise blanche, thym, sauge a feuilles de verveine,
...etc.),alors que les principes actifs sont contenus dans une trés large gamme de plantes
cultivées et spontanées telles que : Les arbres fruitiers cultivés et rustiques, les arbres
forestiers, les cultures maraichéres, les plantes ornementales, les plantes aromatique, les

plantes spontanées (Abdelguerfi et Ramdane, 2003).
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I1. les composés phénoliques et leur effet antioxydant

11.1. Généralité sur les métabolites secondaires

Les plantes produisent un grand nombre de composés. Ces composés ne sont pas
produits directement lors de la photosynthese mais résultent de réactions chimiques
ultérieures, d’ou le nom de métabolites secondaires. Ils ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie.

Les métabolites secondaires des végétaux sont des molécules qui constituent tres souvent
la clé de voute du systéme d’interactions entre les plantes et leur environnement. La plupart
des métabolites secondaires des végétaux sont des phytoalexines, c'est-a-dire des molécules
biologiquement actives, impliquées dans la défense des végétaux (Cheriet, 2011).

Il a été estimé que le regne végétal contient environ 200 000 métabolites (Fernie, 2007).
Certains métabolites secondaires peuvent étres retrouvés dans tous les organes végétaux
(tiges, feuilles, racines, fleurs), cependant d’autres seront au contraire localisés
préférentiellement dans une seule catégorie d’organes. Ces métabolites comme tous les autres
composés subissent a ’intérieur de la plante, des phénoménes de transport, de stockage, et
aussi de degradation ou catabolisme « turn-over », ce qui explique parfois leur disparition.
Ces conditions ne sont pas communes pour toutes les plantes mais elles sont spécifiques pour

chaque espéce végétale (Guignard et al., 1985).

11.2. Classes des métabolites secondaires

Plusieurs molécules peuvent étres rapportés aux métabolites secondaires, selon leur
origine biosynthétique, on peut les classifier en trois majeurs groupes : terpenoides, alcaloides
et composes phénoliques (Croteau et al., 2000). Ces derniers, sujet de ce mémoire, sont

détaillés ci-dessous.

11.3. Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent un des groupes le plus nombreux et largement distribué des
substances dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 structures phénoliques connues.
Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des vegétaux et présents dans
tous les organes de la plante. lls résultent biogénétiquement de deux voies synthétiques

principales : la voie shikimate et acétate.

12



les composés phénolique et leur effet antioxydant

Les polyphénols posseédent plusieurs groupements phénoliques avec ou non d’autre
fonctions (OH alcoolique, carboxyle...) (Cheriet, 2011). La structure des composés
phenoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les
molécules les plus hautement polymérisées (tannins condensés) (Macheix et al., 2005). Les
composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides simples et proanthocyanidins)
forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des plantes (Cheriet,
2011 ; Beta et al., 2005 in Mohammedi, 2006).

Certains composes phénoliques sont largement distribués dans tous les organes
végétaux : feuilles, racines, écorces et fleurs, comme 1’acide chlorogénique, mais la
distribution de plusieurs autres est restreinte a certains genres, ce qui constitue un bon outil

pour les études chimio-taxonomiques des végétaux (Boudet, 2007).

> ROle physiologique

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec son
environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre les plantes
(Allélopathie), entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux
diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogénes. lls participent de maniére tres
efficace a la tolérance des vegétaux a des stress variés, donc ces composés jouent un role
essentiel dans 1’équilibre et 1’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel (Macheix et
al., 2005).

Ces molécules constituent la base des principes actifs que 1’on trouve chez les plantes
médicinales. Chez I’homme, ces molécules jouent un role important en agissant directement
sur la qualite nutritionnelle des fruits, légumes et leur impact sur la santé des consommateurs
(effet antioxydant, effet protecteur contre 1’apparition de certains cancers...) (Macheix et al.,
2005).

» Les différentes formes chimiques

Les composées phénoliques peuvent étre regroupées en de nombreuses classes (tableau 1)
qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple Cg a
des formes tres polymeérisées),ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...), enfin par les liaisons possibles de ces
molécules de bases avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites

secondaires pouvant étre ou non des composés phénoliques...) (Jean-Jacques et al., 2005).
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11.3.1. Les formes les plus simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du
simple phénol en C6 (non présent naturellement chez les végétaux) aux flavonoides en C15 et
a des molécules proches. Sauf exceptions, ces substances sont présentes sous forme soluble

dans la vacuole (Jean-Jacques et al., 2005).

11.3.1.1. Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoique sont dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule de
base de type C6-C1 (fig.1).lls sont particuliérement bien représentés chez les Gymnospermes
et les Angiospermes d’ou ils sont souvent libérés apres hydrolyse alcaline du matériel végétal,
en particulier de lignine et de certains tannins. Les acides hydroxybenzoiques existent
fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides, a I’exemple de 1’acide salicylique dont le
glucoside ou les esters méthylique ou glucosylé représentent vraisemblablement des formes

de stockage ou de circulation dans la plante (Jean-Jacques et al., 2005).

R2 1 R;= R,=R3;=R,=H acide benzoique (non phénolique)
R1=R,=R,;=H, R;=OH acide p-hydroxybenzoique
O R;=R,=H, R,=R;=0OH acide protocatéchique
R;=R,=H, R,=0OCHs, R;=0OH acide vanillique
R3 R;=H, R,=R;=R,=OH acide gallique
OH R;=H, R,=R,=0CHj3, R;=0OH acide syringique
R;=0OH, R,=R;=R,=H acide salicylique
R4 R,;=R,=0OH, R,=R;=H acide gentisique

Figure 1 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Jean-Jacques et al., 2005).

11.3.1.2. Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure
de base (C6-C3) dérive de celle de 1’acide cinnamique. Le degré d’hydroxylation du cycle
benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires (par méthylation chez
les acides férulique ou sinapique) sont un des éléments importants de la réactivité chimique de
ces molécules. De plus, I’existence d’une double liaison dans la chaine latérale conduit & deux
séries isomeres (ciso ou Z et trans ou E) dont les propriétés biologiques peuvent étre

différentes.

Les molécules de base de la série hydroxycinnamique sont: 1’acide p-coumarique (et ses

isoméres, les acides o- et m-coumariques), 1’acide caféique, 1’acide férulique et son dérivé 5-
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hydroxylé, et enfin 1’acide sinapique (fig.2). L’ensemble est souvent rapporté sous le vocable

commun de phénylpropanoides (Jean-Jacques et al., 2005).

OH
R = 0
R;=R,=Rs;=H acide cinnamique (non phénolique)
R;=R;=H, R,=OH acide p-coumarique
Rz R;=R,=0OH, R3=H acide caféique
R R;=0OCHg;, R,=OH, R;=H acide férulique
3 R;=R;=0CHjs, R,=OH acide sinapique

Figure 2 : Principaux acides hydroxycinnamiques (« phénylpropanoides ») (Jean-Jacques et al., 2005).

11.3.1.3. Les flavonoides

L’ensemble des flavonoides, de structure générale en C15 (C6-C3-C6), comprend a lui
seul plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes dont certaines ont une
tres grande importance biologique et technologique : les anthocyanes, pigments rouges ou
bleus, les flavones et flavonols, de couleur créme ou jaune clair, les flavanes dont les produits
de condensation sont a 1’origine d’un groupe important de tannins et les isoflavones qui jouent
un rdle dans la santé humaine. C’est d’abord la structure de 1’hétérocycle centrale et son degré

d’oxydation (fig.3) qui permettent de distinguer les différentes classes de flavonoides (Jean-
Jacques et al., 2005).
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Figure 3 : les principales classes de flavonoides. Un (ou deux) exemple(s) précis a été donné dans chacun des
cas (Jean-Jacques et al., 2005).

11.3.1.4. Autres exemples

De trés nombreux autres phénols simples ou des formes qui y sont directement apparentées
peuvent étre présents chez les végétaux (fig.4). Nous citerons par exemple certains phénols
tres simples comme le catéchol, le résorcinol ou le phloroglucinol, des aldéhydes comme la
vanilline, des lignanes comme le pinoresinol, correspondant a la dimérisation de deux alcools
en Cg-Cs, I’oleuropéine responsable de I’amertume de 1’olive...Par ailleurs, d’autres
constituants végétaux, bien que rattachés a des groupes chimiques différents en raison de leur
origine biosynthétique ou de leurs propriétés les plus caractéristiques, ont également un
caractére phénolique. C’est le cas de certains acides aminés dont en premier lieu la tyrosine,
Les quinones peuvent également étre rattachées aux composés phénoliques simples dont elles
dérivent par des processus incluant des oxydations (Jean-Jacques et al., 2005).
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Figure 4 : Quelques exemples de composés phénoliques particuliers (Jean-Jacques et al., 2005).

11.3.2. Les formes condensées

Ces composes resultent généralement de la condensation de certaines des formes simples
préecédemment évoquées. Selon la nature des constituants impliqués et selon le type de
condensation, on obtient des composés plus ou moins complexes pouvant encore présenter
une hydrosolubilité suffisante pour étre présents dans la vacuole (tannins, certains produits de
brunissement) ou au contraire acquérir un caractere lipophile marqué et s’accumuler alors

dans les structures pariétales (lignine, formes présentes dans la cutine et la subérine...).

Dans tous les cas, les formes condensées sont particulierement difficiles a étudier et,
dans la plupart des cas, on est obligé de les dégrader, chimiquement ou enzymatiquement,
avant de pouvoir les analyser.

Nous distinguerons deux grands groupes de formes phénoliques condenseées : les tannins et les

lignines (Jean-Jacques et al., 2005).

11.3.2.1. Les tannins

Utilisés depuis 1’antiquité par ’homme pour le traitement des peaux d’animaux, les tannins
ont une importance économique et écologique considérable et sont responsables de
I’astringence de nombreux fruits et légumes et des produits qui en sont dérivés (vin ,thé,
bi¢re...). En premiére approximation, on peut considérer que les tannins sont des formes
phénoliques condensées capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter. Il est
classique de distinguer deux grands groupes de tannins différant a la fois par leur reactivité

chimique et par leur composition : les tannins condensés (Jean-Jacques et al., 2005).
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> Les tannins hydrolysables

IIs sont abondants chez les Dicotyledones et certains arbres en sont des sources industrielles :
tannin de chine ou de turquie extraits respectivement d’un arbuste du genre Rhus ou de
Quercus tinctoria. Ils sont d’abord caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par
hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique. lls libérent alors une partie non
phénolique (souvent du glucose ou de 1’acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre
soit de I’acide gallique (cas des gallotannins comme la tannins de chine, quelque fois
appelé « acide tannique ») soit un diamétre de ce méme acide, 1’acide ellagique cas des
tannins hydrolysables est le penta-galloylglucose, molécule trés réactive qui est a I’origine de
la plupart des formes complexes, par exemple la castalagine chez le chéataignier ou le chéne
(Jean-Jacques et al., 2005).

Figure 5 : unités élémentaires des tannins hydrolysables. A) Acide éllagique. B) penta-galloylglucos (acide
tannique) (Reed, 1995; Macheix et al., 2005).

» Les tannins condensés

Les tannins condensés sont des oligoméres ou des polyméres de flavane-3-ols
(éventuellement de flavane-3,4-diols) dérives de la (+)-catéchine ou de ses nombreux
isomeres (fig.6). Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sont résistants a 1’hydrolyse et
seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide a

chaud, ils se transforment en pigments rouges et, pour cette raison, les formes dimeéres et
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oligoméres sont dénommees «pro anthocyanidines ». Les pro-anthocyanidines dimeres
présentent déja une affinité pour les protéines et des propriétés tannantes mais ces deux
parameétres augmentent avec la taille moléculaire des polymeéres qui sont formeés par
adjonction de nouveaux monoméres aux diméres initiaux. L’enchainement des différentes
unités constitutives se fait soit de maniére linéaire grace a des liaisons C-C soit par des
ramifications grace a des liaisons C-O-C conduisant a des structures de plus en plus
complexes qui restent cependant solubles dans 1’eau des vacuoles.

Les tannins condensés sont tres abondants dans certains organes végétaux consommeés ou
utilisés par ’homme, par exemple de nombreux fruits (pomme, prune, fraise...) ou des

boissons fermentées ou non (thé, vin, cidre...) (Jean-Jacques et al., 2005).

Figure 6 : Exemple de structure d’un tannin condensé (Jean-Jacques et al., 2005).

11.3.2.2. Les lignines

Bien qu’il soit difficile de considérer les lignines comme un « métabolites
secondaires » compte tenu de leur importance quantitative et biologique et de leur
signification dans I’évolution des plantes terrestres, elles doivent étre logiquement rattachées
aux composes phénoliques en raison de leur structure chimique et des voies de biosynthese

qui sont directement liées a celle des phénylpropanoides.
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A T’échelle du globe, la lignine représente une biomasse considérable produite annuellement
par les végétaux, la deuxieme apres la cellulose. Selon les espéces, elle constitue 15 a 35% du
bois des Angiospermes et des Gymnospermes.

Les lignines résultent de la polymérisation tridimensionnelle de trois molécules phénoliques
de base dénommées monolignols et qui sont les alcools coumarylique, coniférylique et
sinapylique, Correspondant respectivement aux acides p-coumarique, férulique et sinapique
(Jean-Jacques et al., 2005).

acide p-conmarique acide férulique acide sinapique

Formation enzymatique des monolignols

' \ v

[alcool p-coumaryligue | I atcool coniférylique | I alcool sinapylique
CH,0H CH,0H CH20H
f OCH; HaCO : OCH 3
OH OH OoH

v ¥ Y

Polymeérisation des monolignols sous I’action des peroxydases et/ou des laccases

\_* L

LIGNIINE

Figure 7 : les monolignols dérivés des acides hydroxycinnamiques et leur intégration dans la  lignine
(Jean-Jacques et al., 2005).

11.4. Exemples d’activités biologiques des composés phénoliques
11.4.1. L’activité anti-inflammatoire

Cette activité concerne de nombreux composés phénoliques et en premier lieu 1’acide
salicylique sous sa forme acétylée (acide acétylsalicyliqgue) commercialisée sous le nom

d’aspirine. C’est initialement a partir de I’écorce de saules qu’un pharmacien frangais a isolé
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au XIX® siécle un principe actif analgésique et antipyrétique qu’il dénomme saliciline,
composé qui correspond en fait au dérivé glucosylé de I’acide salicylique. Ce dernier est lui-
méme actif mais n’est pas un remede idéal car il a des effets secondaires indésirables (saveur
désagréable, irritation de la bouche et de I’estomac). Par contre, c’est sous sa forme acétylée
qu’il est le plus efficace et le mieux supporté par I’organisme humain.

L’aspirine a de multiples effets dont le principal est d’inhiber la synthése d’un groupe de
composés en C,o dérivés de 1’acide arachidonique (prostaglandines, thromboxanes...) qui
participent a la réponse inflammatoire (arthrite rhumatoide, psoriasis, inflammatoin des
yeux), a la production de douleur et de fiévre, a la régulation de pression artérielle, a la
stimulation de ’agrégation des plaquettes donc de la coagulation du sang, etc. I’aspirine va
donc limiter toutes les conséquences négatives liées a la formation pathologique de ces
substances. Le mécanisme d’action est dans ce cas bien connu : il correspond a celui d’un
principe anti-inflammatoire non stéroidien qui inhibe une cyclooxygénase, premiere enzyme
de la voie de biosynthése des prostaglandines (et des molécules voisines) par oxydation de
I’acide arachidonique (Jean-Jacques et al., 2005).

En effet, bien d’autres composés phénoliques (esters caféiques, acide rosmarinique,
différents tannins et de nombreux flavonoides, etc.), présentent une activité anti-
inflammatoire, par exemple les flavonoides a caractére liposoluble présents a la surface des
feuilles de la matricaire (Tanacetum parthenium L.). L’action anti-inflammatoire de certains
anthocyanes a ¢galement ¢té rapportée et, par exemple, la cyanidine extraite des cerises s’est
révélée 10 a 20 fois plus active que I’aspirine pour réguler la synthése des prostaglandines.
Dans certains cas également, des traitements combinés entre quercétine et curcumine ont un
effet favorable sur la cicatrisation qui suit les transplantations rénales (Jean-Jacques et al.,
2005).

Les flavonoides des agrumes (O- et C-glycosides de flavones et flavanones
méthoxylées), pour leurs effets sur certains troubles circulatoires, interviennent par leur
action anti-inflammatoire. En effet, ’insuffisance veineuse chronique est accompagnée d’une
réponse inflammatoire qui peut étre atténuée par I’apport de ces flavonoides. Parmi eux,
I’hespéridine est I’'un des sous-produits majeurs de 1’industrie de transformation des agrumes
et peut étre obtenus a faible colt. Dans ce cas encore, ’effet anti-inflammatoire des
flavonoides est d’abord di a I’inhibition d’enzymes impliquées dans la synthése des
prostaglandines. Mais d’autres actions renforcent cet effet, en particulier I’inhibition des
phosphodiestérases et des protéines kinases. L’effet anti-inflammatoire de 1’hespéridine et de

la diosmine est également retrouvé au niveau de la prévention des inflammations du colon ou
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les propriétés antioxydantes de ces composés semblent jouer un r6le important. Le cas de la
capsaicine, principe irritant des poivrons utilis¢é comme analgésique local, ne sera pas
développé ici dans la mesure ou ce composé, bien qu’en partic phénolique, est généralement

rattaché au groupe des alcaloides (Jean-Jacques et al., 2005).
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Figure 8 : Quelques exemples de composés phénoliques d’intérét thérapeutique (Jean-Jacques et al., 2005).

11.4.2. Activité ostrogénique
L’activité ostrogénique des extraits de certaines plantes a été mise en évidence des le

début du XX° siécle et cette activité, aujourd hui prouvée chez plusieurs certaines d’espéces
végeétales, est utilisée pour lutter contre les troubles associés a la ménopause, en particulier

I’ostéoporose, contre le développement des cancers du sein et de la prostate et contre les
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accidents cardiovasculaires. Les phytoestrogenes sont des molécules qui miment les actions
du p-estradiol et autres hormones sexuelles femelles dérivées du cholestérol. Selon leur
concentration, elles peuvent se comporter soit comme des cestrogénes de faible activité soit
comme des anti-cestrogénes. Cette concentration varie dans la plante avec le stade de
développement et les conditions de culture, ainsi qu’a la suit en des traitements d’extraction
des principes actifs.

De nature non stéroidique, les phytoestrogenes appartiennent principalement a plusieurs
classes des composés phénoliques dont les trois principales sont les isoflavones, les
coumestanes et les lignanes. Ces composés d’origine végétale sont apportés en routine avec
certains aliments mais également sous forme de compléments diététiques ou de médicaments
issus de plantes qui en sont riches. Ils sont en partie métabolisés par les bactéries
symbiotiques du tube digestif avant d’étre retrouvés dans le plasma sanguin et ultérieurement

dans les urines (Jean-Jacques et al., 2005).

Les isoflavones

Des études plus précises ont montré que ce sont les isoflavones, en particulier la
daidzéine, qui provoquent une diminution de I’ensemble des troubles liés a la ménopause,
sans entrainer d’effets secondaires importants. Ce sont donc essentiellement les femmes en
age d’étre ménopausées qui peuvent étre traitées aux phytoestrogénes lorsqu’elles veulent
éviter la thérapie classique aux cestrogenes.

Les phytoestrogénes du soja peuvent également intervenir dans la protection des maladies
cardiovasculaires par leur activité antioxydante, par leur action sur la tyrosine kinases et par
diminution du taux de lipides sanguins. La génistéine et les concentrés d’isoflavones
diminuent ainsi le taux de cholestérol du sérum sanguin et participent a la suppression des

processus cellulaires conduisant a 1’athérosclérose (Jean-Jacques et al., 2005).

11.4.3. L’action cytotoxique et antitumorale

De trées nombreux bio-essais sur les propriétés cytotoxiques et antitumorales des
composés naturels ont ét¢ conduits a partir d’extraits végétaux. Dans tout les cas, les résultats
restent variables en fonction des concentrations testées et de I’origine des lignées cellulaires
sur lesquelles sont réalisés les tests. Ces essais ont néanmoins permis d’isoler et d’identifier
de nombreuses molécules phénoliques cytotoxiques et anticarcinogenes appartenant a
plusieurs classes : lignanes, catéchines, chalcones, flavones, flavonols, flavanones, o-

tocophérol (vitamine E), acides hydroxycinnamiques, curcumine, podophyllotoxine et des
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flavones polyméthoxylées des Citrus, les perturbations du fonctionnement mitochondrial par
les flavonoides et les isoflavonoides (inhibition de la chaine de transport des électrons et
stimulation de 1’apoptose mitochondriale) ou un blocage de formation des nitrosamines
cancerigenes.

Les flavonoides des Citrus sont généralement actifs mais leur efficacité dépond d’une
part de leur glycosylation éventuelle et d’autre part de leur degré de métoxylation. En effet,
bien que les principaux glycosides de flavonoides de 1’orange (hespéridine et diosmine)
montrent une activité anticarcinogéne in vivo, celle-ci reste relativement faible lorsqu’elle est
testée in vitro sur cellules cancéreuses. Il semble que la glycosylation bloque I’entrée de ces
molécules dans les cellules et inhibe leur liaison avec les récepteurs impliqués dans
I’expression des genes. Au contraire, les flavones polyméthoxylées non glycosylées des
agrumes (tangérétine, nobilétine, etc.) ainsi que des molécules voisines obtenues par des
modifications chimiques simples, montrent une trés forte capacité a bloquer la prolifération
des cellules comme cela a été testé sur différentes lignées de cellules humaines issues de
cancers du sein, de la prostate, du colon, du poumon et de la peau. Ces flavones pourraient
intervenir en bloguant le cycle cellulaire par suppression de la synthése des kinases
impliquées dans la transition entre les phases G, et M de ce cycle. La forte activité
antimitotique des flavones polyméthoxylées des agrumes semble donc prometteuse en vue de
leur utilisation comme agents anticancéreux chez ’homme.

Parmi les tannins hydrolysables du groupe des ellagitannins, certains diméres ou
triméres cycliques, en particulier 1’oenothéine, présentent une activité antitumorale
particulierement intéressante. Ces molécules sont naturellement présentes chez différentes
especes de plantes (eucalyptus, épilobe, etc.) et peuvent étre produites grace a la
biotechnologie végétale. Si I’efficacité de 1’oenothéine B sur le blocage du développement de
différentes tumeurs humaines est nette, le mode d’action précis a fait I’objet de différentes
interprétations, par exemple la stimulation des défenses immunitaires par libération
d’interleukine et activation des macrophages, 1’inhibition d’enzymes virales ou encore

I’induction des phénoménes d’apoptose (Jean-Jacques et al., 2005).

11.4.4. Lutte contre le stress oxydatif
11.4.4.1. Généralité sur le stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du corps a
les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd et al., 2003). Il correspond a une

perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999).
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Dans les circonstances normales, on dit que la balance antioxydants / pro oxydants est en
équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une
surproduction énorme de radicaux libres, I’excés de ces radicaux est appelé «stress oxydant »
(Favier, 2003).

» Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif (Vansant, 2004). L’ensemble des radicaux libres
et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de [’oxygéne (Favier, 2003).

L’appellation "dérivés réactifs de 1’oxygeéne” n’est pas restrictive. Elle inclut les
radicaux libres de I’oxygeéne proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante tel peroxyde d’hydrogene (H,O;), peroxynitrite
(ONOO) (Novelli, 1997).

% Principaux radicaux libres (voir Annexe I1).
+«+ Origine des radicaux libres

Ils sont produits par divers mécanismes physiologique afin de détruire des
bactéries au sien des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour
réguler des fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaires programmée ou
apoptose (Favier, 2003).

Toutefois, au contact entre 1’oxygene et certaines protéines du systeéme de la
respiration, une production d’anions superoxydes se produit lors du fonctionnement
de la chaine respiratoire mitochondriale.

L’inflammation est par ailleurs une source importante des radicaux oxygénes
produits directement par les cellules phagocytaires activées. Le monoxyde d’azote, est
produit par les systemes enzymatiques que sont les différentes NO synthases, a des
fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages
(Favier, 2003).

Les rayonnements sont capables de générer des radicaux libres et les particules
inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres (Favier, 2003).

L’ingestion d’alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers
mécanismes, également des antibiotiques, des anticancéreux (Hadi, 2004).
L’infection au VIH a pour effet d’accroitre la production de radicaux libres dans

I’organisme (Hosein et Lytle, 2001).
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Figure 9 : origine des différents radicaux libres et especes réactifs de I’oxygéne impliqué en biologie

(Favier, 2003).

11.4.4.2. Les conséquences du stress oxydant
La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides.

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturées sont la cible privilégiée
de D’attaque par le radical hydroxyle, réaction appelée peroxydation lipidique. Les
conséquences seront différentes : I’attaque des lipides circulants aboutissant a la formation de
LDL oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépét lipidique de la plaque
d’athérome des maladies cardiovasculaires, 1’attaque des phospholipides membranaires
modifiant la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et
transporteurs et la transduction des signaux (Favier, 2003).

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagénes ou 1’arrét des réplications
de I’ADN. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN-protéines
ou des ruptures de brins (Hadi, 2004). Ills inhibent la sécrétion d’insuline
(Krippeit-Drews et al., 1994), modifient les structures primaire, secondaire et tertiaire des
protéines (Pincemail et al., 1999).

Par ailleurs, le glucose peut s’oxyder dans des conditions physiologiques, en
présence de traces métalligues, en libérant des cétoaldéhydes, H,O, et OH, qui entraineront la
coupure de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde.

Ce phénomene de glycosoxydation est trés important chez les diabétiques et
contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).

Le stress oxydant, principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,

sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
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vieillissement accéléré, le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires (Favier, 2003), maladie de Parkinson, les inflammations gastro-intestinale,
ulcéres (Atawodi, 2005), les cedéemes et vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al.,
2003).

11.4.4.3. Activité antioxydante des composés phénoliques
Gréace a leur diversité structurale, les composes phenoliques sont impliqués dans cette activité
via plusieurs mécanismes en agissant a différents niveaux des réactions radicalaires par la
chélation des métaux, l'effet scavenger, l'inhibition des enzymes génératrices des radicaux
libres et l'induction de la synthése des enzymes antioxydantes (Cotelle et al., 1996; Bors et
al., 1997 ; Gramza et Korczak, 2005; Siddhuraju, 2007).

» Chélation des métaux

Les métaux de transition Fe™" et Cu™ qui sont essentiels pour le déroulement de
différentes fonctions physiologiques peuvent étre aussi une source du radical OH’ lors de la
réaction de Fenton. Cette réaction peut étre empéchée par les composés phénoliques
notamment les flavonoides en chélatant ces métaux grace a leurs fonctions catéchols 3'-
hydroxyl, 4'-hydroxyl sur le cycle B, les fonctions 3-hydroxy, 4-oxo du I'hétérocycle C et les
fonctions 4-oxo, 5-hydroxy de I'hétérocycle C et le cycle B, respectivement (fig.10) (Bors et
al. 1997; Pietta, 2000 ; Heim et al., 2002).

o

I

Figure 10 : Sites de chélation des métaux par les flavonoides (Pietta, 2000).
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> Piégeage direct de radicaux libres

Les polyphénols agissent aussi comme des antioxydants par neutralisation directe des
radicaux libres. Les flavonoides en est une classe bien adaptée pour cette propriété. En effet,
ces molécules possedent une structure chimique aromatique permettant une délocalisation
électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires. A cause de leur
faible potentiel redox (Jovanovic et al., 1994), les flavonoides (Flav-OH) sont thermo
dynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R*) comme le superoxyde,
le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le OHe par transfert d’hydrogene. Le radical aroxyle
résultant (FI-O¢) peut réagir avec un autre radical libre pour former une structure quinone

stable.
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Figure 11: mécanisme moléculaire de I’effet antiradicalaire des flavonoides (Pietta, 2000).

En outre, le radical aroxyle peut interagir avec 1’oxygene pour donner une quinone et un
anion superoxyde. Cette réaction qui peut prendre place en présence de taux éleves de métaux
de transition, est responsable de I’effet prooxydant indésirable des flavonoides, (McCord,

1995). La capacité des flavonoides d’agir comme antioxydants dépend donc, non seulement
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du potentiel redox du couple Flav- O</Flav-OH, mais aussi de la réactivité du radical aroxyle.
(Rice-Evans, 2001).

> Inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres

L'inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systemes
biologiques est une autre stratégie de I'effet antioxydant des composés phénoliques. Il a été
rapporté par plusieurs études que les flavonoides sont les molécules les plus susceptibles d'étre
impliquées dans cet effet (Nagao et al., 1999; Lin et al., 2002). La quercetine, par exemple,
est I'un des flavonoides les plus connus pour son activité inhibitrice sur la xanthine oxydase
(Middleton et al., 2000).
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I1l. Matériels et méthodes

111.1. Les plantes médicinales sélectionnées
I11.1.1. Crataegus azarolus
» Noms habituels

Arabe : Zaaroura, Zadrour ou Zinebit.
Berbére :Tazaraourt, Tafirer ou Tefifiha.

Famille : Rosacées. (Ait Youssef, 2006)

Source:http://www.henriette sherbal.com.

Figure 12: photo de Crataegus azarolus.
» Propriété et usage

La feuille de Crataegus azarolus L. est employée en usage interne, sous forme d’un
décocté : reméde recommandé aux diabétiques, a raison d’un verre tous les matins a jeun. La
fleur est employée sous forme de décocté dans le traitement de 1’angine ; elle est réputé utile
pour supprimer les douleurs post-partum. Le fruit est employé dans I’alimentation humaine :
quoique de peu de saveur et manquant de suc, le fruit était récolté et consommé crus, surtout
en année disette (Ait Youssef, 2006).

111.1.2. Rhamnus alaternus

» Noms habituels
Arabe: Qaced, Aoud el kheir, Gd el hir.

Berbeére : Mlilés, mlilez, ajrour;j.

Famille : Rhamnacées. (Ait Youssef, 2006).

St f

Source: http://www.henriette sherbal.com.

Figure 13 : photo de Rhamnus alaternus.
» Propriéeté et usage
Les tiges et les feuilles étaient utilisees contre la jaunisse et les troubles hépatiques
provoqués par le paludisme (Ait Youssef, 2006). Les fruits de nerprun alterne renferme un
principe actif la rhamnine, donne des vertus purgatives elles constituent en effet, un purgatif
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trés énergique et d’un emploi sur. Mais les doses doivent étre déterminées avec prudence, 2g
de fruits écrasés dans un quart d’eau, en décoction a prendre le matin a jeun pour obtenir une
purgation douce. L’écorce de la racine ou du tronc de nerprun sont utilis€¢ avantageusement
contre la jaunisse. On prépare a cet effet 10g d’écorce de racine ou tronc dans demi-litre d’eau

I’laisser bouillir 10 min, filtrer, prendre 2 tasses par jour (Beloued, 2003).

111.1.3. Cistus albidus
» Noms habituels
Arabe : atai ou touzzalt.
Berbeére : tuzzalt ou tuzzala.
Famille : cistacées (Ait Youssef, 2006).

Source: http://www.henriette sherbal.com.
Figure 14 : photo de Cistus albidus.

» Propriéeté et usage
Les feuilles de Cistus albidus L. Etaient employées en usage interne sous forme
d’infusions.
Les fruits de Cistus albidus L. Sont employés en usage externe, mélangés a des fruits de

I’espece Juniperus Phoenica L, Pour la confection du fard a tatouages déenommé harkds. (Ait
Youssef, 2006).

111.1.4. Retama raetam

> Noms habituels
Arabe : R’tam.
Berbere : telit, telggit.

Famille : Fabacées (Benhouhou).

Source: http://www.henriette sherbal.com.

Figure 15 : photo de Retama raetam
> Propriété et usage
Il est utilisé comme un abortif, vermifuge, antiseptique, purgatif, sédatif, et vulnéraire.
les tiges et les feuilles sont broyées et mélangé avec du miel et administré par voie

orale comme émétique. Une décoction de feuillesest donnée comme purgatif et
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anthelminthique. Les fleurs sont utilisées pour guérir les blessures et la circoncision comme
antiseptique pour les plaies, une éruption cutanée et prurit. Les racines sont utilisées dans la
fumigation comme un abortif. De méme, une infusion des feuilles et fleurs peuvent aider a

produire un avortement (Benhouhou).

111.2. Récolte et séchage

La récolte des plantes a était faite dans le nord, précisément de la région de Bejaia, en
mois mars de I’année 2012. Apres leur identification par des spécialistes en botanique au
niveau de parc national de Gouraia, les différentes parties des plantes sont séchées a ’ombre

sous la température ambiante.

I11.3. Broyage et extraction

Aprés le sechage, les feuilles des plantes ont été réduites en poudre fine suite au
broyage et au tamisage successifs. La poudre obtenue de chaque plante est macérée dans
I’éthanol (95%) a raison de 4 ml pour 1g de la poudre, pendant 12 heures sous agitation
continue a I’obscurité et a la température ambiante. Le mélange est ensuite laiss¢ décanté
pendant 24 heures, et le surnageant éthanolique est récupéré et laissé évaporer a la
température ambiante du laboratoire jusqu’a la stabilité de son poids.

Le taux I’extraction (%) est calculé en appliquant la formule suivante :
% = {(P1-Po) / E} x 100

P; : poids d’extrait aprés évaporation (g).
Po : poids vide du boite de pétri (g).
E : poids de la poudre végétale (Q).

I11.4. Dosage des composés phénoliques
111.4.1. Dosage des phénols totaux
111.4.1.1. Principe de la méthode

En pratique, plusieurs méthodes sont appliquées pour estimer la teneur en phénols
totaux dans les tissus végétaux, mais aucune n’est apte seule de détecter tous les composés
phénoliques présents réellement dans ces tissus. Parmi elles, la méthode de Folin-Ciocalteu
est utilisée depuis environ un siécle pour doser la quantité des phénols dans les plantes, elle
est utilisée initialement pour les acides aminés (tyrosine et tryptophane), ou le réactif de
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Folin-Ciocalteu interagit avec le groupement phénolique hydroxylé de ces acides aminés
(Vermerris et Nicholson, 2006).

Le principe est basé sur la réduction du réactif Folin-Ciocalteu de couleur jaune, qui
est un mélange de 1’acide phosphotunstique (H3PW1,040) et I’acide phosphomolybdique
(H3PMo01204), par les groupements hydroxyles des polyphénols, en oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne qui absorbe dans le visible a 740 nm, la réaction s’effectue de
préférence dans un milieu basique (Vermerris et Nicholson, 2006). Pour cette méthode
spectrophotométrique, il faut établir une courbe d’étalonnage qui relie les absorbances aux
différentes concentrations, comme celle de 1’acide gallique ou chlorogénique. Les
concentrations en composés phénoliques sont alors rapportées en équivalent d’acide gallique
ou chlorogénique respectivement (Vermerris et Nicholson, 2006).

Pour estimer la teneur en phénols totaux dans nos extraits, nous avons utilisé cette
méthode, suivant le protocole décrit par R.B.Ammar et al (2007), en prenant 1’acide gallique

comme étalon.

111.4.1.2. Protocole expérimental
Pour la réalisation de la courbe d’étalonnage, différentes concentrations de 1’acide
gallique allant de 0,025 a 0,2 mg/ml ont été préparées. Par la suite, un volume de 100 pl du
réactif de Folin-Ciocalteu (50%) est mélangé avec 100 ul de chaque solution préparée, et
aprés environ 5 min ,2 ml de bicarbonates de sodium Na,CO3 (& 2%) ont été ajouté au
mélange. Le tout est laissé réagir pendant 30 minutes a I’obscurité. La lecture de la densité
optique est effectuée a 720 nm contre un blanc réactif, et les résultats ainsi obtenus ont permis
de tracer la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
Les extraits des plantes ont été traités avec les étapes de protocole suivies lors de la
préparation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique, et les résultats obtenus sont

exprimés en mg EAG/g d’extrait sec.

111.4.2. Dosage des flavonoides
111.4.2.1. Principe de la méthode

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de Rao et al (2010). Cette
méthode utilise le trichlorure d’aluminium (AICI3) qui interagit spécifiquement avec les
flavonoides en donnant une couleur jaune foncée. L’intensité de la coloration est évaluée par
spectrophotomeétre a 510 nm. De méme que le dosage des phénols totaux, le dosage des
flavonoides nécessite aussi 1’établissement d’une courbe d’étalonnage d’un flavonoide

standard (la rutine par exemple).
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111.4.2.2. Protocole expérimental

Pour la préparation de la gamme d’étalon, une série de dilution allant de 0,2 a 2 mg/ml
de solution de la rutine est préparée. Dans un tube a essai, on met un volume de 100ul de la
rutine, 300ul d’eau distillé suivie par 30ul NaNO, (5%). Aprés 5 min a la température
ambiante, un volume de 30ul d’AlCl3 a10% (133mg d’AICl; et 400mg d’acétate de sodium
sont dilués dans 100ml d’eau distillée) a été ajouté. Apres encore d’autres Smin, la réaction a
¢été traitée par 200ul de 1 Mm de NaOH. En fin, le mélange est dilué par 1 ml d’eau distillé.
La lecture est effectuée a 510 nm et les valeurs des absorbances trouvées pour chaque

solution sont utilisées pour tracer la courbe d’étalonnage.

111.5. Evaluation de ’activité antioxydante
I11.5.1. Test anti-DPPH
I11.5.1.1. Principe de la méthode

Le DPPH (1,1-diphényle-2-dipicrylhydrazyl), est un radical libre de couleur violette
intense, relativement stable et largement utilis¢é pour évaluer I’activité antioxydante de
différents composes (Wojdylo et al., 2007 ; Kaur et al., 2008).Ce radical lorsque il est réduit
sous I’effet d’un antioxydant se décolore pour donner une couleur jaune. La mesure de
I’efficacité d’un antioxydant (capacité a fixer des radicaux libres) se fait, justement, en
mesurant la diminution de la coloration violette (Rolland, 2004 ;Kubola et Siriamornpu,
2008 ; Khadri et al., 2009).

DPPHox + Antioxidantred - DPPH red + Antioxidant ox (Rolland, 2004).

111.5.1.2. Protocole expérimental

L’activité antioxydante des extraits des plantes est évaluée par la méthode Maisuthisakul et
ses collaborateurs (2007), dans laquelle 50ul de la solution méthanolique de DPPH (5mM) est
ajouté a 2 ,45ml d’extrait préparé a différentes concentrations, 1’absorbance est mesurée a
517nm apres 30mn d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante.

Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition ou effet scavenger contre

le DPPH par les antioxydants présents dans les extraits.
Effet scavenger contre le radicale DPPH (%) = {(At— (Ae— Ag)) /A7} X 100

At absorbance de témoin (2,45 ml méthanol + 50,0 ul DPPH).
Ag : absorbance de I’échantillon (2,45 ml extrait + 50,0 ul DPPH).
Ag : absorbance du blanc de 1’échantillon (2,45 ml extrait + 50,0 pul méthanol).
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I11.5.2. Test anti-ABTS
111.5.2.1. Principe de la méthode

D’apres Re et ces collaborateurs (1999), le principe de la méthode est basé sur la
décoloration de radical libre d’ABTS avec certaines modifications. Briévement, ce radical
monocation a été produit en réagissant la solution d’ABTS (7mM) avec 2,45Mm de persulfate
de potassium (K;S,0g). Le mélange a été laissé se tenir pendant 15 h dans l'obscurité a la
température ambiante. La solution a ¢été diluée avec I’eau distillée pour obtenir une

absorbance de 0,7 + 0,02 a734nm.

111.5.2.2. Protocol experimental
Les extraits des plantes ont été dissouts dans 1’éthanol pour rapporter des concentrations
allant de 10 a 120 pg/ml, 200ul de la solution des extraits des plantes sont ajoutés a un

volume de 1800ul d’ABTS aprés 7 min on mesurant I’absorbance a 734nm.
Effet scavenger contre le radical ABTS (%) = {(Ar— (Ae— Ag)) /Ar} X 100
At : absorbance de témoin (0,2 ml eau distillé + 1,8ml ABTS).

Ag : absorbance de I’échantillon (0,2 ml extrait + 1,8 ml ABTS).
Ag : absorbance du blanc de 1’échantillon (0,2 ml extrait + 1,8 ul éthanol).

111.5.3. Test anti-H,0,
111.5.3.1. Principe de la méthode

Le principe de la méthode d’évaluation de 1’activité anti-H,O, est basé sur la capacité des
extraits de plantes a détruire cette espece réactive. Les composés phénoliques doués de cette
activité s’aveérent d’une grande importance car le peroxyde d’hydrogéne (H,O;) constitue une
source de toxicitt pour les cellules végétales (Sinha et Saxena, 2006),
comme elle peut donner naissance a une espece réactive d’oxygene plus néfaste ; 1’anion

hydroxyle (OH) (Atmani et al., 2009).

111.5.3.2. Protocole experimental

La capacité des extraits a piéger le peroxyde d’hydrogene est déterminée suivant la
méthode rapportée par Ruch, Cheng et Klaunig (1989). Pour sa réalisation, 0,2 ml de la
solution des extraits des plantes étudiées sont mélangés avec le volume de 0,6ml de solution

tampon phosphaté de pH=7,4 ; aprés un volume de 1,2 ml d’H,O, a été ajouté au mélange,

36



Matériels et méthodes

puis les tubes ont été agités a I’aide d’un vortex. L’évaluation de cette activité est estimée par
la mesure des absorbances a 230 nm en appliquant la formule suivante :
(%) = {(Ar) — (Ae) / (A7)} x 100

A+ : absorbance du témoin.

AE : absorbance de 1’échantillon.

I11. 5.4. Test du phosphomolybdate
111.5.4.1. Principe de la méthode

Ce test est un essai spectrophométrique rapide et directe, qui a été développé pour la
détermination quantitative de la capacité antioxydante. Il est basé sur la réduction du Mo (V1)
au Mo(V) par I’échantillon développant ainsi un complexe phosphomolybdique vert a pH

acide donnant une absorbance caractéristique a 695 nm (Prieto et al., 1999).

111.5.4.2. Protocole expérimental

Selon Prieto et al (1999), dans des tubes a essai, nous avons mélangé 0,1 ml de chaque
extrait (0,25mg / ml) avec 1ml de réactif phosphomolybdique (0,6 M d'acide sulfurique, 28
mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium), les tubes sont ensuite
incubés a 90 ° C pendant 1 heur et 30 minutes. Apres refroidissement, la lecture de la densité
optique des solutions est mesurée a 695 nm contre un blanc. La capacité antioxydante

exprimée en équivalent de I'acide ascorbique (mg / g de I'échantillon).

111.6. Outil informatique

La présentation et le traitement des résultats ont été congus par 1’application du
logiciel Sigmaplot. La comparaison des valeurs est réalisée par 1’application de la méthode
One Way Anova approprié pour plusieurs groupes en appliquant le test Duncan's Method

(P est significative a 0, 05). Les IC 50 sont exprimées en utilisant le logiciel Origine 6.0.
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V. Résultats et discussions

IV.1. Rendement de I’extraction
Pour qu’une extraction soit optimale et efficace, il est convenu de respecter plusieurs

facteurs tels que les propriétés chimiques de soluté (solubilité), le transfert de matiére qui
dépend de la taille des particules, le type de solvant choisi et de sa viscosité (Mitra, 2003).
Les composés phénoliques sont 1’un des principes solubles dans les solvants polaires, c’est la
raison pour laquelle on a choisi 1’éthanol, afin de les extraire avec un rendement de
recouvrement maximal (Vermerris et Nicholson, 2006).

Les procédés d’extraction des composés phytochimiques, a partir des plantes
médicinales, constituent une étape cruciale, car elle est déterminante de la qualité et de la
quantité de principes actifs recherchés, qui refletent directement leurs activités biologiques.

En outre, la production des métabolites phénoliques varie en fonction des saisons, elle
atteint son maximum en été avec une puissante activité antioxydante, tandis qu’en hiver ces
deux valeurs diminuent considérablement (Meot-Duros et Magne 2009).

A cet effet les plantes étudiées dans ce travail sont récoltées pendant les périodes

présumées étres propices pour la synthése des niveaux elevés de ces métabolites.

Le tableau ci-dessous présente les différents taux d’extraction obtenus dans notre

étude.

Tableau 2 : taux d’extraction des différentes plantes étudiées.

Plantes Taux d’extraction (%)
C. azarolus 7,81

R. alaternus 8.19

C. albidus 11.71

R. raetam 5.98

(Bounoua et Bouhamida, 2012).

Sachant que la procédure de 1’extraction appliquée pour toutes les plantes est effectuée
dans les mémes conditions expérimentales, les résultats obtenus montrent des rendements
d’extraction variables. Le taux d’extraction le plus élevé est obtenu au niveau des feuilles de
C. albidus (11.71%), tandis que le taux le plus faible est celui de R. raetam (5.98%). Cette
différence pourrait étre due principalement a la richesse ou la pauvreté de la plante en

composés solubles dans le solvant utilisé ou bien a la taille des particules de la poudre
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végétale (Vermerris et Nicholson, 2006). Plus les particules de la poudre végétale sont de

taille fine plus le rendement en extraction est meilleur.

IV.2. Résultats de dosage des composés phénoliques
IV.2.1. Teneur en phénols totaux

La méthode de dosage des phénols totaux, appliquée dans notre étude, est celle de
Folin-Ciocalteu ; une méthode souvent utilisée dans d’autres études. La teneur en phénols
totaux pour tous les extraits est exprimée a partir de la courbe d’étalonnage préparée avec
I’acide gallique utilisé comme molécule standard (figure 16).

05

Y =43 X-0,004
R2=0.99

Absorbance a 720 nm

00 & T T T

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 010 012
Concentration (mg/ml)

(Bounoua et Bouhamida, 2012)
Figure 16 : courbe d’étalonnage réalisée avec ’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec * I'écartype.

Dans le tableau ci-dessous, on a rapporté les résultats de teneurs de 1’extrait

¢thanolique de chaque plante, exprimés en mg EAG/g d’extrait sec.
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Tableau 3 : teneur en phénols totaux des extraits des plantes.

Plantes Teneur en phénol totaux
(mg EAG/Q)

C. azarolus 322,00 +4,41

R. alaternus 179,76 + 3,53

C. albidus 384,22 + 6,93

R. raetam 209,61 + 2,04

(Bounoua et Bouhamida, 2012).

-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
- Les valeurs sont significativement différentes a un seuil de P<0,05.

Les valeurs des teneurs en phénols totaux se sont montrées, significativement,
différentes a un seuil de probabilité inférieur a 5% (P< 0,05).

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques. Des études
ont montré que les facteurs extrinséques (tels que les facteurs géographiques et climatiques),
les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la durée de
stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols (Aganga, 2001,
Pedneault et al., 2001).

D’apres ces résultats, les teneurs en phénols totaux montrent que la valeur la plus
importante est celle de I’extrait de C. albidus (384,22 mg EAG/g) suivie par celles de
C. azarolus, R raetam et R. alaternu, en manifestant respectivement les teneurs suivantes ;
citées dans un ordre décroissant : (322,00 mg EAG/g, 209,61 mg EAG/g et 179,76 mg
EAG/g.

Dans leur étude tres récente, Gongalves et ces collaborateurs (2013) ont indiqué que,
parmi les dix plantes qu’ils ont étudiées, I’extrait d’infusion des feuilles de C. albidusest I’'un
des extraits les plus riches en phénols totaux. Ce résultat est en concordance avec le notre en
ayant trouvé la teneur la plus importante en ces métabolites (p < 0,05) au niveau des feuilles
de C. albidus.

D’autre part, C. ladanifer ; une plante du méme genre que C. albidus; a été rapportée,
par Barrajon-Catalan et al (2010), comme étant riche en composés phénoliques et que ses
propriétés biologiques, telles que I’activité antioxydante, antimicrobienne et cytotoxique,
seraient associées a son contenu en polypheénols.

D’aprés 1’étude menée par Al-Mustapha et Al-Thunibat (2008), I’extrait aqueux des
geéme

feuilles de C. azarolus est classé en position sur ’ensemble des extraits de 21 plantes

médicinales qu’ils ont analysées.
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IV.2.2. Teneur en flavonoides

La méthode de dosage des flavonoides est plus spécifique, si on la compare a celle de
dosage des phénols totaux, car elle basée sur la formation de complexe chromogéne
specifique entre les flavonoides et AICI; L’application du protocole, a été mise a profit, en
premier lieu, pour la préparation de courbe d’étalonnage avec une série de dilution de la

rutine (figure 17).

1,0

Y=0,56 X + 0,013 .
R2 =0,98

0,8 A

0,6 1

Absorbance a 510 nm

0,2

0,0 T T T T T T T T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 12 14 1,6 1,8

Concentration (mg/ml)

(Bounoua et Bouhamida, 2012).

Figure 17 : courbe d’étalonnage réalisée avec la rutine pour le dosage des flavonoides.

-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

Les valeurs ci-dessous, exprimées en mg ER/g d’extrait sec, sont le produit de la
moyenne de trois testes, elles sont calculées apres la conversion des densités optiques
manifestées par les extraits des plantes en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage (Y=0,56X+0,013). Les résultats ainsi obtenus sont regroupés dans le

tableau 4.
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Tableau 4: teneur en flavonoides des extraits éthanoliques des plantes

Extrait éthanolique Teneur en flavonoides
(mg ER/g)

C. azarolus 157,70 £ 11,44

R. alaternus 189,39 + 07,62*

C. albidus 188,47+ 11,52*

R. raetam 62,12 £ 09,19

(Bounoua et Bouhamida, 2012).
-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
- *: la différente n’est significative & un seuil de P<0,05.

De ces résultats, il est remarquable que les teneurs, en flavonoides, de I’extrait
éthanolique de feuilles de C. albidus et de R. alaternus sont proche (P<0,05), en manifestant
respectivement des valeurs de 188,47 mg ER/g et 189,39 mg ER/g. Ces valeurs indiquent
aussi que ces plantes sont les plus riches en les comparants aux deux autres plantes.

Les feuilles de C. azarolus, quant & elles, viennent en deuxiéme position avec un taux
de 157,70 mg ER/qg. Cette plante est largement étudiée vu ses effets bénéfiques prouvés en
médecine traditionnelle contre les problemes cardiovasculaires. Cette propriété serait
attribuée, pour une grande part, a leur richesse en composés phénoliques notamment les

flavonoides.

En fin, Pextrait de R. raetam est marqué par le taux le plus faible (62,12 mg ER/g).
Cette derniére est trois fois moins riche en flavonoides par rapport a C. albidus et R.
alaternus. Kassem et ces collaborateurs (2000) ont identifié, au niveau des parties aériennes
de R. raetam, deux nouvelles formes de flavonoides; il s’agit de luteolin 4’-0O-
neohesperidoside _et 5,4’-dihydroxy-(3,4-dihydro-3,4-dihydroxy)-2, 2- dimethylpyrano-5,6

:7,8.-flavone.

IVV.3. Evaluation de activité antioxydante

Les principales méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant des principes
phytochimiques, sont fondées sur la détermination de produits résultants de 1’oxydation ou
bien en mesurant I’efficacité d’une substance a piéger les radicaux (Marc, 2004).

Il existe différentes méthodes pour déterminer le potentiel antioxydant des extraits des
plantes : le test de décolonisation de B- carotene linoléate, le test DPPH, le test FRAP (Ferric
Reducing /Antioxidant Power), 1’activité scavenger contre le radical hydroxyle et contre le
peroxyde d’hydrogéne (Kubola et Siriamornpun, 2008), le test TEAC / ABTS + (Trolox
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Equivalent Antioxydant Capacity) (Wojdylo et al., 2007), et plus récemment test ORAC
(Oxygen radical absorbance capacity) (Rolland, 2004).

Parmi ces différentes méthodes, le test anti-DPPH, anti-ABTS, anti-H,0, et le pouvoir
antioxydant basée sur I’utilisation de phosphomolybdate, sont les méthodes qui ont été prises
en considération pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits des plantes qui font

I’objet du présent travail.

IVV.3.1. Test anti-DPPH
1V.3.1.1. Résultats de I’activité anti-DPPH des extraits a 100 pg/ml

A la premiére lecture des résultats (figure 18), on peut supposer que nos plantes sont
de bonne source de molécules a caractere antioxydant. En effet, a la concentration de 100
ug/ml, les extraits de C. albidus, C. azarolus et R. alaternus ont montré des pourcentages
assez proches qui dépassent une moyenne de 90%. Sauf a I’exception de I’extrait de R.
raetam qui présente une activité peu prononcée, I’activité des autres plantes est comparable
(p<0,05) a celle de la molécule standard testeée en paralléle (rutine : 98.98%).

Ce résultat s’expliquerait non seulement par la richesse des extraits des plantes en
polyphénols (quantité), mais aussi par les propriétés structurales de leurs composes
phénoliques hydrosolubles qui sont caractérisés par la présence des groupements hydroxyles
fortement impliqués dans 1’activité anti-radicalaire (Al-Mustapha et Al-Thunibat,, 2008 ;
Robards et al., 1999).

L’effet puissant, manifesté par I’extrait de feuilles de C. albidus, est en accord avec les
résultats de Goncalves et son équipe (2013). Cette plante a été classée deuxiéme sur les dix
plantes analysées dans leur étude, en montrant un pouvoir anti-DPPH de 100.51 (mmol Tolox

équivalent/ g d’extrait brut) ; un effet qui vient juste apres celui des feuilles de P. lentiscus.
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Figure 18 : activités anti-DPPH des extraits et le standards a 100 ug/ml.

- Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + |'écartype.
- *: la différente n’est significative a un seuil de P<0,05.

IV.3.1.2. Résultats de I’activité anti-DPPH en fonction de la concentration des extraits

L’évaluation de [I’activit¢é anti-DPPH des extraits des plantes suivant leurs
concentrations est menée dans le but de déterminer les concentrations inhibitrices a 50%
(ICsp %). Une ICso, par définition, est la concentration d’une molécule antioxydante,
nécessaire pour neutraliser 50% de la molécule radicalaire en question (DPPH, ABTS et
autres). Ces concentration sont inversement proportionnelles a I’effet scavenger dont les
valeurs faibles refletent un pouvoir anti-radicalaire important (Villano et al., 2007 ;
Khadri et al., 2009).

La figure N°19 montre que I’effet anti-DPPH des extraits éthanoliques de feuilles de
R. alaternus et R. raetam commence a diminuer a partir de la concentration de 100p/ml pour

atteindre les taux les plus faibles a la concentration de 20 pg/ml.
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Figure 19 : effet anti-DPPH en fonction de la concentration des extraits de feuilles de R. alaternus et R.raetam.
-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

Tandis que la figure N°20 montre que 1’effet anti-radicalaire des extraits éthanoliques
de feuilles C. albidus et C. azarolus reste important méme a la concentration de 10ug/ml et

atteignent les taux les plus faibles a une concentration trés basse (2ug/ml)
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(Bounoua et Bouhamida, 2012).
Figure 20 : effet anti-DPPH en fonction de la concentration des extraits de feuilles de C. albidus et C. azarolus.
-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
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Les valeurs des ICsy calculées pour chaque extrait ainsi que celle de la molécule

standard, sont regroupées dans le tableau suivant.

Tableau 5 : valeurs des ICsq (ug/ml) de ’activité anti-DPPH

Extrait éthanolique IC 50 (ng/ml)
C. azarolus 7,25 £ 0,05
R. alaternus 43,59 + 3,91
C. albidus 3,84+ 0,30*
R raetam 76,01 £ 0,72
Rutine 2,85+ 0,15*

(Bounoua et Bouhamida, 2012).
- Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
- *: la différente n’est significative a un seuil de P<0,05.

L’extrait de C. albidus et C. azarolus sont les plus efficaces en termes d’activité
antiradicalaire contre le DPPH, en montrant les ICsq les plus basses. L’ICsy de I’extrait de
feuilles de C. albidus est comparables (P< 0,05) a celle de la rutine : 2,85 pug/ml.

Cependant, les extraits de R. alaternus et R. raetam ont exprimé les ICsy les plus

élevées, reflétant ainsi les activités antiradicalaires les plus faibles.

1VV.3.1.3. Résultats de I’activité anti-DPPH en fonction du temps

La caractéristique principale d’un antioxydant est sa capacité de capter les radicaux
libres. Pour se renseigner sur la vitesse de réduction du radical et la puissance d’un
antioxydant, nous avons realise un suivi de la réaction de réduction par mesure de
I’abaissement de 1’absorbance dans le temps, ce qui est bien montré dans la figure N° 21.

Les extraits de C. albidus et C. azarolus ont prouvé, encore une autre fois, leurs
caracteres anti-DPPH le plus prononcé en atteignant le niveau de destruction de DPPH le plus
important, dans un intervalle de temps le plus court ; tandis que I’extrait de R raetam est le

moins efficace.
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(Bounoua et Bouhamida, 2012).
Figure 21 : cinétique de I’activité anti-DPPH des extraits des plantes en fonction du temps.

IVV.3.2. Test anti-ABTS
I1V.3.2.1. Résultats de I’activité anti-ABTS des extraits a 100 pg/ml

La figure ci-dessous confirme que les feuilles de C. albidus sont les plus actives contre
I’ABTS. Leur effet a 100ug/ml, est le plus éleve (P<0,05) des autres; et comparable a celui
de la molécule standard (98.88%). L’extrait de feuilles de C. azarolus, a montré aussi une
bonne activité anti-radicalaire avec un taux de 90%.

L’extrait méthanolique et éthanolique de feuilles de C.ladaniferus, a 1ug/ml, a une
activité antiradicalaire importante selon Mahassine et al (2010).

Par contre, R raetam et R. alaternus viennent en derniére position en termes de cette
activité. Malgré I’effet assez important des feuilles de R. alaternus contre le radical DPPH,
leur effet est faible et peu significatif contre le radical ABTS, cela pourrait s’expliqué par

I’affinité variable des molécules antioxydantes vis-a-vis des deux radicaux synthétiques.
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Figure 22 : effet anti-ABTS des extraits des plantes a 100 pg/ml.

-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + |'écartype.
- *: la différente n’est significative a un seuil de P<0,05.

1V.3.2.2. Résultats de P’activité anti-ABTS en fonction de la concentration des extraits
Le profil d’activité anti-radicalaire de chaque extrait testé, a différentes concentrations,
vis-a-vis du radical ABTS est présenté dans la figure N° 23. C’est les extraits de C. albidus et

C. azarolus qui présentent toujours une activité anti- radicalaire la plus importante.
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(Bounoua et Bouhamida, 2012).
Figure 23 : effet de ’activité anti-ABTS des extraits & différentes concentrations.

-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
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En effet, au niveau des extraits de ces plantes, le pourcentage de I’ABTS réduit par les
différents antioxydants, montre une augmentation rapide de ce dernier dans un intervalle tres
réduit de la dose de 1’extrait brut.

D’aprés ses résultats, il est remarquable que les IC50 les plus élevées sont celles
exprimées par I’extrait de R. raetam et R. alaternus, indiquant ainsi une activité modeste
contre le radical ABTS.

Et les feuilles de C. albidus et C. azarolus ont montré des IC50 importantes
cependant, elles restent significativement élevées (P<0,05) de celle de la rutine (1,7 pg/ml).

Deux molécules phénoliques : kaempferol 3-O-B-isorhamninoside et rhamnocitrin 3-
O-B-isorhamninoside, isolées de feuilles de R. alaternus, ont montré respectivement des ICs
de 120 pg/ml et 150 pg/ml contre le radical ABTS (Bhouri et al., 2011).

Tableau 6 : valeurs des ICsq (ug/ml) de I’activité anti-ABTS.

Extrait éthanolique IC 50 (pg/ml)
C. azarolus 20,39 £ 1,47
R. alaternus 101,25 £ 1,57
C. albidus 16,32 + 0,31
R raetam 160,6 + 24,24
Rutine 1,70 +0,004

(Bounoua et Bouhamida, 2012).
-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
- Toutes les moyenne sont significativement différentes a un seuil de P<0,05.

1V.3.2.3. Résultats de I’activité anti-ABTS en fonction du temps

Nous avons réalisé un suivi de I’activité anti-ABTS en fonction de temps dans le but
de faire ressortir la différence de [D’efficacité et 1’affinité des diverses molécules
polyphénoliques des nos extraits, ce qui est bien montré dans la figure N°24. On a remarqué
que les feuilles de C. albidus et C. azarolus atteignent le niveau de destruction d’ABTS le
plus important, dans un intervalle de temps le plus court, par contre, les extraits de R. raetam

et de R. alaternus se sont avérés les moins efficaces et peu reéactif.
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Figure 24 : cinétique de I’effet anti-ABTS des extraits de plantes en fonction du temps.

IV.3.3. Test anti-H,0;

L’intérét d’étudier la capacité des polyphénols végétaux de dégrader le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) vient du fait qu’il est une espéce a I’origine de la formation des radicaux
libres tel que 1’anion hydroxyle (OH’) (Rolland, 2004 ; Atmani et al., 2009).

1V.3.3.1. Résultats de I’activité anti-H,O, a 1mg/ml

Les résultats de destruction d” H,O, par les extraits préparés a 1 mg/ml, sont illustrés
dans I’histogramme ci-dessous. Le seul extrait qui a montré I’effet le plus intéressant est celui
des feuilles de C. albidus avec un taux de 73.51%, suivi par 1’extrait de C. azarolus avec un
effet de 65.45%. Cependant, les autres plantes, notamment R. raetam et R. alaternus, sont

marquées par les taux les plus faibles (inferieur a 50%).
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(Bounoua et Bouhamida, 2012).

Figure 25 : effet anti-H,0, des extraits des plantes & une concentration de 1 mg/ml.

-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
- Toutes les moyenne sont significativement différentes a un seuil de P<0,05.

1V.3.3.2. Résultats de I’activité anti-H,O, en fonction de la concentration des extraits

A titre de remarque ; sauf les extraits de C. albidus, C. azarolus, R. alaternus, ont été

traités a différentes concentrations contre le H,O,. D’aprés les courbes montrées dans la

figure N° 26, on constate que I’effet anti-H,O, de ’extrait de C. albidus, C. azarolus est

dépendant de la concentration de leurs extraits de fagon similaire. Ces deux plantes sont

efficaces a détruire 50% de H,0, a des concentrations de 0,440 mg/ml et 0,716 mg/ml.
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(Bounoua et Bouhamida, 2012).

Figure 26 : effet anti-H,O, des extraits des plantes a différentes concentrations.

-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
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1VV.3.4. Test du phosphomolybdate
Le test de phosphomolybdate est entrepris pour révéler I’activité antioxydante totale
des extraits des plantes. Les résultats sont conclus a partir de la courbe ci-dessous, realisee

avec ’acide ascorbique.

16
14

Y =0,0038 X ~0,026 |
127 R2=0.99

Absorbance a 695 nm

-0,2 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentration (pg/ml)

(Bounoua et Bouhamida, 2012).

Figure 27 : courbe d’étalonnage réalisée avec ’acide ascorbique.

-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

S’agissant du pouvoir réducteur, il s’est montré différent (P<005) d’une plante a une
autre. L’activité de C. albidus et C. azarolus est la plus importante, suivie par [’extrait de

feuilles de R. alaternus, tandis que I’extrait de R. raetam reste le plus faible.

Tableau 7: pouvoir antioxydant des extraits de plantes

Pouvoir antioxydant

Extrait éthanolique (1g Acide ascorbique eq 1mg de I’extrait)

C. azarolus 0,43 +0,01
R. alaternus 0,32+ 0,04
C. albidus 0,52+ 0,03
R. raetam 0,19 £ 0,02

(Bounoua et Bouhamida, 2012).
-Toutes les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
- Toutes les moyenne sont significativement différentes a un seuil de P<0,05.
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IV.4. Corrélation
IV.4.1. Corrélation entre les activités antioxydantes et les teneurs en phénols totaux

Les corrélations établies ci-dessous (figure 28) indiquent que les composés
phénoliques sont les molécules antioxydantes majoritaires des extraits des plantes étudiées.
En effet, les teneurs des extraits des plantes ont montré des corrélations significativement
importantes pour toutes les activités anti-oxydantes testées. Ainsi, on peut dire que plus de
90% des composés phénoliques, toutes formes confondues, seraient impliqués dans cette
activité. Un tel résultat a été déja rapportés dans plusieurs travaux (Cai et al., 2004, Wong et
al., 2006). Cependant, l'utilisation des extraits bruts n'épargne pas I'effet anti-radicalaire que
pourrait exercer des composés antioxydants non phénoliques, tels que 1'a-tocophérol et les

huiles essentielles (triterpénes), notamment C. albidus qui en est riche.

110 110
R2[)= 0,85 R2[1=0,96
S S 100 1 °
100 (] <
T 2 90 A .
a . 2
= 90 - . & 80
c <
© ©
5 g 07
=4 &
g 80 § 601
[ @
3 3
— - 50 1 °
£ 701 £ .
L Ll 40 -
.
60 T T T T 30 T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Teneur en phénols totaux (mg EAG/g) Teneur en phénols totaux (mg EAG/ g)
100 0,55
R2[1=0,96 — R2=098 °
o
2 050
80 3 045
g < 0
S o o
~ S 040
d :
‘é 60 *g 0,35 1
< S
2 2 030 -
= 2
40 * S 025+
. )
Z 020
<
=¥
20 T T T T 0,15 T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Teneur en phénols totaux (mg EAG/ g) Teneur en phénols totaux (mg EAG/ g)

(Bounoua et Bouhamida, 2012).

Figure 28: la corrélation entre la teneur des extraits des plantes en phénols totaux et les différents tests

d’évaluation des activités antioxydantes.
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IV.4.2. Corrélation entre les activités antioxydantes et les teneurs en flavonoides

D’apres ces figures, il est indiqué que mis a part I’effet anti-DPPH qui est en corrélation
positive (R? =0,91) avec la teneur des extraits des plantes en flavonoides, les autres testes ; notamment
le test anti-ABTS et anti-H202; n’en est pas de méme. Ils ont montré des corrélations de coefficient
faible : I’effet anti-ABTS (R? =0,3) et anti-H,0, (R® = 0,4). Ce résultat, montre que la richesse d’un
extrait en flavonoides et ’effet antioxydant important n’est pas toujours une évidence. En effet,
I’efficacité de I’activité antioxydant d’un extrait de plante est une caractéristique dépendant aussi de la
qualité et de la structure des molécules de flavonoides. Un flavonoide, de bonne activité antioxydante,
doit acquérir trois caractéristiques structurales principales : (1)- Structure ortho-dihydroxy du cycle B
(3',4"), cette structure est importante pour l'activité antiradicalaire des flavonoides possédant un
hétérocycle saturé. (2)- La double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est responsable
de la délocalisation des électrons, en améliorant ainsi la capacité anti-radicalaire. (3)- Les

groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (Soobrattee et al., 2005).
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Figure 29: la corrélation entre la teneur des extraits des plantes en flavonoides et les différents tests

d’évaluation des activités antioxydantes.
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Conclusion

De nos jours, dans le monde, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu
un grand intérét dans la recherche biomédicale. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que
les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et de composés
naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une

thérapie plus douce sans effets secondaires.

Notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise par un
réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques et

pharmacologiques particulieres.

Cette richesse commence a étre investiguée dans beaucoup de projets de recherche. Dans
le présent travail, on s’est intéressé aux effets antioxydants des extraits bruts de quatre plantes
médicinales : Crataegus azarolus, Rhamnus alaternus, Cistus albidus et Retama raetam. Ces
derniéres, ont fait 1’objet d’une étude détaillée, commengant par I’extraction et le dosage des
composés phénoliques ainsi que 1’évaluation de leurs effets anti- radicalaire (anti-DPPH, anti-
ABTS, anti-H,0, et phosphomolybdate).

L’extraction des composés phénoliques a été faite sur une poudre fine de ces plantes en
utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction. Les rendements de cette étape montrent que les
feuilles de Cistus albidus est le plus élevé en comparaison aux autres. De plus, le dosage des
phenols totaux, par la méthode de Folin-ciocalteu, affirme que Cistus albidus est la plus riche en
ces composés (384,22 mg EAG/g). Cependant, le taux le plus faible est exprimé par les feuilles
de Retama raetam. On a conclu aussi que I’extrait de Cistus albidus est aussi le plus riche en
flavonoides en démontrant un taux de (188,47 mg ER/g), suivi par I’extrait de Crataegus

azarolus avec une valeur de (157,70 mg ER/qg).

L'activité antioxydante in vitro est étudiée avec les méthodes de réduction du radical libre
DPPH et ABTS a affirmé que les feuilles de Cistus albidus est les plus puissantes en
manifestant les 1Csq les plus basses. Ceci s’explique par la richesse de cette plante en composés
phénoliques. Les feuilles de Crataegus azarolus, classé en deuxiéme lieu, est aussi marqué par
une ICs intéressante, tandis que les extraits de Retama raetam et Rhamnus alaternus sont
marquées par les ICsy les plus élevees, reflétant ainsi les activités anti-radicalaires les plus
faibles.
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L’établissement d’une corrélation entre I’effet anti-radicalaire et les teneurs des extraits
de plantes en phénols totaux a révélé qu’environ (90%) de ces derniers sont doués d’activité anti-
oxydante.

Concernant I’activité anti-H,O,, 1I’extrait qui a fait I’exception, en montrant 1’effet le plus
puissant, est celui de C. albidus avec un taux de (73,51%), suivi par 1’extrait de C. azarolus
(65,45%). Cependant, 1’extrait de Rhamnus alaternus est marqué par un taux faible (41,69%). La
corrélation entre cette activité et les teneurs de plantes en polyphénols a montré une relation

positivement proportionnelle entre ces deux parametres (89%).

A la lumiére des résultats obtenus, les extraits de plantes étudiées, notamment
C. albidus et C. azarolus, seraient de bonnes sources de molécules bioactive a caractere anti-
radicalaire. Et cet effet, cette étude mérite d’étre approfondie en proposant comme perspectives
de:

- Déterminer la structure des substances bioactives naturelles pourront répondre aux

différents problémes de la santé et d’étre une alternatif des médicaments synthétiques.

- Appliquer des méthodes d’évaluation d’autres activités biologiques : effet anti-

inflammatoire, analgésique, anti-hypertensif .................. etc.

- Verifier les propriétés biologiques de ces plantes in-vivo, car une substance ayant une

tres bonne active biologique in vitro, peut ne pas I’étre, une fois pénétrée dans le corps ;

alors une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une vue globale sur les propriétés

thérapeutiques des plantes.
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Annexes

Annexe 1: Quelques exemples de sources végétales riches en composés phénoliques connus pour leurs effets
thérapeutiques (Jean-Jacques et al., 2005).

Principaux composés

Activités biologiques
principales

Ginkgo (feuilles)
Gingko biloba L.

Soja (jeunes pousses)
Glycine max L.

Lin (graines)
Linum sp.

Houblon (cones floraux)
Humulus lupulus L.

Pin maritime (écorce)
Pinus maritima L.

Raisin (pépins et vin)
Vitis vinifera L.

Raisin, vin rouge

Podophyllum peltatum L.

Trefle des prés (jeunes
pousses)

Trifolium pratense L.
Luzerne

Medicago sativa L.
Argumes (fruits)
Citrus sp.

Flavonols : mono, di et
triglycosides du kaempférol,
de la quercétine et de
I’isorhamnétine
Phytoestrogenes du groupe
des isoflavonoides
(génistéine, daidzéine et
glycitéine et leurs derivés
glycosylés et acylés
Phytoestrogenes du groupe
des lignanes

Phytoestrogene : 8-
prénylnaringénine
Proanthocyanidines (dérivés
de la catéchine, de
I’épicatéchine, de
1I’épigallocatéchine)
Proanthocyanidines a base de
catéchine et d’épicatéchine
Acides benzoiques et
hydroxycinnamiques libres et
glycosylés

Catéchine, épicatéchine
Proanthocyanidines
oligomeéres

Tannins condensés
Resvératrol

Podophyllotoxine (lignane)

Isoflavones (formononétine,
biochanine A)

Coumestrol

O- et C-glycosides de
flavones et flavonones
(naringine, diosmine,
hespéridine)

Flavones polyméthoxylées

Effet antioxydant, action
neuroprotectrice, action
positive sur la circulation
cérébrale

Action anticancéreuse,
troubles de la ménopause,
diminution du cholestérol
sanguin, protection contre les
accidents cardiovasculaires
Action anticancéreuse,
prévention des accidents
coronariens

Action cestrogénique, effet
antioxydant

Effet antioxydant, anti-
inflammatoire, inhibition de
I’agrégation des plaquettes
sanguines

Effet antioxydant, protection
contre les affections
cardiovasculaires

Diminution de 1’agrégation
des plaquettes sanguines,
action anticancéreuse
Action anticancéreuse et
antivirale

Action phytoestrogénique
voisine de celle du soja

Propriétés cestrogéniques

Action anti-inflammatoire,
action anticancéreuse,
augmentation du tonus
veineux
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Annexe 2 : les principaux radicaux libres et leurs précurseurs (Rolland, 2004).

Radicaux libres Espéces a I’origine de radicaux libres
O radical anion superoxyde O, oxygene singulet

OH radical hydroxyle H,0; peroxyde d’hydrogeéne

HO, radical perhydroxyle ROOH hydroperoxyde

RO "radical alkoxyle (carbonyle excité)
ROO "radical peroxyle
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